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RESUMEN

Las  enzimas  citocromo  P450   (P450s)   participan  en  importantes  funciones

celulares  como  la  biosintesis  de  esteroles,   entre  otros.   En  Sch/.zosaccharomyces

pombe se caracteriz6 la proteina Dapl (Damage response profe/.n 1 ) como un regulador

positivo de P450s y se demostr6 su participaci6n en la sintesis de ergosterol.

En  Ia  levadura  Xanthaphy//omyces  dendrorif]ous  se  han  caracterizado  tres

P450s: Cyp51  y Cyp61, involucradas en la biosintesis de ergosterol y Cris, involucrada

en la biosintesis de astaxantina,  carotenoide de intefes comercial.  De esta manera, el

objetivo de esta tesis fue identificar y caracterizar el gen DAP7 de X. dendrowhous, junto

con  estudiar la  participaci6n  de  la proteina  Dapl  en vias  metab6Iicas que  involucran

enzimas  citocromos  P450.  La secuencia  g6nica  de  DAP7  se  identific6  en  bases  de

datos gen6micas y transcript6micas locales de X.  dendrowhous;  DAP7  corresponde a

un gen de 808 pb que codificaria una proteina con un dominio tipo citocromo b5 en su

extremo  C-terminal  y  estaria  anclada  en  membrana.   La  deleci6n  de  DAP7  en  la

levadura afect6 la pigmentaci6n y el  mutante,  denominado CBSAdap7,  es sensible a

drogas az6licas como clotrimazol,  compuesto descrito como inhibidor de la biosintesis

de esteroles.  Junto con esto,  el  mutante CBSAdap7  cambi6 tanto la composici6n de

carotenoides y esteroles, en donde la proporci6n de astaxantina disminuy6 y aument6

la de B-caroteno, sustrato de la P450 Cris; ademas, la proporci6n de ergosterol tambien

disminuy6, acumulandose otros dos esteroles no identificados. Los niveles de transcrito

de  los  genes  de  las  P450s  Cyp51,  Cyp61   y  Cris,  son  mss  altos  en  el  mutante

CBSAdap7 respecto a la cepa parental, Io cual parece no ser suficiente para mantener

los  niveles  de  ergosterol  y  astaxantina  silvestre  en  la  levadura.  El  aumento  en  los

niveles  de transcrito  en esta  cepa  puede  ser explicado  por una  activaci6n  de  la via
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SREBP, via involucrada en la mantenci6n de la homeostasis de esteroles en la c6lula.

Para analizar esta posibilidad, se construy6 el mutante CBSAsre7Adap7. Este mutante

es adn mss sensible a las drogas az6Iicas y cambi6 su pigmentaci6n con respecto a su

cepa  parental,  CBS4dap7.  La  interacci6n  entre  Dapl-P450s  ha  sido  observada  en

levaduras como S. pombe,  pero imposible de detectar en  S.  cerev/.s/.ae,  donde se ha

propuesto que Dapl  corresponderia a una transportadora de hemo. Para evaluar esto,

cultivos de la cepa silvestre y CBSAdap7 fueron suplementados con hemina (analogo

farmacol6gico de hemo) para analizar la restauraci6n del fenotipo silvestre en cuanto a

color,   lo   cual   no   fue   posible   de   observar.,   lnteresantemente,   Ia   deficiencia   del

crecimiento en presencia de clotrimazol si fue revertida cuando se adicionaba hemina

al medio de cultivo. AI analizar la composici6n de ergosterol bajo estas condiciones,  la

proporci6n de ergosterol no aument6, pero si se detectaron nuevos esteroles en esta

cepa, la cual podria estar mediando la resistencia a la droga. Finalmente, para evaluar

la posible interacci6n entre Dapl  y las  P450s Cyp51  y Cyp61  de X.  dendrowhous,  se

construyeron cepas con estas proteinas fusionadas a epitopos comerciales. AI realizar

ensayos de Co-inmunoprecipitaci6n, se observ6 que Dapl  es capaz de interactuar de

manera proteina-proteina con Cyp61  y Cyp51,  siendo esta  interacci6n especifica.  En

conclusi6n, DAP7 codificaria una protefna con un dominio tipo citocromo b5 conservado

que interacttla directamente con las proteinas Cyp51  y Cyp61  y su mutaci6n afecta la

composici6n   de   carotenoides   y   esteroles   en   X.    dendrowhous,    sugiriendo   que

probablemente regula la biosintesis de esteroles a nivel post-traduccional de las P450s.
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ABSTRACT

Cytochrome P450 (P450s) enzymes are involved in important cellular functions

such  as  the  biosynthesis  of  membrane  components,  like  sterols,  among  others.  In

Sch/.zosaccharomyces pombe,  the  Dapl  protein  (Damage  response  protein  1)  was

characterized as a positive regulator of P450s and  its participation  in the synthesis of

ergosterol was demonstrated.

In   the   yeast   Xanfhaphy//omyces   dent/rowhous,   three   P450s   have   been

characterized:  Cyp51  and Cyp61,  involved in the biosynthesis of ergostero] and  Cris,

involved in the biosynthesis of astaxanthin,  a carotenoid of commercial interest.  In this

way,  the  aim  of this  thesis  was  to  identify  and  characterize  the  DAP7  gene  of X.

dent/rorf7ous,  and to study its  participation in metabolic pathways that include  P450s,

such  as  ergosterol  and  astaxanthin  biosynthesis.  The  DAP7  gene  sequence  was

identified  in  local  genomic  and  transcriptomic  databases  of X.  dendrowhous;  DAP7

corresponds to a gene of 808 bp, which would encode a protein that has a cytochrome

b5- like domain at its C-terminal end and a transmembrane helix. The deletion of DAP7

in  the  yeast,  affected  its  pigmentation  and  the  mutant,  named  as  CBSAdap7,  was

sensitive to azole drugs such as clotrimazole,  an inhibitor of sterol biosynthesis. Along

with this, the composition of carotenoids and sterols changed in the mutant CBSAdap7,

where the proportion of astaxanthin decreased and the one of P-carotene (the substrate

of the  P450 Cris)  increased.  In addition, the proportion  of ergosterol  decreased,  and

two unidentified sterols were accumulated. The transcript levels of the P450s encoding

genes increased in the mutant CBSAdap7 respect to the parental strain, which seems

to  be  insufficient to keep the ergosterol  and  astaxanthin wild-type  levels  in the yeast.

The higher P450 transcript levels in this strain can be explained by the activation of the

SREBP pathway (involved in the maintenance of sterol homeostasis in the cell) due to
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changes of sterol composition. To evaluate this hypothesis, the mutant CBSAsre7Adap7

was constructed. This mutant is even more sensible to azole drugs and its pigmentation

changed with  respect to its parental strain.  The interaction  between  Dapl-P450s  has

been  demonstrated  in  yeasts  such  as  S.  pombe,  but  this  interaction  has  not  been

detected in S. cerev/.s/.ae, where it was proposed that Dapl would correspond to a heme

transporter. To evaluate this alternative, cultures of the wild-type strain and CBSAdap7

were  supplemented  with  hemin  (heme-pharmacological  analogous)  to  analyze  if the

wild-type  color  phenotype  is  restored;  however,  this was  not  observed.  Interestingly,

hemin   did   increase   c[otrimazole   resistance   in   CBS4dap7.   When   analyzing   the

composition  of  sterols  under  these  conditions,  the  proportion  of  ergosterol  did  not

increase,   but  new  sterols  were  detected  in  this  strain,  which  could  be  mediating

resistance to the drug.  Finally, to evaluate the possible interaction between Dapl  and

the  P450s  Cyp51  and  Cyp61,  strains  containing  these  proteins fused to  commercial

epitopes were constructed. Through  Co-immunoprecipitation  assays,  it was  observed

that Dapl  interacts with Cyp61  and Cyp51, being this interaction specific. In conclusion,

DAP7  would  encode  a  protein  with  a  conserved  cytochrome  b5-like  motif  and  its

mutation  affects  the  composition  of  carotenoids  and  sterols  in  X.   dendrowhous.   In

addition, protein-protein interaction between Dapl  with the P450s involved in the sterol

biosynthesis  was  demonstrated   suggesting  that  by  this  way  Dapl   regulates  the

synthesis of ergosterol at a post-translation level.
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INTRODUCCION

Sistemas Citocromo P450

Las enzimas citocromo P450 (P450s) corresponden a una superfamilia de hemo

proteinas   presentes   en  todos   los   dominios   de   la   vida   encargadas   de   catalizar

reacciones oxidativas esenciales como lo son la biosintesis de hormonas esteroidales

y  componentes  estructurales  de  la  membrana  celular,  activaci6n  y detoxificaci6n  de

drogas y de agentes quimicos contaminantes, sintesis de metabolitos secundarios en

plantas e insectos, entre otros (Estabrook., 2003).

Estas enzimas llevan a cabo su funci6n mediante la inserci6n de un atomo de

oxigeno proveniente del oxigeno molecular 02 en un substrato organico (RH), mientras

el segundo oxigeno es reducido a agua consumiendo dos equivalentes reductores para

la formaci6n de ROH como se indica a continuaci6n:

RH  +  02+2e-+2H+ +  ROH  +  H20

En la reacci6n, los protones se envian al centro catalitico de la P450 a trav6s de

las cadenas laterales de aminoacidos del sitio activo, siendo esto critico para la divisi6n

del  enlace  0-0  (MCLean  y  col.,  2005).  Para  IIevar  a  cabo  su  acci6n  catalitica,  las

enzimas P450s necesitan un donador de electrones. De acuerdo con el tipo de.proteina

que  realiza  esta  acci6n,  Ios  sistemas  P450s  se  pueden  clasificar en  10  clases.  Los

sistemas mas  comunes en  las c6lulas  eucariontes son  los  de  clase  11,  los  cuales se

encuentran anclados en la membrana del reticulo endoplasmico (RE). En este caso, los

electrones   necesarios   para   la   actividad   de  la   P450   provienen   principalmente  de

NADPH, los cuales son transferidos por una enzima Citocromo P450 Reductasa (CPR)
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(C6rdova y col„ 2017). De esta manera, los electrones fluyen desde el NADPH al grupo

prostetico  FAD,  luego  FMN  (ambos  presentes  en  la  CPR)  para  finalmente  llegar  al

grupo hemo de la P450 (MCLean y col., 2005). Dado que la proteina CPR se encuentra

en  la membrana del  RE en  cantidades subestequiom6tricas en comparaci6n  con  las

P450s  presentes  en  este  organelo,  se  ha  propuesto  que  la  interacci6n  entre  estas

proteinas involucra complejos oligom6ricos transitorios (Ryu y col., 2017).

Otra proteina capaz de interactuar con las P450s en el RE es la hemoproteina

citocromo b5 (CY85). Esta proteina se encuentra acompafiada de la enzima citocromo

b5  Reductasa (CBR),  la cual es capaz de entregar electrones a la P450s a partir del

NADH  (6re§nar  y  Petri6.,  2011),  constituyendo  un  sistema  alternativo  donador  de

electrones.  Por un  largo tiempo,  CPR y CY85 fueron  las tlnicas proteinas  conocidas

capaces  de  interactuar funcionalmente  con  P450s  para  llevar  a  cabo  su  actividad

monooxigenasa en el reticulo.  Recientemente,  se. han descrito nuevos candidatos de

interacci6n proteina-proteina con las P450s, encontrando entre ellas a un miembro de

la familia MAPR,  Ia proteina PGRMC1.

PGF\MC1  {Progesterone  Membrane  Receptor  Component  1|  o  Dapl  |Damage

response protein 1|

La  prote'ina  PGF`MC1   (Progesterone   Membrane   Receptor  Component   1)

pertenece a la familia de las MAPR (Membrane Assoct.afed Progesterone Recap for), la

cual consiste en un grupo de proteinas que comparten un dominio citocromo b5 en su

estructura  (Ryu y col.,  2017).  En  mamiferos,  se han  identificado 4 proteinas de este

tipo: Neudesina, Neuferricina, PGRMC2 y PGRMC1.

PGRMcl     se     ha     caracterizado     como     una     proteina     pequefia,     de

aproximadamente 25 kDa, con un segmento transmembrana en su extremo N-terminal
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y un dominio citocromo b5 en el C-terminal.  Se ha determinado que esta proteina en

mamiferos  co-localiza  con  las  P450s  en  el  RE,  pero tambi6n se  ha  identificado  que

puede encontrarse en el ndcleo, citop]asma o mitocondria (Piel y col., 2016).

PGRMcl   se  identific6  por  primera  vez  como  un  miembro  de  un  complej.o

multiproteico que une progesterona, aunque no es capaz de unirse a ella directamente,

siendo la dnica funci6n bioquimica conocida de PGRMcl  su capacidad de unir hemo

gracias  a su  dominio  citocromo  b5  (Rohe y col.,  2009).  En  mamiferos,  esta  proteina

esta  presente  predominantemente  en  el  higado  y  en  el  rifi6n,  pero  tambi6n  se  ha

observado  un  nivel  bajo  de  ella  en  los  tejidos  esteroidog6nicos  y  reproductivos,  el

cerebro, la mama, el coraz6n, Ios pulmones, el mdsculo esquel6tico, el pancreas y otros

6rganos   (Kimura   y   col.,   2012).   Entre   las   funciones   fisiol6gicas   identificadas   en

mamiferos   para   esta   proteina,   se   ha   observado  que   participa   en   la   sintesis   y

metabolismo  de  esteroides,   regulaci6n  del  colesterol  y  en  la  proliferaci6n  celular

(Kimura y col., 2012).

La  evidencia  que  sugiere  que  la  proteina  PGRMcl   puede  interactuar  con

sistemas  de  P450s  micros6micos  para  modular  su  funci6n,  se  basa  en  evidencia

recogida  de  diferentes  especies,  incluyendo  levaduras  y  lineas  celulares  humanas,

utilizando  P450s  implicadas  en  catalizar  reacciones  relacionadas  con  la  sintesis  de

esteroles  o  compuestos  xenobi6ticos.   EI  tipo  de  interacci6n  observado  va  desde

interacci6n proteina-proteina, a una influencia indirecta con [a transferencia de hemo a

la proteina (Ryu y col., 2017).

Una evidencia de interacci6n  proteina-proteina entre  PGRMcl  y P450s es  la

identificada en la levadura de fisi6n Sch/.zosacof]aromyces pombe.  En este organismo

se   han   identificado  solo  dos   P450s,   Cyp51   y  Cyp61,   las  cuales  se  encuentran

involucradas  en  la  biosintesis  de  ergosterol  el  cual  corresponde  al  principal  esterol
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presente  en  hongos,  siendo  el  analogo  al  colesterol  presente  en  las  c6Iulas  de

mamiferos.  La enzima Cyp51  o lanosterol  14a-demetilasa,  como su nombre lo indica,

cataliza la demetilaci6n de lanosterol  en levaduras,  acci6n que es llevada a cabo en

tres pasos, con la generaci6n de un intermediario en el proceso. Dada su importancia

en  la  biosintesis  de  esteroles,  esta  enzima  ha  sido  utilizada  como  blanco  para  la

btisqueda de  drogas  antifdngicas,  como  lo  son  los  azoles fluconazol,  ketoconazol  o

clotrimazol  (6re§nar y Petri6.,  2011).  La enzima  Cyp61  o C-22 esterol  desaturasa es

una enzima exclusiva de hongos, la cual se encarga de introducir un doble enlace en

la cadena lateral de un intermediario en la biosintesis de ergosterol.  En S. pombe, se

identific6 un hom6logo a PGRMC1,  denominado Dapl  (Damage response profe/.n  7),

el  cual  es  capaz de  interactuar establemente  con  las  dos  P450s  presentes en  esta

levadura,   interacci6n  identificada  mediante  co-inmunoprecipitaci6n  (Hughes  y  col.,

2007).  En  este  mismo estudio,  se demostr6  ademas que  PGRMcl  de humanos es

capaz de unirse establemente con  Cyp51  humana y con otras P450s como Cyp3A4,

involucrada en  metabolizar compuestos farmac6uticos.  Las observaciones anteriores

sugieren  que  la  proteina  PGRMC1/Dapl,  posee  un  rol  general  en  la  modulaci6n  de

P450s (Hughes y col., 2007).

Asi   mismo,   se   ha   identificado   un   hom6logo   a   PGRMC1,   Dapl,   en   otras

levaduras, como Saccharomyces cerev/.s/.ae. En este microorganismo, se observ6 que

la ausencia de esta proteina hace a las cepas sensibles a dafio en el DNA, ya que fallan

los  procesos  de  reparaci6n  de  6ste  (Rohe.,  2009).  El fenotipo  observado  puede  ser

revertido en el mutante de deleci6n Adap7 si se adiciona hemo de manera ex6gena.

Ademas, la deleci6n del gen DAP7 afect6 la sintesis de ergosterol, alterando la funci6n

de la enzima Cyp51  en este organismo (Ma][ory y col., 2005). Asi mismo, se demostr6

que  su  ausencia  afecta  Ia  funcionalidad  de  la  enzima  P450  Cyp61,  acumulandose
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intermediarios de la sintesis de ergosterol, fenotipo que tambi6n revierte con la adici6n

ex6gena de hemo. De acuerdo con los resultados obtenidos por este grupo, la uni6n de

hemo por Dapl  es requerida para la activaci6n de Cyp51,  a pesar que la interacci6n

Dapl-Cyp51   no   pudo   ser  detectada   en   experimentos   de   co-inmunoprecipitaci6n

(Mallory y col.,  2005).
I

Recientemente,   en   el   hongo   filamentoso   Aspeng/.//us   fun/.gafus   se   han

identificado tres  hom6logos  de  Dapl  que se  denominaron  DapA,  DapB y  Dapc.  La

expresi6n de los genes que codifican estas proteinas se ve inducida ante la presencia

de azoles,  siendo DapA clave para la estabilizaci6n de las P450s Cyp51  y Cyp61.  En

el modelo presentado por estos investigadores, indican que DapA estaria implicado en

la transferencia de hemo a las P450s de esta levadura, estabilizando el complejo P450-

hemo,   mientras   DapB  y  Dapc  cumplirian   un  rol   opuesto  al  competir  por  hemo,

desestabilizando a las P450s (Song y col., 2016).

Kabe y col.,  2016,  investigaron  la importancia de la dimerizaci6n de  PGRMCI

producida por la uni6n del grupo hemo para la uni6n de P450s en humanos. A diferencia

de la proteina Cyb5, que es capaz de unir el hierro de hemo de manera hexa-coordinada

a  trav6s  de  dos   residuos  de  histidina  axiales,   en   PGRMcl   estas  histidinas  se

encuentran  ausentes,  y  el  hierro  de  hemo  se  encuentra  penta-coordinado  con  un

residuo  de  tirosina.  Al  reemplazar  esta  tirosina  por  fenilalanina,  no  se  obtuvo  co-

inmunoprecipitaci6n y, por tanto, no hubo uni6n con P450s, no asi cuando se realiz6 el

mismo  experimento  con  la  copia  silvestre  de  PGRMC1.   Ellos  postularon  que,  en

humanos,  Ia proteina PGRMcl  se encuentra en un estado inactivo como mon6mero.

Cuando  se  une  a  hemo,  PGRMcl  forma  un  dimero  que  le  permite  interactuar con

proteinas como P450s (Kabe y col., 2016).

Piel y col., 2016,  demostraron  la capacidad de PGRMcl  de transferir hemo a
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CY85  /.n  v/.fro,  y  la  importancia  de  esta  proteina  en  la  homeostasis  de  este  grupo

prost6tico.  De acuerdo con sus resultados,  el grupo de trabajo sugiere que PGRMCI

podria estar funcionando como un transportador de hemo (proteina tipo chaperona) o

cumplir una funci6n  de "sensor'  de este compuesto,  lo que podria estar relacionado

directa o indirectamente con la actividad de las P450s.

Como  se  mencion6,  se ha  demostrado  la  activaci6n  de  la  enzima  Cyp51  por

PGRMC1  (o Dapl  en levaduras) en distintos organismos,  indicando la importancia de

esta  proteina  en  la  sintesis  de  colesterol  o  ergosterol.  Ahora  bien,  la  activaci6n  de

Cyp51   por  PGRMcl   no  es  la  tinica  relaci6n  que  tiene  esta  proteina  con  esta  via

metab6lica. Se ha observado que PGRMcl  es capaz de unirse a las proteinas lNSIG

(Insulin-Induced  Gene)  y  SCAIP   (SREBP  Cleavage  Activating  Protein»,  prote'inas

implicadas en la via SREBP (Bien y Espenshade., 2010).

Via SREBP

La  v`ia  SF`EBP  (Sterol  Regulatory  Element  Binding  Protein)  es  el  priindipal

sistema de regulaci6n de la homeostasis del colesterol. Esta via en mamiferos (revisada

en  Bien  y  Espenshade,  2010)  se  encuentra  conformada  por el factor transcripcional

SREBP que se sintetiza como un precursor inactivo anclado a la membrana del RE. Si

los  niveles  de esteroles son  suficientes,  la  proteina  SCAP  une  esteroles y  retiene  a

SREBP en la membrana del RE gracias a la interacci6n de SCAP con la proteina lNSIG.

Si   los   niveles   de   esteroles   disminuyen,   SCAP   cambia   su   conformaci6n,   lo   que

interrumpe su  interacci6n  con  lNSIG  permitiendo  la movilizaci6n del complejo SCAP-

SREBP  hacia  el Aparato  de  Golgi,  donde SREBP es  sucesivamente  cortado  por las

proteasas SI P y S2P (St.fe-7 Profease y S/.fe-2 Profease). De esta manera, se libera el

dominio N-terminal de SREBP (SREBPN,  proteina activa) que se traslada al ntlcleo y
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cumple su funci6n  como factor transcripcional.  En  el  ntlcleo,  SREBPN  reconoce y se

une a secuencias SRE (Sfero/ Regu/afory E/emenf) en la regi6n promotora de genes

blanco,  promoviendo  asi  la  transcripci6n  de  genes  relacionados  con  la  sintesis  de

colesterol (Bien y Espenshade, 2010).  La funci6n biol6gica de la uni6n de PGRMcl  a

proteinas de la via SREBP atln es un tema de estudio,  aunque se conoce que en la

levadura  S.  pombe,  la  activaci6n  transcripcional  del  hom6Iogo  de  PGRMC1   (gen

DAP7),  es blanco de SREBP  ante la deficiencia de ergosterol,  asi como tambi6n  las

P450s involucradas en este paso.

