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RESUMEN

Las enzimas citocromo P450 (P450s) participan en importantes funciones
celulares como la biosintesis de esteroles, enire otros. En Schizosaccharomyces
pombe se caracterizé la proteina Dap1 (Damage response protein 1) como un regulador
positivo de P450s y se demostrd su participacion en la sintesis de ergosterol.

En la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous se han caracterizado tres
P450s: Cyp51 y Cyp61, involucradas en la biosintesis de ergosterol y CrtS, involucrada
en la biosintesis de astaxantina, carotenoide de interés comercial. De esta manera, el
objetivo de esta tesis fue identificar y caracterizar el gen DAP7 de X. dendrorhous, junto
con estudiar la participacion de la proteina Dap1 en vias metabdlicas que involucran
enzimas citocromos P450. La secuencia génica de DAP1 se identificé en bases de
datos gendmicas y iranscriptomicas locales de X. dendrorhous; DAP1 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 delecién de DAP1 en la
levadura afecto la pigmentacion y el mutante, denominado CBSAdap17, es sensible a
drogas azélicas como clotrimazol, compuesto descrito como inhibidor de la biosintesis
de esteroles. Junto con esto, el mutante CBSAdap7 cambié tanto la composicion de
carotenoides y esteroles, en donde la proporcion de astaxantina disminuyé y aumenté
la de B-caroteno, sustrato de la P450 CrtS; ademas, la proporcion de ergosterol también
disminuyo, acumulandose otros dos esteroles no identificados. Los niveles de transcrito
de los genes de las P450s Cyp51, Cyp61 y CriS, son mas altos en el mutante
CBSAdap1 respecto a la cepa parental, lo 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 activacién de la via
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SREBP, via involucrada en la mantencién de la homeostasis de esteroles en la célula.
Para analizar esta posibilidad, se construy6 el mutante CBSAsre1Adap1. Este mutante
es alin mas sensible a las drogas azélicas y cambid su pigmentacién con respecto a su
cepa parental, CBSAdap7. La interacciéon entre Dap1-P450s ha sido observada en
levaduras como S. pombe, pero imposible de detectar en S. cerevisiae, donde se ha
propuesto que Dap1 corresponderia a una transportadora de hemo. Para evaluar esto,
cultivos de la cepa silvestre y CBSAdap? fueron suplementados con hemina (analogo
farmacolégico de hemo) para analizar la restauracién del fenotipo silvestre en cuanto a
color, lo cual no fue posible de observar. Interesantemente, la deficiencia del
crecimiento en presencia de clotrimazol si fue revertida cuando se adicionaba hemina
al medio de cultivo. Al analizar la composicion de ergosterol bajo estas condiciones, la
proporcion de ergosterol no aumentd, pero si se detectaron nuevos esteroles en esta
cepa, la cual podria estar mediando la resistencia a la droga. Finalmente, para evaluar
la posible interaccion entre Dap1 y las P450s Cyp51 y Cyp61 de X. dendrorhous, se
construyeron cepas con estas proteinas fusionadas a epitopos comerciales. Al realizar
ensayos de Co-inmunoprecipitacién, se observo que Dap1 es capaz de interactuar de
manera proteina-proteina con Cyp61 y Cyp51, siendo esta interaccion especifica. En
conclusiéon, DAP1 codificaria una proteina con un dominio tipo citocromo b5 conservado
gue interacttia directamente con las proteinas Cyp51 y Cyp61 y su mutacién afecta la
composicién de carotenoides y esteroles en X dendrorhous, 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
Schizosaccharomyces pombe, the Dap1 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 Xanthophyllomyces dendrorhous, three P450s have been
characterized: Cyp51 and Cyp61, involved in the biosynthesis of ergosterol and CrtS,
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 DAP1 gene of X
dendrorhous, and to study its participation in metabolic pathways that include P450s,
such as ergosterol and astaxanthin biosynthesis. The DAP1 gene sequence was
identified in local genomic and transcriptomic databases of X. dendrorhous; DAP1
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 DAP1
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 CBSAdap1,
where the proportion of astaxanthin decreased and the one of B-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 CBSAdap1 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 CBSAsre1Adap1
was constructed. This mutant is even more sensible to azole drugs and its pigmentation
changed with respect to its parental strain. The interaction between Dap1-P450s has
been demonstrated in yeasts such as S. pombe, but this interaction has not been
detected in S. cerevisiae, where it was proposed that Dap1 would correspond to a heme
transporter. To evaluate this alternative, cultures of the wild-type strain and CBSAdap1
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 clotrimazole resistance in CBSAdap?. 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 Dap1 and
the P450s Cyp51 and Cyp61, strains containing these proteins fused to commercial
epitopes were constructed. Through Co-immunoprecipitation assays, it was observed
that Dap1 interacts with Cyp61 and Cyp51, being this interaction specific. In conclusion,
DAP1 would encode a protein with a conserved cytochrome b5-like motif and its
mutation affects the composition of carotenoids and sterols in X. dendrorhous. In
addition, protein-protein interaction between Dap1 with the P450s involved in the sterol
biosynthesis was demonsirated suggesting that by this way Dap1 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, activaciéon y detoxificacion de
drogas y de agentes quimicos contaminantes, sintesis de metabolitos secundarios en
plantas e insectos, enire otros (Estabrook., 2003).

Estas enzimas llevan a cabo su funcién mediante la insercién 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 formacion de ROH como se indica a continuacion:

RH + 0, +2e™ + 2H* - ROH + H,0

En la reaccién, los protones se envian al ceniro catalitico de la P450 a través de
las cadenas laterales de aminoacidos del sitio activo, siendo esto critico para ia division
del enlace O-O (McLean y col., 2005). Para llevar a cabo su accion catalitica, las
enzimas P450s necesitan un donador de electrones. De acuerdo con el tipo de'proteina
que realiza esta accion, los sistemas P450s se pueden clasificar en 10 clases. Los
sistemas mas comunes en las células eucariontes son los de clase I, 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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(Cérdova y col., 2017). De esta manera, los electrones fluyen desde el NADPH al grupo

prostético 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 subestequiométricas en comparacién con las
P450s presentes en este organelo, se ha propuesto que la interaccién entre estas
proteinas involucra complejos oligoméricos transitorios (Ryu y col., 2017).

Otra proteina capaz de interactuar con las P450s en el RE es la hemoproteina
citocromo b5 (CYBS5). Esta proteina se encuentra acompariada de la enzima citocromo
b5 Reductasa (CBR), la cual es capaz de entregar electrones a la P450s a partir del
NADH (Cresnar y Petrié., 2011), constituyendo un sistema alternativo donador de
electrones. Por un largo tiempo, CPR y CYBS fueron las Unicas 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
interaccién proteina-proteina con las P450s, encontrando entre ellas a un miembro de

la familia MAPR, la proteina PGRMCA1.

PGRMC1 (Progesterone Membrane Receptor Component 1) o Dap1 (Damage
response protein 1)

La proteina PGRMC1 (Progesterone Membrane Receptor Component 1)
pertenece a la familia de las MAPR (Membrane Associated Progesterone Receptor), 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.

PGRMC1 se ha caracterizado como una proteina pequefia, de

aproximadamente 25 kDa, con un segmento transmembrana en su exiremo 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 también se ha identificado que
puede encontrarse en el nlcleo, citoplasma o mitocondria (Piel y col., 2016).

PGRMC1 se identificd por primera vez como un miembro de un complejo
multiproteico que une progesterona, aunque no es capaz de unirse a ella directamente,
siendo la tnica funcion bioquimica conocida de PGRMC1 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 rifién, pero también se ha
observado un nivel bajo de ella en los tejidos esteroidogénicos y reproductivos, el
cerebro, la mama, el corazén, los pulmones, el misculo esquelético, el pancreas y otros
érganos (Kimura y col.,, 2012). Entre las funciones fisiolégicas identificadas en
mamiferos para esta proteina, se ha observado que participa en la sintesis y
metabolismo de esteroides, regulacién del colesterol y en la proliferacion celular
(Kimuray col., 2012).

La evidencia que sugiere que la proteina PGRMC1 puede interactuar con
sistemas de P450s microsomicos para modular su funcién, 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 xenobiéticos. El tipo de interaccién observado va desde
interaccion proteina-proteina, a una influencia indirecta con la transferencia de hemo a
la proteina (Ryu y col., 2017).

Una evidencia de interaccién proteina-proteina entre PGRMC1 y P450s es la
identificada en la levadura de fision Schizosaccharomyces 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 andlogo al colesterol presente en las células de

mamiferos. La enzima Cyp51 o lanosterol 14a-demetilasa, como su nombre lo indica,
cataliza la demetilacién de lanosterol en levaduras, accién que es llevada a cabo en
tres pasos, con la generacioén de un intermediario en el proceso. Dada su importancia
en la biosintesis de esteroles, esta enzima ha sido utilizada como blanco para la
busqueda de drogas antiftingicas, como lo son los azoles fluconazol, ketoconazol o
clotrimazol (Cre$nar y Petri€., 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
identificd un homologo a PGRMC1, denominado Dap1 (Damage response protein 1),
el cual es capaz de interactuar establemente con las dos P450s presentes en esta
levadura, interaccién identificada mediante co-inmunoprecipitacién (Hughes y col,,
2007). En este mismo estudio, se demostré ademas que PGRMC1 de humanos es
capaz de unirse establemente con Cyp51 humana y con otras P450s como Cyp3A4,
involucrada en metabolizar compuestos farmacéuticos. Las observaciones anteriores
sugieren que la proteina PGRMC1/Dap1, posee un rol general en la modulacién de
P450s (Hughes y col., 2007).

Asi mismo, se ha identificado un homélogo a PGRMC1, Dap1, en otras
levaduras, como Saccharomyces cerevisiae. En este microorganismo, se observé que
la ausencia de esta proteina hace a las cepas sensibles a dafio en el DNA, ya que fallan
los procesos de reparacion de éste (Rohe., 2009). El fenotipo observado puede ser
revertido en el mutante de delecion Adap? si se adiciona hemo de manera exdgena.
Ademas, la delecién del gen DAP1 afect6 la sintesis de ergosterol, alterando la funcién
de la enzima Cyp51 en este organismo (Mallory y col., 2005). Asi mismo, se demostrd

que su ausencia afecta la funcionalidad de la enzima P450 Cyp61, acumulandose
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intermediarios de la sintesis de ergosterol, fenotipo que también revierte con la adicion

exégena de hemo. De acuerdo con los resultados obtenidos por este grupo, la unién de
hemo por Dap1 es requerida para la activacién de Cyp51, a pesar que la interaccion
Dap1-Cyp51 no pudo ser detectada en experimentos de co-inmunoprecipitacion
(Mallory y col., 2005). l

Recientemente, en el hongo filamentoso Aspergillus fumigatus se han
identificado tres homoélogos de Dap1 que se denominaron DapA, DapB y DapC. La
expresion de los genes que codifican estas proteinas se ve inducida ante la presencia
de azoles, siendo DapA clave para la estabilizacién 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 dimerizacién de PGRMC1
producida por la unién del grupo hemo para Ia unién de P450s en humanos. A diferencia
de Ia proteina Cyb5, que es capaz de unir el hierro de hemo de manera hexa-coordinada
a través de dos residuos de histidina axiales, en PGRMC1 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-
inmunoprecipitacién y, por tanto, no hubo unién con P450s, no asi cuando se realizo el
mismo experimento con la copia silvestre de PGRMC1. Ellos postularon que, en
humanos, la proteina PGRMC1 se encuentra en un estado inactivo como monémero.
Cuando se une a hemo, PGRMC1 forma un dimero que le permite interactuar con
proteinas como P450s (Kabe y col., 2016).

Piel y col., 2016, demostraron la capacidad de PGRMC1 de transferir hemo a
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CYBS in vitro, y la importancia de esta proteina en la homeostasis de este grupo

prostético. De acuerdo con sus resultados, el grupo de trabajo sugiere que PGRMC1
podria estar funcionando como un transportador de hemo (proteina tipo chaperona) o
cumplir una funcién de “sensor” de este compuesto, lo que podria estar relacionado
directa o indirectamente con la actividad de las P450s.

Como se menciond, se ha demostrado la activacién de la enzima Cyp51 por
PGRMC1 (o Dap1 en levaduras) en distintos organismos, indicando la importancia de
esta proteina en la sintesis de colesterol o ergosterol. Ahora bien, la activacién de
Cyp51 por PGRMC1 no es la Unica relacién que tiene esta proteina con esta via
metabdlica. Se ha observado que PGRMC1 es capaz de unirse a las proteinas INSIG
(Insulin-Induced Gene) y SCAP (SREBP Cleavage Activating Protein), proteinas

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

Via SREBP

La via SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein) es el principal
sistema de regulacién 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 interaccién de SCAP con la proteina INSIG.
Si los niveles de esteroles disminuyen, SCAP cambia su conformacién, lo que
interrumpe su interaccion con INSIG permitiendo la movilizacién del complejo SCAP-
SREBP hacia el Aparato de Golgi, donde SREBP es sucesivamente cortado por las
proteasas S1P y S2P (Site-1 Protease y Site-2 Protease). De esta manera, se libera el

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

une a secuencias SRE (Sterol Regulatory Element) en la regién promotora de genes
blanco, promoviendo asi la transcripcion de genes relacionados con la sintesis de
colesterol (Bien y Espenshade, 2010). La funcién biolégica de la union de PGRMC1 a
proteinas de la via SREBP aln es un tema de estudio, aunque se conoce que en la
levadura S. pombe, la activacion transcripcional del homélogo de PGRMC1 (gen
DAP1), es blanco de SREBP ante la deficiencia de ergosterol, asi como también las

P450s involucradas en este paso.

Xanthophyllomyces dendrorhous

X. dendrorhous es una levadura carotenogénica capaz de producir el pigmento
astaxantina, un carotenoide de gran importancia en la industria salmonera de nuestro
pais, ya que es el encargado de otorgar la coloracién caracteristica a los salménidos.
La capacidad de X. dendrorhous de sintetizar astaxantina, la hace atractiva desde un
punto de vista biotecnolégico, 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 (Cérdova 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: CrtS
(Astaxantina Sintasa). En particular, esta Ultima cataliza el Gltimo paso de produccion
de astaxantina a partir de B-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.
dendrorhous. 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. cerevisiae) (Tomado de Gémez,
2017).

En X. dendrorhous, la via del mevalonato se inicia con acetil-CoA, el cual luego
de sucesivas reacciones quimicas da a lugar a isopentenil pirofosfato (IPP, Cs) siendo
éste la unidad basica estructural de los componentes posteriores en la via. Luego, IPP
es unido a su isomero dimetilalil pirofosfato (DMAPP, Cs) formando geranil pirofosfato
(GPP, C+0), al cual se le adiciona otra molécula de IPP formandose farnesil pirofosfato

(FPP, C1s). EI FPP es el precursor de la sintesis de esteroles (con la condensacion de

dos moléculas de FPP para formar escualeno, Cao), pero, por otro lado, la adicion de
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una molécula de IPP a FPP genera geranilgeranil pirofosfato (GGPP, C20) que es

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

La ruta de biosintesis de carotenoides en X. dendrorhous se inicia cuando dos
moléculas 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
(CrtS). Para llevar a cabo esta accién, CrtS utiliza de manera exclusiva al donador de
electrones CriR (Alcaino y col., 2008), enzima citocromo P450 reductasa que transfiere
electrones desde NADPH.

