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RmACTI Gen que codifica para la actina 1 en R. mucilaginosa

X



RmDGA
RmFAS1
RmFAS?2
SE
TAGs
TLC
YNB

Gen que codifica para la diacilglicerol aciltransferasa 1 en R. mucilaginosa
Gen que codifica para la acido graso sintetasa 1 en R. mucilaginosa

Gen que codifica para la acido graso sintetasa 2 en R. mucilaginosa
Esteres de esterol, sterol esters

Triacilgliceroles

Cromatografia de capa fina, thin layer chromatography

Yeast nitrogen base



Resumen

Rhodotorula mucilaginosa M94C9 es una levadura aislada en la Antartida, con un potencial
biotecnolégico poco explorado. Este trabajo estudia la acumulacion de lipidos neutros con un
enfoque fisioloégico y de expresion genética en condiciones de crecimiento con diferentes
relaciones de carbono/nitrogeno (C/N). Adicionalmente, este estudio brinda un acercamiento al
potencial biotecnoldgico de esta levadura, evaluando la sintesis de lipidos como materia prima
para la produccion de biodiésel. Los resultados muestran que el crecimiento y la acumulacion de
biomasa dependen de la disponibilidad de nitrégeno en el medio, sin afectar la viabilidad celular.
Asimismo, esta levadura es capaz de acumular 1.81 g/L de lipidos, lo cual representa el 46.5 %
de su peso seco en condiciones de limitacion de nitrégeno. En esta condicion, R. mucilaginosa
acumula 4cido oleico, acido estedrico, acido palmitico y acido linolénico. La conversion de
triacilgliceroles a 4cidos grasos etil esterificados (biodiésel) es de aproximadamente 93%. Como
se esperaba, algunos de los genes involucrados en la via de sintesis de lipidos (RmACL,
RmACCI1, RmFASI, RmFAS2 y RmDGAI) y de la sintesis de carotenoides (CARO y CAR?2) se
sobreexpresan en la condicidon de limitacion e inanicidén de nitrogeno. Asimismo, se observo que
la actividad de la ATP-citrato liasa (Acl) disminuye con la limitacion de nitrogeno y mientras las
células entran en la fase lipogénica. Los ensayos de expresion y actividad de la Acl sugieren una
disminucién en su expresion y actividad, a medida que las células ingresan en la fase lipogénica.
A partir de esto, se plantea la hipdtesis de una regulacion transcripcional mediada por la
remodelacion de la cromatina. En conclusion, las condiciones evaluadas inducen la lipogénesis
en R. mucilaginosa M94C9, lo que tiene relevancia tanto en el &mbito de la ciencia basica como
en términos de la produccion de lipidos de interés para diversas industrias.



Abstract

Rhodotorula  mucilaginosa M94C9 1is an Antarctic yeast with relatively unexplored
biotechnological potential. This study investigates the accumulation of neutral lipids with a
physiological and gene expression-focused approach under different carbon/nitrogen ratio (C/N)
growth conditions. Additionally, this research sheds light on the biotechnological potential of this
yeast by evaluating lipid synthesis as a raw material for biodiesel production. Results
demonstrate that growth and biomass accumulation can be influenced by nitrogen availability in
the medium, without affecting cellular viability. Furthermore, this yeast is capable of
accumulating 1.81 g/L of lipids, representing 46.5% of its dry weight under nitrogen limitation
conditions. In this scenario, R. mucilaginosa M94C9 accumulates oleic acid, stearic acid,
palmitic acid, and linolenic acid. The conversion of triacylglycerols to methyl-esterified fatty
acids (biodiesel) is approximately 93%. As expected, some of the genes involved in the lipid
synthesis pathway (RmACL, RmACCI, RmFASI, RmFAS2, and RmDGAI) and carotenoid
synthesis (CARO and CAR2) are overexpressed under nitrogen limitation and starvation
conditions. Furthermore, it was observed that the activity of ATP-citrate lyase decreases as cells
experience nitrogen limitation and progress toward the lipogenic phase. Expression and activity
assays of Acl suggest a reduction in both its expression and activity as cells enter the lipogenic
phase. Based on this, the hypothesis of transcriptional regulation mediated by chromatin
remodeling is proposed. In conclusion, the evaluated conditions induce lipogenesis in R.
mucilaginosa M94C9, which is relevant in both the realm of basic science and in terms of lipid
production of interest to various industries.



1. Introduccion

El petroleo juega un papel fundamental como fuente primaria de productos industriales que
satisfacen diversas necesidades humanas, tales como combustibles, polimeros y una amplia gama
de productos quimicos (Beopoulos y Nicaud, 2012; Szczepanska, et al., 2022). Sin embargo,
debido a la creciente preocupacion por las consecuencias ambientales asociadas a su uso, es
crucial buscar alternativas sostenibles que aseguren un suministro adecuado de recursos
energéticos e insumos sin alterar el equilibrio ambiental (Ramanjaneyulu y Reddy, 2019;
Szczepanska, et al., 2022).

En respuesta a esta necesidad se han desarrollado productos derivados de aceites
vegetales como alternativas viables de materia prima para la produccion de combustibles y
oleoquimicos. No obstante, el uso de vegetales como alimento, el cambio de uso de suelo y la
deforestacion presentan desafios significativos debido a las implicaciones técnicas y éticas
asociadas a estas practicas (Bandhu, eral., 2020). En este contexto, los microorganismos
oleaginosos, entre ellos las levaduras, emergen como fuentes alternativas de energia y materias
primas con amplio potencial para diversos productos. Esto se atribuye a su capacidad para
sintetizar lipidos, empleados tanto en la produccioén de biocombustibles como en otros productos
oleoquimicos de amplio uso en multiples sectores industriales (Ageitos, et al., 2011; Beopoulos y
Nicaud, 2012; Papanikolaou, 2012). Estas caracteristicas posicionan a estos microorganismos
como una opcién viable para solventar demandas en materia energética y de insumos con un
enfoque sostenible y amigable con el entorno ambiental (Probst, et al., 2016; Vasconcelos, et al.,
2019; Patel, et al., 2020). Sin embargo, para mejorar el atractivo industrial y la viabilidad
econdmica de microorganismos como las levaduras oleaginosas, se requiere investigar sobre
aquellas capaces de crecer hasta altas densidades celulares y acumular grandes cantidades de
lipidos en condiciones de cultivo con bajo costo (Abeln y Chuck, 2021).

1.1. Las levaduras oleaginosas

Las levaduras oleaginosas, también conocidas como OYs (oleaginous yeast), son un grupo de
microorganismos capaces de almacenar al menos el 20% de su peso celular seco en forma de
lipidos neutros (Salvador Lopez, et al., 2022). Los lipidos neutros son moléculas hidrofobicas
que carecen de grupos cargados, lo que las hace inadecuadas para formar parte de los
componentes de las diferentes membranas biologicas (Athenstaedt, 2010; Czabany, et al., 2007).
Entre los lipidos neutros sintetizados por las OYs, los triacilgliceroles (TAGs) son los
predominantes, representando entre el 70-80% del total, mientras que los monoacilgliceroles
(MAG), diacilgliceroles (DAG), acidos grasos libres (FFA) y ésteres de esteroles (SE, sterol
esters) estan presentes en menor cantidad (Athenaki, et al., 2018).

Dentro de las levaduras, se han identificado mas de 160 especies que muestran la
capacidad de acumulacién de lipidos (Poontawee, et al., 2023). Entre las mas estudiadas y
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prometedoras se encuentran cepas pertenecientes a los géneros Yarrowia, Candida, Rhodotorula,
Cryptococcus, Trichosporon y Lipomyces (Vasconcelos, etal., 2019). Las especies mas
estudiadas son Cutaneotrichosporon oleaginous, Y. lipolytica, R. toruloides y Lipomyces starkeyi
(Abeln y Chuck, 2021; Spagnuolo, et al., 2019). Estos microorganismos ofrecen numerosas
ventajas frente a otras alternativas utilizadas en aplicaciones similares (p. €j. microalgas,
bacterias, etc.); destacan por (i) su capacidad de crecimiento rapido; (ii) su adaptabilidad a
diferentes condiciones ambientales; (iii) su nulo requerimiento de fuentes de luz; (iv) su
capacidad para utilizar fuentes de carbono diversas y renovables; (v) su capacidad de producir
biomasa en espacios limitados; y (vi) pueden ser manipuladas genéticamente con facilidad
debido a la amplia disponibilidad de herramientas genéticas (Lamers et al., 2016; Khot et al.,
2020; Shaigani ef al., 2021; Wen y Al-Makishah, 2022; Lopez et al., 2022; Poontawee ef al.,
2023). Debido a estas caracteristicas, estas levaduras son consideradas como fuentes microbianas
viables para la produccion de materia prima para oleoquimicos y biocombustibles (Shaigani
etal.,2021).

1.2. Biosintesis de lipidos de novo: acumulacion de lipidos neutros bajo limitacion de
nitrogeno en levaduras

La capacidad de las OYs para acumular grandes cantidades de lipidos ha sido profusamente
estudiada debido a su relevancia en aplicaciones biotecnolodgicas (Arhar ef al., 2021). Se ha
observado que la acumulacion de lipidos puede ser estimulada bajo diferentes condiciones de
estrés, incluyendo la limitacion de fosfato, azufre, asi como la ausencia de ciertos iones
metalicos necesarios para una funcion enzimatica adecuada (Silverman et al., 2016).

En la mayoria de los estudios que buscan aumentar la sintesis de TAGs en las levaduras
oleaginosas, se utilizan condiciones de limitacion de nitrégeno junto con una fuente de carbono
abundante, lo que resulta en una alta relacion carbono/nitrégeno (C/N) (Papanikolaou y Aggelis,
2011). Esta relacion C/N alta provoca cambios significativos en el metabolismo de las OYs,
favoreciendo la acumulacién de lipidos neutros como respuesta al estrés nutricional inducido
(Calvey et al., 2016; Wang et al., 2019). Durante la fase estacionaria de crecimiento en las
levaduras oleaginosas, se intensifica la produccion y acumulacion de TAGs, asi como la sintesis
concomitante de esteroles y SE (Gientka et al., 2017; Hardman et al., 2017). Como resultado de
estos cambios metabolicos, los lipidos neutros se acumulan y se depositan en compartimentos
intracelulares conocidos como gotas lipidicas (LDs, /ipid droplets) (Fakas, 2016).

En condiciones de crecimiento con relaciones altas de carbono/nitrogeno (C/N), las OY's
asimilan el exceso de fuente de carbono y lo transforman en lipidos de almacenamiento
(Ratledge y Wynn, 2002) (Figura 1). La limitacion de nitrogeno en el medio durante estas
condiciones provoca la disminucion de la concentracion intramitocondrial de AMP (adenosin
monofosfato), que se convierte en inosina monofosfato (IMP) y iones de amonio (NH,") a través
de la actividad de una AMP-desaminasa (AMPD) (Dourou et al., 2018). El amonio resultante de
esta escision proporciona una fuente de nitrogeno complementaria necesaria para la sintesis de
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componentes celulares después de la limitacion de nitrégeno extracelular (Ratledge y Wynn,
2002).

La disminucion de la concentracion de AMP mitocondrial, debido a la actividad de las
AMPD, no solo afecta la relacion ATP/AMP (adenosin trifosfato/adenosin monofosfato) y el
balance de energia celular, sino que también influye en la actividad de una enzima clave del ciclo
de Krebs, la isocitrato deshidrogenasa (Idh), encargada de convertir al isocitrato en
a-cetoglutarato (Ratledge y Wynn, 2002; Wynn et al., 2001). La Idh es alostéricamente activada
por el AMP (Papanikolaou, 2012), y al existir niveles bajos de AMP en la mitocondria, no se
activa, lo que provoca una alteracion en el ciclo de Krebs, que a su vez conduce a que el
isocitrato no sea convertido en a-cetoglutarato (Chattopadhyay y Maiti, 2021a; Kamineni y
Shaw, 2020). Por lo tanto, la falta de actividad de la Idh es el inicio de la lipogénesis (Dourou
etal.,2018).
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Figura 1. Esquema representativo del metabolismo y la produccion de triacilgliceroles en levaduras
oleaginosas en condiciones de limitacion de nitréogeno. El esquema presenta una condicion de
crecimiento, cuya composicion consta de una abundante fuente de carbono (ej. glucosa) y la ausencia de
una fuente de nitrogeno extracelular; es decir, una relacion C/N alta. En letras de color negro se sefialan
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los metabolitos que participan en la biosintesis de triacilgliceroles (TAGs). Las letras de color rojo sefialan
metabolitos clave dentro de la via. Las abreviaturas que corresponden a las distintas moléculas son:
adenosin monofosfato (AMP), glucosa-6-fosfato (G6P), glicerol-3-fosfato (G3P), dihidroxiacetona fosfato
(DHAP), acido lisofosfatidico (LPA), acido fosfatidico (PA), diacilglicerol (DAG). Las abreviaturas que
corresponden a las enzimas son: la 4cido graso sintetasa 1 y 2 (Fasl/Fas2), acido lisofosfatidico
aciltransferasa  (LPAAT), 4cido fosfatidico fosfatasa (Pahl), aconitasa (Ac), adenosin
monofosfato-deaminasa (AMPD), isocitrato deshidrogenasa (Idh), inosina monofosfato (IMP), iones
amonio (NH"), ATP-citrato liasa (Acl), acetil-CoA carboxilasa (Accl), diacilglicerol aciltransferasa
(Dgal), enzima madlica (Mae), glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) y malato deshidrogenasa (Mdh).
Todas se encuentran sefialadas dentro de 6valos cuyo color se establecio en funcion del organelo en donde
actiian: mitocondria (azul), citosol (morado) y reticulo endoplasmatico (amarillo). Los genes codificantes
para algunas proteinas de la via se esquematizan con letras verdes. Las flechas negras indican el flujo del
metabolismo. Las flechas punteadas indican pasos no esquematizados. La flecha gris indica la ausencia de
interaccion entre el AMP y la Idh. Adaptado de Patel y colaboradores (2016). Ilustracion realizada en
Biorender.

Cuando la Idh no se activa, el isocitrato se acumula dentro de la mitocondria y es
convertido posteriormente en citrato mediante la accion de la aconitasa (Ac); cuando alcanza una
concentracion umbral, se exporta al citosol a través de un antiportador que intercambia
moléculas de citrato por moléculas de malato (Abeln y Chuck, 2021; Evans et al., 1983; Zhu
etal.,2012).

En el citosol entra en juego una de las enzimas clave en la via de sintesis de lipidos, la
ATP-citrato liasa (Acl). Si bien su presencia no confiere oleaginosidad, se ha encontrado que la
mayoria de microorganismos oleaginosos la poseen (Fakankun et al., 2021). Esta enzima cataliza
la conversion de citrato en acetil-CoA y oxalacetato (Boulton y Ratledge, 1981; Chen et al.,
2014; Hynes y Murray, 2010). El oxalacetato producido en esta reaccion es posteriormente
convertido a malato por la malato deshidrogenasa (Mdh), que cataliza la conversion reversible de
oxalacetato y malato utilizando el sistema de coenzimas NAD/NADH (Minarik et al., 2002). El
malato resultante puede seguir dos vias; la primera de ellas es una descarboxilacién oxidativa
que lo convierte en piruvato y CO, con la reduccion concomitante de NADP' mediante la enzima
malica (Mae) (Zhang et al., 2013) (Figura 2). Este proceso es clave para la biosintesis de 4cidos
grasos al proveer la energia reductora en forma de NADPH, necesaria para reducir los grupos
acetilo en la creciente cadena de acidos grasos (Ratledge, 2014). Otras fuentes de poder reductor
durante este fenomeno son las reacciones de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la
6-fosfogluconato deshidrogenasa de la via de las pentosas fosfato (Romero-Aguilar, et al., 2017,
Wasylenko ef al., 2015). La otra ruta que puede seguir el malato es su transporte a la mitocondria
y su posterior conversion a oxalacetato, que a su vez puede convertirse nuevamente en citrato.
Esto genera un sistema de retroalimentacion que permite la sintesis de nuevas moléculas de
citrato, que son expulsadas al citosol para ser escindidas por la Acl (Zhao et al., 2016).
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Figura 2. Esquema ilustrativo de la sintesis de malato a partir del oxalacetato producido por la Acl.
El esquema muestra las reacciones quimicas que permiten la formacion de moléculas de malato que es
utilizado para sintetizar moléculas de citrato dentro de la mitocondria. Las abreviaturas que corresponden
a metabolitos son: malato (Mal), oxalacetato (OAA), citrato (Cit), isocitrato (Isocit), a-cetoglutarato
(a-Ket), succinil-CoA (Succ-CoA), succinato (Succ) y fumarato (Fum). La abreviaturas de las enzimas
corresponden a: enzima malica (Mae), malato deshidrogenasa (Mdh), ATP-citrato liasa (Acl), aconitasa
(Ac) e isocitrato deshidrogenasa (Idh). Los 6valos azules representan enzimas de la mitocondria y los
6valos rosados enzimas del citosol. En rojo y azul se representa a la mitocondria. El rectangulo de color
rojo indica reacciones del ciclo de Krebs que no se llevan a cabo por la ausencia de actividad de Idh,
mientras que el rectangulo de color azul indica las reacciones que permanecen activas. El rectangulo de
color verde indica la formacién de malato a partir de oxalacetato en el citosol y su posterior exportacion a
la mitocondria. Ilustracion realizada en Biorender.

La acetil-CoA representa un nodo clave en el metabolismo debido a su interseccion con
muchas vias metabolicas y procesos biologicos regulatorios fundamentales para mantener la
viabilidad de las células (p. ej. ciclo de Krebs, acetilacion de histonas, etc.) (Shiy Tu, 2015). Por
lo tanto, su produccion resulta crucial en la homeostasis celular. La acetil-CoA sintetizada por
Acl se convierte en malonil-CoA por la acetil-CoA carboxilasa (Accl) (Sato et al., 2021).
Después, el complejo multiproteico de acidos grasos sintasas 1 y 2 (Fasl, Fas2) sintetiza
acil-CoA de cadena larga a partir de acetil-CoA y malonil-CoA utilizando NADPH como agente
reductor (Cui et al., 2016). A continuacion, el acil-CoA se une a moléculas de glicerol 3-fosfato
en las membranas del reticulo endoplasmico (RE) para formar acido lisofosfatidico (LPA) (Mota
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etal., 2022). El LPA recibe la adicion de otra molécula de acil-CoA para producir acido
fosfatidico (PA). El PA se convierte en DAG mediante la accion de Pahl y, finalmente, el DAG
recibe una ultima acilacion mediada por Dgal (diacilglicerol aciltransferasa 1) para formar los
TAGs (Kamineni y Shaw, 2020). La sintesis de TAGs se lleva a cabo entre las membranas del
RE, que al alcanzar una concentracion umbral, son transportados a las LDs, organelos con una
monocapa lipidica (Caporusso et al., 2021; Fabiszewska et al., 2022).

1.2.1. Enzimas y genes involucrados en la sintesis de lipidos neutros en levaduras
oleaginosas

Como se pudo observar en la seccidon anterior, diferentes enzimas participan en conjunto para
llevar a cabo la sintesis de lipidos en condiciones con relaciones altas de C/N. En esta seccion se
describen mas a fondo algunos aspectos generales de las enzimas Acl, Accl, Fas1/Fas2 y Dgal,
que son las estudiadas en este trabajo.

o ATP-citrato liasa: la ATP-citrato liasa, también referida como Acl es una enzima
citosolica y nuclear dependiente de ATP y de coenzima A (CoA) que cataliza la
conversion del citrato en acetil-CoA y oxalacetato (Chen ef al., 2014); se encuentra
ampliamente distribuida en diferentes reinos de la vida como animales, plantas y en la
mayoria de los hongos filamentosos, pero estd ausente en levaduras que no acumulan
cantidades significativas de lipidos como Saccharomyces cerevisiae (Hynes y Murray,
2010). En levaduras como Y. lipolytica, esta enzima se encuentra codificada por dos
genes (ACLI y ACL2), mientras que en otras levaduras como R. toruloides se encuentra
codificada por un solo gen (ACL) (Zhu et al., 2012)

En la industria que emplea TAGs como materia prima para la produccién de
oleoquimicos, la Acl de las levaduras ha ganado importancia debido a su participacion en
la via de sintesis de lipidos de novo, (Fakas, 2016). Esto se debe a que la Acl se ha
relacionado directamente con el fenémeno de la oleaginosidad, pues suministra gran parte
de la acetil-CoA utilizada para la progresion de la lipogénesis (Boulton y Ratledge, 1981;
Diwan y Gupta, 2022). De hecho, algunos trabajos dirigidos a evaluar la produccion de
lipidos de distintas levaduras, se han enfocado en evaluar la actividad de la Acl,
principalmente cuando el medio de cultivo posee baja disponibilidad de nitrogeno, pues
se sabe que en estas condiciones las levaduras producen altas cantidades de lipidos
(Blazeck et al., 2014; Tang et al., 2013; Zhang et al., 2014).

