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Resumen

Rhodotorula mucilaginosa M94C9 es una levadura oleaginosa aislada del suelo antartico y con-
siderada poliextremotolerante que crece en condiciones extremas de temperatura, alta osmolaridad,
alta salinidad y oligotrofia. Esta levadura es capaz de acumular grandes cantidades de lipidos, en
respuesta a factores de estrés nutricional como la limitacién de nitrégeno usando glucosa como
fuente de carbono. Bajo estas condiciones, la mayoria de las levaduras oleaginosas canalizan el
flujo de carbono hacia la biosintesis de triacilgliceroles (TAGs) a través de algunas enzimas como
la ATP-citrato liasa (Acly), la acetil-CoA carboxilasa (Accl), las dcido graso sintasas 1y 2 (Fasl
y Fas2), la fosfatidato fosfatasa (Pahl) y la diacilglicerol aciltransferasa (Dgal). Sin embargo, los
estudios de biosintesis de lipidos en R. mucilaginosa a nivel molecular son escasos, debido a que
la mayoria de los genes implicados en la lipogénesis no han sido completamente identificados en el
genoma. Este estudio caracterizé el efecto de la limitacién de nitrégeno en la levadura antartica
R. mucilaginosa M94C9 y analiz6 el perfil de expresiéon de seis genes involucrados en la sintesis de
lipidos neutros. Para ello, bajo diferentes condiciones de disponibilidad de nitrégeno se evalué el
crecimiento, la biomasa, la produccién de TAGs, la formacién de gotas lipidicas (LDs), y se midi6 la
expresion de seis genes que participan en la lipogénesis. Se observo que el crecimiento y la produc-
cién de biomasa depende de la disponibilidad de nitrégeno, y que la mayor acumulacion de TAGs
ocurre en condiciones de inanicién de nitrégeno. Ademaés, se encontré un incremento de tamafo
de las LDs durante la fase estacionaria en cualquier medio, siendo mas evidente en las condiciones
de limitaciéon de nitrégeno. Posteriormente, se identificaron los marcos de lectura abiertos de los
genes RmACLY, RmACC1, RmFAS1, RmFAS2, RmPAHI vy RmDGA1 y se determiné su perfil
de expresién en diferentes condiciones de limitacién de nitréogeno. Los andlisis de expresién génica
durante la fase exponencial nos sugieren que RmACLY, RmACCI, RmFAS! y RmFAS2 tienen
regulacién positiva, mientras que RmPAHI y RmDGA1 (los dltimos de la via) estdn regulados de
manera negativa. Por lo tanto, es posible que la regulacién negativa de RmPAH1 y RmDGA1 li-
mite la lipogénesis durante el crecimiento exponencial. Aparentemente, la expresion de RmPAH1 y
RmDGA1 durante la fase estacionaria permite la redirecciéon del metabolismo del carbono hacia la
producciéon de TAGs o lipidos neutros. Este estudio es uno de los primeros andlisis que comprende
la sintesis de TAGs o lipidos neutros e identifica algunos ORFs de genes de la lipogénesis en R.

mucilaginosa, lo cual puede ser aplicado en un futuro en la industria de los oleoquimicos.
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1. Introduccion

1.1. Oleoquimicos y biocombustibles

Los oleoquimicos son derivados quimicos de aceites y grasas de animales y plantas. Usualmente,
los oleoquimicos bésicos son los dcidos grasos y el glicerol, los cuales permiten la formacién de
muchos otros derivados, como ésteres de acidos grasos y alcoholes grasos, entre otros (Behr &
Seidensticker, 2020). Estos quimicos son materiales de gran importancia y demanda en diversas
industrias a nivel mundial. Durante la primera década de este siglo, entre 80 y 81 % de la produccién
de aceites a nivel mundial eran para consumo humano, aproximadamente 14 % para uso industrial
y de 5 a 6 % para forraje (Metzger & Bornscheuer, 2006). Dentro de los usos que han incrementado
la. demanda reciente de oleoquimicos se encuentra la producciéon de biocombustibles, pues los metil
ésteres de acidos grasos han cobrado un nuevo uso en afios recientes como combustibles liquidos
(Yang, 2008).

Los biocombustibles son combustibles alternativos a los combustibles fésiles y son obtenidos
de fuentes biolégicas y renovables. Usualmente se distinguen cuatro formas de biocombustibles: (i)
biocombustibles primarios (aquellos que provienen de fuentes biolgicas y se consumen directamen-
te, como la madera), (ii) biocombustibles de primera generacién (producidos a partir de plantas de
consumo alimenticio como el maiz), (iii) de segunda generacién (producidos a partir de partes no
comestibles de las plantas como hojas, tallos y desechos de su cosecha), y (iv) de tercera generacién
(aquellos cuya produccién no requiere de productos vegetales y hace uso de otras fuentes biolégicas
como algas, levaduras o bacterias) (Dahman, Syed y col., 2009). Uno de los biocombustibles en
mayor demanda es el biodiésel, el cudl consiste principalmente de mono-alquil ésteres de acidos
grasos de cadena larga (Dahman, Syed y col., 2019).

El uso de biocombustibles primarios se remonta probablemente un millén de afios (Berna y col.,
20172), mientras que el uso de biocombustibles de primera generacién como combustibles viables en
motores modernos se remonta a principios del siglo XX, cuando los motores Diesel presentados en
la exposicién de Paris de 1900 utilizaban aceites de distintos origenes, incluyendo aceites minerales
o el aceite de cacahuate (Knothe, 2010). Se espera que el incremento de la demanda energética

mundial aumente debido al crecimiento poblacional (Dahman, Dignan y col., 2009). Por lo que la



investigacion de fuentes alternativas y renovables de combustibles ha cobrado una enorme impor-
tancia a nivel mundial. En el caso del biodiesel, la produccién mundial aumenté casi 5 veces entre
los afios 2005 a 2010, de 3.9 a 18.1 mil millones de litros, con proyecciones para el afio 2025 de mas
de 41.4 mil millones de litros (Rouhany & Montgomery, 2019).

En el caso de los biocombustibles, el aumento en su demanda se debe principalmente a que
son una alternativa viable a los combustibles fésiles con beneficios ambientales inmediatos como la
reduccién de emisiones de gas de efecto invernadero y la sostenibilidad de su produccién. Distintos
analisis del ciclo de vida del biodiesel han demostrado que su uso resulta en 60 a 94 % menos
emisiones de gases de efecto invernadero (Aratdjo y col., PAILT).

El uso de fuentes renovables de combustibles como el biodiesel tiene la ventaja de permitir el
reemplazo a largo plazo de los combustibles fésiles, reduciendo su impacto climatico debido a que
la materia prima utilizada es practicamente carbono neutral. Sin embargo, el mayor obstaculo en
la adopcién de los biocombustibles como fuentes energéticas principales sigue siendo la logistica

involucrada en su produccién, procesamiento y transporte (Behr & Seidensticker, 2020).

CH,-OH R' COO-R'
|

CH,-O0C-R '
H, ; Catalizador | [, o, +  R!COO-R

CH-OOC-R, + 3R'OH ‘ |
| CH,-OH R3 COO-R'

Esteres de
acidos grasos

Glicerol

TAGs Alcohol

Figura 1: Produccién de ésteres de acidos grasos a partir de la transesterificacion de TAGs. Los ésteres
de 4acidos grasos producidos son metil ésteres o etil ésteres de dcidos grasos, dependiendo del alcohol utilizado en la
reaccién de transesterificacion.

La produccién de biocombustibles, tales como biodiésel, a partir de lipidos de origen microbiano,
se lleva a cabo a partir de la transesterificacién de los triglicéridos (TAGs) con un alcohol de cadena
corta, usualmente metanol debido a su bajo costo y facilidad de purificacion en comparaciéon al
etanol (Dahman, Dignan y col., 2I19). La reaccién es llevada a cabo con la adicién de un catalizador
que puede ser dcido o bésico (perdxido de sodio o perdxido de potasio, asi como metoxilato de

sodio) e implica el paso de TAGs a diglicéridos (DAGs), de DAGs a monoglicéridos y finalmente la



formacion de glicerol, de forma que el producto final son ésteres de dcidos grasos (Figura M) (Mishra
& Goswami, 2017). Este proceso requiere el control de distintos factores, tales como la temperatura
(la reaccién se lleva a cabo aproximadamente a 60 ¥C), la presencia de agua en el alcohol o los
triglicéridos y la minima presencia de acidos grasos, de forma que se evite la saponificacién. Ante
esto, recientemente se ha hecho uso de catalizadores enzimaticos que puedan evitar estos problemas,
reduciendo costos (Bohlouli & Mahdavian, Z021). Por estos motivos la investigacién para mejorar la
produccién de biocombustibles y otros oleoquimicos se ha enfocado en el uso de microorganismos
como algas o levaduras. Debido a que pueden utilizar de manera eficiente materias primas de
diversas calidades y composiciones en la produccién de oleoquimicos con potencial en la industria

(Sitepu y col., 2004; Spagnuolo y col., Z019).

1.2. Adapatacion al frio y sintesis de lipidos

Alrededor del 80 % de la bidsfera del planeta Tierra se encuentra en ambientes de frio perma-
nente, con temperaturas por debajo de los 5 C, incluyendo desde los océanos o las regiones polares,
hasta la estratésfera e incluso ambientes fabricados por el ser humano. Junto con factores como la
disponibilidad de agua o nutrientes, la presion atmosférica, la radiacién ultravioleta y la salinidad,
estas temperaturas usualmente presentan una limitante para el desarrollo de la vida (De Maayer
y col., 2014).

Debido a las propiedades fisicoquimicas del agua, las bajas temperaturas suelen tener un efecto
negativo en la integridad celular. Como consecuencia de la deshidratacion o la congelacion intra-
celular, la fluidez membranal se ve alterada a la par de un desbalance osmético en la célula. Esto
tiene repercusiones tanto en su capacidad para mantener las reacciones bioquimicas necesarias para
su funcionamiento correcto, al verse reducida la afinidad por los substratos de las enzimas metabé-
licamente necesarias, como en la capacidad de captacién de substratos orgénicos o inorgénicos, lo
cual reduce la actividad enzimatica (Rodrigues & Tiedje, PI0OR). Otros efectos incluyen la forma-
cién de estructuras secundarias de RNA o la disminucién del transporte proteico, lo cual lleva a un
incremento en la acumulacién de proteinas mal plegadas (Schade y col., 2004). En este contexto, la

respuesta a bajas temperaturas se da a través de la acumulacién de sustancias como la trehalosa y el



glicerol, o la produccién de proteinas de choque frio (CSP, por sus siglas en inglés), involucradas en
la transcripciéon y traduccion, tales como Nsrl, una proteina encargada de la sintesis de ribosomas
en condiciones de estrés (Kondo y col., [997).

Asi mismo, la produccion de dcidos grasos insaturados y sus respectivos fosfolipidos insaturados
es otra respuesta adaptativa de la célula, de manera que le es posible mantener la homeostasis
membranal en un ambiente hostil. En este caso, la célula mantiene sus funciones habituales al
afinar la composicién de la membrana (Gunde-Cimerman y col., 2004). En microorganismos como
Saccharomyces cerevisiae esta respuesta se da a través de inducir la produccién de acidos grasos in-
saturados, producto de desaturasas y deshidratasas de acidos grasos, lo cual aumenta la proporciéon
entre acidos grasos poliinsaturados y saturados (Al-Fageeh & Smales, 2006).

Las levaduras suelen obtener lipidos a través de tres vias: (i) la captacion de dcidos grasos (FAs)
exdgenos, (ii) mediante el recambio lipidico, o (iii) la sintesis de novo (lipogénesis). Esta ultima via,
la sintesis de novo, es considerada la més importante, pues es la principal fuente de acidos grasos

en levaduras (Tehlivets y col., 2007).

1.3. La lipogénesis en las levaduras y otros eucariotas
1.3.1. Acetil-CoA: ATP citrato liasa y Acetil CoA carboxilasa

La acetil-CoA es una molécula de suma importancia para la célula pues se encuentra involucrada
en distintos procesos, como la glucdlisis, la lipogénesis, la sintesis de terpenoides y la acetilacion
de histonas (Wellen y col., 2009). Su origen puede ser de reservas mitocondriales, peroxisomales,
nucleo-citosélicas o intrarreticulares, y es a través de la concentracién de este compuesto que se
lleva a cabo la regulacién de una gran variedad de procesos celulares (Pietrocola y col., 2015).

En la sintesis de FAs, la poza de acetil-CoA nucleo-citosélico es la fuente més importante. En
levaduras oleaginosas se obtiene a partir de la descarboxilacién del piruvato en la mitocondria y su
transporte al citosol como citrato (Figura B) mientras que en levaduras no oleaginosas como S.
cerevisiae, se obtiene principalmente a partir de la glucdlisis (Fakas, 2017). Sin embargo, esta via de
sintesis de acetil-CoA no es la tinica, y se ha reportado la existencia de vias alternas de su sintesis,

tanto en el citosol (a partir de fosfoenol piruvato, malato, lactato o acetato), en la mitocondria



y los peroxisomas (la beta oxidacién de los acidos grasos), o como producto de la degradacién
de la leucina, lisina o glutaril-CoA (Vorapreeda y col., P2012). En R. azoricum, se ha mostrado la
posibilidad de desacoplar e incrementar la produccién de lipidos mediante la inanicién de nitrégeno
a partir del uso de una fuente alterna de acetil-CoA citosélico gracias a la sobre expresién de
fosfocetolasas y la introduccion de una fosfotransacetilasa bacteriana (Donzella y col., 2019)

En la levadura no oleaginosa S. cerevisiae, la principal fuente de acetil-CoA proviene de las
sintetasas Acsl y Acs2, que generan acetil-CoA a partir de la acetilacion de coenzima A (Fakas,
2017). Ambas enzimas son importantes debido a que la acetil-CoA que producen se utiliza para la
acetilacién de las histonas (Takahashi y col., 2006). Ademés de que el gen ACS2, en su secuencia
promotora, contiene elementos de activacién compartidos con otros genes involucrados en la via de
sintesis de triacilgliceroles (TAGs), como ACS1, FAS1 y FAS2 (Hiesinger y col., T997).