La ruta de biosintesis de esteroles en X dendrorhous comienza con la
condensacién de dos moléculas de FPP por la enzima escualeno sintasa para formar
el escualeno. Esta molécula, en pasos posteriores forma el compuesto lanosterol, el
sustrato de la enzima Cyp51 para la formacién del 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 formacién 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 CriR, pero
dado que la biosintesis de esteroles es esencial para la célula, estas enzimas pueden
utilizar como donador alternativo de electrones, al sistema CYB5-CBR (Gutiérrez y col.,
2015), obteniendo electrones a partir del NADH.

Se ha observado que interrumpir la via de sintesis de ergosterol mediante la
mutacién del gen CYP61, que controla uno de los tltimos pasos de la via, produce un
aumento en la sintesis de astaxantina, observandose una coloracién mas rojiza en los
mutantes (Loto y col., 2012) sugiriendo un rol regulador de los esteroles sobre la

carotenogénesis. Como se mencioné anteriormente, la principal via que regula la
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homeostasis de esteroles es la via SREBP, y se postula que la activacioén 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 homoélogos
a los descritos en la via SREBP en X. dendrorhous: SREBP, denominado SRE1, el cual
codificaria al factor transcripcional cuya funcionalidad y caracterizacion se encuentra
en estudio en la tesis doctoral de Gutiérrez (en progreso) y S2P o STP1, que codifica a
la proteasa que realiza el corte para la liberacion del dominio N-terminal de Sre1
(Sre1N, factor transcripcional activo) (Goémez, 2017).

En X. dendrorhous, la delecién del gen SRE1 en las cepas parental y Acyp61
(cepa que probablemente posee la via SREBP activa), resulta en la disminucion de los
niveles de transcrito de las P450 crtS y CYP51, y del donador de electrones crtR, lo que
podria indicar que Sre1 estaria regulando la transcripcion de estos genes. Por el
contrario, se observd que los niveles de transcrito del posible gen identificado como
DAP1 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 disminucion
de las P450s en la levadura, Dap1 podria aumentar su expresién para estabilizar y
aumentar su actividad de las restantes.

En resumen, en X. dendrorhous 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, CrtS. Ademas, se ha identificado como donador de
electrones principal de P450s a CriR, y como donador secundario, el sistema
conformado por las proteinas CYBS/CBR (Figura 2). En esta tesis se pretende
identificar y caracterizar el gen DAP1 (como se ha denominado en hongos y levaduras),
y estudiar el efecto de su delecion, lo cual se espera que afecte la composicion de

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

entre Dap1 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.

Reticulo endoplasmico

psmeswes BiOsintesis de carotenoides
CrtS

s Biosintesis de esteroles
Cyp51/Cyp61

Damage resistance
NADPH+H*  NADP* NADH  NAD* protein

Figura 2. Esquema de los sistemas P450s en X. dendrorhous. En la figura se indican
las P450 identificadas y caracterizadas en X. dendrorhous (Cyp51, Cyp61 y CrtS), junto
con los donadores de electrones CPR (Citocromo P450 Reductasa, CrtR) y el sistema
conformado por CYB5/CBR (Citocromo B5/Citocromo b5 Reductasa). Se muestra en
lineas punteadas la posible interaccion entre Dap1/P450s, la cual se pretende estudiar
en este trabajo.
Hipotesis

La proteina Dap1 de Xantophyllomyces dendrorhous regula la funcién de las

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

Objetivo General
Estudiar la participacion del gen DAP1 de la levadura Xanthophyllomyces

dendrorhous en vias metabdlicas que involucran enzimas citocromos P450 como la
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biosintesis de ergosterol y de astaxantina.

Objetivos especificos

1. ldentificar y caracterizar el gen DAP1 de X. dendrorhous.

2. Estudiar la funcionalidad de DAP1 de X dendrorhous a través de la construccion

de un mutante Adap7 y analisis de su fenotipo.

3. Evaluar la interaccion de Dap1 de X dendrorhous con proteinas P450s y
analizar el requerimiento de hemina en el mutante Adap? para revertir el

fenotipo observado.




MATERIALES Y METODOS

1. Microorganismos, plasmidos y condiciones de cultivo
Las cepas de microorganismos utilizadas en esta tesis se detallan en la Tabla 1y los
plasmidos, en la Tabla 2. En los casos de cultivos en medios semi sélidos (medio-

agar), se utilizé 1,5% de Bacto-agar.

1.1 Bacterias

Para los experimentos de clonado se utilizé la cepa DH5a de E. coli (Hanahan.,
1985) la cual fue cultivada en medio LB (Lysogeny Broth: Triptona 1%, Extracto de
levadura 0,5% y NaCl 0,5%) con agitécién constante a 37°C. Los medios de cultivo
liquido se suplementaron con ampicilina (100 yg/mi) y se incubaron con agitacion
constante para la extraccion de DNA plasmidico. Para la seleccién de colonias
transformantes y recombinantes, se utilizé medio LB-agar suplementado con ampicilina

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

1.2 Levaduras
1.21 S. cerevisiae
Para ensamblar los fragmentos de DNA necesarios para la generaciéon de un
vector mediante la técnica DNA assembler (Oldenburg y col., 1997; Gibson., 2009;
Shao., 2009 y Joska y col, 2014), se utilizé la cepa S288c de S. cerevisiae
(ATCC® 204508 ™) la cual se cultivd en medio YEP (Extracto de levadura 1%, Glucosa
2%, Peptona 2%), con agitacién constante a 30°C. Para la seleccion de transformantes,

se utilizé medio YEP-agar suplementado con el antibiético G-418 (200 pg/mt).

13
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1.2.2 S. pombe

Como control en los ensayos de Western blot se utilizé la cepa PEY901 de S.
pombe (Hughes y col., 2007), en la cual se reemplazé el gen DAP1 por un médulo que
otorga resistencia al antibiético G-418. Esta cepa fue transformada con un vector que
posee la secuencia que codifica a la proteina Dap1 de S. pombe fusionada con el
epitopo HA. Para llevar a cabo los experimentos de transformacion, esta cepa se cultivo
en medio EMM (Edinburgh minimal medium) (Ftalato acido de potasio 0,3%, Fosfato de
sodio dibasico 0,22%, Cloruro de amonio 0,5%, Glucosa 2%, Stock de sal 1X, Stock de
vitaminas 1X y Stock de minerales 1X) el cual se suplementd con 225 mg/ml de lisina,
histidina, leucina, adenina y uracilo junto con el antibiético G-418 (200 pg/ml). Para la
seleccion de transformante se utilizé medio EMM-agar sin suplementar el requerimiento
uracilo.

Para replicar y refrescar la cepa, ésta se cultivd 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 cultivd con agitacién constante a 30°C.

1.2.3 X. dendrorhous

Las cepas de X. dendrorhous silvestre (CBS 6938) y mutantes (Tabla 1) fueron
cultivadas en medio YM (Extracto de levadura 0,3%, Exiracto de malta 0,3%, Peptona
0,5% y Glucosa 1%) con agitacion constante a 22°C. Para la seleccion de colonias
transformantes, se utilizé medio YM-agar suplementado con higromicina B (35 pg/ml)
y/o zeocina (45 pg/ml) segun el genotipo de la cepa.

Para la realizacidén de las curvas de crecimiento descritas en este trabajo, cada
cepa se cultivé 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 colecté muestras para la




extraccion de carotenoides, esteroles, RNA y peso seco.

Tabla 1. Cepas generadas y utilizadas en este trabajo.
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Cepa Descripcion Referencia
E. coli
DH5a Cepa de E. coli sensible a ampicilina Hanahan., 1985

S. cerevisiae

S288c

S. pombe

PEY901

PEY901-
dap1

3xHA-

X. dendrorhous

CBS 6938

CBSTr

CBSAdap?

CBSAsre1

CBSAsre1Adap1

Cepa parental de S. cerevisiae de genotipo
MATa SUC2 gal2 mal2 mel flo1 flo8-1 hap1 ho
bio1 bio6.

Cepa de S. pombe que deriva de la cepa
silvestre KGY425 la cual posee un reemplazo
del gen dap? por un moddulo que otorga
resistencia a kanamicina.

Cepa de S. pombe PEY901 la cual posee el
vector pJE602 para expresar la proteina Dap1
fusionada al epitopo HA.

Cepa silvestre de X. dendrorhous

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

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

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

Cepa que deriva de CBSAsre1 en la cual el gen
DAP1 fue reemplazado por un médulo de
resistencia a higromicina.

ATCC 204508

Hughes y col,
2007

Hughes y col,
2007

ATCC 96594

Alcaino y col,,
2008

Este trabajo

Gutiérrez, Tesis
de Doctorado en
progreso

Este trabajo




CBS Dap1-3xFLAG

CBS Dap1-3xFLAG
Cyp61-3xHA

CBS Dap1-3xFLAG
Cyp51-3xHA

Cepa que deriva de CBS 6938 en la que fue
reemplazado el gen DAP1 por el mismo gen
fusionado con fres copias de la secuencia que
codifica al epitopo FLAG mas un mdédulo que
otorga resistencia a higromicina.

Cepa que deriva de CBS Dap1-3xFLAG en la
que fue reemplazado el gen CYP61 por el
mismo gen fusionado con ftres copias de la
secuencia que codifica al epitopo HA mas un
modulo que otorga resistencia al antibiotico
Zeocina

Cepa que deriva de CBS Dap1-3xFLAG en la
que fue reemplazado el gen CYP51 por el
mismo gen fusionado con tres copias de la
secuencia que codifica al epitopo HA mas un
modulo que otorga resistencia al antibiotico
Zeocina

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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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.

Plasmido

Descripcion

Referencia

pBlueScript SK-
(PBS)

pBS-AgDAP1-hph

v-dap1FLAG-H

Vector utilizado para clonado en E. coli, el cual
posee un maédulo de resistencia a Ampicilina y
el gen de la enzima B-galactosidasa con MCS
(Multiple Cloning Site). Posee el origen de
replicacion ColE1.

Plasmido pBS portador del moédulo de
deleciéon de DAP1. Comprende el modulo de
resistencia a higromicina flanqueado por upa
region rio arriba y rfo abajo del gen DAPT.

Plasmido generado utilizando la técnica DNA
assembler. Posee el origen de replicacion y
resistencia a ampicilina de pBS, el origen de
replicacion 2y, la secuencia gendmica de
DAP1 fusionada con 3xFLAG, terminador del
mismo gen, modulo de resistencia a
higromicina, una region rio abajo del gen
DAP1 (zona DOWN) y un médulo de
resistencia a Kanamicina.

Stratagene

Este trabajo

Este trabajo
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v-CYP61HA-Z Plasmido generado utilizando la técnica DNA  Este trabajo

assembler. Posee el origen de replicacion y
resistencia a ampicilina de pBS, el origen de
replicacion 2y, la secuencia genémica de
CYP61 fusionada con 3xHA, terminador del
mismo gen, modulo de resistencia a zeocina,
una region rio abajo de CYP61 (zona DOWN)
y un modulo de resistencia a Kanamicina.

v-CYP51HA-Z Plasmido generado utilizando la técnica DNA  Este trabajo

assembler. Posee el origen de replicacion y
resistencia a ampicilina de pBS, el origen de
replicacion 2y, la secuencia gendémica de
CYP51 fusionada con 3xHA, terminador del
mismo gen, maédulo de resistencia a zeocina,
una region rio abajo de CYP571 (zona DOWN)
y un modulo de resistencia a Kanamicina.

1.4 Crecimiento de cepas en medios suplementados con azoles mediante
microgotas y ensayos con hemina

Para evaluar el efecto de compuestos azolicos (cloirimazol, ketoconazol e
itraconazol), se cultivaron cepas de X. dendrorhous por dos dias en medio YM a 22°C
con agitacién constante para la realizacién de diluciones seriadas y luego sembrar
microgotas. Para ello, el medio YM-agar se suplement6 con 0,1 pg/ml de clotrimazol,
0,1 ug/mi de ketoconazol o 30 mM de itraconazol, sobre el cual se deposité 5 ul de cada
dilucién de las diferentes cepas.

Para evaluar el efecto de hemina sobre la cepa CBSAdap7, se realiz
microgotas de esta cepa y de la cepa parental (CBS 6938) para evaluar el fenotipo de
color observado en la cepa CBSAdap1. Para ello, se sembrd microgotas de las cepas
en estudio en medio YM-agar suplementado con diferentes concentraciones de hemina
(13, 30 y 60 pg/ml). Para evaluar cualitativamente el efecto de la hemina sobre la

biosintesis de esteroles, se utilizd placas YM-agar suplementadas con hemina (13
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ug/ml) y/o clotrimazol (0,1 pg/ml), realizando el mismo procedimiento recientemente

descrito.
Para evaluar la composicion de esteroles y carotenoides en las cepas CBS 6938
y CBSAdap1 al suplementar cultivos con hemina, se realizé una curva de crecimiento

de 30 h, en los cuales se utilizé medio YM suplementado con hemina (13 pg/mi).

2. Extraccion y analisis de acidos nucleicos
2.1 Extraccion de DNA plasmidico desde E. coli
La extraccion de DNA plasmidico desde E. coli se realizé con el kit Gene JET
Plasmid Miniprep Kit (ThermoScientific) de acuerdo con las recomendaciones del

fabricante. El DNA plasmidico obtenido se almacené a -20°C hasta su utilizacién.

2.2 Extraccion de DNA genomico de S. cerevisiae y X. dendrorhous

La extraccion de DNA gendémico de levaduras se realizé 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-sélido, el cual se suspendid
en 300 pl de buffer TE (Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8) y 100 pl de perlas de
vidrio de 0,5 mm. Posteriormente, a cada muestra se le adicion6 400 pl de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico en una proporcién 25: 24: 1, el cual se homogenizé en
vortex por 6 min y luego se centrifugd a 10.000 x g por 5 min. Se recuper?d la fase
acuosa Y se le adicion6 400 pl de cloroformo: alcohol isoamilico en una proporcion 24:
1, se homogeniz6é nuevamente en vértex por 6 min y se centrifugdé a 10.000 x g por 5
min, recuperando nuevamente la fase acuosa. El lavado con cloroformo: alcohol
isoamilico se realizé dos veces. Luego, a la fase acuosa recuperada se le agregé dos

volimenes de etanol absoluto frio (-20°C) para la precipitacion de DNA, incubando a -




20°C cada muestra por al menos 1 h. Posteriormente, cada muestra se centrifugd ;9
10.000 x g por 10 min, se elimin6 el sobrenadante y el DNA se lavé con un volumen de
etanol al 70%. Finalmente, una vez que el sedimento se encontraba seco, se agregd
entre 10-100 pi de agua estéril, se centrifugé por 10 s y el sobrenadante con el DNA se

depositd en un tubo Eppendorf nuevo. El rendimiento de la extraccién se evaluo

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

2.3 Extraccién de RNA de X. dendrorhous

La extracciéon de RNA se realizd a partir de un sedimento celular de 2 ml
proveniente de un cultivo en fase estacionaria (120 h de cultivo, aproximadamente). El
sedimento celular obtenido se suspendié 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 pl de perlas de vidrio de 0,5 mm. Cada muestra se homogenizé en vortex por 5 min
a 4°C, ala cual posteriormente se le adiciond 800 pl de TriReagent (Life Technologies).
Nuevamente, cada muestra se homogenizé en vértex por 5 min a 4°C, para
posteriormente incubar a temperatura ambiente por 10 min. A continuacion, se agregé
200 pl de cloroformo, se agité manualmente por 15 s y se incubd a temperatura
ambiente por 6 min. Se centrifugd a 14.000 x g por 15 min a 4°C y se recuperé la fase
acuosa. Esta ultima se deposito en dos tubos Eppendorf y a cada uno se le agregd 250
ul de agua estéril y 550 ul de isopropanol frio, y se incubé a temperatura ambiente por
10 min. Luego, se centrifugd por 15 min a 14.000 x g a 4°C, se elimind el sobrenadante,
se lavo el sedimento con 1 ml de etanol al 70% y se centrifugdé nuevamente por 5 min.

