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1. Abstract

ATP citrate lyase (ACL) is a cytoplasmic enzyme, which catalyzes the incision of citrate to
acetyl CoA and oxaloacetate. Acetyl-CoA is the basic unit for the biosyntheses of fatty acids
and carotenoids in yeasts. A molecular study of Phaffia rhodozyma ACL could help to
understand the mechanisms that differentially regulate the biosyntheses of carotenoids
and fatty acids in basidiomycetes. Thus in this study, the acl/ gene of P. rhodozyma was
cloned and expressed in Pichia pastoris, the recombinant ACL was purified and their kinetic
parameters were evaluated. Three homologous DNA sequences encoding ACLs in P.
rhodozyma were isolated, i.e., two genes and one cDNA. These sequences show several
single and double-nucleotide polymorphisms. The two ac/ have seven exons and six introns.
The coding sequences of the two genes and the cDNA (ac/-cDNA) have a size of 3450-bp
encoding identical 120 kDa polypeptides. Full-length amino acid sequences show the two
multidomains, PLN02235 and PLN02522, which are necessary for ACL activity. The in silico
translated ACL sequences show 82-87% similarity to putative ACLs from other
basidiomycetes and 71% similarity to human ACL. The ac/-cDNA sequence was used to
heterologously express ACL 6XHis-tagged identified by MALDI-TOF-MS. The sequenced
peptides with 42% coverage showed 100% identity to the sequence generated in silico. The
ACL 6XHis-tagged expressed at 300 rpm and purified to homogeneity, showing an activity
of 2 U. Furthermore, three different sequences up stream of 542, 41 and 39 bp had being
found, suggesting differential regulation at the transcriptional level. The upstream
sequence of 542 bp has three consensus sites binding to transcription factors, SP1
(Specificity Protein 1), ICSBP (Interferon Consensus Sequence Binding Protein) and NF-
KappaB (nuclear factor kappa-light-chain- enhancer of activated B cells). The activation of
ACL 6XHis-tagged occurred at under oxidative conditions, i.e., similar conditions in which
the induction of carotenogenesis in P. rhodozyma occurs. Thus, the contribution of this
study was the identification of a sequence of ACL, the biochemical characterization of a
recombinant ACL and the first molecular evidence of transcriptional regulation of

carotenogenic yeast.



1. RESUMEN

La ATP-citrato liasa (ACL) es una enzima citoplasmatica que cataliza la incisién de citrato a
acetil-CoA y oxaloacetato. El acetil-CoA es la unidad basica para la biosintesis de acidos
grasos y para la biosintesis de carotenoides en levaduras. Un estudio molecular de la ACL
en Phaffia rhodozyma ayudaria a comprender los mecanismos que regulan
diferencialmente la biosintesis de carotenoides y acidos grasos en basidiomicetos. Asi, en
este estudio, se clond y expresé el gen acl de P. rhodozyma en Pichia pastoris y la ACL
recombinante se purificd y se evaluaron sus parametros cinéticos. Se obtuvieron tres
secuencias de DNA homodlogas del gen acl que codifican la ACL en P. rhodozyma, i.e., dos
genes y un cDNA. Estas secuencias muestran polimorfismos de simple y doble nucleétido
entre ellas. Los dos genes acl tienen siete exones y seis intrones. Las secuencias codificantes
de los genes y el cDNA del gen acl (acl-cDNA) tienen, en todos los casos, 3450 pb y codifican
polipéptidos idénticos de 120 kDa. La secuencia de aminoacidos tiene los multidominios
PLN02235 y PLN02522, necesarios para la actividad ACL. La ACL de P. rhodozyma tiene 82-
87% de similitud con las ACLs putativas de otros basidiomicetos y 71% de similitud con la
ACL humana. La secuencia acl-cDNA se utilizé para expresar heterélogamente la ACL 6XHis-
tagged, y ésta se identificé por MALDI-TOF-MS. Los péptidos secuenciados con cobertura
de 42% mostraron 100% de identidad con la secuencia generada in silico. La ACL 6XHis-
tagged se expresdé y se purificd, mostrando una actividad de 2 U. Por otro lado, se
encontraron tres secuencias diferentes corriente arriba de acl, de 542, 41 y 39 pb, lo que
sugiriere una regulacion diferencial a nivel transcripcional. La secuencia de 542 pb tiene tres
sitios consenso de union a factores de transcripcion, SP1, ICSBP y NF-KappaB. La activacion
de la ACL 6XHis-tagged se produjo en condiciones oxidativas, i.e., condiciones similares en
las que se produce la induccion de la carotenogénesis en P. rhodozyma. Asi, la contribucién
de este estudio fue la identificacion de una secuencia de ACL recombinante, su
caracterizacion bioquimica y la generacidon de la primera evidencia molecular de la

regulacién transcripcional en una levadura carotenogénica.



2. INTRODUCCION

La astaxantina (3,3"-dihidroxy-B, B-caroteno-4,4’-diona) es el principal pigmento
carotenoide sintetizado por la levadura basidiomiceta P. rhodozyma. Las primeras etapas
de la biosintesis de astaxantina en P. rhodozyma se llevan a cabo por la via del mevalonato
que genera pirofosfato de isopentenilo (IPP) a partir de acetil-CoA citosélico. El IPP es el
precursor de todos los isoprenoides, incluyendo carotenoides, esteroles, quinonas, entre
otros compuestos (Schmidt y col., 2011; Alcaino y col.,, 2014; Hara y col., 2014). La
biosintesis de carotenoides, como la biosintesis de acidos grasos y esteroles, requieren
acetil-CoA como bloque de construccion inicial, ademds de ATP, NADPH y oxigeno
molecular (Miao y col.,, 2010; 2011). Se ha sugerido que un reservorio de acetil-CoA
citosdlico provisto por la ATP citrato liasa (ACL; EC 2.3.3.8) puede ser utilizado para la
biosintesis de lipidos, esteroles y carotenoides (Flores-Cotera y col., 2001; Chavez-Cabrera
y col., 2010; Miao y col., 2010; 2011; Loto y col., 2012). En levaduras oleaginosas, la ACL es
la fuente principal de acetil-CoA para la biosintesis de acidos grasos (Ratledge 2002;

Ratledge y Wynn, 2002).

En P. rhodozyma, las biosintesis de lipidos y de carotenoides son estimuladas por las
condiciones de limitacion de nitrégeno (Yamane y col., 1997a; Flores-Cotera y col., 2001).
Chavez-Cabrera y col., (2010) observaron un aumento de la actividad ACL al agotarse el
amonio (24 h de cultivo) en cultivos en lote de la levadura, esto aun cuando el oxigeno
disuelto (OD) estuvo por debajo del 20% de saturacién. Aunque, este aumento de actividad
ACL estimuld la biosintesis de dacidos grasos, sélo tuvo un efecto marginal sobre la
acumulacién de carotenoides. En contraste, una rapida acumulacidon de carotenoides se
produjo sélo después de agotarse los azucares (3 h después del agotamiento de amonio), e
iniciarse la reasimilacién del etanol producido en la etapa inicial del crecimiento. Al mismo
tiempo, se produjo un aumento adicional de la actividad ACL (2 veces), junto con el aumento
en OD por arriba del 20% de saturacidn. Un aumento en la actividad ACL con los niveles de
OD por arriba del 20%, provocd la acumulacién de carotenoides y lipidos. Por otra parte, la

actividad ACL también aumentd una vez agotado el azlcar en presencia de suficiente
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amonio (en >20% OD). Este aumento fue comparable al observado después del
agotamiento de los azlcares en condiciones de limitacidn de nitrégeno. Estos resultados
sugirieren que en P. rhodozyma, la actividad ACL responde diferencialmente: (a) a OD por
encima del 20% de saturacion y (b) al agotamiento de amonio. La presencia de dos
isoformas de ACL es desconocida hasta la fecha; sin embargo, la actividad ACL en respuesta
al ODy el conocido papel de los carotenoides como antioxidantes, indican que una isoforma
ACL podria proporcionar acetil-CoA para la biosintesis de carotenoides. El mecanismo que
regula la distribucién de acetil-CoA para la biosintesis de acidos grasos y de carotenoides
podria implicar una compleja regulacién de ACL. Sin embargo, la informacidn disponible
sobre ACLs de levaduras carotenogénicas es limitada. Ademds, hasta ahora se han
purificado y estudiado pocas ACLs en eucariotas. En diferentes plantas y mamiferos, el gen
acl ha sido caracterizado funcionalmente; sin embargo, ninguna ACL recombinante de
levadura carotenogénica ha sido purificada. La Unica ACL nativa purificada y caracterizada
hasta la fecha es la del basidiomiceto Rhodosporidium toruloides (Rhodotorula gracilis;
Shashi, y col., 1990) que es una levadura oleaginosa y carotenogénica. La informacién es
limitada sobre el papel bioquimico y la regulacidon de ACL, particularmente con respecto a
la biosintesis de carotenoides. Asi, un estudio molecular de ACL de levaduras
carotenogénicas podria ayudar a comprender los mecanismos que regulan
diferencialmente las biosintesis de carotenoides y de acidos grasos en basidiomicetos. Para
hacer frente a esto, el objetivo del presente estudio, fue clonar y expresar el gen ac/ de P.
rhodozyma en Pichia pastoris, asi como purificar la ACL recombinante expresada, y evaluar

sus parametros cinéticos.

2.1 Funcion de los carotenoides

Los carotenoides se encuentran principalmente en plantas, pero también pueden
encontrarse en bacterias, algas, hongos y animales invertebrados, peces, y aves como el
flamenco. Estos juegan una funcion biolégica muy importante en los humanos y animales

como precursores de la vitamina A, estimulantes de la respuesta inmune y en la prevencion
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del cancer y otras enfermedades degenerativas (Bhosale y Bernstein, 2005). Ademas, es

conocido que protegen a las células contra el dafio oxidativo y fotooxidativo.

Los carotenoides que tienen en su estructura atomos de oxigeno se conocen como
“xantofilas”. Una de las xantofilas de mayor importancia econdmica es la astaxantina, un
antioxidante mas potente que la vitamina E y el B-caroteno. En la naturaleza, la astaxantina
se encuentra especialmente en ambientes marinos y es el principal pigmento en crustaceos,
salmones y truchas arcoiris (Johnson, 2003). Los animales son incapaces de sintetizar
astaxantina de novo, por lo que el pigmento debe ser adquirido a través de la dieta. En la
acuicultura, la astaxantina se utiliza en dietas de trucha arcoiris y salmoén, para generar el
color naranja caracteristico de ellos (Bhosale y Bernstein, 2005). Debido a sus propiedades
antioxidantes, se ha sugerido que la astaxantina previene varias enfermedades
degenerativas, incluyendo el cancer en los humanos (Jyonouchi y col., 1996; Bhosale y
Bernstein 2005). En la industria farmacéutica y cosmética se usa como protector contra los
efectos dafiinos de la radiacién ultravioleta (Kurashige y col., 1990; Nishino, 1998;

Rodriguez-Saiz y col., 2010; Komaki y col., 2015).

La presencia de estos pigmentos en todos los organismos fotosintéticos y su amplia
distribucién entre las bacterias y hongos no fotosintéticos, se ha explicado por su capacidad
para desactivar moléculas de oxigeno reactivas (MOR), como el oxigeno singulete (*0,),
H,0. y otros radicales libres, que son subproductos de procesos metabdlicos celulares y de
contaminantes ambientales (Bhosale y Bernstein, 2005). Es conocido que las oxidasas
producen una mayor cantidad de H,0; durante el metabolismo de fuentes de carbono no
fermentables, como alcoholes y aldehidos primarios (Andreyev y col., 2005). La fosforilaciéon
oxidativa mitocondrial que tiene lugar durante metabolismo aerobio de las células, es un

importante y continuo generador de MOR (Andreyev y col., 2005).

La astaxantina es sintetizada en algunos pocos microorganismos, entre los que sobresalen
el alga Hematococcus pluvialis (Lotan., 1995; Bhosale y Bernstein, 2005) y P. rhodozyma
(Phaff & Miller., 1972). En P. rhodozyma se ha sugerido que la astaxantina inactiva al 10, a

los radicales perdxido generados en su habitad natural (flujo mucoide de abedules), y a las
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MOR generadas durante su metabolismo intracelular (Johnson y Schroeder, 1995 a y b).
Esta levadura tiene las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD) mitocondrial y
catalasa, pero su actividad es baja en relacién a las mismas enzimas de Saccharomyces
cerevisiae. Debido a que, P. rhodozyma carece de las SODs citosodlicas se ha sugerido que la

astaxantina podria estar compensando esta ausencia (Martinez-Moya y col., 2015).

2.1.1 La astaxantina

La astaxantina (3,3’-dihidroxi-B, B caroten-4,4’-diona) es un oxicarotenoide (CaoHs204) con
un peso molecular de 596.86 u.m.a., sus cristales son de color violeta oscuro, con punto de

fusién de 217-219°C (Figura 1).

La capacidad antioxidante de la astaxantina es atribuida, en menor o mayor grado, no sélo
a la combinacion de sus dobles enlaces, sino a la presencia de grupos oxigenados como

hidroxilos y grupos cetdnicos en el anillo B-ionona (Miller y col., 1976; Schmidt y col., 2011).

Figura 1. Astaxantina

2.1.2 Phaffiarhodozyma

Herman Phaff aislé a P. rhodozyma a finales de 1960, durante sus primeros estudios sobre
ecologia de levaduras. La levadura fue aislada de la flora asociada con arboles de las islas
japonesas y la costa oeste de Norteamérica, pero posteriormente fue aislada en Rusia,

Chile, Finlandia y Estados Unidos (Johnson, 2003). Las diferencias en su reproduccién llevé
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a reclasificar cada cepa como anamarfica “no formadora de basidios” P. rhodozyma y la
telemérfica “formadora de basidios” Xanthophyllomyces dendrorhous (Golubev, 1995).
Desde su aislamiento, la levadura ha atraido un considerable interés, debido a su rapido
crecimiento, facil manejo, por su capacidad de fermentar azucares (Johnson, 2003) y en
especial por su capacidad de sintetizar astaxantina como principal pigmento carotenoide
(Andrewes y col., 1976; Martinez-Moya y col., 2015). La produccién de astaxantina ha sido
la motivacién de intensos esfuerzos en la investigacidn con este microorganismo,
abarcando desde la caracterizacién de cepas (Phaff & Miller., 1972; Golubev, 1995), la
obtencién de mutantes hiperproductoras (An y col., 1989; Miao y col., 2010; Xiao y col.,
2015), la optimizacién de medios de cultivo (Flores-Cotera y col., 2001a; 2001b), el estudio
de la expresion de genes que codifican enzimas involucradas en la biosintesis de astaxantina
(Lodato y col., 2007; Marcoleta y col., 2011) y finalmente el analisis protedmico de la

levadura (Martinez-Moya y col., 2011; 2015) entre otros.

2.1.3 Caracterizacion genomica de P. rhodozyma

Diferentes grados de ploidia se han puesto de manifiesto mediante estudios moleculares
de la organizacién gendmica de distintas cepas de la levadura. El nimero de cromosomas
puede variar entre 8-13 en diferentes cepas, y el tamano total del genoma puede oscilar
entre 15-23.2 Mb (Andrio y col., 1995; Cifuentes y col., 1997; Nagy col., 1997; Kucsera y col.,
1998).

Algunos investigadores han considerado que la levadura es poliploide debido a: a) la
necesidad de utilizar 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina seguida del uso de técnicas de
enriguecimiento, como Unica forma de obtener mutantes auxétrofas, b) la baja frecuencia
con que aparecen mutantes, ante agentes mutagénicos, en comparacion a levaduras
haploides, c) la determinacién del cariotipo electroforético, d) la complementacion génica
y la recombinacién mitdtica, y e) un contenido de DNA por célula ligeramente superior al

de una cepa diploide de S. cerevisiae (Chun y col., 1992; Adrio y col., 1995; Cifuentes y col.,
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1997; Hermosilla y col., 2003). En contraste, un estudio sobre la relacion del aumento de
tamafio de los cromosomas por fenédmenos de integraciéon multiple en la regidén de los genes
ribosomales, y la pérdida de las bandas correspondientes a los cromosomas originales,
condujeron a Wery y col., 1998 a concluir que X. dendrorhous CBS 6938 es haploide. El
genoma de X. dendrorhous CBS 6938, con el nimero de acceso al GenBank LN483157.1,
tiene 19.50 Mb con 6385 genes que codifican proteinas (Sharmay col., 2015).

2.2 Biosintesis de carotenoides y astaxantina

Las etapas tempranas de la biosintesis de carotenoides en P. rhodozyma, como ocurre con
la biosintesis de dacidos grasos en otras levaduras oleaginosas, se lleva a cabo en el
citoplasma. El citrato mitocondrial es considerado la fuente mds importante de acetil-CoA
para la biosintesis de acidos grasos en levaduras oleaginosas (Ratledge & Wynn, 2000), y
también, la misma fuente opera para la biosintesis de carotenoides en P. rhodozyma como

se muestra en la Figura 3 (Chdvez-Cabrera y col., 2010).