Por otro lado, en la levadura oleaginosa Yarrowia lipolytica, la acetil-CoA utilizada en la lipo-
génesis se produce por la interrupcién del ciclo del acido citrico cuando la célula se encuentra en
condiciones de baja disponibilidad o total inanicién de nitrégeno (Beopoulos y col., 2009). Esto
conduce directamente a la desaminacién del adenosin monofosfato (AMP) mediante la proteina
AMP desaminasa, produciendo inosina 5-monofosfato (IMP) y iones amonio, como una forma de
obtener el nitrégeno necesario para la produccién de aminodcidos o bases nitrogenadas. Al mis-
mo tiempo, se da un cambio en el consumo de oxigeno debido a que la isocitrato deshidrogenasa
(ICDH) es una proteina cuya actividad en organismos oleaginosos, como Y. lipolytica, esta regulada
de forma alostérica por la unién de AMP, por lo que la disminucién en la concentracién de este
nucle6tido provoca una reduccién en la actividad de la ICDH (Evans y col., T983; Morgunov y col.,
p004; Ratledge, 2002). Este proceso provoca la acumulaciéon de citrato, mediada por la aconitasa,
en el interior de la mitocondria, el cual después es expulsado al citosol a través de la lanzadera de
citrato-malato (Beopoulos y col., 2009; Fakas, 2007) (Figura 2). La acumulacién de citrato en la
mitocondria y su posterior expulsiéon al citosol es esencial para producir las cantidades necesarias
de acetil-CoA citosdlico que constituye la pieza béasica de la sintesis de acidos grasos y esteroles
(Bauer y col., 2005; Botham & Ratledge, 1979; Ratledge, 2004).

Durante la lipogénesis, la produccién de acetil-CoA a partir de citrato es catalizada por la

enzima citosélica ATP citrato liasa (Acly), caracteristica de levaduras oleaginosas (Adrio, 2017). El



gen ACLY es esencial durante la lipogénesis dependiente de la glucosa, ya que los genes ACS son
incapaces de complementar su actividad (Adrio, 2007; Bauer y col., PO0S).

Acly es el nodo que conecta el metabolismo de la glucosa con vias metabdlicas importantes
como la sintesis de acidos grasos, la via del mevalonato (Figura B) (produccién de terpenoides)
y procesos como la acetilacién de proteinas (Chypre y col., 2002). Debido a que la acetil-CoA es
utilizada por los tres dominios de la vida como un metabolito transportador esencial de carbonos, la
Acly es una proteina altamente conservada por ser la fuente principal de esta molécula (Bazilevsky
y col., 2019; Gawryluk y col., 2015). Para que la Acly pueda llevar a cabo su actividad enzimética
se requiere la formacién de un homotetramero. La formacién de la holoenzima esta regulada en
conjunto por los dos superdominios que posee el monémero de la Acly: un superdominio homologo
a citrato sintasa (CS) y un dominio homoélogo a acil-CoA sintetasa (ACS) (Bazilevsky y col., 2019;
Chévez Cabrera y col., P2015). La reaccién catalitica de la Acly corresponde a la reaccién reversa
de la citrato sintasa en el ciclo del acido citrico, produciendo acetil-CoA y oxalacetato a partir de
citrato. Se ha reportado con anterioridad que esta cualidad de tetramero guarda una relaciéon de la

Acly con el origen evolutivo del ciclo de Krebs, que vincula a la citrato sintasa con una proteina

tetramérica ancestral que opera en el ciclo de Krebs reverso (Verschueren y col., 2019).

1.3.2. La acetil-CoA carboxilasa y el complejo de Sintasas de acidos grasos

El siguiente paso tras la produccién de la acetil-CoA citosolico es la producciéon de malonil-CoA
mediante la carboxilacién de la acetil-CoA por la acetil-Coa carboxilasa (Accl). Este es considerado
el paso limitante y a su vez comprometedor en la sintesis de novo de FAs (Fakas, 2017; Hasslacher
y col., [993).

En eucariotas, el mondmero de Accl suele tener un tamano de 250 kilodaltones (kDa) y forma un
homodimero de 530-560 kDa (Brownsey y col., 2006). Contiene tres dominios principales a través
de los cuales lleva a cabo su actividad catalitica: un dominio de proteina portadora de biotina
carboxilada, un dominio de biotina carboxilasa y un dominio de carboxiltransferasa (J. Wei &
Tong, 201H). Se le ha propuesto como blanco para el tratamiento de distintas condiciones médicas

como el sindrome metabdlico, o el cdncer (Hunkeler y col., PIITH), mientras que en levaduras como

Y. lipolytica ha sido blanco de sobreexpresién en bisqueda de aumentar la produccién de lipidos



(Qiao y col., POTH; Tai & Stephanopoulos, 2013; Xu y col., 2017).

Tras la produccién del malonil CoA, Fasl y Fas2 forman un complejo que cataliza una serie de
reacciones ciclicas sobre la malonil-CoA, lo cual permite que crezca una cadena de acil-ACP por la
adicién de acetil-CoA, hasta formar cadenas de 16 o 18 carbonos, las cuales son transferidas a la
CoA para formar palmitoil-CoA (16 carbonos) o estearoil-CoA (18 carbonos). Estos dcidos grasos
a su vez pueden ser insaturados por la 0-9 4cido graso desaturasa Olel (Fakas, 2OT7).

Fasl y Fas2 son proteinas de gran complejidad. Fasl es la subunidad § del complejo Fasl/Fas2.
En S. cerevisiae y Y. lipolytica se le ha descrito como una proteina penta-funcional debido a los
cinco dominios que contiene: acetil transferasa, enoil reductasa, deshidratasa y malonil /palmitoil
transferasa, mientras que Fas2, la subunidad «, contiene los dominios cetosintasa y fosfopanteteina
transferasa. Todos estos dominios cataliticos funcionan en serie para producir cadenas de acidos
grasos de 16 o 18 carbonos a partir de moléculas de malonil-CoA producto de la Accl (Kottig
y col., 1991; K. Singh y col., 2020). Sin embargo, en levaduras como Rhodotorula toruloides, los
dominios de ambas subunidades tienen una organizacién distinta: en la subunidad S se encuentran
solo los dominios acil transferasa y enoil reductasa, mientras que los otros dominios se encuentran
en la subunidad «. Ademads tiene dos dominios de proteina portadora de acilo en tdndem. Se ha
hipotetizado que lo anterior puede mejorar la eficacia de la sintesis de acidos grasos al promover

una mayor concentracién en el sitio de catalisis del complejo Fas (Xue y col., PZO0IR; Zhu y col.,

1.3.3. De los acidos grasos a los triglicéridos

Una vez que se han producido los FAs a través del complejo de Fasl/Fas2, la célula debe
almacenarlos en estructuras que prevengan la toxicidad, debido a que la presencia de FAs libres en
el citosol puede provocar efectos adversos, como estrés oxidante o dano citotéxico (Jarc & Petan,
o019).

Los FAs recién sintetizados son dirigidos a la via de sintesis de TAGs para ser almacenados
como gotas lipidicas (LDs). Los acil-CoA generados a partir de la elongacién de las cadenas de
carbono son transportados al reticulo endoplédsmico (RE), donde pueden pasar por la desaturacion

dependiente de NADPH o por una elongacién adicional de dos carbonos, tras la cual son dirigidos
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hacia la sintesis de TAGs (Fakas, 2007). Los TAGs producidos durante la sintesis de novo se
acumulan al interior del RE, y al alcanzar un tamaifio critico, se separan de éste, permitiendo la
compartimentacién y el almacenamiento de los FAs en el citoplasma.

Para la sintesis de novo de TAGs, la célula requiere de glicerol 3-fosfato (G3P), el cual se obtiene
a partir de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), un intermediario de la glucdlisis, o por la ingesta
y posterior fosforilaciéon del glicerol presente en el medio extracelular al ser usado como fuente de
carbono (Qin y col., 2017).

El ensamblado de los TAGs ocurre de manera candnica por la via de Kennedy, donde el G3P
es acilado por la Sctl, formando &cido lisofosfatidico (LPA). El LPA es acilado una vez més por
la Slel y como producto se obtiene acido fosfatidico (PA) (Beopoulos y col., 2009). La obtencién
del PA es un punto metabdlico importante ya que este acido puede ser dirigido hacia la sintesis
de TAGs o la sintesis de fosfolipidos a través de la via CDP-DAG. Cuando la ruta favorecida es la
sintesis de TAGs, el PA es desfosforilado a diacilglicerol (DAG) por una éacido fosfatidico fosfatasa
(Pahl) (Figura B2) (Carman & Han, 2006).

Pahl es una enzima dependiente de M g5 codificada por el gen PAH1 y juega un papel importan-
te en la formacién de LDs, ya que su sintesis ocurre en grandes cantidades durante el cambio hacia
el metabolismo de lipidos. Este cambio metabdlico es facilitado por la activaciéon de Snfl /AMPK,
el cual responde al desabasto de la glucosa y promueve la desrepresion de genes oxidativos. Por lo
tanto, la formacién de LDs depende de la expresion y/o actividad de Pahl (Jarc & Petan, 2019).

Ademés de la produccién de LDs, Pahl es importante ya que permite el control no solo de la
produccién de diacilglicerol (DAG), sino también la regulacién de la expresién de genes involucrados
en la sintesis de fosfolipidos y por consiguiente el crecimiento de la membrana nuclear y del reticulo
endoplasmatico. Asi mismo, Pahl se encuentra involucrada en la homeostasis y fusién de las vacuolas
(Pascual & Carman, 2013).

La actividad de Pahl es bastante dinamica, llevando a cabo su actividad catalitica e interac-
tuando a lo largo de las membranas del nicleo y el RE (Kwiatek y col., 2020). Esta actividad es
regulada finalmente a través de procesos dindmicos de fosforilacién en el citosol y desfosforilacién

en la superficie membranal a la cual se encuentra acoplada por multiples cinasas (Carman & Han,

2006), asi como por metabolitos que forman parte del proceso de sintesis de lipidos, como el citrato,



malato y piruvato (Pasham & Fakas, 2022). La mutacién en PAHI tiene efectos severos en humanos
y ratones, incluyendo enfermedades autoinmunes, pues la enzima Pahl se ve involucrada no solo en
la sintesis de TAGs, sino también en la regulacién de la expresion de genes involucrados en la via
de sintesis de fosfolipidos CDP-DAG y en la de sintesis de TAGs. Igualmente, se ha observado en
mutantes Apahl susceptibilidad a la lipotoxicidad y al estrés oxidante, asi como niveles elevados de
PA y la expansién de la membrana nuclear y del RE (Kwiatek y col., P020; Reue & Wang, 2019).

El paso final en la sintesis de TAGs es la acilacién de los DAGs producidos en la membrana del
RE por Pahl. Esto puede ser dependiente o independiente de acil-CoA. La manera independiente
de acil-CoA ocurre por la acciéon de la Lrol, que es similar a la lecitina colesterol acil-transferasa
de Homo sapiens (Jacquier y col., 200T). La ruta dependiente de acil-CoA involucra la accién de la
Dgal, siendo la principal via de sintesis de TAGs tanto en levaduras oleaginosas como no oleaginosas
(Fakas, 2017). Sin embargo, la contribucién de estas formas de acilacién de DAG depende de la
fase de crecimiento de las células, siendo Lrol ma&s importante durante la fase de crecimiento
exponencial, mientras que Dgal tiene una mayor contribucién durante la fase estacionaria (Oelkers
y col., PI02). Se ha observado que ante la pérdida de DGA1, la célula es capaz de mantener una
produccién de TAGs, aunque relativamente menor, a través de Lrol, y al realizar la delecién tanto
de LRO1 y de DGAI1, atin es posible una sintesis residual a través de ARFE2, gen que codifica
una acil-CoA esterol aciltransferasa, usualmente involucrada en la sintesis de ésteres de esteroles.
Por ello, la esterificacién del diacilglicerol no es responsabilidad tnica de Dgal (Oelkers y col.,
2002). Precisamente, la sobre-expresién tanto de DGA1 como de LRO1 han sido blancos para la
generacion cepas de S. cerevisiae con un fenotipo oleaginoso, sobre todo en aquellas con un fondo
genético Asnf2 (Kamisaka y col., 2007), asi como en Y. lipolytica para incrementar la eficiencia de

la produccién de lipidos (Kerkhoven y col., 2017).

1.4. Administracién y manejo de los lipidos

La sintesis de TAGs tiene lugar en la membrana del RE, lo que provoca la formacion de brotes
en la membrana que crecen de tamaifio hasta separarse del RE. Estos brotes con una monocapa

dan lugar a las LDs, las cuales contienen varias proteinas que pueden transferirse entre el RE y
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las LDs, o viceversa. Esta naturaleza dindmica de las LDs indica una cierta dependencia del RE
(Jacquier y col., 200T). Sin embargo, la poblacién de LDs es muy dindmica y sus ciclos de formacién
y degradacién responden a las necesidades celulares y a senales ambientales. La formaciéon de LDs
se promueve cuando la célula se encuentra con cantidades excesivas de lipidos, estrés oxidante o
estrés nutrimental, o a desbalances energéticos y redox. Los LDs juegan un papel importante en
la regulaciéon de procesos celulares como la homeostasis, el almacenamiento de lipidos, procesos de
autofagia, proteccién contra el estrés del RE, o la -oxidacién. Ademaés, una de sus funciones mas
inmediatas es la proteccién contra la lipotoxicidad de acidos grasos en exceso (Jarc & Petan, 2019).
Existen reportes que indican que la formacién de LDs es desigual, pues distintas LDs en una misma
célula pueden crecer a distintas tasas debido a la disponibilidad de la maquinaria biosintética que
les da origen. Las LDs son capaces de mantener en su membrana a acil-CoA sintetasas, lo que
permite la generacion de acil-CoA en su periferia para ser utilizada en la sintesis posterior de TAGs
(Kuerschner y col., 2O0R).

Otra de las funciones importantes de las LDs es su participacién en los procesos autofagicos de la
célula. En principio, el uso de los lipidos almacenados en las LDs es practico para la célula dado que
permite la produccién de energia o la sintesis de otros compuestos, como terpenoides, a partir de la
(B-oxidacién. Esto es critico para mantener la homeostasis celular, ya que, como la formacién de LDs,
los procesos autofagicos son una respuesta a condiciones de estrés como deficiencia nutrimental,
estrés oxidante, infecciones o inflamacion, entre otros (Mamaev & Zvyagilskaya, 2009). La autofagia
también implica la eliminacién de patdégenos, proteinas agregadas y organelos no funcionales, y a
pesar de que se ha considerado un proceso aleatorio, es un proceso ordenado y se ha reportado que
existen formas autofagicas altamente selectivas, como la mitofagia (Fukuda & Kanki, POTR).

Dado lo anterior, existe un didlogo entre los procesos de formacién y utilizacién de LDs y los
procesos autofagicos de la célula. Mientras que la autofagia puede promover la biogénesis de las
LDs bajo condiciones de inanicién, los lipidos contenidos en las LDs pueden ser utilizados en la
formacion de las membranas del fagéforo. De tal forma, la autofagia y las LDs se encuentran en
una relacién regulatoria estricta a través de mecanismos como la macrolipofagia (Bhatia-Kissova

& Camougrand, 2021; Jarc & Petan, 2019; R. Singh y col., 2009).
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1.5. Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula mucilaginosa es una levadura roja sapréfita que ha sido aislada de ambientes frios
(lagos de gran altitud en la Patagonia o suelos antarticos) con condiciones adversas, que incluyen
desecacién o radiacion UV (Bialkowska y col., 2007; Landolfo y col., 2008; Troncoso y col., 2O17).
Existen reportes de que algunas cepas y especies del género Rhodotorula pueden ser patdgenas
oportunistas (Kot y col., 2006). Las levaduras del género Rhodotorula son de particular interés
para la biotecnologia debido a su capacidad de producir grandes cantidades de carotenoides, como
la torularodina, toruleno y [-caroteno (Aksu & Eren, 2005). También son capaces de producir
grandes cantidades de lipidos, principalmente TAGs y FAs insaturados, entre los que destacan los
acidos oleico (18:1) y palmitoleico (16:1), los cuales son de gran interés industrial en la produccién
de biocombustibles como el biodiésel (Kot y col., 2009; Landolfo y col., POIR). R. mucilaginosa
es capaz de acumular méas del 20 % de su peso seco en forma de lipidos, principalmente TAGs y
esteroles, por lo que se considera una levadura oleaginosa (Landolfo y col., 2OUIR).