Anteriormente se ha sefialado que en organismos oleaginosos como Y. lipolytica
se observa un incremento en la actividad de la Acl durante la fase de acumulacién de
lipidos (Ochoa-Estopier y Guillouet, 2014). Esto también se ha reportado en R.
toruloides, en cuyo caso se encontrd que el gen ACLI tiene una expresion alta cuando la
levadura crece en limitacion de nitrogeno (5y 0.2 g L' de (NH,),SO,) (Zhu et al., 2012).
Asimismo, otros estudios han mostrado que la eliminaciéon de ACLI/2 en Y. lipolytica
regularmente conlleva a una disminuciéon de la sintesis de acidos grasos y, por
consiguiente, de triacilgliceroles (Dulermo et al., 2015; Sato et al., 2021; Tang et al.,
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2013; Yuzbasheva efal., 2020). Por otro lado, sobreexpresar ACLI/2 en hongos
filamentosos como Aspergillus oryzae ocasiona un incremento en la produccion de acidos
grasos de hasta 9.2 veces (Tamano efal., 2015). Un experimento de sobreexpresion
heterdloga de ACL de Mus musculus en Y. lipolytica aumentd considerablemente la
acumulacion de lipidos (efecto adjudicado principalmente a la afinidad de las enzimas)
(Zhang et al., 2014), pero la sobreexpresion de ACLI/2 endogena de Y. lipolytica no
afecta significativamente la acumulacion de lipidos (Blazeck ef al., 2014; Tamano et al.,
2015). Por lo tanto, el efecto de la intromision de la Acl en el metabolismo de los lipidos
depende de la especie (Jezierska et al., 2020). Es importante sefialar que, aunque la
ausencia de la Acl en general significa que una levadura no es oleaginosa, su presencia no
se correlaciona necesariamente con la oleaginosidad (Fakankun et al., 2021).

La Acl estd estrechamente relacionada con la regulacion epigenética, ya que esta
enzima es una de las principales proveedoras de la acetil-CoA utilizada para la
acetilacion de las histonas en el nucleo (otra enzima implicada en este proceso es la
acetil-CoA sintetasa (Acs), que produce acetil-CoA a partir de acetato) (Chypre et al.,
2012; Zhao et al., 2016). Este fenémeno ha sido particularmente estudiado en células de
mamiferos, donde la Acl es comiunmente asociada a enfermedades relacionadas con la
obesidad y cancer (Icard ef al., 2020). En células HeLa, por ejemplo, se ha observado que
la Acl participa activamente produciendo acetil-CoA para acetilar histonas en respuesta al
dafio en doble cadena en el DNA. Las histonas acetiladas permiten el reclutamiento de
proteinas reparadoras de DNA como BRCAL. La carencia de la Acl, y por lo tanto la baja
disponibilidad de acetil-CoA, lleva a la muerte celular (Sivanand et al., 2017). Por otro
lado, en el hongo filamentoso Gibberella zeae, la eliminacion de ACL1/2 resultd en la
reduccion de los niveles de acetilacion de las histonas, lo que evidencia su papel
importante en la remodelacion de la cromatina (Chen et al., 2014; Son et al., 2011).

Aunque en animales, plantas y algunos hongos se ha reportado la participacion de
la Acl como proveedora de la acetil-CoA empleada para la acetilacion de las histonas (Xu
et al., 2023), es escasa la informacion disponible sobre el papel de esta enzima en la
regulacion epigenética en levaduras oleaginosas. De hecho, en levaduras se ha reportado
un papel predominante de la Acs para proveer la acetil-CoA usada para acetilar histonas
(Galdieri et al., 2014). La mayoria de los trabajos donde se informa este hecho estan
basados en S. cerevisiae, levadura que carece de Acl (Bradshaw, 2021).

Acetil-CoA carboxilasa 1: la acetil-CoA carboxilasa (Accl) es una enzima que convierte
la acetil-CoA en malonil-CoA, un precursor esencial para la sintesis de metabolitos de
gran interés biotecnoldgico, como flavonoides, estilbenoides, policétidos y acidos grasos
(Pereira et al., 2022). En S. cerevisiae, esta enzima esta codificada por dos genes: ACCI,
que expresa la forma citoplasmatica de Accl, y ACC2, la forma mitocondrial de la
enzima Acc2 (Hasslacher et al., 1993; Hoja et al., 2004; Wei y Tong, 2015).

Accl cataliza el primer paso de la biosintesis de dcidos grasos de cadena larga en
dos reacciones secuenciales. En la primera reaccion, la biotina, unida a una proteina
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transportadora, se carboxila con la ayuda de ATP y bicarbonato como fuente de CO,. En
la segunda reaccion, el grupo carboxilo se transfiere de la biotina hacia la acetil-CoA,
generando malonil-CoA (Frantom y Blanchard, 2010). En levaduras como Y. lipolytica, la
sobreexpresion del gen ACCI fomenta significativamente la acumulacion de lipidos
(Chaturvedi et al., 2021, 2022; Ghogare et al., 2020; Gross et al., 2019; Zeng et al.,
2018). Por otro lado, en S. cerevisiae, la represion de dicho gen resulta en una
disminucion en el crecimiento y la proliferacion celular en el momento que agota las
reservas de lipidos intracelulares (Gross et al., 2019).

Sintasas de acidos grasos 1y 2: la sintasa de acidos grasos (Fas) es una enzima esencial
en la biosintesis de acidos grasos de cadena larga a partir de acetil-CoA y malonil-CoA
(Zhao, 2009). Se reconocen dos tipos principales de Fas: Fas II, presente en procariontes,
plantas y mitocondrias; y Fas I, que se encuentra en animales, hongos y levaduras
(Sijtsma et al., 1998). En las levaduras, Fas I se localiza en el citosol y estd compuesta
por dos subunidades, Fasl (Fasf) y Fas2 (Fasa), dispuestas en un complejo
macromolecular a6p6, codificadas por FASI y FAS2 (Fischer et al., 2020; Xue et al.,
2018). Cada monoémero de Fas I contiene ocho dominios cataliticos distintos a partir del
N-terminal de cada subunidad. Fasa incluye los dominios de proteina transportadora de
acilo (ACP), cetoacil reductasa (KR) dependiente de NADPH, cetoacil sintasa (KS) y
fosfopanteteina transferasa (PPT); mientras que FASP presenta los dominios acil
transferasa (AT), enoil reductasa (EnR) dependiente de NADPH, deshidratasa (DH) y
malonil palmitoil transferasa (MPT) (Rigouin et al., 2018; Shpilka et al., 2015; W. Zhao,
2009).

La sintesis de los acidos grasos comienza con la produccion de acetil-ACP a partir
de acetil-CoA y ACP, mediada por AT (Zhou etal, 2014). Ademas, se forma
malonil-ACP tras la transferencia de un residuo de malonilo de la malonil-CoA a ACP
mediante MPT (Jenni et al., 2006). Posteriormente, la acetil-ACP y malonil-ACP se
condensan mediante KS para producir B-cetoacil-ACP, que es modificado por una
cascada de tres reacciones (reduccion - deshidratacion - reduccion), llevada a cabo por
KR, DH y EnR (Heil et al., 2019; Leibundgut et al., 2008). Estas reacciones eliminan al
atomo de oxigeno restante y el doble enlace carbono-carbono, formando un acil-ACP
saturado (Heil et al., 2019; Xue et al., 2018). Luego, el acil-ACP se convierte en el
sustrato para la adicion de malonil-ACP descarboxilado por MPT para elongar la cadena
(Zhu et al., 2017). La cadena de acilo extendida se puede alargar ain mas ejecutando
ciclicamente el mismo conjunto de reacciones hasta obtener la longitud requerida, que en
levaduras consiste principalmente en acidos grasos C16 (palmitoil-CoA) y CI18
(estearoil-CoA) (Heil efal., 2019; Sijtsma et al., 1998; Silverman et al., 2016). Los
productos del complejo Fas, palmitato y estearato, se activan con la CoA para dar
palmitoil-CoA y estearil-CoA, los cuales son transportados al RE, donde se utilizan para
la produccion de TAGs. Alternativamente, estos productos pueden ser sometidos a
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modificaciones como saturacion-desaturacion o carboxilacidn-descarboxilacion antes de
dirigirse a la sintesis de TAGs (Adrio, 2017).

El complejo Fas I desempefia un papel crucial no sélo en la sintesis de lipidos
neutros, sino también como la principal fuente de acidos grasos de cadena larga
necesarios para la formacion de las membranas biologicas. Por lo tanto, su ausencia o
inhibicion resulta en la formacion de cepas auxotroficas de acidos grasos, cuyo fenotipo
no solo se caracteriza por una escasez de lipidos neutros, sino que también se considera
letal (Chayakulkeeree ef al., 2007; Delarnette et al., 2021; Pan et al., 2018; Tehlivets
et al., 2007). La sobreexpresion de los genes FASI/FAS2 produce levaduras capaces de
acumular mayores cantidades de lipidos neutros (Guo et al., 2019; Yamada et al., 2017).

e Diacilglicerol aciltransferasa 1: uno de los tltimos pasos en la ruta de sintesis de lipidos
de novo es la sintesis de los TAG (Papanikolaou y Aggelis, 2011). En las levaduras, los
TAG pueden ser sintetizados por dos enzimas diferentes localizadas en la membrana del
RE: Lrol y Dgal (Dgal también se encuentra en la membrana de las LDs) (Choudhary y
Schneiter, 2020; Miillner y Daum, 2004). Estas enzimas llevan a cabo la sintesis de TAG
de manera distinta: Lrol es una triacilglicerol sintasa independiente de acil-CoA que
utiliza fosfolipidos como donantes del grupo acilo, mientras que Dgal requiere acil-CoA
como sustrato para la acilacion del DAG (Athenstaedt, 2010). Otra diferencia sustancial
de estas enzimas es su participacion durante diferentes fases del crecimiento, siendo la
actividad de Lrol la més prominente en la fase de crecimiento exponencial, mientras que
Dgal contribuye significativamente a la sintesis de TAG durante la fase estacionaria
(Wang, 2015).

Es evidente que ambas enzimas participan en la sintesis de TAG. Sin embargo, en
respuesta al estrés causado por la deprivacion de nutrientes, como el nitrégeno, parece
que Dgal desempefia un papel mas destacado, mientras que Lrol se limita
principalmente a la remodelacion de los fosfolipidos de la membrana (Kamisaka ef al.,
2013; Oelkers et al., 2002; Sandager ef al., 2002).

Ademas, en las levaduras, la eliminacion del gen DGAI, que codifica para la
enzima Dgal, provoca la formacién de gotas lipidicas anormales (Wang, 2015). Si se
eliminan simultaineamente los genes DGAI, LROI, AREI y ARE2 (involucrados en la
sintesis de LDs al proveer los TAG y SE), la capacidad de sintetizar TAG vy, por ende, las
LDs se pierden por completo (Choudhary y Schneiter, 2020; Kamisaka et al., 2013;
Wang, 2015). Por lo tanto, la formacion de gotas lipidicas est4 estrechamente relacionada
con la actividad de estas enzimas responsables de la sintesis de TAG (Choudhary y
Schneiter, 2020; Sorger y Daum, 2003; Wang, 2015).

1.2.2. Gotas lipidicas: biogénesis y relevancia

Las gotas lipidicas (LDs, lipid droplets) son organelos de una monocapa de fosfolipidos que se
originan a partir de la membrana del RE (Klug et al., 2021). Algunos reportes sefalan que
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ademads se pueden producir dentro del nucleo a partir de la membrana nuclear interna (Fujimoto,
2022). Estas estructuras celulares se componen principalmente de un nucleo hidrofobico central
que contiene lipidos neutros, como TAG, SE y otros tipos de lipidos, rodeados por una monocapa
de lipidos recubierta de diferentes proteinas funcionales y estructurales (Jarc y Petan, 2019;
Nettebrock y Bohnert, 2020; Olzmann y Carvalho, 2019).

Las LDs tienen una funcioén primordial como reservorio de lipidos (Cottier y Schneiter,
2021). Sin embargo, su funciéon no se limita al almacenamiento, sino que también estan
involucradas en diversos procesos dinamicos (Jarc y Petan, 2019). Estos incluyen el transporte
de lipidos a otros organelos (poseen una relacion estrecha con la mitocondria, vacuolas y
lisosomas), la biogénesis de membranas, proteccion contra la lipotoxicidad, el almacenamiento y
degradacion de proteinas y la autofagia (Choudhary y Schneiter, 2020; Jarc y Petan, 2019; Zhu
et al., 2015). En consecuencia, las gotas lipidicas se consideran organelos altamente dinamicos y
metabolicamente activos, especializados en la regulacion de la homeostasis de los lipidos
celulares (Wang, 2015).

La biogénesis de las LDs se induce en respuesta a diversos estimulos que involucran
desequilibrios energéticos y redox, como la presencia de grandes cantidades de lipidos, estrés
oxidante y limitaciéon o privacion de nutrientes (Jarc y Petan, 2019). Como se menciono
anteriormente, en las levaduras oleaginosas, la lipogénesis mediada por la limitacién de
nitrogeno conduce a la acumulacion de lipidos neutros en las LDs.

El proceso de formacion de las gotas lipidicas (LDs) en levaduras comienza con el
fenomeno de nucleacion, en el cual se producen modificaciones estructurales en el RE debido a
la sintesis creciente de TAG y SE por las enzimas Dgal y Arel (esterol aciltransferasa 1) (Cottier
y Schneiter, 2021; Nettebrock y Bohnert, 2020; Thiam y Forét, 2016) (Figura 3). A medida que
aumenta la concentracion de lipidos neutros, se forman cimulos de TAG/SE dentro de la
membrana del RE (Olzmann y Carvalho, 2019; Schepers y Behl, 2021). Posteriormente, la
acumulacion y expansion de estos cimulos oleosos conducen a la gemacion de las gotas lipidicas
(Walther ef al., 2017). El fenomeno en el que se forman las LDs nacientes parece depender de la
tension de la membrana, su asimetria y otros fendmenos regulados aun no descritos, que
imponen la direccidon hacia el citosol (Chorlay et al., 2019; Olzmann y Carvalho, 2019; Thiam y
Forét, 2016). Las LDs nacientes permanecen unidas al RE a través de un puente que conecta la
bicapa de fosfolipidos del RE con la monocapa que cubre al ntcleo de lipidos neutros de la LD
(Graef, 2018). En levaduras, la gemacion de las gotitas de lipidos es facilitada por proteinas
como la seipina Seil, un complejo proteico transmembranal del RE que interactua con la
proteina Ldb16 (proteina de baja uniéon a colorantes 16, low dye binding protein 16) del RE
(Chapman et al., 2019; Klug et al., 2021). Seil interactiia con los TAG de los cimulos oleosos
en las valvas de la membrana y promueve su aglutinacién dentro de las LDs de manera similar a
las seipinas en mamiferos (Graef, 2018). Ademas, las proteinas Scs3 e Yft2, conocidas como
proteinas transmembranales inductoras del almacenamiento de grasa (FIT, fat storage-inducing
transmembrane), también contribuyen a la acumulacion de TAG dentro de las LDs nacientes en
las levaduras al interactuar con estos lipidos (Graef, 2018; Renne ef al., 2020) Sin embargo, el
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mecanismo exacto de como FIT participa en la formacion de las LDs atin no esta completamente
comprendido (Wang et al., 2022). Finalmente, la proteina Petl0 (perilipina 10) facilita la
formacién de LDs del RE, posiblemente promoviendo la gemacion al alterar el equilibrio de
tension entre las membranas (Gao et al., 2017). Pet10 interactua funcionalmente con la seipina y
las proteinas FIT, uniendo las LDs nacientes en una etapa temprana, lo que afecta su tasa de
formacion y morfologia (Graef, 2018). Finalmente, las LDs se disocian del RE en un proceso
pobremente definido, luego pueden seguir diferentes destinos que incluyen la fusion LDs-LDs o
la descomposicion via autofagica (Chapman et al., 2019).
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Figura 3. Esquema de la biogénesis de las gotas lipidicas en levaduras. La biogénesis de las gotas
lipidicas (LDs) tiene lugar en las membranas del reticulo endoplasmico (RE), y depende en primera
instancia de la acumulacion de lipidos neutros. Al menos tres pasos se pueden diferenciar, que son: 1.
nucleacion, 2. gemacion y 3. escision. Las abreviaturas que corresponden a enzimas son: diacilglicerol
aciltransferasa 1 (Dgal), proteinas transmembranales inductoras del almacenamiento de grasa (FIT, Scs3
e Yft2), seipina 1 (Seil), esterol aciltransferasa 1/2 (Arel/Are2), proteina de baja unién a colorantes 16
(Ldb16), perilipina 10 (Petl0). Las abreviaturas de metabolitos corresponden a: triacilgliceroles (TAG),
diacilglicerol (DAGQG), ésteres de esteroles (SE). RE corresponde al reticulo endoplasmaético. Figura basada

en Nettebrock y Bohnert (2020), Walther, et al. (2017) y Choudhary y Schneiter (2020). Ilustraciéon
realizada en Biorender.

1.3. Importancia de la produccion de triacilgliceroles en las levaduras oleaginosas

La acumulacion de TAG en OYs tiene implicaciones desde distintas perspectivas (Figura 4).

Desde el punto de vista bioldgico, los TAG almacenados en las LDs cumplen diferentes roles
(Miillner y Daum, 2004):
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1. Proporcionan los acidos grasos utilizados para la produccion de energia durante la
inanicion de fuentes de carbono (mediante la B-oxidacion de acidos grasos) (Renne ef al.,
2020).

2. Su acumulacioén representa un mecanismo de proteccion frente a los efectos lipotoxicos
de los diversos FFAs. Estos FFAs pueden comportarse como detergentes que
comprometen la integridad de las membranas, o bien pueden unirse a especies lipidicas
que en concentraciones elevadas resultan citotdxicas. De esta forma, el almacenamiento
de acidos grasos en forma de TAG dentro de las LD previene las consecuencias
perjudiciales asociadas a los acidos grasos y sus compuestos derivados (Olzmann y
Carvalho, 2019).

3. Proporcionan los bloques de construccion (acidos grasos) que pueden ser empleados
como precursores de los lipidos que se utilizan para la biogénesis de las membranas
durante la biogénesis de organelos o células (Barbosa y Siniossoglou, 2020).

Ademas de desempefiar roles biologicos relevantes, los lipidos neutros producidos por las OYs
tienen diferentes aplicaciones biotecnologicas que van desde la produccion de biocombustibles,
oleoquimicos y nutracéuticos (Bandhu et al., 2020). Algunas de estas aplicaciones son sefialadas
en la figura 3.

Importancia biolégica Importancia biotecnolégica

Triacilgliceroles

Reservas de energia Industria cosmética

Proteccion contra

lipotoxicidad Levaduras
oleaginosas

Industria alimenticia

Almacén de precursores de Produccién de
membrana biocombustibles

Figura 4. Relevancia de la acumulacion de triacilgliceroles en levaduras oleaginosas. Esquema que
resume algunas de las implicaciones de la produccion de triacilgliceroles en levaduras oleaginosas.
[lustracion realizada en Biorender.