El sedimento se dejo secar y se suspendié en 20 a 30 pl de agua estéril.
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2.4 Digestion de DNA plasmidico y reaccion de ligado

Las reacciones de digestion y de ligado, se realizaron en un volumen de 20 uL
siguiendo las instrucciones indicadas por el proveedor de las enzimas
(ThermoScientific). La reaccion de ligado entre el DNA plasmidico digerido y el DNA
inserto se realizo con la enzima DNA ligasa T4 con una relacién inserto: vector de 5: 1.
Cada reaccién de ligado se dializé por 10 min, y se utilizé 4 pL para la transformacién

de E. coli mediante electroporacién.

2.5 PCR, RT-PCR y qPCR

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

Tabla 3. Partidores generados y utilizados en este trabajo.
Nombre Secuencia (5’-3’) Orientacién

Gen DAP1 y regiones flanqueantes

CTR_F TGGCCTACTCGATCGTATTTC D
CTR_R GACATTTCAGAAGGCGTGAGG R
DAP1_ATG.F ATGTCACTCTCGATCCTTGTC D
DAP1_STOPR2.R TCATGAATCGGTGTTCTCTAT R
DAP1_int_DOWN_R GCGGGTATACGATCAGCTTTA R
Gen SRE1 y regiones flanqueantes

Sre1.1_F ATGGAAGACCTGTTCGAAG D
Sre1.1_R ATGGAAGACCTGTTCGAAG R
Sre1_Med.F AATCACCCTCCCGCTCGATACAC D
Sre1_Med.R GCTCCCTTTGAAGTTCGAGGATGT R
3Up.F CGTTTGAAGGGACGGAAGGA D
Sre_Del2_Out.R TGTGACAGACGAGACCAAGAACAG R

Gen CYP61 y regiones flanqueantes

CYP61.F CTGAGCCCTGTCTTGTTGCC D
CYP61Ff.Fw TCGAGTACGCCTACATGCAC D
Cyp61-cF2.Rv CGATCTCCGCGATATAGGAT R
Cyp61dw.Rv GTAACTGGAGCGAGCCAAAG R
CYP61_int_UP.F TCGTTACCTAAGAGACGAG D
CYP61_int_ DOWN_R AACCGATCGAAGAAGATGCAC R




Gen CYP51 y regiones flanqueantes

CYP51.F
CYP51.R
CYP51.Re.R
CYPS1Ff.Fw
cCYP51.R

CYP51_int_UP.F
CYP51_int_DOWN.R

CAAGGATGTCGTATACGATTGC
GAGGTGTGCTGACCGGCC
CTTCCTGCAGACAAGACACG
CGGGAGAGCAGTACGAGAAC
TCGCCCAAATTTGAAGAGAC
TGACACGTAGCAGGATTCTTG
CGAACAGTATCCTGACAGGC

Moédulo de higromicina y zeocina

P.TefF
T.gpd.R
H-out.R
H-out2.F
Zeo_int_F
Zeo_int_R

ATCGGCTCATCAGCCGACAGT
ATGAGAGATGACGGAGATGAT
TCCATCACAGTTTGC
CTCGCCGATAGTGGAAACCGAC
GAGTGGTCGGAGGTCGTGTC
CGTGACCCTGTTCATCAGC

Construccion de cepa CBSAdap7

gDel_DAP1.F
gDel_DAP1.R

gDel_DAP1_Hpal.F

gDel_DAP1_Hpal.R

CGACCGTAGGAAAGAAAGAGA
CCTTTCCGATCTGTACTCTCA
ACCACCCTGACGTTAACACTACTTTTAGCT
CTCCTTTC
CTAAAAGTAGTGTTAACGTCAGGGTGGTGA
ACGGATT

Pre_del DAP1.F TTAGAGGCGAGGTCTTTGTTC
Pre_del_DAP1.R TCTTCCTTCTCTACTGACCTG
Partidores DNA assembler

Partidores comunes para la construccion de las cepas

AFw
A.Rv

H.Rv

TATCATGCGTCAATCGTATGTGATGCTGGTC
GCTATACTGGCATTAAGCGCGGCGGGTG
AGTCCGTGGAATTAATTCTCATCTTTGACAG
CTTATCATCGATAAGTGCGCGGAACCCCT
GCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCC
GCCGCGCTTAATGCCAGTATAGCGACCAGC

Partidores para generacion de v-dap1FLAG-H

up.Fw
dap1FLAG.Rv
FLAG.Fw

FLAG.Rv

Tdap1.Fw

TTTTGAGCAATGTTTGTGGAAGCGGTATTCG
CAATGGTTAACCGGTGCTTGCATAAGGCA
ATATCATGATCTTITATAATCACCGTCATGGTC
TTTGTAGTCTGAATCGGTGTTCTCTATC
GTATATCATCTGTGGGTCATTGATAGAGAAC
ACCGATTCAGACTACAAAGACCATGACGG
GACGAGAAAACAAATACCTTGCTGATCGAAA
GGAGAGCTCATTTATCGTCGTCATCTTTG
AAGATCATGATATCGACTACAAAGATGACGA
CGATAAATGAGCTCTCCTTTCGATCAGCA
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Tdap1.Rv
mResist.Fw
mResist.Rv
down.Fw
down.Rv
H2.Fw

B.2Rv

AAGAGCTTGTGTCGGATGAACTGTCGGCTG
ATGAGCCGATTCCTCAATTTACAATGGCCG
ATCCCCATGAATGACGCACCCGTATCGGCC
ATTGTAAATTGAGGAATCGGCTCATCAGCC
GAAAACAAATACCTTGCTGATCGAAAGGAGA
GCTAAAAGTAGTATCATGAGAGATGACGG
ACATCTGTTGACCATCACCATCATCTCCGTC
ATCTCTCATGATACTACTTTTAGCTCTCC
CAAGACTGTCAAGGAGGGTATTCTGGGCCT
CCATGTCGTTAACGAACGATCAACAGCGAG
GCCGTGTTTGAATGCAAGTTTGCTCGCTGTT
GATCGTTCGTTAACGACATGGAGGCCCAG
GGGGAAGGTGTTTGCACTGCCTTATGCAAG
CACCGGTTAACCATTGCGAATACCGCTTCC

Partidores para generacion de v-CYP61HA-Z

B2CYP61.Rv
UPCYP61.Fw
assCYP61.Rv
3xHACYP61.Fw
3xHACYP61.Rv
tCYP61.Fw2
tCYP61.Rv
mresistCYP61.Fw
mresistCYP61.Rv

DownCYP61.Fw

DownCYP61.Rv

H2CYP61.Fw

AAAAGAGTGCGTTAATAGGCCACAAACCTGA
TTCCGTTAACCATTGCGAATACCGCTTCC
TTTTGAGCAATGTTTGTGGAAGCGGTATTCG
CAATGGTTAACGGAATCAGGTTTGTGGCC
CATAGGGATAGCCAGCGTAATCTGGAACAT
CGTATGGGTAGAAGGAAGGTTTAGGTCGAG
TGGTCTTCACCTCAAGTTTACCCCTCGACCT
AAACCTTCCTTCTACCCATACGATGTTCC
AGGTATGTATAGAGAGATGATAAGCCAGATA
GGTGCTCATTTCAAGCGTAATCTGGAACG
ATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGA
TTACG CTTGAAATGAGCACCTATCTGGCT
AAGAGCTTGTGTCGGATGAACTGTCGGCTG
ATGAGCCGATGTAACGGCGTTTCCTTCTGC
TTCAATGCAGAACCAGAGTAACAATGCAGAA
GGAAACGCCGTTACATCGGCTCATCAGCC
GAGGTATGTATAGAGAGATGATAAGCCAGAT
AGGTGCTCATTCATCATGAGAGATGACGG
ATCTGTTGACCATCACCATCATCTCCGTCAT
CTCTCATGATGAATGAGCACCTATCTGGC
AGACTGTCAAGGAGGGTATTCTGGGCCTCC
ATGTCGTTAACGACTCTGCTAAGGGAGATG
GATGAGTCCTTTTTCTTTICTCATCTCCCTTAG
CAGAGTCGTTAACGACATGGAGGCCCAG

Partidores para generacién de v-CYP51HA-Z

B2CYP51.Rv
UPCYP51.Fw
assCYP51.Rv

3xHACYP51.Fw

CAAAGGCGAAGAGGAAGAGAGAGTCCGGTA
TTGGGGTTAACCATTGCGAATACCGCTTCC
ACTTTTGAGCAATGTTTGTGGAAGCGGTATT
CGCAATGGTTAACCCCAATACCGGACTCT
CATAGGGATAGCCAGCGTAATCTGGAACAT
CGTATGGGTACGCGGCAGCCTTTCGAGGCT
TACCATCCACTACAGGAAGCGACAGCCTCG
AAAGGCTGCCGCGTACCCATACGATGTTCC
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3xHACYP51.Rv
TCYP51.Fw2
tCYP51.Rv
mResistCYP51.Fw
mResistCYP51.Rv
DownCYP51.Fw

DownCYP51.Rv

AGAGAGGAGAAGAAGAAACTTCTCAAGGAA
AAGCGTCTGATTCAAGCGTAATCTGGAACG
TGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGAT
TACGCTTGAATCAGACGCTTTTCCTTGAG
AAGAGCTTGTGTCGGATGAACTGTCGGCTG
ATGAGCCGATTGTCTTCTAGCCAAACCCCG
AGTCGATAGATGCTGGGCAGAGAAGCGGGG
TTTGGCTAGAAGACAATCGGCTCATCAGCC
CTTTTCTTGCTTGTCTCACTCTGGAAATTTCA
TCATCGTCTCCATCATGAGAGATGACGG
GGAGACGATGATGAAATTTCCCTGTTGACCA
TCACC ATCATCTCCGTCATCTCTCATGAT
GACTGTCAAGGAGGGTATTCTGGGCCTCCA
TGTCGTTAACTAGAAGTTATGGATCCCGCG

H2CYP51.Fw TAGAGATCCTATTCTCTTGCGCGGGATCCAT
AACTTCTAGTTAACGACATGGAGGCCCAG

Secuencia 3XFLAG y 3XHA

Flag3x.F GACTACAAAGACCATGACGGT

Flag3x.R TTTATCGTCGTCATCTTTG

3xHA.Fw TACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGGCT
ATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGA

3xHA.Rv TCAAGCGTAATCTGGAACGTCATATGGATAG
GATCCTGCATAGTCCGGGACGTCATAGGG

HAseq.F TACCCATACGATGTTCCAG

HAseq.R AGCGTAATCTGGAACGTC

PCR en tiempo Real (qQPCR)

crtS
crtS_RT.F
crtS_RT.R

CYP61
RT_CYP61.F
RT_CYP61.R

CYP51
RT-CYP51.F
RT-CYP51.R

crtR
mcrtRF-RT
mcrtRR-RT

Actina
mACtF-RT
mACtR-RT

TATCTCTGGACCCAGAGCTTGC
ACCTGCAAACGCATCTGGTAC

CATGGAAAGGTTCACGCCGAGTAT
AAAGACCCGGAGGGAAGTTTCCAT

CAGCTCGCTCAGTTGATTCCTAGA
ATGTGAACAGATCGCCGTGCTT

CTGGGAAACAAGACC
CGGAACCTCGGTTACG

CCGCCCTCGTGATTGATAAC
TCACCAACGTAGGAGTCCTT

o ®» U X O X/ O X
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D = Directo; R = Reverso.
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2.5.1 Amplificacion por PCR

La amplificacién de DNA mediante PCR con la enzima Taq DNA polimerasa
(purificada en el Laboratorio de Genética) se utilizé para el analisis de los plasmidos
generados en este trabajo y de los distintos clones obtenidos de las transformaciones
de X. dendrorhous. Los fragmentos de DNA que posteriormente fueron ensamblados
mediante la técnica de DNA assembler, se amplificaron con la enzima Pfu DNA
polimerasa (purificada en el Laboratorio de Genética). En ambos casos, la reaccion de
PCR se realizé en un volumen final de 25 yl, la cual incluye: buffer de PCR 1X (Tris-
HCI 200 mM pH 8,4, KCI 500 mM), MgCl. 2 mM, buffer de carga BCP 1X (Rojo cresol
100 mM, Glicerol 8,3%), 200 UM de cada deoxinucleétido (dNTP), 1 uM de cada
partidor, 1U de enzima DNA polimerasa (Tag o Pfu) y 10-20 ng de DNA molde. Para
las reacciones de PCR de colonia, se utilizé6 una colonia como DNA molde en cada
reaccion.

La reaccion de PCR se realizé en un termociclador Applied Biosystem 2720 con
el siguiente programa estandar: denaturacién inicial a 94°C por 3 min (en el caso de
PCR de colonia fue por 5 min), 35 ciclos de denaturacion a 94°C por 30 s, alineacion
de partidores a 55°C por 30 s, y la elongacion a 72°C por 3-4 min dependiendo del
tamario del amplificado. Luego de los 35 ciclos, se realizé una elongacién final a 72°C,
para finalmente mantener la reaccién a 4°C hasta su analisis.

El PCR de elongacién (OE-PCR, Overlap Extension PCR) se utiliz6 para la
amplificacién de la secuencia que codifica al epitopo HA. Para ello, se utiliz6 la reaccion
de PCR anteriormente descrita utilizando Pfu DNA polimerasa, en la cual no se utilizé
DNA molde sino dos partidores que hibridan entre si. El programa utilizado fue el
siguiente: denaturacién inicial 2 94°C por 1 min, seguido de 10 ciclos de denaturacion

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

amplific en una reaccién de PCR estandar con Pfu DNA polimerasa, en un volumen
final de 75 pl.
2.5.2 Sintesis de cDNA (RT-PCR)

Para la sintesis de cDNA se utilizd la enzima Maxima Reverse Transcriptase
(ThermoScientific) siguiendo las instrucciones del proveedor en un volumen final de 20
ul. Se determiné la concentracion de RNA utilizando un lector de microplaca EPOCH,
con lo cual se establecié el volumen necesario para tener 5 ug de RNA en cada
reaccion. Al volumen de RNA se le adicion6 agua estéril para completar un volumen de
11 pl. A esta mezcla se le afiadié 2 pl del mix 1: 1 de oligo-dT (25 uM) y dNTPs (10
mM), y se incubd a 65°C por 5 min. Luego, se dejé a 4°C por 3 min y se agreg6 6 ul del
mix 4: 2 de buffer RT 5X y DTT (0,1M), mas 1 pl 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)

El PCR en tiempo real se realiz6 en el equipo Mx 3000P (Stratagene). Para ello
se utilizd 10 ul de mezcla del kit SensiMix SYBR Green | (Quantance), 8 il de agua
estéril, 1 yl de cDNA y 1 ul de mezcla de partidores directo y reverso (10 uM),
obteniendo un volumen final de 20 pl. Los partidores utilizados poseian una eficiencia
mayor al 95%, determinada en curvas estandares con un coeficiente de correlacion de
R22 0,99. Para evaluar los niveles de transcritos, los valores de Ct (threshold cycle) se
normalizaron respecto al valor obtenido del gen ACT (Genbank: X89898.1) de X
dendrorhous, y se expresaron en funcién de las condiciones control usando el método

2888t (| ivak y Schmittgen, 2001).
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3. Transformacién de cepas bacterianas y levaduras