Estas caracteristicas oleaginosas son una adaptacion que muchos microorganismos considerados
psicréfilos presentan para lidiar con las condiciones adversas que los ambientes frios implican.
La capacidad de alterar su contenido lipidico les permite contender con las limitantes fisicas que
provocan las bajas temperaturas, tales como la disminucion de la fluidez de membrana o la baja
disponibilidad de agua (Carrasco y col., 2011; Troncoso y col., 2017).

R. mucilaginosa es una levadura capaz de producir carotenoides, los cuales son pigmentos solu-
bles en lipidos y cuya sintesis, junto con la sintesis de lipidos, se ha propuesto como un mecanismo
de proteccién contra el estrés ambiental al que se enfrentan microorganismos como las levaduras
de ambientes frios o de estrés fotooxidante por la luz UV (Gan y col., 2007; Pham y col., 2020). La
biosintesis de carotenoides se da a partir de la via del mevalonato (Figura B) y requiere la actividad
de dos enzimas: la fitoeno deshidrogenasa, codificada por el gen CAR1, y la fitoeno sintasa/licopeno
ciclasa, la cual es una enzima bifuncional codificada por el gen CAR2, asi como de la presencia de
acetil-CoA como sustrato inicial de las enzimas de esta via (Landolfo y col., PZOIR).

En la levadura Rhodosporidium toruloides, la regulaciéon transcripcional de CAR1 y CAR2 es

mediada por la luz. En condiciones de oscuridad o luz, R. toruloides muestra diferencias tanto en
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Figura 3: Sintesis de TAGs y carotenoides. Comparacién entre la via de sintesis de TAGs (amarillo) y la
sintesis de carotenoides (rojo) a partir de la via del mevalonato (verde). El paso inicial necesario para ambas rutas
metabdlicas es la salida del citrato a partir del ciclo de Krebs. A partir de la acetil-CoA, ambas rutas divergen, la
enzima Accl incial la sintesis de TAGs, mientras que la enzima ErglQ para la sintesis delmevalonato. El producto
final de la sintesis de coratnoides en [-caroteno o torularodina, ambos productos se sintetizan en R. mucilaginosa.
HMG-CoA: Hidroximetilglutaril-CoA, IPP: Isopentenil pirofosfato, DMAPP: Dimetilalil pirofosfato, GPP: Geranil
pirofosfato, FPP: Farnesil pirofosfato, GGPP: Geranilgeranil pirofosfato.

la produccién de carotenoides como en la expresion de mRNA. Sin embargo, a pesar de observar
una diferencia en la expresion de CARI y CAR2, no se observan diferencias en la produccién de
lipidos o en la expresion de los genes involucrados en la biosintesis de FAs y TAGs (Landolfo y col.,
2018; Pham y col., 2020), pero se ha reportado que en R. mucilaginosa la sobre expresién de ACC1
mediante citrato de sodio como inductor, a la par de la represion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril
reductasa utilizando rosuvastatina, lleva a un incremento de hasta el 62% en la concentracién
lipidica (Chaturvedi y col., 2021)

Esto muestra el potencial de R. mucilaginosa en aplicaciones biotecnolédgicas para la produccion
de lipidos de interés en la industria oleoquimica, ya sea de consumo humano o para la produccién de
biocombustibles como biodiesel, asi como para otras aplicaciones donde las caracteristicas de esta
levadura, como la oleaginosidad, la resistencia a distintos tipos de estrés o la psicrofilia puedan ser
deseables. No obstante, aunque su genoma estéd secuenciado y disponible en bases de datos publicas
(Deligios y col., 2005; Gan y col., 2007), carece de anotaciones extensas. Entre las no indicadas se

encuentran los genes involucrados en la via de sintesis de lipidos, lo que dificulta la investigacién

sobre el potencial de R. mucilaginosa.
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2. Planteamiento del problema

El interés por las levaduras no convencionales ha aumentado debido a su potencial biotecno-
légico, pero la posibilidad de su aprovechamiento en sectores como la producciéon industrial de
oleoquimicos y sus derivados, como los biocombustibles, requiere un conocimiento detallado de los
mecanismos que gobiernan su metabolismo, principalmente la dindmica de la sintesis de lipidos neu-
tros como los TAGs. A pesar de que en levaduras como Y. lipolytica se han caracterizado en gran
detalle, estos procesos en levaduras como R. mucilaginosa, con caracteristicas importantes como lo
son la resistencia a la salinidad o al frio, aiin se desconoce tanto a nivel de la actividad enzimaética,
asi como el perfil de expresién de los genes involucrados en la sintesis de estos compuestos. Por lo
tanto, determinar el perfil de expresién de los genes importantes de la sintesis de TAGs o acidos
grasos (ACLY, ACC1, FAS1, FAS2, PAH1 y DGA1) en condiciones que favorecen estos proceso es

un punto de partida para investigar el potencial de R. mucilaginosa.
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3. Hipétesis

Si la sintesis de lipidos en R. mucilaginosa sigue la misma ruta metabdlica que otras levaduras
oleaginosas como Y. lipolytica, entonces su comportamiento en condiciones de cultivo de limitacién
de nitrégeno sera redireccionar el flujo de carbono hacia la acumulacién de lipidos, lo cual se obser-
vard al cuantificar la cantidad de triglicéridos, el incremento de las gotas lipidicas o el incremento de

la expresiéon de los genes que codifican enzimas de la via de sintesis de acidos grasos y triglicéridos.
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4. Objetivos

Objetivo general

Caracterizar el efecto de la limitacién de nitrégeno en la levadura R. mucilaginosa M94C9 y

analizar la expresion de genes involucrados en la via de sintesis de lipidos neutros.

Objetivos particulares

» Caracterizar el crecimiento y la producciéon de biomasa de R. mucilaginosa bajo distintas

concentraciones de una fuente de nitrégeno (condiciones lipogénicas).

s Determinar la formacion de gotas lipidicas y cuantificar la acumulacién de triglicéridos en las

condiciones lipogéncias descritas.

s Identificar in silico los marcos de lectura abiertos de genes que participan en la via de sintesis

de &cidos grasos y triglicéridos (ACLY, ACC1, FAS1, FAS2, PAH1 y DGAL.)

s Analizar el perfil de expresién de los genes mencionados bajo condiciones lipogénicas.

16



5. Materiales y Métodos

5.1. Origen de la cepa

En este estudio se utilizé la levadura Rhodotorula mucilaginosa cepa M94C9, aislada de la isla
Litchfield del archipiélago Shetland del Sur de la Antértica, por el grupo de trabajo del Dr. Marcelo
Baeza Cancino de la Universidad de Chile en enero de 2014 (Troncoso y col., 2017). Posteriormente,
la cepa M94C9 se doné al grupo de trabajo del laboratorio Biologia Molecular y Gendémica de la

Facultad de Ciencias, UNAM.

5.2. Cultivos de R. mucilaginosa

Se descongeld un vial con la cepa R. mucilaginosa y se colocaron células en medio solido YPD
(Yeast extract, Peptone, Dextrose), el cual contiene extracto de levadura (1 %), peptona de caseina
(2%), glucosa (2%) y agar (2%). Se observaron colonias después de 3 dias de incubacién a 28 °C.
Para los ensayos de crecimiento, biomasa, cuantificacién de TAGs y expresién génica se utilizaron
pre-inéculos cultivados en medio YPD (16-18h), denominados cultivo semilla (tiempo 0). Poste-
riormente, se inocularon células en medio minimo (MM) con glucosa (10 %) como tnica fuente de
carbono y sulfato de amonio ((INHy4)2 SO4) como fuente de nitrégeno.

El MM se suplement6 con YNB (Yeast Nitrogen Base) sin fuente de nitrégeno o aminoacidos
(Tabla M). Los cultivos de MM se diferencian por las proporciones de carbono/nitrégeno (C/N),

las cuales se calcularon con la siguiente ecuacién:

C.MA
c_ me(Zprs) B
¥ = o)

Donde m¢ y my son las cantidades (g) de las fuentes de carbono (glucosa) y nitrégeno (sulfato
de amonio). C'y N son la cantidad de dtomos de carbono y nitrégeno presentes en las moléculas
de las fuentes nutricionales (glucosa y sulfato de amonio). M Ac y M Ax son los pesos atémicos
de carbono y nitrégeno respectivamente. PM¢c y PMpy son los pesos moleculares de la fuente de
carbono (glucosa) y nitrégeno (sulfato de amonio). De esta manera, se calcularon tres distintas

relaciones de C/N, manteniendo constante la concentraciéon de carbono y disminuyendo la cantidad
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Tabla 1: Componentes utilizados en los medios de cultivo. C/N: Proporcién disponible de carbo-
no/nitrégeno, el sufijo indica la relacién entre ambos elementos (40:1, 1200:1 o 2400:1). C: Fuente
de carbono sin nitrégeno. YPD: Yeast extract, Peptone, Dextrose. Medio rico compuesto de extracto
de levadura, peptona de casina y dextrosa. YNB: Yeast Nitrogen Base. Suplemento sin nitrégeno.

YPD C/Ngo1 C/Nigoo:r C/Naggor C

Glucosa (g/L) 20 100 100 100 100
Peptona de caseina (g/L) 20 - - - -
Extracto de levadura (g/L) 10 - - - -

Agar (g/L) 20 - - - -
Sulfato de amonio (g/L) - 5 0.16 0.083 -
YNB sin nitrégeno (g/L) - 1.7 1.7 1.7 1.7

de nitrégeno (Tabla ). De esta manera, las proporciones aproximadas de cada medio de cultivo

fueron 40:1, 1200:1, 2400:1 y total ausencia de nitrégeno (C/N4o.1, C/Ni200.1, C/Nasgo:1, C).

5.3. Curvas de crecimiento

A fin de evaluar el crecimiento de R. mucilaginosa M94C9 en distintos medios de cultivo con
limitacién de nitrégeno, se inocularon células provenientes de un preindculo cultivado en medio
rico en 50 mL de MM (densidad éptica inicial de 0.05) de cada condicién de disponibilidad de
nitrégeno. Los cultivos se incubaron a 28 °C a 180 rpm durante 72 h por triplicado. El crecimiento
se midi6 cada 2-3 horas mediante absorbancia a 600 nm (ODggp) en un espectrofotémetro. Los
datos obtenidos se graficaron con el lenguaje de programacién R, utilizando la paqueteria ggplot2

(Wickham, 2018).

5.4. Cuantificacion de biomasa

Las células cultivadas en los medios descritos se separaron en alicuotas con distintos voltimenes
dependiendo de la ODggg. Las alicuotas se tomaron cada 24 h y se centrifugaron a 3000 rpm. Las
células sedimentadas se suspendieron en agua estéril y se colocaron en tubos de 1.5 mL pesados
previamente. Las células se deshidrataron con calor a 70 °C durante 72 h como se describid previa-

mente (Romero-Aguilar y col., 2020). Las muestras se pesaron y se calcul6 la biomasa (peso seco,

g/L).
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5.5. Microscopia electréonica de transmision

Las células de R. mucilaginosa se cultivaron en los medios descritos y se prepararon muestras
para observarlas mediante microscopia electrénica de transmisiéon (MET) en la fase de crecimiento
exponencial (18 h) y fase estacionaria (48 h). Las células se colectaron por centrifugacién durante 5
min a 3000 rpm y se lavaron con agua destilada estéril. Se suspendieron 500 uL de células en fijador
de permanganato de potasio 1X y se incubaron durante 5 min. Posteriormente, se centrifugaron
durante 5 min a 1500 rpm y se suspendieron en 1 mL de fijador para ser incubadas a 4 °C durante
toda la noche. Al siguiente dia se lavaron 6 veces consecutivas durante 15 min con Hs0 MiliQ. Tras
los lavados, las células fueron deshidratadas con etanol al 50 % incrementando la concentracién 10 %
cada 10 min hasta alcanzar un total de etanol 100 %. Finalmente, se prepararon para su inclusién en
resina epéxica EPON mediante lavados sucesivos de etanol-acetona (1:1, 8 min), acetona (5 min),
acetona-EPON (3:1, 1 h), acetona-EPON (1:1, toda la noche) y acetona-EPON (1:3, 1 h), para la

observacién de cortes a través de MET.

5.6. Extraccion de DNA

Las células de R. mucilaginosa se inocularon en medio liquido rico (YPD) en matraces de 250
mL, que se incubaron a 27 °C a 180 rpm durante 24 h. Posteriormente, se centrifugaron a 3000 rpm
durante 3 min a temperatura ambiente. La pastilla de células se lavé dos veces con agua estéril,
posteriormente se resuspendié en 500 pL. de agua bidestilada y se centrifugd a 14000 rpm durante 5
s. Se agregaron 200 uL de solucién de 2% tritén X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 1 mM EDTA, y 200 pL de la mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (PCI).
Después, a las muestras se les agregaron 300 uL de volumen de perlas de vidrio y se mezclé por
agitacién en vortex. Se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min y se separd la fase acuosa a un
tubo limpio. Se procedid a realizar un lavado con PCI y dos lavados consecutivos con cloroformo.
Se centrifugd durante 5 minutos a 14000 rpm nuevamente, la fase acuosa se transfirié a un tubo
limpio y se mezcl6é por inversiéon con 1 mL de etanol absoluto. Después de incubar 30 min a -20
°C se centrifugé a 14000 rpm durante 5 min y se eliminé el sobrenadante. Se resuspendié en 400

ul de TE pH 8 y se agregaron 1.5 ul. de RNAsa 20 mg/mL. Se incubé durante 30 min a 37 °C.
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Posteriormente, se agregaron 40 pL. de acetato de sodio 3 M, més 1 mL de etanol absoluto y se agitd
por inversion. Se incubé durante 20 min a -20 °C, tras lo cual se centrifugd a 14000 rpm durante 10
min. Se hizo un lavado con etanol al 70 % a la pastilla de acidos nucleicos, se volvié a centrifugar
a 14000 rpm durante 5 min y se eliminé el sobrenadante. La pastilla se dejé secar durante 1 h a
temperatura ambiente y se resuspendié en 50 L. de agua inyectable. E1 DNA extraido se cuantificd

con un nanoespectrofotometro y se guardé a -20 °C.