En P. rhodozyma, la astaxantina es sintetizada a partir de acetil-CoA, que es convertido
secuencialmente en la via del mevalonato hasta pirofosfato de isopentenilo (IPP), el
precursor universal de todos los isoprenoides. La condensacion secuencial de cuatro
moléculas de IPP genera geranil-geranil pirofosfato (GGPP, C20) y la condensacion de dos
moléculas de GGPP genera al fitoeno, un carotenoide incoloro. Mediante reacciones de
deshidrogenacion y ciclacion en los extremos, el fitoeno se transforma en B-caroteno, el
cual por oxidaciones secuenciales se transforma en astaxantina (Schmidt y col., 2011). El B-
caroteno ha sido localizado en gldbulos lipidicos en el citoplasma de P. rhodozyma, en
donde se cree que se localizan las actividades de ciclasas y desaturasas (Johnson vy
Schroeder 1996). Asi, la astaxantina es formada a partir del B-caroteno después de la
incorporacion de grupos ceténicos en los carbonos C4 y C4" e hidroxilos en los carbonos C3
y C3" en el anillo B-ionona (Ojima y col.,, 2006; Martinez-Moya y col., 2015). La ruta

biosintética de la astaxantina en P. rhodozyma se muestra en la Figura 2.
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2.2.1 Genes implicados en la biosintesis de astaxantina

En P. rhodozyma se identificé primero el gen idi que codifica para la enzima IPP sintasa
(Verdoesy van Ooyen, 1999). A partir de GGPP, la biosintesis de astaxantina requiere cuatro
actividades enzimaticas. Los genes que codifican para estas enzimas son crtE que codifica la
GGPP sintasa, crtYB que codifica la fitoeno sintasa/licopeno ciclasa, crt/ codifica la fitoeno
desaturasa y asy (antes crtS) codifica la astaxantina sintasa (Verdoes y col., 1999; Ojima y
col., 2006; Lodato y col., 2007; Schmidt y col., 2011; Chiy col., 2015). Las enzimas codificadas
en los genes crtYB y asy son bifucionales. La enzima codificada por el gen crtYB cataliza la
formacién de fitoeno y licopeno. La enzima codificada por asy, perteneciente a las
oxigenasas de la superfamilia tres del citocromo P450, tiene las caracteristicas enzimaticas
de 3,3’-hidroxilasa y 4,4’-cetolasa que participan en la insercion de los grupos oxigenados
en el anillo B-ionona del B-caroteno, (Ojima y col., 2006). Recientemente, en el andlisis
protedmico de la levadura, se encontraron las huellas peptidicas de las enzimas
involucradas en la biosintesis de astaxantina: la fitoeno sintasa/licopeno ciclasa, la fitoeno

desaturasa y la astaxantina sintasa (Martinez-Moya y col., 2015).
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Figura 2. Biosintesis de astaxantina via mevalonato por P. rhodozyma
(Schmidt y col., 2011). Asy, astaxantina sintasa.

2.3 Rutas de biosintesis de acetil-CoA

2.3.1 Acetil-CoA

El acetil-CoA es un intermediario central del metabolismo primario y secundario en
procariontes y eucariontes, y a la vez, es una fuente de grupos acetilo para decenas de
procesos celulares, por ejemplo las biosintesis de acidos grasos y carotenoides. Las
levaduras utilizan principalmente sustratos mitocondriales como citrato, acetil-carnitina y
acetato para producir acetil-CoA citosdlico (Palmieri y col., 1999; Franken y col., 2008)
(Figura 3). En virtud de que la membrana interna no es permeable a citrato y acetil-carnitina,
generalmente se requieren lanzaderas que tienen la funcion de exportarlos al citosol. Por
ejemplo, la acetil-carnitina transferasa (ACT) es un transportador de la acetil-carnitina al
citosol, ésta ultima es hidrolizada hasta acetil-CoA por la acetil-carnitina hidrolasa (ACH;
Franken y col., 2008). La lanzadera citrato/malato transporta el citrato de la mitocondria al
citosol, donde es escindido a acetil-CoA y oxalacetato mediante la ATP citrato liasa. Por otro
lado, el acetil-CoA intramitocondrial es hidrolizado (por la actividad reversa de la acetil-CoA
sintasa, ACS mitocondrial) para generar acetato, el cual puede ser difundido a través de la
membrana mitocondrial al citosol, donde ACS citosdlica puede activar el acetato en acetil-

CoA (Figura 3).

La ACL humana es una fosfoproteina que cataliza la escisidon del citrato en el citosol para

producir acetil-CoA y oxalacetato (Chypre y col., 2012). En plantas se ha propuesto que el
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acetato y citrato mitocondriales son las principales fuentes proveedoras de acetil-CoA
citosdlico (Fatland y col., 2002). En hongos oleaginosos se sabe que el citrato es la fuente
principal de aprovisionamiento de acetil-CoA citosélico para la biosintesis de acidos grasos
(Ratledge & Winn, 2002). La acetil-carnitina, puede ser una fuente de acetil-CoA, sin
embargo, la actividad de acetil-carnitina transferasa (ACS) es relativamente baja. En la
levadura no oleaginosa S. cerevisiae, se ha sugerido que el acetato y la acetil-carnitina son
las fuentes de acetil-CoA citosdlico, pero en cambio no se ha encontrado actividad ACL, ni

la presencia del gen acl.

Un analisis protedmico de P. rhodozyma identificé las huellas peptidicas de acetil-CoA
sintasa (ACS) y la ATP-citrato liasa (ACL), lo que indica que el acetato y el citrato son los

Unicos precursores de acetil-CoA en esta levadura (Martinez-Moya y col., 2011; 2015).
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Figura 3. Sintesis de acetil-CoA de diferentes organismos.

1. Piruvato deshidrogenasa; 2. Piruvato carboxilasa; 3. Citrato sintasa; 4. Acetil-CoA hidrolasa; 5.
Acetil-carnitin transferasa; 6. acetil-carnitina hidrolasa; 7. Acetil-CoA sintasa; 8. ATP citrato liasa; 9.
Malato deshidrogenasa; 10. Enzima malica; 11. Complejo para biosintesis de acidos grasos.

2.3.2 ATP citrato liasa

La ATP citrato liasa (ACL; EC 2.3.3.8) es una fosfoproteina que requiere ATP y que cataliza la

escision de citrato en el citosol para formar acetil-CoA y oxaloacetato.

En células de mamifero, la ACL esta involucrada en varios procesos celulares, en los que se
incluyen la lipogénesis, colesterogénesis y algunas modificaciones postraduccionales de

proteinas, tales como la acetilacion y prenilacion (Wellen y col., 2009; Chypre y col., 2012).
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En células vegetales, la ACL estd involucrada en varios procesos celulares que afectan el
desarrollo celular como: lipogénesis, carotenogénesis y produccion de acidos orgdnicos
(Oliver y col., 2009; Fatland y col., 2002). En hongos filamentosos, la ACL es requerida para
acumular lipidos por arriba del 10% en peso, para el desarrollo sexual y como precursor de
varios metabolitos como pigmentos y micotoxinas (Nowrousian y col., 2000; Adams y col.,

2002; Guenthery col., 2009).

En levaduras oleaginosas y especialmente P. rhodozyma, la ACL provee la fuente principal
de acetil-CoA que alimenta a las rutas biosintéticas de acidos grasos, esteroles y
carotenoides (Miao y col., 2010; 2011; Chavez-Cabrera y col., 2010). En Cryptococcus
neoformans, la ACL es indispensable para el crecimiento celular y el desarrollo del factor de
virulencia (Griffiths y col., 2012). Una mutante del basidiomiceto carotenogénico vy
oleaginoso R. gracilis, con baja actividad de ACL, mostré una reducida acumulacién de

lipidos y de carotenoides (Venkateswaran y col., 1992).

2.3.2.1. Caracteristicas estructurales de ACL

El mondmero de ACL contiene dos multidominios PFAM denominados PLN02235 y
PLN02522, que integran a cuatro super-familias. EIl multidominio PLN02235 incluye la
superfamilia ATP-grasp_2 y el multidominio PLN02522 incluye las tres superfamilias citrato
sintasa-citril coenzima liasa en el extremo C-terminal de la ACL (CS-CCL-ACL-C), ligase_CoA
y CoA_ binding. Adicionalmente, el multidominio PLN02522 tiene sitios de unién a citril-

CoA, CoA y oxalacetato (Figura 4).
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Figura 4. Caracteristicas estructurales del monémero de las ATP citrato liasas. Abreviatura: ACL,
el ATP citrato liasa; los multidominios PLN02235 y PLN02522 caracteristicos de las ACLs.
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La enzima ACL de mamiferos es homotetramérica, con subunidades de 110-120 kDa,
codificada en un Unico gen (Elshourbagy y col., 1990, 1992). En Sordaria macrospora, la ACL
es una proteina heterooctamérica formada por dos tipos de subunidades, en relacién
equimolar, las cuales tienen un peso molecular de 73 kDa y 52 kDa y son codificadas por los
genes acll y acl2. Estos péptidos son muy simililares a la subunidad de ACL de mamiferos
en el extremo C-terminal y en el extremo N-terminal respectivamente (Nowrousian y col.,
2000). De igual forma, la ACL de Arabidopsis thaliana es una proteina octamérica formada
por dos tipos de subunidades, de 65 kDa y 45 kDa (Fatland y col., 2002). Los genes acl de
estos organismos han sido secuenciados, clonados, expresados heterélogamente y se ha
probado su funcionalidad enzimatica. Por otro lado, varias secuencias nucleotidicas de los
genes acl putativos de basidiomicetos, se pueden encontrar en la base de datos del
GenBank; sin embargo, ninguno de estos se ha expresado, ni probado su funcionalidad
enzimadtica. La Unica ACL nativa de un basidiomiceto que ha sido purificada y caracterizada
es la de R. gracilis. Se trata de una enzima homotetramérica con un peso molecular de 520
kDa y subunidades de 120 kDa (Shashi y col., 1990). El gen acl putativo que codifica para
cada subunidad de esta enzima tiene un tamafno de 4427 pb con una regidn codificante de
3471 pb, conforme al genoma R. gracilis (Zhu y col., 2012). En P. rhodozyma se ha estudiado
el comportamiento de la actividad ACL y se ha sugerido la existencia de dos isoformas
codificadas por un Unico gen o bien, la existencia de dos genes acl regulados
diferencialmente (Chavez-Cabreray col., 2010). Sin embargo, el gen acl de esta levadura no

ha sido secuenciado, clonado o expresado heterélogamente.

2.4 Factores que afectan la induccion de astaxantina
La proporcion de los diferentes carotenoides producidos por P. rhodozyma, asi como la
cantidad de astaxantina en las células pueden alterarse por cambios en la composicion del

medio de cultivo y por otros factores ambientales.

Varios estudios han mostrado que la biosintesis de carotenoides se induce a niveles por

encima de 15-20% de saturacién de oxigeno (OD) (Flores-Cotera, 2001; Chavez-Cabrera y
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col., 2010), sin embargo, para una optima produccion de astaxantina se ha recomendado
que los cultivos de P. rhodozyma se mantengan entre 55-60% OD (Yamane y col., 1997a).
La biosintesis de astaxantina se reduce drasticamente en condiciones microaerofilicas
(Johnson, 2003; Flores-Cotera y col., 2001) ya que se requiere oxigeno molecular para
formar los grupos oxigenados del pigmento. Consistente con lo anterior, Lodato y col.,
(2007) encontraron mayor expresion de genes carotenogénicos a altas concentraciones de

OD en X. dendrorhous.

El metabolismo de etanol es otro factor que activa la biosintesis de astaxantina en P.
rhodozyma (Yamane y col., 1997a, Chavez-Cabrera y col., 2010; Marcoleta y col., 2011). Se
ha reportado que la levadura cultivada por lote-alimentado con etanol, como Unica fuente
de carbono, aumenta de 2-3 veces la acumulacion celular de astaxantina (Yamane y col.,
1997b). Dicha acumulacion fue asociada al incremento en actividad de la hidroxi-metil-
glutaril-CoA reductasa (HMGR), enzima clave para la formacién de mevalonato, un
precursor de carotenoides (Gu & Jonhson, 1997). Estudios a nivel molecular indican que la
regulacién de la transcripcidon de los genes ac/ y HMGR en los mamiferos, son regulados por
factores transcripcionales que se unen a la secuencia TCAGGCTAG que corresponden al
Sterol Regulatory Element-Binding Proteins (SREBPs) presentes en ambos promotores (Sato
y col., 2000). En P. rhodozyma, las evidencias indirectas sugieren que estos genes tienen los
mismos reguladores transcripcionales. En mutantes hiperproductoras de astaxantina, la
actividad de HMGR vy la biosintesis de carotenoides, ocurre simultdneamente en cultivos
realimentados con etanol como unica fuente de carbono (Gu y col., 1997). A partir de estas
evidencias indirectas, se podria inferir que los genes acl y HMGR en P. rhodozyma son
regulados por un mismo tipo de promotor, tal como ocurre en mamiferos (Satoy col., 2000).
En cultivos en lote de P. rhodozyma es comun la acumulacién de etanol durante la fase
temprana de crecimiento, en presencia de concentraciones altas de azucares y/o de
limitacion de oxigeno (Yamane y col., 1997a). En una fase tardia de crecimiento, a bajas
concentraciones de azlcares y al aumentar el oxigeno, P. rhodozyma es capaz de reutilizar
el etanol producido inicialmente, al igual que otras levaduras (Yamane y col., 1997b). En

cultivos en lote de esta levadura, la biosintesis de carotenoides tiene lugar durante la
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reasimilacion de etanol, y en paralelo con un incremento en actividad de la ACL, (Chavez-
Cabrera y col., 2010). El etanol generalmente es oxidado via acetaldehido hasta acetato y
de acetato hasta acetil-CoA para alimentar el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT) (Jones,
1989). La conversiéon de etanol a acetaldehido es mediada por la enzima alcohol
deshidrogenasa dependiente de NAD* (NAD-ADH) lo que podria promover un aumento de
la relacion NADH/NAD" y la consecuente inhibicion del CAT. La transformacion del acetato
hasta acetil-CoA es mediada por la ACS dependiente de AMP (AMP-ACS) (Jones, 1989), lo
que promueve también la inhibicién del CAT. En condiciones oxidativas el CAT es la principal
fuente de esqueletos carbonados y ATP, para la biosintesis de aminoacidos, acidos nucleicos
y para la gluconeogénesis (Jones, 1989). La inhibicién del CAT bloquea la divisién vy
replicacion celular, y en consecuencia se presenta una mayor disponibilidad de esqueletos
carbonados para la biosintesis de carotenoides, tal como el citrato (Gu y col., 1997; Yamane

y col., 1997b; Miao y col., 2010; Martinez-Moya y col., 2015; Xiao y col., 2015).

Otros factores que estimulan la biosintesis de astaxantina son el uso de inhibidores de la
cadena respiratoria como la antimicina A y la limitacién de cobre (An y col., 1989; Flores &
Sanchez, 2001). En estas condiciones, la biosintesis de ATP esta disminuida debido a una
reduccion en la oxidacién del NADH, lo cual conduciria a una biosintesis de proteinas lenta
y generaria mayor disponibilidad de sustratos para otras vias de biosintesis (Flores &

Sanchez, 2001; Xiao y col., 2015).

En varias investigaciones, se ha encontrado que el uso de relaciones altas de C/N en cultivos
de P. rhodozyma, promueven la biosintesis de lipidos y de carotenoides, pero a costa de una
menor acumulacion de proteinas (Yamane y col., 1997a; Flores-Cotera y col., 20013;
Chavez-Cabrera y col., 2010; Xiao y col., 2015). Esto ultimo podria deberse a una reducida
trasaminacion del a-cetoglutarato (a-KG) para la formacion del glutamato, debida a una
baja disponibilidad de amonio para la formaciéon de aminoacidos. En algunas mutantes
hiperproductoras de astaxantina de crecimiento lento, se ha sugerido que tienen una
disfuncién mitocondrial que provoca la baja asimilacién de nitrégeno (An y col., 1989). La
mayor produccion de carotenoides parece ser una respuesta para canalizar el exceso de

carbono y energia, debidos a una limitacidn del crecimiento y de biosintesis de proteinas,
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ocasionadas por la deficiencia de nitrdgeno. En general, la produccién de astaxantina en
cepas mutantes hiperproductoras, esta asociada al crecimiento y es atribuida a su lento
crecimiento (Johnson, 2003; Ukibe y col., 2008). En contraste, en cepas nativas es comun
un aumento del contenido de astaxantina de las células en las fases tardias de cultivo,
cuando baja su velocidad de crecimiento (Chavez-Cabrera y col., 2010). Ademas, al suplir
diferentes fuentes de nitrégeno y de carbono para la produccion de astaxantina,
frecuentemente se han seleccionado aminoacidos (metionina y valina) y carbohidratos
(celobiosa) de lenta asimilacidn, resultando ambos en un lento crecimiento (Johnson, 2003;
Ukibe y col., 2008). Lo anterior sugiere que un impedimento metabdlico que inhibe el
crecimiento celular, induce la biosintesis de astaxantina. Esto esta en concordancia con
varias investigaciones sobre levaduras oleaginosas que sefialan, que una alta relacion de
C/N induce la produccién de lipidos (Ratledge & Winn, 2000; Ratledge, 2002) y se ha
propuesto que el efecto principal de relaciones altas de C/N es la reduccién en la
concentracion intracelular de AMP, por activacion de la enzima AMP desaminasa que libera
el grupo amino por hidrdlisis, con la finalidad de suplir temporalmente la necesidad de
amonio. La disponibilidad disminuida de AMP afecta varias enzimas del CAT que son
dependientes de AMP, provocando la reduccién de actividad del CAT. El principal nodo de
regulacién del CAT, que favorece la produccién de lipidos es la NAD-isocitrato
deshidrogenasa (NAD-ICD), que depende de AMP para su activacion alostérica (Ratledge &
Winn, 2000). La baja actividad de la NAD-ICD conduce a la acumulaciéon de isocitrato, que
rapidamente es transformado en citrato mediante la aconitasa. El citrato mitocondrial es
traslocado al citosol e incidido por la ACL, para proveer acetil-CoA para la biosintesis de
lipidos. En concordancia se ha observado que la actividad ACL aumenta a relaciones altas
de C/N en levaduras oleaginosas (Ratledge, 2002). En P. rhodozyma, la escision de citrato
por la ACL produce el reservorio de acetil-CoA que se ha sugerido como precursor no sélo
para la biosintesis de lipidos, sino también para la biosintesis de carotenoides, ya que, al
adicionar citrato al medio de cultivo, se favorece la acumulacién de carotenoides (Flores-
Cotera y col., 2001a). Inhibidores de la ruta de biosintesis de lipidos ha promovido la

acumulacién de carotenoides en cepas silvestres y, ademas, se han obtenido mutantes
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hiperproductoras de astaxantina que muestran una acumulacién reducida de lipidos. Estos
resultados indican que el contenido de astaxantina se correlaciona negativamente con el
contenido de acidos grasos en P. rhodozyma (Miao y col., 2010; Chavez-Cabreray col., 2010;
Flores-Cotera y col.,, 2001a; Dominguez-Bocanegra y Torres-Muiioz, 2004). Ademas,
Chavez-Cabrera y col., (2010) encontraron que en relacién alta de C/N se induce la
acumulacién de lipidos y carotenoides, aunada a un marcado incremento en la actividad de
ACL, sugiriendo que el mecanismo de regulacién de biosintesis de lipidos y carotenoides en
P. rhodozyma, es similar al mecanismo de regulacién de biosintesis de lipidos en levaduras

oleaginosas.