Una de las principales aplicaciones de los lipidos neutros producidos por las OYs es la
produccion de biocombustibles de tercera generacion como el biodiésel, pues su perfil lipidico es
similar al de los aceites vegetales (Abeln y Chuck, 2021; Vasconcelos ef al., 2019). Los aceites
de las OYs estdn compuesto principalmente de acido miristico (C14:0), palmitico (C16:0),
palmitoleico (C16:1), estedrico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3),
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cuya abundancia relativa juega el papel principal en la determinacién de su uso final (Bandhu
et al., 2020). Debido a su alto contenido de acido oleico, las levaduras oleaginosas presentan un
perfil lipidico favorable para la produccion de biodiésel (Vasconcelos et al., 2019). El biodiésel
se obtiene mediante una reaccion quimica llamada transesterificacion, en la que los TAG se
separan mediante alcohdlisis con un alcohol, generalmente metanol o etanol, para formar acidos
grasos esterificados (FAMEs o FAEEs, fatty acid methyl/ethyl esters) y glicerol (Areesirisuk
et al., 2015; Shimada et al., 2002) (Figura 5). Los FAMEs y los FAEEs son lo que cominmente
llamamos biodiésel, y la reaccidon de transesterificacion puede llevarse a cabo con ayuda de un
catalizador que puede ser un catalizador quimico, o lipasas (Kalita et al., 2022).

ﬂ 0
Il
HzC—O—'C— R1 R*\ —C—0OMe HZC_OH
L 0 |
Il Catalizador Il
H,C—0—C— R, + 3MeO—H —m—m—m» R, —C—OMe + H,C —OH
|9 0 |
H,C—0—C— Ry R; —C— OMe H,C —OH
Triacilglicerol Biodiésel Glicerol

Figura 5. Reaccion de transesterificacion. Alcoholisis mediada por metanol. La reaccion también puede
realizarse utilizando otros alcoholes (p. €j. etanol) como donadores del grupo alquilo. Basado en Karlita et
al. (2022).

El biodiésel tiene numerosas ventajas sobre otros combustibles. Es biodegradable,
compatible con motores existentes y produce menos emisiones de gases contaminantes como el
CO, (Chattopadhyay y Maiti, 2021a; Roberts y Patterson, 2014). No obstante, también presenta
algunas desventajas, como su mayor costo y la emisiéon de mayores cantidades de 6xidos de
nitrogeno (NOx, gases reactivos provenientes del nitrogeno) en comparacion con el diésel
convencional (Neupane, 2022). Los NOx en el biodiesel se forman durante el proceso de
combustion, cuando se alcanzan altas temperaturas en los motores diésel. En altas temperaturas
el oxigeno y el nitrogeno del aire, asi como el oxigeno del biodiesel reaccionan para formar
distintos compuestos NOx, como el NO (6xido de nitrégeno) y el NO, (didxido de nitrogeno), lo
que contribuye a la contaminacion atmosférica (Jaichandar y Annamala, 2011).

Los lipidos de las OYs tienen multiples aplicaciones mas alld de la produccion de
biodiésel; por ejemplo, los acidos grasos que conforman los TAG se utilizan como agentes
aromatizantes y como aditivos alimentarios (Chattopadhyay y Maiti, 2021a). Algunos de estos
acidos grasos, como el pentadecanoico, palmitico, margarico, estearico, oleico, linoleico y
behénico, confieren el sabor caracteristico de los embutidos (Chattopadhyay y Maiti, 2021).

Por otro lado, algunas OYs son capaces de sintetizar acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (PUFAs, poliinsaturated fatty acids), algunos de los cuales no pueden ser
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sintetizados por mamiferos (Bandhu et al., 2020; Vasconcelos et al., 2019; Zhang et al., 2022).
Estos incluyen al acido linoleico (LA), acido y-linolénico (GLA), acido araquidonico (ARA),
acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA), que pertenecen a los acidos
grasos ®3 y w6 (Chattopadhyay y Maiti, 2021a; Zhang et al., 2022). Los PUFAs son precursores
de sustancias bioactivas y poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antienvejecimiento que ofrecen beneficios en la prevencion y tratamiento de enfermedades como
las cardiovasculares, el cancer y la hipertension, entre otras (Zhang ef al., 2022).

1.4. La levadura antartica Rhodotorula mucilaginosa M94C9

En las ultimas décadas, diversas levaduras no convencionales han emergido como posibles
candidatas para la produccion de lipidos neutros, destacando las pertenecientes al género
Rhodotorula, como R. toruloides y R. graminis (Lyman et al., 2019; Poontawee ef al., 2023).
Estas levaduras han atraido un gran interés debido a su capacidad para acumular lipidos
(Chattopadhyay y Maiti, 2021). Por ejemplo, R. glutinis cultivada en condiciones de limitacion
de nitrégeno es capaz de acumular hasta el 47% de su peso en lipidos, con una acumulacién
estimada de 7 g/ (Maza et al., 2020). Sin embargo, los atributos de las levaduras pertenecientes
al género Rhodotorula no so6lo se limitan a la acumulacion de lipidos, sino que también son
capaces de sintetizar otros compuestos valiosos, como los carotenoides, pigmentos naturales con
propiedades antioxidantes (Cheng y Yang, 2016; Frengova y Beshkova, 2009;
Hernéndez-Almanza et al., 2014). Los carotenoides mas comunes sintetizados naturalmente por
Rhodotorula sp., son el B-caroteno, el y-caroteno y el toruleno (correspondientes a la clase de los
carotenos), y la torularhodina (Mata-Gomez ef al., 2014). Ademads, estas levaduras tienen la
capacidad de producir enzimas de interés biotecnologico con aplicaciones en diversas industrias,
como lipasas, timina hidroxilasa, invertasa, tanasa, poligalacturonasa y fenilalanina amoniaco
liasa (Kot efal, 2016; Mussagy etal, 2022). Estos descubrimientos han ampliado
significativamente el potencial biotecnologico de las levaduras de este género, trascendiendo su
papel tradicional en la acumulacién de lipidos y abriendo nuevas oportunidades en diferentes
campos de aplicacion (Lyman ef al., 2019).

Entre las especies de levadura de los basidiomicetos, Rhodotorula mucilaginosa destaca
como una de las mas ubicuas en el planeta, encontrandose en diversos ambientes terrestres y
acuaticos, asi como en una amplia gama de sustratos (Sampaio, 2011). En la actualidad, ha sido
objeto de intensos estudios debido a sus destacadas capacidades para la produccion de
carotenoides, lipidos, enzimas y su potencial como organismo para la biorremediacion
(Abdel-Wahab et al., 2023). Algunos estudios han mostrado que puede producir carotenoides
entre 3.72 mg/L hasta 1.13 g/L (da Silva etal., 2020; Li etal., 2022). No obstante, los
rendimientos son bajos en comparacion con otras levaduras productoras de carotenoides como
Blakeslea trispora (1,870 mg/L) (He et al., 2017; Li et al., 2022). La acumulacion de lipidos en
R. mucilaginosa, ha sido extensamente investigada, pues esta especie ha demostrado su
capacidad para adaptarse a diversas condiciones ambientales y acumular biomasa y lipidos a
partir de una amplia gama de fuentes de carbono y nitrégeno (Li et al., 2022). Es relevante
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resaltar que en estos estudios, la limitacion de nitrégeno ha sido ampliamente utilizada como
condicion de investigacion para observar cambios importantes en la acumulacion de lipidos
(Banerjee et al., 2020; Bansal et al., 2020; da Silva et al., 2020; Enshaeieh et al., 2015; Gientka
etal.,2017; Kot et al., 2019a; Prabhu et al., 2019; Tsai et al., 2022).

La cepa R. mucilaginosa M94C9 (Figura 6) fue aislada a partir de muestras de suelo en
la Isla Nevada, ubicada en el archipiélago de las Islas Shetland del Sur, en la Antartica, en el afio
2014 por el grupo de investigacion liderado por el Dr. Marcelo Baeza de la Universidad de Chile.
En el 2016, Troncoso y colaboradores caracterizaron esta cepa, demostrando su capacidad para
producir compuestos que inhiben o afectan el crecimiento de otras levaduras. A pesar de estos
primeros estudios, existe una limitada investigacion centrada en la cepa M94C9 desde entonces.
En consecuencia, la informacion disponible sobre su capacidad de acumulacién de lipidos,
incluyendo carotenoides, bajo condiciones de limitacion e inaniciéon de nitrégeno, continua
siendo escasa. Comprender el fenomeno de sintesis y acumulacion de lipidos en la levadura
antartica R. mucilaginosa M94C9 no solo permitird entender este proceso especifico en dicha
cepa, sino que también proporcionard informacion valiosa para disefiar estrategias que potencien
la sintesis de lipidos utilizando esta levadura. Por lo tanto, un estudio detallado de los
mecanismos y la regulacion de la sintesis lipidica en esta cepa ayudara a identificar los factores
clave involucrados en el proceso y a determinar las condiciones Optimas para la produccion de
lipidos a gran escala.

Figura 6. Colonias de R. mucilaginosa M94C9 cultivadas en medio rico so6lido.
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2. Justificacion

R. mucilaginosa es una levadura oleaginosa de interés en ciencia basica y aplicada, debido a su
capacidad de acumular lipidos. Aunque se tiene conocimiento sobre diversas cepas de esta
especie, la informacion disponible sobre la cepa M94C9 y la acumulacion de lipidos y su perfil
de expresion de la via de sintesis de lipidos de novo, continta siendo limitada. Ademas, hasta la
fecha no existen estudios que exploren el potencial biotecnolégico para la produccion de
biocombustibles empleando los lipidos de esta cepa como materia prima.
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3. Hipotesis

La levadura R. mucilaginosa M94C9 acumulard mas lipidos al cultivarla con limitacion de
nitrogeno. Bajo estas condiciones, los genes involucrados en la via de sintesis de lipidos se
encontraran transcripcionalmente activos. Asimismo, los lipidos neutros producidos por la
cepa M94C9 en estas condiciones pueden ser tutiles para la produccion de biocombustibles
como el biodiésel.
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4. Objetivo general

) Evaluar la produccién de lipidos neutros y el perfil de expresion de genes de la
lipogénesis de la levadura antértica R. mucilaginosa M94C9.

5. Objetivos particulares

° Analizar el crecimiento, la biomasa y la viabilidad de cultivos en diferentes condiciones
de disponibilidad de nitrogeno (condiciones lipogénicas).

° Evaluar la acumulacion de lipidos neutros y el perfil de acidos grasos en las condiciones
establecidas como lipogénicas.

° Determinar el perfil de expresion de algunos genes que participan en la lipogénesis.

° Explorar el potencial biotecnologico de la conversion de triacilgliceroles a ésteres
metilicos de acidos grasos (biodiésel).
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6. Materiales y métodos

6.1. Cepa de levadura

En este trabajo se utilizé a R. mucilaginosa M94C9, una cepa colectada e identificada en el afio
2014 a partir de muestras de suelo provenientes de la isla Litchfield, en el Archipiélago Shetland
del Sur en la Antartica por el grupo de trabajo del Dr. Marcelo Baeza Cancino de la Universidad
de Chile (Troncoso et al., 2017). Esta cepa fue donada al grupo del Laboratorio de Biologia
Molecular y Gendmica de la Facultad de Ciencias, UNAM.

6.2. Condiciones de crecimiento

Se sabe que cuando las levaduras oleaginosas se enfrentan a una escasez o falta de nitrogeno y
disponen de una fuente de carbono abundante, acumulan lipidos (Papanikolaou y Aggelis, 2011).
También se ha establecido que la acumulacién de lipidos puede variar en funcion de la relacion
carbono/nitrogeno (C/N) en el medio (Bardhan ef al., 2020). Tomando en consideracion esta
informacion, se disenaron condiciones de cultivo con diferentes relaciones C/N variando la
concentracion de la fuente de nitrégeno (sulfato de amonio, [(NH4)2SO4]). Se prepararon medios
de cultivo con una relacion C/N de 40:1 (C/N,), la cual ha mostrado favorecer la lipogénesis en
R. mucilaginosa (Bardhan et al., 2020).

Para los fines de este trabajo, se utiliz6 exceso de glucosa (10 %) como la fuente de
carbono y se varido la fuente de nitrogeno hasta obtener la relacion C/N deseada. La
concentracion de la fuente de nitrégeno de la condicion con relacion C/N,, se disminuy6 30 y 60
veces para las condiciones establecidas como limitadas (C/Njyp ¥ C/Nysg), ¥ se disminuyd
totalmente en la condicidén designada como inanicidon de nitrégeno (-N). La relacion C/N de los
medios C/Nyy, C/N 5,y C/N,y se obtuvo utilizando la siguiente ecuacion:

n, (12.01)

m ( MW

C/N= n (14.01)
m (—m—

N MWN

donde m corresponde a la masa en gramos de la fuente de carbono o de nitrogeno
utilizada, n. es el nimero de atomos de carbono en la fuente de carbono, n, es el nimero de
atomos de nitrégeno en la fuente de nitrogeno, MW corresponde al peso molecular de la fuente
de carbono o nitrogeno. El peso atdmico de la fuente de carbono y de nitrogeno es de 12.01 y
14.01, respectivamente. Para proporcionar a las células algunos nutrientes esenciales para su
crecimiento, el medio se suplementd con Yeast Nitrogen Base sin fuentes de nitrogeno (YNB).
De esta forma, se disefiaron las condiciones de crecimiento con las composiciones de la Tabla 1.
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Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo

Condicion Glucosa (10 %) YNB (NH4): SO..
C/Nyp.; 100 g L' de glucosa 1X (0.17%) 5¢gL!

C/N 200:1 100 g L' de glucosa 1X (0.17%) 0.16 gL'
C/Nasoo:1 100 g L' de glucosa 1X (0.17%) 0.08 gL
-N 100 g L' de glucosa 1X (0.17%) 0gL!

Para todos los experimentos, los indculos de R. mucilaginosa M94C9 se prepararon a
partir de colonias frescas cultivadas en medio YPD solido (extracto de levadura 1%, peptona de
caseina 2%, dextrosa 2% y agar 2 %). A partir del medio s6lido se tomo una asada y se inocul6
un matraz con 25 mL de YPD liquido (extracto de levadura 1%, peptona 2% y dextrosa 2%) y se
incub6 durante 16 h a 28 °C a 180 revoluciones por minuto (rpm). Los pre-indculos (tiempo Oh)
se lavaron con 10 mL de agua destilada estéril y se suspendieron en 10 mL de agua destilada
estéril. A partir de estos, se inocularon matraces de 250 mL con 50 mL de los medios descritos
en la tabla 1 a una densidad 6ptica (DO) inicial de 0.05 con ayuda de un espectrofotometro
(Beckman Coulter DU 640). Los matraces se incubaron a 28 °C y 180 rpm durante 72 h. Para
cada experimento se realizaron tres réplicas bioldgicas.

6.3. Determinacion de crecimiento y biomasa

Para evaluar el crecimiento de R. mucilaginosa M94C9 en las condiciones seleccionadas, se
monitored la densidad oOptica a 600 nm (DOgym) de cada muestra en diferentes intervalos
durante tres dias. Para ello, se tomaron alicuotas en los respectivos tiempos y se determin6 su
DOgonm con ayuda de un espectrofotometro. Para complementar lo observado en la curva de
crecimiento, se determind la biomasa por peso seco (g/L). Las células cultivadas en los diferentes
medios se separaron en alicuotas (dependiendo de la DOy ,,, S€ tomaron alicuotas de 1, 10 6 50
mL) cada 24 h durante tres dias. Las células se centrifugaron a 3000 rpm. Luego, las células
sedimentadas se suspendieron en agua destilada 1:1 (p/v) y se transfirieron a charolas de
aluminio pre-pesadas. Posteriormente, las charolas se deshidrataron con calor a 70 °C en un
horno durante 72 h. Finalmente, las charolas se pesaron y se determino el peso seco. A partir de
estos datos se calculo la produccion de biomasa correspondiente al peso seco de las células. Cada
experimento se realizo6 por triplicado.
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6.4. Ensayo de viabilidad

Para evaluar si R. mucilaginosa M94C9 continuaba siendo viable después de crecer en las
condiciones de cultivo limitadas en nitrogeno, se decidid realizar un ensayo de viabilidad por
goteo, comparando las levaduras cultivadas en las condiciones mas contrastantes (C/N40 y -N).
Para tal efecto se creci6 a las levaduras durante 24 y 72 h en medio C/N40 y -N. Adicionalmente
se les compard con levaduras provenientes de un preindculo en YPD (cultivo semilla). Se
tomaron alicuotas de 1 mL, se determiné la DOy, de cada muestra y se ajustaron a un valor de
0.5 en un volumen final de 1 mL. Posteriormente se tomaron 200 puL de las células suspendidas y
se colocaron en una placa de 96 pozos estéril. A partir de la muestra que se coloco en la placa, se
realizaron diluciones seriadas (1:10). Finalmente, las muestras diluidas se sembraron en cajas
Petri con medio YPD so6lido. Todos los experimentos se realizaron en esterilidad. Las cajas se
incubaron a 28 °C durante tres dias y posteriormente se refrigeraron a 4 °C durante 15 dias. El
crecimiento de las colonias se fotografio a los 3, 5 y 15 dias.

6.5. Determinacion del indice lipidico

Para evaluar el valor relativo del contenido de lipidos neutros en las células cultivadas en
distintos medios, se realiz0 un analisis basado en la deteccion de fluorescencia relativa
(intensidad de fluorescencia/densidad optica) del colorante BODIPY 493/503 (4, 4-difluoro-1, 3,
5, 7, 8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno), utilizando placas de 96 pozos con ayuda de
un espectrofluorimetro. Se tomaron alicuotas de R. mucilaginosa (aproximadamente 1x10°
células) crecida en el cultivo semilla (tiempo 0) y de los medios C/N,, y -N durante 24, 48 y 72
h, estas alicuotas se depositaron en tubos de 1.5 mL. Las muestras se lavaron dos veces con agua
destilada. Al finalizar el segundo lavado, las células se suspendieron en un volumen de 1 mL y se
afiadi6 a cada tubo 110 pL de formaldehido (37 %). Después los tubos se agitaron con ayuda de
un vortex durante 15 min. Pasados los 15 min las muestras se lavaron dos veces con agua
destilada para retirar el excedente de formaldehido y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

Para el ensayo del indice lipidico se afiadieron 5 puL. de la suspension celular fijada
previamente con formaldehido (1 %) a 200 pL de amortiguador de lectura (5 uM de BODIPY
493/503 y 500 mM de yoduro de potasio [KI]) en una placa negra de 96 pozos con fondo claro.
Los parametros utilizados para medir la fluorescencia fueron 480 nm para la excitacion y 510 nm
para la emision, se utilizd un filtro de corte a 495 nm. En paralelo, para cada lectura de
fluorescencia se determiné la cantidad de células midiendo la absorbancia a 600 nm. Cada
muestra se leyd cinco veces anadiendo alicuotas posteriores de 5 pL de la suspension celular
fijada con formaldehido al mismo pozo. La lectura del blanco se obtuvo al incubar el
amortiguador de lectura durante 15 min a 30 °C antes de agregar células. Los datos obtenidos se
analizaron evaluando la linealidad de las mediciones de fluorescencia y absorbancia. A partir de
la regresion lineal de la curva se determind la fluorescencia relativa por el valor de la
absorbancia celular , que se denomin6 indice lipidico (Romero-Aguilar ef al., 2018).
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6.6. Ensayos de citometria de flujo

Para corroborar la deteccion de los lipidos neutros, se utilizd un ensayo de citometria de flujo
con el colorante BODIPY 493/503. Para ello, se tomaron células del cultivo semilla (tiempo 0) y
de los medios C/N,, y -N. Las células se colectaron a las 18, 48 y 72 h, se fijaron como se indico
previamente y se suspendieron en una concentracion final de 1x10° células mL™"'. Posteriormente
se centrifugaron, se retir6 el sobrenadante y se incubaron con 200 pL. de amortiguador de lectura
(5 uM de BODIPY 493/503 y 500 mM de KI) (15 min, temperatura ambiente, en la oscuridad).
Al finalizar el tiempo de incubacion, las células se lavaron dos veces con agua destilada y se
suspendieron en 500 puL de agua. Las células se agitaron en vortex para evitar la formaciéon de
cimulos, y se procesaron en el citometro de fluyjo MACSQUANT Analyzer 10 (Miltenyi Biotec,
Alemania). Para cada condicion se adquirieron 20,000 eventos. Los datos se analizaron
utilizando el software FlowJo V. 10.8.1.