5.7. Extraccion de RNA total

Se cultivaron células de R. mucilaginosa en 100 mL en las condiciones descritas. Las células se
colectaron en la fase de crecimiento exponencial (18 h) y se lavaron con agua fria libre de RNAsas
preparada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.01 %. Tras centrifugar a 3000 rpm durante 5 min
y desechar el sobrenadante, se agregd 400 ul. de soluciéon de Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 10
mM pH 8 y SDS 0.5% (TES). Después se agregaron 400 pL de fenol acido (pH 4.5) y se agitd
vigorosamente con un vortex durante 10 s, tras lo cual se incubd a 65 °C durante 45 min. Las
muestras se centrifugaron durante 5 min a méxima velocidad a 4 °C y se llev a cabo un lavado con
400 pL de fenol acido. Posteriormente, se realizé un lavado con 400 uL de cloroformo. Se agregaron
40 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.3 y 1 mL de etanol absoluto frio y se dejé precipitar toda la
noche. Al dia siguiente se centrifugd a velocidad maxima a 4 °C y se lavé el pellet de RNA con
etanol al 70 % frio. La pastilla se resuspendi6é en 50 uL de agua bidestilada con DEPC. El RNA
extraido se cuantific con un nanoespectrofotémetro y se almacené a -70 °C. La integridad del RNA
se corroboré mediante electroforesis en un gel de agarosa desnaturalizante al 1% con formaldehido

al 6 %.

5.8. Busqueda de genes involucrados en la sintesis de lipidos

Como parte de la identificacién de los marcos de lectura abiertos (ORFs) de los genes y las
proteinas involucradas en la biosintesis de lipidos en los genomas de cepas de R. mucilaginosa
reportados, se recuperaron los nimeros de acceso (IDs) de los genes ortélogos que previamente han

sido identificados en otras levaduras, principalmente R. toruloides (Zhu y col., PIIT2). Se utilizaron
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los nimeros de acceso de S. cerevisiae, Y. lipolytica y Rhodotorula sp, que se reportan en las bases

de datos del GenBank (S. cerevisiae y Y. lipolytica) y Mycocosm (Rhodotorula sp.) (Tabla 2).

5.9. Construccion de la base de datos local para realizar biisquedas y alinea-

mientos

Se construy6 una base de datos local en formato FASTA con las secuencias de los genomas de
distintas especies y cepas de Rhodotorula secuenciadas, y de otras especies de levaduras (Tabla B).
Se realizé un andlisis BLAST local a partir de esta base de datos utilizando como secuencias
de consulta (query) las secuencias de nucledtidos obtenidas de distintas levaduras registradas en
GenBank (Tabla H). Las secuencias de aminoacidos de las proteinas Acly, Accl, Fasl, Fas2, Pahl
y Dgal de R. toruloides que se han reportado previamente (Zhu y col., 2002) se utilizaron para
el andlisis de tBLASTn con la base de datos en la plataforma en linea de MycoCosm (https:

//genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf).

5.10. Diseno de oligonucleétidos para RT-qPCR

Se disenaron oligonucleétidos para el andlisis de RT-qPCR de los transcritos de los ORFs que co-
difican para los genes putativos de ACLY, ACC1, FAS1, FAS2, PAH1 y DGA1 de R. mucilaginosa.
Se disenaron considerando un tamafio de amplicén de alrededor de 100 pb y regiones conservadas
sin intrones (Tabla B y Anexos B). Para cada par de oligonucledtidos diseniados se verificé que
no formaran estructuras secundarias o dimeros. Se realizd una prueba de eficiencia para RT-qPCR
por curva estandar utilizando DNA gendémico como molde para cada par de oligonucleétidos in-
cluyendo oligonucleétidos del gen de actina (ACT1), que ha sido reportado como gen de expresion

constitutiva (housekeeping) (Landolfo y col., PIIR).

5.11. Cuantificacion de mRNA mediante RT-qPCR

El RNA total extraido se incub6 con DNAsa (RQ1 RNase free DNAse, Promega) para eliminar
el DNA contaminante en la muestra. La sintesis del cDNA se realizé utilizando 500 ng de RNA

molde en 5 ul. mas 1 pli de oligonucledtido dT y 6 plb de agua inyectable. Se mezclé suavemente
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por inversién y se incubd a 65 °C durante 5 min, se centrifugd por 15 s a 3000 rpm y se mantuvo
en hielo. A esta reaccion se agregd 4 pli del amortiguador de reacciéon, 1 ul. de Riboblock, 2 pL de
mezcla de ANTP 10 mM y 1 L. de retrotranscriptasa. Se mezcld suavemente y se incub6 durante 60
min a 42 °C. Finalmente, la reacciéon se detuvo elevando la temperatura a 70 °C durante 5 min. La
cuantificacién de los transcritos de los distintos genes de interés se llevo a cabo mediante la reaccién
acoplada de RT-qPCR con el método de curva estandar, utilizando los oligonucle6tidos descritos.
Para cada gen se realizdé una curva estandar a partir de diluciones seriadas de DNA genémico con
una concentracién inicial de 20 ng/uL y un factor de dilucién 1:4. Se utilizé el reactivo de KAPA
SYBR FAST qPCR de Kapa Biosystems Inc., el cual tiene una longitud de onda de absorcién
de 497 nm y una longitud de onda de emisiéon de 520 nm, con un termociclador Rotor-Gene Q
(Qiagen). La reaccién de qPCR se llevo a cabo de la siguiente manera: un ciclo inicial de 95 °C por

5 min, y 35 ciclos de 95 °C durante 15 s, 58 °C durante 20 s y 72 °C durante 20 s.

5.12. Extraccién y cuantificacién de TAGs

La extraccién de lipidos y TAGs se realizé de acuerdo con Folch y col. (T957). Las células se
incubaron en buffer Tris-HCI 0.3 % Tritén X100 pH 7.5. Posteriormente, se agregd la mezcla Folch
(cloroformo/metanol 3:1 v/v) y se incub6 a temperatura ambiente con agitaciéon durante 3 h. Se
recuperdé la fase organica tras centrifugar durante 10 min a 3000 g, y se llevaron a cabo lavados de
cloroformo del pellet para recuperar la mayor cantidad de lipidos de la fase organica. Esta fase se
seco a temperatura ambiente durante toda la noche. Finalmente, el analisis de contenido de TAGs
se llevé a cabo mediante el kit de Spinreact Triacylglycerols-LLQ. Se hizo una curva estandar de

glicerol y se normaliz6 el contenido de TAGs por peso seco.

5.13. Modelado de homologia

A la par de los alineamientos, se realizaron analisis de modelado de homologia para obtener una
prediccién de la estructura tridimensional de la proteina a partir de cada secuencia de aminoéci-
dos mediante la plataforma en linea de SWISS-Model (https://swissmodel.expasy.org/), utilizando

las secuencias obtenidas mediante el analisis de BLAST. La plataforma SWISS-Model alinea las
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secuencias de aminoécidos obtenidas por el andlisis de BLAST y las secuencias de aminoécidos de
proteinas encontradas en Protein Data Base (PDB). Los cristales mejor ajustados a cada modelo
se extrajeron de PDB y fueron visualizados junto con el modelo de SWISS-Model utilizando el

programa ChimeraX en su version 1.1 para GNU/Linux (Goddard y col., PUIR).

Tabla 2: Identificacién y comparacién de genes ortologos que codifican para proteinas que participan en las
vias de biosintesis de lipidos en S. cerevisiae, Y. lipolytica y Rhodotorula sp.

Ortélogo en

Proteina Gen en S. cerevisiae  Ortélogo en Y. lipolytica Rhodotorula sp.

Acetil-CoA sintetasa ACS1 — B0OA53 04701
ATP: Citrato Liasa subunidad 1 - YALIOE34793¢g
ATP: Citrato Liasa subunidad 2 - YALIOD24431g BOA53_01892
Acetil-CoA Carboxilasa ACC1 YALIOC11407g B0A53_ 02691
Acido graso sintasa subunidad 1 FAS1 YALIOB15059¢g BOA53_ 02729
Acido graso sintasa subunidad 2 FAS2 YALIOB19382¢g B0OA53 02691
Desaturasa de §9 acido graso OLE1 YALIOC05951g B0OA53_01889
Desaturasa de §12 4cido graso - YALIOB10153g -
Aciltransferasa de Gro3P SCT1 YALIOC00209g B0OA53_ 01396
Aciltransferasa de Gro3P GPT2 - -
Acido lisofosfatidico SLC1 YALIOE18964¢g BOA53_ 01396
acil-transferasa
1-Acil-sn-Gro3P acil-transferasa ALFE1 YALIOF19514g A0A4UOVWA9
Sintasa de CDP-DAG CDS1 YALIOE14443¢g BOA53_ 05794
Sintasa de fosfatidilinositol PIS1 YALIOF20328¢g B0A53_01419
Sintasa de fosfatidilserina CHO!1 YALIODO08514¢g -
Decarboxilasa 1 de PSD1 YALIOD21604g B0A53_ 02847
fosfatidilserina
Decarboxilasa 2 de PSD2 - B0OA53 03661
fosfatidilserina
Metiltransferasa de CHO2 YALIOE06061g B0OA53 02663
fosfatidiletanolamina
Metiltransferasa de ffosfolipidos OPI3 YALIOE12441g BOA53_06065
Fosfatasa de Acido fosfatidico PAH1 YALIOD27016g BOA53_ 03976
O-aciltrasnferasa de acil-CoA DGA1 YALIOE32769g B0OA53_ 04187
diacilglicerol
O-aciltrasnferasa de acil-CoA DGA2 YALIODO07986g -
diacilglicerol
Aciltransferasa de LRO1 YALIOE16797g B0OA53 04183
fosfolipido:diacilglicerol
O-aciltransferasa 1 de ARFE1 YALIOF06578¢g B0A53_ 05404
acil-CoA:esterol
O-aciltransferasa 2 de ARE2 - -
acil-CoA:esterol
Fosfatasa de acido fosfatidico APP1 YALI0OD02233g -
Fosfatasas de lipidos pppi YALIOC11297g B
LPP1 YALIOB14531g -
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Tabla 3: Especies y cepas de levaduras utilizadas en la construccién de la base de datos local para realizar
btisquedas y alineamientos.

Especie Cepa Numero de acceso en GenBank
Rhodotorula mucilaginosa  1TPL32 GCA_ 002806785.1
Rhodotorula kratochvilovae LS11 GCA_002917965.1

Rhodotorula taiwanensis MD1149 GCA_002922495.1
Rhodotorula sp. CCFEE 5036 GCA_005059875.1
Rhodotorula paludigena CM33 GCA_005281665.1
Rhodotorula diobovata UCD-FST 08-225 GCA_006352295.1
Rhodotorula sp. ZM1 GCA_009806315.1
Rhodotorula toruloides NP11 GCF_000320785.1
Rhodotorula graminis WP1 GCF_001329695.1
Rhodotorula sp. FNED7-22 GCA_001914285.1
Rhodotorula sp. JG-1b GCA_001541205.1
Yarrowia lipolytica CLIB122 GCF__000002525.2
Saccharomyces cerevisiae S288C GCF _000146045.2

Tabla 4: Especies de levaduras, cepas, genes y ORFs utilizados en el andlisis de BLAST contra la base de
datos local.

Levaduras Cepas Genes ORFs
ACLY PANO_002c1106
Moesziomyces antarcticus JCM 10317 ACC1 PANO_002c1106
FAS1 PANO_002c1106
Rhodoturla graminis WP1 Acet RHOBADRAFT_37308
DGA1 XM_ 018413061
ACLY RHTO_ 03915
ACC1 RHTO_02004
Rhodoturla toruloides NP11 FASI RHTO_02032
FAS2 RHTO_ 02139
PAH1 RHTO_ 04894
DGA1 RHTO_ 01962
ACC1 ACC1
FAS1 FAS1
Saccharomyces cerevisiae  S288C FAS2 FAS2
PAH1 PAH1
DGA1 DGA1
ACLY sub 1 YALIO_E34793¢g
ACLY sub 2 YALIO_D24431g
ACC1 YALIO__C11407g
Yarrowia lipolytica CLIB122 FAS1 YALIO__B19382¢g
FAS2 YALIO_B15059¢
PAHI YALIO_ D27016g
DGA1 YALIO__E32769¢g
Ustilago maydis 521 FAST UMAG_10339
FAS2 UMAG_ 06460
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Tabla 5: Secuencias de oligonucledtidos para amplificar los transcritos de los genes descritos en R. mucila-

ginosa.

Nombre del oligonucleétido  Secuencia 5’ a 3’ Tm (°)
Al RmACLYfwl GGCATGTCGAACGAGCTGAA  60.5
A2 RmACLYrv1 AGGTGGTCGATGAAGGTGGT  60.5
A3 RmACLYfwl TGCTCGACTTTGACTTTGCC 58.4
A4 RmACLYrv2 TCCTTGGTACCCCAGTAGAA 58.4
A5 RmACC1fwl CCTCTACAGTCTTCGTCTCG  60.5
A6 RmACC1rvl TCTTCGAGGACGATGCGGAT  60.5
A7 RmACC1fwl AAGAACATGGTCGTCGCGCT  60.5
A8 RmACC1rv2 CCGTGGTGATCGTGTTCTCT  60.5
A9 RmFAS1fwl TCACTGGTTACGCCGAAGTC  60.5
A10 RmFAS1rvl CCCCTCGAAGTGCTTGATCA  60.5
A1l  RmFAS1fwl TATCACCGACCCGTATGAGC  60.5
Al2  RmFAS1rv2 GTCGCGGAACATCTTCGAGA  60.5
Al13  RmFAS2fwl TTCTCCGCCACCTTCTTGCA  60.5
Al4  RmFAS2rvl GTCTTGGCGAGGAAGTAGGA  60.5
Al5  RmFAS2fwl TCAAGGCCGGATTCGTTTCG 60.5
Al6  RmFAS2rv2 TTCTGGATCTCGGCGACCTT  60.5
A17  RmPAHIfwl AGGGGATGAACACCATCTCG  60.5
A18 RmPAHIrv1 TGTCCGAGATGACGACCTGA  60.5
A19 RmPAHIfwl TCTTCACCATGATCGGACGC  60.5
A20 RmPAHIr2 ATGGCGCGTGAAGTCAGGTA  60.5
A21 RmDGAIfwl TCTCATCGTCGCCTACCTCA  60.5
A22 RmDGAIrvi ACTGGGTAGTACCCGGCAAA  60.5
A23 RmDGAIfwi TGACCCCTCATTTGCTCACC  60.5
A24  RmDGAIrv2 CACGACTTCATCGAGACGGA  60.5
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6. Resultados y Discusion

6.1. La disponibilidad de nitrégeno afecta el crecimiento y la acumulacién de

biomasa

Con la finalidad de caracterizar el crecimiento y la biomasa de R. mucilaginosa en condiciones
lipogénicas (baja disponibilidad de nitrégeno), se prepararon cultivos en medio minimo (MM)
liquido con cuatro proporciones distintas de carbono y nitrégeno, manteniendo la disponibilidad

de la fuente de carbono constante y disminuyendo la disponibilidad de la fuente de nitrégeno

(Materiales y Métodos). En el cultivo con la proporcion estandar C/Nyp.1, la maxima densidad
6ptica (ODggg) alcanzada a las 72 h es cercana a 10. En los cultivos de C/Nyg00.1 ¥ C/Nagoo:1
es entre 3 y 1, respectivamente, mientras que en ausencia de nitrégeno (condicién C) es de 0.27
(Figura @al).