En resumen, los resultados obtenidos en muy diversas condiciones estudiadas convergen
en que la biosintesis de astaxantina en P. rhodozyma, es activada en niveles de oxigeno
disuelto (OD) por encima del 20% de saturacién y en presencia de una fuente de carbono
asimilable. Los eventos que conducen a estas condiciones incluyen: (a) crecimiento celular
en limitaciéon de nitrégeno (Flores-Cotera y col., 2001); (b) crecimiento celular lento
promovido por el metabolismo de fuentes de carbono mas reducidas que la glucosa (e.g.,
etanol; Chavez-Cabrera y col., 2010; Marcoleta y col., 2011); y (c) presencia de inhibidores
de la cadena respiratoria en el medio de cultivo (Johnson y Schroeder 1996). Ademas, las
mutantes de P. rhodozyma que hiperproducen astaxantina comiUnmente crecen mas
lentamente que las cepas de tipo silvestre. En varios casos, este crecimiento lento se
atribuye a disfunciones mitocondriales (e.g., baja respiracion o baja actividad del ciclo de
Krebs) o el metabolismo del nitrégeno disminuido (Johnson y Lewis 1979; Ukibe y col.,
2008). En general, estos datos sugieren que la biosintesis de carotenoides y su acumulacién

en P. rhodozyma es asociada con un crecimiento celular lento.

26



2.5 Justificacion

La ACL de P. rhodozyma provee acetil-CoA para las biosintesis de acidos grasos y de
carotenoides. Sin embargo, la informacién sobre el papel bioquimico y la regulacion de
ACLs, en particular de las implicadas en la biosintesis de carotenoides en levaduras es muy
limitada. Asi, estudios moleculares de la ACL de P. rhodozyma ayudarian a comprender los
mecanismos que regulan diferencialmente la biosintesis de carotenoides y acidos grasos en
basidiomicetos. Con la finalidad de tener un primer acercamiento a esto, en el presente
estudio, se planted clonar y expresar el gen acl de P. rhodozyma en P. pastoris, asi como,

purificar la ACL recombinante expresada y evaluar sus parametros cinéticos.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

P. rhodozyma tiene al menos, dos genes que codifican para diferentes subunidades de la
enzima ACL, o dos isoformas de esta enzima, que proveen diferencialmente acetil-CoA para

la biosintesis de carotenoides y dcidos grasos.

3.1 Objetivo general

Clonar y expresar uno de los genes de acl de P. rhodozyma en P. pastoris, purificar la ACL

recombinante expresada y evaluar sus pardmetros cinéticos.

3.1.1 Objetivos particulares
1. Aislar él o los genes que codifican la enzima ACL de P. rhodozyma.

2. Clonar él o los genes acl en P. pastoris.

3. Purificary caracterizar bioquimicamente la enzima ACL recombinante codificada por

alguno de estos genes.
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3.1.2 Estrategia experimental

\ 4
ﬁ l Disefio de Primers I

Amplicones

Disefio de GSPs

:l PCR inversa

Disefio GSPs extremos !

Figura 5. Estrategia experimental. GSP, por sus siglas en inglés Gene Specific Primer

29



4 METODOLOGIA

4.1 Materiales y métodos

4.1.1 Cepas y medios de cultivo

Phaffia rhodozyma NRRL Y-10922 (estado sexual Xanthophyllomyces dendrorhous) fue
usada para obtener la secuencia nucleotidica del gen que codifica para la ACL, y para
obtener la secuencia del mRNA que sirvid para delimitar la regidn codificante del mismo
gen. P. rhodozyma fue crecida en un cultivo en lote con limitacion de nitrégeno durante 30
h, 120 rpmy 22 °C, como se describid previamente (Chavez-Cabrera, y col., 2010). El tiempo
de cosecha de las células fue 7 h después del agotamiento de amonio en el medio de cultivo,
es decir 3 h después, de que ocurrieron simultdneamente el agotamiento de los azucares,
el aumento de la tensién de oxigeno y la induccién de la biosintesis carotenoides (Chavez-

Cabreray col., 2010).

E. coli TOP 10 fue usada para la conservacion y propagacién de todas las moléculas de DNA
recombinante construidas. Esta cepa fue crecida en medio Luria Bertani (LB) suplementado
con ampicilina (100ug/mL), independientemente del vector de clonacion usado para la
construccion (pGEM 3Z, Promega, Madison, WI, USA; pJET 1.2, Fermentas, Waltham, MA,
USA). Para la propagacion de las recombinantes derivadas del vector de expresién pPICZB
(disenado para la expresién en P. pastoris), E. coli TOP 10 fue crecida en medio LB con

zeocina (30 pg/mL; Sigma, Saint Louis, MO, USA).

Pichia pastoris X-33 fue usada como hospedero para la expresion de la ACL recombinante.
La levadura fue incubada en matraces bafleados de 250 mL (Sigma, USA) con 32 mL de
medio YPD a 28 °C, 120 rpm por 20 h. En todos los casos, la incubadora fue una agitadora

orbital New Brunswick modelo Innova 43 (New Brunswick Scientific, NJ, USA).
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4.1.2 Extraccion de DNA gendémico y RNA total

La extraccién de DNA gendmico fue realizada usando el DNeasy® Blood & Tissue Kit de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Qiagen, Valencia, CA, USA). La extraccion de RNA
total fue realizada usando Trizol® Reagent de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). En ambos casos, la lisis celular se hizo en tubos para
microcentrifuga de 1.5 mL cuyo contenido se sometid a tres ciclos de congelaciéon con
nitrégeno liquido/maceracion por 1 min usando un pistilo. En todos los casos en los que se
uso6 un kit comercial se siguieron las instrucciones del fabricante a menos que se indique lo

contrario.

4.1.3 Aislamiento del gen acl de P. rhodozyma

Se disefiaron oligonucleétidos iniciadores a partir de regiones nucleotidicas conservadas de
genes acl de basidiomicetos y ascomicetos. El alineamiento multiple de las secuencias
nucleotidicas utilizadas (AE017350.1, XM_003193989.1, XM_752059.1, XM_007851697.1,
XM_001839699.2,XM_002376465; AJ243817.1) se realiz6 mediante el software Clustal X
2.0 (Thompson y col., 1997). Las regiones conservadas del alineamiento multiple se usaron
para generar iniciadores mediante el programa Primer-Blast del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Estos iniciadores, fueron editados
manualmente para obtener los iniciadores mostrados en la Tabla 1 y que fueron usados
para amplificar por PCR diferentes fragmentos del gen acl de P. rhodozyma. Con base en la
secuencia nucleotidica de los amplicones obtenidos con los iniciadores marcados con el
superindice (**Y¢) en la Tabla 1, se disefié un segundo conjunto de iniciadores especificos
marcados en el superindice con (Y) en la Tabla 1. Este segundo grupo de iniciadores se usé

para generar amplicones de las regiones internas del gen acl.

Para identificar los extremos del gen ac/ se usé el método de la PCR inversa. Para ello, se
realizé una digestion completa a 37 °C, por toda la noche, de DNA gendémico (10 ug), usando
la endonucleasa EcoRl (5 U) en un volumen total de 20 pl. Los fragmentos de DNA, de la

mezcla de reaccidn, se purificaron como en todos los casos descritos de aqui en adelante,
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mediante el QlAquick’Gel Extraction Kit (Qiagen, USA) y después (0.3-0.5ug del DNA) fueron
circularizados a 22 °C por 16 h en 100 pL de una mezcla de ligacién conteniendo 2 U de T4
DNA ligasa (Promega, USA). Para la primera reaccion de la PCR anidada se usaron 2 plL de la
mezcla de ligacion como molde de DNA junto con los iniciadores GSP1-F300 y GSP1-R700,
con un tiempo de amplificacion de 10 min. Para la segunda reaccién de PCR anidada se uso
como molde de DNA, una dilucién 1:1000 del producto de la primera reaccién y los

iniciadores GSP2-F300 y GSP2-R700, con un tiempo de amplificacidon de 10 min.

Los iniciadores DNA-F y DNA-R fueron disefiados a partir de las secuencias de los extremos
del gen, adiciondndoles secuencias nucleotidicas de algunos sitios de restriccion. El
amplicon completo del gen se obtuvo por PCR usando DNA gendmico como molde y los
iniciadores antes mencionados. El inicio y el final de la traduccidn, es decir, los extremos del
gen fueron localizados mediante el programa New Genscan Web Server at MIT

(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html).

Todas las reacciones de PCR, a menos que se indiquen otras condiciones, se llevaron a cabo
con 35 ciclos: 94 °C por 7 minutos, temperatura de hibridacidon 5 °C por debajo de la Tm
menor por 1 minuto, y amplificacién a 68 °C (una kb por minuto) usando High Fidelity
Polymerase (Invitrogen, USA), conforme al protocolo del fabricante. La Tabla 1 muestra los
iniciadores usados en este estudio. Las secuenciacién de las construcciones y amplicones
obtenidos en este trabajo se realizaron en Macrogen Inn, Korea. En todos los casos los

iniciadores fueron sintetizados por Sigma, USA.

Tabla 1. Iniciadores usados en este estudio

Iniciador Secuencia

AClcry-F2680° CCGGCAAGGACCTCATCT
AClcry-R3180° GGGTTTTGTGGTTGGGGAAG
ACLba_ACL2-F® TTCGCCTACCTGGAGATCAA
ACLba_ACL2-RP CTTGAGACCCTCCTGGTAGTT
ACL1-F° GGTAAYACTGGTGGTATGATG
ACL1-R¢ GTWCCAATRGCCCAAGCAA
GSP1-F300¢ GCGAAAGGCCAACAAGCTC
GSP2-F300¢ AAGTCCAAGACGAACCCTGA
GSP1-R700¢ CTTGAAGGTGGCGGCAACGT
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GSP1-DNAR700 GAACTTCCACCGCCGTTGCA

GSP2-R700¢ CCCTGGGGGTTGACATCTCCT

GSP4-R700¢ TCGAGCTTAGCGGCCATGT

DNA-F¢ ¢ gaattcggcccagecggeegeggcetttccatcATGTCTTCCAAAG
DNA-R% ¢ gaattctctagageggecgccTTCTTGGGCTGGACGACG
cDNA-Ff aggagaattccacgtgATGTCTTCCAAAGCTATCCGAG
GSP-F1900¢ CCACCTTCAAGGGTATCATC

GSP-R2600¢ ATACCAGGAGCCATCTCGCT

GSP-R3280¢ TAGGTCTGTCCCTCAGTAGG

GSP-F2449¢ GTCCTCGTCAACTTCTCGTC

GSP-F2390¢ GTTCTACTGGGGTACAAAGGA

GSP-R3470¢ AGCTGGAGGACCATCTCGAT

Las secuencias nucleotidicas de los iniciadores >°Y¢ se disefiaron a partir de regiones conservadas,
localizadas mediante alineamiento multiple, de genes putativos ac/ de Cryptococcus?,
basidiomicetos  y ascomicetos ©. Los iniciadores ¢ se disefiaron a partir de secuencias nucleotidicas
parciales del gen acl/ de P. rhodozyma, es decir, secuencias generadas durante el desarrollo de este
trabajo. Los iniciadores € corresponden a secuencias nucleotidicas de los extremos del gen acl,
obtenidas mediante PCR inversa. El iniciador f corresponde al extremo 5° del ac/-cDNA generado in
silico a partir del gen acl de P. rhodozyma usando The GENSCAN program web Server at MIT. Las
secuencias de nucledtidos de los iniciadores que se muestran en letras minusculas indican sitios de
restriccion fusionados en los extremos del gen acl, o acl-cDNA, de la siguiente manera: El iniciador
DNA-F tiene los sitios de restriccion EcoRI-Sfil-Sacll; El iniciador DNA-R tienen los sitios de restriccion
EcoRI-Xbal-Notl, mientras que el iniciador cDNA-F tiene los sitios de restriccion EcoRI-Pml.

4.1.4 Clonacion del gen

El amplicén completo del gen fue clonado en los vectores pGEM 3Z (Promega, USA) y
pJET1.2/blunt (Fermentas, USA), para generar las construcciones acl/pGEM3Zy acl/pJET1.2.
Para ello, el plasmido pGEM 3Z y el amplicon completo del gen acl se digieren
completamente por separado con la endonucleasa EcoRIl, conforme al protocolo del
fabricante (New England Biolabs, Ipswich, MA). Los productos de ambas digestiones se
purificaron y se ligaron con T4 DNA Ligasa, para obtener la construccion acl/pGEM3Z. Por
otro lado, la construccion acl/pJET1.2 se obtuvo mediante el CloneJET PCR Cloning Kit
(Fermentas, USA), usando el amplicon completo del gen acly de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Cada una de las dos mezclas de ligacidn, se usé por separado para

transformar células quimiocompetentes de E. coli TOP10. La clona con la construccién
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acl/pGEM3Z fue identificada por su incapacidad de hidrolizar el X-Gal, generando colonias
blancas. La clona que incorpord la construccion acl/pJET1.2 fue identificada por “Colony
blot” (hibridacion en colonia) como se describe en Sambrook & Russell (2001). Finalmente,
en ambas construcciones se verificd la incorporacién del inserto del gen acl a través de
Colony PCR, usando los iniciadores DNA-F y DNA-R, conforme al protocolo del fabricante

del CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas, USA) y por analisis de la secuencia del DNA.

4.1.5 Clonacion del cDNA del gen acl

El cDNA del gen acl de P. rhodozyma fue obtenido a partir del RNA total (de un cultivo de
30 h) usando el SuperScript™ Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR, conforme al
protocolo del fabricante (Invitrogen, USA). La regidn codificante fue amplificada por PCR
usando los iniciadores cDNA-F y DNA-R con la High Fidelity Polymerase (Invitrogen, USA). El
amplicon completo correspondiente la region codificante del gen acl (acl-cDNA), fue
analizado por electroforesis en gel de agarosa 0.8% y purificado. El acl-cDNA purificado y el
vector pGEM 3Z fueron digeridos por separado en una mezcla de reaccion (20 plL) con 2 U
de las endonucleasas EcoRl y Xbal. Los productos digeridos en una relacién molar
inserto/vector de 10:1, fueron ligados (22 °C por 16 h) con T4 DNA ligasa (5 U), conforme el
protocolo del fabricante (Promega, USA). Una alicuota (5 pL) de la mezcla de ligacién
conteniendo la construccién acl-cDNA/pGEM3Z, se usd para transformar células quimio-
competentes de E. coli TOP10. Las clonas transformadas fueron identificadas vy
seleccionadas por su incapacidad de hidrolizar X-Gal (colonias blancas). La incorporacién del
acl-cDNA completo se verificé usando el método de Colony PCR con los iniciadores cDNA-F
y DNA-R. Finalmente, la construccion fue secuenciada completamente usando los

iniciadores indicados en la Tabla 1.
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4.1.6 Subclonacion del acl-cDNA en el vector de expresion

La secuencia codificante del gen acl contenida en la construccion acl-cDNA/pGEM3Z fue
subclonada en el vector de expresidon pPICZB, disefiado para P. pastoris. La construccidn
purificada de acl-cDNA/pGEM3Z y el vector de expresidon pPICZB fueron digeridos por
separado con las endonucleasas EcoRI y Xbal, y después purificados mediante QlAquick®
Gel Extraction Kit. Los productos purificados fueron ligados para obtener la construcciéon
acl-cDNA/pPICZB, que generaria la ACL recombinante con una fusién 6XHis-tagged. Los
detalles de la digestion, purificacion, ligaciéon y la transformacion de células quimio-
competentes de E. coli TOP10 se describieron en el parrafo precedente. La clona
transformada de E. coli TOP10 con la construccion acl-cDNA/pPICZB se identific6 mediante
Colony blot. La transferencia de colonias a una membrana de Nylon y su posterior lisis
celular se llevé a cabo conforme a lo descrito en Sambrook & Russell (2001), con excepcion
del marcaje de la sonda (ac/-cDNA) e inmuno-deteccién que fueron realizadas con el DIG
DNA Labeling and Detection Kit (Roche, San Francisco, CA). Las colonias con signos de
hibridacién (tonalidad azul) se sometieron a Colony PCR (usando los iniciadores cDNA-F y
DNA-R), el tamafio del inserto se verificd por electroforesis en geles de agarosa. El DNA
plasmidico se extrajo de clonas con insertos del tamafio esperado mediante el QlAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen, USA) y se secuencié el inserto completo. La secuencia nucleotidica de
la construccidn acl-cDNA/pPICZB se analizé in silico para verificar: i) la ausencia de codones
de paro a lo largo de la secuencia codificante insertada, ii) que la secuencia estuviera en
fase, i.e., que la traduccién iniciard en la primer metionina de nuestra proteina y que
terminard después de incorporar la cola de histidinas, correspondientes a una seccidn de la
secuencia del vector de expresidon pPICZB (The Gene Construction Kit® (GCK) program

2.5.13, USA), para asegurar la expresion de la ACL-6XHis tagged.

4.1.7 Recombinacién homéloga del acl-cDNA en P. pastoris

Una de las clonas de E. coli TOP10 (acl-cDNA/pPICZB) se propagd para obtener su DNA

plasmidico (10 pg), el cual se linearizd con la endonucleasa Pmll y se purificé con el

35



QlAquick® Gel Extraction Kit. Este casete lineal de expresion se uso para electroporar células
electro-competentes de P. pastoris X-33 en un electroporador Bio-Rad Micropulser. La
electroporacion se realizé en celdas de 0.2 cm de amplitud de ranura (Sigma, USA) con 80
puL de la mezcla de células y DNA linealizado, usando el programa configurado para
electroporar P. pastoris. Las clonas transformadas fueron seleccionadas después de
crecerlas en placas de agar YPDS con zeocina (500 pg/mL), conforme al protocolo EasySelect
™ Pichia Expression Kit (Invitrogen, CA, USA). La recombinacién del ac/-cDNA en el genoma
de P. pastoris, fue verificada por electroforesis del amplicon obtenido por Colony PCR. La
Colony PCR fue realizada tal como se menciond anteriormente, pero con un tiempo de

desnaturalizacion de 12 minutos.