3.1 Transformacion mediante electroporacion de E. coli

Las células electrocompetentes se prepararon a partir de un cultivo de E. coli
DH5a crecido en medio LB con acido nalidixico (15 ug/ml) a 37°C en fase exponencial
de crecimiento (DOsoonm de 0,4-0,6; Sambrook & Russell, 2001). Las células se
colectaron por centrifugacién a 10.000 rpm a 4°C por 5 min y se lavaron dos veces con
300 ml de agua fria estéril, y una vez con glicerol al 10% (v/v). Finalmente, las células
se suspendieron en 1-2 ml de glicerol 10% (v/v) y se fraccionaron en alicuotas de 40 pl
en tubos Eppendorf que se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.
Para la electroporacién, una alicuota de células electrocompetentes se mezcl6 con 4
uL de DNA plasmidico o 8 pL de DNA de S. cerevisiae y fueron trasferidos a una cubeta
de electroporacion de 2 mm. Se aplicé un pulso de 2.500 V, 25 yF 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, las células se sembraron en

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

3.2 Transformacion mediante electroporacion de S. cerevisiae

Las células electrocompetentes se prepararon a partir de un cultivo saturado de
S. cerevisiae crecido en medio YEP a 30°C con una DOeggonm de 1,3-1,5 (18 h de cultivo,
aproximadamente). Las células se colectaron por centrifugacién a 10.000 rpm a 4°C
por 3 min y se lavaron dos veces con agua fria estéril con un volumen correspondiente
a la mitad del volumen de cultivo utilizado. Posteriormente, éstas se lavaron con sorbitol
1 M frio estéril con un volumen correspondiente a % del volumen de cultivo utilizado,
para ser finalmente suspendidas en 1-2 ml de sorbitol 1M y separadas en fracciones de

100 i para la transformacion.
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Para llevar a cabo la electroporacién, la alicuota de células electrocompetentes

se mezclé con 2 yl de cada fragmento de PCR (previamente dializado) necesario para
generar cada vector utilizando la técnica DNA assembler, y fueron transferidos a una
cubeta de electroporacién de 2 mm. Se aplicé un pulso de 1.500 V, 25 yF y 200 Q
utilizando el electroporador BioRad Gene Pulser X Cell. Posteriormente, se agregé 900
pl de medio YEP, se incubd 2 h a 30°C y finalmente se sembré en medio YEP-agar con

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

3.3 Transformacién mediante electroporacién de S. pombe

Para la obtencion de células electrocompetentes de S. pombe se utilizé un
cultivo crecido en medio EMM hasta fase exponencial (DOsoonm de 0,4-1,0). Las células
se cosecharon centrifugando durante 3 min a 4.000 rpm y se lavaron con agua fria
estéril con un volumen correspondiente a 1/2 del volumen del cultivo celular empleado;
se centrifugé por 3 min a 4.000 rpm y se descart6 el sobrenadante. Este paso se repitid
dos veces. Luego, las células se lavaron con sorbitol 1M 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 células se suspendieron en 1-2 ml de
sorbitol 1M frio y la mezcla se dividié en alicuotas de 80 pL en tubos Eppendorf estériles.

Para llevar a cabo la transformacion, una alicuota se mezcié con 3 gL de DNA
plasmidico (100 ng, aproximadamente) y se incub6 en hielo durante 5 min. Luego, la
mezcla se transfirié a una cubeta de electroporacién de 2 mm y se procedié a dar el
pulso eléctrico utilizando el electroporador BioRad Gene Pulser X Cell en las siguientes
condiciones: 2.300 V, 25 uF y 200 Q. Inmediatamente se agregd 0,9 ml de sorbitol 1M
frio a la cubeta, se transfirid la mezcla a un tubo Eppendorf estéril y se centrifugd

durante 4 min a 6.000 rpm a 4°C. Las células se lavaron con 1 ml de agua estéril fria
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repitiendo el paso de centrifugacién en frio y se suspendieron en 1 ml de sorbitol 1M

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

hasta la aparicién de colonias (3-4 dias).

3.4 Transformacion mediante electroporacion de X. dendrorhous

La preparacion de células electrocompetentes de la cepa silvestre y mutantes
de X. dendrorhous se realizé mediante la recoleccién de céiulas de cultivos en placa en
medio YM-agar de aproximadamente 15-18 h. Las células 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, las células se colectaron por centrifugacion a 4.000 x g por
4 min y se lavaron dos veces con 15 ml de solucién STM (sacarosa 270 mM, Tris-HCI
10 mM pH 7,5, MgCl. 1 mM) previamente enfriada. El sedimento celular se suspendi6
en 1-2 ml de la solucién STM y se fraccioné en alicuotas de 40 pl las cuales se
almacenaron en tubos Eppendorf estériles mantenidos en hielo hasta su utilizacion.

Para llevar a cabo la electroporacion, una alicuota se mezclé con 4-10 L de
DNA transformante (30 ug, aproximadamente). Luego, la mezcla se llevé a una cubeta
de electroporacién de 2 mm, y se dio el pulso eléctrico utilizando el electroporador
BioRad Gene Pulser X Cell en las siguientes condiciones: 450 V, 125 yF y 600 Q.
Posteriormente, se adiciond 1 mi de YM y se incubd durante 4 h a 22°C. Finalmente,
las células se sembraron en medio YM-agar con los respectivos antibiéticos, incubando

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

4. Extraccion de carotenoides, esteroles y analisis mediante RP-HPLC
4.1 Extraccién y cuantificacion de carotenoides

La extraccion de carotenoides se llevé a cabo segun el método de extraccion
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con acetona (An y col., 1989). Para ello, 20 mi de un cuiltivo proveniente de un cultivo

de X. dendrorhous se centrifugd a 4.000 x g por 5 min, eliminando el sobrenadante. El
sedimento celular se lavd con agua destilada, para posteriormente ser suspendido en
1 ml de agua en tubos de 5 ml. A esta suspension se le agregé 500 pl de perias de
vidrio de 0,5 mm para proceder a una disrupcién mecanica durante 3 min empleando el
equipo Mini-beadbeater-16 (Biospect). Luego, se agregé 1 ml de acetona y nuevamente
se realizé una disrupcion mecanica durante 3 min. Posteriormente, se centrifugo a
4.000 x g por 5 min y se colecté el sobrenadante. Este procedimiento (extraccion con
acetona) se repiti6 hasta que el extracto celular quedara incoloro. Finaimente, se
agregé 1/5 de volumen de éter de petréleo al tubo que contenia los sobrenadantes
colectados, se mezclé y se centrifugé por 5 min a 4.000 x g. La fase superior,
correspondiente al éter de petroleo con los carotenoides, se transfirio a un tubo de vidrio
y se determiné la absorbancia a 474 nm para la cuantificacion total de los carotenoides.
Los carotenoides totales se normalizaron respecto al peso seco de la levadura con la

siguiente férmula:

pigmentos (ug) / _ volumen éter de petroleo (mL) - Ag74 - 100
g muestra (ppm) 21 - peso seco (g) - ¢ (mL)

Donde A4, corresponde a la absorbancia medida a 474 nm, 21 corresponde al
coeficiente de extincion 1% = 2,100 de astaxantina (An y col., 1989) y ¢ corresponde al
volumen de cultivo utilizado.

La composicién 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 RP18 125-4 (Merck). Para ello,
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se dej6 evaporar el éter de petroleo del extracto de carotenoides, para luego suspender

la muestra en 200 pl de acetona, inyectando 20 pl en el equipo. Se utiliz6 acetonitrilo:
metanol: isopropanol como fase mévil en una proporcién 75: 20: 5 (v/v), con un flujo de
1 ml/min en condiciones isocraticas. Los carotenoides se identificaron por sus tiempos

de retencién y espectro de absorcion de acuerdo a estandares (Britton y col., 2004)

4.2 Extraccién y cuantificacién de esteroles

Para la extraccion de esteroles se utilizé 5 ml de un cultivo de X. dendrorhous.
Las células se centrifugaron a 4.000 x g por 5 min, se eliminé el sobrenadante y el
sedimento celular se lavé con agua destilada. Luego, éste se suspendié con 16 ml de
la siguiente solucién: etanol 60% y 4 g KOH, dejando la solucién a 80°C por 2 h en
tubos de 50 ml a bafio Maria. Luego, se agregdé 10 ml de éter de petrdleo, se mezclo
en vortex y se centrifugd por 5 min a 4.000 x g recuperando la fase superior (éter de
petréleo). Para la cuantificacion de esteroles se midié la absorbancia a 280 nm,

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

esteroles (1) / _ volumen éter de petroleo (mL) - Aygo - 10*
g muestra 11900 - peso seco (g)

Donde 4,g, corresponde a la absorbancia medida a 280 nm, 11.900 corresponde
al coeficiente de extincion molar de ergosterol en acetona en M cm™; 10*= constante
de conversién de unidades pg/g.

La determinacién de la composicién de esteroles se realizé mediante RP-HPLC,
donde se dejo evaporar el éter de petroleo del extracto de esteroles antes de inyectar la

muestra. Como fase mévil se usé metanol: H.O en proporcién 97: 3 (v/v), con flujo




31
1ml/min en condiciones isocraticas. Los esteroles fueron reconocidos por sus tiempos

de retencion y espectro de absorcion de acuerdo con estandares.

5. Extraccion de proteinas

Las cepas CBS 6938, CBS Dap1-3xFLAG, CBS Dap1-3xFLAG Cyp61-3xHA 'y
CBS Dap1-3xFLAG Cyp51-3xHA provenientes de X. dendrorhousy 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. dendrorhous, éstas
se cultivaron en medio YM a 22°C con agitacién 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 pl de tampédn de lisis (NaHCO3; 100 mM; Triton
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 disrupcion mecanica
durante 30 s empleando el equipo Mini-beadbeater-16 (Biospect), incubando Ilas
muestras entre cada ciclo en hielo por 1 min. Posteriormente, se realizé una
centrifugacién a 4°C durante 20 min a 14.000 rpm, donde se recuper6 el sobrenadante
en un tubo limpio. Para el caso de extraccion de proteinas provenientes de S. pombe,
se realizd el mismo procedimiento antes descrito, con la excepcién de que ésta se
cultivd en medio EMM y se realizaron solo tres ciclos de disrupcién mecéanica.

Las muestras de proteinas obtenidas fueron evaluadas en gel de poliacrilamida

al 10% tefiido con azul de Coomassie.

6. Co-inmunoprecipitacién (Co-iP)

>

Para llevar a cabo las Co-inmunoprecipitaciones (Co-iP), se utilizé el kit Pierce™

Classic Magnetic IP/Co-IP (Thermo Scientific) junto con MagnaBind™ Magnet (Thermo
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Scientific) como soporte magnético para la separacion, siguiendo las instrucciones del

proveedor. Para ello, 300 pl de proteinas obtenidas de cada cepa (Fraccion /nput, Fl)
se incubaron por una noche a 4 °C con 2 ug del anticuerpo monoclonal ANTI-FLAG M2
(Sigma). Al dia siguiente, 50 pl de perlas magnéticas (unidas a proteina A/G) se lavaron
con iP lysis/wash buffer, se incubaron 3 min a temperatura ambiente con agitacion
constante y se colocaron por 1 min en el soporte magnético para la separacion del
sobrenadante, el cual fue descartado. Este procedimiento se realizé dos veces
utilizando 175 pl y luego 1 mi del buffer. Posteriormente, las muestras de proteinas-
ANTI-FLAG se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente con agitacioén constante
por 3 h con las perlas magnéticas previamente lavadas. Luego, las muestras se
separaron utilizando el soporte magnético, guardando el sobrenadante (Fraccion
Unbound, FU). Posteriormente, las perlas magnéticas se lavaron dos veces con iP
lysis/wash buffer (500 pl por vez) y una vez con 500 pl de agua ultra pura, descartando
todas las veces el sobrenadante. Finaimente, se adicion6 100 pl de Lane Marker
Sample Buffer (previamente diluido) incluido en el kit, se incub6 10 min a temperatura
ambiente y se separé utilizando el soporte magnético, guardando el sobrenadante
(Fraccién Bound, FB).

Para asegurar que la inmunoprecipitacion se debe al reconocimiento especifico
del epitopo FLAG y no por la regién constante del anticuerpo ANTI-FLAG M2, el mismo
procedimiento descrito se realizé utilizando un anticuerpo del mismo isotipo (anticuerpo

IgG1) como control, pero de especificidad no conocida.

7. Western blot
Los ensayos de Western Blot para evaluar la presencia de las proteinas Dap1-

FLAG, Cyp61-HA, Cyp51-HA y ubiquitina en las distintas cepas en estudio, se realizoé
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mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida (10% para la visualizacion de

Cyp61-HA, Cyp51-HA y 15% para la visualizacion de Dap1-FLAG y ubiquitina). Luego,
las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante
electrotransferencia por 30 min a 15 V. Posteriormente, la membrana se bloqued con
leche en polvo sin grasa al 3%, disuelta en TBS 1X (20 mM Tris and 150 mM NaCl pH
7,6) cuando se utilizd para revelar el anticuerpo ANTI-FLAG o ANTI-Ubiquitina; o
disuelta en PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KHzPO42 mM pH
7.4) cuando se utilizé ANTI-HA como anticuerpo para revelar. Independiente del caso,
cada membrana se bloqueé por 1 h a temperatura ambiente. Luego, la membrana se
lavo 1 vez con TBS 1X o PBS 1X segtin correspondia, para finalmente incubar toda la
noche con el anticuerpo.

Cuando se utiliz6 el anticuerpo ANTI-FLAG o ANTI-Ubiquitina, luego de incubar
las membranas toda la noche, éstas se lavaron una vez con TBS 1X, para luego ser
incubadas 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario Anti-mouse HRP
(Santa Cruz Biotechnology) 1:5000 disuelto en TBS 1X mas leche en polvo sin grasa
3%. Posteriormente, la membrana se lavé 3 veces con TBS 1X con 0.05% TWEEN 20,
10 min por vez, para ser finalmente revelada. Cuando se utilizé el anticuerpo ANTI-HA,
luego de incubar las membranas toda la noche, se lavaron 4 veces con PBS 1X con
0.05% TWEEN 20, 10 min por vez para ser finalmente reveladas.

La deteccion de las proteinas marcadas se realizd mediante un meétodo
quimioluminiscente. Para ello, las membranas se incubaron 1-2 min con 10 mi de una
solucién de 1,25 mM de luminol, 225 uM de acido p-cumarico y 100 mM de buffer Tris-
HCI pH 8,5, iniciando la reaccién con 3 pl de H202, para ser finalmente reveladas en el

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




RESULTADOS

1. ldentificacion y analisis bioinformatico del gen DAP1 de X. dendrorhous.

Se analiz6 la base de datos gendmica de nuestro laboratorio de la levadura X.
dendrorhous con la herramienta BLAST del software CLC Genomics Workbench 5,
utilizando como molde secuencias génicas disponibles en la base de datos Genbank
para el gen DAP1. El gen homologo identificado se denomin6 DAP1, el cual podria estar
involucrado en la modulacion de P450s en este microorganismo. La secuencia
identificada comprende 4 exones de los siguientes tamafios: exon 1 de 364 pb, exén 2
de 61 pb, exén 3 de 14 pb y exdn 4 de 68 pb; junto con 3 intrones de tamarios 123 pb,
77 pby 101 pb, siendo por tanto de un tamafio de 808 pb desde el codon de inicio hasta
el codén de término de la traduccion. El tamafio de la region codificante seria de 507

pb (Figura 3).

gDAP1

(808 pb)

cDAP1
(507 pb)

Figura 3. Estructura del gen DAP1 de X. dendrorhous. El gen DAP1 de X
dendrorhous se compone de 4 exones (en morado) y 3 intrones. La secuencia
genémica de DAP1 comprende 808 pb (gDAPT), mientras que el cDNA de 507 pb
(cDAPT).