6.7. Deteccion de cuerpos lipidicos por microscopia confocal

Para seguir la dinamica de acumulacion de cuerpos lipidicos en las condiciones mas
contrastantes (C/N,, y -N), se observaron las células mediante microscopia confocal. Para
ello, las muestras fijadas correspondientes a las 48 h se incubaron con 3 uM de BODIPY
493/503 durante 10 min, se lavaron dos veces con agua destilada, y se les montd en
portaobjetos Silane-Prep (Sigma Co.), donde se tifieron con Calcofluor White 100 ng/mL.
Las muestras fueron fotografiadas con un microscopio confocal (Zeiss LSMS5 Pascal, Carl
Zeiss GmbH, Gotinga, Alemania) con una inmersion en aceite y objetivo 100 x N.A. 1.3.
Se utilizaron margenes de deteccion de 493—-503 para BODIPY 493/503 y 300/412 para
Calcofluor White. Los cuerpos lipidicos en las imagenes se analizaron con el software
Imagel (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, Maryland,
EE. UU, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997 — 2016).

6.8. Determinacion del perfil de acidos grasos

Para determinar el perfil de 4cidos grasos de R. mucilaginosa M94C9, se tomaron células del
cultivo semilla (0 h) y las células cultivadas en medio C/N,, a las 48 h de crecimiento en
matraces de 50 mL. Posteriormente, las células se colectaron, se lavaron y se concentraron en un
pellet dentro de un microtubo de 1.5 mL. El perfil se realizo6 en colaboracién con el Dr.
Mohammed El Hafidi siguiendo los métodos descritos por Folch ef al. (1957) y El Hafidi et al.
(2001). Brevemente, los lipidos totales se extrajeron a partir de 10 mg de homogeneizado de
levadura en presencia de 50 pg de acido heptadecanoico como estandar interno, utilizando
cloroformo-metanol (2:1, v/v) con 0.002% de butilhidroxitolueno (BHT). Los lipidos se
transesterificaron a FAMEs calentando a 80 °C durante 2 horas con metanol, que contenia un 2%
de H,SO, concentrado y 0.005% de BHT. Los FAMEs se separaron e identificaron mediante
cromatografia de gases en un cromatdgrafo Shimadzu, equipado con una columna capilar de
silica fundida de 25 m x 0.25 mm de didmetro interno, recubierta con DB-FATWAX (espesor de
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pelicula 0.25 um). La concentracion y composicion de los FAMEs se evaluaron mediante
cromatografia de gases.

Por tltimo, se calculd el contenido de acidos grasos mediante una normalizacion con
respecto a la proteina total. Para este propdsito, las concentraciones de proteinas (expresadas en
mg de proteina/mL) de los extractos crudos se determinaron utilizando el método de Bradford
descrito por de la Fuente-Colmenares (2017). Estas concentraciones se estimaron mediante una
regresion lineal basada en una curva estandar de albtimina sérica bovina (BSA) con valores entre
0.05 mg/mL y 0.75 mg/mL.

6.9. Ensayo de actividad especifica de ATP-citrato liasa

La actividad especifica de la Acl de R. mucilaginosa M94C9 se determind siguiendo el protocolo
establecido por Romero-Aguilar ef al. (2017). Para tal efecto, se recolectaron muestras de R.
mucilaginosa M94C9 (peso himedo entre 1 y 1.5 g). Estas muestras fueron colectadas del
cultivo semilla (0 h) y de cultivos en los medios C/N4 y -N a las 18 y 48 h.

6.9.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Para obtener el extracto crudo de proteinas, las células colectadas se resuspendieron en una
relacion 1:1 p/v en un buffer de lisis constituido por los siguientes reactivos: KH,PO, 50 mM,
EDTA 5 mM, HEPES 30 mM pH 7.0, PMSF 1 mM y glicerol al 20 % y microperlas de vidrio.
Las células se rompieron en un Mini Bead-Beater durante cinco ciclos de ruptura con duracion
de 30 segundos (s) cada uno. Una vez finalizados los ciclos de ruptura, los homogeneizados se
transfirieron a tubos de 1.5 mL y se centrifugaron a 10,000 rpm a 4 °C durante 6 minutos. Luego,
la fase superior se separd y se centrifugd a 30,000 rpm durante 1 h para obtener un extracto
clarificado. La fase superior se recuperd en tubos de 1.5 mL. La cuantificacion de las proteinas
de la muestra se determin6 mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Para ello, se
preparé una soluciéon de 1 mg/mL de BSA (albiimina sérica bovina) a partir de la que se
construy6 una curva estandar en el rango de 5 a 100 pg de proteina.

6.9.2. Determinacion de la actividad especifica de la Acl

La actividad especifica se determind midiendo la oxidacion de NADPH a 340 nm a 25 °C. Este
método se basa en la deteccion del cambio de absorbancia a 340 nm provocado por la oxidacion
del NADH cuando el oxalacetato es convertido a malato por la malato deshidrogenasa (Mdh). La
mezcla de reaccion para determinar la actividad de la Acl fue la siguiente: tricina-KOH 130 mM
pH 7.5, MgCl, 6 mM, DTT 1 mM, citrato de sodio 1 mM, NADH 0.15 mM, CoA 0.40 mM, 12
unidades de Mdh y 20 pL de extracto de proteina. Para medir la actividad enzimatica, la mezcla
de reaccion se incorpor6 en una celda de plastico PMMA UV, se agitd suavemente y se registrd
su absorbancia a 340 nm utilizando un espectrofotometro (Agilent 8433) durante 30 s. Luego, se
afiadi6 ATP 6.6 mM para dar inicio a la reaccion, y se continu6 registrando la lectura de manera
ininterrumpida. La absorbancia se registro hasta transcurrir un lapso de 200 s. La unidad de
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actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima capaz de catalizar el consumo de 1
pmol de NADH por minuto (coeficiente de extincion molar del NADH, 6.23). Se realizaron
triplicados para cada condicion.

6.10. Extraccion de acidos nucleicos

6.10.1. Extraccion de DNA

Para extraer DNA gendmico (gDNA), se inoculd una colonia de R. mucilaginosa M94C9 en
medio YPD y se incubd a 28 °C y 180 rpm durante 16-18 h. Posteriormente, el medio se
centrifugd a 3000 rpm durante 3 minutos. El pellet se lavd 2 veces con agua bidestilada y se
deposité en tubos de 1.5 mL. Luego, se agregaron 300 pL de una mezcla amortiguadora
compuesta de: Triton X-100 2 %, SDS 1 %, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.0 y EDTA 1
mM pH 8.0. Se anadié 200 puL de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (PCI)
(25:24:1) y 300 pL de perlas de vidrio. Posteriormente, los tubos con las muestras se agitaron
con un vortex a maxima velocidad durante 4 minutos. Después, los tubos se centrifugaron a
14,000 rpm durante 5 minutos. Luego, se separo la fase acuosa y se transfirié a un tubo nuevo
con cloroformo. El tubo que contenia la fase acuosa y el cloroformo se centrifugé a 14,000 rpm
durante 5 min y al término, la fase acuosa se transfiri6 a otro tubo con 1 mL de etanol absoluto
frio, se mezcld y se dejo precipitar 30 min a -20 °C. Al finalizar, el tubo se centrifugd una vez
mas y se retird el sobrenadante. El pellet resultante se resuspendi6 en 400 puL de un buffer
compuesto por Tris-HCI 10 mM pH 8.0 y EDTA 1 mM pH 8.0 con 1.5 uLL de RNAsa A 20
mg/mL y se incubd a 37 °C durante 30 minutos, tras lo cual se agregaron 40 uL de acetato de
sodio 3 M pH 5.2 mas 1 mL de etanol absoluto y se dejo precipitar toda la noche. Finalmente, la
muestra se centrifugd y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente, para ser hidratado con 50
uL de agua. Las muestras de gDNA se cuantificaron en un nanoespectrofotometro
(NanoPhotometer™ Pearl, IMPLEN) (A260 nm).

6.10.2. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

La extraccion de RNA total se basé en el protocolo descrito por Ochoa-Gutiérrez et al. (2022) y
se realizd tomando alicuotas de 1-1.5 DO, de R. mucilaginosa M94C9 del cultivo semilla y
células cultivadas en medio C/N,, y -N en diferentes tiempos de crecimiento (18 y 48 h). Se
colectaron células por centrifugacion, se lavaron dos veces con agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC) y se resuspendieron en 1 mL de una solucion amortiguadora AE
(Acetato de sodio 50 mM, EDTA 10 mM). Posteriormente, las células se transfirieron a un tubo
de 2 mL con 450 pL de microperlas de vidrio, 450 uL de fenol de pH 4.5 y 40 uL de SDS 10 % y
se mezclaron vigorosamente con vortex. Posteriormente, la mezcla se incub6d durante 5 min a 65
°C y se agit6 durante 30 segundos. Este paso se repitio dos veces. Después, la suspension se
enfrié a -70 °C durante 3 min y luego se centrifugd durante 5 min a 14,000 rpm para separar las
fases acuosa y fenolica. La fase acuosa superior se transfirié a un tubo de nuevo y se traté dos
veces con 500 puL. de fenol pH 4.5, y una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) en
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ciclos de agitar, centrifugar y transferir. A continuacién, la fase acuosa se extrajo con 500 pL
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Luego, para precipitar el RNA se afiadié 50 puL de acetato
de sodio 3 M y 1250 pL de etanol absoluto frio a la muestra, se mezcld por inversion y se dejo
precipitar por 24 h a -70 °C. Pasado el tiempo de precipitacion, la muestra se centrifugéd a 14,000
rpm a 4 °C durante 15 min. Finalmente, se descarto el sobrenadante y el pellet resultante se lavo
con etanol al 75 % dos veces. El pellet se seco al aire y posteriormente, se hidratd con agua. La
integridad del RNA se evalué mediante la cuantificacion de las relaciones por espectrofotometria
(A260,,,) y mediante electroforesis en un gel de agarosa con formaldehido desnaturalizante.

El RNA total se tratd posteriormente con DNAsa para eliminar cualquier gDNA
contaminante. Para ello, se digirieron 2 pg de RNA total con RQ1 RNAse-Free DNAasa
(Promega, Madison, WI, EE. UU.) a 37 °C durante 30 min. La reaccion se detuvo con la
solucion STOP (Promega) incubando las muestras 10 min a 65 °C. A continuacion, las
reacciones de sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizaron con ayuda del kit de
sintesis de cDNA RevertAid H Minus First Strand (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)
Para la sintesis de cDNA, se trataron 500 ng de RNA total en una mezcla que incluye Primer
Oligo (dt) y agua inyectable que se incub6 por 5 min a 65 °C. Los siguientes pasos de la reaccion
se realizaron conforme lo indica el proveedor.

6.11. Cuantificacion de la transcripcion mediante RT-qPCR

La cuantificacion de transcritos de los distintos genes de interés se llevo a cabo mediante la
reaccion de RT-qPCR. Las muestras de cDNA correspondientes al RNA total de R. mucilaginosa
M94C9 provenientes del cultivo semilla (tiempo 0) y de células cultivadas en medios C/N,y -N
durante 18 y 42 h se diluyeron 1:5 v/v en agua. Las reacciones de qPCR se prepararon con el kit
KAPA SYBR Fast kit (Roche) y se corrieron en un termociclador de tiempo real Corbett
Research Rotor-Gene 6000 (Qiagen) siguiendo el programa: 94°C durante 5 minutos (1 ciclo),
95°C durante 10 segundos, 58°C durante 20 segundos y 72°C durante 20 segundos (35 ciclos).
Se determind la expresion relativa de los genes RmACL, RmACCI, RmFASI, RmFAS2 y
RmDGAI, de la via de sintesis de lipidos, y de los genes CARO y CARI de la via de sintesis de
carotenoides. La expresion relativa se determin6 utilizando los oligonucledtidos enlistados en la
tabla 2.

Los datos se analizaron mediante cuantificacion por una curva estandar en la que se
utilizé al gen RmACTI como constitutivo o de referencia. Para cada gen se construyé una curva
estandar a partir de diluciones seriales de gDNA con una concentracion inicial de 20 ng/uL,
siguiendo un factor de diluciéon 1:5. Se realizaron triplicados biologicos y duplicados técnicos
para cada muestra.
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Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en los ensayos de qPCR

Genes

RmACT1

RmACL

RmACC1

RmFAS1

RmFAS2

RmDGA1

RmCAR1

RmCARO

Nombre del primer

RmACT1Fw

RmACT1Rv

RmACLFw

RmACLrv

RmACCIFw

RmACCIRv

RmFAS1Fw

RmFAS1Rv

RmFAS2Fw

RmFASZRv

RmDGA1Fw

RmDGAI1Rv

RmCARIF

RmCARIR

RmCAROF

RmCAROR

Secuencia

5-AAG GTC AAC CGC GAG AAG AT-3’

5'-AGC GTA CAG CGA GAG GAC-3'

5'-GGC ATG TCG AAC GAG CTG AA-3'

5'-AGG TGG TCG ATG AAG GTG GT-3'

5'-GGC ATG TCG AAC GAG CTG AA-3'

5'-TCT TCG AGG ACG ATG CGG AT-3'

5'-TAT CAC CGA CCC GTA TGA GC-3'

5'-GTC GCG GAA CAT CTT CGA GA-3’

5-TTC TCC GCC ACC TTC TTG CA-3'

5'-GTC TTG GCG AGG AAG TAG GA-3'

5'-TCT CAT CGT CGC CTA CCT CA-3'

5'-ACT GGG TAG TAC CCG GCA AA-3'

5'- CGG TCC CTC GCT CTA CCT CA-3’

5'-CCT TGT CCG GGA AGA CGA TG-3'

5'-CCG TCG GGT ACT ACA GTC TC-3'

5'-TAG CTC AGA TAT GGC GGC AA-3’

Tamaiio (pb)
72

92

126

108

104

123

131

163

Referencia

Este trabajo

Zamora-Bello, 2023

Zamora-Bello, 2023

Zamora-Bello, 2023

Zamora-Bello, 2023

Zamora-Bello, 2023

Landolfo, et al., 2018

Landolfo, et al., 2018
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6.12. Identificacion in silico de RmACL

La identificacion in silico de la secuencia del gen RmACL que codifica para ATP-citrato liasa
(Acl) en R. mucilaginosa se llevd a cabo mediante un analisis de BLAST. Se emplearon las bases
de datos de GenBank del NCBI y Mycocosm de Joint Genome Institute (JMI) como las
principales fuentes de informacion. Para ello se recabaron las secuencias de aminoécidos de la
Acl correspondientes a R. toruloides y Y. lipolytica depositadas en GenBank. Posteriormente se
llevo a cabo un BLASTP contra la base de datos de R. mucilaginosa en Mycocosm, obteniendo
asi los respectivos porcentajes de identidad. A partir de este analisis se obtuvo la secuencia de
aminoacidos de la Acl de R. mucilaginosa (1d: 683649). Después de obtener la secuencia de
aminodcidos se recuperd la secuencia de DNA correspondiente en Mycocosm. Una vez obtenida
la secuencia del gen, se identifico la region 5° UTR (region no traducida 5°, Untraslated Region)
y el ORF (marco abierto de lectura, Open Reading Frame)

6.13. Disefio de oligonucleotidos para el ensayo de escaneo de nucleosomas

A partir de la secuencia de nucleotidos identificada, se disefiaron los oligonucleotidos utilizados
para el ensayo de escaneo de nucleosomas (nucleosome scanning assay, NuSA). Para el disefio,
se siguieron los criterios sefialados por Infante y colaboradores (2012). Brevemente, se
establecieron coordenadas a partir del sitio de inicio de la traduccion a lo largo de un eje que
comprende la region 5’ UTR, asi como parte del ORF de RmACL. Hacia la region 5° UTR las
coordenadas se establecieron como negativas (-600 pb), mientras que rio abajo del ATG las
coordenadas corresponden a positivas (+400 pb). El primer nucleétido de la region codificante
(ATG) corresponde a la coordenada +1 pb. Los oligonucledtidos se disenaron con una longitud
de entre 18 a 24 pb con una T, de 58.5 °C con ayuda de la herramienta web OligoCalc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html). Los amplicones tienen longitudes que
van desde los 88 pb a 120 pb. Se disefiaron 22 pares de oligonucleotidos (Tabla S1,
suplementarios) dispuestos tal como se indica en la figura 7.
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Figura 7. Disposicion de los oligonucleodtidos disefiados para el ensayo de escaneo de nucleosomas en
el gen de RmACL. El rectangulo azul sefiala una region del UTR 5° de RmACL (-600 pb), mientras que el
rectangulo verde marca un fragmento de la region codificante (+400 pb). La coordenada +1 se indica
como el ATG del ORF de RmACL. En rectangulos rojos se indican los amplicones que se generan a lo
largo del gen RmACL (1-22 amplicones) mediante qPCR.

Para determinar la proteccion relativa de los nucleosomas en el gen RmACL se utiliz6 al gen
RmVCXI como control. Para ello se disefiaron los oligonucleétidos de RmVCXI (Tabla S1) a
partir de la secuencia de Vexl depositada en Mycocosm
(https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Rhomuc1 &tid=706724). ElI  gen
VCXI codifica un canal transportador de calcio/sodio y se ha definido que este gen posee un
nucleosoma posicionado entre la coordenada +100 y +200 después del ATG, lo que permite
utilizarlo como gen de referencia (Gonzalez, et al., 2017).

6.14. Ensayo de escaneo de nucleosomas (NuSA)

Los experimentos de NuSA se realizaron con base en lo descrito previamente por Infante et al.
(2012). Para ello, R. mucilaginosa M94C9 se creci6 en YPD y C/Ny a 1-1.5 de DOy, durante
18 h. Las células se trataron con formaldehido al 37% (concentracion final al 1%) durante 20
min a temperatura ambiente con agitacion constante, después se les adiciond glicina
(concentracion final de 125 mM) y se uncubd durante 5 min a temperatura ambiente, sin
agitacion. Las células se colectaron por centrifugacion, se lavaron 2 veces con 20 mL de una
solucion salina fria tamponada con Tris, y después se incubaron en buffer Z2 (Sorbitol 1 M,
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Tris-Cl pH 7.4 50 mM, B-mercaptoetanol 10 mM) con 50 U de zimoliasa durante 24 h a 30 °C.
Los esferoplastos se colectaron por centrifugacion durante 5 min (3000 rpm) y se resuspendieron
en 1.5 mL de buffer NPS (espermidina 0.5 mM, NP-40 0.075%, NaCl 50 mM, Tris pH 7.4 10
mM, MgCl, 5 mM, CaCl, 1 mM y B-mercaptoetanol 1 mM). Luego, a 600 pL de las muestras se
les agregd 25 U de MNasa (Nucleasa S7 de Roche) durante 30, 45 o 60 min a 37 °C. La reaccioén
de la digestion se detuvo con 12 pL de la solucion STOP (EDTA 50 mM y SDS 1%), se trataron
con 10 pL de proteinasa K 10 mg/mL a 65 °C durante toda la noche. EI DNA se extrajo y trato
con RNAsa A siguiendo los métodos descritos anteriormente. Posteriormente, las muestras de
DNA digeridas se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2 % (Figura 1S).
Las bandas monosomales (fragmentos de DNA de un tamafio aproximado de 150 pb) se cortaron
y purificaron con el kit Wizard SV Gel Clean-Up System (Promega, REF A9282).