Xanthophyllomyces dendrorhous

X. dendrowhous es una levadura carotenog6nica capaz de producir el pigmento

astaxantina,  un carotenoide de gran importancia en la industria salmonera de nuestro

pats, ya que es el encargado de otorgar la coloraci6n caracteristica a los salm6nidos.

La capacidad de X.  dendrowhous de sintetizar astaxantina,  la hace atractiva desde un

punto  de  vista  biotecnol6gico,  ya  que  fuentes  naturales  de  este  carotenoide  son

escasas   (Rodriguez-Saiz   y   col.,   2010).      En   esta   levadura,   se   han   identificado

bioinformaticamente trece genes de P450s  (C6rdova y col.,  2017),  de las cuales tres

han sido caracterizadas funcionalmente: dos de ellas estan implicadas en la biosintesis

de  ergosterol:  Cyp51  y  Cyp61,  y  la  tercera,  en  la  biosintesis  de  astaxantina:  Cris

(Astaxantina Sintasa).  En particular,  esta dltima cataliza el  dltimo paso de producci6n

de astaxantina a partir de P-caroteno. La via de sintesis de astaxantina y ergosterol se

encuentran  relacionadas,  ya  que  ambos  metabolitos  corresponden  a  compuestos

isoprenoides derivados de la ruta del mevalonato (MVA).  La ruta del mevalonato, junto

con las rutas de biosintesis de carotenoides y esteroles se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Ruta del MVA y rutas de biosintesis de carotenoides y ergosterol en X.
dendrowhous. Las flechas representan las etapas cataliticas con el respectivo gen que
codifica  a  la  enzima  involucrada  (flechas  discontinuas  representan  mas de  un  paso
catalitico implicado y en color azul la ruta descrita en S. cerevi.si.ae) (Tomado de G6mez,
2017).

En X.  dendrowhous, la via del mevalonato se inicia con acetil-CoA, el cual luego

de sucesivas reacciones quimicas da a lugar a isopentenil pirofosfato (IPP, C5) siendo

6ste la unidad basica estructural de los componentes posteriores en la via.  Luego,  IPP

es unido a su is6mero dimetilalil pirofosfato (DMAPP,  C5) formando geranil pirofosfato

(GPP,  Cio), al cual se le adiciona otra molecula de lpp formandose farnesil pirofosfato

(FPP, Ci5).  EI FPP es el precursor de la sintesis de esteroles (con la condensaci6n de

dos  moleculas de FPP para formar escualeno,  C3o),  pero,  por otro lado,  la adici6n de
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una  mol6cula  de  IPP  a  FPP  genera  geranilgeranil  pirofosfato  (GGPP,  C2o)  que  es

precursor de los carotenoides (Loto y col., 2012).

La ruta de biosfntesis de carotenoides en X.  dendrowhous se inicia cuando dos

moleculas de geranilgeranil  pirofosfato (GGPP) se condensan para formar fitoeno,  el

primer carotenoide en esta via de sintesis.  Luego de sucesivas reacciones quimicas,

se  forma  el  B-caroteno,  el  cual  es  sustrato  de  la  enzima  P450,  astaxantina  sintasa

(Cris).  Para llevar a cabo esta acci6n, Cris utiliza de manera exclusiva al donador de

electrones CrtR (Alcaino y col., 2008), enzima citocromo P450 reductasa que transfiere

electrones desde NADPH.

La   ruta  de  biosintesis  de  esteroles  en  X.   der}drorf}ous  comienza   con   la

condensaci6n de dos moleculas de FPP por la enzima escualeno sintasa para formar

el  escualeno.  Esta molecula,  en  pasos  posteriores forma el  compuesto  lanosterol,  el

sustrato de la enzima Cyp51  para la formaci6n de[ 4,4-dimetil-colesta-8,  14, 24-trienol.

Esto compuesto luego de sucesivas reacciones quimicas forma el compuesto ergosta-

5, 7, 24(28)-trienol, el cual es el sustrato de la P450 Cyp61 para la formaci6n de ergosta-

5, 7, 22, 24(28)-tetraenol, el cual con posterioridad forma el compuesto final, ergosterol.

Ambas  enzimas  utilizan  preferentemente  como  donador de  electrones  a  CrtR,  pero

dado que la biosintesis de esteroles es esencial para la c6Iula, estas enzimas pueden

utilizar como donador alternativo de electrones, al sistema CY85-CBR (Guti6rrez y col.,

2015), obteniendo electrones a partir del NADH.

Se  ha observado que  interrumpir la via de sintesis de ergosterol  mediante  la

mutaci6n del gen Cyp67, que controla uno de los tlltimos pasos de la via, produce un

aumento en la sintesis de astaxantina, observandose una coloraci6n mas rojiza en los

mutantes  (Loto  y  col.,  2012)  sugiriendo  un  rol  regulador  de  los  estero]es  sobre  la

carotenog6nesis.  Como  se  mencion6  anteriormente,  la  principal  via  que  regula  la
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homeostasis de esteroles es la via SREBP, y se postula que la activaci6n de esta via

en la cepa que no posee una Cyp61 funcional, explicaria el fenotipo sobreproductor de

carotenoides en estos mutantes. A la fecha, se han identificados dos genes hom6logos

a los descritos en la via SREBP en X. dendrowhous: SREBP, denominado SRE7, el cual

codificaria  al factor transcripcional  cuya funcionalidad  y caracterizaci6n  se  encuentra

en estudio en la tesis doctoral de Guti6rrez (en progreso) y S2P o S7P7, que codifica a

la  proteasa  que  realiza  el  corte  para  la  liberaci6n  del  dominio  N-terminal  de  Srel

(Srel N, factor transcripcional activo) (G6mez, 2017).

En X.  dendrorf7ous,  Ia deleci6n del gen SRE7 en las cepas parental y Aeyp67-

(cepa que probablemente posee la via SREBP activa), resulta en la disminuci6n de los

niveles de transcrito de las P450 cris y CYP57, y del donador de electrones crfR, Io que

podria  indicar  que  Srel   estaria  regulando  'la  transcripci6n  de  estos  genes.  Por  e[

contrario,  se  observ6  que  los  niveles  de transcrito  de`l  posible  gen  identificado  como

DAP7 se encuentran aumentados en las mismas cepas (Gonzalez., 2016). Se propuso

que el aumento de los niveles de transcrito podria deberse a que, dada la disminuci6n

de  las  P450s  en  la  levadura,  Dapl  podria  aumentar su  expresi6n  para estabilizar y

aumentar su actividad de las restantes.

En resumen, en X.  dent/rorf]ous se han identificado y caracterizado tres P450:

Cyp51  y Cyp61,  ambas involucradas en la biosintesis de esteroles, y una involucrada

en la biosintesis de carotenoides,  Cris. Ademas, se ha identificado como donador de

electrones   principal   de   P450s   a   CrtR,   y   como   donador  secundario,   el   sistema

conformado  por  las   proteinas  CY85/CBR  (Figura  2).   En  esta  tesis  se  pretende

identificar y caracterizar el gen DAP7 (como se ha denominado en hongos y levaduras),

y estudiar el  efecto  de su  deleci6n,  lo  cual  se espera que  afecte  la  composici6n  de

carotenoides y esteroles por su interacci6n con las P450s identificadas y caracterizadas
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en  la  levadura.  Ademas,  se  pretende evaluar si  ocurre  interacci6n  proteina-proteina

entre Dapl y las P450, o si el posible traspaso de hemo dado por las P450s es suficiente

para revertir el fenotipo observado, con lo cual se utilizara el analogo hemina.

Figura 2. Esquema de los sistemas P450s en X. dendrowhous. En la figura se indican
las P450 identificadas y caracterizadas en X. dendrowhous (Cyp51, Cyp61 y Cris), junto
con los donadores de electrones CPR (Citocromo P450 Reductasa, CrtR) y el sistema
conformado  por CY85/CBR (Citocromo  85/Citocromo b5  Reductasa).  Se muestra en
lineas punteadas la posible interacci6n entre Dapl/P450s, la cual se pretende estudiar
en este trabajo.

Hip6tesis

La  proteina  Dapl  de Xantophy//omyces dendrowhous  regula  la funci6n  de  las

enzimas citocromos P450 involucradas en la biosintesis de ergosterol y astaxantina.

Objetivo General

Estudiar  la  participaci6n  del  gen  DAP7   de  la  levadura  Xanthaptry//omyces

dendrowhous en  vias  metab6licas  que  involucran  enzimas  citocromos  P450  como  la
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biosintesis de ergosterol y de astaxantina.

Objetivos especificos

1.    Identificar y caracterizar el gen DAP7 de X.  dencJrorif}ous.

2.    Estudiar la funcionalidad de DAP7 de X. dencJrorf)ous a trav6s de la construcci6n

de un mutante Adapt y analisis de su fenotipo.

3.    Evaluar  la  interacci6n  de  Dapl   de  X.  dendrowhous  con  proteinas  P450s  y

analizar  el  requerimiento  de  hemina  en  el  mutante  Adapt  para  revertir  el

fenotipo observado.



IV]ATERIALES Y METODOS

1.   Microorganismos, plasmidos y condiciones de cultivo

Las cepas de microorganismos utilizadas en esta tesis se detallan en la Tabla 1  y los

plasmidos,  en  la Tabla  2.  En  los  casos  de  cultivos  en  medios  semi  s6Iidos  (medio-

agar), se utiliz6 1,5% de Bacto-agar.

1.1  Bacterias

Para los experimentos de clonado se utiliz6 la cepa  DH5a de E.  co//. (Hanahan.,

1985)  Ia  cual  fue  cultivada  en  medio  LB  (Lysoger]y Broth:  Triptona  1%,  Extracto  de

levadura  0,5%  y  Nacl  0,5%)  con  agitaci6n  constante  a 37°C.  Los  medios de cultivo

liquido  se  suplementaron  con  ampicilina  (100  LIg/ml)  y  se  incubaron  con  agitaci6n

constante   para   la  extracci6n  de   DNA  plasmidico.   Para   la  selecci6n  de  colonias

transformantes y recombinantes, se utiliz6 medio LB-agar suplementado con ampicilina

(100 Llg/ml) y X-gal  (20 mg/ml).

1.2 Levaduras

1.2.1    S. cerevisiae

Para ensamblar los fragmentos de DNA necesarios  para la generaci6n de un

vector mediante  la  t6cnica  DNA  assemb/er (Oldenburg  y  col.,  1997;  Gibson.,  2009;

Shao.,   2009   y   Joska  y   col.,   2014),   se   utiliz6   la   cepa   S288c  de   S.   cerev/.s/.ae

(ATCC® 204508TM) la cual se cultiv6 en medio YEP (Extracto de levadura 1 %, Glucosa

2%, Peptona 20/o), con agitaci6n constante a 30°C. Para la selecci6n de transformantes,

se utiliz6 medio YEP-agar suplementado con el antibi6tico G-418 (200 Lig/ml).

13
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1.2.2    S.pombe

Como control en los ensayos de  Wesfem b/of se utiliz6 la cepa PEY901  de S.

pombe (Hughes y col., 2007), en la cual se reemplaz6 el gen DAP7 por un m6dulo que

otorga resistencia al antibi6tico G-418.  Esta cepa fue transformada con un vector que

posee  la  secuencia  que  codifica  a  la  proteina  Dapl  de  S.  pombe fusionada  con  el

epitopo HA. Para llevar a cabo los experimentos de transformaci6n, esta cepa se cultiv6

en medio EMM (Ed/.nbungiv mi.n/.rna/ med/.urn) (Ftalato acido de potasio 0,3%, Fosfato de

sodio dibasico 0,22%, Cloruro de amonio 0,5%, Glucosa 2%, Stock de sal lx, Stock de

vitaminas lx y Stock de minerales lx) el cual se suplement6 con 225 mg/ml de lisina,

histidina,  leucina,  adenina y uracilo junto con el antibi6tico G-418 (200 ug/ml).  Para la

selecci6n de transformante se uti[iz6 medio EMM-agar sin sup[ementar el requerimiento

uracilo.

Para replicar y refrescar la cepa,  6sta se cultiv6 en medio YES-agar (Extracto

de  levadura  5  g/L,  Glucosa  30  g/L  y 225  mg/ml  de  los  suplementos  lisina,  histidina,

leucina, adenina y uracilo).   La cepa se cultiv6 con agitaci6n constante a 30°C.

1.2.3    X. dendrorhous

Las cepas de X. dendrorf}ous silvestre (CBS 6938) y mutantes (Tabla 1,) fueron

cultivadas en medio YM (Extracto de levadura 0,3%, Extracto de malta 0,3%, Peptona

0,50/o  y  Glucosa  1%)  con  agitaci6n  constante  a  22°C.  Para  la  selecci6n  de  colonias

transformantes,  se utiliz6 medio YM-agar suplementado con  higromicina 8 (35 ug/m[)

y/o zeocina (45 ug/ml) segtln el genotipo de la cepa.

Para la realizaci6n de las curvas de crecimiento descritas en este trabajo, cada

cepa  se  cultiv6  por triplicado  a 22°C  en  matraces  de 250  ml  conteniendo  100  ml  de

medio YM.  Luego de 30 o  120 h,  dependiendo del caso,  se colect6 muestras para la
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E. coli

DH5a

S. cerevisiae

S288c

S. pombe

PEY901

PEY901 -          3xHA-
dapl

X. dendrorhous

CBS 6938

CBSTr

CBSAdapl

CBSAsre7

CBSAsrelAdapl

Cepa de E.  co//. sensible a ampicilina

Cepa  parental  de   S.   cerev/.s/.ae  de  genotipo
MATa SUC2 gal2 mal2 mel flol  flo8-1  hapl  ho
biol  bio6.

Cepa  de  S.  pombe  que  deriva  de  la  cepa
silvestre  KGY425  Ia  cual  posee  un  reemplazo
del   gen   dap7    por   un   m6dulo   que   otorga
resistencia a kanamicina.

Cepa  de  S.  pombe  PEY901  la  cual  posee  el
vector pJE602  para expresar la protelna Dapl
fusionada al ep[topo HA.

Cepa silvestre de X. dendront]ous

Cepa que deriva de CBS 6938 la cual posee un
reemplazo  del  gen  crfR  por  un   m6dulo  que
otorga resistencia a higromicina.

Cepa que deriva de CBS 6938 Ia cual posee un
reemplazo  del  gen  DAP7  por  un  m6dulo  que
otorga resistencia a higromicina

Cepa  que  deriva  de  CBS  6938  la  cual  posee
una dele.ci6n  parcial del gen  SRE7,  el cual fue
reemplazado  por  un  m6dulo  de  resistencia  a
zeocina.

Cepa que deriva de CBS4sre7 en la cual el gen
DAP7   fue   reemplazado   por   un   m6dulo   de
resistencia a higromicina.

Hanahan„ 1985

ATCC 204508

Hughes   y   col.,
2007

Hughes   y   col.,
2007

ATCC 96594

Alcaino   y   col„
2008

Este trabajo

Guti6rrez,  Tesis
de Doctorado en
Progreso

Este trabajo



CBSDapl-3xFLAG        Cepa  que  deriva  de  CBS  6938  en  la  que fue
reemplazado  el  gen  DAP7  por  el  mismo  gen
fusionado con tres copias de la secuencia que
codifica  al  epitopo  FLAG  mas  un  m6dulo  que
otorga resistencia a higromicina.

CBS   Dapl-3xFLAG
Cyp61-3xHA

CBS   Dapl-3xFLAG
Cyp51-3xHA

Cepa que deriva  de  CBS  Dapl-3xFLAG  en  la
que  fue  reemplazado  el  gen   Cyp67   por  el
mismo  gen  fusionado  con  tres  copias  de  la
secuencia  que  codifica  al  epitopo  HA  mas  un
m6dulo   que   otorga   resistencia   al   antibi6tico
Zeocina

Cepa  que  deriva  de  CBS  Dapl-3xFLAG  en  la
que  fue  reemplazado  el   gen   Cyp57   por  el
mismo  gen  fusionado  con  tres  copias  de  la
secuencia  que  codifica  al  epitopo  HA  mss  un
m6dulo   que   otorga   resistencia   al   antibi6tico
Zeocina

Este trabajo

Este trabajo

Estetrabajo
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1.3 Plasmidos

Los plasmidos utilizados y generados en este trabajo se encuentran detallados

en la Tabla 2.

Tabla 2. Plasmidos utilizados y generados en este trabajo.
P[asmido                         Descripci6n Referencia

pBIuescript          SK-
(PBS)

Vector utilizado para c[onado en E. co//., el cual
posee un m6dulo de resistencia a Ampicilina y
el gen de la enzima P-galactosidasa con MCS
(Multiple  Cloning   Site).   Posee  el   origen   de
replicaci6n ColE1.

PBS-AgDAP7-hph           Plasmido    PBS    portador    del    m6dulo    de
deleci6n  de DAP7.  Comprende el  m6dulo  de
resistencia  a  higromicina flanqueado  por una
region rlo arriba y rfo abajo del gen DAP7.

v-dapl FLAG-H Plasmido generado  utilizando la tecnica DIVA
assemb/er.  Posee  el  origen  de  replicaci6n  y
resistencia  a ampicilina de  PBS,  el  origen  de
replicaci6n   2u,   la   secuencia   gen6mica   de
DAP7 fusionada con 3xFLAG, terminador del
mismo     gen,     m6dulo     de     resistencia     a
higromicina,   una   region   rio   abajo   del   gen
DAP7    (zona    OOWM    y    un    m6dulo    de
resistencia a Kanamicina.

Stratagene

Este trabajo

Este trabajo



v-CYP61 HA-Z

v-CYP51 HA-Z

Plasmido generado utilizando la tecnica DNA
assemb/er.  Posee  el  origen  de  replicaci6n  y
resistencia a  ampicilina de  PBS,  el  origen  de
replicaci6n   2u,   la   secuencia   gen6mica   de
Cyp67  fusionada  con  3xHA,  terminador  del
mismo gen,  m6dulo de resistencia a zeocina,
una region rio abajo de Cyp67 (zona DOWM
y un m6dulo de resistencia a Kanamicina.

Plasmido generado  utilizando la tecnica DAVA
assemb/er.  Posee  el  origen  de  replicaci6n  y
resistencia  a ampicilina de  PBS,  el  origen  de
replicaci6n   2u,   la   secuencia   gen6mica   de
Cyp57  fusionada  con  3xHA,  terminador  del
mismo gen,  m6dulo de resistencia a zeocina,
una region rio abajo de Cyp57 (zona DOWN
y un m6dulo de resistencia a Kanamicina.

Este trabajo

Este trabajo
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1.4 Crecimiento  de  cepas  en  medios  suplementados  con  azo]es  mediahte

microgotas y ensayos con hemina

Para  evaluar  el  efecto  de  compuestos  az6licos  (C]otrimazol,   ketoconazo]  e

itraconazol), se cultivaron cepas de X. dendrorf}ous por dos dias en medio YM a 22°C

con  agitaci6n  constante  para  la  realizaci6n  de  diluciones  seriadas  y  luego  sembrar

microgotas.  Para ello,  el medio YM-agar se suplement6 con 0,1  ug/ml de clotrimazol,

0,1  ug/ml de ketoconazol o 30 mM de itraconazol, sobre el cual se deposit6 5 Lil de cada

diluci6n de las diferentes cepas.

Para   evaluar  el   efecto  de   hemina   sobre   la   cepa   CBSAdap7,   se   realiz6

microgotas de esta cepa y de la cepa parental (CBS 6938) para evaluar el fenotipo de

color observado en la cepa CBSAdap7.  Para ello, se sembr6 microgotas de las cepas

en estudio en medio YM-agar suplementado con diferentes concentraciones de hemina

(13,  30  y  60  Lig/ml).  Para  evaluar  cualitativamente  el  efecto  de  la  hemina  sobre  la

biosintesis  de  esteroles,  se  utiliz6  placas  YM-agar  suplementadas  con  hemina  (13
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LIg/ml)  y/o  c[otrimazol  (0,1   LIg/ml),  rea[izando  e]  mismo  procedimiento  recientemente

descrito.

Para evaluar la composici6n de esteroles y carotenoides en las cepas CBS 6938

y CBSAdap7 al suplementar cultivos con hemina, se realiz6 una curva de crecimiento

de 30 h, en los cuales se utiliz6 medio YM suplementado con hemina ,(13 ug/ml).

2.   Extracci6n y analisis de acidos nucleicos

2.1  Extracci6n de DNA plasmidico desde E. co//.

La extracci6n de DNA plasmfdico desde E.  co//. se realiz6 con el kit Gene JET

Plasmid  Miniprep  Kit  (Thermoscientific)  de  acuerdo  con  las  recomendaciones  del

fabricante.  EI DNA plasmidico obtenido se almacen6 a -20°C hasta su utilizaci6n.