El tiempo de duplicacién en cada medio fue de 3.7 h (en C/Nyq.1), 4.6h (C/Nig00.1) 5.36 h
(C/Nagp0:1) y 14 hen C. A las 72 h de cultivo en la condicién C/Nyg.1, la biomasa méxima alcanzada
es de 6.46 g/L, mientras que en ausencia de nitrogeno fue de 0.05 g/L. En este mismo intervalo
de tiempo, los cultivos en C/Nig00.1 y C/Nagpo.1 alcanzaron valores de biomasa de 1.9 y 1.2 g/L,
respectivamente (Figura AH).

Estos datos muestran cémo la relacion entre el crecimiento y la acumulacién de biomasa de esta
levadura es afectada por la disponibilidad de nitrégeno en el medio. Los cocientes més altos de C/N
tienen un efecto negativo en la velocidad de crecimiento y la acumulacién de biomasa, mientras que
en inaniciéon de nitrégeno hay muy poca acumulacién de biomasa.

Es importante mencionar que las condiciones de limitacién de nitrégeno representan un claro
estrés nutrimental que afecta el crecimiento, la acumulaciéon de biomasa y activa la lipogénesis

013; Han y col., 2

en algunas levaduras oleaginosas (Braunwald y col., 20 016; Segal-Kischinevzky
y col., 2022). Sin embargo, estos resultados, por si solos, no permiten establecer con certeza que
estas condiciones de limitacion o inanicién de nitrogeno, factor de estrés frecuente en la naturaleza
(Granger y col., 1992; Segal-Kischinevzky y col., 2022), tengan un efecto lipogénico significativo
en R. mucilaginosa. Por lo que se decidié explorar la acumulacion de LDs intracelulares mediante

microscopia electrénica de transmisién (MET) y la cuantificacién de la produccién de TAGs en las
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mismas condiciones.

10.01 6l
<
)] Condicién
g4 C/Nao:1
o 1.0 ] C/N
8 ) ! 1200:1
[m) o C/N2400:1
@) @ iIc
o
2_ 1
Condicién E
0.11 A C/Nyo:
® C/Niz00:1 i i
L] 8/ N2400:1 0 ———— _ - —_
*
0 20 40 60 0 24 48 72
t(h) t(h)
(a) (b)

Figura 4: Crecimiento y acumulacién de biomasa de en cultivos con distintas proporciones de carbono
y nitrégeno. (a) Curvas de crecimiento de R. mucilaginosa en cuatro condiciones de disponibilidad de nitrégeno.
Las células se crecieron en presencia de glucosa (C) y sulfato de amonio (N) en medio minimo con proporciones
de 40:1 (tridngulos, C/N 40:1 ), limitacién de nitrégeno 1200:1 (circulos, C/Ni200:1), limitacién de nitrégeno 2400:1
(cuadrados, C/Na4o0:1), € inanicién de nitrégeno (diamantes, C). (b) Acumulacién de biomasa de R. mucilaginosa
en distintos intervalos de tiempo (0, 24, 48 y 72 horas de cultivo) en los mismos medios. Tiempo en horas: t (h).
Densidad éptica a 600 nm= ODggo.

6.2. La limitacion de nitrégeno es una condicién lipogénica para R. mucilagi-

nosa
6.2.1. La acumulacién de gotas lipidicas depende la disponibilidad de nitrégeno

Con la finalidad de observar la formacién de LDs como evidencia de un efecto lipogénico en
las condiciones descritas anteriormente y medio rico (YPD), se colectaron alicuotas en dos puntos
de tiempo del cultivo (18 y 48 h) y se prepararon muestras para la busqueda de ultraestructuras

celulares mediante MET similares a las encontradas por Gohain y col. (2020) y Siwina y Leesing

En la figura Ba y Be, asi como en la figura figura Ba y Be, se observan las LDs, que incremen-

tan su tamano en relacién con la disminucién de la disponibilidad de nitrégeno. A las 18 horas de
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cultivo, se aprecian las mitocondrias (m), el nicleo (N) y la acumulacién de estructuras granulosas
electrodensas que se encuentran dispersas en el citoplasma (Figura Bh), las cuales se asemejan a
granos de glucégeno (Wilson, et al., 2010), o a carotenoides posiblemente embebidos en LDs de
tamano pequeno, que se dispersan hacia el citosol en las condiciéon de limitacién o inaniciéon de
nitrégeno (Figura Bj). En la inanicién de nitrégeno (C), se observan LDs de mayor tamano con
respecto a las otras condiciones (Figura Bb-d), que aumentan en dimensiones o abundancia en la
fase estacionaria de crecimiento (48 h) (Figura Ba-e). Estas estructuras identificadas como LDs
presentan similitudes con otras estructuras intracelulares tales como vacuolas, peroxisomas o auto-
fagosomas, ya que en ocasiones presentan contenido electrodenso dentro de una gota practicamente
transparente. Como se puede observar en la figura Bh, a pesar de presentar contenido electro-
denso, parecen tener una monocapa lipidica, lo cual corresponde a LDs en lugar de peroxisomas o
vacuolas debido a su origen en el RE. Sin embargo, otras estructuras similares parecen presentar
una bicapa lipidica, lo que podria indicar un proceso de fusién de LDs con vacuolas o peroxisomas,
o con autofagosomas en un proceso de lipofagia (Jarc & Petan, 2019).

Tanto en la condicién estandar (C/Nyp.1) como en la condicién de medio rico YPD a las 18 h las
LDs colocalizan con las estructuras electrodensas cuya forma y abundancia sugieren la presencia
de granulos de glucégeno, que de ser asi podrian tener un papel importante durante el estrés que
genera la fase estacionaria o la falta de nitrégeno.

En S. cerevisiae se ha observado que la sintesis de compuestos como el glucdgeno se estimula
en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes como carbono, nitrégeno, fésforo o azufre. Esto
permite el almacenamiento de energia a largo plazo en condiciones de inanicién para la levadura,
lo cual permite su supervivencia ante la falta de nutrientes y quizds se involucre en el proceso de
esporulacién (Lillie & Pringle, [980; Wilson y col., 2000). Sin embargo, se ha observado que la
capacidad de almacenar carbono no es una caracteristica esencial para las levaduras, pues en Y.
lipolytica y S. cerevisiae se han obtenido mutantes incapaces de acumular carbono en forma de
glucodgeno, lo que provoca un incremento en la acumulacién de TAGs de hasta 60 % en Y. lipolytica.
Esto puede deberse a que la sintesis de glucégeno se encuentra en competencia con la sintesis de
lipidos neutros debido a que ambos procesos de acumulacién de fuentes de energia son respuesta a

condiciones de inanicién de nitrégeno (Bhutada y col., 2017). Aunque esta condicién promueve la
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acumulacién de glucégeno, en un cultivo en medio rico suele encontrarse durante la fase estacionaria
de crecimiento tras el agotamiento de una fuente de nitrégeno en el medio (Parrou y col., 1999).

En medios con baja disponibilidad de nitrégeno, como los medios lipogénicos, estas condiciones
estan presentes desde la fase de crecimiento exponencial, lo que explicaria la abundancia de estos
granulos observados a través de MET.

En levaduras, la sintesis de glucégeno depende de la actividad de la glucogenina, proteina
iniciadora codificada por GLGI y GLG2, la glucégeno sintasa, enzima que cataliza la sintesis en
masa de glucégeno codificada por GSY! y GSY2, y finalmente la proteina ramificadora codificada
por GLC3. El primer paso en la sintesis del glucégeno es la generacion de UDP-Glucosa por la UPDG
pirofosforilasa, codificada por UGP1 (Lomako y col., 2004; Wilson y col., 20I0). La sintesis de
glucdgeno contiene multiples puntos de regulacion, como en la glucégeno sintasa, la cudl es inducida
a nivel transcripcional a través de la via de PKA o inhibida a nivel post-traduccional mediante
fosforilacién, condicién que es revertida debido a la presencia de glucosa-6-fosfato, intermediario de
la glucélisis y principal efector en la sintesis de glucégeno (Frangois & Parrou, 2001). Asi mismo,
las cinasa Psklp y Psk2p son responsables de la regulacién de la UPDG pirofosforilasa en respuesta
a estrés mecanico en la pared celular o a condiciones nutrimentales.

En conjunto, la complejidad de la regulacién en la sintesis de glucégeno esta intimamente ligada
a las condiciones similares a las que dan lugar a la sintesis de lipidos. Es por eso que Bhutada y col.
(201°7) encontraron que la sintesis de TAGs y la sintesis de glucégeno se encuentran en competencia
al eliminar la glucogeno sintasa de Y. lipolytica. Sin embargo, independientemente de la posible
respuesta de acumulacién de carbono por parte de la célula en forma de granos de glucogeno,
estas condiciones muestran que las células incrementan el tamafio de los cuerpos intracelulares
menos electrodensos, que corresponden a los LDs, indicando que se induce la lipogénesis en R.
mucilaginosa. En este caso, la disponibilidad del nitrégeno, es el factor determinante que induce
la lipogénesis. Dado que estas condiciones representan un estrés nutrimental y tienen un efecto
negativo en el crecimiento y la acumulacién de biomasa, representan igualmente una dificultad en
caso de tratar de implementar a R. mucilaginosa como vehiculo en la producciéon de oleoquimicos

a nivel industrial.
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6.2.2. La acumulacién de TAGs correlaciona con la disminucion de nitrégeno

Las LDs constituyen los compartimientos intracelulares de reserva lipidica de los organismos, los
cuales contienen TAGs. Con la finalidad de cuantificar la acumulaciéon de TAGs en las condiciones
lipogénicas descritas (cultivos de 24 h en medio C/Nyg.1, C/Naggo:1 y C), se realizaron mediciones

mediante un ensayo colorimétrico usando el kit Triglycerides-L(Q de Spinreact como se describe en

Materiales y Métodod. El contenido de TAGs se expresd en peso seco de TAGs por peso seco de

biomasa de un litro de cultivo (TAGs ng/ug).

En la figura @ se puede observar la acumulacién de TAGs en las tres condiciones lipogénicas.
La mayor acumulacion de TAGs ocurre en la condicién de inanicién de nitrégeno (C), con una
acumulacién promedio marginalmente superior a 2 ng por ug de peso seco, en comparacién con los

cultivos en condiciones de distinto C/N (Figura @).
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Figura 7: Cuantificacién de TAGS de R. mucilaginosa en distintas condiciones de C/N y C. La cuan-

tificacion de TAGs de R. mucilaginosa se realizé en los medios descritos y se normalizé con respecto al peso seco
obtenido (ng de TAGs/ug de pesos seco). #x*: diferencias significativas, p-value <0.001.
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Dado que el contenido lipidico total de las levaduras oleaginosas como Y. lipolytica es 95 % TAGs
y 5% esterol ésteres (Zeng y col., PIIR), estos resultados muestran un contenido méximo de TAGs
en R. mucilaginosa aparentemente bajo en relaciéon con el peso seco. En R. mucilaginosa se ha
observado un contenido de lipidos totales de hasta 69.5 % de peso seco (Karatay & Dénmez, 2010).
Sin embargo, este resultado depende en gran medida de otros factores, independientemente de las
condiciones nutrimentales, tales como la cepa, la temperatura o el pH. Asi mismo, una limitante
importante en estos resultados es la capacidad de obtener cantidades suficientes de biomasa de R.
mucilaginosa para llevar a cabo el anélisis, puesto que la condicién C no permite la acumulacién de

biomasa por la falta de nitrégeno en el medio, lo cual puede dificultar el desarrollo experimental.

6.3. Busqueda de secuencias de algunos genes de la via de la lipogénesis en R.

mucilaginosa
6.3.1. Busqueda de secuencias en una base local

Dado que los genes y las proteinas que estdn involucradas en la biosintesis de lipidos en R.
mucilaginosa no se encuentran anotados en el genoma de la base de datos del GenBank, se realiz6
una busqueda in silico de los marcos de lectura abiertos (ORFs) de algunos de los genes putativos

principales que participan en la via de sintesis de FAs y TAGs con las secuencias de otras levaduras

(ACLY, ACC1, FAS1, FAS2, DGA1 y PAH1) como se describié en [Materiales y Métodos.

Para identificar las secuencias de nucledtidos correspondientes a posibles ORFs dentro del ge-
noma de R. mucilaginosa, se construyé una base de datos local con los genomas completos de
distintas levaduras oleaginosas (Tabla H), la cual se utiliz6 para llevar a cabo una bisqueda me-
diante BLAST. Asimismo, se corroboraron los resultados de este andlisis utilizando las secuencias
de aminoacidos de las proteinas de interés identificadas en otros estudios (Fakas, POT7; Zhu y col.,

POT2), asi como secuencias de consulta para un analisis de tBLASTn contra la base de datos del

genoma de R. mucilaginosa en la plataforma Mycocosm como se indica en Materiales vy Métodos.

El analisis en la base local permitié identificar secuencias de nucleétidos con alta identidad
en el genoma de R. mucilaginosa con respecto al genoma de otras levaduras (Tabla BH). Para

cada caso, las secuencias variaron en el porcentaje de identidad y la cobertura (Tabla B). Este
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andlisis permitié identificar los dos genes que codifican para la ATP citrato liasa (ACLY') en Y.
lipolytica, encontrados en dos regiones con secuencias que se localizan en un locus del genoma de
R. mucilaginosa. La regién correspondiente a la subunidad 1 tiene una identidad de 75% y una
cobertura de 80 %, con un E-value de 7,195 73 x 10724, mientras que la regién correspondiente a la
subunidad 2 tuvo una identidad de 68 % y una cobertura de 48 %, con un E-value de 7,587 94x 10792,
Para el caso del gen que codifica la acetil coenzima A carboxilasa 1 (ACC1) en R. toruloides, se
identific6 una regién en el genoma de R. mucilaginosa con una identidad de 84 % y cobertura de
91 %. En este mismo andlisis, se compard la secuencia putativa de RmACC1, identificada contra
la secuencia correspondiente a la de S. cerevisiae, y se obtuvo un resultado de identidad de 22 %
y cobertura de 27 %, con un E-value de 3 x 107°3. En cambio, con las secuencias de Y. lipolytica
y Moesziomyces antarcticus se obtuvo una identidad de 68 % y 76 %, y una cobertura de 49% y
47 %, asi como E-value de 8 x 10712° y 0 respectivamente. Los alineamientos con las secuencias de
los genes de las acido graso sintasa 1y 2 (FASI y FAS2) se identificaron en dos regiones distintas
dentro del scaffold 1 del genoma de R. mucilaginosa. Las identidades corresponden a 85 % y 89 %,
y coberturas de 99 % con las de la levadura R. toruloides con un E-value de 5,2 x 10744,

La secuencia del gen de Dgal (DGA1) es un caso particular, puesto que se encuentra reportada
la secuencia de aminodcidos en la cepa KR de R. mucilaginosa (nimero de acceso KAGO656445), se
realiz6 un nuevo andlisis de tBLASTn de esta secuencia de aminoacidos con la base de datos local.
El resultado de este alineamiento fue una identidad de 62 % y una cobertura de 91 % dentro del
scaffold 6; sin embargo, al realizar el analisis utilizando las secuencias de consulta donde se incluia
la secuencia de nucleétidos de DGA1 de R. toruloides, el resultado arrojé una identidad distinta
con otra regién dentro del mismo scaffold, esta vez con una identidad de 67 % y una cobertura de
74 %, asi como un E-value de 8,671 66 x 10759,

Por dltimo, se realiz6 la busqueda de la secuencia de nucledtidos del gen PAHI de Y. lipolytica,
S. cerevisiae y R. toruloides. Se identific6 una regién en el genoma de R. mucilaginosa con un
porcentaje de identidad de 77 %; pero con una cobertura de tan sélo 8 %, por lo tanto, se realiz6é un
anélisis de tBLASTn con la secuencia de aminoacidos de la proteina Pahl de R. toruloides. Este
analisis identific6 una regién dentro del scaffold 12 con una identidad de 80 % y cobertura de 55 %.