Utilizando el programa Geneious v10.2.4, se dedujo la secuencia proteica que
codificaria DAP1, la proteina Dap1. Dap1 seria una proteina de 168 aminoacidos con

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

De acuerdo con lo observado en otros organismos, la proteina Dap1 posee un

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

le permitiia unir hemo. Utlizando el servidor TMHMM Server v. 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM/), se identific6 un segmento de
transmembrana en su porcion N-terminal entre los residuos 20-49.

Posteriormente, para buscar posibles dominios y motivos conservados, la
secuencia de la proteina Dap1 se analizd en el servidor InterPro
(http://www .ebi.ac.uk/interpro/), 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 encontré que la secuencia proteica ingresada pertenece a la superfamilia del dominio
de unioén a hemo/esteroides tipo citocromo b5. El (inico dominio conservado identificado
en la proteina fue el dominio de unién a hemo/esteroides tipo citocromo b5 en la porcion
C-terminal. Ademés, la secuencia ingresada la sefiala como asociada a la proteina
PGRMC1. El servidor InterPro sefiala que la secuencia proteica de Dap1 de X
dendrorhous corresponde a una proteina no citoplasmatica, con un péptido sefial en el
extremo N-terminal, pero no se predice funcion biolégica ni molecular, ni lo identifica
como un componente celular. Utilizando el servidor DeeplLoc1.0
(hitp://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/), el cual predice posible localizacién subcelular de
proteinas, la secuencia ingresada para Dap1 de X. dendrorhous 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 InterPro, pero se asemeja mas
a lo obtenido en otros organismos, que identifican a Dap1 o PGRMC1 como una
proteina anclada en el reticulo (Ryu y col., 2017).

Posteriormente, se realizé6 un alineamiento mdiltiple entre secuencias de

proteinas de Dap1 o PGRMC1 identificadas en humano y las levaduras S. pombe y S.
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cerevisiae (Figura 4).
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H. sapiens 29,1% 29,6%

S. cerevisiae 29,3% 32,5% 34,1%

S. pombe 29.1% 27 6%

X. dendrorhous 29,6% 341%

Figura 4. Alineamiento multiple de secuencias proteicas de Dap1. Panel A,
alineamiento de las secuencias PGRMC1 de H. sapiens (NP_006658.1), y Dap1 de las
levaduras S. cerevisiae (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 coordinacion de hemo.
Panel B, porcentaje de identidad de secuencias proteicas utilizadas. El alineamiento
multiple fue realizado utilizando el programa Geneious v10.2.4.

De acuerdo con lo identificado por Ghosh., 2005 y por Kabe., 2015, la proteina
PGRMC1 necesita un residuo de tirosina (Y), la tirosina 113, para coordinar hemo.
Segun 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. dendrorhous. Los
porcentajes de identidad de secuencia se indica en el panel B, donde se muestra que

Dap1 de X. dendrorhous posee un mayor porcentaje de identidad de secuencia con la

proteina de S. cerevisiae, con un 34,1%, y el menor porcentaje de identidad de
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secuencia con la proteina Dap1 identificada en S. pombe.

2. Construccién de la cepa CBSAdap1 y analisis de su fenotipo.
2.1 Generacion de un vector con un moédulo para la delecién de DAP1 de
X. dendrorhous.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la eliminacién del gen DAP71 en X
dendrorhous, se construyd un modulo para su delecién que permite reemplazar el
gen mediante recombinacién homoéloga en la levadura por el médulo que confiere
resistencia al antibiético higromicina. Para ello, se amplificaron las regiones de DNA
rio arriba y rio abajo del locus DAP1 de 662 pb y 642 pb desde el genoma de X.
dendrorhous denominadas como LADO Ay LADO B, respectivamente, insertando
entre ellas un médulo que confiere resistencia al antibiético higromicina B. Los
LADOS Ay B se amplificaron con partidores que permiten dejar el sitio de restriccion
Hpal entre ellas luego de ser unidas mediante OE-PCR. Asi, el fragmento obtenido
(LADO A-LADO B) se inserto en el sitio EcoRV del vector pBS, el cual fue
posteriormente digerido con la enzima Hpal para integrar en el vector el médulo de
resistencia a higromicina B entre las regiones LADO A y LADO B, generando el
vector pBS-AgDAP1-hph. Una vez construido el vector, se transformé la cepa DH5-
a de E. coli, 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 extraccion de DNA plasmidico donde se verifico a mayor
profundidad mediante PCR y digestion enzimatica la correcta construccion del
vector. El disefio del vector se muestra en la Figura 5, junto con la amplificacién de

los fragmentos LADO Ay LADO B.
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Figura 5. Construccion del vector pBS-AgDAP1-hph y su analisis. En la imagen se
indica la metodologia empleada para generar el vector pBS-AgDAP1-hph junto con la
amplificacién de los fragmentos Lado A (a), Lado B (b) y la amplificacion de Lado A-
LADO B luego de insertar el médulo de resistencia a higromicina entre ellos (c). El
marcador de peso molecular utilizado corresponde a GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.

2.2 Transformacion de la cepa CBS 6938 de X. dendrorhous con el médulo

para eliminar al gen DAP1.

La cepa parental CBS 6938 fue transformada con el vector pBS-AgDAP1-hph.
Para ello, dicho vector fue digerido con las enzimas Smal y Kpnl para liberar el médulo
de recombinacién (Figura 6), el cual, en un evento de doble recombinacion homologa
reemplaza el gen DAP1 por el modulo de resistencia. Las colonias transformantes se
identificaron por su crecimiento en medio YM-agar suplementado con 35 ug/ml del
antibidtico higromicina B. Para evaluar a los mutantes obtenidos, se extrajo DNA

gendmico y se verifico mediante PCR la eliminacion del gen DAP1 y la presencia del

maodulo de resistencia (Figura 6). La cepa finalmente obtenida se denominé CBSAdap1,
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la cual se utilizé para los estudios posteriores.

Médulo delecion LADO A LADO B
Recombinacién Recombinacion
homéloga homéloga
B s LADOA | locus DAP1 LADOB
B LADO A LADO B
Cepa parental CBS 6938 Cepa CBSAdap1

LADO A | locus DAP1 LADOB

b C

“3” 208 pb “b” 1655 pb “c” 1137 pb

Figura 6. Generacion y analisis de la cepa CBSAdap1. En el panel A, se indica el
evento de recombinacién necesario para la generacion de la cepa CBSAdap1, donde
el gen DAP1 es reemplazado mediante un evento de doble recombinaciéon homologa
por el médulo que confiere resistencia al antibidtico Higromicina B. Panel B, analisis
mediante PCR de la cepa transformante, denominada CBSAdap1. 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 CBSAdap1 (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 Evaluacion 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 deleciéon del gen DAP1 en la levadura

afecta la pigmentacion de la cepa. Como se muestra en el panel A de la Figura 7, la



40
cepa CBSAdap1 es mas 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, CBSAdap1 y CBSTr. Esta ultima cepa posee una interrupcién en el gen
crtR, generando por tanto una copia no funcional de dicho gen (Alcaino y col., 2008).
Esta cepa se utilizé como control, ya que se conoce que el producto génico de crtR es
un citocromo P450 reductasa (CPR) que interactua 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 proporcion de ergosterol disminuye

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

2015).
A 0 -1 2 -3 -4 0-1 -2 3 -4
CBS 6938
CBSAdap1
CBSTr
o Clotrimazol 0,1 pg/mL
,‘( 4 2 8 4
- CBS 6938
CBS 6938 CBSAdap1 CBSAdap1
CBSTr
Ketoconazol 0,1 pug/mL Itraconazol 30 mM

Figura 7. Analisis del fenotipo de color y crecimiento en medios YM-agar
suplementados con azoles. Panel A, fenotipo de color de las cepas CBS 6938
(parental silvestre) y la cepa CBSAdap1. Panel B, crecimiento en placa de las cepas
CBS 6938, CBSAdap1 y CBSTr. Para ello, se sembrd 5 pl 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", 10?2, 103, 104, indicadas en la figura como -1, -2,
-3, y -4 respectivamente.

Se observa que la cepa CBSAdap? disminuye su crecimiento en medios YM-
agar suplementados con 0,1 pg/ml de clotrimazol, 0,1 pg/ml de ketoconazol o 30 mM
de itraconazol (Figura 7, panel B), al igual que la cepa CBSTr, pero esta disminucién

es mayor para la cepa CBSAdap1, sugiriendo por tanto que la via de sintesis de

esteroles se encuentra alterada en esta mutante.

2.4 Curva de crecimiento y analisis del contenido y composiciéon de

carotenoides y esteroles en la cepa CBSAdap1.

Se construyd una curva de crecimiento empleando las mismas cepas utilizadas
en los analisis fenotipicos previos: CBS 6938, CBSAdap? 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 extraccion de carotenoides, esteroles y RNA.

Como se puede observar en la Figura 8, el crecimiento de la cepa CBSAdap1
no se ve afectado, mostrando un comportamiento similar que el obtenido por las otras
dos cepas, CBS 6938 y CBSTT, indicando por tanto que la delecién de DAP1 no genera
un defecto en el crecimiento en la levadura X. dendrorhous bajo las condiciones

estudiadas.
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Figura 8. Curvas de crecimiento de las cepas CBS 6938, CBSAdap1 y CBSTr. Las
cepas fueron cultivadas por triplicado en matraces de 250 ml con 100 ml de medio YM

incubados a 22°C con agitacién constante (150 rpm). En el grafico se indica el promedio
+ desviacion estandar para cada medicion realizada.

Luego de 120 h de cultivo se tomaron muestras para la extraccion de
carotenoides y esteroles totales, los cuales fueron cuantificados

espectrofotométricamente (Figura 9).
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Figura 9. Cantidades de carotenoides y esteroles totales de las cepas CBS 6938,
CBSAdap1 y CBSTr. Panel A, cantidad de carotenoides totales expresados en ug de
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carotenoides/ g de peso seco. Panel B, cantidad de esteroles totales expresados en mg

de esteroles/ g de peso seco. En cada grafico se indica el promedio + desviacion
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 CBSAdap? 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 CBSAdap1 y las
cepas controles, indicando que la produccion de esteroles totales no cambia en X
dendrorhous cuando se elimina el gen DAP1.

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

indica en las Tablas 4 y 5, respectivamente.

Tabla 4. Composicion de carotenoides de las cepas CBS 6938, CBSAdap? y
CBSTr luego de 120 h de cultivo.

Carotenoides CBS 6938 CBSAdap1 CBSTr
% Astaxantina 81,9+2,32 2,8+0,5° N.O
% Intermediarios b
de Astaxantina 8,8 +0,92 20,4 + 0,6 6,7 £ 0,3
% B-caroteno 28+0,72 58,0 2,1t 87,9 £0,4¢
% Otros
b
carotenoides 6,6 + 2,08 18,9+ 2,1 54 + 0,02

La tabla muestra el promedio + desviacién estandar de fres cultivos independientes. Intermediarios de
astaxantina hace referencia a los intermediarios en la sintesis entre este compuesto y 3-caroteno, agrupando
a Fenicoxantina, OH-equinenona, equinenona, y cantaxantina. Otros carotenoides hacen referencia a
foruleno, 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. Composicién de esteroles de las cepas CBS 6938, CBSAdap? y CBSTr
luego de 120 h de cultivo.

Esteroles  CBS 6938 CBSAdap1 CBSTr
% Ergosterol 98,7 0,12 7.0£1,2 80,2 1,9°
% Esterol ND1 N.O 25,8 + 1,02 12,9+ 0,8b
% Esterol ND2 N.O 67,2 + 0,192 6,9 & 1,35

La tabla muestra el promedio x desviacion estandar de tres cultivos independientes. Esterol ND1 hace
referencia a un esterol no identificado con un tiempo de retencién de aproximadamente 14 min, Esterol ND2
hace referencia a un estero! no identificado con un tiempo de retenciéon 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 composicion de carotenoides (Tabla 4), se observa que la cepa
silvestre produce principalmente astaxantina (82% aproximadamente) al contrario que la
cepa CBSTT, la cual al no poseer una CPR funcional para donar electrones a la P450
CrtS, es incapaz de generar este pigmento. En la cepa CBSAdap1 se genera un fenotipo
intermedio, donde la cepa si es capaz de producir astaxantina, pero la proporcién de este
compuesto disminuye drasticamente a un 3% aproximadamente, acumulandose
principalmente el sustrato de la P450 CrtS, B-caroteno (alrededor de un 58%).

Al analizar la composicion de esteroles (Tabla 5), se observa que la cepa silvestre
produce como principal esterol al ergosterol. En cambio, la proporcion de ergosterol
disminuye aproximadamente a un 80% en la cepa CBSTr, acumulandose otros dos
intermediarios no caracterizados, denominados de ahora en adelante como ND1 y ND2,
respectivamente. Al igual que en CBSTTr, la proporcién de ergosterol disminuye en la
cepa CBSAdap1, pero la disminucién es mayor, a un 7% aproximadamente, acumulando
los mismos intermediarios, ND1 y ND2 (verificado mediante co-inyeccién de las muestras
en el equipo HPLC, datos no mostrados).

De esta manera, la eliminacién de DAP1 en X. dendrorhous no afecta la cantidad
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de carotenoides ni de esteroles totales cuando se compara con la cepa parental, pero

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

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

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

electrones CriR en la cepa CBSAdap1.

Una vez realizada la curva de crecimiento y analizado el contenido y
composicion de carotenoides y esteroles producidos por la cepa CBSAdap?, se
examiné los niveles de transcrito de genes de P450s identificados y caracterizados en
X. dendrorhous: Cyp51 y Cyp61, involucrados en la biosintesis de esteroles, CrtS,
involucrado en el Ultimo paso de la biosintesis de astaxantina. Ademas, se evaluo los
niveles de transcrito de crtR, del donador de electrones de P450s (excepto en la cepa
CBSTR, dado que tiene mutado este gen). Para ello se extrajo RNA, se sintetizd cDNA
y éste se utilizé para analizar la expresién relativa a nivel de transcritos mediante RT-

gPCR (Figura 10).
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Figura 10. Nivel de expresion de los genes CYP61, CYP51, crtS y crtR evaluado
mediante RT-qPCR. Los niveles de transcrito fueron analizados en las cepas CBS
6938, CBSAdap1, CBSTr. Niveles relativos de transcrito del gen CYP61 (panel A),
CYP51 (panel B), crtS (panel C) y crtR (panel D). Los valores graficados corresponden
al promedio + desviacion 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, B, 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 CBSAdap1, siendo estas diferencias significativas
cuando se comparan con la cepa silvestre CBS 6938. Como se observo en la Tablas 4
y 5, la delecion de DAP1 disminuye la produccién 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 regulacion
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de la expresion 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 CBSAdap1, esto parece no ser suficiente para
producir los niveles de ergosterol y astaxantina silvestres en la cepa, por lo que el efecto
de Dap1 en la regulacion de la sintesis de ergosterol y astaxantina no es a nivel
transcripcional. Posiblemente, y de acuerdo con la literatura (Hughes., 2007), Dap1

estaria involucrado en la regulacién 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. cerevisiae la adicion
exégena de hemina (nombre farmacoldgico de hemo) en mutantes Adap? es suficiente
para revertir el fenotipo observado (deficiente en crecimiento en medios con MMS,
compuesto utilizado para estudios de reparacion de DNA en levaduras), ya que, de
acuerdo con lo postulado, la adicion exdgena de este compuesto seria suficiente para
estabilizar a la proteina Cyp51. Para analizar si la adicién exdgena del compuesto es
suficiente para revertir el fenotipo del mutante CBSAdap7, se evalud 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 concentracion
de hemina (30, 60, 90 ug/ml), no se observa un cambio en el fenotipo de color en la
cepa CBSAdap? al compararla con la cepa silvestre CBS 6938: la primera es mas
anaranjada que la segunda. Para evaluar si hay algin posible efecto en la biosintesis
de esteroles, se utilizé medios suplementados con hemina y clotrimazol, ya que éste

tltimo compuesto inhibe la sintesis de ergosterol y la cepa CBSAdap1 es mas sensible

a este compuesto que la cepa silvestre (Figura 7). Como se observa en la Figura 11,
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panel B, no se afecta el crecimiento cuando la cepa CBSAdap1 es crecida en medio

YM-agar, o medio YM-agar suplementado con 13 pg/ml de hemina. Sin embargo,
cuando la cepa es cultivada en medio YM-agar suplementado con 0,1 pg/ml de
clotrimazol, CBSAdap1 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 suplementacién de hemina tiene un efecto positivo

en la biosintesis de esteroles en este mutante.