Las muestras de DNA purificadas se diluyeron en agua a 1:30 y se utilizaron en
lasreacciones de PCR cuantitativa (qQPCR) para medir la protecciéon de MNasa relativa de cada
muestra en el promotor de RmACL. El andlisis de qPCR se realiz6 en un termociclador de tiempo
real Corbett Research Rotor-Gene 6000 (Qiagen). Para cada reaccion se utilizo SYBR Green
(KAPA SYBR Fast kit Roche) como sefial de deteccion. El programa de qPCR se describe a
continuacion: 94 °C durante 5 m (1 ciclo), 94 °C por 15 s, 58 °C durante 20 segundosy 72 °C
durante 20 segundos (35 ciclos). La proteccion relativa se determiné al dividir el valor obtenido
de cada reaccion con el valor obtenido de la region del gen control VCXI de R. mucilaginosa
M94C9. Todos los ensayos de proteccion de nucleosomas se representan como el promedio y
error estdndar de al menos dos réplicas biologicas independientes, donde cada réplica biologica
implica dos réplicas técnicas.

6.15. Extraccion de lipidos

Para estudiar el potencial de los triacilgliceroles (TAGs) de R. mucilaginosa M94C9 y evaluar su
utilizacion en la produccion de biodiésel, se empled la metodologia descrita por Vargas-Sanchez
(2019). Para este proposito, se cultivo la levadura R. mucilaginosa M94C9 en un medio de
cultivo lipogénico, que se utiliza en la industria de produccion de lipidos. Este medio liquido
tiene una relacion C/Ng, y se encuentra constituido de la siguiente forma: glucosa 23 g L,
peptona 0.3 g L, extracto de levadura 0.5 g L', KH,PO, 7 g L', Na,HPO,7H,0 2 g L' y
MgSO, 1.5 g L' (Niehus ef al., 2018). A partir de colonias frescas cultivadas en medio sdlido
YPD se realiz6é un preindculo tomando una azada que se depositd en un matraz con 25 mL de
YPD liquido. Transcurridas 16 h, las células se lavaron y se inocularon a una DOy, de 0.1 en
matraces bafleados con 500 mL del medio C/Ng,. Los matraces se incubaron durante 72 h a 180
rpm a 30 °C. Las células se colectaron y se lavaron dos veces con agua destilada. Para la
extraccion de lipidos, se utilizo una solucion de HCI y una mezcla de cloroformo-metanol. Las
células se colocaron en tubos de 400 mL, que estaban previamente secados y pesados, después se
centrifugaron para separar el sobrenadante y se lavaron un par de veces. Se agregd
aproximadamente 100 mL de HCI 4M vy los tubos se colocaron en un agitador orbital a 60°C a
220 rpm durante 6 horas. Después de la agitacion, se afiadié una mezcla de cloroformo y metanol
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en una proporcion de 1:1, y los tubos se agitaron nuevamente durante 2 horas. Finalmente, los
tubos se centrifugaron y se retird la fase superior acuosa y los restos de biomasa. Los tubos se
colocaron en un horno a 70 °C durante 48 horas para facilitar la evaporacion de los solventes
restantes. La cantidad de lipidos se determind gravimétricamente y se calculd el contenido de
lipidos totales por peso seco. Para cada condicion se realizé un triplicado.

6.16. Analisis de conversion de TAG a FAEEs

Para determinar cualitativamente el tipo de lipidos presentes en el aceite obtenido y validar la
conversion de TAG a FAEEs, se realizdO una cromatografia de capa fina (Thin Layer
Chromatography, TLC). Para ello se hizo una reaccion de transesterificacion de acuerdo con
Rivera et al. (2009). Para esta reaccion se utilizo la lipasa 435 inmovilizada de Novozymes como
catalizador para la produccion de biodiésel. Para ello, se disolvieron 0.3 g de la muestra de aceite
R. mucilaginosa M94C9 en 1.2 g de etanol (p/p) y se colocaron en un vial de vidrio. Ademas, se
anadieron 0.1 g de 435 Novozymes. La reaccion se realizd a 45 °C y 300 rpm de agitacioén
magnética durante 48 h.

Para realizar la técnica de TLC, 0.1 mg del aceite se diluyeron en 100 yL de hexano
grado ACS (American Chemical Society,). Se colocd el volumen correspondiente a 2y 3 yL y
una mezcla de estandares que contenia monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos, &cido oleico y
metil oleato en una placa de TLC (Silica gel on TLC AL fols). Después, la placa se coloco en
una camara cromatografica donde se depositaron 25 mL de una fase mévil compuesta por una
fase 85:15:1 v/v de hexano, éter etilico: acido acético. Después de que la muestra corrio por la
placa de TLC, se revel¢ utilizando yodo.
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7. Resultados

7.1. El crecimiento y la acumulacion de biomasa de R. mucilaginosa M94C9 estan limitados
por la disponibilidad de nitréogeno

Para determinar la capacidad de R. mucilaginosa M94C9 de crecer y acumular biomasa en
condiciones de limitacion de nitrégeno, se realizaron curvas de crecimiento y se determiné la
acumulacion de biomasa de células cultivadas en medio minimo con diferentes concentraciones
de sulfato de amonio ((NH4):SO.) (Tabla 1). Se encontré un efecto en el crecimiento que
depende de la concentracion de nitrogeno disponible en el medio de cultivo, de tal manera que al
decrecer la disponibilidad de nitrogeno en el medio, el crecimiento se reduce (Figura 8). En la
figura 8A se observa que cuando R. mucilaginosa es cultivada en C/N,, alcanza la mayor
densidad optica (10) observada en las condiciones evaluadas después de 72 h de crecimiento. En
esta condicion las células han alcanzado la fase estacionaria. Mientras que en C/N 50 Y C/Nayygo €
observa que el crecimiento se redujo entre 5 y 10 veces en comparacion con las células
cultivadas en C/N,,. La ausencia de nitrégeno en el medio, -N, provocod que las divisiones
celulares cesaran mas temprano en el tiempo y que la DO ,, méxima llegara a entre 0.25 y
0.26. En esta condicion (y en C/N 5 ¥ C/Nay) la fase estacionaria se alcanzo mas temprano (24
h).

A B

* C/Ngo:y + C/Nq1z00:4  C/N2g00:1 = -N B Semilla B C/Ngg 0 C/Nygg0 O C/Nosge I -N

DO 600 nm
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Figura 8. Curva de crecimiento y acumulacion de biomasa de R. mucilaginosa M94C9 variando la
relacion carbono/nitrégeno. Las colonias cultivadas en placas de YPD refrigeradas se utilizaron para
inocular medio rico durante la noche (semilla). Luego, el cultivo semilla se inoculdo en diferentes
proporciones de C/N (glucosa/amonio) en medio minimo (MM) de la siguiente manera: 40:1 (0.5 % p/v
de amonio), 1200:1 (0.016 % p/v de amonio), 2400:1 (0.008 % p/v de amonio) y -N (sin amonio). A) Las
células se recogieron en MM C/N,;, MM C/N,,55, MM C/N,4, 0 MM -N y se siguieron las curvas de
crecimiento durante mas de 70 h. B) En estas condiciones, las células se recogieron a las 0, 24,48 y 72 h
para calcular el peso seco de la biomasa. N = 3, y los datos son la media + desviacion estandar (DE).
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Para corroborar lo observado en la curva de crecimiento, se determind la biomasa por
peso seco en las células cultivadas en las cuatro condiciones, partiendo de la biomasa inicial en
el tiempo 0 h (Figura 8B). Al igual que en la curva de crecimiento, se observa que la
disponibilidad de nitrégeno tiene un efecto en la producciéon de biomasa, ya que se reduce
conforme decrece la concentracion de nitrogeno en el medio. En C/N,, se alcanz6 una biomasa
de hasta 6.5 gL' a las 72 h de crecimiento, mientras que en -N se obtiene una biomasa de 0.05 g
L. En -N hay acumulacién de biomasa mas alta que la biomasa inicial a 0 h (0.0107 g L™). Asi
pues, R. mucilaginosa crece y acumula biomasa cuando es cultivada en limitacion de nitrogeno,
mientras que cuando es cultivada en inanicion de nitrogeno, su crecimiento es bajo y acumula
poca biomasa. Este resultado muestra que la disponibilidad de nitrogeno en el medio afecta al
crecimiento y la produccion de biomasa. Para fines practicos, se seleccionaron las condiciones
C/N4 y -N como medios contrastantes en la produccion de biomasa, los cuales se evaluaron para
los siguientes experimentos.

7.2. La limitacion de nitrogeno no ejerce efectos negativos sobre la viabilidad

Con el fin de evaluar si crecer bajo limitacion o inanicion de nitrogeno provoca la muerte de las
células de levadura durante la induccion de la lipogénesis, se llevaron a cabo pruebas de
viabilidad por goteo partiendo de células cultivadas en C/Ny y -N durante la 24 y 72 h de
crecimiento. Estas condiciones se seleccionaron por ser las mas contrastantes. Los goteos se
realizaron colocando diluciones seriadas 1:10 en medios YPD so6lidos y se compararon con
goteos de células provenientes del cultivo semilla (Figura 9). Como se puede observar, R.
mucilaginosa cultivada por 24 y 72 h es viable cuando crece en C/Ny, (parte superior del panel)y
-N (parte inferior del panel), ya que el crecimiento es similar si se compara con las células
provenientes del cultivo semilla (tiempo 0 h) (Figura 9a). Conforme se realizan las diluciones
seriales, no se observa una disminucion significativa en la viabilidad. Las figuras 9B y 9C
muestran el seguimiento de la misma placa de la figura 9A con la finalidad de destacar el
cambio de coloracion con el paso del tiempo.
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Figura 9. Prueba de viabilidad por goteo de R. mucilaginosa M94C9 cultivada en medios con
diferentes concentraciones de nitrégeno durante la fase estacionaria. El tiempo 0 h corresponde a
células provenientes del cultivo semilla. Se colectaron células cultivadas en medio C/N,y -N a las 24y
48 h. A partir de una alicuota con DOy ,, 0.5 se realizaron diluciones seriales 1:10. Las cajas se
incubaron a 28 °C durante tres dias, posteriormente se trasladaron a 4 °C donde permanecieron durante 15
dias. Se observa la tipica coloracion rojiza de R. mucilaginosa.

7.3. R. mucilaginosa M94C9 acumula lipidos en limitacion e inanicion de nitrogeno

Una vez establecidas las condiciones de cultivo para el estudio y confirmada la viabilidad de las
células cultivadas en dichas condiciones, se procedi6 a evaluar la capacidad de R. mucilaginosa
para acumular lipidos en las mismas condiciones. Para ello, se cuantifico la produccién de LDs
empleando la sonda fluorescente BODIPY 493/503 mediante un enfoque multiparamétrico que
combina tres técnicas diferentes: indice lipidico, citometria de flujo y microscopia confocal.

El indice lipidico es una técnica que permite monitorear la acumulacion de lipidos
neutros dentro de LDs sin la necesidad de extraer los lipidos. Esta técnica se basa en la deteccion
de la fluorescencia relativa del colorante BODIPY 493/503, el cual muestra afinidad especifica
hacia los lipidos neutros (Romero-Aguilar et al., 2018). Ya se ha descrito que la acumulacion de
lipidos se intensifica durante la fase estacionaria de crecimiento (Maza et al., 2020). Por esta
razon, el ensayo se realizd cuantificando la fluorescencia emitida en levaduras cultivadas en
C/N4 y -N durante la fase estacionaria de crecimiento (24, 48 y 72 h). Adicionalmente se
procesaron muestras del tiempo 0 h (Figura 10A).

El indice lipidico sugiere que R. mucilaginosa acumula mas lipidos neutros cuando es
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cultivada en limitacion e inanicion de nitrogeno en contraste con las células colectadas a las 0 h
(Figura 10A). Las células cultivadas en -N presentaron el indice lipidico mas alto entre las
condiciones evaluadas. La maxima acumulacion de lipidos en -N se alcanz6 a las 48 h de
crecimiento. La acumulacioén de lipidos en C/N4,es un poco menor que en -N, pero se observa
que la tendencia es a aumentar la acumulacion con el paso del tiempo.

Para confirmar el aumento de los lipidos neutros observados mediante el indice lipidico,
se opto por realizar un ensayo de citometria de flujo empleando BODIPY 493/503 (Figura 10B).
Para ello se colectaron muestras a las 0, 48 y 72 h de células cultivadas en los medios C/N,, y -N.
Se incluyeron también muestras colectadas a las 18 h con la finalidad de estudiar la acumulacioén
de lipidos durante la fase de crecimiento exponencial o pre estacionaria.

A B B Semilla [0 C/Ngg -N

Tiempo Oh 24h 48 h 72 h
Condicion Semilla | C/N -N | C/N -N | C/N -N
indice lipidico | 73.988 [205.2]246.7 | 184.8 |300.9] 210.3 | 286.9
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Figura 10. Dindmica de la acumulacion de las gotas lipidicas en R. mucilaginosa M94C9 cultivada
en C/Ny y -N durante diferentes intervalos de tiempo. A) Determinacion del indice lipidico en
distintos intervalos de tiempo con el colorante BODIPY 493/503. B) Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia mediante citometria de flujo. En color negro, rojo y naranja se muestran los histogramas que
expresan el parametro de medicion fluorescencia relativa de BODIPY 493/503 en el eje x y el numero de
eventos (conteo de células) en el eje y. El histograma muestra el desplazamiento del eje X, lo cual indica el
aumento de la fluorescencia. C) Media geométrica de la intensidad de fluorescencia del colorante
BODIPY (GEO-MFI-BODIPY) en las diferentes condiciones y tiempos. Se observa que en inanicion de
nitrégeno la fluorescencia es mayor que en limitacioén de nitrégeno, n = 3.
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Este ensayo revela que el contenido de lipidos en las células cultivadas en C/N,,durante
el crecimiento exponencial (18 h) es similar al de la fase inicial de crecimiento (0 h) (Figura
10B). Sin embargo, a medida que las células de C/N,, se aproximan a la fase estacionaria (48 h'y
72 h), se observa un incremento en la fluorescencia, indicando un aumento en el contenido de
lipidos. Por otro lado, también se puede observar que las células cultivadas en condiciones de
inanicion de nitrogeno (-N) presentan una mayor fluorescencia desde la etapa temprana de
crecimiento (18 h), y esta intensidad aumenta hacia la fase estacionaria (48 h'y 72 h). En la
figura 10C se representa la media geométrica de la intensidad de fluorescencia de BODIPY
493/503 (GEO-MFI-BODIPY). La GEO-MFI-BODIPY permite calcular el valor tipico de
intensidad de fluorescencia de una poblacion de células y es util para evidenciar la tendencia de
la distribucion de la fluorescencia (Wu et al., 2016). La figura 10C evidencia la tendencia de
acumulacion de lipidos en las células cultivadas en C/N,, que puede observarse desde las 48 h de
crecimiento. En esta condicion, R. mucilaginosa alcanz6 una GEO-MFI-BODIPY maxima de
5800 a las 72 h. Las células cultivadas en medio -N mostraron un aumento en la
GEO-MFI-BODIPY desde las 18 h de crecimiento (5800), y a las 72 h el valor de la
GEO-MFI-BODIPY (9000) fue el mas grande

Estos resultados indican que en limitacion e inanicion de nitrégeno se induce la
lipogénesis en R. mucilaginosa; no obstante, la acumulacion de lipidos es mas intensa en las
células provenientes del medio -N, ya que desde las 18 h de cultivo se pudo apreciar un mayor
contenido lipidico. Asi pues, la tendencia mostrada por el indice lipidico es corroborada por
citometria de flujo: R. mucilaginosa sintetiza una mayor cantidad de lipidos neutros cuando es
cultivada en C/N,,y -N durante la fase estacionaria de crecimiento. No obstante, el crecimiento
de las células en el medio -N es menor.

7.4. Los cuerpos lipidicos son de mayor tamaiio en las condiciones lipogénicas

Para observar la acumulacion de lipidos neutros dentro de LDs se realiz6 un ensayo de
microscopia confocal mediante la deteccion de BODIPY 493/503 (Figura 11). Para el ensayo
también se utilizo el colorante Calcofluor-White para tefiir la pared celular de R. mucilaginosa.
Se colectaron muestras de R. mucilaginosa M94C9 cultivadas a las 0 h y 48 h en los medios
C/N4 vy -N. Estas células se lavaron, fijaron con formaldehido e incubaron en una solucion con
KI y BODIPY 493/503. Posteriormente, las muestras se depositaron en un portaobjetos
Silane-Prep (Sigma Co.) donde se les afadio Calcofluor White. Las preparaciones fueron
visualizadas en el microscopio confocal como se describe en métodos. El anélisis de microscopia
confocal permitid6 observar pequefias LDs que se forman en el espacio intracelular de R.
mucilaginosa M94C9 en el tiempo 0 h (Figura 11, primera fila). En medio C/N4,y -N se observo
que las LDs aumentan de tamafio a las 48 h de cultivo (Figura 11, segunda y tercera fila). La
micrografia de empalme (Merge) reveld que las LDs ocupan gran parte del citosol de las células
cultivadas en condiciones lipogénicas. Por lo tanto, la biosintesis de cuerpos lipidicos puede ser
observada durante la fase estacionaria (48 h) de R. mucilaginosa M94C9 cuando es cultivada en
medios con limitacidon de nitrogeno. Esto corrobora lo observado en los ensayos anteriores.
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Figura 11. Deteccion de
cuerpos lipidicos mediante
microscopia confocal. El
analisis revela que las LDs
se fusionan y aumentan de
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7.5. El perfil de acidos grasos revela la produccion de C18:1, C16:0, C18:2 y C18:0

Con el fin de evaluar los 4cidos grasos presentes en los triacilgliceroles producidos por R.
mucilaginosa, se determind el perfil de acidos grasos utilizando GC-MS. Debido a la poca
produccion de biomasa de células cultivadas en medio de inanicidon de nitrogeno (-N), se decidio
obtener el perfil de 4cidos grasos utilizando células colectadas en los tiempos 0 h y 48 h en
medio con relacion carbono/nitrégeno de 40 (C/Ny).

El perfil de acidos grasos permiti6 identificar que la composicion de acidos grasos de R.
mucilaginosa M94C9 se enriquece con acido oleico (C18:1), 4cido palmitico (C16:0), acido
linoleico (C18:2) y acido estearico (C18:0) a las 0 y 48 h en medio C/N,, (Tabla 3). En ambas
condiciones estudiadas el porcentaje mas alto fue de C18:1 (54.4 y 60.8 %), seguido de C16:0
(19.2y 20.7 %), C18:2 (9.7 y 6.6 %) y finalmente por C18:0 (8.3 y 5.3 %).

Tabla 3. Perfil de acidos grasos de R. mucilaginosa M94C9 a 0 h y 48 h en medio C/N,,

Porcentaje de acidos grasos (%)

Cle6:1 C18:1 C18:2 yC18:3 aC18:3
Condicion C14:0 C15.0 C16:0 n-9 C17:0 C18:0 n-9 n-6 n-6 n-3 C20:0
Oh 1.2 1.0 19.2 04 0.5 8.3 54.4 9.7 0.4 4.6 0.5

48 h 1.3 05 207 0.6 0.1 53 60.8 6.6 0.1 3.7 0.4

Por otro lado, la cuantificacion de acidos grasos en ng/mg de proteina revela que la
cantidad de acidos grasos se incrementa a las 48 h en C/Ny, con respecto al tiempo 0 h (Figura
12). Los incrementos mas notables corresponden a C18:1, C16:0, C18:0, C18:2 e incluso
C18:n3. Tan solo con respecto al acido oleico se percibe un incremento de 3.3 veces a las 48 h en
C/Ny (Figura 12). Mientras que el acido palmitico, linoleico y estearico exhiben un incremento
de 3.2, 2, y 1.9 veces mads, respectivamente. Otros acidos como el C16:1, C14:0 y el aC18:3 n-3
muestran un incremento considerable, no obstante, representan un porcentaje minimo de los
acidos grasos acumulados en las condiciones experimentales (Tabla 4).
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Figura 12. Perfil de acidos grasos de R. mucilaginosa M94C9 cultivada a las 0 y 48 h en C/N,,. A)
Comparacion de la cantidad de acidos grasos (ng/mg de proteina) entre el cultivo semilla (0 h) (barras
negras) y la fase estacionaria (48 h) (barras rojas) en C/N4. Los numeros sobre las barras indican el
porcentaje de cambio entre las células provenientes del cultivo semilla y células cultivadas durante 48 h
en C/Ng. El porcentaje de cada &cido graso se indica mediante C14:0 (acido miristico), C15:0 (acido
pentadecanoico), C16:0 (acido palmitico), C17:0 (acido heptadecanoico), C18:0 (acido estearico), C18:1
n-9 (acido oleico), C18:2 n-6 (acido linoleico), y-C18:3 n-6 (4cido y-linolénico), a-C18:3 n-3 (&cido
a-linolénico) y C20:0 (4cido araquidonico).