A pesar de que las regiones encontradas dentro del genoma de R. mucilaginosa mostraron
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alta identidad en cada busqueda en los genomas de las levaduras R. toruloides y Y. lipolytica,
estos analisis son poco concluyentes debido a que las secuencias de nucleétidos indicadas por los
alineamientos se encontraron en algunos casos truncas, sin codones de inicio o de paro, por lo que

no es facil indicar el inicio y el término de cada ORF en el genoma de R. mucilaginosa.

Tabla 6: Especies de levaduras, cepas, genes y ORFs utilizados en el analisis de BLAST contra la base de
datos local.

Gen % de identidad de la % de cobertura del Especie
secuencia alineada alineamiento
RmACLY 75 80 Y. lipolytica
RmACC1 84 91 R. toruloides
RmFAS1 84 99 R. toruloides
RmFAS2 82 100 R. toruloides
RmPAH1 45 94 R. toruloides
RmDGA1 80 55 R. toruloides

6.3.2. Analisis de secuencias utilizando la plataforma Mycocosm

Los resultados del anélisis por BLAST en la plataforma local utilizando distintos genomas de
levaduras permitié localizar secuencias de los genes ACLY, ACC1, FAS1, FAS2, PAH1 y DGA1
en el genoma de R. mucilaginosa (Tabla B); pero no se pudo obtener el inicio y término de la

secuencia de cada ORF. Por lo tanto, se realizé un nuevo andlisis utilizando la base de datos de la

plataforma Mycocosm como se describe en Mafteriales vy Métodod. El analisis con las secuencias de

aminodcidos mostré una identidad alta. La secuencia del gen PAH1 tiene la identidad més baja con
respecto al resto de las secuencias de los otros genes, pero tuvo un porcentaje mayor con respecto al
analisis anterior (64 %). Por otra parte, la secuencia de la enzima Fasl es la mas alta con respecto
a todas las secuencias encontradas (90 %) (Tabla @).

La secuencia de la enzima de Acly de R. toruloides tiene una longitud reportada de 1157
aminodcidos (Zhu y col., 2002), mientras que la predicha para R. mucilaginosa tiene una longitud
de 1035 aminoacidos. No esta claro si el fragmento de diferencia entre la Acly de R. toruloides y R.

mucilaginosa tiene alguna importancia en las caracteristicas de esta enzima. El analisis de Mycocosm

mostro que la secuencia de nucleétidos codificante para esta enzima tiene un tamaiio de 4538 pb, que
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incluye 6 intrones y 7 exones. La identidad de ambas secuencias tras el anélisis de tBLASTn es de
88 % (Tabla@). En Y. lipolytica, la Acly esté conformada por dos subunidades (Acll y Acl2) (Fakas,
2017). Se ha reportado que la subunidad Acll tiene una longitud de 650 aminodcidos, mientras
que Acl2 tiene una longitud de 497 aminoacidos, por lo que para cada subunidad se realizé el
alineamiento por separado contra la secuencia entera predicha para R. mucilaginosa. Se encontraron
identidades de 77 % y 57 %, respectivamente. Notablemente, Acll corresponde a la regién C-terminal
del péptido de R. toruloides y R. mucilaginosa, mientras que Acl2 corresponde a la porcién N-
terminal. Para el caso de la enzima Accl, la secuencia de aminoacidos predicha por Mycocosm tiene
una longitud de 2254 aminoacidos y la misma enzima en R. toruloides tiene una longitud de 2233
aminoécidos. La secuencia de nucleétidos correspondiente a esta enzima tiene una longitud de 7974
pb, que incluye 6 intrones y 7 exones. El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de Accl de
R. mucilaginosa vs. R. toruloides arrojé como resultado una identidad de 87 % (Tablaf). Similar
a este resultado, tras el alineamiento utilizando las secuencias de aminoacidos correspondientes a
Accl de R. diobovata, Y. lipolytica y S. cerevisiae se obtuvieron identidades de 85 %, 57 % y 55 %,
respectivamente.

Por otro lado, se ha reportado en levaduras que las proteinas Fasl y Fas2 forman un complejo
multimérico de 12 monémeros: 6 monémeros de la subunidad o y 6 monémeros de la subunidad
(B, componiendo una estructura supramolecular de 2.6 MDa, que es capaz de llevar a cabo una
serie de reacciones cataliticas que permiten la sintesis de acidos grasos (K. Singh y col., 2020).
En S. cerevisiae, la secuencia de aminoacidos de Fasl tiene una longitud de 2051 aminoacidos,
mientras que en Y. lipolytica, la enzima homdloga tiene una longitud de 1850 aminoacidos. En
R. toruloides, Fasl tiene una longitud de 2928 aminoacidos (Zhu y col., P012). En comparacién
con esto, la secuencia predicha por Mycocosm para Fasl de R. mucilaginosa tiene una longitud de
1540 aminoacidos. La secuencia de nucledtidos codificante para este polipéptido tiene una longitud
de 5286 pb e incluye 6 intrones y 7 exones. El alineamiento de la secuencia de aminoécidos de S.
cerevisiae mostro una identidad de 11 %, mientras que las secuencias de R. toruloides y Y. lipolytica
tuvieron identidades de 90 y 52 %, respectivamente (Tabla @). Algo que resulta interesante es el
hecho de que la secuencia de Fasl de R. toruloides tiene una longitud de casi el doble de la

secuencia putativa de Fasl de R. mucilaginosa, por lo que al realizar el alineamiento se observd
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que la secuencia de aminoéacidos de R. mucilaginosa muestra identidad solamente con la porcién
C-terminal de Fasl en R. toruloides.
La secuencia de Fas2 de R. toruloides tiene una longitud de 1266 aminodcidos (Zhu y col.,

12), mientras que la secuencia predicha para R. mucilaginosa tiene un tamano mayor, con 1874

W)

aminoacidos. La secuencia de nucledtidos correspondiente a éste polipéptido en R. mucilaginosa
tiene un tamano de 4175 pb, que incluye 3 intrones y 4 exones. El alineamiento de esta secuencia
de R. toruloides, Y. lipolytica y S. cerevisiae permitié obtener porcentajes de identidad de 86 % y
10% (Tabla @). Las identidades correspondientes a Y. lipolytica y S. cerevisiae son notablemente
bajas; sin embargo, entre si, las secuencias de Fas2 de ambas levaduras tienen un porcentaje de
identidad de 62 %. En R. mucilaginosa, Pahl tiene una longitud de 1072 aminoécidos de acuerdo
con la secuencia predicha por Mycocosm. En R. mucilaginosa, la secuencia de nucledtidos codifi-
cante para éste polipéptido tiene una longitud de 4748 pb, que incluye 8 intrones y 9 exones. En
R. toruloides, Y. lipolytica y S. cerevisiae, esta proteina tiene longitudes de 1133, 723 y 862 ami-
noacidos, respectivamente. El alineamiento de éstas secuencias de aminoécidos dio como resultado
identidades de 64 %, 60 % y 55 %, respectivamente (Tabla @).

Finalmente, en el caso de la secuencia de Dgal, esta enzima tiene una longitud de aminoacidos
de 418 (S. cerevisiae), 514 (Y. lipolytica) y 348 (R. toruloides). Mientras que en R. mucilaginosa,
la secuencia de aminoacidos predicha por Mycocosm tiene una longitud de 666 aminoacidos, y la
secuencia de nucledtidos es 2620 pb, que incluye 9 intrones y 10 exones. Los alineamientos de Dgal
de R. toruloides, Y. lipolytica y S. cerevisiae contra la secuencia de R. mucilaginosa, resulté en

identidades de 84 %, 51 % y 40 %, respectivamente (Tabla @).

Tabla 7: Especies de levaduras, cepas, genes y ORFs utilizados en el analisis de BLAST contra la base de
datos local.

Proteina  R. toruloides Y. lipolytica S. cerevisiae

Acly 88 «T7/57 -

Accl 87 57 55
Fasl 90 52 11
Fas2 86 10 10
Accl 64 60 55
Accl 84 51 40
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6.3.3. Modelado de secuencias con SWISS-Model

Con el fin de tener méas informacion que apoyara los resultados obtenidos con los alineamien-
tos de secuencias para las proteinas de interés, se realizé6 un modelado de homologia utilizando la
plataforma de SWISS-Model con las secuencias de aminoacidos obtenidas de cada enzima. El mo-
delado permiti6 identificar las estructuras conservadas a partir de modelos tridimensionales con los
cristales de las proteinas reportados en otros estudios y registrados en Protein Data Bank (PDB).

De las 6 proteinas descritas, en la plataforma de SWISS-Model se lograron encontrar cristales
de 5 proteinas correspondientes a Acly, Accl, Fasl, Fas2 y Pahl. Para el caso de la secuencia de
Dgal, su estructura es similar a la de la porcién C-terminal de la proteina NAAG60 (acil-Coa N-
aciltransferasa) de Arabidopsis thaliana. Sin embargo, el analisis de BLAST con Mycocosm sugiere
que NAAGO se encuentra en una region distinta del genoma, lo cual podria indicar que esta regién
de la secuencia de aminoédcidos de Dgal tiene identidad con la de NAAG0, debido al dominio de
transferasa que comparten. Los modelos obtenidos para las otras cinco casos proteinas en estudio
se ajustaron mejor a las secuencias de aminodcidos de las proteinas de Homo sapiens (Acly) y S.

cerevisiae (Accl, Fasl y Fas2) y Tetrahymena thermophila (Pahl) (Tabla B).

Tabla 8: Estructuras cristalograficas de las proteinas utilizadas para el modelado por homologia en SWISS-
Model. RMSD= Raiz de la desviacién estandar cuadratica media.

Proteinas modeladas Organismo ID en PDB RMSD (A)

Acly H. sapiens 6POF 0.352
Accl S. cerevisiae 5CSL 0.352
Fasl S. cerevisiae 6QLI 0.352
Fas2 S. cerevisiae 6QLI 0.352
Pahl T. thermophila 6TZ7Z 0.352

Modelado de Acly (ATP Citrato Liasa)
Para el caso de la Acly se realizé un nuevo alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de R.
mucilaginosa y H. sapiens. La identidad entre ambas enzimas es de 55 % y el andlisis de modelado

de homologia entre la estructura tridimensional de Acly de R. mucilaginosa contra la estructu-
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ra cristalografica de la enzima de H. sapiens (6POF en PDB) resulté en un RMSD (Raiz de la
desviacion estdndar cuadratica media, medida de la cercania entre los dtomos del modelo y la
proteina cristalizada) de 0,352 A, asi como en una similitud de 47 % con cobertura de 95 %. Esto
demuestra no solamente la correspondencia estructural entre el modelo tridimensional de Acly de
R. mucilaginosa con la proteina cristalizada de H. sapiens, sino también soporta la identidad de la
secuencia de aminoacidos predicha como resultado del anélisis de tBLASTh utilizando la plataforma
de Mycocosm.

Se ha descrito que Acly es una proteina de aproximadamente 120 kDa al formar un homo-
tetramero donde cada mondémero tiene un dominio N-terminal de acil-CoA sintasa (ASH) y un
dominio C-terminal de citrato sintasa (CSH) (Chévez Cabrera y col., 2015; X. Wei y col., 2020).
En la Figura BB se puede observar el empalme entre las estructuras del monémero de la protei-
na cristalizada (modelo en color rosa) y el modelo de la Acly de R. mucilaginosa. En el modelo
de Acly (Figura BA), la regién en color amarillo corresponde al superdominio ASH N-terminal,
mientras que la regién en color verde corresponde al superdominio CSH C-terminal. En rojo se
sefiala la regiéon conocida como “tallo” que une ambos superdominios de la proteina (Verschueren
y col., 2019). Se identificaron residuos reportados como de importancia catalitica en la Acly de
H. sapiens, principalmente S574, R576, E599 y K964 (X. Wei y col., 2020), que corresponden a
los residuos S624, R626, S627, E649 y K1015 en la secuencia de aminoacidos de R. mucilaginosa
(Figura Anexa ).

Estos resultados indican que es muy posible que el polipéptido codificado en el ORF encontra-
do como resultado de los andlisis de BLAST que corresponden al gen ACLY en R. mucilaginosa.
Sin embargo, en la regién C-terminal, correspondiente al superdominio CSH, Acly de R. mucila-
ginosa parece carecer de una porcion significativa de la proteina en comparacion a H. sapiens, Y.
lipolytica o incluso R. toruloides (Figura Anexa ). Sin embargo, como se observé anteriormente,
R. mucilaginosa mantiene la produccién de TAGs, lo cual se encuentra directamente relacionado
con la funcionalidad de Acly que produce el citrato. Dilucidar el significado e importancia de esta
diferencia requiere de andlisis futuros que comparen la estructura y las caracteristicas bioquimicas

y funcionales de la proteina.
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Figura 8: Comparacion entre el modelo 3D de Acly predicho por SWISS-Model y la estructura cris-
talografica de Acly de H. sapiens. (A) Modelo 3D de Acly de R. mucilaginosa predicho por SWISS-Model. En
amarillo, la region correspondiente al extremo N-terminal, el superdominio ASH. En verde, la regién correspondiente
al extremo C-terminal, el superdominio CSH. En rojo, la regién conocida como “tallo” que une ambos superdominios.
En azul, los sitios de importancia catalitica. (B) Ambos modelos 3D se encuentran empalmados en las zonas de mayor
correspondencia estructural. En color verde el modelo de Acly predicho con SWISS-Model, en rosa la estructura del
cristal 6pof de PDB correspondiente a Acly de H. sapiens. RMSD = 0.352.