2.2 Extracci6n de DNA gen6mico de S. cerevi.s/.ae y X. dendroHhous

La  extracci6n  de  DNA  gen6mico  de  levaduras  se  realiz6  mediante  ruptura

mecanica  con  perlas  de  vidrio  (Sambrook y  Russell.,  2001).  Para  ello,  se  colect6  el

sedimento celular proveniente de un cultivo en medio semi-s6lido, el cual se suspendi6

en  300  Lil  de  buffer TE  (Tris-Hcl  25  mM,  EDTA  10  mM,  pH  8) y  100  lil de  perlas de

vidrio  de  0,5  mm.  Posteriormente,  a  cada  muestra  se  le  adicion6  400  ul  de  fenol:

cloroformo:  alcohol isoamilico en  una proporci6n 25:  24:  1,  el cual se homogeniz6 en

v6rtex  por 6  min  y  luego  se  centrifug6  a  10.000  x g  por 5  min.  Se  recuper6  la fase

acuosa y se le adicion6 400 ul de cloroformo: alcohol isoamilico en una proporci6n 24:

1,  se homogeniz6 nuevamente en v6rtex por 6 min y se centrifug6 a 10.000 x g por 5

min,   recuperando  nuevamente  la  fase  acuosa.   El  lavado  con  cloroformo:   alcohol

isoamilico se realiz6 dos veces. Luego, a la fase acuosa recuperada se le agreg6 dos

voldmenes de etanol absoluto frio (-20°C) para la precipitaci6n de DNA,  incubando a -
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20°C  cada muestra por al  menos  1  h.  Posteriormente,  cada muestra se centrifug6  a

10.000 x g por 10 min, se elimin6 el sobrenadante y el DNA se lav6 con un volumen de

etanol al 70%.  Finalmente,  una vez que el sedimento se encontraba seco,  se agreg6

entre 10-100 ul de agua est6ril, se centrifug6 por 10 s y e] sobrenadante con el DNA se

deposit6  en  un  tubo  Eppendorf  nuevo.  El  rendimiento  de  la  extracci6n  se  evalu6

mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%.

2.3 Extracci6n de RNA de X, dendrorf]ous

La  extracci6n  de  RNA  se  realiz6  a  partir  de  un  sedimento  celular  de  2  ml

proveniente de un cultivo en fase estacionaria (120 h de cultivo, aproximadamente). EI

sedimento celular obtenido se suspendi6 en 200  ul de  buffer de lisis  (acetato de  Na+

0,002 M pH 5,5, SDS 0,5%,  EDTA 1  mM, en agua DEPC 0,1%),  al cual se le adicion6

100 ul de perlas de vidrio de 0,5 mm. Cada muestra se homogeniz6 en v6rtex por 5 min

a 4°C, a la cual posteriormente se le adicion6 800 ul de TriReagent (Life Technologies).

Nuevamente,   cada   muestra   se   homogeniz6   en   v6rtex   por   5   min   a   4°C,   para

posteriormente incubar a temperatura ambiente por 10 min. A continuaci6n, se agreg6

200  Ill  de  cloroformo,  se  agit6  manualmente  por  15  s  y  se  incub6  a  temperatura

ambiente por 6 min. Se centrifug6 a 14.000 x g por 15 min a 4°C y se recuper6 Ia fase

acuosa. Esta tlltima se deposit6 en dos tubos Eppendorf y a cada uno se le agreg6 250

Hl de agua est6ri] y 550 ul de isopropanol trio, y se incub6 a temperatura ambiente por

10 min. Luego, se centrifug6 por 15 min a 14.000 x g a 4°C, se elimin6 el sobrenadante,

se lav6 el sedimento con 1  ml de etanol al 70% y se centrifug6 nuevamente por 5 min.

El sedimento se dej6 secar y se suspendi6 en 20 a 30 Hl de agua est6ri].
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2.4 Digesti6n de DNA plasmidico y reacci6n de ligado

Las reacciones de digesti6n y de ligado, se realizaron en un volumen de 20 uL

siguiendo     las     instrucciones     indicadas     por    el     proveedor    de     las     enzimas

(Thermoscientjfic).  La reacci6n  de  ligado entre e]  DNA plasmidico  digerido y el  DNA

inserto se realiz6 con la enzima DNA ligasa T4 con una relaci6n inserto: vector de 5:  1.

Cada reacci6n de ligado se dializ6 por 10 min, y se uti[iz6 4 LIL para la {ransformaci6n

de E.  co//. mediante electroporaci6n.

2.5 PCR, RT-PCR y qpcR

Todos los oligonucle6tidos utilizados en esta tesis se detallan en la Tabla 3.

Tabla ,3. Partidores enerados utilizaidos en este
Nombre                               Secuencia (5'-3')                                                             Orientaci6n

Gen DAP7 y regiones f]anqueantes

CTR  F                                  TGGCCTACTCGATCGTATTTC
CT R-R                                 GACATTTCAGAAG G C GTGAG G
DAPT  ATG. F                      ATGTCACTCTCGATCCTTGTC
DAP 1 -STOPR2. R             TCATGAATCGGTGTTCTCTAT
DAP1-int  DOWN  R         GCGGGTATACGATCAGcllTA

Gen SRE7 y regiones f[anqueantes

Srel.1   F
Sre.1.1-R
Srel   wied.F
Srel-Med.R
3Up.F
Sre   Del2  Out.R

ATGGAAGACCTGITCGRAG
ATGGAAGACCTGITCGAAG
AATCACCCTCCCGCTCGATACAC
GCTCCCITTGAAGTTCGAGGATGT
CGTTTGAAGGGACGGAAGGA
Tc;ITGAicAir3Airx3Air3NccAAir3AAICAir3

Gen Cyp67 y regiones flanqueantes

CYP61.F
CYP61Ff.Fw
Cyp61-cF2.Rv
Cyp61dw.Rv
CYP61   int   UP.F
CYP61-int-DOWN  R

CTGAGCCCTGTCITGITGCC
TCGAGTACGCCTACATGCAC
CGATCTCCGCGATATAGGAT
c5rrAAir:ITcONr3cGAir3ccAAAir3
TCGTTACCTAAGAGACGAG
AAiccGA:ITC;GAAIr3AAir3Pr:rr®cAic



Gen Cyp57 y regiones flanqueantes

CYP51.F
CYP51.R
CYP51.Re.R
CYP51Ff.Fw
cCYP51.R
CYP51   int  UP.F

CAAGGATGTCGTATACGATTGC
GAGGTGTGCTGACCGGCC
CTTCCTGCAGACAAGACACG
c®r3GAIr3Nr3CAif5ITAlf:GAiGAAI)
TCGCCCAAATTTGAAGAGAC
TGACACGTAGCAGGATTCITG

CYP51   int  DOWN.R        CGAACAGTATCCTGACAGGC

M6dulo de higromicina y zeocina

P.Tef.F
T.gpd.R
H-out.R
H-out2.F
Zeo  int  F
zeo_int_R

ATCGGCTCATCAGCCGACAGT
A:ITGAir3Aif3A:ITGAic;GGAir3A:ITGA:IT
TCCATCACAGllTGC
CTCGCCGATAGTGGAAACCGAC
GAGTGGTCGGAGGTCGTGTC
CGTGACCCTGTTCATCAGC

Construcci6n de cepa CBS4dap7

gDel_DAP1.F
gDel_DAP1.R
gDel_DAP1_Hpal.F

gDel_DAP1_Hpal.R

Pre  del   DAP1.F
Pre-del-DAP1.R

cGAicor5ITA/r3r3AAAir3AAAiRjAir3A
CCTTTCCGATCTGTACTCTCA
ACCACCCTGACGTTAACACTAC I  I  I  I AGCT
CTCCITC
CTAAAAGTAGTGTTMCGTCAGGGTGGTGA
ACGGATT
TTAGAGGCGAGGTcllTGTTC
TCITCCTTCTCTACTGACCTG

Partidores DNA assembler

Partidores comunes para [a construcci6n de [as cepas

A. Fw                                      TATCATG C GTCAATC GTATGTGATG CTG GTC
GCTATACTGGCATTAAGCGCGGCGGGTG

A. Rv                                      AGTC C GTG GAAITAATTCTCATCTTTGACAG
CTTATCATCGATAAGTGCGCGGAACCCCT

H. Rv                                       GCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCC
GCCGCGCTTAATGCCAGTATAGCGACCAGC

Partidores para generaci6n de v-dap7FLAG-A

up.Fw

daplFLAG.Rv

FLAG.Fw

FLAG.Rv

Tdapl.Fw

I  I  I  I GAGCAATGllTGTGGAAGCGGTATTCG
CAATGGTTAACCGGTGCTTGCATAAGGCA
ATATCATGATCTITATAATCACCGTCATGGTC
ITTGTAGTCTGAATCGGTGITCTCTATC
GTATATCATCTGTGGGTCATTGATAGAGAAC
AIR;®GA:FTCNr3ACITAir3AAAir3Air3cA:ITGAirj®G
GAicGAiGAAAAlcAAAITAiccm®cITGA:ITc:GAAA
GGAGAGCTCAITTATCGTCGTCATcllTG
AAIc3A:ITcpIT:r[GA:ITA:ITC;GAicITAicAAAir3pIT:ITGNr:GA
CGATAAATGAGCTCTCCTTTCGATCAGCA

D

R

D

R

D



Tdapl.Rv

mResist.Fw

mResist.Rv

down.Fw

down.Rv

H2.Fw

a.2 Rv

AIGAGCITGTGTCGGATGAACTGTCGGCTG
ATGAGCCGATTCCTCAATTTACAATGGCCG
ATCCCCATGAATGACGCACCCGTATCGGCC
ATTGTAAATTGAGGAATCGGCTCATCAGCC
GAAAAicAAA:rrAic;Cm®CITGAIc;GAAAiRrf3NGA
c±cITAAAAlf5ITNGITPIT:rrcA:rrGNGAii3A:ITGNc;i3G
ACATCTGTTGACCATCACCATCATCTCCGTC
ATCTCTCATGATACTACTTTTAGCTCTCC
CAAGACTGTCAAGGAGGGTATTCTGGGCCT
CCATGTCGTTAACGAACGATCAACAGCGAG
GCCGTGITTGAATGCAAGllTGCTCGCTGTT
GATCGITCGTTAACGACATGGAGGCCCAG
GGGGAAGGTGllTGCACTGCCTTATGCAAG
CACCGGTTAACCATTGCGAATACCGCTTCC

Partidores para generaci6n de v-Cyp67HA-Z

82CYP61.Rv

UPCYP61.Fw

asscYP61 . Rv

3xHACYP61 . Fw

3xHACYP61 . Rv

tcYP61.Fw2

tcYP61.Rv

mresistcYP61 . Fw

mresistcYP61 . Rv

DowncYP61. Fw

DowncYP61 . Rv

H2CYP61.Fw

AAAAiGAir5ITcyoGrrTAA:IT:AiR!®r:cAicAAAicclGA
ITCCGTTAACCATTGCGAATACCGCTTCC
llTTGAGCAATGTITGTGGAAGCGGTAITCG
CAATGGITAACGGAATCAGGllTGTGGCC
CATAGGGATAGCCAGCGTMTCTGGAACAT
CGTATGGGTAGAAGGAAGGllTAGGTCGAG
TGGTCTTCACCTCAAGTTTACCCCTCGACCT
AAACCTTCCITCTACCCATACGATGTTCC
N5rlrrA:ITC:ITA:ITAlf3Aif3AiGA:ITGAV:AAl®C;CAiGA:ITA
GGTGCTCAllTCAAGCGTAATCTGGMCG
ATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGA
TTACG CTTGAAATGAGCACCTATCTGGCT
AAGAGCTTGTGTCGGATGAACTGTCGGCTG
ATGAGCCGATGTAACGGCGTITCCTTCTGC
FTCAPIT:CrcA/r3AAICCAIGNf5ITAAICAA:ITcoAGAA
GGAAACGCCGITACATCGGCTCATCAGCC
GAiBr5ITp:r[C:ITP:rrAlf3Alf3AiGA:ITGP:ITAAIGifJCAiGp:IT
AGGTGCTCATTCATCATGAGAGATGACGG
ATCTGTTGACCATCACCATCATCTCCGTCAT
CTCTCATGATGRATGAGCACCTATCTGGC
AGACTGTCAAGGAGGGTAITCTGGGCCTCC
ATGTCGITAACGACTCTGCTAAGGGAGATG
GATGAGTCC I  I  I  I  I CllTCTCATCTCCCITAG
CAGAGTCGTTAACGACATGGAGGCCCAG

Partidores para generaci6n de v-CYP51HA-Z

82CYP51.Rv

UPCYP51.Fw

asscYP51 . Rv

3xHACYP51 . Fw

cAAAior3CGAAiGNr3GAAir3Nr3Aic3Nr5ITc!crsc:r[A
TTGGGGITAACCATTGCGAATACCGCTTCC
ACTTITGAGCAATGTITGTGGAAGCGGTATT
CGCAATGGTTAACCCCAATACCGGACTCT
CATAGGGATAGCCAGCGTAATCTGGAACAT
CGTATGGGTACGCGGCAGCcllTCGAGGCT
TACCATCCACTACAGGAAGCGACAGCCTCG
AAAGGCTGCCGCGTACCCATACGATGTTCC

R

D

R

D

R

D

R

R

D

R

D

R

D

R

D

R

D

R

D

R

D

R

D
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3xHACYP51. Rv

TCYP51.Fw2

tcYP51.Rv

mResistcYP51. Fw

mResistcYP51.Rv

DowncYP51.Fw

DowncYP51. Rv

H2CYP51.Fw

AiGAiGAir3r3Air3AAiRiAAIGAAAicmc:rrcAAiBR3AA
AAGCGTCTGATTCAAGCGTAATCTGGAACG
TGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGAT
TACGCTTGAATCAGACGCTllTCCITGAG
AAGAGCITGTGTCGGATGAACTGTCGGCTG
ATGAGCCGATTGTCTTCTAGCCAAACCCCG
AGTCGATAGATGCTGGGCAGAGAAGCGGGG
TTTGGCTAGAAGACAATCGGCTCATCAGCC
CTTTTCITGCTTGTCTCACTCTGGAAAITTCA
TCATCGTCTCCATCATGAGAGATGACGG
GGAGACGATGATGAAATITCCCTGTTGACCA
TCAC C ATCATCTC C GTCATCTCTCATGAT
GACTGTCAAGGAGGGTATTCTGGGCCTCCA
TGTCGITMCTAGAAGITATGGATCCCGCG
TAGAGATCCTAITCTCTTGCGCGGGATCCAT
AACTTCTAGTTAACGACATGGAGGCCCAG

Secuencia 3XFLAG y 3XHA

Fla93x.F
Fla93x.R
3xHA.Fw

3xHA.Rv

HAseq.F
HAseq.R

GAICITAICAAAIGA/I;CPIT:ITGA/fxyr5IT
TITATCGTCGTCATCTTTG
TACCCATACGATGTTCCAGAITACGCTGGCT
ATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGA
TCAAGCGTAATCTGGRACGTCATATGGATAG
GATCCTGCATAGTCCGGGACGTCATAGGG
TACCCATACGATGTTCCAG
AGCGTAATCTGGAACGTC

PCR en tiempo Real (qpcR)

cris
cris  RT.F
crts-RT.R

CYP61
RT  CYP61.F
RT-CYP61.R

CYP51
RT-CYP51.F
RT-CYP51.R

crlR
mcrtRF-RT
mcrtRR-RT

Actina
mActF-RT
mActR-RT

TATCTCTGGACCCAGAGCTTGC
ACCTGCAAACGCATCTGGTAC

CATGGAAAGGTTCACGCCGAGTAT
AAAGACCCGGAGGGAAGTTTCCAT

CAGCTCGCTCAGTTGAITCCTAGA
ATGTGAACAGATCGCCGTGCIT

crr®GGAAAir:AAIGAirjc
CGGMCCTCGGTTACG

CCGCCCTCGTGAITGATIAC
TCACCAACGTAGGAGTCCTT

R

D

R

D

R

D

R

D

D
R
D

R

D
R
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D = Directo;  R = Reverso.



24

2.5.1     Amplificaci6n por PCR

La  amplificaci6n  de  DNA mediante  PCR  con  la enzima  Taq DNA polimerasa

(purificada en  el  Laboratorio de Gen6tica) se utiliz6  para el  analisis  de los  plasmidos

generados en este trabajo y de los distintos clones obtenidos de las transformaciones

de X.  dendrowhous.  Los fragmentos de DNA que posteriormente fueron ensamblados

mediante  la  t6cnica  de  DNA  assemb/er,  se  amplificaron  con  la  enzima  Pru  DNA

polimerasa (purificada en el Laboratorio de Gen6tica). En ambos casos, la reacci6n de

PCR se realiz6 en  un volumen final de 25  ul,  la cual  incluye:  buffer de PCR  IX (Tris-

Hcl 200 mM pH 8,4,  Kcl 500 mM),  Mgc12 2 mM,  buffer de carga BCP  IX (Rojo cresol

100  mM,  Glicerol  8,3%),  200  uM  de  cada  deoxinucle6tido  (dNTP),   1   uM  de  cada

partidor,1U de enzima DNA polimerasa (raq o Pfu) y 10-20 ng de DNA molde.  Para

las  reacciones  de  PCR de  colonia,  se  utiliz6  una  colonia  como  DNA molde en  cada

reacci6n.

La reacci6n de PCR se realiz6 en un termociclador Applied Biosystem 2720 con

el  siguiente  programa estandar:  denaturaci6n  inicial  a 94°C  por 3  min  (en el  caso de

PCR de colonia fue por 5 min),  35 ciclos de denaturaci6n a 94°C por 30 s,  alineaci6n

de  partidores  a  55°C  por 30 s,  y  la  elongaci6n  a  72°C  por 3-4  min  dependiendo  del

tamafio del amplificado. Luego de ]os 35 cic[os, se realiz6 una elongaci6n final a 72°C,

para finalmente mantener la reacci6n a 4°C hasta su analisis.

EI  PCR  de  elongaci6n  (OE-PCR,  Over/ap  Exfens/.on  PCR)  se  utiliz6  para  la

amplificaci6n de la secuencia que codifica a[ epitopo HA. Para ello, se uti[iz6 [a reacci6n

de PCR anteriormente descrita utilizando Pfu DNA polimerasa,  en la cual no se utiliz6

DNA  molde  sino  dos  partidores  que  hibridan  entre  si.  El  programa  utilizado  fue  el

siguiente: denaturaci6n inicial a 94°C por 1  min, seguido de 10 ciclos de denaturaci6n

a 94°C por 30 s, alineamiento de partidores a 55°C por 45 s, elongaci6n a 72°C por 90
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s, finalmente la reacci6n se mantuvo a 4°C.  Luego, la mezcla de reacci6n obtenida se

amplific6 en una reacci6n de PCR estandar con Pfu DNA polimerasa,  en un volumen

final de 75 Hl.

2.5.2    Sintesis de CDNA (RT-PCR)

Para  la sintesis  de  CDNA se  utiliz6  Ia  enzima  Max/.rna Reverse  Transow.pfase

(Thermoscientific) siguiendo [as instrucciones del proveedor en un vo[umen final de 20

Hl.  Se determin6 la concentraci6n de RNA utilizando un [ector de microp]aca EPOCH,

con  lo  cual  se  estableci6  el  volumen  necesario  para  tener  5  ug  de  RNA  en  cada

reacci6n. Al volumen de RNA se le adicion6 agua esteril para completar un volumen de

11  ul.  A esta  mezcla se  le  afiadi6 2  HI  del  mix  1:  1  de oligo-dT  (25, LIM)  y dNTPs  (10

mM), y se incub6 a 65°C por 5 min. Luego, se dej6 a 4°C por 3 min y se agreg6 6 ul del

mix 4: 2 de buffer RT 5X y DIT (0,1M),  mas  1  ul de enzima. Se incub6 a 37°C por 52

min y luego a 70°C por 15 min, dejando enfriar a 4°C.

2.5.3    PCR en tiempo real (qpcR)

EI PCR en tiempo real se realiz6 en el equipo Mx 3000P (Stratagene). Para ello

se  utiliz610  LIl  de  mezcla  del  kit SensiMix SYBR Green  I  (Quantance),  8  ul  de agua

esteril,   1   ul  de  CDNA  y  1   ul  de  mezcla  de  partidores  directo  y  reverso  (10  uM),

obteniendo un volumen final de 20 ul.  Los partidores utilizados poseian una eficiencia

mayor al 95%, determinada en curvas estandares con un coeficiente de correlaci6n de

R2 2 0,99. Para evaluar los niveles de transcritos, Ios valores de Ct (fhresto/d cyc/e) se

normalizaron  respecto  al  valor  obtenido  del  gen  AC7-(Genbank:  X89898.1)  de  X.

dendrowhous, y se expresaron en funci6n de las condiciones control usando el m6todo

2-AAct (Livak y Schmittgen,  2001).
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3.   Transformaci6n de cepas bacterianas y levaduras

3.1 Transformaci6n mediante electroporaci6n de E. co//-

Las c6lulas electrocompetentes se prepararon a partir de un  cultivo de E.  co//.

DH5a crecido en medio LB con acido nalidixico (15 Hg/ml) a 37°C en fase exponencial

de   crecimiento   (D06oonm  de  0,4-0,6;   Sambrook  &  Russell,   2001).   Las   c6lulas   se

colectaron por centrifugaci6n a 10.000 rpm a 4°C por 5 min y se lavaron dos veces con

300 ml de agua fria est6ril, y una vez con glicerol al 10% (v/v).  Finalmente,  las c6lulas

se suspendieron en 1-2 ml de glicerol 10% (v/v) y se fraccionaron en alicuotas de 40 Lil

en tubos Eppendorf que se almacenaron a -80°C hasta su utilizaci6n.

Para la electroporaci6n,  una alicuota de c6lulas electrocompetentes se mezcl6 con 4

LIL de DNA plasmidico o 8 Ill de DNA de S. cerev/.s/.ae y fueron trasfe.ridos a una cubeta

de electroporaci6n de 2 mm. Se aplic6 un pulso de 2.500 V, 25 uF y 200 Q utilizando el

electroporador BioRad Gene Pulser X Cell.  Posteriormente, se agreg6  1  ml de medio

LB y se  incub6 durante 45  min-1  h  a 37°C.  Finalmente,  Ias  c6lulas se sembraron  en

medio LB-agar con Ampicilina y X-gal, y se incub6 a 37°C hasta la aparici6n de colonias.