7.6. Analisis de la expresion genética de RmACL y actividad enzimatica de la Acl

La ATP-citrato liasa es considerada una enzima clave dentro de la via de sintesis de lipidos.
Previamente se ha descrito que su actividad se asocia a la acumulacion de lipidos en condiciones
de limitacion de nitrégeno en levaduras oleaginosas (Papanikolaou y Aggelis, 2011). Por lo
tanto, es imperativo evaluar la expresion de este gen en R. mucilaginosa y relacionar su
expresion con el fendmeno de acumulacion de lipidos en las condiciones estudiadas.

Para poder analizar el perfil de expresion del gen RmACL de R. mucilaginosa M94C9 se
extrajo RNA total de células cultivadas durante 0, 18 y 48 h en medios C/N,, y -N. La integridad
de los RNA se comprobd mediante un gel desnaturalizante, posteriormente la muestra fue tratada
con DNAsa y finalmente convertida a cDNA. La cuantificaciéon de la expresion genética se
realizd mediante qPCR por el método de curva estandar y los datos se normalizaron contra el gen
ACTI como se describe en métodos. El analisis de expresion del gen RmACL muestra aumento
de la expresion en las condiciones lipogénicas (C/N4, y -N) en comparacion con el tiempo 0, en
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cuyo caso se observa expresion baja (Figura 13A). En C/N,, se observa un aumento en la
expresion en el transcurso de 18 a 48 h, lo que coincide con la induccion de la lipogénesis
observada previamente en este trabajo. Por otro lado, en -N se puede observar lo contrario; la
expresion de RmACL es mayor a las 18 h de crecimiento y se reduce a las 48 h de cultivo.
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Figura 13. Expresion génica de RmACL y actividad enzimatica de la Acl en condiciones con
diferentes concentraciones de nitréogeno. El RNA y los extractos de proteina provienen de las células
del cultivo semilla (0 h) y de células cultivadas en C/N,, o -N durante 18 h y 48 h. El RNA total fue usado
para analizarlo mediante RT-qPCR, mientras que el extracto de proteinas para determinar la actividad de
la ATP-citrato liasa (Acl). Los datos obtenidos de las transcripciones se normalizaron frente al nivel de
expresion del gen de actina (RmACTI). A) Muestra los datos de expresion en el grafico de barras a las 0 h
(semilla, barras negras), 18 y 72 h de cultivo en C/N,, (barras rojas) o -N (barras naranjas). B) Muestra los
datos de actividad especifica de la Acl en el grafico de barras a las 0 h (semilla, barras negras), 18 y 72 h
de cultivo en C/N,, (barras rojas) o -N (barras naranjas). Las barras de error indican la desviacion estandar
(DE) de al menos cuatro réplicas bioldgicas y dos réplicas técnicas (N = 8).

Para evaluar si existe correlacion entre el perfil de expresion de RmACL y la actividad
enzimatica de la Acl, se determino la actividad especifica de la Acl de R. mucilaginosa cultivada
en medio C/N,, y -N durante el tiempo 0, la fase exponencial de crecimiento (18 h) y la fase
estacionaria (48 h). El método se basa en la deteccion del cambio de la absorbancia a 340 nm por
la oxidacién del NADH cuando el oxalacetato formado por la Acl es reducido a malato por la
malato deshidrogenasa. El ensayo revela que RmACL se encuentra mas activa en los tiempos 0,
18 y 48 h cuando R. mucilaginosa crece en C/N,, (Figura 13B). Por otro lado, en medio -N se
observa que la actividad de la Acl tanto en la fase exponencial como en la fase estacionaria, es
baja. Asi pues, el perfil de expresion de RmACL es opuesto a la actividad enzimatica durante
etapas tempranas de crecimiento (0 o 18 h), mientras que en fase estacionaria (48 h) es similar en
ambas condiciones (C/Ny o -N).
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7.7. Determinacion del arreglo nucleosomico de la region intergénica 5° UTR del gen
RmACL

Varios estudios coinciden en que la expresion del gen ACL aumenta durante la lipogénesis
inducida por la limitacion de nitrégeno en las OYs. Los resultados del analisis de la expresion
del gen RmACL muestran que este gen esta activo a nivel transcripcional en las primeras etapas
de crecimiento de la levadura bajo las condiciones de estudio. Para determinar el papel de la
estructura de la cromatina en la regulacion diferencial de la expresion de RmACL, se llevo a
cabo, de manera preliminar, un analisis del posicionamiento de los nucleosomas en el promotor
del gen en células obtenidas tanto del cultivo semilla (0 h) como de células cultivadas durante 18
h en el medio C/N,,. A partir de los cultivos mencionados, se realizaron ensayos de escaneo de
nucleosomas (NuSA) como describe Gonzélez, et al. (2017), que consisten en tratar células con
formaldehido, digerir la pared para obtener los esferoplastos e incubarlos con MNasa para
separar las regiones de DNA no protegidas por nucleosomas. Posteriormente, se aislaron
fragmentos de DNA de aproximadamente 150 pb, que corresponden a los mononucleosomas (ver
figura S1), como se describe en materiales y métodos. EIl DNA obtenido se utiliz6 para evaluar
la proteccion relativa en cada promotor bajo ambas condiciones mediante ensayos de qPCR. La
cuantificacion se basé en la relacion entre el DNA digerido por MNasa y el DNA no digerido en
la region protegida del gen control RmVCXI. Utilizando este enfoque, se identificaron picos de
proteccion relativa contra la MNasa, asi como la region libre de nucleosomas (NFR) en el
promotor de RmACL. De esta forma, se logrdé obtener la proteccion relativa del promotor de
RmACL (Figura 14).
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Figura 14. Proteccion relativa del gen RmACL durante la fase logaritmica (18 h) en C/N,. El
ensayo de escaneo de nucleosomas (NuSA) se llevd a cabo en células provenientes del cultivo
semilla (0 h) y las cultivadas en medio C/N,, para determinar la proteccion relativa del gen RmACL.
El DNA mononucleosmico6 se prepard y analizdo mediante qPCR usando oligonucledtidos que se
sobreponen uno enseguida del otro cada 50 pb aproximadamente, cubriendo el UTR 5’ del gen
RmACL. La proteccion relativa a MNasa de cada muestra se calculd con el valor obtenido de la
region del gen control RmVCXI. Cada punto en la grafica corresponde al punto medio de cada
producto de PCR desde la coordenada -498 hasta la coordenada +20. La region desprovista de
nucleosomas se denota como NFR. El esquema inferior a la grafica representa las regiones estudiadas
del gen, que indica la presencia de nucleosomas con dvalos negros (0 h) y rojos (C/N,, cultivadas
durante 18 h). La intensidad de las flechas verdes indica el nivel de expresion del gen en las
respectivas condiciones (mayor intensidad indica mayor expresion). Los datos corresponden a 2
réplicas biologicas con 2 réplicas técnicas (n=4).

El anélisis de NuSA (Figura 14) revela que la presencia de nucleosomas en el promotor
de RmACL es relativamente escasa. Durante el periodo estudiado (0 y 18 h), se identificaron dos
nucleosomas posicionados en la region promotora de RmACL: uno cerca de las coordenadas -425
y otro en la coordenada -269. Es relevante mencionar que esta region parece estar mas protegida
a las 0 h de cultivo. Estos nucleosomas se han denominado como -2 y -1, respectivamente,
debido a su proximidad al codén de inicio (ATG). Rio arriba del nucleosoma -1, se observa una
region libre de nucleosomas (NFR) que se extiende en direccion al ATG. Esta observacion
sugiere que la expresion de RmACL podria estar regulada mediante la remodelacion de la
cromatina. Para validar esta hipotesis, seria necesario llevar a cabo estudios en condiciones en las
que la expresion de RmACL esté disminuida (p. €j. 48 h en -N). Sin embargo, es importante
destacar que ésto se encuentra mas alla del alcance del presente trabajo.
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7.8. Analisis de la expresion genética de los genes involucrados en la via de sintesis de
lipidos

Otros genes importantes dentro de la via de sintesis de lipidos son: ACC/ (sintesis del precursor
malonil-CoA a partir de la acetil-CoA), FASI/FAS2 (sintesis de palmitato y estearato activados
por CoA) y DGAI (sintesis de TAGs). La expresion al alza de estos genes en condiciones de
limitacion de nitrégeno ha sido reportada previamente (Zhu, et al., 2012).

Para evaluar los cambios en la expresion de estos genes involucrados en la via de sintesis
de lipidos, se estudi6 la expresion en células colectadas a los tiempos 0, 18 y 48 h en medio
C/Ny y -N.

El perfil de expresion revela que la expresion de la mayoria de los genes aumenta
después de las 18 h de crecimiento en las condiciones lipogénicas (Figura 15). Es importante
seflalar que aquellas células cultivadas en medio C/N,, exhiben un aumento en su expresion
genética a partir de las 18 h de crecimiento, pero el incremento es mas evidente a las 48 h de
cultivo (Figura 15A-D). Por otro lado, las células provenientes del medio -N muestran mayor
expresion a las 18 h de crecimiento, pero también presentan reduccion de la expresion hacia las
48 h (Figura 15A-C). La expresion del gen RmDGAI parece ser la tnica excepcidon a este
patron, ya que su expresion a las 48 h no muestra una reduccion en comparacion a las 18 h. Estos
resultados coinciden con lo observado mediante el indice lipidico, citometria de flujo y
microscopia confocal, donde se demostr6 que la lipogénesis se induce desde las 18 h y se
intensifica a las 48 h de crecimiento. Asimismo, destacan la expresion sostenida de RmDGA I
desde las 18 h de crecimiento hasta las 48 h en ambas condiciones lipogénicas.
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Figura 15. Comparacion de la expresion relativa de distintos genes involucrados en la via de sintesis
de lipidos en limitacion e inanicién de nitrégeno. Se extrajo el RNA total de las células del cultivo
semilla (0 h) y de células cultivadas en C/Ny o -N durante 18 h y 48 h para analizarlos mediante
RT-gqPCR. Los datos obtenidos de las transcripciones se normalizaron frente al nivel de expresion del gen
de actina (RmACTI). Los datos de expresion se muestran en graficos de barras, donde las 0 h (semilla,
barras negras), 18 h y 72 h de cultivo en C/Ny, (barras rojas) o -N (barras naranjas). A) Expresion relativa
de RmACCI. B) Expresion relativa de RmFAS1. C) Expresion relativa de RmFAS2. D) Expresion relativa
de RmDGAI. Las barras de error indican la desviacion estandar (DE) de al menos cuatro réplicas
bioldgicas y dos réplicas técnicas (N = 8).

7.9. La reaccion de transesterificacion del aceite muestra una alta eficiencia de conversion
de TAGs a FAEEs

Con la finalidad de establecer un enfoque para evaluar el potencial biotecnologico de R.
mucilaginosa M94C9 en la produccion de lipidos aptos para la generacion de biodiésel, se
cultivaron células en un medio lipogénico utilizado a escala industrial (Niehus, ef al., 2018). El
medio de cultivo fue definido como C/Ng, el cual estd constituido por los siguientes
componentes: 23 g L glucosa, 0.3 g L' peptona, 0.5 g L' extracto de levadura, 7 g L' KH,PO,,
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2 g L' Na,HPO,7H,0 y 1.5 g L' MgSO,. Se extrajeron los lipidos de las células cultivadas
durante 72 h. El aceite extraido fue tratado con la lipasa comercial 435 Novozymes durante 48 h
a temperatura constante de 45 °C. La cantidad de lipidos totales se determind por métodos
gravimétricos y se normalizd por peso seco. De esta forma, se encontrd que R. mucilaginosa
M94C9 produce cerca de 1.81 g L de lipidos en la condicion evaluada (Figura 16A).

Para comprobar la conversion de TAGs a ésteres etilicos de acidos grasos (FAEEs), se
realiz6 un ensayo de cromatografia de capa fina (TLC). Se compararon muestras de aceite al
inicio de la reacciéon (0 h de reaccion) y al finalizar la reaccion (48 h de reaccion) (Figura 16B).
También se colocé una mezcla de estandares que contenia monoacilgliceroles (MAGs),
diacilgliceroles (DAGs), triacilgliceroles (TAGs), acido oleico y metil oleato.
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Figura 16. Cuantificacion de lipidos de R. mucilaginosa M94C9 y TLC de muestras de aceite
tratadas con la lipasa 435 Novozymes (reaccion de transesterificacion). Las células fueron cultivadas
en una condicidn lipogénica (C/Ng,) empleada en la industria y sus lipidos fueron extraidos a las 48 h de
crecimiento utilizando una mezcla de HCl y cloroformo. Los lipidos se determinaron por peso seco.
Después, la muestra de aceite fue transesterificada durante 48 h utilizando la lipasa 435 Novozymes y
etanol para la alcoholisis de triacilgliceroles. Para validar la conversion de TAGs a FAEEs se llevo a cabo
una cromatografia de capa fina (TLC). A) Lipidos totales por peso seco a las 48 h. B) TLC de las
muestras de aceite en diferentes intervalos de la reaccion. La primera columna representa un marcador. La
segunda y tercera columna son muestras de aceite al tiempo 0 h de la reaccion de transesterificacion (2'y 3
ul). La cuarta y quinta columna son muestras de aceite después de 48 h de reaccion (2 y 3 uL). Se
observa que el contenido de TAGs al tiempo 0 h de reaccion es convertido a FAEEs a las 48 h.
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La TLC de la Figura 16B revela que el aceite extraido posee una amplia variedad de
lipidos que incluyen MAGs, DAGs, FFA, TAGs y FAEEs en menor proporcion. Después de 48 h
de reaccion la mayoria de los TAGs encontrados en la muestra de aceite al inicio (Figura 16B,
columna 2 y 3) se convirtieron en FAEEs al término de la reaccion (Figura 16B, columna 4 y 5).
Esto muestra, al menos cualitativamente, que el porcentaje de conversion de TAGS a FAEEs fue
alto. Se estima que el porcentaje de conversion de TAGs a FAEEs es de al menos 93 %. Este
resultado indica que los triacilgliceroles producidos por R. mucilaginosa pueden ser convertidos
a biodiésel con una eficiencia alta. Sin embargo, es importante destacar que la evaluacion de
otros parametros del combustible se encuentra mas alla del alcance de este trabajo.

7.10. Exploracion del potencial biotecnoldgico de la produccion de carotenoides en R.
mucilaginosa M94C9

En las condiciones lipogénicas investigadas en este estudio, se ha demostrado que R.
mucilaginosa M94C9 es capaz de producir lipidos, especialmente durante la fase de crecimiento
cercana a la estacionaria. Ademas, se pudo observar la acumulacion de carotenoides que es una
caracteristica distintiva de las levaduras pertenecientes al género Rhodotorula. Por lo tanto,
resultd de interés investigar la acumulacion de carotenoides en las condiciones lipogénicas
estudiadas (C/N,, y -N).

La primera aproximacion que se realiz6 fue determinar cualitativamente la acumulacion
de carotenoides en las condiciones lipogénicas establecidas (Figura 17). Para ello, se colectaron
células cultivadas durante 0, 18, 24, 48 y 72 h en medio C/N,, y -N.

0Oh 18 h 24 h 48 h 72 h

Figura 17. Analisis cualitativo de la produccion de carotenoides en medios con diferente
disponibilidad de nitrégeno. Muestras de células del cultivo semilla (0 h) y células cultivadas en medio
C/N4 y -N fueron colectadas en diferentes intervalos (0, 18, 24, 48 y 72 h). Se observa que en ambas
condiciones lipogénicas hay un incremento en la produccion de carotenoides con respecto al tiempo 0 h.
La produccion es mas intensa en aquellas células cultivadas en el medio -N.

Como se puede observar en la figura 17, la coloracion de las células aumenta a medida
que transcurre el tiempo; las provenientes del tiempo 0 h exhiben una coloracién blanquecina.
Cuando se cultivan en condiciones de limitacion o inanicion de nitrégeno, aparece una
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coloracion que va desde un tono rosado hasta un tono rojizo. Al igual que con la acumulacion de
lipidos, se observé un aumento en la intensidad de la coloracion en las células cultivadas en la
condicién -N a partir de las 18 horas de cultivo. La intensidad de la coloracion en C/N,, fue més
evidente a las 48 h. Por lo tanto, la evidencia sugiere que la sintesis de carotenoides también se
potencia en condiciones de limitacion e inanicion de nitrogeno.

Una vez confirmada cualitativamente la acumulacion de carotenoides en las condiciones
lipogénicas, se investigd la expresion de los genes involucrados en la via de sintesis de
carotenoides. Para ello, se utilizaron los oligonucleo6tidos previamente reportados para los genes
CARO y CARI en el estudio realizado por Landolfo y colaboradores (2018). Estos genes
codifican para la carotenoide dioxigenasa y la fitoeno desaturasa, respectivamente. La
carotenoide dioxigenasa desempefia un papel importante en la via de sintesis de carotenoides al
mantener la homeostasis de la acumulacion de carotenoides en la célula, evitando posibles dafios
causados por un exceso de carotenoides. Por otro lado, la fitoeno desaturasa estd involucrada en
la sintesis de B-caroteno.
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Figura 18. Comparacion de la expresion relativa de distintos genes involucrados en la via de sintesis
de carotenoides en limitacion e inanicion de nitrégeno. A) Expresion relativa de RmCAR(. B)
Expresion relativa de RmCARI. El analisis de expresion permite evidenciar que en las condiciones
lipogénicas se expresan los genes involucrados en la via de sintesis de carotenoides.

El perfil de expresion de CARO (codificante para la carotenoide dioxigenasa) y CARI
(codificante para la licopeno desaturasa) muestra que ambos genes aumentan en las condiciones
lipogénicas estudiadas (Figura 18). En primer lugar, se observa que en el tiempo O h la
expresion de CARO y CARI es baja (Figura 18A-B); esto correlaciona con la coloracion
mostrada en la figura 17. Por otro lado, en ambas condiciones lipogénicas se observa un
aumento en la expresion de estos genes a las 48 h con respecto a las 18 h. Se destaca que el gen
CARO muestra un aumento significativo de su expresion a las 48 h de cultivo en ambas
condiciones lipogénicas, siendo en el medio -N donde se observd un incremento mas
pronunciado (Figura 18A). Por otro lado, se observo que la expresion de CARI en el medio
C/N,, mostrd un aumento a las 18 y 48 h en comparacion con el tiempo 0 h (Figura 18B). Sin
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embargo, la expresion de este gen fue significativamente mads alta en la condicion de limitacion
de nitrogeno (-N) en los mismos intervalos de tiempo. El aumento en la expresion de CARO y
CAR?2 se correlaciona con el aumento en la produccion de pigmentos detectados con
anterioridad.