Modelado de Accl (Acetil-CoA Carboxilasa)

Se realizé un modelado de homologia para la Accl usando la secuencia de aminoécidos predicha por
Mycocosm y el cristal 5CSL de la proteina de S. cerevisiae en PDB (Tabla R), ya que ésta resulté ser
la estructura con mejor ajuste al modelo (RMSD de 0,328 A, similitud de 55 % y cobertura de 95 %),
a pesar de que, como se observo en el andlisis de tBLASTn, la identidad entre ambos polipéptidos es
minima. Sin embargo, el modelado de homologia y el porcentaje de similitud muestran la estructura
correspondiente entre ambas proteinas.

La Accl es un homodimero multidominio de 250 kDa. Dentro de la proteina, el dominio AC1
presenta una estructura de horquilla a-helicoidal, lo cual permite el anclaje de los monémeros y por
tanto la formacién de la holoenzima, cuya presencia es imprescindible para la actividad catalitica
(J. Wei & Tong, 2015). En la figura M se aprecian las estructuras tridimensionales del modelo del
monoémero de la Accl para R. mucilaginosa (verde) y el de la proteina cristalizada de S. cerevisiae
(rosa). En color rojo se puede distinguir la estructura del dominio horquilla, el cual en S. cerevisiae
estd demarcado por los residuos 940 a 972, correspondientes a la regién de los residuos 963 a 992
en R. mucilaginosa. Los residuos K73E, R76E y W487A en el dominio BC del extremo N-terminal

también han sido reportados como de importancia catalitica (J. Wei & Tong, 2015), y corresponden

40



en R. mucilaginosa a los residuos K97, R100 y W510. Debido tanto a la correspondencia estructural
como a la presencia del sitio de mayor importancia catalitica, éste analisis nos indica que el gen

RhACC1 muy posiblemente codifica la proteina Accl en R. mucilaginosa.

Figura 9: Comparacién entre el modelo 3D de Accl predicho por SWISS-Model y la estructura
cristalografica de Accl de S. cerevisiae. Ambos modelos 3D se encuentran empalmados en las zonas de mayor
correspondencia estructural. En color verde el modelo de Accl predicho con SWISS-Model, en rosa la estructura del
cristal 5csl de PDB correspondiente a Accl de S. cerevisiae. En rojo se indican los residuos de mayor importancia
catalitica. RMSD = 0.328.

Modelado de Fasl y Fas2 (Acido graso sintasa 1 y Acido graso sintasa 2)

Fasl y Fas2 forman un complejo multimérico de 6 monémeros de cada subunidad. En S. cerevisiae
ambas subunidades son proteinas multidominio con actividades cataliticas especificas. La subunidad
Fasl o ( contiene los dominios ACP (Acyl carrier protein), KR (cetoreductasa), KS (cetosintasa) y
PPT (panteteina transferasa), mientras que la subunidad Fas2 o «, contiene los dominios AT (acil
transferasa), ER (enoil reductasa), DH (deshidrogenasa) y MPT (malonil/palmitoil transferasa)
(K. Singh y col., 2020).

En R. toruloides, tanto la organizacion de los dominios de ambas, proteinas como la nomencla-
tura que identifica a Fasl y Fas2 difiere. Fasl solamente contiene los dominios ER y AT, mientras
que los dominios PPT, KS y KR se encuentran en Fas2 (Zhu y col., 2002). Asimismo Fasl en R.
toruloides corresponde parcialmente a la subunidad a que en S. cerevisiae es conocida como Fas2,

y viceversa, con la subunidad Fasl, que corresponde con la subunidad 8 en S. cerevisiae. Se reali-

zaron los modelados con SWISS-Model de Fasl y Fas2, utilizando las secuencias obtenidas por los
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andlisis de BLAST con Mycocosm y las estructuras cristalogréaficas (Tabla B) de ambas proteinas
de S. cerevisiae depositadas en el PDB.

A pesar de que la identidad entre las secuencias de aminodcidos de Fasl y Fas2 es minima
entre ambas especies de levaduras, se observé una correspondencia estructural clara. Aunque la
discrepancia en la identidad entre las secuencias de aminoacidos de R. mucilaginosa 'y S. cerevisiae,
y la organizacion de los dominios de ambas subunidades es distinta, la correspondencia estructural
se mantiene. Sin embargo, esta discrepancia provoca que la estructura del cristal de Fasl y Fas2
de S. cerevisiae contenga regiones que no corresponden al modelo de R. mucilaginosa, provocando
que la comparacién entre el modelo y el cristal en ambas proteinas resulte en un RMSD de 3,192 A
y 2,884 A para Fasl y Fas2, respectivamente. No obstante, al eliminar estas regiones de la com-
paracién del modelo y el cristal de cada proteina, se obtienen RMSD de 0,250 A y 1,019 A, para
ambas proteinas, respectivamente, y los porcentajes de similitudes y coberturas aumentan (45 %
de similitud y 99 % de cobertura para Fasl, y 41 % de similitud y 92 % de cobertura para Fas2)
en los modelos con relacién a la proteina cristalizada. Esto esclarece la discrepancia entre el ajuste
de los modelos a los cristales de ambas proteinas y la observaciéon directa del empalme de estos
(Figura TJA y B).

Precisamente la mayor diferencia entre las proteinas de ambas levaduras (R. mucilaginosa y S.
cerevisiae) se observa debido a la organizacién de las distintas regiones cataliticas que permiten la
actividad del complejo Fasl/Fas2. No esta claro, sin embargo, la importancia de esta organizacién.
Distintos anélisis pueden pueden arrojar luz sobre si este fendémeno tiene o no implicaciones en la
regulacion o actividad del complejo, asi como en la producciéon de FAs, sobre todo en relacién a
otras levaduras oleaginosas como Y. lipolytica, o no oleaginosas como S. cerevisiae.

Modelado de Pahl (Acido fosfatidico fosfatasa)

Asi como se hizo para las proteinas Acly, Accl, Fasl y Fas2, se realiz6 el modelado de homologia
utilizando la secuencia de aminoacidos, obtenida en Mycocosm y en la plataforma de SWISS-Model.
Sin embargo, a diferencia de las proteinas anteriores, la estructura cristalografica a la que mejor
se ajusta no pertenece a una levadura, sino a Tetrahymena thermophila, el cual es un protozoo

perteneciente al filo ciliophora.
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Figura 10: Comparacién entre el modelo 3D de Fasl y Fas2 predichos por SWISS-Model y la estructura
cristalografica de Fasl y Fas2 de S. cerevisiae. Ambos modelos 3D se encuentran empalmados en las zonas
de mayor correspondencia estructural. En color verde el modelo de Fasl predicho con SWISS-Model, en rosa la
estructura del cristal de PDB correspondiente de S. cerevisiae. (A) Modelo de Fasl de R. mucilaginosa y estructura
cristalografica 6q19 de la proteina de S. cerevisiae. (B) Modelo de Fas2 de R. mucilaginosa y estructura cristalografica
6ql9 de S. cerevisiae. Fas1 RMSD = 0.25. Fas2 RMSD = 1.019.

Se encontré que no hay una correspondencia completa entre el modelo de Pahl de R. mucila-
ginosa y la proteina cristalizada de Pahl de T. thermophila (similitud de 42 %, cobertura 22% y
RMSD de 3.523) (Figura @). Sin embargo, al eliminar la regiéon que no cubre el modelo de Pahl
de R. mucilaginosa, el RMSD es de 0.17, indicando una correspondencia estructural parcial. Esto
puede deberse a que la regién que se alineé entre las secuencias de aminoacidos de ambas proteinas
estd conservada. Por lo tanto, para esclarecer esta discrepancia fue necesario identificar los resi-
duos de aminoacidos con importancia catalitica en ambas secuencias de aminoacidos utilizando el
alineamiento de R. mucilaginosa vs S. cerevisiae, Y. lipolytica y R. toruloides.

Los residuos de importancia catalitica en Pahl y especificamente la presencia de un motif de
cinco aminoécidos llamado DxDxT han sido ya reportados (Khayyo y col., 2020). En S. cerevisiae,
el dominio DxDxT corresponde a los residuos D398, 1399, D300, G401 y T402. Después de realizar el
alineamiento se pudo identificar este motif en la secuencia de aminoacidos de R. mucilaginosa en los
residuos D695, 1696, D697, G698 y T'699, asi como en las secuencias de aminoacidos pertenecientes
a las otras dos levaduras: Y. lipolytica y R. toruloides. Otros residuos de importancia catalitica
como A444, R445, G529 y N530 en S. cerevisiae corresponden a S741, R742, G815 y N816 en R.

mucilaginosa.

43



Es notable el cambio de A444 y S446 de S. cerevisiae y Y. lipolytica por S741 y A743 en R.
mucilaginosa vy R. toruloides. Aunque el cambio es por aminoécidos de propiedades fisicoquimicas
distintas (de aminoécidos polares a no polares), el contexto es el mismo: donde los dos aminoécidos
anteriores a A444 en S. cerevisiae y S741 en R. mucilaginosa son leucina y treonina, seguidos de
una arginina, los sitios S446 en S. cerevisiae y A743 en R. muctlaginosa y, finalmente un aminoécido
no polar que en S. cerevisiae es alanina (A447) y en R. mucilaginosa es isoleucina (I1744) (Figura

Anexa ).

Figura 11: Comparaciéon entre el modelo 3D de Pahl predicho por SWISS-Model y la estructura
cristalografica de Pahl de T. thermophila. Ambos modelos 3D se encuentran empalmados en las zonas de mayor
correspondencia estructural. En color verde el modelo de Pahl predicho con SWISS-Model, en rosa la estructura del
cristal 6tzz de PDB correspondiente a Pahl de T. thermophila. En rojo se indican los residuos de mayor importancia
catalitica. RMSD = 0.17.

Modelado de Dgal (Diacilglicerol-O-aciltransferasa)

Como se menciono anteriormente, el analisis de homologia de Dgal no permiti6 establecer un modelo
preciso de Dgal de R. mucilaginosa con respecto a la proteina cristalizada de otro organismo.
La porciéon C-terminal de NAAG60 de Arabidopsis thaliana presenta una similitud de 28 % y una

identidad de 15.98 % con Pahl de R. mucilaginosa. Esto podria ser, dado que NAAGO es una acil
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CoA N-aciltransferasa, presente en una gran cantidad de organismos incluyendo a R. mucilaginosa.
Sin embargo, es notable que la secuencia de Pahl obtenida en Mycocosm tiene una longitud de 666
aminoacidos, una mayor longitud que las secuencias de aminoédcidos de Pahl en otras levaduras
como S. cerevisiae (418 aminodcidos), Y. lipolytica (514 aminoacidos), inclusive en R. toruloides
(348 aminoécidos). Precisamente, en esta regién de la secuencia, mediante SWISS-Model en donde
se encuentra la mayor similitud con NAAG60. Debido a lo anterior, la secuencia de aminoacidos
predicha por Mycocosm tuvo que hacerse mediante la identificacion de residuos de importancia
catalitica o regiones conservadas (Figura Anexa ().

Se identificaron sitios de importancia catalitica, un dominio putativo de unién a lipidos y el
motif HPHG (Stone y col., 2008). El motif HPHG esta altamente conservado en una gran cantidad
de organismos y en S. cerevisiae se encuentra en los residuos 193 a 196, mientras que en la secuencia
de aminoacidos de Pahl de R. mucilaginosa, en los residuos 151 a 154. Otro sitio de importancia
catalitica es el residuo G201 en S. cerevisiae, que corresponde a G159 en R. mucilaginosa. El
dominio putativo de unién a lipidos se identificé a partir del dominio reportado en S. cerevisiae
por Stone y col. (2006), el cual contiene una secuencia conservada con los residuos F71, V72 y L73.

Se observo que en R. mucilaginosa 'y R. toruloides, este dominio no es idéntico, ya que contiene
cambios en L73, P74 e I75 o en 144, P45 e 146, respectivamente. Sin embargo, estos son aminoacidos
con caracteristicas estructurales y fisicoquimicas similares siendo todos aminoacidos neutros no

polares.

6.4. La limitacién de nitrégeno favorece la expresion de algunos genes de la

lipogénesis

Para obtener el perfil de expresiéon de los ORFs identificados se cuantificé la expresion relativa

mediante el anélisis de RT-qPCR como se describe en [Mafteriales v Métodos. La extraccién de RNA

total se llev6 a cabo durante la fase de crecimiento exponencial (18 h) en dos condiciones de cultivo
previamente caracterizadas (C/Nyp.; y C) y medio rico YPD como condicién control. La eficiencia
de amplificacién de los oligonucledtidos descritos en la Tabla B se verificd por una curva estandar y

las regresiones lineales se observan en la Figura T2. Los oligonucleétidos que mostraron eficiencias
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de amplificacién mayores al 90 % (R? > 0.9) se utilizaron para realizar el anélisis de qPCR.

Los resultados de RT-qPCR se muestran en la figura T2, donde se pueden apreciar las veces
de cambio (FC log2) de la expresién relativa de los genes putativos de la via de sintesis de lipidos
(RmACLY, RmACC1, RmFAS1, RmFAS2, RmDGA1 y RmPAH1) en las condiciones lipogénicas
y la condicién control. Los datos se normalizaron con la transcripcién del gen RmACT1, que se ha
reportado ampliamente en estudios de expresién génica como gen de referencia para el analisis de
RT-qPCR (Landolfo y col., 2018).

Los genes RmACLY, RmACC1, RmFAS1y RmFAS2 presentan niveles similares del transcrito en
las condiciones lipogénicas (C/Nyp.; y C). En ambas condiciones, estos cuatro genes son regulados
positivamente. Sin embargo, en la condicion C/Nyg.1, la expresiéon es mayor que en la condicién
control de medio rico YPD. En contraste, en la condicién C estos mismos genes presentan un
incremento menor que la condicién C/Nyg.; con respecto la condicién control. Inclusive, RmACLY
presenta un nivel de expresién ain menor en la condicién C que en la condicién control, con un
cambio negativo respecto a RmACT1 (Figura @I3). Estos cuatro genes son los primeros pasos en
la via de sintesis de lipidos en levaduras oleaginosas, por lo que es posible que este aumento se
deba precisamente al estado metabdlico de R. mucilaginosa durante las primeras horas de cultivo,
correspondientes a la fase de crecimiento exponencial. Sin embargo, es notable la discrepancia de
la expresion entre las condiciones C/Nyg.; y C, pues la produccién de lipidos alcanza niveles més
altos en la segunda condicién, como se vid anteriormente.

A las 18 h de cultivo, R. mucilaginosa se encuentra al final de la fase de crecimiento exponencial,
préxima a la fase estacionaria de crecimiento, lo cual es un punto para el inicio en la acumulacién
de lipidos y la entrada a otros procesos celulares como la autofagia (Schepers & Behl, 2021). A
diferencia de los cuatro genes anteriores, los genes RmPAHI y RmDGA1 muestran una expresion
menor, sobre todo en la condicién control, pero el fenémeno es similar en las tres condiciones de
cultivo.