3.2 Transformaci6n mediante electroporaci6n de S. cerev/.s/.ae

Las c6Iulas electrocompetentes se prepararon a partir de un cultivo saturado de

S. cerev/.s/.ae crecido en medio YEP a 30°C con una D06oonm de 1,3-1,5 (18 h de cultivo,

aproximadamente).  Las  c6lulas  se  colectaron  por centrifugaci6n  a  10.000  rpm  a 4°C

por 3 min y se lavaron dos veces con agua fria esteril con un volumen correspondiente

a la mitad del volumen de cultivo utilizado. Posteriormente, 6stas se lavaron con sorbitol

1  M frio esteril con un volumen  correspondiente a % del volumen de cultivo utilizado,

para ser finalmente suspendidas en 1-2 ml de sorbitol 1 M y separadas en fracciones de

100 ul para la transformaci6n.
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Para llevar a cabo la electroporaci6n, la alicuota de c6lulas electrocompetentes

se mezcl6 con 2 ul de cada fragmento de PCR (previamente dializado) necesario para

generar cada vector utilizando la t6cnica DM assemb/er, y fueron transferidos a una

cubeta de electroporaci6n  de 2  mm.  Se  aplic6  un  pulso de  1.500 V,  25  uF y 200  a

utilizando el electroporador BioRad Gene Pulser X Cell. Posteriormente, se agreg6 900

ul de medio YEP, se incub6 2 h a 30°C y finalmente se sembr6 en medio YEP-agar con

el antibi6tico G-418, incubando a 30°C hasta la aparici6n de colonias (2-3 dias).

3.3 Transformaci6n mediante electroporaci6n de S. pombe

Para  la  obtenci6n  de  c6lulas  electrocompetentes  de  S.  pombe  se  utiliz6  un

cultivo crecido en medio EMM hasta fase exponencial (D06oonm de 0,4-1,0). Las c6Iulas

se  cosecharon  centrifugando  durante  3  min  a 4.000  rpm  y se  lavaron  con  agua fria

est6ril con un volumen correspondiente a 1/2 del volumen del cultivo celular empleado;

se centrifug6 por 3 min a 4.000 rpm y se descart6 el sobrenadante. Este paso se repiti6

dos  veces.   Luego,   Ias  c6Iulas   se   lavaron   con   sorbitol   lM  frio   con   un  volumen

correspondiente a 1/4 del volumen de cultivo utilizado, centrifugando 3 min a 4.000 rpm

descartando el sobrenadante.  Finalmente,  Las celulas se suspendieron en  1-2 ml de

sorbitol 1 M frio y la mezcla se dividi6 en alicuotas de 80 lil en tubos Eppendorf est6riles.

Para llevar a cabo la transformaci6n,  una alicuota se mezcl6 con 3 LiL de DNA

plasmidico  (100 ng,  aproximadamente) y se incub6 en  hielo durante 5 min.  Luego,  la

mezcla se transfiri6 a una cubeta de electroporaci6n de 2 mm y se procedi6 a dar el

pulso el6ctrico utilizando el electroporador BioRad Gene Pulser X Cell en las siguientes

condiciones: 2.300 V, 25 uF y 200 Q.  Inmediatamente se agreg6 0,9 ml de sorbitol lM

mo  a  la  cubeta,  se transfirj6  Ia  mezcla  a  un  tubo  Eppendorf esteri]  y  se  centrifug6

durante 4 min a 6.000 rpm a 4°C.  Las c6lulas se lavaron con  1  m[ de agua esteri] fria
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repitiendo el  paso de centrifugaci6n en frio y se suspendieron en  1  ml de sorbitol  lM

frio.  Inmediatamente las c6lulas se sembraron en medio EMM-agar, incubando a 30°C

hasta la aparici6n de co]onias (3-4 dias).

3.4 Transformaci6n mediante electroporaci6n de X. cfendroAf7ous

La preparaci6n de c6Iulas electrocompetentes de la cepa silvestre y mutantes

de X. dendrorf]ous se realiz6 mediante la recolecci6n de c6lulas de cultivos en placa en

medio YM-agar de aproximadamente 15-18 h. Las celulas se suspendieron en 10 ml de

buffer fosfato de potasio (fosfato de potasio 50 mM pH 7, DTT 25 mM) y se incubaron

a 22°C por 20 min.  Luego,  Ias c6lulas se colectaron por centrifugaci6n a 4.000 x g por

4 min y se lavaron dos veces con 15 ml de soluci6n STM (sacarosa 270 mM, Tris-Hcl

10 mM pH 7,5,  Mgc[21  mM) previamente enfriada.  EI sedimento ce[ular se suspendi6

en  1-2  ml  de  la  soluci6n  STM  y  se  fraccion6  en  alicuotas  de  40  ul  las  cuales  se

almacenaron en tubos Eppendorf est6riles mantenidos en hielo hasta su utilizaci6n.

Para llevar a cabo la electroporaci6n,  una alicuota se mezcl6 con 4-10  uL de

DNA transformante (30 ug, aproximadamente). Luego, la mezcla se llev6 a una cubeta

de  electroporaci6n  de  2  mm,  y  se  dio  el  pulso  electrico  utilizando  el  electroporador

BioRad  Gene  Pulser X  Cell  en  las  siguientes  condiciones:  450  V,  125  uF  y  600  a.

Posteriormente,  se adicion6  1  ml de YM y se incub6 durante 4 h a 22°C.  Finalmente,

Ias c6Iulas se sembraron en medio YM-agar con los respectivos antibi6ticos, incubando

a 22°C hasta la aparici6n de colonias (3-5 dias).

4.   Extracci6n de carotenoides, esteroles y analisis mediante RP-HPLC

4.1  Extracci6n y cuantificaci6n de carotenoides

La extracci6n de carotenoides se llev6 a cabo segtln el m6todo de extracci6n
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con acetona (An y col.,1989).  Para ello, 20 ml de un cultivo proveniente de un cultivo

de X. dendrorf)ous se centrifug6 a 4.000 x g por 5 min, eliminando el sobrenadante. EI

sedimento celular se lav6 con agua destilada,  para posteriormente ser suspendido en

1  ml de agua en tubos de 5 ml. A esta suspensi6n se le agreg6 500  ul de perlas de

vidrio de 0,5 mm para proceder a una disrupci6n mecanica durante 3 min empleando el

equipo Mini-beadbeater-16 (Biospect). Luego, se agreg6 1 ml de acetona y nuevamente

se  realiz6  una  disrupci6n  mecanica  durante  3  min.  Posteriormente,  se  centrifug6  a

4.000 x g por 5 min y se colect6 el sobrenadante.  Este procedimiento (extracci6n con

acetona)  se  repiti6  hasta  que  el  extracto  celular  quedara  incoloro.  Finalmente,  se

agreg6  1/5  de volumen  de  6ter de  petr6leo  al tubo  que contenia  los  sobrenadantes

colectados,  se  mezcl6  y  se  centrifug6  por  5  min  a  4.000  x  g.   La  fase  superior,

correspondiente al 6ter de petr6Ieo con los carotenoides, se transfiri6 a un tubo de vidrio

y se determin6 Ia absorbancia a 474 nm para la cuantificaci6n total de los carotenoides.

Los carotenoides totales se normalizaron respecto al peso seco de la levadura con la

siguiente f6rmula:

pigmeritosQ}gh/g"estra(ppmD= vol.unen 6ter de petroleo (rmL) . A474. -100
21 -peso seco (g) . c (ml,)

Donde A474 corresponde a la absorbancia medida a 474 nm, 21  corresponde al

coeficiente de extinci6n  1 % = 2,100 de astaxantina (An y col.,1989) y c corresponde al

volumen de cultivo uti]izado.

La composici6n de pigmentos carotenoides fue evaluada mediante cromatografia

liquida en fase reversa (RP-HPLC) en un equipo de HPLC con un detector de arreglo de

diodos Shimadzu SPD-M10A y una columna Lichrospher RP18125-4 (Merck). Para ello,
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se dej6 evaporar el eter de petr6Ieo del extracto de carotenoides, para luego suspender

la muestra en 200  ul de acetona,  inyectando 20  Hl en el equipo.  Se  utiliz6 acetonitrilo:

metanol: isopropanol como fase m6vil en una proporci6n 75: 20: 5 (v/v), con un flujo de

1  ml/min en condiciones isocraticas.  Los carotenoides se iden{ificaron por sus tiempos

de retenci6n y espectro de absorci6n de acuerdo a estandares (Britton y col., 2004)

4.2 Extracci6n y cuantificaci6n de esteroles

Para la extracci6n de esteroles se utiliz6 5 ml de un cultivo de X.  dendrowhous.

Las  c6lulas  se  centrifugaron  a 4.000 x g  por 5  min,  se elimin6  el  sobrenadante  y el

sedimento celular se lav6 con agua destilada. Luego, 6ste se suspendi6 con  16 ml de

la  siguiente soluci6n:  etanol  60%  y 4 g  KOH,  dejando  la soluci6n  a  80°C  por 2  h  en

tubos de 50 ml a bafio Maria.  Luego, se agreg610 ml de 6ter de petr6Ieo, se mezcl6

en v6rtex y se centrifug6 por 5 min a 4.000 x g  recuperando la fase superior (6ter de

petr6leo).   Para  la  cuantificaci6n  de  esteroles  se  midi6  la  absorbancia  a  280  nm,

normalizando respecto al peso seco de la levadura utilizando la siguiente formula:

esteroleshagD/grmestra-- vohanen 6ter de petroleo (mL) -A28o -104
11900 . peso seco (g)

Donde A28o corresponde a la absorbancia medida a 280 nm, 11.900 corresponde

al coeficiente de extinci6n molar de ergosterol en acetona en M-1  cm-1;  104 = constante

de conversi6n de unidades ug/g.

La determinaci6n de la composici6n de esteroles se realiz6 mediante RP-HPLC,

donde se dej6 evaporar el 6ter de petr6Ieo del extracto de esteroles antes de inyectar la

muestra.  Como  fase  m6vil  se  us6  metanol:  H20  en  proporci6n  97:  3  (v/v)I,  con  flujo
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1ml/min en  condiciones  isocraticas.  Los esteroles fueron  reconocidos  por sus tiempos

de retenci6n y espectro de absorci6n de acuerdo con estandares.

5.   Extracci6n de proteinas

Las cepas CBS 6938,  CBS Dapl-3xFLAG, CBS Dapl-3xFLAG Cyp61-3xHA y

CBS Dapl -3xFLAG Cyp51 -3xHA provenientes de X. dendrorf7ous y la cepa proveniente

de S. pombe PEY901  con el plasmido pJE602, fueron utilizadas para los ensayos que

requieren proteinas. Para el caso de las cepas provenientes de X. der]dronf]ous, estas

se cultivaron en medio YM a 22°C con agitaci6n constante por 72 h, tomando muestras

de  3  ml  de  cultivo,  los  cuales  se  centrifugaron  a  14.000 ,rpm  a  4°C.  Los  sedimentos

celulares obtenidos se trataron con 250 ul de tamp6n de lisis (NaHC03100 mM; Trit6n

X-100 0,5%;  PMSF  1  mM;  inhibidor de proteasas (Promega)  1X; TCEP 2mM) y 0,1  ml

de perlas de vidrio (0,5 mm), con lo cual se realizaron 7 ciclos de disrupci6n mecanica

durante  30  s  empleando  el  equipo   Mini-beadbeater-16   (Biospect),   incubando   las

muestras   entre   cada   ciclo   en   hielo   por   1   min.   Posteriormente,   se   realiz6   una

centrifugaci6n a 4°C durante 20 min a 14.000 rpm, donde se recuper6 el sobrenadante

en un tubo limpio. Para el caso de extracci6n de proteinas provenientes de S. pombe,

se  realiz6  el  mismo  procedimiento  antes  descrito,  con  la  excepci6n  de  que  6sta  se

cultiv6 en medio EMM y se realizaron solo tres ciclos de disrupci6n mecanica.

Las muestras de proteinas obtenidas fueron evaluadas en gel de poliacrilamida

al 100/o tefiido con azul de Coomassie.

6.   Co-inmunoprecipitaci6n (Co-ip)

Para IIevar a cabo las Co-inmunoprecipitaciones (Co-ip), se utiliz6 e[ kit PierceTM

Classic Magnetic lp/Co-lp (Thermo Scientific) junto con MagnaBindTM Magnet IThermo
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Scientific) como soporte magn6tico para la separaci6n, siguiendo las instrucciones del

proveedor.  Para ello, 300 ul de proteinas obtenidas de cada cepa (Fracci6n /npuf,  Fl)

se incubaron por una noche a 4 °C con 2 ug del anticuerpo monoclonal ANTl-FLAG M2

(Sigma). Al dia siguiente, 50 ul de perlas magneticas (unidas a proteina A/G) se lavaron

con  ip  Iysis/wash  buffer,  se  incubaron  3  min  a temperatura  ambiente  con  agitaci6n

constante y  se  colocaron  por  1  min  en  el  soporte  magn6tico  para  la  separaci6n  del

sobrenadante,   el   cual  fue  descartado.   Este  procedimiento  se  realiz6   dos  veces

utilizando  175  ul y  luego  1  ml  del  buffer.  Posteriormente,  Ias  muestras  de  proteinas-

ANTI-FLAG se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente con agitaci6n constante

por  3  h  con  las  perlas  magneticas  previamente  lavadas.  Luego,  las  muestras  se

separaron  utilizando  el  soporte  magnetico,   guardando  el  sobrenadante  (Fracci6n

Unbound,  FU).  Posteriormente,  Ias  perlas  magn6ticas  se  lavaron  dos  veces  con  ip

lysis/wash buffer (500 ul por vez) y una vez con 500 LIl de agua ultra pura, descartando

todas  las  veces  el  sobrenadante.  Finalmente,  se  adicion6  100  ul  de  Lane  Marker

Sample Buffer (previamente diluido)  incluido en el kit, se incub610 min a temperatura

ambiente  y  se  separ6  utilizando  el  soporte  magn6tico,  guardando  el  sobrenadante

(Fracci6n Bound, FB).

Para asegurar que la inmunoprecipitaci6n se debe al reconocimiento especifico

del epitopo FLAG y no por la regi6n constante del anticuerpo ANTl-FLAG M2, el mismo

procedimiento descrito se realiz6 utilizando un anticuerpo del mismo isotipo (anticuerpo

lgG1) como control, pero de especificidad no conocida.

7.   Western blot

Los ensayos de Wesferr} B/of para evaluar la presencia de las proteinas Dapl-

FLAG,  Cyp61-HA,  Cyp51-HA y ubiquitina en las di§tintas cepas en estudio,  se realiz6
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mediante  una  electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida  (10°/o  para  la  visua[izaci6n  de

Cyp61-HA, Cyp51-HA y 15% para la visualizaci6n de Dapl-FLAG y ubiquitina). Luego,

Ias    proteinas    se    transfirieron    a    una    membrana    de    nitrocelulosa    mediante

electrotransferencia por 30 min a 15 V.  Posteriormente,  Ia membrana se bloque6 con

leche en polvo sin grasa al 30/o, disuelta en TBS IX (20 mM Tris and 150 mM NacI pH

7,6)  cuando  se  utiliz6  para  revelar  el  anticuerpo  ANTI-FLAG  o  ANTl-Ubiquitina;  o

disuelta en  PBS  IX (Nacl  137 mM,  Kcl 2,7  mM,  Na2HP0410 mM,  KH2P04 2 mM  pH

7,4) cuando se utiliz6 ANTI-HA como anticuerpo para revelar.  Independiente del caso,

cada membrana se bloque6 por 1  h a temperatura ambiente. Luego,  Ia membrana se

lav61  vez con TBS IX o PBS IX segtln correspondia, para finalmente incubar toda la

noche con el anticuerpo.

Cuando se utiliz6 el anticuerpo ANTl-FLAG o ANTI-Ubiquitina, luego de incubar

las membranas toda la noche, 6stas se lavaron  una vez con TBS  IX,  para luego ser

incubadas  1  h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario Anti-mouse HRP

(Santa Cruz Biotechnology)  1:5000 disuelto en TBS  IX mas leche en polvo sin grasa

3%. Posteriormente, la membrana se lav6 3 veces con TBS IX con 0.05% ll/VEEN 20,

10 min por vez, para ser finalmente revelada. Cuando se utiliz6 el anticuerpo ANTl-HA,

Iuego de incubar las membranas toda la noche, se lavaron 4 veces con PBS  IX con

0.05% ll/VEEN 20,  10 min por vez para ser finalmente reveladas.

La  detecci6n   de  las   proteinas   marcadas  se   realiz6   mediante   un   m6todo

quimioluminiscente. Para ello,  las membranas se incubaron  1-2 min con 10 ml de una

soluci6n de 1,25 mM de luminol, 225 LIM de acido p-cumarico y 100 mM de buffer Tris-

Hcl pH 8,5, iniciando la reacci6n con 3 LIl de H202, para ser finalmente reveladas en el

equipo UVITEC NineAIIiance del Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias.



RESULTADOS

1.   Identificaci6n y analisis bioinformatico del gen DApl de X. dendrowhous.

Se analiz6 la base de datos gen6mica de nuestro laboratorio de la levadura X.

dendrorit}oLis  con  la  herramienta  BLAST  del  software  CLC  Genomics Workbench  5,

utilizando como  molde secuencias genicas disponibles en  la  base de datos Genbank

para el gen DAP7. El gen hom6logo identificado se denomin6 DAP7, el cual podria estar

involucrado   en   la   modulaci6n   de   P450s   en   este   microorganismo.   La   secuencia

identificada comprende 4 exones de los siguientes tamafios: ex6n  1  de 364 pb, ex6n 2

de 61  pb, ex6n 3 de 14 pb y ex6n 4 de 68 pb; junto con 3 intrones de tamafios 123 pb,

77 pb y 101  pb, siendo por tanto de un tamafio de 808 pb desde el cod6n de inicio hasta

el  cod6n de termino de la traducci6n.  EI tamafio de la regi6n codificante seria de 507

pb (Figura 3).

gDAP1
(808 pb)

1                                                                                          364                           487           S48                  639                  7cO            808

Exon2              Exon3

Figura  3.   Estructura  del  gen  DAP7  de  X.  dendrowhous.   El  gen  DAP7   de  X.
dendrowhows  se  compone  de  4  exones   (en   morado)  y  3   intrones.   La  secuencia
gen6mica  de  DAP7  comprende  808  pb  (gDAP7),  mientras  que  el  CDNA  de  507  pb
(cDAP1).

Utilizando el programa Geneious vl0.2.4,  se dedujo  la secuencia proteica que

codificaria DAP7,  la proteina  Dapl ,  Dapl  seria una proteina de  168 aminoacidos con

un punto isoelectrico de 4.30 y peso molecular de  18,617 KDa.

De acuerdo con lo observado en otros organismos,  la proteina Dapl  posee un

34
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segmento transmembrana en su porci6n N-terminal y un dominio citocromo b5 el cual

le     permitiria     unir     hemo.      Uti]izando     el     servidor     TMHMM     Server     v.     2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/servicesITMHMM/),       se       identific6       un       segmento       de

transmembrana en su porci6n N-terminal entre los residuos 20-49.

Posteriormente,   para   buscar  posibles  dominios  y  motivos   conservados,   Ia

secuencia     de     la     proteina     Dapl      se     analiz6     en     el     servidor     lnterpro

(http://www.ebi.ac.uk/interproo,  el  cual  es  una  base de datos  de familias,  dominios y

sitios funcionales de proteinas identificadas en proteinas conocidas, las cuales usa para

buscar estos parametros en nuevas secuencias de proteinas. Utilizando este servidor,

se encontr6 que la secuencia proteica ingresada pertenece a la superfamilia del dominio

de uni6n a hemo/esteroides tipo citocromo b5. EI tlnico dominio conservado identificado

en la proteina fue el dominio de uni6n a hemo/esteroides tipo citocromo b5 en la porci6n

C-terminal.  Ademas,  la  secuencia  ingresada  la  sefiala  como  asociada  a  la  proteina

PGRMC1.   El  servidor  lnterpro  sefiala  que  la  secuencia  proteica  de  Dapl   de  X.

dendrorf)ous corresponde a una proteina no citoplasmatica, con un p6ptido serial en el

extremo  N-terminal,  pero  no se predice funci6n  bio[6gica  ni  molecular,  ni  ]o  identifica

como        un        componente        celular.        Utilizando        el        servidor       DeepLocl.0

(http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bino,   el   cual   predice   posible   localizaci6n   subcelular   de

proteinas, la secuencia ingresada para Dapl  de X. dendrowhous la identifica como una

proteina  de  membrana,  en  particular de  reticulo  endoplasmico,  con  un  0,9036%  de

probabilidad.  Este resultado difiere con lo obtenido por lnterpro, pero se asemeja mas

a  lo  obtenido  en  otros  organismos,  que  identifican  a  Dapl   o  PGRMcl   como  una

proteina anclada en el reticulo (Ryu y col., 2017).

Posteriormente,   se   realiz6   un   alineamiento   mdltip]e   entre   secuencias   de

proteinas de Dapl  o PGRMcl  identificadas en humano y las Ievaduras S. pombe y S.
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cerevt.si.ae (Figura 4).

Dapl  S. cerevisiae
PG`MCI  Human
Dapl  S. pembe
Dapl  X. dendrorhous

ME!F  I  K
illENmHrmillxpmnmADPEDllESGGmHEDFit5SRA

Ms Ln I Hvp I vmL pmA F vAy

b5-»ke drmaln i
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Figura  4.  Alineamiento  mdltiple  de  secuencias  proteicas  de  Dapl.   Panel  A,
alineamiento de las secuencias PGRMcl  de H. sapi.ens (NP_006658.1), y Dapl  de las
levaduras  S.  cerev/.s/.ae  (NP_015155.1)  y  S.  pombe  (NP_594461.1).  En  la  figura  se
indica  el  dominio  tipo  citocromo  b5  encontrado  en  este  tipo  de  proteinas.  Con  un
asterisco  se  indica  el  residuo  conservado  necesario  para  la  coordinaci6n  de  hemo.
Panel  8,  porcentaje de  identidad  de  secuencias  proteicas  utilizadas.  EI  alineamiento
mLlltiple fue realizado utilizando el programa Geneious vl 0.2.4.

De acuerdo con lo identificado por Ghosh., 2005 y por Kabe., 2015,  la proteina

PGRMcl   necesita  un  residuo  de  tirosina  (Y),  la  tirosina  113,  para  coordinar  hemo.