4.1.8 Ensamble y andlisis bioinformatico del gen acl

Las secuencias nucleotidicas de los insertos de las construcciones acl/pGEM3Z, acl/pJET1.2,
acl-cDNA/pGEM3Z y acl-cDNA/pPICZB, obtenidas en este trabajo, fueron secuenciadas,
ensambladas por separado y editadas usando el programa ChromasPro (version 1.7.4,
Technelysium Pty Ltd., Australia). La estructura del gen acl se determiné a partir de los
ensambles (acl/pGEM3Z y acl/pJET1.2) usando el programa New Genscan Web Server at
MIT (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html). La localizacidn de sitios potenciales de unién a
factores de transcripcion se realiz6 mediante el programa AliBaba2.1 (http://www.gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html). Por otra parte, para el analisis
filogenético de ACLs, se usd BlastN para realizar un muestreo de ACLs codificadas por un
solo gen conforme al GenBank del NBCI. Las secuencias representativas del muestreo junto
con la secuencia codificada a partir de las construcciones acl-cDNA/pGEM3Z vy acl-
cDNA/pPICZB, se alinearon con el programa Clustal X 2.0 y se editaron con el programa
SeaView versidon 4: Multiple Alignment Editor para eliminar gaps (Gouy y col., 2010). La
matriz de similitud e identidad fue construida a partir del alineamiento resultante mediante
el Software MatGat 2.01 (Campanella y col., 2003). El arbol filogenético de la ACL fue

construido por maxima verosimilitud usando el programa PhyML
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http://atgc.lirmm.fr/phyml/ (Guindon y col., 2010). La estimacidn estadistica de cada nodo

fue determinada por 1000 réplicas de bootstrap.

4.1.9 Expresion de la enzima ACL recombinante

Una asada de colonia de P. pastoris X-33 con la construccién ac/-cDNA/pPICZB (Pichia-ACL1)
con una edad de cultivo en placa no mayor a cinco dias, se propagd en un matraz de 250
mL con 32 mL de medio YPD a 28 °C, 160 rpm por 20 h en una agitadora orbital (New
Brunswick Scientific, USA). El paquete celular obtenido por centrifugacion del cultivo (3000
rpm, 10 min, temperatura ambiente), se resuspendié en 20 mL de medio de induccién
(Buffered metanol médium (BMM) con 0.5% (v/v) de metanol) en un matraz de 250 mL
hasta una DOsgo de 0.8-1.0. La induccidén de la expresion de la ACL 6XHis-tagged se realizé a
25 °C, 300 rpm, durante 72 h, con realimentacion de 200 ul metanol cada 24 h, conforme al
protocolo del fabricante del EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen, USA). El cultivo
inducido se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente en una
centrifuga (SORVALL® Type SS-1, USA) y el paquete celular se usé para obtener la proteina

soluble como se describe a continuacion.

4.1.10 Extraccion de proteina soluble

El paguete celular del cultivo inducido se resuspendié en regulador de lisis (20 mM Tris-HCL,
pH 7.5, con una tableta de SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA free, por
cada 50 mL), a una relacién paquete celular:regulador de lisis 2:1 (v/v). La lisis celular se
realizé en un tubo de ensayo con perlas de vidrio de 400-500 um (suspension celular:perlas
de vidrio 1:1 (v/v)), en siete ciclos de agitacién en un agitador vortex y enfriamiento en
hielo, por 30 s cada uno. Los restos celulares fueron removidos por centrifugaciéon
(10,000xg, 15 min, 4°C). El sobrenadante conteniendo la proteina soluble fue separado y
conservado a -20°C hasta su analisis (proteinas por SDS-PAGE, actividad ACL), o su uso para

la purificacidn de la ACL recombinante. El analisis de proteina fue realizado por SDS-PAGE
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al 10%, en un sistema Mini Protean Il (BioRad, USA). El peso molecular de la subunidad de
ACL fue estimado con el marcador de peso molecular de proteina de amplio rango, 30 a 250
kDa (New England BiolLabs, USA). La concentracion de proteina fue determinada por el
método de Bradford (Bradford, 1976), usando albumina de suero bovino como estandar

(Sigma, USA).

41.11 Purificacion de ACL recombinante

La ACL 6XHis-tagged fue purificada mediante cromatografia de afinidad a niquel, usando el
Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen, USA). El extracto soluble fue mezclado con el regulador de
unién nativo en una relacion (1:5 v/v) y pasado a través de la columna de afinidad, de
conformidad al QlAexpress Ni-NTA Fast Start Handbook (Qiagen, USA). La proteina fue
eluida en tres etapas usando regulador de elucién nativo con diferentes concentraciones
de imidazol: la primera 25 mL con el 20 mM de imidazol, la segunda 25 mL con el 60 mM de

imidazol, y la tercera 10 mL con el 160 mM de imidazol.

4.1.12 Analisis de western blotting y MALDI-TOF-TOF MS

El extracto soluble conteniendo la ACL 6XHis-tagged, fue purificado por cromatografia de
afinidad a niquel y analizado por SDS-PAGE al 10%. Para el andlisis western blotting, las
proteinas del gel fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa, enseguida la
membrana fue bloqueada con leche descremada al 5% por 1 h a temperatura ambiente.
Entonces fue incubada toda la noche a 4 °C con una dilucidn en leche (1:5000) de Penta His
Antibody (Qiagen, USA) e incubada con rabbit anti-mouse 1gG-AP (sc-358921; Santa Cruz
Biotechnologies, USA). La membrana fue lavada con regulador TBST (TBS triton) y tratada
durante 5-10 min con NTB/BCIP, (Roche, USA). La actividad de la fosfatasa alcalina sobre el
NTB/BCIP nos permitié visualizar las bandas que corresponden a la proteina ACL 6XHis-

tagged.
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Por otro lado, la banda observada después de tenir con azul de Coomassie, i.e., de 120 kDa,
fue extirpada y analizada por MALDI TOF/TOF, por el servicio de identificacion de proteinas
del Instituto Nacional de Medicina Gendémica, México, D.F. Con los espectros MS/MS
obtenidos se realizé una busqueda, considerando la masa de la huella peptidica para la
identificacidn de la proteina, usando el algoritmo Paragon del software ProteinPilot con un
porcentaje de confianza del 66%, en las bases de datos UniProt (http://www.uniprot.org) y

el NCBI.

4.1.13 Actividad ACL

La actividad de la enzima ACL se determiné con base en la reaccidn acoplada a la enzima
malato deshidrogenasa (MDH) dependiente de NADH (Sreré, 1959). La enzima ACL cataliza
la ruptura de citrato en acetil-CoA y oxalacetato, este ultimo, es el sustrato para la enzima
malato deshidrogenasa que requiere de NADH. El consumo de NADH se detecta
espectrofotométricamente en la region de UV (340 nm). Por estequiometria se sabe que,

una mol de NADH consumido es igual a una mol de citrato escindido.

La mezcla para determinar la actividad ACL contenia; muestra de proteina (4.4 ug de
proteina), 225 ul de la solucién Ay 12.5 ul de ATP 0.4 M. La solucién A para 10 ensayos de
ACL contiene; 1955 pl de Tris-HCl 0.1 M a pH 8.5, 125 ul de CoA-SH 4 mM, 25 pl de NADH
10 mM, 62.5 ul de MgCl; 0.4 M, 2.5 ul de B-mercaptoetanol, 62.5 ul de citrato de sodio 0.8
M, 42.5 ul MDH 10 U. Transcurridos cinco minutos después de realizada la mezcla de la
solucion A con la proteina se lee la Absorbencia a 340 nm (Abs1; control) y en seguida se
agrega el ATP. Transcurridos cinco minutos, se detiene la reaccién adicionando 20 ul de

EDTA 250 mM, y se lee nuevamente la Absorbencia (Abs2).

La disminucién neta (Abs1-Abs2) se utilizé para determinar el NADH oxidado por la MDH, la

cantidad de citrato escindido por la enzima ACL se determina de acuerdo a:

smol-NADH  (Absl- Abs2)
mg - min EX.t-P-V_

1lcm
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Dénde:

E.»  Coeficiente de extincién (6.2 pmol NADH/cm?).
t Tiempo de reaccién con ATP (min)
P Concentracion de proteina (mg/mL)

Vm Volumen de reaccién (cm?3)

Una unidad enzimatica de ACL es definida como la cantidad de enzima (mg) que cataliza la

conversidn de una pumol de citrato por minuto

Todos los ensayos de actividad ACL (excepto durante la seleccidn de la clona transformada
Pichia-ACL1) se realizaron en un equipo Eppendorf ThermoStat Plus (Eppendorf,
Hauppauge, NY) a temperatura y pH éptimo (21 °C, pH 8.5 y 300 rpm). Las condiciones de
temperatura 6ptima y pH éptimo, se identificaron mediante un barrido de temperatura de
10 °C hasta 30 °C y uno de pH de 6.5 hasta 9.5. Las lecturas de Absorbencia en todos los

casos se realizaron en un espectrofotdmetro WPA Biowave Il a 340 nm.

La determinacién de los pardmetros cinéticos de la 6XHis-tagged se realizd mediante los

métodos de Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf y Eadie-Hofstee.
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5. RESULTADOS

5.1 Clonacion del gen acl de P. rhodozyma.

Fueron aisladas dos secuencias de DNA homdlogas que codifican ACLs en P. rhodozyma y
depositadas en la base de datos del GenBank (con los nimeros de acceso KM510496 y
KM503045). Las dos secuencias muestran polimorfismos de simple y doble nucleétido a lo
largo de sus secuencias. Estas secuencias son multiintrénicas y contienen secuencias
codificantes del mismo tamafio (3450 pb) que codifican polipéptidos idénticos de 1150
aminodcidos con un peso molecular de 120.1 kDa.

La Tabla 1 muestra los iniciadores usados en este estudio. Mediante PCR, utilizando los
iniciadores?, se obtuvieron amplicones cuya secuencia nucleotidica fue homdloga a genes
acl reportados para otros organismos. Estas primeras secuencias fueron la base para el
diseio de iniciadores especificos (GSPs) del gen acl de P. rhodozyma. Con la finalidad de
obtener los extremos 5’ y 3’ del gen, se llevd a cabo una PCR inversa usando los iniciadores
GSPs y el DNA gendmico de P. rhodozyma digerido con EcoR1 y recircularizado. La Figura 6,
muestra un diagrama esquematico de la PCR inversa, junto al analisis electroforético de los
productos de la PCR inversa. Se obtuvieron dos amplicones de aproximadamente 1300 y
400 pb, correspondientes al extremo 5 (atribuyéndose esto al posible efecto estrella de la
endonucleasa EcoRI). Ambos amplicones mostraron secuencias nucleotidicas homdlogas a
genes de acl/ de basidiomicetos pero Unicamente la secuencia obtenida del amplicén de
1300 pb mostré el coddn de inicio (Figura 7; A). Por otro lado, se obtuvo un amplicén
correspondiente al extremo 3" de alrededor de 350 pb. La secuencia nucleotidica también
fue homodloga a los genes de acl de basidiomicetos y contenia el codén de paro (Figura 7;
B). La Figura 7 muestra las secuencias nucleotidicas de los amplicones con sus
correspondientes traducciones, ademas se resalta el codén de inicio y el codén de paro. Las
secuencias nucleotidicas de los amplicones permitieron disefar los iniciadores

correspondientes a los extremos del gen, i.e., DNA-F y DNA-R.
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ﬂ DNA digerido
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ﬂ Circularizar del DNA
ﬂ Amplificacion por PCR

Figura 6. Diagrama esquemdtico de la PCR inversa usada para obtener los amplicones de los
extremos de acl de P. rhodozyma. a) diagrama esquematico de la PCR inversa. Los rectangulos
blancos y azules indican secuencias nucleotidicas adyacentes al gen de ac/ y b) Analisis
electroforético de los productos de la PCR inversa. M es el marcador de peso molecular, 1 es
producto de la segunda PCR anidada del extremo 5’, y 2 es el producto de la segunda PCR anidada
del extremo 3’. El DNA gendmico de P. rhodozyma fue digerido con endonucleasa EcoR1 y
circularizado con T4 DNA ligasa.

42



3'5' Frame 1 A

ggccacgcgtcgactagtacccecctgggggttgacatctecctagatctttceccatdatgtcet
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TCccaaaqgttagtcgttaggctcttgtttgtgggagtgtttcacacccggatcatctcecte
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5'3' Frame 1 B

ttcceccecgececactgecaccettgactacgetatecggtgttgaggecgttacctecegeccaaa
F p A T A T L D Y A I G V E A V T 5 A K
aaggattctctcatcttgaatgtcgacggageccattgeccgeccgegttectgtgatettete
K b s L I L N V D G A I A A A F C D L L
aactgctceccecggtgecattcacccaggaggaggecgecgagtacettaaggteggaacccta
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aacggattgttcgttecttggtecgateccateggtttecatecggtecacttecategaccagaag
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atgctcaagcagccccectgtaccgacaccegtecgacgatttectacatetegttegecgat
M L K ¢ p L Y R H P s D D F Y I S F A D
cacagccgagtegtegteocageccaagaagtaaattgtgteccatega

H s R Vv v v ¢ P K K - I VvV §5 T

Figura 7. Secuencias nucleotidicas de los extremos del gen acl. A) En la secuencia del extremo 5
(3’5" Frame 1) se resalta con un recuadro el coddn de inicio (atg). B) En la secuencia del extremo 3’
(53" Frame 1) se subraya el codén de paro (taa). La traduccidn del DNA fue realizada con el
programa en linea ExPasy-Translate tool. La localizaciéon del coddn de inicio primeramente fue
determinado mediante el modelo GT/TG, y finalmente confirmado mediante el programa en linea

New Genscan Web Server at MIT (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html).
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El amplicdn completo del gen acl fue generado mediante PCR, usando DNA genémico como
molde y los iniciadores DNA-F y DNA-R, la Figura 8, muestra el analisis electroforético
correspondiente. Al clonar el amplicdn se obtuvieron las construcciones acl/pGEM3Z y
acl/pJET1.2. El anadlisis de las secuencias obtenidas a partir de las construcciones
acl/pGEM3Zy acl/pJET1.2, reveld dos secuencias nucleotidicas diferentes (con los nUmeros
de acceso al GenBank, KM510496 y KM503045), ambas homdlogas a genes de acl de otros
organismos. Ambas secuencias nucleotidicas mostraron idéntica estructura (figura 9), i.e.,
4086 pb, siete exones y seis intrones, pero difieren en 72 bases entre ellas (anexo A.1y A.2).
Las secuencias muestran una mayor frecuencia de intrones en el extremo 5°, como ocurre
con genes acl de otros organismos. Los exones, en cada caso integran una secuencia
codificante de 3450 bases, pero difieren en 39 bases entre las dos secuencias codificantes
(anexo A.3). No obstante, las secuencias codificantes generan péptidos idénticos de 1150
aminodcidos, con peso molecular de 120 kDa (anexo A.4), un punto isoeléctrico de 8.41y
con los dos multidominios PNL0O2235 y PLN02522, que son necesarios para la funcion
enzimdtica de las ACLs (Fatland y col., 2002; Griffiths y col., 2012). La Figura 10 muestra un

diagrama esquematico de las caracteristicas de la ACL de P. rhodozyma.
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Figura 8. Andlisis electroforético del amplicén del gen acl
de P. rhodozyma. Carril M: muestra el marcador de tamano
4000 pb molecular (1 kb Ladder, Fermentas, USA); Carril 1: muestra
el producto de PCR correspondiente al amplicon completo
La electroforesis se realizd en gel de agarosa (0.8%) y fue

tefido con bromuro de etidio

Figura 9. Diagrama esquemadtico de acl de P. rhodozyma. El gen acl tiene 4086 pb y una secuencia
codificante de 3450 bases. Los exones e intrones son mostrados tal como se generaron por el
GENSCAN Web Server at MIT. Los exones estan determinados por los siguientes nucledtidos: 1-13,
200-317, 414-609, 713-887, 974-1108, 1208-1672 y 1736-4086.

1 200 400 600 800 1000 1150

Query seq, | | | | | | |
Active site &b AS L £

Catalytic triad rs N A
Oxaloacetates binding site & A £ &
Coenzyme A binding site A% &

CitrylCoA binding site Al AL 4L
Specific hits ‘

Super families ATP-grasp_2 / CoA_binding

Multi-domains | RLNO2235

Figura 10. Esquema de las caracteristicas generales de la enzima ACL de P. rhodozyma,
identificadas a través del Conserved Domains Program of NCBI. El péptido tiene 1150 aminoacidos
y contiene los multidominios PLN02235 y PLN02522 reportados para las ACLs.
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Con la finalidad de obtener secuencias de las regiones promotoras, se realizaron otras dos
PCR inversas en las que se uso el DNA gendmico digerido con endonucleasas (Xbal o Pmll)
y después circularizados. La PCR inversa en la que se usé DNA digerido con Xbal generé dos
amplicones de alrededor de 2500 y 3000 pb, y que ambos contienen 200 pb de los extremos
5'y 3'de los genes KM510496 y KM503045. La secuenciacion se llevd a cabo a partir de una
clonay de un producto de PCR, respectivamente. La secuencia nucleotidica del amplicén de
2500 pb contiene 41 bases corriente arriba de KM510496 @ (41-
TCTAGAAAGATCCGCTTAATCGTCTCCTAGATCTTTCCATC-1). Al comparar las primeras 100
bases corriente abajo del coddn de inicio (ATG), encontramos 100% de identidad con
KM510496. La secuencia nucleotidica del amplicon de 3000 pb contiene 39 bases (39-
TCTAGAAAGATTCGGCCCAGCCGGCCGCGGCTTTCCATC-1, anexo A.5) corriente arriba de
KM503045. Sin embargo, al comparar las primeras 100-pb corriente abajo del coddén de
inicio (ATG), encontramos una diferencia de 2 bases. Por otro lado, la PCR inversa en la que
se usd DNA digerido con Pmll, generé un amplicén de alrededor de 3000 pb con una
secuencia de 542 bases corriente arriba de KM503045 (anexo A.5 y A.7). Al comparar las
primeras 100 pb corriente abajo del coddn de inicio, encontramos 100% de identidad con
KM503045. La secuencia corriente arriba fue secuenciada cuatro veces a partir de clonas
distintas. Esta secuencia (542 bases) tiene una identidad del 95% en relacion con la

secuencia correspondiente del genoma de X. dendrorhous CBS 6938, recientemente liberado.

5.2 Clonacion del acl-cDNA

La region codificante del gen acl, i.e., acl-cDNA, se amplificé mediante RT-PCR usando como
molde el RNA total de un cultivo (edad 30 h) con limitacién de nitrégeno. El analisis
electroforético del producto de la RT-PCR (Figura 11) mostré una banda Unica de
aproximadamente 3500 pb, que una vez purificada, fue clonada en el vector de clonacion
pPGEM 3Z. El inserto completo de acl-cDNA, de una clona recombinante fue secuenciado a

partir del DNA plasmidico. La secuencia codificante obtenida (con nimero de acceso al
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GenBank KM510486) es de 3450 bases, y codifica un péptido de 1150 aminoacidos con un
peso molecular de 120 kDa. El tamafio molecular y el péptido codificado por el ac/-cDNA

son iguales a los de los genes KM510496 y KM503045.