A

Hemina 30 ug/mL Hemina 60 ug/mL Hemina 90 ug/mL

‘/‘ '\
N
CB5-6938.__CBSAdap1

CBS 6938 __ CBSAdap1

CBS 6938
CBSAdap1
YM Hemina 13 pg/mL
0 -1 2 3 -4 5 o -1 -2 3 -4 5
CBS 6938
CBSAdap1
Clotrimazol 0,1 pg/mL Clotrimazol 0,1 pg/mL +

Hemina 13 pg/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 CBSAdap1 en medios suplementados con 30, 60 y 90 ug/ml de hemina. Panel
B, crecimiento en placa de las cepas CBS 6938, CBSAdap7 y CBSTr. Para ello, se
sembro 5 ul de diluciones seriadas de cultivos para realizar la microgota, sobre placas
YM-agar suplementadas con los compuestos hemina, clotrimazol o hemina mas
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, 102, 10?°, 10%,
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indicadas en la figura como -1, -2, -3, y -4 respectivamente.

Para evaluar la cantidad y composicion de esteroles y carotenoides en la cepa
CBSAdap? cuando es cultivada en medio suplementado con hemina a una
concentracion de 13 upg/ml, ésta se cultivd en medio liquido YM por 30 h (fase
exponencial de crecimiento, Figura 8). El contenido de carotenoides y esteroles totales

presentes en estas condiciones se indican en la Figura 12.
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Figura 12. Cantidades de carotenoides y esteroles totales de las cepas CBS 6938
(WT) y CBSAdap1, en cultivos suplementados (H) o no con hemina. Panel A,
cantidad de carotenoides totales expresados en ug de carotenoides/ g de peso seco.
Panel B, cantidad de esteroles totales expresados en mg de esteroles/ g de peso seco.
La concentracion de hemina (H) suplementada en cada cultivo fue de 13 pg/ml. En cada
grafico se indica el promedio + desviacion 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 CBSAdap1, 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 fenémeno:

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 CBSAdap1 y la cepa

parental.
Lo siguiente a analizar fue la composicion de carotenoides y esteroles

producidos en las cepas al adicionar hemina (Tabla6y 7 respectivamente).

Tabla 6. Composicion de carotenoides de las cepas CBS 6938 y CBSAdap1, luego
de 30 h de cultivo suplementado (+ H) o no con hemina.

Carotenoides CBS 6938 CBS 6938 + H CBSAdap1 CBSAdap7 + H

% Astaxantina 51,3 4,02 46,5 + 2,2 1,4 £ 0,4b 1,1 0,05

% Intermediarios 5 7, 3 6 325+ 3,08 374 12,12 404 3,72
de Astaxantina !

% B-caroteno 12,3 4,72 17,7 £2,22 58,7 + 2,00 56,0 + 7,4b

%Otros 4 5,7 34+1,28 2,1+0,62 2,5 £ 0,72
carotenoides ’ ! ! ! ’ ' ’ ’

La tabla muestra el promedio + desviacion estandar de tres cultivos independientes. intermediarios de
astaxantina hace referencia a los intermediarios en la sintesis entre este compuesto y B-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 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. Composicién de esteroles de las cepas CBS 6938 y CBSAdap1, luego de
30 h de cultivo suplementado (+ H) o no con hemina.

Esteroles CBS 6938 CBS 6938 + H CBSAdap1 CBSAdap1 + H

% Ergosterol 99,3 +0,4° 99,0 + 0,62 6,3+0,6° 7.0x0,9°
% Esterol ND1 N.O N.O 30,1 £ 3,02 29,2 %252
% Esterol ND2 N.O N.O 63,6 £ 2,42 46,9 £3,6°
% Esterol ND3 N.O N.O N.O 56+1,3
% Esterol ND4 N.O N.O N.O 1,6£0,3
% Esterol ND5 N.O N.O N.O 9,7+32

La tabla muestra el promedio * desviacidn estandar de tres cultivos independientes. ND: Esteroles no
identificados, se indican sus tiempos de retencion 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 las cepas. En la tabla se indican las diferencias
significativas con p<0,01, donde letras distintas indican diferencias significativas entre las cepas ylo
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 Ia Tabla 4: La proporcion de astaxantina disminuye mientras que
la de B-caroteno aumenta en la cepa CBSAdap1, 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 proporciéq 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 acumulacion 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: ND1 y ND2, provocando la disminucién drastica de la proporcién de
ergosterol en esta cepa respecto a la cepa silvestre. Al adicionar hemina al cultivo de
esta cepa, si bien la proporcién de ergosterol no cambia, aparecen otros tres esteroles
(ND3, ND4 y ND5), los cuales en el cromatograma se visualizan como pequefios
“hombros” que acompafian a los peaks obtenidos para ND1, ergosterol y ND2,
respectivamente. La proporcién 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 Construccién de la cepa CBSAsre1Adap1 y analisis de su fenotipo.

Como se observé en el punto 2.5, en el mutante CBSAdap? la via SREBP
posiblemente se encuentra activa debido al cambio de la composicion 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 delecion

del gen DAP1 en el mutante CBSAsre? (Gutiérrez, Tesis de Doctorado en progreso),

e
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se construyé el mutante CBSAsre1Adap?. Para ello, se utilizbé a la cepa CBSAsre?

como cepa parental que a su vez deriva de la cepa parental CBS 6938, la cual fue
construida de manera analoga a CBSAdap7: una regién rio arriba y rio abajo, UP y
DOWN, del gen SRE? fueron amplificadas insertando entre ellas un mddulo de
resistencia al antibiético zeocina, para que, en un evento de doble recombinacién
homologa, el gen SRET sea reemplazado por el médulo generado. CBSAsre1 se
transformé con el inserto del plasmido pBS-AgDAP71-hph como se describid
previamente. Las colonias transformantes fueron seleccionadas en medio YM-agar
suplementado con higromicina B y zeocina, y a las colonias transformantes se les
extrajo DNA y se analizé por PCR la correcta delecién de DAP7 (Figura 13). La cepa
generada se denomindé CBSAsre1Adap?, la cual present6 un cambio en la
pigmentacion respecto a la cepa parental CBSAsre?: la cepa doble mutante es mas
anaranjada que CBSAsre1 similar a lo observado en la cepa CBSAdap1, pero mas clara

(Figura 14).
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Figura 13. Analisis de la cepa CBSAsre1Adap1. En la imagen, se esquematizan los
loci SRE1 y DAP1 en las cepas CBS 6938 (cepa parental), CBSAdap1, CBSAsret y
CBSAsre1Adap1, 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), CBSAdap1 (carril2), CBSAsre1 (carril 3) y CBSAsre1Adap1 (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 analizé el crecimiento de las cepas CBS 6938, CBSAdap1, CBSAsre1Adap1

y CBSAsre1 en medio YM-agar suplementado con compuestos azélicos (Figura 14).
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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, CBSAdap1, CBSAsre1Adap1y CBSAsre1. Para ello, se sembrd 5 pl
de cada dilucién 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
diluciones 107", 102, 103 10*% 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 CBSAsre1Adap1 presenta un fenotipo similar al de su cepa parental CBSAsre1.
A la concentracién de clotrimazol empleada, CBSAsre1Adap1 es incapaz de crecer en
ninguna de las diluciones, no asi la cepa que solo posee la delecion del gen DAP1 que,
si bien su crecimiento respecto a la cepa silvestre se ve disminuido, es capaz de crecer
hasta la dilucion -1. Al utilizar ketoconazol, ninguna de las cepas mutantes (CBSAsre1,

CBSAdap1 ni CBSAsre1Adap1) es capaz de crecer sin mostrar diferencias entre los

mutantes. Al utilizar itraconazol, se observa el mismo fenédmeno que al utilizar
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clotrimazol: la cepa CBSAsre1 al igual que CBSAsre1Adap1 son incapaces de crecer

a la concentracion empleada, no asi la cepa CBSAdap1 que puede crecer hasta la
dilucion -4, con la aparicién 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 tomd
muestras para la extraccion y cuantificacion de carotenoides y esteroles totales (Figura

15 panel B y C respectivamente).
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Figura 15. Curva de crecimiento y carotenoides y esteroles totales de las cepas
CBS 6938, CBSAdap1, CBSAsre1Adap1y CBSAsre1. Panel A, curva de crecimiento
(hasta 120 h de cultivo) de las cepas en estudio. Panel B, cantidad de carotenoides
totales expresados en ug 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 + desviacion 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 agitacién 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 B y C). Luego, se analizé

la composicién de estos metabolitos mediante RP-HPLC (Tablas 8 y 9,

respectivamente).

Tabla 8. Composicion de carotenoides de las cepas CBS 6938, CBSAdap1
CBSAsre1Adap1y CBSAsre1 luego de 120 h de cultivo.

Carotenoides CBS 6938 CBSAdap1 CBSAsre1Adap1 CBSAsre1

% Astaxantina 63,9 £ 3,723 3,9+2,1° 2,3+0,30 50,3 £ 12,82
% Intermediarios .
de Astaxantina 23.9+2,7° 41,334 35,6+ 0,62 34,4+ 5,92
% [-caroteno 54 +0,92 50,0 £ 6,8 58,6 + 1,7 8,4 +4,22
% Oftros
carotenoides 08 £ 0.8 4,9£0,72b 3,7+0,3" 6,8 + 0,92

La tabla muestra el promedio + desviacion estandar de tres cultivos independientes. Intermediarios de
astaxantina hace referencia a los infermediarios en la sintesis entre este compuesto y B-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, letras iguales indica que no
hay diferencias significativas entre las cepas analizadas para el mismo carotenoide.

Tabla 9. Composicién de esteroles de las cepas CBS 6938, CBSAdap1,
CBSAsre1Adap1y CBSAsre1 luego de 120 h de cultivo.

CBS 6938 CBSAdap1 CBSAsre1Adap1 CBSAsre?

% Ergosterol 97,1+1,8° 10,4 £ 2,10 57+22b 99,2 + 0,32
% Esterol ND1 N.O 27,2 + 8,02 8,3+£3,8 N.O
% Esterol ND2 N.O 62,5 £ 6,0° 86,1 + 1,6° N.O

La tabla muestra el promedio * desviacion estandar de tres cultivos independientes. Esterol ND1 hace
referencia a un esterol no identificado con un tiempo de retencién de aproximadamente 14 min, Esterol ND2
hace referencia a un esterol no identificado con un tiempo de retencion 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 CBSAdap? y
CBSAsre1Adap1 con respecto a la proporcion de carotenoides. Sin embargo, se
observa una tendencia: la proporcién de astaxantina y de carotenoides intermediarios
de ésta y B-caroteno, disminuye, y la proporcién de B-caroteno aumenta en la cepa
CBSAsre1Adap1 respecto a CBSAdap1. Lo anterior podria explicar el por qué la cepa
CBSAsre1Adap1 a simple vista es mas clara que CBSAdap1, lo que podria deberse a
que en la primera no hay activacién de la via SREBP y, por ende, no habria activacién
transcripcional de los genes del sistema P450 (crtS) involucrado en el paso de B-
caroteno a astaxantina. Ahora, al comparar la cepa CBSAsre1Adap1 respecio a la cepa
CBSAsre1, se observa que la proporcion de astaxantina disminuye de un 50,3% a un
2,3%, aproximadamente, observando un cambio inverso cuando se analiza la
proporcion de B-caroteno (que aumenta de un 8,4% a un 58, 6%).

Con respecto a la composicién de esteroles, se observé una disminucion del
contenido de ergosterol en la cepa CBSAsre1Adap1 con respecto a la cepa silvestre
CBS 6938 y con respecto a la cepa parental CBSAsre1. En CBSAsre1Adap1 aparecen
los esteroles denominados ND1 y ND2 que corresponden a los obtenidos en la cepa
CBSAdap1, lo cual fue confirmado por co-inyeccién de las muestras en el equipo (datos
no mostrados). Sin embargo, la proporcién de estos esteroles en la cepa
CBSAsre1Adap1 varia con respecto a la cepa CBSAdap1, acumulandose en mayor
cantidad el esterol ND2 en la primera cepa.

Si bien la diferencia de la proporcion de ergosterol entre las cepas CBSAsre1Adap1 y

la cepa CBSAdap? no es estadisticamente significativa (5,7% vs 10,4%,
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respectivamente), si se observa una tendencia a la disminucién de éste en la cepa doble

mutante, tendencia que se mantuvo en varias repeticiones del mismo experimento
(datos no mostrados). Lo anterior, también se podria explicar por una baja en los niveles
de transcrito de genes de sistemas P450 involucrados en la sintesis de ergosterol
(CYP51y CYP61) por la ausencia del regulador transcripcional SREBP en la cepa doble

mutante.

4. Construccion de cepas con proteinas marcadas con epitopos comerciales
mediante la técnica DNA assembler.

Para evaluar la posible interacciéon de DAP1 con P450s de X dendrorhous
mediante Co-iP, se generd una proteina de fusion Dap1 con el epitopo comercial FLAG,
ya que no se cuenta con anticuerpos especificos para Dap1. Asi mismo, para evaluar
la interaccién con P450s involucradas en la biosintesis de esteroles, Cyp61 y Cyp51,
se fusiond cada una de estas proteinas con el epitopo HA (Cyp61-3xHA y Cyp51-3xHA
respectivamente). A la fecha, no existen vectores episémicos o de expresion para X.
dendrorhous, por lo que se generd un moédulo para reemplazar por recombinacion
homéloga cada gen enddégeno por una copia que exprese a las proteinas de fusidn
correspondientes con cada epitopo. Para ello, se utilizé la técnica DNA assembler, la
cual consiste en amplificar mediante PCR fragmentos de DNA con extremos homdlogos
de tal manera que puedan recombinar entre si in vivo para formar la construccion
disefiada; por ejemplo, un plasmido. En este caso, cada fragmento de DNA se amplifico
con partidores de 60 pb en donde aproximadamente 40 pb de cada partidor
corresponde a “colas homologas” al fragmento aledafio del vector a generar.