Segtln el alineamiento realizado, esta tirosina se encuentra conservada (en el dominio

tipo citocromo b5, indicado en el cuadro rojo,  Figura 4 panel A) en X.  dendrowhous.  Los

porcentajes de identidad de secuencia se indica en el panel 8, donde se muestra que

Dapl  de X. dendrowhous posee un mayor porcentaje de identidad de secuencia con la

proteina  de  S.   cerevt.si.ae,   con  un  34,1%,  y  el  menor  porcentaje  de  identidad  de
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secuencia con la proteina Dapl  identificada en S. pombe.

2.   Construcci6n de la cepa CBSAdap7 y analisis de su fenotipo.

2.1 Generaci6n de un vecl:or con un m6dulo para la deleci6n de DAP7 de

X. dendrorhous.

Con  el  objetivo  de  evaluar  el  efecto  de  la  eliminaci6n  del  gen  DAP7  en  X.

dendrorf]ous,  se construy6 un m6dulo para su deleci6n que permite reemplazar el

gen  mediante recombinaci6n  hom6Ioga en  la levadura  por el  m6dulo que confiere

resistencia al antibi6tico higromicina. Para ello, se amplificaron las regiones de DNA

rio arriba y rio abajo del /ocus DAP7  de 662 pb y 642  pb desde el genoma de X.

dendrowhous denominadas como lADO A y LADO 8,  respectivamente,  insertando

entre  ellas  un  m6dulo  que  confiere  resistencia  al  antibi6tico  higromicina  8.  Los

LADOS A y a se amplificaron con partidores que permiten dejar el sitio de restricci6n

Hpal entre ellas luego de ser unidas mediante OE-PCR. Asi, el fragmento obtenido

(LADO  A-[ADO  8)  se  insert6  en  el  sitio   EcoRV  del  vector  PBS,   el  cual  fue

posteriormente digerido con la enzima Hpal para integrar en el vector el m6dulo de

resistencia  a  higromicina  8  entre  las  regiones  LADO A  y LADO  8,  generando  el

vector PBS-AgDAP7-frph.  Una vez construido el vector, se transform6 la cepa DH5-

a de E.  co//., seleccionando los clones transformantes recombinantes por su color y

crecimiento  en  medio  LB-agar  suplementado  con  ampicilina  y  X-gal.  Los  clones

fueron  analizados  mediante  PCR  de  colonia,  donde  los  clones  positivos  fueron

utilizados  para  realizar extracci6n  de  DNA  plasmidico  donde  se  verific6  a  mayor

profundidad  mediante  PCR  y  digesti6n  enzimatica  la  correcta  construcci6n  del

vector.  El disefio del vector se muestra en la Figura 5, junto con la amplificaci6n de

los fragmentos LADO A y LADO 8.
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Figura 5. Construcci6n del vector PBS-AgDAP7-APA y su analisis. En la imagen se
indica  la  metodologia  empleada  para generar el vector PBS-AgDAP7-hph junto  con  la
amplifjcaci6n  de  los fragmentos  Lado A  (a),  Lado  8  (b)  y  la  amplificaci6n  de  Lado A-
LADO  8  luego  de  insertar  el  m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  entre  ellos  (c).  El
marcador de peso molecular utilizado corresponde a GeneRuler 1  kb Plus DNA Ladder.

2.2 Transformaci6n de la cepa CBS 6938 de X. dendrowhot/s con el m6dulo

para eliminar al gen DAP7.

La cepa parental CBS 6938 fue transformada con el vector PBS-AgDAP7-hph.

Para ello, dicho vector fue digerido con las enzimas Smal y Kpnl para liberar el m6dulo

de recombinaci6n  (Figura 6),  el cual,  en un evento de doble recombinaci6n hom6Ioga

reemplaza el gen OAP7  por el m6dulo de resistencia.  Las colonias transformantes se

identificaron  por  su  crecimiento  en  medio  YM-agar  suplementado  con  35  ug/ml  del

antibi6tico  higromicina  a.   Para  evaluar  a  los  mutantes  obtenidos,  se  extrajo  DNA

gen6mico y se verific6 mediante  PCR la eliminaci6n del gen  OAP7  y la  presencia del

m6dulo de resistencia (Figura 6). La cepa finalmente obtenida se denomin6 CBSAdap7,
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la cual se utiliz6 para los estudios posteriores.

Cede perental CBS 6938 Cepa CBSAdapl

"a'' 8o8 pb                                            `th" 1655 Pb                                             ``C" 1137 pb

Figura 6. Generaci6n y analisis de la cepa CBSAdap7.  En el  panel A,  se indica el
evento de recombinaci6n necesario para la generaci6n de la cepa CBSAdap7, donde
el  gen  DAP7  es reemplazado mediante  un  evento de doble  recombinaci6n  hom6Ioga
por el  m6dulo  que  confiere  resistencia  al  antibi6tico  Higromicina  8.  Panel  8,  analisis
mediante PCR de la cepa transformante, denominada CBSAdap7.  Para cada analisis
se utilizaron los partidores indicados en la figura y como DNA molde se us6: DNA de la
cepa silvestre CBS 6938 (carril 1), de la cepa CBSAdap7 (carril 2) y agua como control
negativo (carril 3).  EI  marcador de peso molecular utilizado corresponde a GeneRuler
1  kb Plus DNA Ladder.

2.3 Evaluaci6n  de  la  cepa  CBSAdap7  en  cuanto  al  fenotipo  de  color  y

crecimiento en medios suplementados con azoles.

A simple vista se  pudo observar que  la deleci6n  del  gen  DAP7  en  la  levadura

afecta  la  pigmentaci6n de  la cepa.  Como se  muestra en  el  panel A de la  Figura  7,  la
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cepa  CBSAdap7  es  mss  anaranjada que  la  cepa  silvestre  CBS  6938,  indicando  por

tanto  que  en  esta  cepa  la  biosintesis  de  carotenoides  se  encuentra  alterada.  Para

evaluar su crecimiento en medios suplementados con azoles (compuestos que se han

caracterizado como inhibidores de la biosintesis de esteroles),  se utilizaron  las cepas

CBS  6938,  CBSAdap7  y  CBSTr.  Esta  tlltima  cepa  posee  una  interrupci6n  en  el  gen

crfR,  generando  por tanto una copia no funcional de dicho gen  (Alcaino y col.,  2008).

Esta cepa se utiliz6 como control, ya que se conoce que el producto genico de crff3 es

un  citocromo  P450 reductasa  (CPR) que interactda con  P450s y es la encargada de

donar  los  electrones  necesarios  para  la  actividad  de  las  P450s.  La  cepa  CBSTr es

incapaz de  producir el  pigmento  astaxantina y  la  proporci6n  de  ergosterol  disminuye

respecto a la cepa silvestre, ya que acumula otros dos intermediarios (Gutierrez y col.,

2015).

0    -1    -2    -3    4              0   -1    -2    -3    4

CBS 6938

cOS4dapl

CBSTh

CBS 6938

CBS6938        CBS4ddpz         cBS4dqpJ

CBSTr

aotn.mazol a,1 ng/mL

a   -1      -Z     -3      -4              a      -1     -2     -3     4

Ketoconazol o,1 ug/mL              ltraconazol 30 mM

Figura  7.  Analisis  del  fenotipo  de  color  y  crecimjehto  en   medios  YM-agar
suplementados  con  aEoles.  Panel  A,  fenotipo  de  color  de  las  cepas  CBS  6938
(parental  silvestre)  y  la  cepa  CBSAdap7.  Panel  8,  crecimiento en  placa de  las cepas
CBS 6938,  CBSAdap7  y CBSTr.  Para ello,  se sembr6 5  ul  de diluciones seriadas de
cultivos  con  un  mismo  titulo  inicial  para  realizar  microgotas  sobre  placas  YM-agar
suplementadas  con  los  compuestos  clotrimazol,   ketoconazol  o  itraconazol  en   las
concentraciones indicadas en la figura. Las diluciones se encuentran en orden creciente
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hacia  la derecha para cada cepa utilizando  los distintos  compuestos,  en  el siguiente
orden:  Sin diluir (0), y diluciones 10-I,10-2,10-3,104, indicadas en la figura como -1, -2,
-3, y -4 respectivamente.

Se observa que la cepa CBSAdap7  disminuye su  crecimiento en medios YM-

agar suplementados con 0,1  LIg/ml de clotrimazol,  0,1  ug/ml de ketoconazol o 30 mM

de itraconazol  (Figura 7,  panel 8),  al  igual que la cepa CBSTr,  pero esta disminuci6n

es  mayor  para  la  cepa  CBSAdap7,  sugiriendo  por tanto  que  la  via  de  sintesis  de

esteroles se encuentra alterada en esta mutante.

2.4Curva  de  crecimiento  y  analisis  de]  contenido  y  composici6n  de

carotenoides y estero]es en [a cepa CBSAdap7.

Se construy6 una curva de crecimiento empleando las mismas cepas utilizadas

en  los  analisis  fenotipicos  previos:  CBS  6938,  CBSAdap7  y  CBSTr.  Las  cepas  se

cultivaron en medio YM por 5 dias (Figura 8),  colectando muestras al final de la curva

(fase estacionaria de crecimiento) para la extracci6n de carotenoides, esteroles y RNA.

Como se puede observar en la Figura 8, el crecimiento de la cepa CBSAdap7

no se ve afectado, mostrando un comportamiento similar que el obtenido por las otras

dos cepas, CBS 6938 y CBSTr, indicando por tanto que la deleci6n de DAP7 no genera

un  defecto  en  el  crecimiento  en  la  levadura  X.  dendrowhous  bajo  las  condiciones

estudiadas.
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Figura 8. Curvas de crecimiento de las cepas CBS 6938, CBSAdap7 y CBSTr. Las
cepas fueron cultivadas por triplicado en matraces de 250 ml con  100 ml de medio YM
incubados a 22°C con agitaci6n constante (150 rpm). En el grafico se indica el promedio
± desviaci6n estandar para cada medici6n realizada.

Luego   de   120   h   de   cultivo   se   tomaron   muestras   para   la   extracci6n   de

carotenoides       y       esteroles       totales,        los       cuales       fueron        cuantificados

espectrofotom6tricamente (Figura 9).

cBs 69sO (wT)         clsddapi               cErsTr ces egso qhrT|         cBsanp7              cBSTr

Figura 9. Cantidades de carotenoides y esteroles totales de las cepas CBS 6938,
CBSAdapl y CBSTr.  Panel A, cantidad de carotenoides totales expresados en ug de
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carotenoides/ g de peso seco. Panel a, cantidad de esteroles totales expresados en mg
de  esteroles/  g  de  peso  seco.  'En  cada  grafico  se  indica  el  promedio  ±  desviaci6n
estandar de los resultados de tres cultivos independientes de cada cepa. Anova de una
via seguido del post test Tukey fueron utilizados como test estadistico para identificar
diferencias  significativas  en  los valores  entre  las  cepas,  (*)  p<0,05;  (**)  p<0,01;  (***)
p=0,001.

Como se  observa  en  el panel A de la  Figura  9,  el  contenido de carotenoides .

totales  en  la  cepa  CBSAdap7   no  varia  respecto  a  la  cepa  silvestre  CBS  6938,

observando solo diferencias significativas con la cepa CBSTr. Similarmente, no existen

diferencias significativas entre el contenido de esteroles de  la cepa CBSAdap7  y las

cepas  controles,  indicando  que  la  producci6n  de  esteroles  totales  no  cambia  en  X.

dendrowhous cuando se elimina el gen DAP7.

La composici6n de carotenoides y esteroles,  evaluada mediante RP-HPLC se

indica en las Tablas 4 y 5, respectivamente.

Tabla  4.  Composici6n  de  carotenoides  de  las  cepas  CBS  6938,  CBSAdap7  y
CBSTr luego de 120 h de cultivo.

Carotenoides          CBS 6938                 CBS4dap7                    CBSTr
% Astaxantina

% [ntermediarios
de Astaxantina

% P-caroteno

% Otros
carotenoides

81,9 ± 2,3a                     2,8 ± 0,5b

8,8  ± 0,9a                   20,4 ± 0,6b

2,8 ± 0,7a                    58,0 ± 2,|b

6,6  ±2,Oa                      18,9±2,1b

N.0

6,7 ± 0,3a

87'9 ± 0'4C

5,4 ± 0,9a

La  tabla  muestra  el  promedio  ±  desviaci6n  estandar  de  tres  cultivos  independientes.  Intermediarios  de
astaxantina hace referencia a los intermediarios en la sintesis entre este compuesto y a-caroteno, agrupando
a  Fenicoxantina,  OH-equinenona,  equinenona,  y  cantaxantina.  Otros  carotenoides  hacen  referencia  a
toruleno, OH-k-toruleno y otros carotenoides no identificados. N.O: no observado. Anova de una via seguido
del post test Tukey fueron  utilizados como test estadistico para identificar diferencias significativas en los
valores entre las cepas. En la tabla se indican las diferencias significativas con p<0,01, donde letras distintas
indican diferencias significativas entre las cepas analizando el mismo carotenoide, letras iguales indica que
no hay diferencias significativas entre las cepas analizando el mismo carotenoide.
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Tabla 5. Composici6n de esteroles de las cepas CBS 6938, CBSAdap7 y CBSTr
luego de 120 h de cultivo.

Esteroles         CBS 6938             CBS4cJap7                CBSTr
%Ergosterol         98,7±0,|a                7,0± 1,2b                 80,2±1,9C

% Esterol NDI                 N.o                      25,8 ± 1,Oa                12,9 ± 0,8b

% Esferol ND2                N.o                    67 19a6

La  tabla  muestra  el  promedio  ±  desviaci6n  estandar de tres  cultivos  independientes.  Esterol  NDl  hace
referencia a un esterol no identificado con un tiempo de retenci6n de aproximadamente 14 min, Esterol ND2
hace referencia a un esterol no identificado con un tiempo de retenci6n de aproximadamente 20 min. N.O:
no observado. Anova de una via seguido del post test Tukey fueron utilizados como test estadistico para
identificar diferencias  significativas  en  los valores entre  las  cepas.  En  la tabla se  indican  las  diferencias
significativas con p<0,01, donde. letras distintas indican diferencias significativas entre las cepas analizando
el  mismo esterol,  letras iguales  indica que  no hay diferencias significativas entre las cepas analizando el
mismo esterol.

Al  analizar la  composici6n  de  carotenoides  ITabla 4),  se  observa  que  la  cepa

silvestre produce principalmente astaxantina (82% aproximadamente) al contrario que la

cepa CBSTr,  Ia cual al  no poseer una CPR funcional para donar electrones a la P450

Cris, es incapaz de generar este pigmento. En la cepa CBSAdap7 se genera un fenotipo

intermedio, donde la cepa si es capaz de producir astaxantina, pero Ia proporci6n de este

compuesto   disminuye   drasticamente   a   un   3%   aproximadamente,   acumulandose

principalmente el sustrato de la P450 Cris, P-caroteno (alrededor de un 58%).

Al analizar la composici6n de esteroles (Tabla 5), se observa que la cepa silvestre

produce  como  principal  esterol  al  ergosterol.  En  cambio,  la  proporci6n  de  ergosterol

disminuye  aproximadamente  a  un  80%  en  la  cepa  CBSTr,  acumulandose  otros  dos

intermediarios no caracterizados, denominados de ahora en adelante como NDl y ND2,

respectivamente.  Al  igual  que  en  CBSTr,  la  proporci6n  de  ergosterol  disminuye  en  la

cepa CBSAdap7, pero la disminuci6n es mayor, a un 7% aproximadamente, acumulando

los mismos intermediarios, NDl y ND2 (verjficado mediante co-inyecci6n de ]as muestras

en el equipo HPLC, datos no mostrados).

De esta manera, la eliminaci6n de DAP7 en X. dendrowhous no afecta la cantidad
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de carotenoides ni de esteroles totales cuando se compara con la cepa parental, pero

disminuye  la  proporci6n  de  los  productos finales  de  la  biosintesis  de  carotenoides y

esteroles: astaxantina y ergosterol, en cuyas vias de sintesis participan enzimas P450s.

2.5Analisis  de  la  expresi6n   de  transcritos  de  P450s  y  donador  de

electrones CrtR en la cepa CBSAc/apt.

Una   vez   realizada   la   curva   de   crecimiento   y   analizado   el   contenido   y

composici6n  de  carotenoides  y  esteroles  producidos  por  la  cepa  CBSAdap7,   se

examin6 Ios niveles de transcrito de genes de P450s identificados y caracterizados en

X.  dendrorf7oLis:  Cyp51  y  Cyp61,  involucrados  en  la  biosintesis  de  esteroles,  Cris,

involucrado en el tlltimo paso de Ia biosintesis de astaxantina. Ademas,  se evalu6 los

niveles de transcrito de crfR, del donador de electrones de P450s (excepto en la cepa

CBSTR, dado que tiene mutado este gen). Para ello se extrajo RNA, se sintetiz6 CDNA

y 6ste se utiliz6 para analizar la expresi6n relativa a nivel de transcritos mediante RT-

qpcR (Figura 10).
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Figura 10. Nivel de expresi6n de los genes CYP67,  CYP57, cris y crtR evaluado
mediante  RT-qpcR.  Los  niveles  de  transcrito  fueron  analizados  en  las  cepas  CBS
6938,  CBSAdap7,  CBSTr.  Niveles  relativos  de  transcrito  del  gen  CYP67  (panel  A),
Cyp57 (panel 8), cris (panel C) y chf3 (panel D). Los valores graficados corresponden
al  promedio  ±  desviaci6n  estandar de tres  cultivos  independientes  para  cada  cepa.
Anova de una via seguido del post test Tukey fueron  utilizados como test estadistico
para identificar diferencias significativas en los valores entre las cepas.  (*)  p<0,05;  (**)
p<0,01 ;  (***)  p<0,001.

Como  se  observa  en  los  paneles A,  8,  C  y  D  de  la  Figura  10,  los  niveles  de

transcrito de los genes de las P450s analizados y del donador de electrones CrtR se

encuentran aumentados en la cepa CBSAdap7, siendo estas diferencias significativas

cuando se comparan con la cepa silvestre CBS 6938. Como se observ6 en la Tablas 4

y  5,   la  deleci6n  de  DAP7  disminuye  la  producci6n  tanto  de  astaxantina  como  de

ergosterol, por lo que presumiblemente en esta cepa la via SREBP se encuentra activa.

La via SREBP esta encargada de modular la homeostasis de esteroles en mamiferos

y de acuerdo con los antecedentes en nuestro laboratorio, participaria en la regulaci6n
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de  la  expresi6n  de genes  en  las vias  antes  mencionadas en  esta  levadura.  De  esta

manera,  a  pesar  de  que  los  niveles  de  transcrito  de  genes  de  sistemas  P450s  se

encuentran  aumentados  en  la  cepa  CBSAdap7,  esto  parece  no  ser suficiente  para

producir los niveles de ergosterol y astaxantina silvestres en la cepa, por lo que el efecto

de  Dapl  en  la  regulaci6n  de  la  sintesis  de  ergosterol  y  astaxantina  no  es  a  nivel

transcripcional.  Posiblemente,  y  de  acuerdo  con  la  literatura  (Hughes.,  2007),  Dapl

estaria involucrado en la regulaci6n de enzimas P450s a nivel de la proteina.

2.6 Analisis de crecimiento en cepas suplementadas con Hemina.

De acuerdo con antecedentes (Mallory y col., 2005), en S. oerevt-s/.ae la adici6n

ex6gena de hemina (nombre farmacol6gico de hemo) en mutantes Adapt es suficiente

para  revertir  el  fenotipo  observado  (deficiente  en  crecimiento  en  medios  con  MMS,

compuesto  utilizado  para  estudios  de  reparaci6n  de  DNA en  levaduras),  ya  que,  de

acuerdo con lo postulado, la adici6n ex6gena de este compuesto seria suficiente para

estabilizar a la proteina Cyp51.  Para analizar si la adici6n ex6gena del compuesto es

suficiente para revertir el fenotipo del mutante CBSAdap7, se evalu6 el crecimiento de

esta cepa en medio YM-agar suplementada con este compuesto. Para ello, la cepa fue

crecida en YM-agar suplementado  con  concentraciones  crecientes de hemina,  como

se indica en la Figura 11. Como se visualiza en la figura, al aumentar la concentraci6n

de hemina (30,  60,  90 ug/ml),  no se observa un cambio en el fenotipo de color en la

cepa  CBS4dap7  al  compararla  con  la  cepa  silvestre  CBS  6938:  la  primera  es  mas

anaranjada que la segunda.  Para evaluar si hay algdn posible efecto en la biosintesis

de esteroles,  se utiliz6 medios suplementados con hemina y clotrimazol,  ya que 6ste

tlltimo compuesto inhibe la sintesis de ergosterol y la cepa CBSAdap7 es mas sensible

a este compuesto que la cepa silvestre (Figura 7).  Como se observa en la Figura 11,
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panel  a,  no se afecta el crecimiento cuando la cepa CBSAdap7 es crecida en medio

YM-agar,  o  medio  YM-agar  suplementado  con  13  ug/ml  de  hemina.  Sin  embargo,

cuando  la  cepa  es  cultivada  en  medio  YM-agar  suplementado  con  0,1   ug/ml  de

clotrimazol,  CBSAdap7  disminuye su  crecimiento  al  compararla  con  la  cepa silvestre

CBS  6938  y  este  fenotipo  se  revierte  cuando  ademas  de  adicionar  clotrimazol,  se

adiciona hemina, sugiriendo que la suplementaci6n de hemina tiene un efecto positivo

en la biosintesis de esteroles en este mutante.