Figura 11. Andlisis electroforético del amplicén completo acl-
c¢DNA obtenido mediante RT-PCR. Carril M: marcador de

tamafio molecular (1 kb Ladder, Fermentas, USA); Carriles 1y
—— 3500 pb
2: productos de RT-PCR (acl-cDNA). La electroforesis se realizé

en gel de agarosa (1.5%), el cual fue tefiido con bromuro de

etidio.
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5.3 RACE (Rapid amplification of cDNA ends)

Con el propésito de buscar posibles transcritos diferentes del gen acl en P. rhodozyma,
realizamos el RACE del extremo 5" del cDNA. Secuencias nucleotidicas del extremo 5'del
cDNA (700 pb) fueron amplificadas mediante RACE y clonadas en el vector pJET 1.2. Los
insertos acl-cDNA700 de 15 clonas recombinantes con la construccion acl-cDNA700/pJET
1.2 mostraron en todos los casos una secuencia nucleotidica idéntica, sugiriendo que los
transcritos se originaron de un solo gen acl, al menos en las condiciones de muestreo

(limitacién de amonio), y que no ocurrié empalme alternativo.

5.4 Subclonacion del acl-cDNA en el vector pPICZB

El vector de expresion pPICZB es disefiado para el sistema de expresion de la levadura P.
pastoris, que puede expresar una proteina recombinante con la fusion 6XHis-tagged (Figura
12). La construccion acl-cDNA/pGEM3Z se subcloné en el vector de expresién pPICZB, y con

la construccion resultante, acl-cDNA/pPICZB, se transformaron células quimio-competentes
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de E. coli Top 10. En una de las clonas transformadas, E. coli/acl-cDNA/pPICZB, se verifico el
tamafio y la secuencia nucleotidica del inserto mediante Colony PCR y el andlisis de
secuenciacion del DNA. La Figura 13 muestra el mapa de secuenciacion del inserto de la
construccion acl-cDNA/pPICZB, generado mediante el programa ChromasPro 1.7.4. La
secuencia nucleotidica del ac/-cDNA se muestra en el anexo A.3. Para asegurar la expresion
de la ACL recombinante con la fusién de la cola de histidinas (ACL 6XHis-tagged), se verificd
gue el inserto estuviera en fase, i.e., que la traduccién de la secuencia codificante empiece
desde la primera metionina y termine con la fusién de la cola de histidinas en la ACL
recombinante (The Gene Construction Kit® (GCK) program 2.5.13, USA). Adem3s, se verifico
que la secuencia nucleotidica del inserto, no mostrara sitios anticipados de término de la
traduccién para P. pastoris, esto conforme a las secuencias nucleotidicas reportadas en el

manual de EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen, USA).

EcoR |
Pmi |
BsmB |
Asp718
Kpn |

Sfil
Sac |l

8
X

Sfu |

P
-l c-myc epitope | 6xHis @ I

Figura 12. Vector de expresién pPICZ B. 5°AOX1, regidn promotora; sitio multiple de clonacién_c-
myc epitope_6xHis_Stop; AOX1 TT, regidn terminadora; PTEF1, regidon promotora; PEM7, regidn
promotora; Zeocin, marcador de seleccidn; CYC1 TT, region terminadora; pUC ori, origen de

replicacion.
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Figura 13. Mapa de secuenciacién del acl-cDNA que incluye la fusién de la secuencia codificante y cola de histidinas, generado mediante el

programa ChromasPro 1.7.4.
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5.5 Expresiony purificacion de la ACL 6XHis-tagged

El modulo lineal de expresién obtenido a partir de la construccion acl-cDNA/pPICZB se usé
para transformar células electrocompetentes de P. pastoris X-33. Se seleccioné la clona con
mayor actividad ACL, a la que se le nombré Pichia-ACL1, y se utilizd para la expresién y
purificacion de ACL. Esta clona se obtuvo después del analisis de diez clonas recombinantes
(P. pastoris X-33/acl-cDNA/pPICZB), cuyos extractos proteicos solubles mostraron actividad
ACL aumentada, en relacidn a extractos obtenidos de P. pastoris X-33 transformada con el
vector pPICZB vacio. El extracto proteico soluble de Pichia-ACL1 mostrd cuatro veces mas
actividad ACL que el extracto proveniente de P. pastoris X-33 con el vector pPICZB vacio. La
ACL 6XHis-tagged se purificé a homogeneidad mediante cromatografia de afinidad a niquel
a partir de un cultivo de expresion de Pichia-ACL1. La Figura 14, muestra un gel de
poliacrilamida desnaturalizante (10% SDS-PAGE) en el que se pueden ver los perfiles de
proteinas en diferentes etapas de la purificacion. Aun cuando en el extracto soluble no se
distingue una proteina del tamafio esperado (120 kDa), al concentrarse la ACL 6XHis-tagged
se observa una banda de proteina con peso molecular 120 kDa. La ACL 6XHis-tagged fue
concentrada 56 veces con un rendimiento del 70% con respecto al extracto crudo como se
muestra en la Tabla 2. La identificacion preliminar de la ACL 6XHis-tagged se realizd
mediante Western blot; ya que esta proteina tiene el epitope 6XHis-tagged (Figura 15). La
secuencia peptidica se corrobord por andlisis MALDI-TOF/TOF-MS (Tabla 4).
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Figura 14. Andlisis electroforético (10% SDS-PAGE) del perfil de proteinas en las diferentes etapas
de purificacion de ACL 6XHis-tagged mediante cromatografia de afinidad a niquel. Carril M:

marcador de proteina de amplio rango (BioLabs, USA); carril 1: extracto de proteina soluble; carril
2: proteinas no retenidas en la columna de niquel; carril 3: proteinas de la primera elucién con 40
mM de imidazol; carril 4: proteinas de la segunda elucién con 60 mM de imidazol; y el carrril 5:

tercera elucién con 160 mM de imidazol, i.e., la ACL 6XHis-tagged purificada a homogeneidad.
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Figura 15. Western blot de la ACL 6XHis-tagged. Carril M: marcador de proteina de amplio rango
(BioLabs, USA); carril 1: extracto de proteina soluble; carril 2: proteinas no retenidas en la columna
de niquel; carril 3: proteinas de la primera elucién con 40 mM de imidazol; carril 4: proteinas de la
segunda elucidon con 60 mM de imidazol; carrril 5: espacio vacio; y el carrril 6: tercera elucion con

160 mM de imidazol, i.e., la ACL 6XHis-tagged purificada a homogeneidad.
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5.6 Caracterizacion bioquimica de la ACL recombinante

La enzima ACL recombinante purificada a partir del extracto soluble de Pichia-ACL1, tuvo
maxima actividad ACL a pH 8.5 y a una temperatura de 21 °C (Figura 16). La actividad de la
enzima mostré el comportamiento tipico de la cinética de Michaelis-Menten con las
concentraciones de citrato, CoA o ATP, manteniendo constantes las concentraciones de dos
de ellos. Asimismo, los parametros cinéticos, fueron determinados a través de la regresién
lineal de la ecuacién Lineawer-Burk, para citrato, CoA y ATP fueron Ky, 70.2, 0.064y 1.6 mM,
respectivamente; mientras que para el citrato, la Vmax fue de 2.02 pumoles (mgmin?). La
Tabla 3 muestra los valores de los pardmetros cinéticos de la ACL 6XHis-tagged calculados

mediante las regresiones lineales de las ecuaciones de Hanes-Woolf y Eadie-Hofstee.

100 -
80 - A
60 -
40 -

20 -

% Actividad de ACL

0 5 10 15 20 25 30 35

Temperatura, °C

100
80 B
60
40

20 -

%Actividad de ACL

Figura 16. Temperatura éptima y pH dptimo de la ACL 6XHis-tagged. Perfil de actividad de la ACL
A) en funcién de la temperatura y B) en funcion del pH. Se puede apreciar una temperatura 6ptima

en 21°Cy un pH 6ptimo en 8.5.
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Tabla 2: Purificacién de la ACL 6XHis-tagged de P. rhodozyma expresada en Pichia-ACL1.

Fraccion Volumen  Proteina Actividad Unidades Rendimiento  Purificacion Rendimiento
(mL) total especifica totales de actividad  (x-fold) de proteina

(mg) (umol/mg min)  (umol/min) (%) (%)

Extracto soluble 4.8 35.1 0.036 1.26 100 1 100

Proteina no retenida 25 27 0.01 0.29 23 0 75.3

Elucion 1 25 6.7 0 0 0 0 19.1

Elucion 2 25 1.5 0.057 0.09 7 0 4.3

Elucion 3 9 0.44 2 0.88 70 56 1.3

ACL 6XHis-tagged
purificada




Tabla 3. Parametros cinéticos de la ACL 6XHis-tagged de P. rhodozyma.

Parametro cinético Ecuacion
Lineweaver-Burk Hanes-Woolf Eadie-Hofstee
Citrato
Vmax umoles (mg?tmin?) 70.24 72.51 70.56
Km (MM) 2.02 2.08 2.03
Km para ATP (mM) 1.57 2.08 1.65
Km para CoA (mM) 0.064 0.064 0.063

5.7 Analisis de MALDI-TOF/TOF-MS

La banda de aproximadamente 120 kDa correspondiente a la ACL 6XHis-tagged fue
extirpada del gel para su identificacidn. Los espectros de masas y la huella peptidica fueron
obtenidas y analizadas por MALDI-TOF/TOF-MS. Los treinta péptidos identificados tienen
42.2% de cobertura respecto a la secuencia de aminoacidos de la ACL 6XHis-tagged
generada in silico. Veinte péptidos diferentes mostraron coincidencia exacta en su masa,
correspondiendo a 333 aminodcidos que equivalen al 28% de cobertura (Tabla 4); mientras
gue 10 péptidos mostraron variacién en su masa, correspondiendo a 163 aminodacidos que
equivalen al 14% de cobertura. Estos ultimos péptidos podrian presentar modificaciones
postraduccionales (metilacién, fosforilacion, glicosilacion) o hasta presentar la modificaciéon
de un aminodcido (Chick y col., 2015). Como un ejemplo, la Figura 18 muestra el espectro
de masas, donde se observa el ion precursor, la evidencia de fragmentacion y la hipétesis
de identificaciéon del péptido 135-YPGTSFIDHLLR-146. Este péptido corresponde a una
fraccién de la subunidad de ACL de P. rhodozyma, que tiene coincidencia exacta en su masa.
Esta informacion fue usada, por el algoritmo de busqueda Paragdn del software ProteinPilot
del MALDI-TOF/TOF-MS, para identificar la huella peptidica que corresponde al péptido
YPGTSFIDHLLR.
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Al comparar los péptidos identificados con la secuencia de Cryptococcus gattii WM276
(numero de acceso en el GenBank de XP003194037), se localizaron péptidos idénticos a la

subunidad 1 de la ATP citrato sintasa (ATP-citrate (pro-S-)-lyase) con una cobertura del
18.1%.
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Tabla 4. Péptidos identificados por MALDI-TOF/TOF-MS de la ACL 6XHis-tagged
expresada por Pichia-ACL1.

Cantidad Péptidos con una coincidencia exacta Region  Longitud

1 TPISTGSPSTASNVR 24-38 14

3 AGDEILFTHEGGVDVGDVDAK 143-163 21

5 KDVLADFLIR 194-203 10

7 LTVLNQEGR 309-318 9

9 VLIIGGGIANFTNVAATFK 382-400 19

11 HADADVLVNFSSSRSVYSSTLDAFNYPQIKAIALIAEGVPER 606-647 42

13 YPGTSFIDHLLR 735-746 12

15 AAGFIVPDTFEELPDVLK 824-841 18

17 GQELLYAGMR 892-901 10

19 VGTLNGLFVLGRSIGFIGHFIDQK 1097- 24
1120

Total de aminoacidos 333
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Figura 18. Espectro de masas del péptido 735- YPGTSFIDHLLR-746 correspondiente a la ACL 6XHis-tagged.
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5.8 Analisis filogenético de la ACL de P. rhodozyma

La Figura 19 muestra la relacidn filogenética entre los péptidos de subunidades de ACLs de
diferentes organismos. La ACL de P. rhodozyma, identificada en este trabajo, se agrupa en
un clado bien soportado que contiene las ACLs de basidiomicetos, particularmente las ACLs
de levaduras de varias especies de Cryptococcus. La Tabla 5 muestra que la subunidad
completa de ACL de P. rhodozyma tiene similitud de 87% con la enzima putativa de
Cryptococcus gattii, 87% con la enzima putativa de Cryptococcus neoformans, y 71% con la

isoforma de la ACL humana (ACLY).
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La Figura 19. Arbol filogenético de subunidades de ACL codificados por un tinico gen acl (obtenido
mediante el programa en linea PhyML). Las estimaciones de confianza fueron determinadas por

1000 réplicas de bootstrap.
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Tabla 5. Similitud de aminoacidos (en gris) e identidad (en blanco) entre ACLs de varios organismos.

1 /2 |3 (4 |5 |6 |7 (8 (9 |10 |11 12 |13 |14 |15
1. Phaffia rhodozyma_ACL 78 |78 |73 |75 |75 |74 |74 |73 |75 |73 |55 |51 |55 |55
2. Cryptococcus gattii_ XP_003194037.1 87 98 |72 |74 |74 |73 |73 |71 |72 |72 |55 |51 |55 |55
3. Cryptococcus neoformans_XP_772995.1 87 |99 72 |74 |74 |72 |73 |71 |72 |72 |55 |50 |55 |55
4. Puccinia graminis_XP_003322932.1 82 |82 |81 73 |74 |73 |73 |75 |73 |71 |55 |51 |55 |55
5. Postia placenta_XP_002474146.1 84 |83 |83 |84 86 |76 |86 |73 |86 |82 |57 |51 |56 |56
6. Coprinopsis cinerea_XP_001839751.2 84 |83 |83 (84 |91 76 |90 |74 |86 |82 |57 |52 |57 |56
7. Ustilago hordei_CCF54755.1 83 |81 (81 [83 |86 |85 76 |73 |76 |74 |56 |51 |56 |56
8. Laccaria bicolor_XP_001882604.1 84 |83 |83 (83 |91 |95 |85 74 |87 |82 |56 |52 |56 |56
9. Rhodosporidium toruloides_ CDR44680.1 82 (81 |81 |85 (83 |83 |83 (83 73 |72 |55 |52 |55 |54
10. Serpula lacrymans_XP_007313314.1 84 (82 |82 |84 (92 |92 |86 [92 |84 82 |56 |51 |56 |56
11. Moniliophthora roreri_XP_007849888.1 82 |81 |82 (82 |88 |90 |84 |89 |82 |89 56 |51 |56 |55
12. Homo sapiens_NP_942127.1 71 |70 |70 (71 (72 |73 |71 |72 |71 |72 |71 93 |99 |97
13. Pan troglodytes_XP_511495.3 66 |65 |65 |66 |67 |68 |66 |67 |67 |68 |67 |93 92 |91
14. Macaca mulatta EHH24972.1 71 (70 |70 |71 (72 |72 |71 |71 |71 (73 |71 |10 |93 98
15. Rattus norvegicus_AAI00619.1 70 (70 |70 |71 (72 |72 |71 (71 |71 |73 |71 89 93 |99
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6 DISCUSION

En este estudio, se identificaron dos genes (nimeros de acceso al GenBank KM503045 y
KM510496) de acl en P. rhodozyma. El andlisis in silico mostré que ambos genes tienen 4086
pb e idéntica estructura, conformada por siete exones y seis intrones (Figura 9), y
secuencias codificantes de 3450 bases. Estos genes de P. rhodozyma muestran cinco
intrones en las primeras 1108 bases. La estructura del gen acl de P. rhodozyma concuerda
con la estructura correspondiente de C. gattii WM276 (nimero de acceso NC_014941.1).

Sin embargo, el gen de P. rhodozyma es 236 pb mas largo que el de C. gattii WM276.

Los genes acl de eucariontes, incluidos microorganismos y mamiferos, son genes
relativamente complejos. El gen de la rata (nUmero de acceso al GenBank NC_005109.3) es
de 51638 pb, y contiene 30 exones y una secuencia codificante de 3276 bases. El gen ac/
humano (nimero de acceso al GenBank NC_000017.11) es de 63626 pb y contiene 30
exones y una region codificante de 3468 pb. Al analizar los genes de acl de diferentes
especies, encontramos una mayor frecuencia de intrones en el extremo 5" que en el
extremo 3°. Lo anterior es consistente con lo reportado por Lord y col., (1997), quienes
reportaron que la isoforma de ACL humana (ACLY) es generada por empalme alternativo de
exones del extremo 5°, modificando el extremo N-terminal de la subunidad de ACLY. La
mayor frecuencia de intrones en el extremo 5' de los genes acl/ de P. rhodozyma, sugiere la
posibilidad de empalmes alternativos. Si es que existieran isoformas de ACL en P.
rhodozyma, éstas deberian generarse a partir de un empalme alternativo en la regiéon del
extremo 5'. Un estudio previo de Chavez-Cabreray col., (2010) sugirié la posible existencia
de isoformas de ACL de P. rhodozyma, en virtud de que se observaron incrementos
diferenciales de actividad al agotarse el amonio y al incrementarse el oxigeno disuelto. Sin
embargo, en cultivos de P. rhodozyma con limitacién de amonio (este trabajo) los
transcritos maduros correspondieron con los siete exones del gen acl, es decir, no se

observaron empalmes alternativos, por lo menos en las condiciones de muestreo.