Posteriormente, se transformé S. cerevisiae con todos los fragmentos para que éstos

se ensamblen in vivo en la levadura y se genere el vector. Luego de seleccionar los
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transformantes, se extrajo DNA con el que se transformé E. coli para recuperar el vector

construido y finalmente analizarlo. Luego de asegurar que el vector se encontro
ensamblado correctamente (mediante PCR, analisis de restriccion y secuenciacion), el
DNA se digirid6 con una enzima (en este caso Hpal de acuerdo con el disefio de los
partidores utilizados) para liberar el médulo de recombinacion. Con este DNA se
transformé X. dendrorhous y los transformantes se seleccionaron en medio YM-agar
suplementado con el/los antibiéticos(s) adecuado(s). Un resumen de la estrategia
descrita se muestra en la Figura 16, ejemplificado para el caso de la generacion de la

cepa CBS Dap1-3xFLAG.
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Figura 16. Esquema de la técnica DNA assembler empleada en este trabajo. En la
figura, se ejemplifica el caso para la generacion de la cepa CBS Dap1-3xFLAG.
Fragmentos de DNA con extremos homoélogos son amplificados por PCR los que son
empleados para transformar S. cerevisiae. Los clones transformantes de S. cerevisiae
son identificados por su resistencia a G-418. EI DNA total de clones positivos es
utilizado para transformar E. coli mediante electroporacion para luego recuperar el
plasmido construido. Se seleccionan clones de E. coli por resistencia a ampicilina, se
verifica médulo 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 médulo de
recombinacion, el cual es utilizado para transformar X dendrorhous mediante
electroporacién. En cuadro con linea punteada, se muestra el evento de doble
recombinacion homéloga esperado para generar la cepa transformante.

4.1 Construccion de CBS Dap1-3xFLAG mediante la técnica DNA
assembler.

Primero, se amplificaron los fragmentos de DNA a ensamblar mediante PCR
para luego generar el vector. Se amplificé 8 fragmentos de DNA: i) médulo de
resistencia a Kanamicina (KanR), para poder seleccionar transformantes en S.
cerevisiae y E coli utilizando los marcadores de seleccién G-418 y kanamicina
respectivamente; ii) origen de replicacion de E. coli y médulo de resistencia a ampicilina
(AmpR), para poder replicar y seleccionar transformantes en esta levadura; iii) origen de
replicacion 2| para su replicacion auténoma en S. cerevisiae; iv) ia version genémica
de DAP1 de X dendrorhous, en donde el codén de término de la traduccion (Stop) fue
eliminado de acuerdo con el disefio de los partidores; v) la secuencia que codifica al
epitopo 3xFLAG seguido del codén de Stop, adicionado nuevamente por PCR a través
de los partidores; vi) la region terminadora endégena de DAP1 en X. dendrorhous; vii)
modulo de resistencia al antibiético higromicina B (HigroR) para la selecciéon de los
transformantes en esta levadura; viii) una regién denominada como DOWN para
generar la recombinacion en X. dendrorhous, la cual corresponde a una region rio abajo
del gen DAP1, para efectivamente reemplazar al locus DAP1 por la nueva versién
disefiada. El tamafio de cada fragmento, y su amplificacion por PCR se indican en la

Figura 17.




Fragmento Tamafio (pb) Tamaio amplificado +
colas partidores (pb)

(1) Mobdulo  resistencia 1356 1445
Kanamicina (Kan®)

(2) Ori E. coli y modulo de 2918 3003
resistencia Ampicilina Amp*

(3) Origen de replicacion 2 1472 1554

(4) DNA genomico DAP1 935 1018
(5) 3XFLAG 69 147
(6) Terminador DAP1 311 392
(7) Modulo de resistencia a 1820 1908
Higromicina B (Higro®)

(8) DOWN 776

v- dap1FLAG-H
9669 pb

(]
Kam

Figura 17. Amplificacion de fragmentos para generar al plasmido v-dap71FLAG-H.
En la imagen, se indican los fragmentos necesarios para la generacion del vector v-
dap1FLAG-H con el tamafio de estos. La amplificacién 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. El marcador de peso
molecular utilizado corresponde a GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.

Una vez amplificados todos los fragmentos, se transformé S. cerevisiae. Se
seleccionaron 5 colonias de la levadura resistentes al antibidético G-418, a las cuales se
les extrajo DNA (mediante ruptura mecanica) y se verifico la presencia del modulo de
resistencia por PCR (datos no mostrados). Con el DNA extraido de las colonias
positivas, se transform6 E. coli por electroporacion. Se seleccionaron los clones
resistentes a ampicilina y mediante PCR de colonia se confirmé la presencia del gen

DAP1 fusionado con la secuencia codificante de 3xFLAG. A las colonias seleccionadas

se les extrajo el DNA plasmidial y se analizé la correcta insercién de los fragmentos
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(Figura 18).

f = 2842 pb

c=1278 pb

ATG

-

a =805 pb
b=912pb

3xFLAG

e =1092 pb

d=2083 pb

g =3647 pb

Figura 18. Analisis mediante PCR del plasmido v-dap1FLAG-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 tamafo esperado para cada caso. El 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. cerevisiae) los cuales se
analizaron para confirmar que la secuencia génica de DAP1 estuviera correctamente
fusionada con la secuencia que codifica al epitopo 3xFLAG. Los resultados de la
secuenciacion indicaron que uno de los plasmidos poseia una delecion de 6 nucleétidos
de la secuencia 3xFLAG, por lo que fue descartado. Sin embargo, la 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 denominé v-

dap1FLAG-H.
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El vector v-dap1FLAG-H se digirié con la enzima Hpal para liberar el modulo de

recombinacién del plasmido y se transformé la cepa CBS 6938 de X. dendrorhous. Los
transformantes fueron seleccionados por su crecimiento en medio YM-agar
suplementado con el antibiético higromicina B. Luego, las colonias de X. dendrorhous
transformantes se evaluaron por PCR analizando; por ejemplo, que la secuencia de
3xFLAG y del médulo de resistencia a higromicina B se encontraran presente en la

cepa generada, entre otros (Figura 19).

ATG

3xFLAG

“a” 1213 pb “b” 1574 pb “c” 2745 pb “d” 1318 pb “@” 1092 pb

Figura 19. Anadlisis de clones transformantes de X. dendrorhous para la
generacion de la cepa CBS Dap1-3xFLAG. En la imagen, se muestran algunos
analisis por PCR realizados para dos posibles clones (denominados como cl1 y cl2)
para la generacion de la cepa con la proteina Dap1 marcada con 3xFLAG. Como DNA
molde se utilizé DNA de: clon cl1 (carril 1), clon cl2 (carril 2), cepa silvestre CBS 6938
(carril 3) y agua como control negativo (carril 4). EI marcador de peso molecular utilizado
corresponde a GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.

El transformante de X. dendrorhous seleccionado se denominé CBS Dap1-
3xFLAG (cl1), el cual no presenta diferencias fenotipicas de pigmentacion con la cepa

silvestre como era esperado.
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4.2 Construccion de CBS Dap1-3xFLAG Cyp61-3xHA y CBS Dap1-3xFLAG

Cyp51-3xHA mediante la técnica DNA assembler.

Para poder evaluar si Dap1 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 Dap1-3xFLAG. Al igual que en el caso anterior, se utilizé la técnica
DNA assembler 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 focus original, manteniendo el promotor y terminador endogeno
de cada gen (CYP51 o CYP61). En ambos casos, el fragmento de DNA con la
secuencia 3xHA se generé mediante PCR, ya que no se contaba con un plasmido con
dicha secuencia para amplificar. Para ello, se utiliz6 OE-PCR de dos partidores de 60
pb con una regién complementaria de 27 pb entre ellos.

Los vectores obtenidos luego por DNA assembler, recuperados y analizados a
partir de E. coli, se denominargn v-CYP61HA-Z para el caso de CYP61 y v-CYP51HA-
Z para el caso de CYP51, 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
médulo de recombinacion y se transformé (por separado) la cepa CBS Dap1-3xFLAG
con ambos. Los clones transformantes fueron seleccionados por su resistencia a los
antibiéticos higromicina B y zeocina. Una vez analizados mediante extraccion de DNA
y PCR, se seleccioné uno de cada uno para realizar los experimentos posteriores,
denominado a cada cepa como CBS Dap1-3xFLAG Cyp61-3xHA y CBS Dap1-3xFLAG
Cyp51-3xHA. En la Figura 20 se muestran los vectores generados y andlisis realizados
para cada una de las cepas. Las cepas generadas no presentaron diferencias

fenotipicas con la cepa parental CBS Dap1-3xFLAG ni con la cepa silvestre CBS 6938.
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5. Evaluacion de proteinas marcadas en X. dendrorhous

Una vez obtenidas las cepas transformantes, se evalué la produccion de cada
proteina de fusién mediante western blot. Para ello, se realizo extraccion de proteinas
utilizando perlas de vidrio en un moledor de células, mediante 7 ciclos de ruptura
mecanica. Las cepas utilizadas corresponden a: i) CBS 6938, ii) CBS Dap1- 3XFLAG, iii)
CBS Dap1- 3xFLAG Cyp61-3xHA y iv) CBS Dap1-3xFLAG Cyp51-3xHA. El extracto de
proteinas total obtenido de cada cepa se analizé en un gel de poliacrilamida tefido con
azul de Coomassie (Figura 21). Luego de observar que la extraccion de proteinas totales
fue exitosa, se realizaron ensayos de western blot para confirmar la presencia de las

proteinas marcadas con los epitopos (Figura 21).

25

o

Figura 21. SDS-PAGE y western blot de las cepas CBS 6938, CBS Dap1-3xFLAG,
CBS Dap1-3xFLAG Cyp61-3xHA y CBS Dap1-3xFLAG Cyp51-3xHA. Panel A, SDS-
PAGE de extractos totales de proteinas obtenidos por ruptura mecanica de las cepas en
estudio. Panel B, western blot 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, western blot 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 PageRuler™ Plus,
carril 2: extracto de proteinas de la cepa CBS 6938, carril 3: extracto de proteinas de la
cepa CBS Dap1-3xFLAG, carril 4: extracto de proteinas de la cepa CBS Dap1-3xFLAG
Cyp61-3xHA y carril 5: extracto de proteinas de la cepa CBS Dap1-3xFLAG Cyp51-3xHA.
Para todos los casos se utilizdé 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 western blot e incubar la membrana con anti-FLAG,
fue posible observar una banda que se encuentra entre los 15y 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
Dap1-FLAG corresponde a 21,3 KDa, y en la cepa parental no es posible observar dicha
banda ya que la proteina Dap1 no se encuentra marcada con el epitopo FLAG (Figura 21,
panel B). 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 Dap1-3xFLAG
Cyp61-3xHA y CBS Dap1-3xFLAG Cyp51-3xHA, respectivamente. Se puede observar que
la banda observada en el carril 4 es levemente de mayor tamario 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 logré obtener cepas de X. dendrorhous que producen las
proteinas de fusién Dap1-3xFLAG, Cyp61-3xHA y Cyp51-3xHA, las cuales pueden ser

detectadas con los anticuerpos respectivos mediante westermn blot.

6. Ensayos de interaccién proteina-proteina entre Dap1 y las P450s Cyp61 y
Cyp51.
Para evaluar la interaccién proteina-proteina entre Dap1 y las P450s involucradas

en la biosintesis de ergosterol, se realiz6 ensayos de Co-inmunoprecipitacion (Co-iP). Para
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ello, extractos proteicos de las cepas CBS 6938, CBS Dap1- 3xFLAG, CBS Dap1- 3xFLAG

Cyp61-3xHA y CBS Dap1- 3xFLAG Cyp51-3xHA fueron utilizados. Cada extracto fue
incubado toda la noche con el anticuerpo anti-FLAG, esperando por tanto que éste
reconozca a FLAG presente en las cepas CBS Dap1-3xFLAG, CBS Dap1- 3xFLAG Cyp61-
3xHA y CBS Dap1-3xFLAG Cyp51-3xHA. Luego, cada extracto incubado con anti-FLAG
fue incubado con las perlas magnéticas unidas a proteina A/G, reteniendo por tanto al
complejo perlas-anti-FLAG-Dap1-3xFLAG y permitiendo su separacion. De cada extracto,
se separaron tres fracciones: Fraccion /Input (F1) que corresponde al extracto de proteinas
utilizado para realizar las Co-iPs pero sin pasar por el proceso, Fraccion Unbound (FU)
que corresponde al sobrenadante recuperado luego de separar las perlas, es decir, todo
lo que no se unié a las perlas magnéticas y no fue separado, y por ultimo la Fraccion Bound
(FB), que corresponde a lo retenido por las perlas magnéticas, es decir, el complejo
anticuerpo-proteina reconocida.

El mismo procedimiento fue realizado utilizando el anticuerpo mouse IgG1. Este
anticuerpo posee el mismo isotipo que anti-FLAG (IgG1) y fue utilizado para evaluar que
la interaccion entre el epitopo FLAG y el anticuerpo es especifica, y que el reconocimiento
no se encuentra mediado por la region constante.

Finalmente, se realizé un western blot para ver la presencia de las proteinas de
interés en las distintas fracciones. Se utilizaron tres anticuerpos: Anti-FLAG, para evaluar
si la inmunoprecipitacion fue efectiva. Anti-HA, para evaluar si Dap1 interactta con las
P450 en estudio marcadas con el epitopo HA y por tanto, retenidas también al realizar la
Co-iP, y por ultimo se utilizé Anti-Ubiquitina. Ubiquitina deberia estar presentes en todas

las fracciones excepto en la FB, ya que esta proteina no deberia interactuar con Dap1. Un
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resumen de lo expuesto se indica en la Figura 22.
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Figura 22. Protocolo empleado para realizar las co-inmunoprecipitaciones (Co-iP).
En laimagen, se indican las etapas necesarias para llevar a cabo las Co-iPs. Se colectaron
tres fracciones: Fraccion Input (F1), que corresponde al extracto de proteinas de cada cepa
en estudio que fue empleado para las Co-iP, Fraccion Unbound (FU) que corresponde al
sobrenadante una vez realizada la incubacion con el anticuerpo y las perlas magnéticas,
y por ultimo la Fraccion Bound (FB) que posee las proteinas atrapadas por las perlas
magnéticas.

Primero se evalud la interaccién entre Dap1-3xFLAG 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 Dap1-3xFLAG y
Dap1-3xFLAG 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 Dap1-3xFLAG fue
capturada por las perlas-proteina A/G, por tanto, quedando proteina marcada en el
sobrenadante. Por Ultimo, se observa en la fraccion FB, indicando que la
inmunoprecipitacion fue exitosa y se logré atrapar a la proteina con el método empleado.
Luego se analizo si la proteina Cyp61-3xHA co-precipita con Dap1-3xFLAG, lo cual solo

es posible observar en los extractos proteicos de la cepa Dap1-3xFLAG 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 Dap1-3xFLAG. Estos resultados
indican que la proteina Dap1 de X. dendrorhous interactia con la proteina P450 Cyp61,
ya que es posible detectar el complejo Dap1-Cyp61 mediante Co-iP.

Para verificar que el procedimiento fue llevado a cabo de manera correcta y no
hubo contaminacion de otras proteinas en el proceso de purificacion, se evalud la
presencia de la proteina ubiquitina en las distintas fracciones (Figura 23). De acuerdo con
la literatura, no existen reportes de unién de Dap1 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

fraccién FB de todas las cepas).

Cepa CBS 6938 CBS Dap1-3xFLAG CBS Dap1-3xFLAG
Cyp61-3xHA
Fraccion Fl FU FB Fl FU FB Fl FU FB
Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dap1-3xFLAG |-

Cyp61-3xHA

Ubiquitina %

iP anti-FLAG

Figura 23. Co-iP de proteinas de las cepas CBS 6938, CBS Dap1-3xFLAG y CBS
Dap1-3xFLAG Cyp61-3xHA. En la imagen, se indican las distintas fracciones obtenidas
para cada cepa en estudio. En todos los casos, la inmunoprecipitacion se realiz6 utilizando
el anticuerpo anti-FLAG. Para la visualizacién de las proteinas, se utilizd geles de
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poliacrilamida al 15% para Dap1- 3xFLAG y ubiquitina, y geles al 10% para la visualizacion

de Cyp61-3xHA.