YM                      Hemina 30 ug/mL         Hemina 60 ng/mL         Hemina 90 ug/mL

8
CBS 6938

C"dapl

CBS 6938

cBSL\dapl

0      -1     -2      .3     4     -5 a       -1       -2        -3     4      -5

Hemlma  13 ue/ml

0       -1      -2       -3     4      -5                      a      -1       -2       -3     4      -5

Clotrimazol a,1 LLg/mL clotrimazol a,1 ualmL +
Hemlm 13 Ltg/ml

Figura  11.  Analisis  del  fenotipo  de  color  y  crecimiento  en  medios  YM-agar
suplementados con hemina y/o clotrimazol. Panel A, crecimiento de las cepas CBS
6938 y CBSAdap7 en medios suplementados con 30, 60 y 90 ug/ml de hemina.  Panel
8,  crecimiento  en  placa  de  las  cepas CBS  6938,  CBSAdap7  y CBSTr.  Para ello,  se
sembr6 5 ul de diluciones seriadas de cultivos para realizar la microgota, sobre placas
YM-agar  suplementadas   con   los  compuestos   hemina,   clotrimazol   o   hemina   mss
clotrimazol en las concentraciones indicadas en la figura.  Las diluciones del cultivo se
encuentran en orden creciente hacia la derecha para cada cepa utilizando los distintos
Compuestos,  en  el  siguiente  orden:   Sin  diluir  (0),  y  diluciones   10-1,   10-2,   |o-3,   |o4,
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Para evaluar la cantidad y composici6n de esteroles y carotenoides en la cepa

CBSAdap7    cuando   es   cultivada   en   medio   suplementado   con   hemina   a   una

concentraci6n  de   13   ug/ml,   6sta  se  cultiv6  en   medio  liquido  YM   por  30  h   (fase

exponencial de crecimiento,  Figura 8). EI contenido de carotenoides y esteroles totales

presentes en estas condiciones se indican en la Figura 12.

CB8coaeoffT|     cBSco3e|i          cB8ddipi       CBS4dplH
cBscoaeohrTi     cBSco.eii        CBS4d|p.       cBs4dy.ii

Figura 12. Cantidades de carotenoides y esteroles totales de las cepas CBS 6938
(WT)  y  CBSAdap7,  en  cultivos  suplementados  (H)  o  no  con  hemina.  Panel  A,
cantidad de carotenoides totales expresados en Lig de carotenoides/ g de peso seco.
Panel 8, cantidad de esteroles totales expresados en mg de esteroles/ g de peso seco.
La concentraci6n de hemina (H) suplementada en cada cultivo fue de 13 Lig/ml. En cada
gfafico se indica el promedio ± desviaci6n estandar de tres cultivos independientes para
cada cepa. Anova de una via seguido del post test Tukey fueron utilizados como test
estadistico para identificar diferencias significativas en los valores entre las cepas,  (*)
p=0,05;  (**,  p<0,01 ;  (***,  p<0,001.

Como  se  observa  en  el  panel A  de  la  Figura  12,  la  cantidad  de carotenoides

totales  no  varia  al  adicionar  hemina  al  cultivo  de  la  cepa  CBSAdap7,  hecho  que  se

repite en  la cepa silvestre,  sin  encontrar diferencias significativas entre  las diferentes

cepas y cultivos. Con respecto a los esteroles totales, se observa el mismo fen6meno:

no  existen  diferencias  significativas  en  la  cantidad  de  esteroles  totales  al  adicionar
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hemina al medio de cultivo, como tampoco hay diferencias entre CBSAdap7 y la cepa

parental.

Lo   siguiente   a   analizar  fue   la   composici6n   de   carotenoides   y   esteroles

producidos en las cepas al adicionar hemina (Tabla 6 y 7 respectivamente).

Tabla 6. Composici6n de carotenoides de las cepas CBS 6938 y CBS4dap7, Iuego
de 30 h de cu[tivo sup]ementado (+ H) o no con hemina.

Carotenoides         CBS 6938           CBS 6938 + H          CBSAalap7           CBSAc/ap7 + H

% Astaxantina

% lntermediarios
de Astaxantina

% P-caroteno
% Otros

carotenoides

51,3 ± 4,Oa               46,5 ± 2,2a                 1,4 ± 0,4b

32,7 ± 3,6a               32,5 ± 3,Oa               37,4 ± 2,1a

12,3 ± 4,7a                17,7 ± 2,2a               58,7 ± 2,9b

4,2 ±0,7a                  3,4± 1,2a                  2,1  ±0,6a

1,1  ± 0,9b

40,4 ± 3,7a

56,0 ± 7,4b

2,5 i 0,7a

La  tabla  muestra  e]  promedio  ±  desviaci6n  estandar  de  tres  cu]tivos  independientes.  Intermediarios  de
astaxantina hace referencia a los intermediarios en la sintesis entre este compuesto y P-caroteno, agrupando
a  Fenicoxantina,  OH-equinenona,  equinenona,  y  cantaxantina.  Otros  carotenoides  hacen  referencia  a
toruleno, OH-k-toruleno y otros carotenoides no identificados. Anova de una via seguido del post test Tukey
fueron  utilizados  como  test estadistico  para  identificar  diferencias  significativas  en  los  valores  entre  las
cepas.  En  la  tabla  se  indican  las  diferencias  significativas  con  p<0,01]  donde  [etras  distintas  indican
diferencias  significativas  entre  las  cepas  y/o  condiciones  analizadas  para  el  mismo  carotenoide,  letras
iguales indica que no hay diferencias significativas entre las cepas y/o condiciones analizadas para el mismo
carotenoide.

Tabla 7. Composici6n de esteroles de las cepas CBS 6938 y CBSAdap7, luego de
30 h de cultivo o no con hemina.

Esteroles         CBS 6938           CBS 6938 + tl          CBS4dap7           CBSAc/ap7 + H
% Ergosterol

% Esterol ND1

% Esterol ND2

% Esterol ND3

% Esterol ND4

% Esterol ND5

99,3 ± 0,4a               99,0 ± 0,6a                6,3 ± 0,6b                   7,0 ± 0,9b

N.O

N.O

N.O

N.O

N.O

N.0                      30,1  ± 3,Oa                 29,2 ± 2,5a

N.0                     63,6 ± 2,4a                 46,9 ±3,6b

N.O                            N.0                          5,6 ± 1,3

N.O                             N.0                           1,6±0,3

N.O                           N.0                         9,7 ± 3,2

La  tabla  muestra  el  promedio  ±  desviaci6n  estandar  de  tres  cultivos  independientes.  ND:  Esteroles  no
identificados, se indican sus tiempos de retenci6n aproximados en min:   ND1  (12), ND2 (17,2);  ND3 (12,6);
ND4 (14,5); ND5 (18,2) Anova de una via seguido del post test Tukey fueron utilizados como test estadistico
para identificar diferencias significativas en los valores entre [as cepas. En [a tabla se indican las diferencias
significativas  con  p<0,01,  donde  letras  distintas  indican  diferencias  significativas  entre  las  cepas  y/o
condiciones analizadas para el mismo esterol, letras iguales indica que no hay diferencias significativas entre
las cepas y/o condiciones analizadas para el mismo esterol.
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Como se puede observar en la Tabla 6, los resultados obtenidos son similares

a los presentados en la Tabla 4: La proporci6n de astaxantina disminuye mientras que

la de B-caroteno aumenta en la cepa CBSAdap7, respecto a la cepa parental. Cuando

se adiciona hemina en los medios de cultivo de las cepas en estudio, no hay cambios

significativos en la proporci6n de carotenoides observados cuando se compara con la

misma cepa sin adicionar este compuesto al cultivo.

Con  respecto  a  los  esteroles,  como  se  muestra  en  la  Tabla  7,  el  mayor

porcentaje de esteroles producidos por la cepa parental corresponde a ergosterol, con

un 99,3%. Al adicionar hemina al cultivo de esta cepa,  no hay acumulaci6n de nuevos

esteroles,  siendo  nuevamente  el  ergosterol  el  principal  esterol  observado.  Como  se

habia mencionado,  la cepa CBSAdap7,  ademas de producir ergosterol acumula otros

dos  esteroles:  NDl  y  ND2,  provocando  la  disminuci6n  drastica  de  la  proporci6n  de

ergosterol en esta cepa respecto a la cepa silvestre. Al adicionar hemina al cultivo de

esta cepa, si bien la proporci6n de ergosterol no cambia, aparecen otros tres esteroles

(ND3,  ND4  y  ND5),  Ios  cuales  en  el  cromatograma  se  visualizan  como  pequefios

"hombros"  que  acompafian   a  los  peaks  obtenidos   para   ND1,   ergosterol  y  ND2,

respectivamente.  La proporci6n de cada uno de estos esteroles es baja, y la suma de

ellos no supera al 20% del total de esteroles producidos en esta cepa.

3    Construcci6n de la cepa cBS4sre7Adap7 y analisis de su fenotipo.

Como  se  observ6  en  el  punto  2.5,  en  el  mutante  CBSAdap7  la  via  SREBP

posiblemente se encuentra activa debido al cambio de la composici6n de esteroles y el

aumento  de  los  niveles  de  transcritos  de  genes  de  proteinas  de  sistemas  P450s

observados que serian regulados por dicha via.  Para evaluar el efecto de la deleci6n

del gen DAP7 en el mutante CBS4sre7  (Guti6rrez, Tesis de Doctorado en progreso),
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se  construy6  el  mutante  CBSAsre7Adap7.  Para  ello,  se  utiliz6  a  la  cepa  CBSAsre7

como  cepa  parental que a  su vez deriva de  la  cepa  parental  CBS  6938,  la  cual fue

construida de  manera  analoga a  CBSAdap7:  una  regi6n  rio  arriba y rio  abajo,  UP y

DOVLW,   del   gen   SRE7  fueron   amplificadas   insertando  entre  ellas   un   m6dulo   de

resistencia  al  antibi6tico  zeocina,  para  que,  en  un  evento  de  doble  recombinaci6n

hom6loga,  el  gen  SRE7  sea  reemplazado  por  el  m6dulo  generado.  CBSAsre7  se

transform6    con   el    inserto   del    plasmido    PBS-AgDAP7-hpfr   como   se   describi6

previamente.  Las  colonias  transformantes  fueron  seleccionadas  en  medio  YM-agar

suplementado  con  higromicina  a  y  zeocina,  y  a  las  colonias  transformantes  se  les

extrajo  DNA y se analiz6 por PCR la correcta deleci6n de DAP7  (Figura  13).  La cepa

generada   se   denomin6   CBSAsre7Adap7,   la   cual   present6   un   cambio   en   la

pigmentaci6n  respecto  a la cepa  parental  CBS4sre7:  la cepa doble mutante es  mas

anaranjada que CBSAsre7 similar a lo observado en la cepa CBSAdap7, pero mss clara

(Figura  14).
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Figura 13. Analisis de la cepa CBSAsre74dap7. En la imagen, se esquematizan los
loci  SRE7  y DAP7  en  las cepas CBS 6938 (cepa parental),  CBSAdap7,  CBSAsre7  y
CBSAsre7Adap7,  donde  se  indica  con  las  letras  a-f  las  zonas  amplificadas  en  los
distintos  analisis  por  PCR.  Como  DNA  molde  se  us6:  DNA de  las  cepas  CBS  6938
(carril  1),  CBSAdap7  (carril2),  CBSAsre1  (carril  3)  y  CBSAsretAdap7  (carril 4),  y  sin
DNA   como   control   negativo   (carril   5).   El   marcador  de   peso   molecular   utilizado
corresponde a GeneRuler 1  kb Plus DNA Ladder.

Se analiz6 el crecimiento de las cepas CBS 6938, CBSAdap7, CBSAsre7Adap7

y CBSAsre7 en medio YM-agar suplementado con compuestos az6licos (Figura 14).
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a      -1     -2     -3     4                  0     -1   -2     -3     4
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CBSAdapl

CBSLtsrelL\dapl
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Clotrimazol 0,1 LLg/ml

0   -1     -2    -3      4                   a     -1     -2    -3      4

Ketoconazol o,1 pg/mL                       ltraconazol 30 nM

Figura  14.  Analisis  del  fenotipo  de  color  y  crecimiento  en  medios  YM-agar
suplementados con azoles. En la imagen se muestra el crecimiento en placa de las
cepas CBS 6938, CBSAdap7, CBSAsre7Adap7 y CBSAsre7. Para ello, se sembr6 5 ijl
de cada diluci6n para realizar la microgota,  sobre placas YM-agar suplementadas con
los compuestos clotrimazol, ketoconazol o itraconazol en las concentraciones indicadas
en  la figura.  Las  diluciones  se  encuentran  en  orden  creciente  hacia  la  derecha  para
cada  cepa  utilizando  los  distintos  compuestos,  en  el  siguiente  orden:  Sin  diluir (0),  y
di|uciones    10-1,    10-2,    10-3,    104,    indicadas   en    la   figura   como   -1,    -2,    -3,    y   -4
respectivamente.

Como se muestra en la Figura  14, al realizar microgotas de diluciones seriadas

de cultivos de las cepas en estudio, al utilizar el compuesto clotrimazol, se observa que

la cepa CBSAsre7Adap7 presenta un fenotipo similar al de su cepa parental CBSAsre7.

A la concentraci6n de clotrimazol empleada, CBS4sre7Adap7 es incapaz de crecer en

ninguna de las diluciones, no asi la cepa que solo posee la deleci6n del gen DAP7 que,

si bien su crecimiento respecto a la cepa silvestre se ve disminuido, es capaz de crecer

hasta la diluci6n -1. Al utilizar ketoconazol, ninguna de las cepas mutantes (CBSAsre7,

CBSAdap7  ni CBSAsre7Adap7) es capaz de crecer sin  mostrar diferencias entre  los

mutantes.   Al   utilizar   itraconazol,   se   observa   el   mismo   fen6meno   que   al   utilizar
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clotrimazol:  la cepa CBSAsre7 al igual que CBSAsre7Adap7 son incapaces de crecer

a  la  concentraci6n  empleada,  no  asi  la  cepa  CBSAdap7  que  puede  crecer hasta  la

diluci6n  -4,  con  la  aparici6n  de algunas colonias,  pero en  menor medida que  la cepa

silvestre.

Utilizando las cepas en estudio, se realiz6 una curva de crecimiento.  Como se

observa   en   la   Figura   15,   no   hay  diferencias  en   el   crecimiento  entre   las   cepas

empleadas.  Luego  de  120  h  de  cultivo  (fase  estacionaria  de  crecimiento)  se  tom6

muestras para la extracci6n y cuantificaci6n de carotenoides y esteroles totales (Figura

15 panel 8 y C respectivamente).

ae       co       co      ico     iae
Tt®npo (h)

Oap

-CBS
+  cBS4dapJ
+  CBS4sro7
+  CErsAisrol Mapl

Figura 15. Curva de crecimiento y carotenoides y esteroles totales de las cepas
CBS 6938, CBSAdep7, CBSAsre74dap7 y CBS4sre7. Panel A, curva de crecimiento
(hasta  120  h  de cultivo)  de  las  cepas en estudio.  Panel  a,  cantjdad de carotenoides
totales  expresados  en  LIg  de  carotenoides/  g  de  peso  seco.  Panel  C,  cantidad  de
esteroles totales expresados en mg de esteroles/ g de peso seco.  En cada grafico se
indica  el  promedio  ±  desviaci6n  estandar de tres  cultivos  independientes  para  cada
cepa.  Las cepas fueron crecidas por triplicado en  matraces de 250 ml con  100 ml de
medio  YM  incubados  a  22°C  con  agitaci6n  constante  (150  rpm).   Anova  de  una  via
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seguido  del  post  test  Tukey  fueron  utilizados  como  test  estadistico  para  identificar
diferencias  significativas  en  los  valores  entre  las  cepas,  (*)  p<0,05;  (**)  p<0,01;  (***)
p=0,001.

Respecto   a   los   carotenoides   y   esteroles   totales,   no   existen   diferencias

significativas entre las cepas en estudio (Figura 15,  paneles a y C).  Luego, se analiz6

Ia    composici6n    de    estos    metabolitos    mediante    RP-HPLC    (Tablas    8    y    9,

respectivamente).

Tabla  8.  Composici6n  de  carotenoides  de  las  cepas  CBS  6938,  CBSAdap7
CBSAsre74c/apt y CBS4sre7 ]uego de 120 h de cu]tivo.

Carotenoides       CBS 6938          CBSAdap7        CBS4sre7Ac/apt        CBSAsre7
%Astaxantina       63,9±3,7a            3,9±2,1b

%::tirsTaexd:::i]::      23,9±2,7a         41,3±3,4b

% P-caroteno        5,4±0,9a            50,0±6,8b

% Otros
carotenoides 6,8 ± 0,8a            4,9 ± 0,7a,b

2,3 ± 0,3b               50,3 ± 12,8a

35,5 ± 0,6a               34,4 ± 5,9a

58,6 ± 1,7b                 8,4 ±4,2a

3,7 ± 0,3b                  6,8 ± 0,9a

La  tabla  muestra  el  promedio  ±  desviaci6n  estandar  de  tres  cultivos  independientes.  Intermediarios  de
astaxantina hace referencia a los intermediarios en la sintesis entre este compuesto y P-caroteno, agrupando
a  Fenicoxantina,  OH-equinenona,  equinenona,  y  cantaxantina.  Otros  carotenoides  hacen  referencia  a
toruleno, OH-k-toruleno y otros carotenoides no identificados. Anova de una via seguido del post test Tukey
fueron  utilizados  como  test  estadistico  para  identificar diferencias  significativas  en  los valores  entre  las
cepas.  En  la  tabla  se  indican  las  diferencias  significativas  con  p<0,01,   donde  letras  distintas  indican
diferencias significativas entre las cepas analizadas para el mismo carotenoide, Ietras iguales indica que no
hay diferencias significativas entre las cepas analizadas para el mismo carotenoide.

Tab[a   9E   Composici6n   de   estero[es   de   las   cepas   CBS   6938,   CBSAdap7,
CBSAsre7Adap7 y CBSAsre7 [uego de 120 h de cu[tivo.

CBS 6938             CBSAdap7         CBSAsre7Adep7         CBSAsre7
0/a Ergosterol          97,1 ± 1,8a                10,4 ± 2,1b                   5,7 ± 2,2b                   99,2 ± 0,3a

% Esterol NDI                 N.0                      27,2 ± 8,Oa                  8,3 ± 3,8b                         N.0

% Esterol ND2                 N.0                       62,5 ± 6,Oa                  86,1  ± 1,6b                         N.O

La  tabla  muestra  el  promedio  ±  desviaci6n  estandar de tres  cultivos  independientes.  Esterol  NDl  hace
referencia a un esterol no identificado con un tiempo de retenci6n de aproximadamente 14 min, Esterol ND2
hace referencia a un esterol no identificado con un tiempo de retenci6n de aproximadamente 20 min.  N.O:
no observado. Anova de una via seguido del post test Tukey fueron utilizados como test estadistico para
identificar diferencias  significativas  en  los valores  entre  las  cepas.  En  la tabla  se  indican  las  diferencias
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significativas con p<0,01, donde letras distintas indican diferencias significativas entre las cepas analizadas
para el mismo esterol, letras iguales indica que no hay diferencias significativas entre las cepas analizadas
para el mismo esterol.

No  se  encontraron  diferencias  significativas  entre  las  cepas  CBSAdap7  y

CBSAsre7Adap7  con  respecto  a  la  proporci6n  de  carotenoides.  Sin  embargo,  se

observa una tendencia: Ia proporci6n de astaxantina y de carotenoides intermediarios

de  6sta y B-caroteno,  disminuye,  y  la  proporci6n  de  P-caroteno  aumenta  en  la cepa

CBSAsre74dap7 respecto a CBSAdap7.   Lo anterior podria explicar el por que la cepa

CBSAsre7Adap7 a simple vista es mas clara que CBSAdap7, lo que podria deberse a

que en la primera no hay activaci6n de la via SREBP y, por ende, no habria activaci6n

transcripcional  de  los  genes  del  sistema  P450  (nhs)  involucrado  en  el  paso  de  8-

caroteno a astaxantina. Ahora, al comparar Ia cepa CBSAsre7Adap7 respecto a la cepa

CBSAsre7, se observa que la proporci6n de astaxantina disminuye de un 50,3% a un

2,3%,   aproximadamente,   observando   un   cambio   inverso   cuando   se   analiza   la

proporci6n de B-caroteno (que aumenta de un 8,4% a un 58, 60/o).

Con  respecto  a  la  composici6n  de esteroles,  se observ6  una disminuci6n  del

contenido de ergosterol en  la cepa CBSAsre74dap7  con respecto a la cepa silvestre

CBS 6938 y con respecto a la cepa parental CBSAsre7. En CBSAsre7Adap7 aparecen

los esteroles denominados NDl  y ND2 que corresponden a los obtenidos en la cepa

CBSAdap7, lo cual fue confirmado por co-inyecci6n de las muestras en el equipo (datos

no    mostrados).    Sin   embargo,    Ia   proporci6n   de   estos   esteroles   en    la   cepa

CBSAsre7Adap7  varia  con  respecto  a  la  cepa  CBSAdap7,  acumulandose  en  mayor

cantidad el esterol ND2 en la primera cepa.

Si bien la diferencia de la proporci6n de ergosterol entre las cepas CBS4sre7Adap7 y

la    cepa    CBSAdap7    no    es    estadisticamente    significativa    (5,7%    vs    10,4%,



58

respectivamente), si se observa una tendencia a la disminuci6n de 6ste en la cepa doble

mutante,  tendencia  que  se  mantuvo  en  varias  repeticiones  del  mismo  experimento

(datos no mostrados). Lo anterior, tambi6n se podria explicar por una baja en los niveles

de  transcrito  de  genes  de  sistemas  P450  involucrados  en  la  sintesis  de  ergosterol

(Cyp57 y Cyp67) por la ausencia del regulador transcripcional SREBP en la cepa doble

mutante.

4.   Construcci6n de cepas con proteinas marcadas con epitopos comercia[es

mediante [a t6cnica DrvA assemb/er.