61



Por otro lado, los dos genes (KM503045 y KM510496) codifican péptidos idénticos a pesar
de tener 72 diferencias nucleotidicas entre ellos. Las dos regiones codificantes son de 3450
pb pero difieren en 39 nucledtidos entre ellas. El tamafio de las regiones codificantes fue
consistente con el tamafio obtenido a partir del cDNA (ac/-cDNA, 3450 pb) obtenido de P.
rhodozyma (KM510486). Sin embargo, KM510486 difiere en 73 bases y 36 bases, de las
regiones codificantes generadas a partir de KM503045 y KM510496 respectivamente. No
obstante, KM510486, KM503045 y KM510496 codifican péptidos idénticos y en todos los
casos contienen los dos multidominios, PLN02522 y PLN02235, requeridos para la actividad
enzimatica de una ACL. El analisis in silico de genes acl de diferentes especies (NCBI) mostrd
que los basidiomicetos y animales, codifican péptidos que contienen los dos multidominios
PLN02522 y PLN02235 caracteristicos de las ACLs. Por el contrario, en las ACLs de otros
hongos, plantas y bacterias, cada multidominio es expresado por genes diferentes (Fatland
y col., 2002; Kim & Tabita, 2006; Son y col., 2011; Griffiths y col., 2012). Por ejemplo, en
hongos de los géneros Sordaria y Fusarium, generalmente con genes acl/ menos
evolucionados que los de basidiomicetos, los multidominios estan codificados en dos
diferentes genes acllyacl2,i.e.,la ACL1 tiene similitud con el extremo C-terminal y la ACL2
tiene similitud con el extremo N-terminal de las ACLs de mamiferos y basidiomicetos

(Fatland y col., 2002; Nowrousian y col., 2000; Son y col., 2011; Griffiths y col., 2012).

El péptido codificado en el gen acl de P. rhodozyma tiene entre el 82% y el 87% de similitud
con las subunidades putativas de ACLs de otros basidiomicetos (Tabla 5), 71% de similitud
con la ACL humana y 82% de similitud con la ACL de R. toruloides, la Unica ACL nativa
purificada y caracterizada en basidiomicetos. La marcada similitud entre las ACLs de
levaduras con las de eucariontes superiores, nos sugiere un papel metabdlico central que

es funcionalmente conservado en todos estos organismos.

Se obtuvieron tres secuencias nucleotidicas diferentes correspondientes a corriente arriba
de acl, i.e., 41 bases corriente arriba de KM510496, 542 bases corriente arriba de KM503045
y 39 bases corriente arriba de un gen acl no definido. Esto sugiere una posible regulacién

diferencial de ACL a nivel transcripcional.
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Un analisis del promotor del gen ac/ en el genoma de X. dendrorous (Sharma y col., 2015),
no mostré la presencia de la secuencia de unién (TCAGGCTAG) Sterol Regulatory Element-
Binding Proteins (SREBPs), como si ocurre en el gen ac/ humano. La secuencia de 542 bases
corriente arriba de KM503045 de P. rhodozyma tiene 95% de identidad con la secuencia
correspondiente de X. dendrorous, entonces se puede inferir que KM503045 no tiene la

secuencia de union SREBPs.

Por otro lado, el analisis del promotor de ACL de X. dendrorous y la secuencia de P.
rhodozyma de 542 bases corriente arriba de KM503045, revelan tres secuencias consenso
para la unidn de factores de transcripcion, i.e., SP1 (Specificity Protein 1), ICSBP (Interferon
Consensus Sequence Binding Protein) y NF-KappaB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) (anexo A.9). Sin embargo, el andlisis del promotor del gen ac/
en C. gattii WM276, solamente reveld la presencia de SP1y en R. gracilis sélo SP1 y ICSBP
(programa AliBaba2.1). La presencia de tres sitios de unién a los factores de transcripcion
en el gen acl de P. rhodozyma, podria implicar una regulacién diferencial de acl, en
respuesta a distintos estimulos tales como el metabolismo de etanol o la elevacidn de la
tensién de oxigeno disuelto (Chavez-Cabreray col., 2010). La secuencia corriente arriba (41
bases) de KM510496, asi como la secuencia corriente arriba (39 bases) del gen no
identificado, son fragmentos muy pequefios para identificar en ellas secuencias consenso
para la unién de factores de transcripcion (programa AliBaba2.1; http://www.gene-

regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html).

En varias especies de Criptococcus, el factor de transcripcién Sp1 esta involucrado con la
adaptacion a hipoxia (Moranova y col., 2014). Pero en mamiferos, SP1 se ha relacionado
con la expresiéon constitutiva de genes (Im-Sook y col., 2008). El factor de transcripcion
ICSBP pertenece al grupo de factores reguladores del interferén (IRF), el cual es inducido
durante el consumo de etanol en humanos (Zhaoy col., 2007). El factor de transcripcién NF-
kappa B se encuentra en casi todos los tipos de células animales y estd implicado en las
respuestas celulares a estrés, radicales libres y radiacion ultravioleta (Cohen y col., 1998).

Las secuencias de acl encontradas, KM510486, KM503045 y KM510496, asi como las tres

secuencias correspondientes corriente arriba indican que P. rhodozyma tiene por lo menos
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tres variantes del gen acl. Es posible que esta variabilidad se deba a la conocida poliploidia
de algunas cepas de P. rhodozyma (Adrio y col., 1995; Cifuentes y col., 1997). Esto contrasta
con la presencia del Unico gen acl reportado en la cepa haploide de X. dendrorous CBS 6938,
pero también en especies de Cryptococcus (con los nimeros de acceso al GenBank
NC_014941.1, NC_006679.1, NC_009186.1, NC_009182.1 y NC_009180.1) y en otros
basidiomicetos (con los nUmeros de acceso al GenBank NW_001889882.1 y LK052937.1).

La actividad ACL del extracto soluble obtenido a partir de un cultivo de la clona Pichia-ACL1,
fue cuatro veces mayor comparado con la del extracto de la clona P. pastoris X-33 con el
vector pPICZB vacio. Se sabe que el ensamble de varios mondmeros es usualmente
necesario para activar enzimas oligoméricas (Milam and Clark, 2009), como ocurre en los
homotetrdmeros de ACL de basidiomicetos y animales (Figura 19). Lo anterior sugiere que
el sistema de expresion de Pichia-ACL1 realiza el ensamble correcto de los monémeros de

ACL, y/o modificaciones postraduccionales para activar la ACL.

Se ha sugerido que ACL es regulada por modificaciones postraduccionales en R. toruloides,
ya que el andlisis de su transcriptoma mostré que la expresién del gen acl es constitutiva,
en un cultivo con una relacion alta de C/N, (Zhu y col., 2012). Es conocido que las ACLs de
mamiferos son activadas por fosforilacion en cualquiera de los residuos Thr446, Ser450,
Ser454 y His760. Los tres primeros residuos son activados por cinasas y el His760 es
autofosforilable (Benjamin y col., 1994; Potapova y col., 2000; Ramakrishna y col., 1990).
Ademads, las ACLs pueden ser alostéricamente activadas por fructosa-6-fosfato
(Ramakrishna y col., 1990; Benjamin y col., 1994; Potapova y col., 2000). Los espectros de
masas de la ACL 6XHis-tagged muestra que 10 de las 30 huellas peptidicas tienen variacion
en su masa, sugiriendo que estas presentan modificaciones postraduccionales (e.g.,
metilacion, fosforilacion, glicosilacién) o hasta presentar la modificacion de un aminoacido
(Chicky col., 2015). Las secuencias de aminodcidos de las ACLs de P. rhodozyma y la humana
comparten el sitio de auto-fosforilacion (His803 y His760, respectivamente) y un sitio de
fosforilaciéon via cinasas (Thr491 y Th446, respectivamente) (Zhu y col.,, 2012). La
conservacion de estos sitios sugiriere que la ACL de P. rhodozyma es también activada, al

igual que la ACLY humana, por fosforilacién. Se sabe que la fosforilacién reversible de
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proteinas es un mecanismo regulatorio importante de la traducciéon de sefiales
intracelulares, que regulan el ciclo celular (Frangois-Michel y col., 2007). Es conocido que
las cinasas realizan la fosforilaciéon de proteinas en presencia de ATP al ser activadas
mediante MOR como el H,0;. Por otro lado, las fosfatasas, antagdnicas de las cinasas, son
inhibidas parcialmente por fosforilacidn e inactivadas por oxidacidn de la cisteina catalitica
del sitio activo (Frangois-Michel y col., 2007). En cultivos de la recombinante Pichia-ACL1
llevados a cabo con baja agitacion (120 rpm), se observé abundante expresion de ACL 6XHis-
tagged, pero una baja actividad, i.e., igual al control (ver A.9). Por el contrario, en cultivos a
300 rpm observamos una escasa expresion de ACL 6XHis-tagged, pero la actividad ACL fue
cuatro veces (4X) la obtenida en el control (Figura 14). Esto indica que la activacion de ACL
6XHis-tagged ocurre en las condiciones oxidativas promovidas por el cultivo a 300 rpm, pero
no en el cultivo a 120 rpm. Lo anterior sugiere que la inactivacion de fosfatasas en
condiciones oxidativas permitiria una mayor fosforilacion de ACL mediada por cinasas y la
activacion de la enzima. En concordancia, Chavez-Cabrera y col.,, 2010 observaron un
notable incremento de la actividad ACL nativa de P. rhodozyma, al presentarse condiciones
oxidativas después del agotamiento de azucares en el medio de cultivo. Este
comportamiento, podria sugerir la activacion de cinasas y/o la inactivacion de fosfatasas, lo
gue produciria la activacién de la ACL nativa por fosforilacién, en concordancia con lo

observado en cultivos de la recombinante Pichia-ACL1.

La ACL 6XHis-tagged purificada a partir de la clona Pichia-ACL1 (cultivada a 300 rpm), mostré
una actividad especifica de 2 U (Tabla 2) y curiosamente, tiene la misma actividad especifica
qgue la ACLY humana (2 U) expresada en E. coli, después de la activacidon a través de
fosforilacién (Potapova y col., 2000). Todo lo anterior sugiere la posible activacién de la ACL
6XHis-tagged mediante fosforilacion u otras modificaciones postraduccionales. La ACL
6XHis-tagged tiene una actividad del mismo orden de magnitud que la actividad especifica

de la ACL de R. gracilis 5.8 U (Shashi y col., 1990) y de la ACLY humana.

De forma similar, dos sitios de acetilacidon estan conservados en la ACL de P. rhodozyma y
la ACLY humana (Lys583 y Lys540; Lys589 y Lys546). La acetilacion en los residuos Lys540,

Lys546 y Lys554 en la ACLY humana incrementan su estabilidad, evitando la ubiquitinaciéon
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y la degradaciéon de la enzima (Wellen y col., 2009; Lin y col., 2013). Es conocido que la
acetilacién de proteinas regula la expresion génica, la reparacion del DNA y la continuidad
del ciclo celular (Galdieriy col., 2014). La acetilaciéon es regulada mediante el balance de las
acetiltransferasas (KATs) y las sirtuinas (SIRT) dependientes de NAD* (Teng y col., 2015). La
ausencia de los sitios de fosforilaciéon Ser450 y Serd54, y del sitio de acetilacidon Lys554, en
la ACL de P. rhodozyma comparada con la ACLY humana, sugiere algunas similitudes, pero

también diferencias en su activacion y estabilidad.

En suma, los datos obtenidos en el presente estudio sugieren que Pichia-ACL1 fue capaz de
realizar al menos alguna o algunas de las siguientes funciones: a) el plegado funcional de la
ACL recombinante, b) el ensamblado de homotetrameros y, c) modificaciones
postraduccionales que activaron la ACL recombinante (Pichia Expression Kit EasySelect™;
Potapova y col.,, 2000). Ademads, en virtud de las tres diferentes secuencias
correspondientes corriente arriba de acl identificadas en el presente estudio, y a que en
una de ellas (la de 542 bases) se localizaron tres secuencias consenso diferentes de unién a
factores de transcripcion, inferimos que la ACL de P. rhodozyma puede ser regulada a nivel
transcripcional. Adicionalmente, considerando que la actividad ACL se incrementa
notablemente en condiciones oxidativas, tanto en P. rhodozyma como en la recombinante
Pichia-ACL1 podemos inferir que la actividad ACL es también regulada via modificaciones

postraduccionales, posiblemente por fosforilacion y acetilacién.

Asi, la contribucion de este estudio fue la identificacion de una secuencia de ACL, la
caracterizacion bioquimica de una ACL recombinante y la primera evidencia molecular tanto

de la regulacién transcripcional como post-traduccional, en una levadura carotenogénica.
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7 CONCLUSIONES

1. Se identificaron tres genes acl que codifican péptidos idénticos, sin embargo, no se
identificaron isoformas de la ACL de P. rhodozyma, al menos en las condiciones
estudiadas.

2. Se identificaron tres secuencias nucleotidicas diferentes que corresponden
corriente arriba del gen acl. Una de las secuencias tiene sitios de unién a los factores
de transcripcion SP1, ICSBP y NF-Kappa B que son inducidos en condiciones de
estrés.

3. La ACL 6XHis-tagged expresada en Pichia-ACL1 se activa en condiciones oxidativas,
tal como ocurre en la ACL nativa de P. rhodozyma.

4. Lacromatografia de afinidad a niquel se usé para purificar la ACL 6XHis-tagged (ACL
con una fusién de histidinas en el extremo carboxilo), sin protedlisis y sin pérdida de

actividad.
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8 PERSPECTIVAS

Este estudio provee una base fundamental para que en futuros estudios se evalten:

a)

b)

d)

e)

la posible ocurrencia de empalme alternativo del gen acl en diferentes condiciones
a las usadas.

la identificacién de secuencias promotoras del gen acl y la realizacion de estudios
comparativos con las regiones promotoras de genes carotenogénicos en levaduras.
el papel de la ACL en la regulacion diferencial de la biosintesis de carotenoides y
acidos grasos; asi como los mecanismos implicados.

el redireccionamiento de mayor “flux de carbono” hacia la biosintesis de
carotenoides.

la ACL 6XHis-tagged purificada mediante cromatografia de afinidad a niquel
mantiene la actividad ACL, lo que provee una base fundamental para la cristalizacion
y la elucidacién de la primera estructura secundaria y terciaria completa de una ACL,

ya que no han sido reportadas en algin organismo (Suny col., 2010).
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Secuencia Upstream
A

10 ANEXOS

A.1 Secuencia nucleotidica del gen acl KM503045 de P. rhodozyma

atgtcttccaaag.TAGTCGTTAGGCTCTTGTTTGTGGGAGTGTTTCACACCCGGATCATCTCT
M s S K
CTGTGGTGCTTTGTGGCGATGGAGTAGAGTGCAAGCGAGAGAGAGATATCTTGTTCTTCATTCAC
ATCTCACCTTTGGCTTCTCTCTTCCTCTGTCTCAACTCTCAACTGACTGGATCATCTCATCCTTT
TTGC.ctatccgagagtacgacgccaagctccttctttcccactggcttcctctcatcaagact
A I R E Y D A K L L.L S H W L P L I K T
cccatctcgacctcgggtccttcaaccgcttctaacgtccgggtcgctcaggttcagtg.AGGT
p 1 s T s G p S T A S N V R V A O V 0
CTCCTTCATTCGATCTGCAGAGCGGCTTCTGACCCAGCGCAACCATCCAAGACCTGTTCTCTAAC
CCTTCTTCTTGCTCCTTCCTC.ggacccctcgaccaacacccttgttcctccgattgagcccgg
w D p S T N T L V P P I E P
aaagggtcttcctgattgggtcttcaccgagaagctcgtagccaagectgatcagectcatcaagce
G K 6 L P D WV F T™E K L V A K P D O L I K
gacgaggaaaggcaggtctgctttgccttaacaaggactggcaggtcgcagccgagtggatcaag
R R 6 K A G L L ¢C L N K D W ©Q V A A E W I K
gagcgagcaggaaagcccgttcag.GAGTTTATGATTTCTTTTTCTCAGGTAAACAAACAGCTG
E R A G K P V 0

TCTGAACGATTTTATCTTCTCCTTTTTCGGTCGAAAACATAAAATTAAACTCATGAAATC.gtc

<

gagaagactaccggtaccctcaacaccttcatcatcgagcecctttcecttectcatecttceccaacac
E X T T 6 T L N T F I I E P F L P H P S N
cgagtactacgtctgcatcaactctacccgageccggtgatgagatcctecttcacccatgagggtg
T £ vy vy v c¢c I N S T R A G D E I L F T H E G
gtgtcgatgttggagatgtcgatgctaaggccttgaagcttc.GAGTCACTTCCTCTTCCTTTC
G v b Vv G D V D A K A L K L

TGGATTATAGAGCCCTACGCTGAGACCTGGTCTCCTTGTTTCTCATCTTCGTACCTCTTTT.tg

-

atccccgtcggagaggacttcecctaccagggagaccgttgtctetteececttttgacccacgttec
I p V G E D F P T R E TV V S s L L T H V