Como control, para evaluar que la interaccion entre el epitopo FLAG y el anticuerpo
respectivo es especifica, se utilizé el anticuerpo anti-mouse 1gG1 el cual posee el mismo
isotipo que anti-FLAG, IgG1. Como se observa en la Figura 24, al realizar la
inmunoprecipitacion utilizando este anticuerpo, no hay inmunoprecipitacion: no se observa
la proteina Dap1-3xFLAG (Figura 24, carril 3). Asi mismo, ya que no hubo

inmunoprecipitacion, no co-eluye Cyp61-3xHA (Figura 24, carril 3).

Cepa CBS Dap1-3xFLAG
Cyp61-3xHA
Fraccidn Fl FU FB
Carril 1 2 3

Dapl-3xFLAG : jus .
P F WY

Cyp61-3xHA | itk -

iP anti-mouse igG1
Figura 24. Co-iP de proteinas de la cepa CBS Dap1-3xFLAG Cyp61-3xHA utilizando
el anticuerpo anti-mouse IgG1. En la imagen, se indican las tres fracciones obtenidas
para la cepa en estudio. Para la visualizacién de las proteinas, se utilizé geles de

poliacrilamida al 15% para Dap1- 3xFLAG y geles al 10% para la visualizacion de Cyp61-
3xHA.

Lo siguiente a evaluar fue si la proteina Dap1-3xFLAG y Cyp51-3xHA interactdan.
Para ello, se realiz6 el mismo procedimiento descrito anteriormente, obteniendo los

resultados mostrados en la Figura 25.
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Cepa CBS 6938 CBS Dapl-3xFLAG CBS Dapl1-3xFLAG
Cyp51-3xHA
Fraccion Fl FU FB Fl FU FB Fl FU FB
Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dapl-3xFLAG '

Cyp51-3xHA &

Ubiquitina |

iP anti-FLAG

Figura 25. Co-iP de proteinas de las cepas CBS 6938, CBS Dap1 -3xFLAG y CBS
Dap1-3xFLAG Cyp51-3xHA. En la imagen, se indican las distintas fracciones
obtenidas para cada cepa en estudio. En todos los casos, la inmunoprecipitacion se
realizo utilizando el anticuerpo anti-FLAG. Para la visualizacién de las proteinas, se
utilizé geles de poliacrilamida al 15% para Dap1- 3xFLAG y ubiquitina, y geles al 10%

para la visualizacién de Cyp51-3xHA.

Al igual que en el caso anterior, se observa la proteina Dap1-3xFLAG solo en los

ensayos de western blot 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 4y 7), lo

que nos indica que habia proteina al inicio del experimento; FU (carril 5 y 6), que indica

que quedd proteina que no fue capturada por las perlas-proteina A/G, quedando por tanto

proteina marcada en el sobrenadante. Se visualiza que la inmunoprecipitacion de Dap1-

3xFLAG se logré, ya que la proteina se encuentra en el carril 6 y 9, que corresponde a la

fraccion 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 Dap1-3xFLAG

Cyp51-3xHA, y en las tres fracciones. De acuerdo con los resultados obtenidos, Cyp51-

3xHA co-precipita con Dap1-3xFLAG (Figura 25, carril 9), indicando que estas proteinas




interactian de manera proteina-proteina.
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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

fraccion FB como es esperado, ya que Dap1 no interactiia con ella.

Finalmente, al realizar la inmunoprecipitacién utilizando el anticuerpo anti-mouse

igG1 no se observa la proteina Dap1-3xHA en los extractos, y por ende, tampoco Cyp51-

3xHA, lo que indica que la interaccion entre el epitopo y el anticuerpo es especifica (Figura

26).

Cepa CBS Dap1-3xFLAG
Cyp51-3xHA
Fraccion Fl FU FB
Carril 1 2 3
Dapl-3xFLAG
Cyp51-3xHA | 5

iP anti-mouse igG1

Figura 26. Co-iP de proteinas de la cepa CBS Dap1-3xFLAG Cyp51-3xHA utilizando
el anticuerpo anti-mouse IgG1. En la imagen, se indican las tres fracciones obtenidas
para la cepa en estudio. Para la visualizacién de las proteinas, se utilizé geles de
poliacrilamida al 15% para Dap1- 3xFLAG y geles al 10% para la visualizacién de Cyp51-

3xHA.




DISCUSION

Los sistemas P450s microsémicos se encuentran conformados por una enzima
citocromo P450 y un partner redox encargado de donar electrones para llevar a cabo la
accion catalitica de la P450, que corresponde a una CPR (llamada CrtR en X. dendrorhous).
En X. dendrorhous, se han 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 célula para mantener la
permeabilidad e integridad de la membrana, se ha observado que mutantes criR” de la
levadura pueden utilizar el sistema CYB5-CBR como donador de electrones, donde los
electrones necesarios son obtenidos a partir del NADH (Gutiérrez y col., 2015). De acuerdo
con la informacién disponible, solo se conocia que CPR y CYB5 son capaces de interactuar
con P450s. Estudios recientes han identificado un elemento adicional, la proteina Dap1,
que podria interactuar con proteinas P450 para regular su actividad. En este trabajo, se
identifico y caracterizé un posible homélogo a esta proteina en la levadura X. dendrorhous.
De acuerdo con los resultados bioinformaticos obtenidos, la proteina Dap1 de X
dendrorhous codificaria a una proteina que posee un segmento transmembrana en su
extremo N-terminal, con un posible dominio tipo citocromo b5 que le permitiria unir hemo,
en donde se encuentra conservada una tirosina esencial para la coordinacion de este grupo

(Figura 4) (Ghosh y col., 2005). El grupo hemo sirve como un grupo prostético en proteinas
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de union a este compuesto como la hemogiobina o citocromos, siendo importante para el

transporte, transferencia de electrones o para funciones de sefializacion (Kimura y col.,
2012). La proteina Dap1 de X. dendrorhous se encontraria anclada en el reticulo
endoplasmico, lo que concuerda con lo esperado Y lo obtenido por otros grupos de trabajo
(Ryu y col., 2017). Asi, en relacién con los resultados obtenidos, la secuencia del gen
identificado como DAP1 en X, dendrorhous seria un buen candidato que codificaria una
proteina perteneciente a la familia de las MAPR y por este motivo, se procedio a evaluar su
funcionalidad mediante la construccién de mutantes.

El mutante CBSAdap1 presenté cambios en la pigmentacion de la levadura, siendo
ésta 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), la cual cataliza el Ultimo paso en la biosintesis de astaxantina:
la conversion de B-caroteno en astaxantina. De acuerdo con los resultados obtenidos, la
delecién de DAP1 disminuyd el porcentaje de astaxantina a un 3% aproximadamente
incrementandose a su vez la proporcion de B-caroteno (Tabla 4), lo que afirma la hipétesis
que la delecién de DAP1 afectaria la actividad de CrtS, ya que se acumula principalmente
el sustrato de esta enzima. Interesantemente, en el mutante CBSAdap1 la proporcién de
astaxantina disminuyd, pero sigue produciéndose este compuesto, no asi en el mutante

CBSTr. En esta tltima 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 CriR, por lo que la interrupcion de su gen afecta completamente la actividad
de CriS y, por tanto, no se produce astaxantina, lo que no se observa en el mutante
CBSAdap1. Esto indicaria que Dap1 es necesario, pero no indispensable para la actividad
de CriS.

Asi mismo, la composicién de esteroles en la cepa CBSAdap1 se ve alterada. El
ergosterol, el principal esterol producido por la levadura X. dendrorhous se ve disminuido
drasticamente a un 7% aproximadamente en el mutante (Tabla 5). CBSAdap? acumula
otros dos esteroles (ND1 y ND2, Tabla 5), que corresponden a esteroles también
producidos por la cepa CBSTr. Esto indica que, al igual que en cepa CBSTT, la delecién de
DAP1 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 CriR genera una disminucién en la produccion de
ergosterol, pero no de manera tan drastica como en el mutante CBSAdap?. Probablemente,
esto se deba a que en X dendrorhous existe el sistema CBR-CYBS5 (Gutiérrez y col., 2015),
permitiendo mantener un nivel de ergosterol de alrededor de un 80%. Al no encontrarse
Dap1, el cual modularia la actividad de las P450s antes descritas, generaria un efecto

mucho mas drastico, el cual, aparentemente, no podria ser suplido por otro sistema.
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Dada la alteracién en la composicion de esteroles, la cepa CBSAdap? es mas sensible a

compuestos azélicos como clotrimazol, ketoconazol e itraconazol (Figura 7). A pesar de que
el mecanismo de accién de estos compuestos es similar (el nitrégeno del azol compite por
oxigeno con la molécula 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 inhibicién ejercida (Bailey y
col., 1990). De esta manera, la ausencia de Dap1 aumentaria la sensibilidad a compuestos
azélicos por una pérdida en la actividad de las P450s implicadas, en particular por la enzima
Cyp51.

En relacion con los andlisis de los niveles de transcrito, estudios realizados en S.
cerevisiae han mostrado que la delecion de DAPT 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 CBSAdap, donde los niveles de
transcrito de las P450s CrtS, Cyp51 y Cyp61 y del donador de electrones CriR se
encuentran aumentados en comparacién con la cepa silvestre CBS 6938 (Figura 10). Esta
diferencia en los estudios reportados podria explicarse en la activacién de la via SREBP en
X. dendrorhous, via implicada en la regulacion de la homeostasis de esteroles en mamiferos
y en otras levaduras como S. pombe. Como se indicé en la Tabla 5, el mutante CBSAdap1
disminuye la proporcién de ergosterol, lo que podria estar activando esta via y, por ende,

favoreciendo la transcripcién de sus genes blanco que presumiblemente podrian ser los de
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las P450s analizadas. De hecho, se han identificado secuencias SRE (secuencia de union

del factor transcripcional Sre1) en la hebra positiva en la region promotor de los genes de
Cyp51 y Cyp61 (Cérdova y col., 2017), lo que podria explicar este aumento en los niveles
de transcrito en la cepa CBSAdap7. Esto puede no haberse observado en S. cerevisiae
debido a que en este microorganismo la regulacion de los niveles de ergosterol en la célula
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
dendrorhous, esto parece ser insuficiente para mantener los niveles de ergosterol y
astaxantina silvestres en la cepa CBSAdap1, los cuales se encuentran disminuidos
notoriamente (Tabla 4 y 5).

Como se ha mencionado en los antecedentes, la unién de hemo por PGRMC1/Dap1
es la tnica funcion bioldgica conocida para esta proteina. En la levadura S. cerevisiae, se
observé que la adicion exégena de este compuesto era suficiente para revertir el fenotipo
alterado en la composicién de esteroles en mutantes Adap1, fenémeno que fue analizado
por cromatografia de gas (Mallory y col., 2005), sugiriendo que Dap1 se encuentra
implicado en el transporte de hemo funcionando como una especie de chaperona para las
P450s. De esta manera, se analizo el efecto de la adiciéon exdgena de este compuesto en

el mutante CBSAdap1. Como se observa en la Figura 11, en cuanto a la pigmentacion de
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esta cepa, al adicionar concentraciones crecientes de hemina, el fenotipo de color no

cambia, por lo que la adicién exégena de hemina no mejora la actividad de la P450, CrtS,
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 optenido por la cepa silvestre, lo que podria indicar por tanto que la adicion e)kégena de
hemina mejoraria la actividad de las P450s implicadas en esta via. Sin embargo, cuando
se analizé por RP-HPLC la composicién de esteroles, la proporcion de ergosterol no
aumenta notablemente (Tabla 7), sino que aparecen nuevos esteroles denominados como
ND3, ND4 y ND5, los cuales actualmente no se encuentran identificados. Se ha
caracterizado que la resistencia a azoles en otros hongos como C. albicans puede ser
mediada por un cambio en la composicion de esteroles en la membrana plasmatica,
aumentando la proporcion de esteroles no esterificados impidiendo la entrada del azol a la
célula (Marichal y Bossche., 1995). Los nuevos esteroles generados en la cepa CBSAdap1
(cuando se adiciona hemina) podrian estar mediando un cambio en [a composicion 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
Sre1 en S. pombe corresponde al gen de la proteina Dap1. En el hongo A. fumigatus, se
observé que el factor transcripcional SREBP (denominado SrbA en este hongo) es

requerido para la correcta expresion de DapA (Dap1 en X. dendrorhous) en presencia del
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azol itraconazol, donde el doble mutante (srbA- y dapA-) hace a la cepa mas sensible a este

compuesto (Song y col., 2017). El mutante CBSAsre1Adap? de X. dendrorhous, al igual
que en A. fumigatus, es mas sensible a los azoles utilizados en este trabajo (Figura 14).
Presumiblemente, la presencia de azoles resulta en la activacién y translocacion al nticleo
de Sre1 debido a un cambio en la composicién de esteroles. De esta manera, se induciria
la expresién de genes blancos como CYP57 que responde ante el bloqueo de la actividad
de esta enzima debido a la droga. En la cepa CBSAsre1Adap, ya que el factor
transcripcional Sre1 no se encuentra en la célula, 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 observd un cambio en la pigmentacion de la cepa
CBSAsre1Adap? en comparacién con la cepa CBSAdap1, siendo la primera mas clara y
amarilla que la segunda. El cambio en la pigmentacién puede deberse a que no estaria
ocurriendo el efecto de aumento de los niveles de transcrito de crtS (gen que codifica a la
P450 involucrada en la conversién de astaxantina a partir del B-caroteno), debido a la
activacion de la via SREBP dada por la ausencia de Dap7; por tanto, disminuiria la
proporcién de astaxantina y aumentaria la de B-caroteno resultando en un fenotipo mas
amarillo como es lo observado. Sin embargo, no se vieron diferencias estadisticamente

significativas en la composicion de carotenoides (Tabla 8) pese a que el promedio de la
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proporcién de astaxantina es menor en el mutante CBSAsre1Adap que en CBSAdap1yel

de B-caroteno mayor, tendencia observada en varias repeticiones del experimento (datos
no mostrados).

Finalmente, en relacion con las Co-iP realizadas con el anticuerpo anti-FLAG que
se reconoce al epitopo fusionado a Dap1, se puede afirmar que efectivamente Dap1 de X.
dendrorhous interacttia con las P450s Cyp51 y Cyp61 de esta levadura, similar a lo obtenido
por Hughes y col., 2007 en S. pombe. Esta interaccion es especifica, ya que no existe co-
inmunoprecipitacion cuando se revela con un anticuerpo contra oira proteina (anti-
ubiquitina). De esta manera, la actividad de Dap1 sobre las P450s implicaria una interaccion
proteina-proteina que, de acuerdo con los resultados, no seria solo el traspaso de hemo,
ya que la adicién exdgena de este compuesto no revierte el fenotipo observado. Nuevos
estudios son necesarios para analizar si Dap1 es capaz de interactuar con otras P450s
como CrtS, lo cual no se logrd antes de la realizacién de esta tesis, asi como también

evaluar si la uniéon de hemo es necesario para la actividad de esta proteina.




CONCLUSIONES

El gen identificado como DAP1 codificaria una proteina perteneciente a la familia
MAPR, la cual posee el dominio tipo citocromo b5 conservado.

La delecién del gen DAP1 afecta la composicion de carotenoides y esteroles en X.
dendrorhous, 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 Dap1, sugiriendo que la interaccién proteina-proteina entre
Dap1 y las P450s es requerida para la funcionalidad de estas enzimas de X

dendrorhous.
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