Para  evaluar  la  posible  interacci6n  de  DAP7  con  P450s  de X.  dendrorf}ous

mediante Co-ip, se gener6 una proteina de fusi6n Dapl con el epitopo comercial FLAG,

ya que no se cuenta con anticuerpos especificos para Dapl . Asi mismo, para evaluar

la  interacci6n con  P450s involucradas en la biosintesis de esteroles,  Cyp61  y Cyp51,

se fusion6 cada una de estas proteinas con el epitopo HA (Cyp61-3xHA y Cyp51-3xHA

respectivamente). A Ia fecha,  no existen vectores epis6micos o de expresi6n para X.

dendrorf}ous,  por  lo  que  se  gener6  un  m6dulo  para  reemplazar  por  recombinaci6n

hom6Ioga cada gen  end6geno  por una  copia que  exprese  a  las  proteinas  de fusi6n

correspondientes con cada epitopo.  Para ello, se utiliz6 la t6cnica DIVA assemb/er,  Ia

cual consiste en amplificar mediante PCR fragmentos de DNA con extremos hom6logos

de  tal  manera  que  puedan  recombinar  entre  si  /.n  v/.vo  para formar  la  construcci6n

disefiada; por ejemplo, un plasmido. En este caso, cada fragmento de DNA se amp[ific6

con   partidores   de   60   pb   en   donde   aproximadamente   40   pb   de   cada   partidor

corresponde   a   "colas   hom6logas"   al   fragmento   aledafio   del   vector   a   generar.

Posteriormente, se transform6 S.  cerev/.s/.ae con todos los fragmentos para que estos

se ensamblen /.n v/.vo en la  levadura y se genere el vector.  Luego de seleccionar los
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transformantes, se extrajo DNA con el que se transform6 E. co//. para recuperar el vector

construido  y  finalmente  analizarlo.   Luego  de  asegurar  que  el  vector  se  encontr6

ensamblado correctamente (mediante PCR, analisis de restricci6n y secuenciaci6n), el

DNA se digiri6 con  una enzima  (en  este caso  Hpal  de acuerdo con el disefio de  los

partidores  utilizados)  para  liberar  el  m6dulo  de  recombinaci6n.   Con  este  DNA  se

transform6 X.  dendrowhous y  los transformantes se seleccionaron en  medio YM-agar

suplementado  con  el/los  antibi6ticos(s)  adecuado(s).   Un  resumen  de  la  estrategia

descrita se muestra en la Figura  16, ejemplificado para el caso de la generaci6n de la

cepa CBS Dapl-3xFLAG.
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Figura 16. Esquema de la t6cnica DNA assemb/erempleada en este trabajo. En la
figura,  se  ejemplifica  el  caso  para  la  generaci6n  de  la  cepa  CBS   Dapl-3xFLAG.
Fragmentos de DNA con extremos hom6logos son amplificados por PCR los que son
empleados para transformar S.  cerev/.s/.ae. Los clones transformantes de S.  cerev/.s/.ae
son  identificados  por  su  resistencia  a  G418.   EI  DNA  total  de  clones  positivos  es
utilizado  para  transformar  E.  co//.  mediante  electroporaci6n  para  luego  recuperar  el
plasmido construido.  Se seleccionan clones de E.  co//. por resistencia a ampicilina,  se
verifica  m6dulo de  resistencia  mediante  PCR de colonia  y se extrae  DNA plasmidial,
donde  se  analiza  el  correcto  ensamble  del   plasmido,   seleccionando   1   o  2   para
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secuenciar.  El vector elegido es digerido con la enzima Hpal para liberar el m6dulo de
recombinaci6n,   el   cual   es   utilizado   para   transformar   X.   dendrowhous   mediante
electroporaci6n.   En   cuadro   con   linea   punteada,   se  muestra  el   evento  de  doble
recombinaci6n hom6loga esperado para generar la cepa transformante.

4.1 Construcci6n    de    CBS    Dapl-3xFLAG    mediante    la   t6cnica    DAIA

assembler.

Primero,  se amplificaron  los fragmentos de DNA a ensamblar mediante PCR

para   luego  generar  el  vector.   Se  amplific6  8  fragmentos  de   DNA:   i)  m6dulo  de

resistencia   a   Kanamicina   (KanR),   para   poder   seleccionar  transformantes   en   S.

cerev/.s/.ae  y  E  co//.  utilizando   los   marcadores   de   selecci6n   G-418  y  kanamicina

respectivamente; ii) origen de replicaci6n de E. co//. y m6dulo de resistencia a ampici]ina

(AmpR), para poder replicar y seleccionar transformantes en esta levadura; iii) origen de

rep]icaci6n 2u para su replicaci6n aut6noma en S.  cerev/.s/.ae,.   iv) la versi6n gen6mica

de DAP7 de X. dendrowhous, en donde el cod6n de t6rmino de la traducci6n (Stop) fue

eliminado de acuerdo  con  el disefio  de  los partidores;  v)  la secuencia que codifica al

epitopo 3xFLAG seguido del cod6n de Stop, adicionado nuevamente por PCR a trav6s

de los partidores; vi) Ia regi6n terminadora end6gena de DAP7 en X.  dent/ronf}ous,. vii)

m6dulo  de  resistencia  al  antibi6tico  higromicina  8  (HigroR)  para  la  selecci6n  de  los

transformantes  en  esta  ]evadura;  viii)   una  regi6n  denominada  como  DOWIV  para

generar la recombinaci6n en X. dendrowhous, Ia cual corresponde a una regi6n rio abajo

del  gen  DAP7,  para  efectivamente  reemplazar  al  /ocus  DAP7  por  la  nueva  versi6n

disefiada.  El tamafio de cada fragmento, y su amplificaci6n  por PCR se indican en la

Figura  17.
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Fragmento                     Tamaf]o (pti)         T8mai`o ampllficado +
colas pertidores (pb}

(1)       M6dulo      reslstencla            1356                                 1445
Kan3mlelna (KariA)

(i)  Ori  £.  call  y  m6duto  de
resistencla Ampidlina AmpR

(3) Oileen de rapllcad6n 2u

(4) DNA gendmlco mp]

(5) 3XfLAG

(6) T8milnador "P]

(7) M6dulo de reststencla a
litromlclna a (Hlgroa)

(8) cowry

Figura 17. Amplificaci6n de fragmentos para generar al plasmido v-dap7FLAG-H.
En  la  imagen,  se  indican  los fragmentos  necesarios  para  la generaci6n  del  vector  v-
dap7FLAG-H con  el tamafio  de estos.  La  amplificaci6n  por PCR de  cada fragmento
(mostrados en la imagen del gel) se correlaciona con los numeros indicados en la tabla.
Abajo,  se  muestra  imagen  del  vector  disefiado  y  su  tamafio.  EI  marcador  de  peso
molecular utilizado corresponde a GeneRuler 1  kb Plus DNA Ladder.

Una  vez  amplificados  todos  los  fragmentos,  se  transform6  S.  cerev/.s/.ae.  Se

seleccionaron 5 colonias de la levadura resistentes al antibi6tico G-418, a las cuales se

les extrajo DNA (mediante ruptura mecanica) y se verific6 Ia presencia del  m6dulo de

resistencia  por  PCR  (datos  no  mostrados).  Con  el  DNA  extraido  de  las  colonias

positivas,   se  transform6   E.   co//.  por  electroporaci6n.   Se   seleccionaron   los   clones

resistentes  a ampicilina y mediante  PCR de colonia se  confirm6  la  presencia del gen

DAP7 fusionado con la secuencia codificante de 3xFLAG. A las colonias seleccionadas

se  les extrajo el  DNA  plasmidial  y se  analiz6  la  correcta  inserci6n  de  los fragmentos
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(Figura  18).

Figura 18. Analisis mediante PCR del  plasmido v-dap7FLAG-H.  En  la  imagen,  se
muestra el  analisis  por PCR del  DNA plasmidial  de  uno de  los clones obtenidos.  Las
letras a-g indican el fragmento amplificado de acuerdo con el modelo, donde se sefiala
el   tamafio   esperado   para   cada   caso.   EI   marcador  de   peso   molecular   utilizado
corresponde a GeneRuler 1  kb Plus DNA Ladder.

De   los   clones   analizados,    se   seleccionaron   2   clones   (provenientes   de

transformaciones  con  el  DNA  de  colonias  diferentes  de  S.  cerev/.s/.ae)  los  cuales  se

analizaron  para  confirmar que la  secuencia g6nica de  DAP7  estuviera correctamente

fusionada  con  la  secuencia  que  codifica  al  epitopo  3xFLAG.   Los  resultados  de  la

secuenciaci6n indicaron que uno de los plasmidos poseia una deleci6n de 6 nucle6tidos

de  la  secuencia  3xFLAG,  por  lo  que fue  descartado.  Sin  embargo,  Ia  secuencia  del

plasmido  recuperado del  segundo clon  era  la esperada,  por lo que fue  utilizado  para

experimentos  posteriores  (datos  no  mostrados).  El vector resultante se denomin6  v-

daplFLAG-H.
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El vector v-dap7FLAG-H se digiri6 con la enzima Hpal para liberar el m6dulo de

recombinaci6n del plasmido y se transform6 la cepa CBS 6938 de X. dendrowhous. Los

transformantes    fueron    seleccionados    por    su    crecimiento    en    medio    YM-agar

suplementado con el antibi6tico higromicina  8.  Luego,  las colonias de X.  dendronf}ous

transformantes  se  evaluaron  por PCR analizando;  por ejemplo,  que  la secuencia  de

3xFLAG  y  del  m6dulo  de  resistencia  a  higromicina  8  se  encontraran  presente  en  la

cepa generada, entre otros (Figura 19).

•E
0®„ 1213 pb "b" 1574 pb                                  "d' Z745 pb                                 ®d" 1318 pb                                "a" 109Z pb

Figura   19.   Analisis   de   clones   transformaintes   de  X.   dendrowhous   para   la
generaci6n  de  la  cepa  CBS  Dapl-3xFLAG.  En  la  imagen,  se  muestran  algunos
analisis  por  PCR  realizados  para  dos  posibles  clones  (denominados  como  cll  y  cl2)
para la generaci6n de la cepa con la proteina Dapl  marcada con 3xFLAG. Como DNA
molde se utiliz6 DNA de:  clon cll  (carril  1),  clon cl2 (carril 2),  cepa silvestre CBS 6938
(carril 3) y agua como control negativo (carril 4). El marcador de peso molecular utilizado
corresponde a GeneRuler 1  kb Plus DNA Ladder.

El  transformante  de  X.  dendrowhous  seleccionado  se  denomin6  CBS  Dapl-

3xFLAG (cll),  el cual no presenta diferencias fenotipicas de pigmentaci6n con la cepa

silvestre como era esperado.
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4.2 Construcci6n de CBS Dapl-3xFLAG Cyp61-3xHA y CBS Dapl-3xFLAG

Cyp51 -3xHA mediante la t6cnica DrvA assemb/er.

Para poder evaluar si Dapl  es capaz de interactuar con las P450s involucradas

en la biosintesis de ergosterol Cyp61 y Cyp51, se construyeron cepas que poseen cada

una de estas proteinas fusionadas con el epitopo comercial HA (por separado) a partir

de  la  cepa  CBS  Dapl-3xFLAG.  Al  igual  que en  el  caso  anterior,  se  utiliz6  la t6cnica

DIVA assemb/er para construir los vectores y luego modificar el genoma de la levadura,

introduciendo las copias de ambos genes fusionadas con la secuencia que codifica el

epitopo HA en el mismo /ocus original, manteniendo el promotor y terminador end6geno

de  cada  gen  (CYP57  o   CYP67).   En  ambos  casos,   el  fragmento  de  DNA  con  la

secuencia 3xHA se gener6 mediante PCR, ya que no se contaba con un plasmido con

dicha secuencia para amplificar.  Para ello, se utiliz6 0E-PCR de dos partidores de 60

pb con una regi6n complementaria de 27 pb entre ellos.

Los vectores obtenidos luego por DNA assemb/er, recuperados y analizados a

partir de E. co/i., se denominaron v-Cyp67HA-Z para el caso de CYP67 y v-Cyp57HA-

Z para el caso de  CYP57,  los cuales  poseian  un tamafio de  10.724 pb y  10.674 pb,

respectivamente. Ambos plasmidos fueron digeridos con la enzima Hpal para liberar el

m6dulo de recombinaci6n y se transform6 (por separado) Ia cepa CBS Dapl-3xFLAG

con  ambos.  Los clones transformantes fueron seleccionados por su  resistencia a los

antibi6ticos higromicina a y zeocina.  Una vez analizados mediante extracci6n de DNA

y  PCR,  se  seleccion6  uno  de  cada  uno  para  realizar  los  experimentos  posteriores,

denominado a cada cepa como CBS Dapl-3xFLAG Cyp61-3xHA y CBS Dapl-3xFLAG

Cyp51-3xHA. En la Figura 20 se muestran los vectores generados y analisis realizados

para  cada  una  de  las  cepas.   Las  cepas  generadas   no  presentaron  diferencias

fenotipicas con la cepa parental CBS Dapl-3xFLAG ni con la cepa silvestre CBS 6938.
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5.   Evaluaci6n de proteinas marcadas en X. dendrowhous

Una  vez  obtenidas  las  cepas  transformantes,  se  evalu6  la  producci6n  de  cada

proteina  de fusi6n  mediante  wesfem  A/of.  Para  ello,  se  realiz6  extracci6n  de  proteinas

utilizando   perlas  de  vidrio  en   un   moledor  de  celulas,   mediante   7   ciclos  de   ruptura

mecanica.  Las cepas utilizadas corresponden a:  i) CBS 6938,  ii) CBS  Dapl-3xFLAG,  iii)

CBS  Dapl-3xFLAG  Cyp61-3xHA y  iv)  CBS  Dapl-3xFLAG  Cyp51-3xHA.  El extracto  de

proteinas total  obtenido de cada  cepa se  analiz6 en  un gel de poliacrilamida teF`ido con

azul de Coomassie (Figura 21).  Luego de observar que la extracci6n de proteinas totales

fue  exitosa,  se  realizaron  ensayos  de  wesfem  b/of  para  confirmar  la  presencia  de  las

proteinas marcadas con los epitopos (Figura 21).

ue
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-
giv H EI EI

-L______.'_____._____I_i

Figura 21.  SDS-PAGE  y  wesfem A/of de las cepas  CBS  6938,  CBS  Dapl-3xFLAG,
CBS  Dapl-3xFLAG  Cyp61-3xHA y  CBS  Dapl-3xFLAG  Cyp51-3xHA.  Panel A,  SDS-
PAGE de extractos totales de proteinas obtenidos por ruptura mecanica de las cepas en
estudio. Panel 8, western b/of utilizando extractos proteicos de las cepas en estudio, donde
la  membrana  fue  incubada  con  el  anticuerpo  primario  anti-FLAG  1:1000  y  anticuerpo
secundario anti-mouse HRP  1 :5000.  Panel  C,  wesfem b/of utilizando extractos proteicos
de las cepas en estudio, donde la membrana fue incubada con el anticuerpo anti-HA 50
mu.  En todos los casos, el carril  1  corresponde al Ladder de proteinas PageRulerTM Plus,
carril 2:  extracto de proteinas de la cepa CBS 6938,  carril 3:  extracto de proteinas de la
cepa CBS  Dapl-3xFIAG,  carril 4:  extracto de proteinas de  la cepa CBS  Dapl-3xFLAG
Cyp61-3xHA y carril 5: extracto de proteinas de la cepa CBS Dapl-3xFLAG Cyp51-3xHA.
Para todos los casos se utiliz6 un gel de poliacrilamida al  10%.
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Como se observa en  la Figura 21,  panel A,  se obtuvo extractos de proteinas de

todas las cepas en estudio. Al realizar wesfem b/of e incubar la membrana con anti-FLAG,

fue posible observar una banda que se encuentra entre los 15 y 25 kDa aproximadamente,

en todos los extractos (carril 3, 4 y 5) excepto en el de la cepa parental CBS 6938 (carril

2).  Esto  concuerda con  lo esperado,  ya que el peso  molecular estimado de  la  proteina

Dapl-FLAG corresponde a 21,3 KDa, y en la cepa parental no es posible observar dicha

banda ya que la proteina Dapl  no se encuentra marcada con el epitopo FLAG (Figura 21,

panel  8).  Al  incubar  la  membrana  con  anti-HA  (Figura  21,  panel  C),  se  observan  dos

bandas, entre los 55 y 70 KDa en los carriles 3 y 4, lo que concuerda con lo esperado, ya

que estos carriles  corresponden  a extractos proteicos de las cepas CBS  Dapl-3xFLAG

Cyp61 -3xHA y CBS Dapl -3xFLAG Cyp51 -3xHA, respectivamente. Se puede observar que

la banda observada en el carril 4 es levemente de mayor tamafio y mas intensa que la

obtenida en el carril 3, lo que coincide con lo esperado, ya que el tamafio esperado de la

proteina Cyp61-3xHA corresponde a 63,052 kDa y el de Cyp51-3xHA a 65,159 kDa.

De  esta  manera,  se  logr6  obtener cepas  de X.  dendrorif]ous que  producen  las

proteinas  de fusi6n  Dapl-3xFLAG,  Cyp61-3xHA y  Cyp51-3xHA,  las  cuales  pueden  ser

detectadas con los anticuerpos respectivos mediante wesfem b/of.

6.   Ensayos  de  interacci6n  proteina-proteina entre  Dapl  y las  P450s Cyp61  y

Cyp51.

Para evaluar la interacci6n proteina-proteina entre Dapl  y las P450s involucradas

en la biosintesis de ergosterol, se realiz6 ensayos de Co-inmunoprecipitaci6n (Co-ip). Para
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ello, extractos proteicos de las cepas CBS 6938, CBS Dapl -3xFLAG, CBS Dapl -3xFLAG

Cyp61-3xHA  y  CBS  Dapl-  3xFLAG  Cyp51-3xHA  fueron  utilizados.  Cada  extracto  fue

incubado  toda  la  noche  con  el  anticuerpo  anti-FLAG,  esperando  por  tanto  que  6ste

reconozca a FLAG presente en las cepas CBS Dapl -3xFLAG, CBS Dapl -3xFLAG Cyp61 -

3xHA y CBS  Dapl-3xFLAG Cyp51-3xHA.  Luego,  cada extracto incubado con anti-FLAG

fue  incubado  con  las  perlas  magn6ticas  unidas  a  proteina AIG,  reteniendo  por tanto  al

complejo pen/as-ant/.-FLAG-Dap7-3xFLAG y permitiendo su separaci6n. De cada extracto,

se separaron tres fracciones: Fracci6n /r}puf (Fl) que corresponde al extracto de proteinas

utilizado  para  realizar las  Co-ips  pero sin  pasar por el  proceso,  Fracci6n  Unbound (FU)

que corresponde al sobrenadante recuperado luego de separar las perlas, es decir, todo

lo que no se uni6 a las perlas magneticas y no fue separado, y por dltimo la Fracci6n Bound

(FB),  que  corresponde  a  lo  retenido  por  las  perlas  magn6ticas,  es  decir,  el  complejo

anticuerpo-proteina reconocida.

El  mismo  procedimiento fue  realizado  utilizando  el  anticuerpo  mouse  lgG1.  Este

anticuerpo posee el mismo isotipo que anti-FLAG (lgG1) y fue utilizado para evaluar que

la interacci6n entre el epitopo FLAG y el anticuerpo es especifica, y que el reconocimiento

no se encuentra mediado por la regi6n constante.

Finalmente,  se realiz6  un  wesferr] b/of para ver la presencia de las  proteinas de

intefes en las distintas fracciones. Se utilizaron tres anticuerpos: Anti-FLAG, para evaluar

si  la  inmunoprecipitaci6n fue  efectiva.  Anti-HA,  para  evaluar si  Dapl  interacttla  con  las

P450 en estudio marcadas con el epitopo HA y por tanto, retenidas tambi6n al realizar la

Co-ip, y por dltimo se utiliz6 Anti-Ubiquitina.  Ubiquitina deberia estar presentes en todas

las fracciones excepto en la FB, ya que esta proteina no deberia interactuar con Dapl . Un
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resumen de lo expuesto se indica en la Figura 22.

Fraccl6n Input (Fl)

i..-5-->
Fracd6n llnbound

(Fu)

Fraccl6n Bound lib)

Figura 22,  Protocolo empleado para realizar las co-inmunoprecipitaciones (Co-ip).
En la imagen, se indican las etapas necesarias para llevar a cabo las Co-ips. Se colectaron
tres fracciones: Fracci6n /npL/f (Fl), que corresponde al extracto de proteinas de cada cepa
en estudio que fue empleado para las Co-ip,  Fracci6n  Unbound (FU) que corresponde al
sobrenadante una vez realizada la incubaci6n con el anticuerpo y las perlas magneticas,
y  por  ultimo  la  Fracci6n  Bound (FB)  que  posee  las  proteinas  atrapadas  por  las  perlas
magn6ticas.

Primero se evalu6  la  interacci6n  entre  Dapl-3xFLAG  y Cyp61-3xHA (Figura 23).

Como se puede observar, al realizar la Co-ip utilizando el anticuerpo anti-FLAG, es posible

visualizar a  la  proteina  en  las  cepas  marcadas,  es  decir en  las  cepas  Dapl-3xFLAG  y

Dapl-3xFLAG  Cyp61-3xHA.   En  ambos  casos  se  observa  que  la  proteina  se  puede

visualizar en las tres fracciones:  Fl  (carril 4 y 7),  lo que indica que habia proteina al inicio

del  experimento;  FU  (carril  5 y 6),  que  indica que  no toda la  proteina  Dapl-3xFLAG fue

capturada  por  las  perlas-proteina  A/G,  por  tanto,  quedando  proteina  marcada  en  el

sobrenadante.     Por    ultimo,    se    observa    en    la    fracci6n    FB,    indicando    que    la

inmunoprecipitaci6n fue exitosa y se logr6 atrapar a la proteina con el metodo empleado.

Luego se analiz6 si la  proteina Cyp61-3xHA co-precipita con  Dapl-3xFLAG,  lo cual solo

es  posible  observar  en  los  extractos  proteicos  de  la  cepa  Dapl-3xFLAG  Cyp61-3xHA.

Como se visualiza en la Figura 23, es posible observar la proteina en las tres fracciones:
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carriles 7, 8 y 9. En el carril 7 (FI), se observa que la proteina efectivamente se encuentra

presente en el extracto total de proteinas de la cepa, antes de realizar en el experimento.

En el carril 8 (FU), al igual que en el caso anterior se observa una banda, lo que nos indica

que queda proteina en el sobrenadante.  Finalmente,  en el carril 9  (FB),  se observa una

banda,  lo que  indica que  Cyp61-3xHA co-precipita  con  Dapl-3xFLAG.  Estos  resultados

indican que la proteina Dapl  de X.  dendrowhous interactda con la proteina P450 Cyp61,

ya que es posible detectar el complejo Dapl-Cyp61  mediante Co-ip.