8. Discusion

8.1. La disponibilidad de nitrégeno ejerce un efecto en el crecimiento y la acumulacion de
biomasa, pero no en la viabilidad de R. mucilaginosa M94C9

Con anterioridad se ha senalado que bajo limitacion de nitrogeno muchos organismos
oleaginosos cambian sus patrones de almacenamiento de carbono a favor de la acumulacion de
lipidos neutros, siendo esta la actividad metabodlica predominante bajo dicho estrés nutricional
(Calvey et al., 2016; X. Wang et al., 2019). Sin embargo, la acumulacion de lipidos no es un
fenomeno aislado de los demas procesos biologicos presentes en la célula, pues al menos en estas
condiciones las células deben lidiar con la limitacion de una fuente de nitrogeno. El nitrogeno es
un nutriente esencial para la sintesis de varias biomoléculas que incluyen nucleotidos,
aminodcidos, poliaminas, glutation y muchos otros compuestos biologicos criticos (Kurmi y
Haigis, 2020). Por lo tanto, su disponibilidad es esencial para la sintesis de moléculas mas
complejas, el crecimiento y la acumulacion de biomasa (Yaakob et al., 2021).

Se ha reportado que, en respuesta a la limitacion de nutrientes como el nitrégeno, las
levaduras sufren un arresto del ciclo celular y entran en un estado reversible de reposo
denominado quiescencia o G, generalmente en la fase G, temprana del ciclo celular. Este
fenomeno se asocia también con la fase estacionaria (An etal, 2014; Gasch vy
Werner-Washburne, 2002; Laporte et al., 2011; Makarenko et al., 2020; Su et al., 1996). Como
consecuencia, se presenta una reduccion de la sintesis de proteinas, acumulacion de glucdégeno y
otras moléculas de almacenamiento (lipidos), expresion de un conjunto de genes, induccion de
autofagia, etc. (Kamada et al., 2004). Asimismo las células dejan de proliferar y su tamafio no
incrementa (Su et al., 1996).

Los resultados obtenidos a partir de la curva de crecimiento y la acumulacion de biomasa
(Figura 8) indican que la limitacion de nitrogeno provoca la reduccion de la proliferacion y el
crecimiento de R. mucilaginosa M94C9. En C/N,, la presencia de nitrogeno permite que las
células proliferen y crezcan adecuadamente incluso después de las 48 h; de hecho, cerca de las
72 h de crecimiento se hace evidente la reduccion en el crecimiento y cese de las divisiones
celulares. Esto se debe muy probablemente a que la fuente de nitrogeno se agotd y las células
entraron en un estado quiescente propio de la fase estacionaria (Sun y Gresham, 2021). Este
fendmeno también puede ser observado en las células cultivadas en C/N 550y C/Nayug, €n las que
se observa que incluso la biomasa no continta incrementando. Por otro lado, las células
cultivadas en -N entraron en quiescencia mas temprano, en cuyo caso se observa que las
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divisiones celulares se detienen desde etapas tempranas de crecimiento (cerca de las 24 h de
crecimiento).

También se ha reportado que las células arrestadas en G, pueden sobrevivir durante
meses en un medio de cultivo con limitacidon o inanicién de nitrogeno, lo que denota una gran
capacidad de resistencia al estrés (Sajiki ef al., 2013). La capacidad de estas células para retomar
el ciclo celular y entrar en mitosis es una de las principales diferencias del estado quiescente y un
estado senescente (reposo no proliferativo) (Sun y Gresham, 2021). Nuestros resultados de
viabilidad sugieren que R. mucilaginosa M94C9 puede recuperar su estado proliferativo después
de ser cultivada en limitacién (C/N,) e inanicioén de nitrogeno (-N) hasta 72 h (Figura 9). Esto
muestra la capacidad de la levadura para resistir el estrés por deprivacion nutricional de
nitrogeno como respuesta adaptativa y asi volver al ciclo celular en condiciones més adecuadas
(p. €j. la abundancia de nutrientes en el medio YPD) (Roche et al., 2017).

8.2. R. mucilaginosa M94C9 es una levadura oleaginosa

La acumulacion de lipidos de novo en las OYs es promovida por un desequilibrio en su
metabolismo debido a la falta de algunos nutrientes en el medio de crecimiento (Robles-Iglesias
etal., 2023). Algunos de ellos pueden ser fosfato, zinc, hierro, manganeso o magnesio
(Kolouchova et al., 2016). Particularmente se ha sefialado que en condiciones con limitada
disposicion de nitrégeno y con una abundante fuente de carbono, es decir, con relaciones de C/N
altas, la acumulacion puede mejorar sustancialmente (Poontawee et al., 2023). Las relaciones
C/N altas ocasionan un cambio en el flujo metabolico que detiene el crecimiento y favorece la
produccion de lipidos que finalmente son depositados dentro de LDs

Con la finalidad de explorar la acumulacion de lipidos en R. mucilaginosa M94C9, en
este trabajo se utilizaron condiciones con C/N variable que fueron establecidas en funcion de la
concentracion de nitrogeno variable. En concordancia con los resultados obtenidos en la figura
8, a medida que la concentracioén de nitrogeno decrece, el crecimiento se detiene. No obstante,
como se indica en la tabla 3, el contenido de lipidos incrementa en funcion de la limitacion de
nitrogeno en el medio. Las levaduras quiescentes provenientes del medio -N (en inanicion de
nitrégeno), acumularon una mayor cantidad de lipidos, en contraste con las provenientes del
cultivo semilla (medio rico YPD) y del medio C/N,,. Este resultado concuerda con lo informado
por Lopes et al., (2020) en el que las proporciones C/N mas altas dieron como resultado un
contenido de lipidos mas alto, pero crecimiento mas bajo.

En -N y C/Ny, la acumulacién de lipidos es més alta después de las 48 h de crecimiento
en la fase estacionaria (Figura 10). Se ha establecido que la acumulacion de lipidos en las OY's
se intensifica durante la fase estacionaria de crecimiento (fase quiescente) en condiciones con
limitacién de nitrogeno (Hapala ef al., 2020; Wusnah et al., 2023). Durante la fase estacionaria
se puede observar el incremento en el tamafio de las LDs en las OYs (Patel ef al., 2017). Por ello,
cuando las cé€lulas entraron en quiescencia en las condiciones -N y C/N,, se pudo observar que
las LDs marcadas con la sonda fluorescente BODIPY 493/503 aumentaron de tamafio, si son

50


https://www.zotero.org/google-docs/?vsocem
https://www.zotero.org/google-docs/?vCozKp
https://www.zotero.org/google-docs/?Ihb8lP
https://www.zotero.org/google-docs/?ezAEEY
https://www.zotero.org/google-docs/?ezAEEY
https://www.zotero.org/google-docs/?Zn2NZX
https://www.zotero.org/google-docs/?wFwcsf
https://www.zotero.org/google-docs/?OO43mz
https://www.zotero.org/google-docs/?49zZsg
https://www.zotero.org/google-docs/?Q762IZ

comparadas con las LDs de las células provenientes del cultivo semilla (Figura 11). Esto
confirma la acumulacion de lipidos durante esta etapa de crecimiento.

Se ha establecido que las levaduras oleaginosas poseen la capacidad de exhibir perfiles de
acidos grasos (FA) con composiciones diversas. Estas composiciones estan fuertemente
influenciadas por las condiciones de crecimiento, incluyendo la fuente de carbono y nitrégeno,
asi como la especie de levadura involucrada (Aloklah et al., 2014; Klug y Daum, 2014). Esta
variabilidad conlleva a notables diferencias en las composiciones entre distintas levaduras.

En las levaduras oleaginosas, la sintesis de FA de novo se caracteriza principalmente por
la presencia predominante de acido oleico (C18:1), seguido del palmitico (C16:0), linoleico
(C18:2), estearico (C18:0) y palmitoleico (C16:1), lo que resulta en una mayor concentracion de
FA insaturados (Papanikolaou y Aggelis, 2011). Es relevante sefialar que esta composicion de FA
insaturados (principalmente C18:1 y C:18:2) puede provocar la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), por lo que las células los contienen en forma de TAGs dentro de las LDs
(Eisenberg y Biittner, 2014). Los resultados del perfil lipidico obtenidos se alinean con lo
reportado en la literatura (Papanikolaou y Aggelis, 2011). Especificamente, en las condiciones
bajo las que se realizd el analisis del perfil (Cultivo semilla y C/N,), los porcentajes mas
destacados corresponden a C18:1 (54.4% y 60.8%) y C16:0 (19.2% y 20.7%) (ver tabla 4). De
hecho, como se muestra en la tabla 4, los porcentajes de acidos grasos presentes en R.
mucilaginosa M94C9 son similares en ambas condiciones de estudio. Sin embargo, la figura 12
revela un aumento en la concentracion de estos acidos grasos. Los incrementos mas notables se
observan en C18:1, C16:0, C18:0, C18:2 e incluso C18:n3. Es interesante notar que el acido
C18:1 experimenta un aumento de 3.3 veces a las 48 h en la condicion C/N,, (Figura 12). En el
caso de los acidos C16:0, C18:2 y C18:0, los incrementos son de 3.2, 2 y 1.9 veces
respectivamente. Esto indica nuevamente que las células cultivadas en la condicion C/N,, estan
experimentando lipogénesis.

8.3. Expresion y actividad de la ATP-citrato liasa de R. mucilaginosa M94C9 en condiciones
de limitacion de nitrégeno

La reduccion de los niveles de AMP mitocondrial afecta la activacion de la enzima Idh y
desencadena una serie de eventos que llevan a la produccion mediada por la Acl de acetil-CoA,
que es fundamental para la sintesis de lipidos a través de la Accl, Fasl/Fas2 y Dgal. Diversos
trabajos han estudiado la relevancia de las diferentes enzimas que participan en la sintesis de
lipidos de novo en condiciones de limitacion de nitrogeno en OY (Gross ef al., 2019; Hamid
etal., 2011; Liu et al., 2019; Sato et al., 2021; Shpilka et al., 2015; Tehlivets et al., 2007). La
mayoria de estos trabajos coinciden en el papel principal que desempefian la Acl, Accl,
Fasl/Fas2 y Dgal. Algunos otros trabajos incluyen también a la Me, Pah1, Mdh, Idh, entre otras,
aunque no fueron estudiadas en este trabajo.

La Acl es la primera enzima en la via de sintesis de lipidos, y se encarga de producir
acetil-CoA a partir de citrato. Asimismo, aunque en levaduras no convencionales no se ha

51


https://www.zotero.org/google-docs/?cOd9LV
https://www.zotero.org/google-docs/?BmetLz
https://www.zotero.org/google-docs/?bJOUi6
https://www.zotero.org/google-docs/?gnliqR
https://www.zotero.org/google-docs/?gnliqR

reportado la relacion de la Acl con la regulacion epigenética, en otros organismos como hongos
filamentosos y mamiferos, esta enzima es responsable de proveer gran parte de la acetil-CoA
utilizada para acetilar histonas en el nucleo (Zach, 2015). Por lo que su papel podria ir mas alla
de la sintesis de lipidos.

En Y lipolytica y L. starkeyi se ha reportado que la expresion de ACL en condiciones de
limitacion de nitrogeno varia dependiendo de la fase de crecimiento en que se encuentren las
células. Durante la fase exponencial o proliferativa, las células exhiben una mayor transcripcion
del gen ACL, mientras que en la fase estacionaria o de quiescencia (coincidente con la fase de
acumulacion de lipidos), la expresion de ACL decrece (Liu et al., 2019; Sato et al., 2021). Los
resultados indican que cuando R. mucilaginosa M94C9 es cultivada en limitacion de nitrogeno
(C/Ny), la transcripcion de RmACL es alta mientras las células se encuentran en proliferacion
(fase exponencial, 18 h) y aumenta hacia la fase de acumulacion de lipidos (48 h) (Figura 13A).
Es probable que a las 72 h, durante la fase de crecimiento estacionaria, en esta condicion se
inicie un descenso en la expresion de RmACL. Este fendémeno es similar al observado en las
células cultivadas en inanicion de nitrogeno (-N). En ese contexto, se constatd un aumento en la
expresion de RmACL justo antes de entrar en quiescencia y lipogénesis a las 18 h, seguido de una
disminucién en la expresion a las 48 h durante la etapa estacionaria y la lipogénesis. Aunque en
otros trabajos realizados en levaduras del género Rhodotorula no se ha reportado un descenso en
la expresion de ACL hacia la fase lipogénica, si se ha reportado el incremento en la expresion de
este gen en condiciones de limitacion de nitrogeno tanto en R. toruloides como en R.
mucilaginosa (Bommareddy et al., 2017; Sailwal et al., 2023; Zhu et al., 2012), lo que coincide
con los resultados obtenidos.

La actividad enzimatica de la Acl es otro aspecto relevante sobre el estudio de la
lipogénesis en levaduras oleaginosas en limitacion de nitrégeno. De hecho, la deteccion de la
actividad de esta enzima, combinada con la acumulacién de lipidos que supera el 20% de la
biomasa total, constituyen los criterios prioritarios para la clasificacion de una levadura como
oleaginosa (Boulton y Ratledge, 1981). Los resultados indican que la actividad especifica de la
Acl en R. mucilaginosa M94C9 es més alta en las células provenientes del cultivo semilla y de
las células cultivadas en C/N,, a las 18 y 48 h de crecimiento, mientras en que en -N la actividad
especifica fue mas baja (Figura 13B). Estos resultados coinciden con estudios en
Cunninghamella sp. donde se evalud la Acl en condiciones de limitacion de nitrogeno (Hamid
etal., 2011; Shuib ef al., 2014). En estos estudios se reportd que la actividad de la Acl es alta en
las primeras etapas de crecimiento (fase exponencial), pero decrece conforme las células se
aproximan a la fase lipogénica. En Y. lipolytica también se reportd este fendmeno (Wang et al.,
2023). La alta actividad de la Acl en el cultivo semilla y en C/N,, podria explicarse por su
relevancia para la generacion de biomasa y el crecimiento de las células en estas condiciones. Al
igual que en células fingicas y células cancerigenas, la Acl aporta gran parte de la acetil-CoA
necesaria para el crecimiento y proliferacion celular, asi como para la regulacion epigenética
(Sato et al., 2021; Zaidi et al., 2012). Tanta es la relevancia de la Acl para estos fendmenos, que
su eliminacion provoca el arresto de las células en un estado quiescente no proliferativo (Hynes y

52


https://www.zotero.org/google-docs/?DtzSTF
https://www.zotero.org/google-docs/?v4kuwc
https://www.zotero.org/google-docs/?La2RHY
https://www.zotero.org/google-docs/?OHIcw2
https://www.zotero.org/google-docs/?JOfmp7
https://www.zotero.org/google-docs/?JOfmp7
https://www.zotero.org/google-docs/?2dyqMy
https://www.zotero.org/google-docs/?2dyqMy
https://www.zotero.org/google-docs/?ITvv5h
https://www.zotero.org/google-docs/?RsQVts

Murray, 2010; Zaidi et al., 2012). En cuanto a la actividad de la Acl de las células cultivadas en
inanicion de nitrégeno, la baja actividad puede ser provocada debido a que el flujo de la
acetil-CoA dejo de ser enviado a la via de proliferacion y crecimiento celular, enfocandose en
gran medida a la sintesis de lipidos tal y como sugieren en Wang et al. (2023), o incluso por el
efecto inhibidor de los acidos grasos sobre el complejo Fas como a la Acl (Fabiszewska ef al.,
2019). Pese a esta baja actividad, parece ser que la actividad enzimatica es suficiente para
permitir la acumulacion de lipidos en la condicion de inanicion, de igual manera que las
levaduras que fueron reportadas por Boulton y Ratledge (1981). Por ejemplo, Candida curvata
con una actividad especifica de 0.007 umol/(min*mg de proteina) es capaz de acumular hasta el
33.7% de su biomasa en forma de lipidos. En este sentido, la actividad de Acl y su participacion

en la via de sintesis de lipidos podria ser regulada post transcripcionalmente (Pomraning et al.,
2016).

8.4. El gen RmACL tiene poca ocupacion de nucleosomas en su region promotora

El genoma de las células eucariontes adopta una disposicion altamente organizada, conocida
como cromatina, la cual se estructura en una serie de unidades fundamentales llamadas
nucleosomas (unidades conformadas por octdmeros de histonas alrededor de las que el DNA da
dos vueltas) (Kujirai y Kurumizaka, 2020; Lai y Pugh, 2017). Dado que una gran parte del DNA
se encuentra asociado a estos nucleosomas, tiende a quedar inaccesible para diversas proteinas,
como la polimerasa (Small et al., 2014; Zhao y Bierhoff, 2017). Por lo tanto, la presencia de los
nucleosomas tiene efectos significativos en procesos como la transcripcion, replicacion,
reparacion y recombinacion del DNA. Los cambios en el posicionamiento de los nucleosomas se
han relacionado con modulaciones en los niveles de expresion genética, de tal manera que si la
region promotora de un gen se encuentra desprovista de nucleosomas, su expresion se induce. En
el caso contrario, una region promotora enriquecida de nucleosomas, tendrd menor tasa de
expresion (Escobar et al., 2019; Lai y Pugh, 2017; Lee et al., 2004).

El andlisis preliminar de la organizacion de la cromatina del gen RmACL mostrd que la
region promotora ubicada en la region UTR 5’ se encuentra desprovista de nucleosomas en
células provenientes del cultivo semilla (0 h) y en células cultivadas en medio C/N4, (18)
(Figura 14). Esto concuerda con el perfil de expresion del gen en estas condiciones, en donde se
observd que la expresion del gen aumentaba. Por lo tanto, existe una correlacion entre la
expresion al alza del gen RmACL y la baja densidad de nucleosomas a lo largo de su region
promotora, lo que podria indicar que su expresion podria regularse mediante remodelacion de la
cromatina.

De acuerdo con los perfiles de expresion y proteccion relativa de los nucleosomas, se
propone la hipdtesis representada en la figura 19. En esta hipdtesis, se sugiere que en
condiciones en las cuales se ha detectado una mayor expresion de RmACL (como en el cultivo
semilla y en el cultivo C/Ny a las 18 h), la region promotora del gen estara mayormente
desprovista de nucleosomas. En contraste, en la condicién en la que se ha observado una menor
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expresion de RmACL y una actividad de Acl reducida, se espera encontrar una mayor ocupacion
de nucleosomas en el promotor del gen. Para confirmar esta hipotesis, se plantean experimentos
futuros que incluyan la caracterizacion del perfil de nucleosomas en la condicidon de limitacion
de nitrogeno a las 18 y a las 48 h. Estos experimentos nos permitirdn obtener una comprension
mas completa sobre como la dinamica de la cromatina puede influir en la regulacién de la
expresion de RmACL en diferentes condiciones.
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Figura 19. Hipétesis sobre el posicionamiento de los nucleosomas en el promotor del gen RmACL en
condiciones de limitacion de nitrégeno. En condiciones con mayor limitacion de nitrogeno (-N), se
propone que el promotor del gen RmACL muestra un patron de organizacion caracterizado por una mayor
densidad de nucleosomas en comparacion con condiciones de mayor disponibilidad de nitrogeno (0 y 48 h
en el medio C/N,). Esta mayor ocupacion nucleosomica podria estar asociada con una disminucion en la
expresion del gen RmACL y la actividad de la enzima Acl. Se espera que investigaciones futuras
confirmen esta hipotesis y proporcionen una comprension mas profunda de cémo la estructura de la
cromatina influye en la regulacion de la expresion génica en situaciones de limitacion de nitrégeno.