7

O



ggccgagaagaaggacgttctcgctgacttcctcatccgactctacgeccgtctacgaagaccte
P A E K K DV L A D F L I R L Y A V Y E D L
cact.ACGTCTCCTCTCTTCGTTTTCAGTCTGTTCAGTCAAGCACATGTCAATCTGTCTGTCT
H
AAACTTATCACATCCTGATTTTACTTACCACTCTTCC.acgcctatctcgagatcaacccgct
Yy A Y L E I N P
catctgccttgacggtgtgaacggaaacccccecctacgatcgagtacctcgacatggececgcectaag
L T ¢ L b GV N GNP P T I E Y L D M A A K
ctcgatcagaccgccgacttcecctectgtgggcccaagtgggeccatcgctagagatacctegtegt
L b oo T A D F L C G P K W A I A R D T S S
cttccgccecgtcagttcggeccgecgtcaaggctgaccgaggaccceccecccatggtttggececgetece
s S AV S S A AV K A D R G P P M V W P A
cttcggtcgagatcttaccaaggaggaggcctacatccagaagttggacgcctcgaccggtget
P ¥ G R DL T K EE A Y I O K L D A S T G A
tcgttgaagcttactgttcttaaccaggagggtcgagtctggaccatggtcgeccggaggaggtyg
s L K L. T v L N 0 E G R V W T M V A G G G
cctccgttgtttactctgatgccattgcecgetgececggtttecgeccacgagecttgcectaactacgg
A S VvV Vv Yy s D A I A A A G F A H E L A N Y
agagtactctggagctcctactgagggacagacctacgagtacgccaagaccattc.AAGTAA
G £E Yy s G A P T E G OQ T Y E Y A K T I
TTGTCCTTCCTTGCTTGTACGCTCGACCACCTGACTGACCATCTCGATCACAC.tctcgctca
L S L
tcactcgaggagatgtcaacccccagggtaaggtcctcatcatcggtggaggtattgccaactt
I T R G DV N P Q G K V L I I G G G I A N
caccaacgttgccgccaccttcaagggtatcatccgagceccctcaaagagttcaagcagggtcetce
F T N V A A T F K G I I R A L K E F K O G L
agccagcacaaggtcaagatctttgtccgacgaggaggtcccaactaccaggagggtctcaagg
S Q H K v K I P V R R G G P N Y O E G L K
ccatgcgattgcttggagagtctctcggtgtcgagatccaggtcttcggacccgagacccacat
A M R L L G E §$ L G V E I Q9 V F G P E T H
taccgagatcgttcccecctegececcteggtgtecgeccaagaaggetectaccectetgectgegtte
I T ¢ I V P L AL G V A K K A P T P L P A F
tccgtgcccecgectecgatcggagceccgataccecctgcggceccaccatcecgctgagcagecggetgete
s v p A S I G A D T P A A T I A E QO P A A
cccagctcggtgagatcaacaaggacggttcgcgagaacaggccaacgacaacattgtccgatt
P ¢ L 6 E I N K D G S R E Q A N D N I V R
cgataccaccggtggacctgtctccggtcgaccgtcttaccgaccecttcgacgagaccacccga
¥ D T T G G P Vs G R P s Y R P F D E T T R
tccectegtgttcggtectccageccecgagecattcagggecatgectecgacttecgacttegectgtyg
s L. v P G L O P R A I 0 G M L D F D F A C
gccgaaagaccccgtceccecgtecgeggceccatgatctacceccttcecggtggacaccacatccagaagtt
G R K T P S V A A M I Y P F G G H H I 0O K
ctactggggtacaaaggagaccctcctcccagtctacacctcecggttggcgaggectgtcaagaag
F Y w ¢ T XK £ T L L P V Yy T s V G E A V K K
cacgccgacgccgacgtcecctcecgtcaacttectecgtectcectcgateccgtcectactettceccacteteg
H A D A DV L VN F S S S R s V Y S S T L
atgctttcaactacccgcagatcaaggccatcgceccctcatcgccgagggagttecctgagecgaca
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b A F N Y P O I K A I A L I A E G V P E R
cgcccgagagctcecctceccacctecgectgagaagaagaaggtgctcatcatcggteccggecgaccgte

H A R E L L H L A E K K K Vv L I I G P A T V

ggtggtatcaagcccggatgcttccgaatcggaaactctggaggaatgatggacaacatcececttt
G 6 I K p G C F R I G N S G G M M D N I L
cttccaagctctaccgagccggttcececgttggatacgtctccaagtccggaggaatgtccaacga
s s K L Yy R A G S V G Y V S K s G GG M S N
gcttaacaacatcctcaacatctttaccaacggaacttacgagggaatcgccattggtggtgac
E' L N N I L N I F T N G T Y E G I A I G G D
cgataccctggtacatctttcatcgatcacttgctccgatacgagcaggatcctgagtgcaaga
R vy p G T S ¥ I D H L L R Y E O D P E C K
tgctcgtcctcectcggagaggtcggtggaatcgaagagtaccgagtgatcgaggeccgtcaagaa
M L v L. L 6 E V G G I E E Y R V I E A V K
cggaacgatcaagaagcccatcgttgcctgggccatcggaacgtgcgccaagatgttcaccacce
N G T I K K p I V A W A I G T C A K M F T T
gaggtccaattcggtcacgccggttccatggcaaactctgacctcgagaccgctgatgccaaga
E v o9 F G H A G S M A N S D L E T A D A K
acaaggccatgaaggccgccggattcatcgtcececccgataccttcgaggagecttecccgacgtect
N K A M K A A G F I Vv P D T F E E L P D V
caagcagacctacgacgccctcgtcaacaacggaaccatcgttgtcaagaaggagaccgagcce
L x ¢ T vy b AL VNNGT I V V K K E T E P
ccgctcatccctatggactacaagtgggcccaggagctcggcatgatccgaaagectgecgett
p L I P M DY K W A O E L G M I R K P A A
tcatctcgtcgatctctgacgagcgaggacaggagctcttgtacgeccggtatgcgaatttcgga
F I s s I S D E R G Q E L L Y A G M R I S
tgtcttcaaggaggagatcggaatcggtggtgtgctctceccecctecctectggttcaagecgacgactt
b v ¥ K E £E I 6 I 6 66 Vv L S L L W F K R R L
cctgactatgcctgcaagttcatcgagatggtcecctccagecttactgeccgatcatggaccggecg
P DY A C K F I EM V L O L T A D H G P A
tgtccggagcgatgaacaccatcatcaccgcccgagceccggcaaggaccttgtectectecgetege
v s 6 A M N T I I T A R A G K D L VvV S S L
cgccggtttgctcaccatcggtgaccgattcggtggagecgctcgacggagccgeccgctaactte
A A G L L T I G D R F G G A L D G A A A N F
accagcgccttgaactctggacagaccccccgagagtttgtecgactcgatgcgaaaggeccaaca
T S A L N S G @ T P R E ¥ V D S M R K A N
agctcatccccggtatcggacacaaggtcaagtccaagacgaaccctgatctccgagtagaget
K L 1 p G I G H K V K S K T N P D L R V E
cgtcaaggactttgtcaagtcgaccttccccgceccactgceccacccecttgactatgccatcggtgtce
L v K. D ¥F v XK s T F P A T A T L D Y A I G V
gaggccgttacctccgccaagaaggattctectcatcttgaacgtcgacggagcgattgececgecg
E AV T S A K K b s L I L NV D G A I A A
cgttctgtgatctcctcaactgctccggtgcattcacccaggaggaggeccgecgagtaccttaa
AP C D L L N C S G A F T O E E A A E Y L
ggtcggaaccctcaacggattgttcgttcttggtcgatccatcggtttcatcggtcacttcatc
K v ¢ T L N GG L F VvV L G R S I G F I G H F I
gaccagaagatgctcaagcagcccttgtaccgacacccgtccgacgatttctacatcectegtteg
b o K M L X ¢ P L Y R H P S D D F Y I S F
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ccgatcacagccgagtcgtcgtccagcccaagaagtaa
A~ D H S R V V V @ P K K -

Figura A.1.1 Traduccion del gen acl de P. rhodozyma (ntimero de acceso al Gen Bank KM503045). La
secuencia nucleotidica marcada con verde corresponde a la region upstream del gen y los pares de
nucledtidos GT/AG marcados con rojo, indican la delimitacion del intrén.
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A.2 Secuencia nucleotidica del gen acl KM510496 de P. rhodozyma

Secuencia Upstream
A

-
atgtcttccaaag@lTAGTCGTTATGCTCTTGTTTGTGAGAGTGTTTCACACCCGGATCATCTC

M S S K
TATGGTGCTTTGTGGCGATGGAACAAAGTGCAAGCGAGAGAGATACCTTTTTCTTTATTCTCAT
CTCACCTTTGGGTTCTCTCTTCCTCTGTCTCAACTCTCAACTGATTGAATCATCTCATCCTTTT
TAC.ctatccgagagtacgacgccaagctacttctttctcactggcttcctctcatcaagact

A I R E Y D A K L L LS H W L P L I K T
cccatctcgacctcgggtccttcaaccgcttctaacgttcgggtcgctcaggttcagtg.AGG

p 1 s T s 6 p S T A S N V R V A O V O
TCTCCTCCATTCAATCTGCAGAGCGGCTTCTGACCCAGCGCAACCATCTAAAGCCTTTGTTCAC
CAACCCTTCTTCTTGCTCCTTTCTC.ggacccctcgaccaacacccttgttcctccgattgag

w bD P S T N T L V P P I E
cccggaaagggtcttcecctgattgggttttcaccgagaagctcgtggccaagecccgatcagcectca

P 6 K 6 L p D WV F T E K L V A K P D Q L
tcaagcgacgaggaaaggcaggcctgctttgccttaacaaggactggcaggtcgcageccgagtyg
I K R R G K A G L L ¢C L N K D W Q V A A E
gatcaaggagcgagcaggaaagcccgttcag.GAGTTTATGAACTCTTTTTCTAAGGTAAACA
w I K E R A G K P V 0
AAAAGCTGTCTGAACGATTTTATCTTCTCCTTTTTCGGCCGAAAACGCAAAATTAAATCTATGA
AATC.gtcgagaagactaccggtaccctcaacaccttcatcatcgagcctttccttcctcatc

v E K T T 6 T L N T F I I E P F L P H
cttccaacaccgagtactacgtctgcatcaactctacccgageccggtgatgagatcctecttcac

p s N T E Yy ¥ V C I N s T R A G D E I L F
ccatgagggtggtgtcgatgttggagatgtcgatgctaaggccttgaagcttc.GAGTCACTT
T H B 6 6 v D v 6 D V D A K A L K L
CCTCTTCCTTTCTGGATTATAGAGCCCTACGCTGAGACCTGGTCTCCTTGTTTCTCATCTTCGT
ACCTCTTTT.tgatccccgtcggagaggacttccctaccagggagaccgttgtctcttccctt

L I P V G E D F P T R E T V V S S L
ttgacccacgttccggccgagaagaaggacgttctcgectgacttcectcateccgactcectacgecg

L T H VvV P A E K K DV L A DF L I R L Y A
tctacgaagacctccact.ACGTCTCCTCTCTTCGTTTTCAGTCTGTTCAGTCAAGCACATGT
v Y E D L H
CAATCTGTCTGTCTAAACTTATCACATCCTGATTTTACTTACCACTCTTCC.acgcctatctc

Y A Y L
gagatcaacccgctcatctgccttgacggtgtgaacggaaacccccecctacgatcgagtacctceg

E I N Pp L I C¢C L D G V N G N P P T I E Y L
acatggccgctaagctcgatcagaccgccgacttcectcectgtgggeccaagtgggeccatcecgectag
b M A A K L D o T A D F L C G P K W A I A
agatacctcgtcgtcttccgcececgtcagttcggecgeccgtcaaggectgaccgaggaccccccatg
R DT S s S s A VvV S S A A V K A D R G P P M
gtttggcccgcectceccecttecggtcgagatecttaccaaggaggaggecctacatccagaagttggacyg

v W P A P F G R D L T K E E A Y I Q K L D
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cctcgaccggtgcttcgttgaagecttactgttcttaaccaggagggtcgagtctggaccatggt
A S T G A s L K L T v L. N Q E G R V W T M
cgccggaggaggtgcecctceccecgttgtttactctgatgccattgcececgectgecggtttegeccacgag
v A G 6 G A S V VY S DA I A A A G F A H E
cttgctaactacggagagtactctggagctcctactgagggacagacctacgagtacgccaaga
L AN Y G E Y S G A P T E G O T Y E Y A K
ccattc.AAGTAATTGTCCTTCCTTGCTTGTACGCTCGACCACCTGACTGACCATCTCGATCA
T I
CAC.tctcgctcatcactcgaggagatgtcaacccccagggtaaggtcctcatcatcggtgga
rLr s . 1 T R G D V N P O G K V L I I G G
ggtattgccaacttcaccaacgttgccgccaccttcaagggtatcatccgagcecctcaaagagt
G I A N F T N V A A T F K G I I R A L K E
tcaagcagggtctcagccagcacaaggtcaagatctttgtccgacgaggaggtcccaactacca
F K O G L. S ¢ H K Vv K I F V R R G G P N Y
ggagggtctcaaggccatgcgattgcttggagagtctctcggtgtcgagatccaggtcttcgga
Q B G L X A M R L L G E S L G V E I Q V F G
cccgagacccacattaccgagatcgttccecctcecgecctecggtgtecgeccaagaaggcectcecctacce
p E T H I T E I V P L A L G V A K K A P T
ctctgcctgecgttcectcececgtgecccecgectcgatcggagecgatacccecctgecggeccaccatecgetga
p L P A F S V P A S I G A D T P A A T I A
gcagccggctgctccccagectecggtgagatcaacaaggacggttcgcgagaacaggccaacgac
E ¢ P A A P Q L G E I N K D G S R E Q A N D
aacattgtccgattcgataccaccggtggacctgtctccggtcgaccgtcttaccgaccetteg
N I VR F D T T G G P V S G R P S Y R P F
acgagaccacccgatccctecgtgttcggtctccageccccgageccattcagggcatgectecgactt
b £ T T R S L V F G L 9 P R A I O G M L D
cgacttcgcctgtggccgaaagaccccgteccgtcgeggecatgatctaccecttecggtggacac
¥ D F A C G R K T P S V A A M I Y P F G G H
cacatccagaagttctactggggtacaaaggagaccctcctcccagtctacacctcggttggeg
H I 9 K F Y W G T K E T L L P V Y T S V G
aggctgtcaagaagcacgccgacgccgacgtcctcecgtcaacttectegtectectecgatececgtceta
E AV K K H A DA DV L V N F S S S R S V
ctcttccactctcgatgctttcaactacccgcagatcaaggccatcgeccecctcatcgeccgaggga
y s s T L D A F N Y P O I K A I A L I A E G
gttcctgagcgacacgcccgagagctcecctccacctcecgctgagaagaagaaggtgectcatcateg
v P E R H A R E L L H L A E K K K Vv L I I
gtccggcgaccgtcggtggtatcaagecccggatgcttccgaatcggaaactccggaggaatgat
G p A T V G G I K P G C F R I G N S G G M
ggacaacatcctttcttccaagctctaccgageccggttececgttggatacgtctccaagteccgga
M D N I L §S S K L ¥ R A G S V G Y V S K S G
ggaatgtccaacgagcttaacaacatcctcaacatctttaccaacggaacttacgagggaatcg
G M S N E L N N I L N I ¥ T N G T Y E G I
ccattggtggtgaccgataccccggtacgtctttcatcgaccacttgcteccgatacgagcaaga
A I G G DR Y P G T S FF I D H L L R Y E O
tcccgagtgcaagatgctegtectectcggagaggttggtggaatcgaagagtaccgagtgatce
b p E C K M L v.L L G E V G G I E E Y R V I
gaggccgtcaagaatggaacgatcaagaagcccatcgttgcecctgggccatcggaacgtgegeca
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E A V K N GG T I K K P I V A W A I G T C A
agatgttcaccactgaggtccaattcggtcacgccggttccatggcaaactctgacctcgagac
K ~» ¢ T T E V 0 F G H A G S M A N S D L E
cgctgacgccaagaacaaggccatgaaggccgccggattcatcecgteccececgataccttcecgaggag
T A D A K N K A M K A A G F I Vv P D T F E E
ctccccgacgtcectcaagcagacctacgatgecctecgtcaacaacggaaccatecgttgtcaaga
L p DV L K 0T Y D AL V NN G T I V V K
aagagaccgagcccccgctcatceccccatggattacaagtgggctcaggagectcggecatgatecg
K & T EE P P L I P M D Y K W A O E L G M I
aaagcctgccgctttcatctecgtcgatctctgacgagcgaggacaggagectcttgtacgeccggt
R K pP A A F I 5 s I § D E R G O E L L Y A G
atgcgaatttcggatgtcttcaaggaggagatcggaatcggtggtgtgctctceccctectectggt
M R I S DV F K E E I 66 I 66 G Vv L S L L W
tcaagcgacgacttccggactatgecctgcaagttcatcgagatggtcctccagettactgecga
F K R R L P DY A C K F I E MV L O L T A
tcacgggccggccgtgtccggagcgatgaataccatcatcaccgecccgageccggcaaggacctt
b H G P AV S G A M N T I I T A R A G K D L
gtctcctecgectcgecgecggtttgetcaccatcggtgaccgatttggtggagecgectcgacggag
v s S L A A G L L T I G D R F G G A L D G
ccgccgctaacttcaccagcgcecttgaactctggacagacccecctcgagagtttgtcgactecgat
A A A N F T S A L N S G O T P R E F V D S
gcgaaaggccaacaagctcatccccggtatcggacacaaggtcaagtccaagacgaaccctgat
M R K A N K L I P G I G H K V K s K T N P D
ctccgagtggagcttgtcaaggactttgtcaagtcgaccttcceccgeccactgeccacccttgact
L R V E L V K D ¥F V K S T F P A T A T L D
acgctatcggtgttgaggccgttacctccgccaaaaaggattctcectcatecttgaatgtcgacgg
Yy A I G V E A V T S A K K D s L I L N V D
agccattgccgccgcegttectgtgatcttctcaactgcteccggtgecattcacccaggaggaggcc

G A I A A A ¥ C D L L N C S G A F T QO E E A

gccgagtaccttaaggtcggaaccctaaacggattgttecgttecttggtcgatccatcggtttca
A E Y L KX VG T L N GG L F V L G R S I G F

tcggtcacttcatcgaccagaagatgctcaagcagecccttgtaccgacacccgteccgacgattt
I G H F I D Q K M L K Q@ P L Y R H P S D D

ctacatctcgttcgccgatcacagccgagtcgtcgtccageccaagaagtaa

F Yy I S F A D H S R V V V Q P K K -

Figura A.2.1 Traduccién del gen acl de P. rhodozyma (niimero de acceso al GenBank KM510496).

La

secuencia nucleotidica marcada con verde corresponde a la region upstream del gen y los pares de

nucledtidos GT/AG marcados con rojo, indican la delimitacion del intrén.