Para verificar que el  procedimiento fue llevado  a  cabo  de  manera  correcta y no

hubo  contaminaci6n  de  otras  proteinas  en  el  proceso  de  purificaci6n,   se  evalu6  la

presencia de la proteina ubiquitina en las distintas fracciones (Figura 23). De acuerdo con

la literatura, no existen reportes de uni6n de Dapl con esta proteina, por lo que no deberia

co-eluir en este experimento, que es lo que ocurre (carriles 3, 6 y 9, que corresponde a la

fracci6n FB de todas las cepas).

Cepa CBS 6938 CBS Dapl-3xFLAG CBS Dapl-3xFLAGdyp61-3xHA

Fracci6n Fl FU 1=8 Fl FU 1=8 Fl FU FB

Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dapl-3xl:RAG

Cyp61-3xHA

Ubiquitina

REapELf          jse      c,.'`RE`

RE
ip anti-FLAG

Figura  23.  Co-ip  de  proteinas  de  [as  cepas  CBS  6938,  CBS  Dapl-3xFLAG  y  CBS
Dapl-3xFLAG Cyp61-3xHA. En la imagen, se indican las distintas fracciones obtenidas
para cada cepa en estudio. En todos los casos, la inmunoprecipitaci6n se realiz6 utilizando
el  anticuerpo  anti-FLAG.   Para  la  visualizaci6n  de  las  proteinas,   se  utiliz6  geles  de
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poliacrilamida al 15% para Dapl-3xFLAG y ubiquitina, y geles al 10% para la visualizaci6n
de Cyp61-3xHA.

Como control, para evaluar que la interacci6n entre el epitopo FLAG y el anticuerpo

respectivo es especifica, se utiliz6 el anticuerpo anti-mouse lgGl  el cual posee el mismo

isotipo   que   anti-FLAG,    IgG1.   Como   se   observa   en   la   Figura   24,   al   realizar   la

inmunoprecipitaci6n utilizando este anticuerpo, no hay inmunoprecipitaci6n: no se observa

la    proteina    Dapl-3xFLAG    (Figura   24,    carril    3).    Asi    mismo,    ya    que    no    hubo

inmunoprecipitaci6n,  no co-eluye Cyp61 -3xHA (Figura 24, carri[ 3).

Cepa CBS Dapl-3xl=LAG
Cyp61-3xHA

Fracci6n F' FU FB

Carril 1 2 3

Dapl-3xl:IAG   ;

Cyp61-3xHA

._„_,_JiiiEL"_...._`o..._.I

ae       .ffi
ip anti-mouse igGI

Figura 24. Co-ip de proteinas de la cepa CBS Dapl-3xFLAG Cyp61-3xHA ul:ilizando
e[ anticuerpo anti-mouse lgG1. En [a imagen,  se indican las tres fracciones obtenidas
para  la  cepa  en  estudio.   Para  la  visualizaci6n  de  las  proteinas,  se  uti[iz6  geles  de
poliacrilamida al 150/o para Dapl-3xFLAG y geles al 10% para la visualizaci6n de Cyp61-
3xHA.

Lo siguiente a evaluar fue si la proteina Dapl-3xFLAG y Cyp51-3xHA interacttlan.

Para  ello,  se  realiz6  el  mismo  procedimiento  descrito  anteriormente,  obteniendo  los

resultados mostrados en la Figura 25.



Cepa CBS 6938 CBS Dapl-3xFIAG CBS Dapl-3xFLAGCyp51-3xHA
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Figura 25. Co-ip de proteinas de fas cepas CBS 6938, CBS Dapl-3xFLAG y CBS
Dapl-3xFLAG   Cyp51-3xHA.   En   la   imagen,   se   indican   las   distintas  fracciones
obtenidas para cada cepa en estudio.  En todos los casos,  la inmunoprecipitaci6n se
realiz6  uti[izando  el  anticuerpo  anti-FLAG.  Para  la visualizaci6n  de  las  proteinas,  se
utiliz6 geles de poliacrilamida al 15% para Dapl-3xFLAG y ubiquitina, y geles al 10%
para la visualizaci6n de Cyp51-3xHA.

AI igual que en el caso anterior, se observa la proteina Dapl-3xFLAG solo en los

ensayos  de  wesferr}  b/of de  extractos  proteicos  de  las  cepas  que  poseen  la  proteina

marcada con el epitopo y en  las tres fracciones del ensayo de Co-ip:  FI  (carril 4 y 7),  lo

que nos indica que habia proteina al  inicio del experimento;  FU  (carril 5 y 6),  que indica

que qued6 proteina que no fue capturada por las perlas-proteina A/G, quedando por tanto

proteina marcada en el sobrenadante. Se visualiza que la inmunoprecipitaci6n de Dapl-

3xFLAG se logr6, ya que la proteina se encuentra en el carril 6 y 9, que corresponde a la

fracci6n FB. Al utilizar el anticuerpo anti-HA para marcar a Cyp51, podemos observar solo

reconocimiento en la cepa donde la proteina se encuentra marcada, cepa Dapl-3xFLAG

Cyp51-3xHA, y en las tres fracciones.  De acuerdo con los resultados obtenidos, Cyp51-

3xHA co-precipita con Dapl-3xFLAG  (Figura 25,  carril 9),  indicando que estas proteinas
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interacttlan de manera proteina-proteina.

Al analizar la presencia de ubiquitina en los extractos, se observa que esta proteina

se  encuentra  presentes  en  las fracciones  Fl  y  FU  de todos  los  extractos,  no  asi  en  la

fracci6n FB como es esperado, ya que Dapl  no interactda con ella.

Finalmente,  al  realizar la  inmunoprecipitaci6n  utilizando el anticuerpo  anti-mouse

igGl  no se observa la proteina Dapl-3xHA en los extractos, y por ende, tampoco Cyp51-

3xHA, lo que indica que la interacci6n entre el epitopo y el anticuerpo es especifica (Figura

26).

Cepa CBS Dapl-3xFLAG
Cyp51-3xliA

Fracci6n F' FU FB

Carril 1 2 3

Dapl-3xFLAG

Cyp51-3xHA

ip anti-mouse igGI

Figura 26. Co-ip de proteinas de [a cepa CBS Dapl-3xFLAG Cyp51-3xHA utilizando
el anticuerpo anti-mouse [gG1. En [a imagen,  se indican [as tres fracciones obtenidas
para  la  cepa  en  estudio.   Para  la  visualizaci6n  de  [as  proteinas,  se  utiliz6  geles  de
poliacrilamida al 15% para Dapl-3xFLAG y geles al 10°/o para la visualizaci6n de Cyp51-
3xHA.



DISCUSION

Los  sistemas  P450s  micros6micos  se  encuentran  conformados  por  una  enzima

citocromo  P450 y un partner redex encargado de donar electrones para llevar a cabo la

acci6n catalitica de la P450, que corresponde a una CPR (llamada CrtR en X. dendrowhous).

En X.  dendrowhous, se ham caracterizado funcionalmente tres P450s: dos implicadas en la

biosintesis  esteroles,  Cyp51  y Cyp61,  y una implicada en  la  biosintesis  de carotenoides,

Crts.  Dado  que  la sintesis  de  esteroles  es fundamental  para  la  c6Iula  para  mantener la

permeabilidad  e  integridad  de  la  membrana,  se  ha  observado que  mutantes  chR de  la

levadura  pueden  utilizar el  sistema  CY85-CBR como  donador de  electrones,  donde  los

electrones necesarios son obtenidos a partir del NADH (Guti6rrez y col., 2015). De acuerdo

con la informaci6n disponible, solo se conocia que CPR y CY85 son capaces de interactuar

con  P450s.  Estudios recientes  han  identificado  un  elemento adicional,  la  proteina  Dapl ,

que  podria interactuar con  proteinas  P450  para  regular su  actividad.  En este trabajo,  se

identific6 y caracteriz6 un posible hom6logo a esta proteina en la levadura X. dendronf}ous.

De   acuerdo   con   los   resultados   bioinformaticos   obtenidos,   Ia   proteina   Dapl   de   X.

dendrorf]ous  codificaria  a  una  proteina  que  posee  un  segmento  transmembrana  en  su

extremo N-terminal,  con un posib]e dominio tipo citocromo b5 que le permitiria unir hemo,

en donde se encuentra conservada una tirosina esencial para la coordinaci6n de este grupo

(Figura 4) (Ghosh y col., 2005). El grupo hemo sirve como un grupo prostetico en proteinas
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de uni6n a este compuesto como la hemoglobina o citocromos, siendo importante para el

transporte,  transferencia  de  electrones  o  para funciones  de sefializaci6n  (Kimura  y  col.,

2012).   La   proteina   Dapl   de  X.   dendrowhous  se   encontraria   anclada   en   el   reticulo

endoplasmico, Io que concuerda con lo esperado y lo obtenido por otros grupos de trabajo

(Ryu  y  col.,  2017).   Asi,  en  relaci6n  con  los  resultados  obtenidos,  la  secuencia  del  gen

identificado como DAP7  en X.  dendrowhotis seria  un buen  candidato que codificaria  una

proteina perteneciente a la familia de las MAPR y por este motivo, se procedi6 a evaluar su

funcionalidad mediante la construcci6n de mutantes.

El mutante CBSAdap7 present6 cambios en la pigmentaci6n de la levadura, siendo

esta  mucho  mas  anaranjada  que  su  cepa  parental,  CBS  6938  (Figura  7A).  Esto  podria

deberse a que la ausencia de esta proteina en la levadura afectaria la actividad de la enzima

astaxantina sintasa (Crts), ]a cual cataliza el d[timo paso en la biosintesis de astaxantina:

la conversi6n de B-caroteno en astaxantina.  De acuerdo con los resultados obtenidos,  la

deleci6n  de  DAP7  disminuy6  el  porcentaje  de  astaxantina  a  un  3%  aproximadamente

incrementandose a su vez la proporci6n de P-caroteno (Tabla 4), Io que afirma la hip6tesis

que la deleci6n de DAP7 afectaria la actividad de Crts, ya que se acumula principalmente

el sustrato de esta enzima.  Interesantemente,  en el mutante CBSAdap7  la proporci6n de

astaxantina disminuy6,  pero sigue  produci6ndose  este  compuesto,  no  asi en el  mutante

CBSTr.  En  esta  tlltima  cepa,  la  secuencia  del  gen  que  codifica  al  principal  donador  de
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electrones de P450,  CrtR,  se encuentra interrumpida de tal modo que no se genera una

proteina funcional. Se conoce que la enzima Crts utiliza exclusivamente como donador de

electrones a CrtR, por lo que la interrupci6n de su gen afecta completamente la actividad

de  Crts  y,  por tanto,  no  se  produce  astaxantina,  lo  que  no  se  observa  en  el  mutante

CBSAdap7. Esto indicaria que Dapl  es necesario, pero no indispensable para la actividad

de Cris.

Asi mismo,  la composici6n de esteroles en la cepa CBSAdap7 se ve alterada.  EI

ergosterol, el principal esterol producido por la levadura X.  dendrorf}ous se ve disminuido

dfasticamente  a  un  7%  aproximadamente  en  el  mutante  (Tabla  5).  CBSAdap7  acumula

otros  dos   esteroles   (NDl   y   ND2,   Tabla  5),   que  corresponden   a  esteroles  tambi6n

producidos por la cepa CBSTr. Esto indica que, al igual que en cepa CBSTr, la deleci6n de

DAP7  probablemente  afecta  la funcionalidad  de  las  P450s  implicadas  en  la  sintesis  de

ergosterol,  como  las  ya  estudiadas  y  caracterizadas  en  esta  levadura,  Cyp51  y  Cyp61.

Interesantemente,   la  ausencia  de  CrtR  genera  una  disminuci6n  en  la  producci6n  de

ergosterol, pero no de manera tan drastica como en el mutante CBSAdap7. Probablemente,

esto se deba a que en X. dendrowhous existe el sistema CBR-CY85 (Guti6rrez y col., 2015),

permitiendo  mantener un  nivel de ergosterol  de alrededor de un 80%. Al no  encontrarse

Dapl,  el  cual  modularia  la  actividad  de  las  P450s  antes  descritas,  generaria  un  efecto

mucho mss drastico, el cual, aparentemente, no podria ser suplido por otro sistema.
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Dada la alteraci6n en la composici6n de esteroles,  Ia cepa CBSAdap7 es mas sensible a

compuestos az6licos como clotrimazol, ketoconazol e itraconazol (Figura 7). A pesar de que

el mecanismo de acci6n de estos compuestos es similar (el nitr6geno del azol compite por

oxigeno  con  la  mol6cula  de  hierro  del  grupo  hemo  en  el  sitio  catalitico  de  la  P450),  la

afinidad de cada compuesto por el sustrato varia, y por ende la inhibici6n ejercida (Bailey y

col„ 1990). De esta manera, la ausencia de Dapl  aumentaria la sensibilidad a compuestos

az6licos por una p6rdida en la actividad de las P450s implicadas, en particular por la enzima

Cyp51.

En  relaci6n  con  los  analisis de  los  niveles de transcrito,  estudios realizados en  S.

cerev/.s/.ae han mostrado que la deleci6n de DAP7 no afecta los niveles de transcrito de la

P450 Cyp51, no asi los niveles de proteina, que en el mutante se ven disminuidos (Mallory

y col.,  2005).  Esto difiere con lo obtenido en el mutante CBSAdap7,  donde los niveles de

transcrito  de  las  P450s  Crts,   Cyp51   y  Cyp61   y  del  donador  de  electrones  CrtR  se

encuentran aumentados en comparaci6n con la cepa silvestre CBS 6938 (Figura 10). Esta

diferencia en los estudios reportados podria explicarse en la activaci6n de la via SREBP en

X. dendrowhous, via implicada en la regulaci6n de la homeostasis de esteroles en mamiferos

y en otras levaduras como S. pombe. Como se indic6 en la Tabla 5, el mutante CBSAdap7

disminuye la proporci6n de ergosterol, lo que podria estar activando esta via y,  por ende,

favoreciendo la transcripci6n de sus genes blanco que presumiblemente podrian ser los de
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Ias P450s analizadas. De hecho, se han identificado secuencias SRE (secuencia de uni6n

del factor transcripcional Srel) en la hebra positiva en la regi6n promotor de los genes de

Cyp51  y Cyp61  (C6rdova y col., 2017),  Io que podria explicar este aumento en los niveles

de transcrito en  la cepa CBSAdap7.  Esto  puede no  haberse observado en  S.  cerev/.s/.ae

debido a que en este microorganismo la regulaci6n de los niveles de ergosterol en la c6lula

no se encuentra dado por la via SREBP, sino por un mecanismo compuesto por los factores

transcripcionales Upc2p y Ecm22p (Vik y Rine., 2001) de otra familia. A pesar del aumento

en  los  niveles  de  transcrito  de  todas  las  P450s  caracterizadas  funcionalmente  en  X.

dendrowhous,  esto  parece  ser  insuficiente  para  mantener  los  niveles  de  ergosterol  y

astaxantina  silvestres  en  la  cepa  CBSAdap7,   los  cuales  se  encuentran  disminuidos

notoriamente (Tab]a 4 y 5).

Como se ha mencionado en los antecedentes, la uni6n de hemo por PGRMC1/Dapl

es la tlnica funci6n biol6gica conocida para esta proteina.  En la levadura S.  cerev/.s/.ae, se

observ6 que la adici6n ex6gena de este compuesto era suficiente para revertir el fenotipo

alterado en la composici6n de esteroles en mutantes Adapt, fen6meno que fue analizado

por  cromatografia  de  gas   (Mallory  y  col„   2005),   sugiriendo  que  Dapl   se  encuentra

implicado en el transporte de hemo funcionando como una especie de chaperona para las

P450s. De esta manera, se analiz6 el efecto de la adici6n ex6gena de este compuesto en

el mutante CBSAdap7. Como se observa en la Figura 11, en cuanto a la pigmentaci6n de
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esta  cepa,  al  adicionar  concentraciones  crecientes  de  hemina,  el  fenotipo  de  color  no

Gambia,  por lo que la adici6n ex6gena de hemina no mejora la actividad de la P450,  Cris,

implicada  en  este  mutante.  Caso  opuesto  se  observa  cuando  la  cepa  es  crecida  con

clotrimazol: el adicionar este compuesto permite el crecimiento normal de la cepa, similar a

lo obtenido por la cepa silvestre,  lo que podria indicar por tanto que la adici6n ek6gena de

hemina mejoraria la actividad de las P450s implicadas en esta via.  Sin embargo,  cuando

se  analiz6  por  RP-HPLC  la  composici6n  de  esteroles,  la  proporci6n  de  ergosterol  no

aumenta notablemente (Tabla 7), sino que aparecen nuevos esteroles denominados como

ND3,   ND4   y   ND5,   Ios   cuales   actualmente   no   se   encuentran   identificados.   Se   ha

caracterizado  que  la  resistencia  a  azoles  en  otros  hongos  como  C.  a/b/.cans  puede  ser

mediada  por  un  cambio  en  la  composici6n  de  esteroles  en  la  membrana  plasmatica,

aumentando la proporci6n de esteroles no esterificados impidiendo la entrada del azol a la

c6lula (Marichal y Bossche.,1995). Los nuevos esteroles generados en la cepa CBSAdap7

(cuando  se  adiciona  hemina)  podrian  estar  mediando  un  cambio  en  la  composici6n  de

esteroles en la membrana que explicaria la mayor resistencia a este tipo de compuestos.

De acuerdo con  Hughes y col.,  2007,  uno de los blancos del factor transcripcional

Srel  en S. pombe corresponde al gen de la proteina Dapl.  En el hongo A.  fun/.gafus, se

observ6  que  el  factor  transcripcional   SREBP   (denominado   SrbA  en  este   hongo)   es

requerido para la correcta expresi6n de DapA (Dapl  en X. dent/rowhous) en presencia del
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azol itraconazol, donde el doble mutante (sribA-y dapA-) hace a la cepa mas sensible a este

compuesto  (Song  y  col.,  2017).  EI  mutante CBSAsre7Adap7  de X.  dent/rowhous,  al  igual

que en A.  fun/.gafus,  es mas sensible a los azoles utilizados en este trabajo (Figura  14).

Presumiblemente, la presencia de azoles resulta en la activaci6n y translocaci6n al ndcleo

de Srel  debido a un cambio en la composici6n de esteroles. De esta manera, se induciria

la expresi6n de genes blancos como Cyp57 que responde ante el bloqueo de la actividad

de  esta  enzima   debido   a   la  droga.   En   la   cepa   CBSAsre7Adap7,   ya  que  el  factor

transcripcional Srel  no se encuentra en la celula,  esta respuesta no ocurriria,  por lo que

dicha cepa no  puede  responder ante la  presencia de azoles  y,  por ende,  aumentaria su

sensibilidad a estas drogas cuando se la compara con la cepa silvestre o CBSAdap7. Junto

con   esto,   a   simple   vista   se   observ6   un   cambio   en   la   pigmentaci6n   de   la   cepa

CBSAsre7Adap7  en comparaci6n con la cepa CBSAdap7,  siendo la primera mss clara y

amarilla que la segunda.  El  cambio en  la  pigmentaci6n  puede deberse a que no  estaria

ocurriendo el efecto de aumento de los niveles de transcrito de cris (gen que codifica a la

P450  involucrada  en  la  conversi6n  de  astaxantina  a  partir  del  B-caroteno),  debido  a  la

activaci6n  de  la  via  SREBP  dada  por  la  ausencia  de  Dap7;  por  tanto,  disminuiria  la

proporci6n  de astaxantina y aumentaria  la de  B-caroteno resultando en  un fenotipo  mss

amarillo  como  es  lo  observado.  Sin  embargo,  no  se vieron  diferencias estadisticamente

significativas en  la composici6n de carotenoides  (Tabla  8)  pese a que el  promedio de la
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proporci6n de astaxantina es menor en el mutante CBSAsre7Adap7 que en CBSAdap7 y el

de P-caroteno mayor, tendencia observada en varias repeticiones del experimento (datos

no mostrados).

Finalmente,  en  re]aci6n  con  las Co-ip  realizadas con el anticuerpo anti-FLAG que

se reconoce al epitopo fusionado a Dapl , se puede afirmar que efectivamente Dapl  de X.

dendrowhous interacttla con las P450s Cyp51 y Cyp61 de esta levadura, similar a lo obtenido

por Hughes y col., 2007 en S. pombe. Esta interacci6n es especifica, ya que no existe co-

inmunoprecipitaci6n   cuando   se   revela   con   un   anticuerpo   contra   otra   proteina   (anti-

ubiquitina). De esta manera, ]a actividad de Dapl sobre las P450s implicaria una interacci6n

proteina-proteina que, de acuerdo con los resultados,  no seria solo el traspaso de hemo,

ya que la adici6n ex6gena de este compuesto no revierte el fenotipo observado.  Nuevos

estudios son  necesarios  para analizar si  Dapl  es capaz de interactuar con  otras  P450s

como  Cris,  lo  cual  no  se  logr6  antes  de  la  realizaci6n  de  esta tesis,  asi  como tambien

evaluar si la uni6n de hemo es necesario para la actividad de esta proteina.



CONCLUSIONES

•     EI  gen  identificado como  DAP7  codificaria  una  proteina  perteneciente a  la familia

MAPR, la cual posee el dominio tipo citocromo b5 conservado.

•     La deleci6n del gen DAP7 afecta la composici6n de carotenoides y esteroles en X.

dendrowhous,  sugiriendo un  rol regulatorio sobre las  P450s implicadas en sus vias

de sintesis.

•     Las enzimas P450s involucradas en la biosintesis de esteroles Cyp61  y Cyp51  Co-

inmunoprecipitan  con  Dapl ,  sugiriendo  que  la  interacci6n  proteina-proteina  entre

Dapl  y  las  P450s  es  requerida  para  la  funcionalidad  de  estas  enzimas  de  X.

dendrorhous.
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