8.5. Induccion de la expresion de los genes involucrados en la lipogénesis de R.
mucilaginosa M94C9 en condiciones de limitacion de nitréogeno

De manera similar al patron de expresion de RmACL, se encontré un aumento en la actividad de
otros genes relacionados con la sintesis de lipidos neutros de novo, tales como RmACCI,
RmFASI, RmFAS2 y RmDGAI, en las condiciones lipogénicas estudiadas. En realidad,
exceptuando a RmDGAI, todos estos genes siguen un patréon de incremento en su expresion
durante la fase exponencial (18 h) hasta las 48 horas en el medio C/N,, (Figura 15A-C).
También, muestran una alta expresion a las 18 h en el medio sin nitrogeno (-N), seguida de una
reduccion a las 48 h. Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura (Fabiszewska
etal., 2022; Hamid et al., 2011; Sato et al., 2021; Shuib et al., 2014; Zhu et al., 2012). Es
importante sefialar que la reduccion en la cuantificacion de los RNAs mensajeros de estos genes
e incluso de RmACL a las 48 en la condicion de inanicion de nitrégeno podria estar relacionada
con el arresto en la fase G, del ciclo celular provocado por la ausencia de nitrogeno (Tesnicre
etal, 2018). Si bien durante este estado la transcripcion de los genes no se disminuye
completamente, es un hecho que se reduce drasticamente manteniéndose en niveles bajos
(Makarenko et al., 2020; Roche et al., 2017). Asimismo, durante este estado de reposo las
células pueden entrar en el proceso autofagico para el reciclaje de macromoléculas, entre las que
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se encuentran los 4cidos nucleicos como el RNA (Sajiki ef al., 2013). La autofagia desempefia un
papel crucial en las levaduras oleaginosas (y en general en todos los organismos), ya que
determina el destino de los cuerpos lipidicos producidos y también actuia como una fuente
significativa de nitrogeno. Esta capacidad resulta especialmente importante para contrarrestar la
carencia de nitrégeno en el entorno (Kohda et al., 2007). Asi, la autofagia se convierte en un
proceso esencial para preservar la estabilidad de nutrientes clave, como el nitrégeno, en
situaciones de estrés. De hecho, el complejo Fas es preferencialmente degradado durante la
autofagia (Shpilka ez al., 2015). Asi, al llegar a las 48 horas de crecimiento en el medio carente
de nitrégeno (-N), es probable que las moléculas de RNA estén experimentando un proceso de
reciclaje. Ademads, en relacion con la actividad de la enzima RmAcl, el flujo de la acetil-CoA esta
dirigido hacia la ruta de sintesis de lipidos en estas circunstancias. Este direccionamiento podria
llevar a una disminucion en la acetilacion de las histonas y, por ende, a una posible disminucion
en la activacion de los genes (Roche efal., 2017). Este ultimo aspecto esta vinculado con
hallazgos previos en relacion con estos genes, los cuales requieren ser activados mediante
acetilacion antes de ser transcritos (Tehlivets ef al., 2007). Asi pues, los resultados obtenidos
para RmACCI1, RmFASI y RmFAS?2 concuerdan con lo reportado en la literatura.

Por otro lado, la diferencia de RmDGA1 subyace en su expresion sostenida al alza a las
48 h de crecimiento en medio -N (Figura 15D). La expresion aumentada en condiciones
lipogénicas y la expresion constitutiva de este gen en la condicion de deficiencia de nitrogeno
(-N) podrian estar vinculadas a la relevancia de Dgal en la creacion y el mantenimiento de los
LDs, asi como en la autofagia (Athenstaedt, 2011; D. Li et al., 2015). Se ha reportado que la
sintesis de TAG resulta crucial para el correcto reclutamiento de proteinas Atg (que participan en
la biogénesis del autofagosoma). Esta conexion ha sido establecida mediante experimentos que
incluyeron la eliminacion de los genes DGAl y LROI (ambos responsables de codificar enzimas
implicadas en la sintesis de TAG) (Li ef al., 2015). Se observo que la falta de dichos genes
impedia que las células de levadura pudieran generar tanto LDs como estructuras autofagicas,lo
que destaca el papel importante de DGA [ aln en la fase lipogénica.

8.6. El aceite de R. mucilaginosa M94C9 es convertido eficientemente en biodiésel

La produccion de biodiésel representa una de las principales aplicaciones de los lipidos neutros
generados por las OYs (Caporusso ef al., 2021). Para establecer un proceso estandarizado de
produccion de biodiésel a partir de una levadura en particular, es crucial investigar los
parametros de cultivo que aseguren tanto la acumulacion efectiva de lipidos como un
crecimiento optimo (Lopes ef al., 2020). En este contexto, se evaludé una condicion lipogénica
previamente documentada en la literatura que se ha identificado como capaz de potenciar la
sintesis de lipidos en levaduras oleaginosas (Niehus ef al., 2018). Mediante la implementacion de
esta condicion de cultivo, se logro extraer 1.8 g L de lipidos totales (Figura 16A), equivalente
al 46% de la biomasa total de la cepa R. mucilaginosa M94C9. Este porcentaje de lipidos
acumulados destaca de manera concluyente que R. mucilaginosa M94C9 puede ser clasificada
como una levadura oleaginosa (Salvador Lopez et al., 2022). En comparacion con informes
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recientes acerca de la acumulacion de lipidos en otras cepas de R. mucilaginosa, la cantidad de

lipidos obtenida en esta investigacion se compara a la conseguida en los estudios de Banerjee et
al. (2020) y Tsai et al. (2022), quienes también llevaron a cabo sus cultivos en matraces (Tabla

4).
Tabla 4. Acumulacion de lipidos en diferentes cepas de R. mucilaginosa
Cepa Método Fuente de Fuente de Cantidad Referencia
carbono nitrégeno de lipidos
(limitacion) (g/L)
R. mucilaginosa 1TPL32 Biorreactor Glicerol Sulfato de 5.6 (Bansal
MTCC 25056 amonio etal.,
2020)
R. mucilaginosa Matraz Hidrolizado de Sulfato de 0.54 (da Silva
bagazo amonio etal.,
2020)
R. mucilaginosa BCRC Matraz Glucosa Sulfato de 1.5 (Tsai et al.,
22360 amonio y 2022)
extracto de
levadura
R. mucilaginosa ATCC Matraz Glicerol Aguas 15 (Kot et al.,
66034 residuales de 2019b)
papa
R. mucilaginosa Biorreactor Glucosa Peptona 0.25 (Prabhu
etal.,
2019)
R. mucilaginosa Matraz Glucosa Sulfato de 10.97 (Enshaeieh
amonio etal.,
2015)
R. mucilaginosa Matraz Hidrolizado de Sulfato de 1.83 (Banerjee
RMIIPL32 maiz rico en amonio etal.,
xilosa 2020)
R. mucilaginosa ATCC Matraz Glucosa Peptona y 9.05 (Gientka
66034 extracto de etal.,
levadura 2017)
R. mucilaginosa ATCC Matraz Glicerol Peptona y 3.24 (Gientka
66034 extracto de etal.,
levadura 2017)
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Con la perspectiva de producir biodiésel a partir de los lipidos neutros producidos por R.
mucilaginosa M94C9 se realiz6 una reaccion de transesterificacion siguiendo las indicaciones de
Rivera, et al. (2009) haciendo uso de la lipasa comercial 435 de Novozymes. Esta enzima tiene
la capacidad de favorecer la ruptura de los enlaces éster de los TAG, DAG y MAG evitando el
incremento de DAG y MAG (Ortiz et al., 2019). E1 TLC de la figura 16B indica que después de
48 h de reaccion, gran parte del contenido de TAG es convertido a FAEEs con un rendimiento
aproximado del 93%. Esto indica que los TAG producidos por R. mucilaginosa M94C9 pueden
ser utiles para la produccion de biodiésel. El rendimiento de conversion de TAGs a biodiésel
obtenido es alto y similar a otros rendimientos reportados en diferentes trabajos que emplearon
lipasas inmovilizadas como catalizadores en la reaccion de transesterificacion (Sandoval et al.,
2017).

8.7. La acumulacion de lipidos neutros en R. mucilaginosa M94C9 se acompaiia de la
produccion de carotenoides

Como previamente se ha sefialado, las levaduras del género Rhodotorula poseen la sorprendente
capacidad de sintetizar lipidos neutros, al mismo tiempo que sobresalen en la produccion de
carotenoides, entre ellos el B-caroteno, toruleno y torularrodina (Hernandez-Almanza ef al.,
2014). Estos carotenoides, como pigmentos, no s6lo desempefan un papel crucial como
precursores de la vitamina A (B-caroteno), sino también como agentes fotoprotectores y
antioxidantes de importancia bioldgica (Frengova y Beshkova, 2009; Lopes et al., 2020). Esto
confiere a los carotenoides una relevancia en multiples ambitos como la medicina, la industria, la
alimentacion y la farmacologia (Dyaa et al., 2022).

La sintesis de carotenoides en estas levaduras ha sido objeto de extensos estudios,
revelando que se encuentra fuertemente influenciada por las condiciones de cultivo. Estas
condiciones abarcan factores tales como el pH, la temperatura (a 20 °C y 28 °C), la intensidad de
la irradiacion luminica, la agitacion y la tasa de aireacion (Kot et al., 2016). Asimismo, se ha
observado que la relacion C/N del medio ejerce una influencia fundamental en la acumulacion de
carotenoides (Li et al., 2022; Peng et al., 2021). Cabe resaltar que este ultimo aspecto adquiere
especial importancia en el contexto de nuestras condiciones experimentales, ya que se ha
constatado que la sintesis de lipidos de novo y la produccion de carotenoides, como componentes
del metabolismo secundario, comparten un metabolito clave: la acetil-coA (Li et al., 2022).

Las observaciones sobre el aumento en la coloracion de R. mucilaginosa M94C9 (Figura
17) revelan que en ambas condiciones (C/N,, y -N), a medida que las células se acercan a la fase
estacionaria, la intensidad de la coloracion aumenta. Esto concuerda con lo anteriormente
documentado, donde la acumulacion de pigmentos en la mayoria de las levaduras comienza en la
fase logaritmica tardia y persiste durante la fase estacionaria, justificando asi la menor coloracion
en las células del cultivo semilla (Sadat Naghavi et al., 2013). De hecho, esto explica el perfil de
expresion de los genes RmCARO y RmCARI que mostraron un aumento en la expresion durante
las 18 h de cultivo y que posteriormente se intensificd hacia las 48 h en la fase de crecimiento
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estacionaria (Figura 18A-B). El gen RmCAR(O desempefia un papel crucial al codificar a la
carotenoide dioxigenasa, responsable de llevar a cabo una escision oxidativa altamente selectiva
de los carotenoides. Esta reaccion conduce a la formacion de apocarotenoides, cuyos derivados
son componentes esenciales de vias de sefializacion intracelular (Harrison y Bugg, 2014;
Landolfo et al, 2018). Por otro lado, el gen RmCARI tiene como producto a la fitoeno
desaturasa, una enzima de relevancia en la conversion de moléculas de fitoeno en licopeno. Cabe
destacar que el licopeno acttia como precursor fundamental en la biosintesis del B-caroteno y de
la torularrodina (Z. Li et al., 2022). Siguiendo un patréon similar al observado en el trabajo de
Landolfo et al. (2018), la expresion de estos genes aumenta de manera notable a medida que las
células se acercan a la fase estacionaria del ciclo de crecimiento.

A pesar de que existe consenso en que relaciones C/N elevadas conducen a rendimientos
elevados de lipidos, todavia existen discrepancias con respecto a su influencia en la produccioén
de carotenoides. Algunos estudios sugieren una correlacion positiva entre la relacion C/N y la
produccion de carotenoides, mientras que otros autores sostienen una relacion inversa
(Braunwald et al., 2013). Nuestras observaciones indican que la acumulacion de carotenoides es
mayor en las células cultivadas en medio -N, donde la relacion C/N puede considerarse alta. Esto
respalda la idea de que los carotenoides se acumulan en mayores cantidades en condiciones con
relaciones C/N elevadas. En concordancia con lo planteado por Braunwald et al. (2013), es
posible la co-produccion de lipidos y carotenoides de manera simultanea.
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9. Conclusiones

La disponibilidad de nitrégeno tiene una influencia en el crecimiento de la levadura antértica R.
mucilaginosa M94C9 en los medios estudiados. A medida que la concentracién de nitrogeno
disminuye, el crecimiento y acumulacion de biomasa decrementa. Sin embargo, la viabilidad de
las células no se afecta incluso después de 72 h de crecimiento en medios con diferente
disponibilidad de nitrégeno.

Las condiciones estudiadas estimulan la sintesis y acumulacion de triacilgliceroles en R.
mucilaginosa M94C9 hacia la fase estacionaria. Esto se evidencia por el aumento en la
fluorescencia del colorante BODIPY y el incremento de las gotas lipidicas observadas mediante
microscopia confocal. Aunque en las condiciones estudiadas se observd el aumento de los
lipidos, es importante sefialar que en inaniciéon de nitrégeno (-N), la acumulacion es incluso
mayor. No obstante, este aumento significativo en los lipidos se da a costa de la acumulacion de
biomasa. Por lo tanto, considerando la necesidad de rendimientos de biomasa y acumulacion de
lipidos en la industria del biodiésel, la condicion con nitrogeno (C/Ny) podria ser mas rentable.

En estas condiciones R. mucilaginosa M94C9 produce acido oleico, acido estedrico,
acido palmitico y acido linolénico. La expresion de los genes involucrados en la via de sintesis
de lipidos coincide con el aumento en el contenido lipidico de las células en condiciones
lipogénicas, mientras que la actividad de la Acl disminuye conforme las células entran en
lipogénesis. El mapeo de nucleosomas sugiere que la regulacion transcripcional del gen RmACL
podria estar influenciada por la presencia de nucleosomas en la region promotora del gen.

Los triacilgliceroles producidos por la cepa M94C9 en condiciones lipogénicas para fines
industriales muestran una alta eficiencia de conversion a FAEEs (ésteres etilicos de acidos
grasos) después de 48 h de reaccion con una lipasa comercial 435 Novozymes. Sin embargo, se
requieren otros estudios para evaluar los parametros de eficiencia del combustible.

La sintesis de lipidos en R. mucilaginosa M94C9 esta acompafniada por la sintesis de
carotenoides en las condiciones lipogénicas. Esto se ha corroborado mediante métodos
cualitativos y de cuantificacion de la expresion de los genes involucrados, que han mostrado un
aumento en sus niveles en los tiempos estudiados. Sin embargo, se requiere una caracterizacion
cuantitativa adicional para estudiar el potencial biotecnologico de esta cepa.
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10. Perspectivas

Las condiciones de limitacion de nitrogeno estudiadas en este trabajo estimulan la sintesis de
lipidos neutros en la levadura antartica R. mucilaginosa M94C9. Sin embargo, también
representan una condicion de estrés en la que diversas vias metabolicas y genes se ven
involucrados para hacer frente a dicho estrés. Un enfoque novedoso para explorar la complejidad
de la expresion génica en estas condiciones es la transcriptdmica, que permitird identificar los
genes que se encuentran expresados o reprimidos en estas condiciones de estrés. Este enfoque
proporcionara un mejor conocimiento de los fenomenos relacionados con la acumulaciéon de
lipidos en R. mucilaginosa. Por lo tanto, se sugiere realizar RNA-seq con la finalidad de adquirir
un panorama mas completo sobre la expresion génica en limitacion e inanicion de nitrégeno.

Por otro lado, es posible explorar mas a fondo el potencial biotecnologico de R.
mucilaginosa M94C9, incluyendo el rendimiento y otras propiedades asociadas al biodiésel
producido a partir de esta cepa. Es posible también investigar en mayor detalle la acumulacion de
carotenoides en las condiciones lipogénicas estudiadas en este trabajo.

Esta investigacion proporciond un primer acercamiento a la comprension del panorama
nucleosomico en el promotor del gen RmACL. Se plantea la continuacion de esta linea de
investigacion que seria el primer mapeo de nucleosomas en R. mucilaginosa, 1o que permitira
profundizar en la regulacion transcripcional de este gen en las condiciones estudiadas en este
trabajo.
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12. Anexos

Tabla 18S. Oligonucleotidos disenados para NuSA de RmACL.

Nombre Secuencia 5’ - 3’ Punto medio Inicio 5’ -3 Tamaiio (pb)
(coordenada del
promotor)
IRmACLFw  ACG CAA CGC AGT ACA CCC -584 -638 108
IRmACLRv  TGC TCA TCC TCG TGC GAC -530
2RmACLFw  AGG TTA GTG TTC GGT GAC CA -546 -592 92
2RmACLRv  TAC TGA CAT CTG CGG CTA TC -500
3RmACLFw  GTC GCA CGA GGA TGA GCA -499 -548 99
3RmACLRv  TTG GCA CTC ATG CGA TGT GT -449
4RmACLFw  GAT AGC CGC AGA TGT CAG TA -471 -519 97
4RmMACLRv  CGA TCT GCA AGG CGA GAC -422
SRmACLFw  ACA CAT CGC ATG AGT GCC AA -425 -469 88
SRmACLRv  ACC GGC CTG TTC AGG TTG -381
6RMACLFw  GTC TCG CCT TGC AGA TCG -393 -440 95
6RmACLRv  CTT CAA GGA GCG TAG TAA ATA C -345
7RMACLFw  CAA CCT GAA CAG GCC GGT -348 -399 103
7RmACLRv  CCG TTA CGA GGA CCT TAC AT -296
8RMACLFw GTA TTT ACT ACG CTC CTT GAA G -316 -367 102
8RMACLRv  CAC AGG CCA GCT CTC AAC -265
9RMACLFw  ATG TAA GGT CCT CGT AAC GG -270 -316 93
9RMACLRv  GCC ATC AGA CCG CCA TCT -223
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10RmACLFw

10RmACLRv

11RmACLFw

11IRmACLRv

12RmACLFw

12RmACLFw

13RmACLFw

13RmACLRv

14RmACLFw

14RmACLRv

15SRmACLFw

15SRmACLRv

16RmMACLFw

16RmMACLRw

17RmACLFw

17RmACLRv

18RmACLFw

18RmACLRv

19RmACLFw

19RmACLRv

20RmACLFw

20RmACLRv

GTT GAG AGC TGG CCT GTG

AAA GTG TGC TAC GCA GCT TC

AGA TGG CGG TCT GAT GGC

CAT ACT CTA TCA AAC TGC ATG C

GAA GCT GCG TAG CACACT IT

CAC GTC CCA ACT CGC TCT

GCA TGC AGT TTG ATA GAG TAT G

ACT CACTCG ACA CGA CAA AC

AGA GCG AGT TGG GAC GTG

CTG AGC CGC TAA AGG GTATA

GTT TGT CGT GTC GAG TGA GT

AGA ATG CGA GCT TACGGCTT

TAT ACC CTT TAG CGG CTC AG

CAA CCC CGT TAG CGG ACT

AAG CCG TAA GCT CGC ATIT CT

ATG GGT CGA CCG TGG GAT

AGT CCG CTA ACG GGG TTG

CTC GAG AGC GTG CAC AGT

ATC CCA CGG TCG ACC CAT

AAC GAG GAG CTT GGC GTC

ACT GTG CAC GCT CTC GAG

GGC TTT GGT GCC GAC GTT

-230

-188

-148

-105

20

56

98

134

177

-283

-177

-241

-135

-197

-157

-52

-116

+66

+10

+102

+49

+147

+85

+182

+129

+224

106

106

99

105

109

101

92

92

98

97

95
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21RmACLFw GAC GCC AAG CTC CTC GTT 218 +165 106

21RmACLRv ACC TGA GCG ACC TTG ACG +271
22RmACLFw AAC GTC GGC ACC AAA GCC 258.5 +206 105
22RmACLRv GGA TCG AAA GAG AGA GGA AC +311
IVCXIRmFw GAC TTT GCC GCC TCC TCA NA +103
1VCXIRmRv CTC TCT TGC TTG CCA GCG +205 100

NA: no aplica

450 pb

300 pb i g ‘ J_

150 pb P <«——— Mononucleosomas

30° 4% 60’

Figura 1S. Foto representativa de la separacion de nucleosomas mediante gel de electroforesis. Las
bandas de mononucleosomas fueron obtenidas a partir de muestras de DNA digeridas con MNasa durante
30, 45 o 60 min. Se obtuvieron las células de R. mucilaginosa M94C9 del cultivo semilla (0 h), lavadas y
fijadas con formaldehido como se describe en métodos. Posteriormente fueron tratadas con zimoliasa
durante 24 h a 30° C. Luego, las células fueron tratadas con MNasa para después extraer el DNA.
Finalmente, las muestras digeridas se corrieron en un gel de agarosa al 2% y se separaron las bandas
mononucleosémicas de un tamafio aproximado a 150 pb.
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