85



A.3 Secuencia nucleotidica del acl-cDNA (KM510486) de P. rhodozyma

atgtcttccaaagctatccgagagtacgacgccaagctacttctttctcactggettect
M s S K A I R E Y D A K L L L S H W L P
ctcatcaagactcccatctcgacctcgggtceccttcaaccgettctaacgttcgggtcecget
r T K T p I S T S G P S T A S N V R V A
caggttcagtgggacccctcgaccaacacccttgttecctceccgattgagecccggaaagggt
o v .o w D P s T N T L VvV P P I E P G K G
cttcctgattgggttttcaccgagaagctcgtggccaagcccgatcagcectcatcaagecga
L p D WV F T E K L V A K P D @ L I K R
cgaggaaaggcaggcctgctttgeccttaacaaggactggcaggtcgcageccgagtggatce
R G K A G L L C L N K D W O V A A E W I
aaggagcgagcaggaaagcccgttcaggtcgagaagactaccggtaccctcaacacctte
K B R A G K P V QO V E K T T G T L N T F
atcatcgagcctttccttecctcatceccttccaacaccgagtactacgtgtgcattaactet
I T ¢ P F L P H P S N T E Y Y V C I N S
actcgagccggtgatgagatcctcttcacccatgagggtggtgtcgatgtcggagatgtce
T R A G D E I L ¥ T H E G G VvV D V G D V
gatgccaaggccttgaagcecttctgatcccecgttggggaggactteccctaccagggagacce
b AK AL XK L L I P V G E D F P T R E T
gttgtctcttcccttttgacccacgttccggeccgagaagaaggacgttctecgetgacttce
v v s s L L T H Vv P A E K K D Vv L A D F
ctcatccgactttacgccgtctacgaagacctccactacgcecctatctcgagatcaacccyg
L T R L Y A V Y E D L H Y A Y L E I N P
ctcatctgccttgacggtgtgaacggaaacccccctacgatcgagtacctcgacatggec
L T ¢ L b GV N GNP P T I E Y L D M A
gctaagcttgatcagaccgccgacttcecctctgtggtcccaagtgggccatcgctagagat
A K L bo T ADUF L C GG P K W A I A R D
acctcgtcgtcttccgeccgtcagttcggeccgececgtcaaggctgaccgaggacceccecgatyg
T s s S S A VvV S S A A V K A D R G P P M
gtttggcccgctcececttcggtcgagatctcaccaaggaggaggecctacatccagaagttyg
v W P A P F G R D L T K E E A Y I Q K L
gacgcctcgaccggtgcttcgttgaagcttaccgttecttaaccaggagggtcgagtctgg
b A S T G A S L K L T v L N 9 E G R V W
accatggtcgccggaggaggtgcctcecgtcecgtcectactctgatgceccattgecgetgecggt
T M vV A G G G A S V V Y S D A I A A A G
ttcgcccacgagcecttgctaactacggagagtactctggagctcctactgagggacaaacc
F A H E L A N Y G E Y S G A P T E G O T
tacgagtacgccaagaccatcctctcgctcatcactcgaggagacgtcaatccccagggt
Yy B vy A K T I L s L I T R G D V N P Q G
aaggtcctcatcatcggtggaggtattgccaacttcaccaacgtcgccgceccaccttcaag
K v L. I 1 G 66 G I A N F T N V A A T F K
ggtatcatccgagccctcaaagagttcaagcagggtcttagccagcacaaggtcaagatce
G I I R A L K E F K O G L S O H K Vv K I
tttgtccgacgaggaggtcctaactaccaggagggtctcaaggccatgcgattgecttgga
F V R R G G P N Y Q E G L K A M R L L G
gagtccctcggtgtcgaaatccaggtcttcggacccgagacccacatcaccgagategtt
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E s L 6 v B I ¢ VvV F G P E T H I T E I V
cccctegeecteggtgtecgeccaagaaggctcecctacceccectectgectgegttectecgtgecce
p L A L G V A K K A P T P L P A F S V P
gcctcgatcggagccgatacccecctgeccgeccaccatcgectgagcageccagectgececcecceccag
A S I G A D T P A A T I A E O P A A P 0
ctcggtgagatcaacaaggacggttctcgagagcaggccaacgacaacattgtccgattce
L 6 E I N K D G S R E O A N D N I V R F
gatactaccggtggacctgtctccggtcgaccgtcctaccgacccttcgacgagaccacce
p T T 6 GG P V S G R P S Y R P F D E T T
cgatccctcecgtgttcggtctccageccccgageccattcagggcatgctecgactttgactte
R s L v P G L. 0 P R A I Q0 G M L D F D F
gcctgtggccgaaagaccceccecgtceccgtcecgecggeccatgatctaccecttecggtggacaccac
A C G R K T P s V A A M I Y P F G G H H
atccagaagttctactggggtacaaaggagaccctcctcecccggtctacaccteggttgge
I ¢ K F ¥ W G T K E T L L P V Y T S V G
gaggctgtcaagaagcacgccgacgccgacgtcecctcecgtcaacttcectegtectcectegatcece
E AV K K. H A DA DV L V N F S S S R S
gtctactcttccactctcgatgctttcaactacccgcagatcaaggeccatcgecctecatce
v vy s s T L D A F N Y P O I K A I A L I
gccgagggagttcctgagcgacacgcccgagagctcecctceccacctecgctgagaagaagaag
A E GV P E R H A R E L L H L A E K K K
gtgctcatcatcggtccggcgaccgtcggtggtatcaagecccggatgectteccgaatcgga
v L. I I G P A T V G G I K P G C F R I G
aactccggaggaatgatggacaacatcctttcttccaagctctaccgagecggttececgtt
NS G G M M DN I L S S K L Y R A G S V
ggatacgtctccaagtccggaggaatgtccaacgagcttaacaacatcctcaacatcettt
G vy vs K s 6 G M S N E L NN I L N I F
accaacggaacctacgagggaatcgccattggtggtgaccgataccccggtacgtcectttce
T N 6 T Yy £E 6 I A I G G D R Y P G T S F
atcgaccacttgctccgatacgagcaagatcccgagtgcaagatgctecgtectectcecgga
I b H L L R Y E @ D P E C K M L V L L G
gaggttggtggaatcgaagagtaccgagtgatcgaggccgtcaagaatggaacgatcaag
E v G G I E E ¥ R V I E A V K N G T I K
aagcccatcgttgcctgggccatcggaacgtgcecgccaagatgttcaccactgaggtccaa
K p I V A W A I G T C A K M F T T E V QO
ttcggtcacgccggttccatggcaaactctgacctcgagaccgctgacgccaagaacaag
F G H A G S M A N S D L E T A D A K N K
gccatgaaggccgccggattcatcgtceccccgataccttcgaggagctecceccgacgtectce
A M K A A G F I VP D T F E E L P D V L
aagcagacctacgatgccctcgtcaacaacggaaccatcgttgtcaagaaagagaccgag
K ¢ T Yy b A L V N N G T I V V K K E T E
cccccgctcecatcecccecatggattacaagtgggectcaggagctcggcatgatccgaaagecct
p p L I P M DY K W A Q E L G M I R K P
gccgctttcatctecgtcgatctctgacgagcgaggacaggagectecttgtacgececggtatyg
A A F I S5 s I s D E R G O E L L Y A G M
cgaatttcggatgtcttcaaggaggagatcggaatcggtggtgtgctctccctectcectgg
R I s D V F K E E I 66 I 6 G VvV L s L L W
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ttcaagcgacgacttccggactatgcctgcaagttcatcgagatggtecctceccagettact
F K R R L P DY A C K F I E M V L o L T
gccgatcacgggccggceccgtgtccggagcgatgaataccatcatcaccgecccgageccggce
A D H G P A V S GA M N T I I T A R A G
aaggaccttgtctcctcgctcgeccgeccggtttgectcaccatcggtgaccgatttggtgga
K b L. v s sS L A A G L L T I G D R F G G
gcgctcgacggagccgccgctaacttcaccagcecgecttgaactctggacagaccccecccga
AL D G A A AN F T S A L N S G O T P R
gagtttgtcgactcgatgcgaaaggccaacaagctcatcccecggtatcggacacaaggtce
E Fr V D S M R K A N K L I P G I G H K V
aagtccaagacgaaccctgatctccgagtggagcttgtcaaggactttgtcaagtcgacc
K s K T N P DL R V E L VvV K D F V K S T
ttccececgceccactgceccacccttgactacgectatecggtgttgaggecgttacctceccecgeccaaa
F P A T A T L DY A I G V E A VvV T S A K
aaggattctctcatcttgaatgtcgacggagccattgccgcececgegttectgtgatecttcete
Kk b s L I L NV D GG A I A A A F C D L L
aactgctccggtgcattcacccaggaggaggccgccgagtaccttaaggtcggaacccta
N C S G A F T Q E E A A E Y L K V G T L
aacggattgttcgttcttggtcgatccatcggtttcatcggtcacttcatcgaccagaag
N G L F VL G R S I G F I G H F I D 0O K
atgctcaagcagcccttgtaccgacacccgtccgacgatttctacatctegttecgecgat
M L K ¢ P L Y R H P S D D F Y I S F A D
cacagccgagtcgtcgtccagcccaagaaggcggceccgceccagectttctagaacaaaaactce
H S R v Vv VvV Q P K K A A A S F L E O K L
atctcagaagaggatctgaatagcgccgtcgaccatcatcatcatcatcattga
I s ¢ £E D L N S A V D H H H H H H -

Figura A.3.1 Traduccidn de la regién codificante acl-cDNA de P. rhodozyma (nimero de acceso al
GenBank KM510486).
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A.4 Secuencia de aminoacidos de ACL 6XHis-tagged

MSSKAIREYD
LPDWVFEFTEKL
ITEPFLPHPS
VVSSLLTHVP
AKLDQTADFL
DASTGASLKL
YEYAKTILSL
FVRRGGPNYQ
ASIGADTPAA
RSLVFGLQPR
EAVKKHADAD
VLIIGPATVG
TNGTYEGIAT
KPIVAWAIGT
KOTYDALVNN
RISDVFKEET
KDLVSSLAAG
KSKTNPDLRV
NCSGAFTQEE
HSRVVVQPKK

AKLLLSHWLP
VAKPDQLIKR
NTEYYVCINS
AEKKDVLADF
CGPKWAIARD
TVLNQEGRVW
ITRGDVNPOQG
EGLKAMRLLG
TIAEQPAAPQ
ATIQGMLDFDF
VLVNFSSSRS
GIKPGCFRIG
GGDRYPGTSF
CAKMFTTEVQ
GTIVVKKETE
GIGGVLSLLW
LLTIGDRFEFGG
ELVKDEVKST
AAEYLKVGTL
AAASFLEQKL

LIKTPISTSG
RGKAGLLCLN
TRAGDEILFT
LIRLYAVYED
TSSSSAVSSA
TMVAGGGASV
KVLIIGGGIA
ESLGVEIQVF
LGEINKDGSR
ACGRKTPSVA
VYSSTLDAFN
NSGGMMDNIL
IDHLLRYEQD
FGHAGSMANS
PPLIPMDYKW
FKRRLPDYAC
ALDGAAANEFT
FPATATLDYA
NGLEFVLGRST
ISEEDLNSAV

PSTASNVRVA
KDWQVAAEWT
HEGGVDVGDV
LHYAYLEINP
AVKADRGPPM
VYSDATIAAAG
NETNVAATEK
GPETHITEIV
EQANDNIVRF
AMIYPFGGHH
YPQIKAIALI
SSKLYRAGSV
PECKMLVLLG
DLETADAKNK
AQELGMIRKP
KFIEMVLOLT
SALNSGQTPR
IGVEAVTSAK
GFIGHFIDQOK
DHHHHHH

QVOQWDPSTNT
KERAGKPVQV
DAKALKLLTP
LICLDGVNGN
VWPAPFGRDL
FAHELANYGE
GITRALKEFK
PLALGVAKKA
DTTGGPVSGR
IQKFYWGTKE
AEGVPERHAR
GYVSKSGGMS
EVGGIEEYRV
AMKAAGFIVP
AAFISSISDE
ADHGPAVSGA
EFVDSMRKAN
KDSLILNVDG
MLKQPLYRHP

LVPPIEPGKG
EKTTGTLNTF
VGEDFPTRET
PPTIEYLDMA
TKEEAYTQKL
YSGAPTEGQT
OGLSQHKVKI
PTPLPAFSVP
PSYRPFDETT
TLLPVYTSVG
ELLHLAEKKK
NELNNILNIF
IEAVKNGTIK
DTFEELPDVL
RGQELLYAGM
MNTIITARAG
KLIPGIGHKV
ATAAAFCDLL
SDDEFYISFAD
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A.5 Localizacion de los nucleétidos corriente arriba de los genes acl.
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G
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bal2500-3_pJET1_2F Find Sequence 2
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[ Findin Translation

¥ Include reverse complement

k30 |
samn|  Match exactly

TCTT " Optimal alignment scoring at least |0 %
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Find First Find Previous | Fird Mext | Cloze

Xbal3000_pACL-R]

bt b A g xlum.,u i

] [ b J
L

-

b
‘ Xbal 915 TGTAGGAGRTCTTCTAGAQARGATCCGCTTA

Figura A.5.1. Alineamiento de secuencias nucleotidicas corriente arriba del gen acl. Los alineamientos fueron generados mediante el software
ChromasPro 1.7.4. Las secuencias se obtuvieron por PCR inversa usando DNA circularizado, el DNA gendmico fue digerido con la endonucleasa
Xbal y religado con la enzima T4 DNA ligasa. En ambos alineamientos, la posicién 927 indica el sitio de corte Xbal (TCTAGA), el cual delimita la
secuencia nucleotidica corriente arriba del gen (recuadro rojo) con respecto a la corriente abajo del gen. La secuencia nucleotidica sombreada en
azul indica el inicio de la secuencia del gen acl. Las secuencias que estan corriente arriba del gen son 41-
TCTAGAAAGATCCGCTTAATCGTCTCCTAGATCTTTCCATC-1y 39-TCTAGAAAGATTCGGCCCAGCCGGCCGCGGCTTTCCATC-1.
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Figura A.5.2. Alineamiento de la secuencia corriente arriba del gen KM503045. Las secuencias se obtuvieron por PCR inversa usando DNA
circularizado, el DNA gendmico fue digerido con la endonucleasa Pmll y religado con la enzima T4 DNA ligasa. Los alineamientos se obtuvieron a

partir de los electroferogramas de cuatro clonas. La secuencia nucleotidica sombreada en azul indica el inicio de la secuencia del gen acl. En estos
alineamientos, no se localizd el sitio de corte Pmll (TCTAGA), indicando que la secuencia corriente arriba del gen es de 542pb (anexo A.7).
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Figura A.5.3. Alineamiento reverso de la secuencia corriente abajo del gen KM510496. Se muestran tres electroferogramas de clonas diferentes.
La secuencia corriente abajo es 1-GGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGAT GACGAT
AAGGATCCGAGCTCGAGATCTGCAGCTGGTACCATGGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAAAGCTGGCGGCCGCC-170

Bc_T7promoter
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A.6 Secuencia corriente arriba del gen acl (KM503045 y KM510496).
Secuencia corriente arriba de ac/ (KM503045)

542~
TCCACTCCCCTCGCCCCCCACCCCCCAAAAGAGAGAACGAAAGAACATAGATGCATATCAC
GTTTGACGAATTCCATCTAATCTTGATCAATACAGTCGTCCGTCCGATTGAAATTTGTATA
TACATCTGTCTCTTCCTTTCATCCCAACGGCCCACTCTCTGTCGCGTGCGCGCGCGCGLGL
AGGGAGGCGAAACCACCAACTCGGGCGTCAGGACACTACCCCAACCTGTCCTTGCTGCGCA
TTGAGCCTGGTCATAATATTGGGCGAGCCTCTGCTAAGCCTGACATTCAATCACACCCCTT
TGGTTGGGGTTTCCCTTCTCTCTTTTTTTTTCTCTCGTTCGTCCGGARAGCAAGAAGAAAG
AAAAAGGTCCATCTCGTTCGATTCCATCTTTCGTTCTTGCCCCCATCTGAACATCAACCAC
CATCTCCCTCCCACTCACCCACCGATAAATCCAAGCTCTCTCTTTCTCTTTTGGGTTTTTC
TTTCTCTTTTTTTGTTTGTCTGTCCCGCTTAATCATCTCCTAGATCTTTCCATC-1

Secuencia corriente arriba de ac/ (KM510496)
41-TCTAGAAAGATCCGCTTAATCGTCTCCTAGATCTTTCCATC-1
Secuencia corriente arriba de acl (aparentemente de KM503045)

39-TCTAGAAAGATTCGGCCCAGCCGGCCGCGGCTTTCCATC-1

A.7 Secuencia corriente debajo de los genes (KM503045 y KM510496).

Secuencia corriente abajo de ac/ (KM503045)

1_
GGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGG
TCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGAGCTCGAGATCTGCAGCTGGTACCATG
GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAAAGCTGGCGGCCGLCC-170

93



A.8 Promotores de la ACL
Sequence ACI-Phaffia

Ty

e

seq( .. 59) tccactcccctogocococccaccccccaaaagagagaacgaaagaacatagatgeatatea
Segments:

2.3.1.8.2 8 22
2.3.1.8.2 15 24

seq( 6@.. 119) cgtttgacgaattccatctaatcttgatcaatacagtcgtocgtccgattgaaatttgta
Segments:
seq( 120.. 179) tatacatctgtctcttectttcatcccaacggeccactetetgtegepgtgegegegegeg
Segments:
seq( 18@.. 239) cgcagggaggcgaaaccaccaactegggegtcaggacactaccccaacctgtocttgetg
Segments:

2.3.1.8.2 182 191

seq 24@.. 299) cgcattgagcctgegtcataatatteggecgagectetgctaagectgacattecaateacac

Segments:

seq( 38@.. 359) ccctttgettegeetttoccttoctetetttttttttetctegttecgtccggaaagcaaga
Segments:

4.1.1.8.3 318 319 =NF -kappaB

3.5.3.8.5 314 323 ===ICSBP==

seq( 368.. 419) agaaagaaaaaggtccatctecgttegattocatectttegttcttgocccccatectgaacat

Segments:

seq( 428.. 479) caaccaccatctccctcccactcacccaccgataaatccaagetectetetttetettttg
Segments:

2.3.1.8.2 431 449 ====5pl===

seq( 48@.. 539) getttttoctttoctotttttttgtttgtctgtcccgettaatcatctoctagatctttcca
Segments:

seq( 54@.. 599) tc

Figura A.8.1. Localizacidn de sitios de unidn a factores de transcripcién en la secuencia corriente
arriba del gen KM503045 de P. rhodozyma. Las secuencias nucleotidicas (nyCCnCCCAC) de unién al
factor de transcripcion Sp1 estan localizadas en las posiciones 431...440, 182...192, 15...24 y 8...22;
la del factor de transcripcion ICSBP estd en la posicion 314...323; y la del factor de transcripcién NF-
KappaB estd en la posicion 310..319 (programa AliBaba2.1; http://www.gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html).
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A.9 Expresion de la ACL 6XHis-tagged a 120 rpm

kDa

250
150

100

80

Figura A.9.1. Andlisis electroforético (10% SDS-PAGE) de la expresion de ACL 6XHis-tagged por
Pichia-ACL1 cultivada a baja agitacion. Pichia-ACL1 cultivada a 25 °C, 120 rpm por 72 h produce
una banda visible, de alrededor de 120 kDa, pero sin actividad ACL. Carril M: marcador de proteina
de amplio rango (BioLabs, USA); carril 1: control; carril 2-7, extracto proteico soluble (ACL 6XHis-

tagged) de seis clonas.
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