Esta ya establecido que la proteina de unién a elementos reguladores del esterol 1 (SREBP-1)
es capaz de regular la transcripcion de ACLY a partir de la unién a la secuencia promotora en
dos motifs (Sate y col., 2000). Pero esta regulacion transcripcional es independiente de la activi-

dad enzimaética de Acly. Hay otros mecanismos de regulaciéon post-traduccional involucrados en la

46



actividad de Acly, como la respuesta a cambios ambientales a través de la fosforilacién de distintos
residuos de la proteina o la promocién o prevencion de la formacién del homotetramero (Bazilevsky
y col., 2019; Chypre y col., 20072). Por lo tanto, a pesar de que se observ) cémo la condicién C es la
condicién lipogénica que promueve la sintesis de una mayor cantidad de TAGs en R. mucilaginosa,
encontrar niveles bajos de transcrito es un fenémeno esperado debido a la desconexion de la regu-
lacién transcripcional y la regulacion post-traduccional. En esta condicién, incluso si la expresion
de RmACLY parece ser baja en comparacién con el medio control, la actividad de la enzima se ve
regulada por otros factores mas alla de la expresién genética.

Asicomo loson ACC1, FAS1 y FAS2, PAHI es uno de los genes controlados mediante el circuito
de Henry, el cual emplea el complejo de activacion transcripcional de Ino2-Ino4, el represor Opil
y la proteina Scs2 para la regulacion de la produccién de fosfolipidos, la regulacion transcripcional
por este circuito se ve orquestada por la presencia de un elemento de activacién sensible a inositol
(UAS;no) rio arriba de los genes involucrados tanto en la via de sintesis de fosfolipidos como en la
de sintesis de 4cidos grasos (Kwiatek y col., 2020; Wimalarathna y col., 2011).

El gen PAH1 (RmPAHI en R. mucilaginosa) codifica la enzima Pahl, la cual es una fosfatasa
de acido fosfatidico directamente involucrada en el paso de acido fosfatidico producto de los acidos
grasos generados por Fasl/Fas2 a diacilgliceroles y en consecuencia es clave en la produccion de
TAGs. Esta proteina juega un papel importante en el almacenamiento de lipidos y el contenido
lipidico de la membrana, lo cual tiene un efecto significativo en la homeostasis celular, y por tanto,
su expresion debe ser regulada de forma estricta (Pascual & Carman, 2013).

En la literatura se ha establecido que Pahl no se encuentra comtinmente en las células en esta-
do de crecimiento exponencial y su expresion aumenta al comenzar la fase estacionaria (Khondker
y col., 2022). Esta regulacién temporal se conecta con la modulacién de la produccion de fosfolipidos
a través de la expresion de distintos genes que contienen la secuencia UAS;yo mediante el circuito
de Henry (Henry & Patton-Vogt, I998), que responde a condiciones nutrimentales que regulan la
produccién de fosfolipidos, como la disponibilidad de inositol, colina, etanolamina, serina o zinc
(Kwiatek y col., 2020). Esto explica los niveles basales de transcrito de RmPAH1 a las 18 h de

cultivo, pues en la fase de crecimiento exponencial las condiciones nutrimentales atin son favorables

para la expresién de la via de sintesis de fosfolipidos. Sin embargo, la presencia de transcrito de
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RmACLY, RmACC1, RmFAS1 y RmFAS2 indica que la célula puede estar preparando el cam-
bio metabdlico en este punto hacia la producciéon de TAGs, principalmente debido a la presién
nutrimental que los medios lipogénicos ejercen. En la condicién control, la represiéon de RmPAH1
es auin mas notoria probablemente debido a la abundancia de nutrientes del medio rico YPD, lo
que permite mantener la expresion de la via de sintesis de fosfolipidos en busca del crecimiento y
acumulacién de biomasa y no en el cambio metabdlico de R. mucilaginosa hacia la producciéon de
lipidos.

Con respecto a RmDGA 1, se ha establecido con anterioridad que en S. cerevisiae la transcripcién
de DGAT1 se regula al alza durante la fase estacionaria de crecimiento o durante la fase de cambio
de crecimiento diduxico. Esta regulacién muy probablemente se acopla a otros factores como la
regulacién de genes alternos a la sintesis de TAGs por la via de Kennedy, como LRO1 (Oelkers y col.,
2007) o incluso probablemente a la de genes dentro de la misma via de sintesis como ACC? (Tai
& Stephanopoulos, 2013). Por lo tanto, el comportamiento que muestra el transcrito de RmDGA 1
en las tres condiciones analizadas es congruente con el patrén de regulaciéon de RmPAHI1. La
fase estacionaria es el momento donde estos genes tienen un papel protagdnico, redirigiendo el
metabolismo de la sintesis de fosfolipidos a la acumulaciéon de TAGs.

En conjunto, estos resultados son parcialmente congruentes con la observacién mediante la mi-
croscopia de MET, debido a que tras 18 h de cultivo en medios lipogénicos, R. mucilaginosa es
capaz de acumular lipidos, lo cual es respaldado con la observacion del crecimiento de LDs, en com-
paracién al crecimiento en YPD. Es importante recordar que los resultados obtenidos provienen de
células cultivadas durante 18 horas, que refleja la tltima etapa de la fase de crecimiento exponencial
(Figura @a).

El estado metabdlico de la célula puede verse reflejado en su expresion génica, sin embargo,
para poder afirmar con certeza lo observado, sera necesario replicar el analisis con una n mayor,
ademas de que por si solos, estos resultados son incapaces de explicar por completo la acumulacién
de lipidos en medios lipogénicos, debido a que parecen presentar una expresién mayor en el medio
C/Nyp.1 que en C, cuando en las imdgenes de MET muestran precisamente lo contrario, un mayor
tamano en las gotas lipidicas en el medio sin nitrégeno que con nitrégeno adicionado (Figura Bb y

e). No obstante, esto puede ser una observacion inicial sobre la dindmica de acumulaciéon de TAGs
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Figura 13: Analisis RT-qPCR de genes relacionados con la lipogénesis de R. mucilaginosa en
diferentes condiciones en medio rico o limitacion de nitrégeno. Se extrajo RNA total de células
cultivadas en condiciones de YPD, C/N40 y C/NO durante 18 h (columnas). La qPCR se realizé con DNA
complementario (¢cDNA), utilizando oligonucle6tidos especificos que amplifican fragmentos de los genes de
RmACLY, RmACC1, RmFAS1, RmFAS2, RmPAH1 y RmDGA1. El nimero de veces de cambio se expresa
como FC (log,). Los colores sefialan el cambio de expresion relativa (rojo, menor abundancia del transcrito;
verde, mayor abundancia del transcrito). n = 2. (A) Mapa de calor con la expresién relativa de los genes
normalizados con respecto a RmACT1. (B) Gréfica de barras de la expresion relativa de los genes normali-
zados con respecto a RmACTI.

en términos de la expresién genética y su relacion al posible estado metabédlico de R. mucilaginosa
(Figura @d4). Es posible, por ejemplo, que la disminucién de la expresion de PAH1 se deba a
que se encuentra en el punto de ramificacién entre la produccion de TAGs o fosfolipidos, por lo
que la célula favorece en este punto la producciéon de fosfolipidos. Por otra parte, la normalizacién
de la expresién relativa con el gen de actina (RmACT1) puedo estar sesgada debido a la baja
eficiencia que se obtuvo en la curva estdndar (Figura T2M), por lo que se sugiere disefiar otros

oligonucledtidos para mejorar la eficiencia de amplificacion.
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Figura 14: Esquema representativo de la expresién relativa y el estado metabdlico hipotético
de R. mucilaginosa durante 18 h de crecimiento. En cultivos con limitacién de nitrégeno (inanicién
o poca disponibilidad), R. mucilaginosa acumula lipidos en LDs, lo cual se refleja en un incremento en la
expresion de los genes del inicio de la via de sintesis de acidos grasos y una expresion relativamente menor
en los genes de sintesis de TAGs. A diferencia, en cultivo con nitrégeno abundante, la acumulacién de lipidos
se ve disminuida, que se correlaciona con una menor expresion de los seis genes involucrados en la sintesis
de FAs y TAGs.
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7. Conclusiones

La levadura R. mucilaginosa acumula una mayor cantidad de TAGs en medios limitados. Esta
acumulacién es més evidente conforme la disponibilidad de nitrégeno disminuye, presentando un
maximo de acumulacién en ausencia total de nitrégeno. La acumulaciéon de gotas lipidicas en las
células observadas por MET es congruente con los datos de acumulacién de TAGs.

Los analisis de BLAST y alineamientos permitieron identificar los marcos de lectura abiertos
de los seis genes involucrados en la sintesis de FAs y TAGs, mientras que a través del anélisis de
modelado de homologia se corroboré la similitud estructural de las enzimas correspondientes a Acly,
Accl, Fasl, Fas2, Dgal y Phal de R. mucilaginosa. Esto nos indicé con certeza la identidad de las
secuencias de nucledtidos, y permitié realizar el analisis de expresién de estos genes.

Finalmente, la expresién de RmACLY, RmACC1, RmFAS1, RmFAS2, RmPAH1 y RmDGA1
a las 18 h de crecimiento en condiciones de medio rico y en condiciones lipogénica indica que en
la etapa de crecimiento exponencial R. mucilaginosa se encuentra en un estado metabdlico que se
prepara para comenzar a favorecer la produccién de lipidos neutros como TAGs en lugar de lipidos
de membrana como fosfolipidos. La regulacion de RmPAH1 parece ser clave en la decision entre una
u otra via, lo cual se puede observar claramente al encontrarse regulada a la baja en condiciones de
crecimiento exponencial. Este fenomeno se aprecia en la abundancia de gotas lipidicas tras 18 o 48
horas de cultivo, con una cantidad y tamano mayor que en el resto de las condiciones de crecimiento.

La reduccién en la disponibilidad de nitrégeno induce la lipogénesis en R. mucilaginosa.
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8. Perspectivas

En este trabajo se logré un primer paso en la caracterizacion de varios de los elementos involu-
crados en la sintesis de lipidos en R. mucilaginosa. Sin embargo, ain prevalecen varias cuestiones
sin respuesta sobre la naturaleza del fenémeno de la acumulacién de lipidos. En principio, los resul-
tados aqui mostrados sobre la expresiéon de los genes involucrados en éste proceso celular requieren
ser replicados con una n superior, de forma que el perfil de expresién sea establecido con mayor
certeza. Asimismo, es necesario corroborar la acumulacién de TAGs, ya que los resultados obtenidos
aqui muestran niveles muy bajos en relacién al peso seco del cultivo.

Con respecto al modelado de proteinas, es posible conducir anélisis de acoplamiento molecular
para dilucidar la manera en la que suceden las interacciones entre las enzimas, principalmente ACLY
y ACCI, y las moléculas sobre las cuales llevan a cabo su actividad catalitica. Especialmente en
ACLY, la falta de informacion sobre la regién faltante de la proteina en comparacién a H. sapiens
o Y. lipolytica indica que es un camino por recorrer. Para este fin podria ser posible llevar a cabo
analisis de sintenia que permitan conocer la naturaleza de la organizacion de los genes dentro del
genoma de R. mucilaginosa y comparar con otras levaduras. Asimismo, andlisis sobre la funciona-
lidad de Acly mediante mutaciones en el gen, comparando la presencia y ausencia del fragmento
"faltante". Esto podria ser sencillo con los nuevos métodos de edicién genética como CRISPR-Cas9.
Ademas, estos métodos de edicién genética pueden ser de gran utilidad al implementarlos en R. mu-
ctlaginosa en contextos de aprovechamiento biotecnoldgico, permitiendo su manipulacién genética
para superar los problemas de produccién industrial que limita cultivar a las levaduras en medio

minimo limitados, de forma que la produccién de lipidos pueda ser a costos menores.
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Anexos

®
5

2 &3 o5 6 o7

Amplicén 1 5’- TGCTCGAC GACTTTGCCTGCGGTCGCGAGACGCCTTCGGTCGCCGCCATGGTCTACCCCTTTGGCGGACACCACATCCAGAAGTTCTACTGGGGTACCAAGGA ~- 37
Amplicén 1 3’- GGCATGTCGAACGAGCTGAACAACATCCTCGCGCTCACGACCGACGGTACCTACGAGGGTATCGCCATCGGCGGTGACCGTTACCCGGGCACCACCTTCATCGACCACCT ~- 57

C

Rhodotorula toruloides
Yarrowia lipolytica
Rhodotorula mucilaginosa
Homo sapiens

Rhodotorula toruloides
Yarrowia lipolytica
Rhodotorula mucilaginosa
Homo sapiens

Rhodotorula toruloides
Yarrowia lipolytica
Rhodotorula mucilaginosa
Homo sapiens

Rhodotorula toruloides
Yarrowia lipolytica
Rhodotorula mucilaginosa
Homo sapiens

Rhodotorula toruloides
Yarrowia lipolytica
Rhodotorula mucilaginosa
Homo sapiens

Rhodotorula toruloides
Yarrowia lipolytica
Rhodotorula mucilaginosa
Homo sapiens

Figura Anexa 1: Mapa de RmACLY, amplicones y alineamiento de secuencias de aminoacidos. (A) Ma-
pa de la secuencia de nucledtidos. En azul regiones no codificantes (UTR), en rojo exones y en lineas grises intrones.
Flechas purpura indican la regién de identidad de oligonucleétidos. (B) Secuencia de los amplicones correspondientes
a las flechas en A. (C) Alineamiento de secuencias de aminoédcidos de ACLY de R. toruloides, Y. lipolytica, R. muci-
laginosa y H. sapiens. En amarillo se resalta la estructura de S-hairpin comun entre las 4 secuencias de aminoécidos.
En rojo se senala el dominio “tallo” entre los superdominios de Acly. En verde se senala la secuencia conservada entre

B-hairpin
540 H 550

TR IVVGLQPRAIQGMLDFDFACGRETPSVAAMVVPFGGHHVQKFV KETLLPVI MKEAVAKCPDADVVVNFASSRSVYQSTLEALEFPQIKAIALIAEGVPERHA 656
TRSFVYGLQPRACQGMLDFDFICKRENPSVAGVIYPFGGQFVTKMY! KETLLPVYQQVEKAAAKHPEVDVVVNFASSRSVYSSTMELLEYPQFRTIAITAEGVPERRA 137
TRSIVFGLQPRAIQGMLDFDFACGRETPSVAAMVYPFGGHHIQKFY! KETLLPVYTSMKEAVAKCPDADVVVNFASSRSVYQSTLEALEFPQIKAIALIAEGVPERHA 653
TKAIVWGMQTRAVQGMLDFDYVCSRDEPSVAAMVYPFTGDHKQKFY! KEILIPVFKNMADAMRKHPEVDVLINFASLRSAYDSTMETMNYAQIRTIAITAEGIPEALT 606

REILHLAKKKEVITIGPATVGGIKPGCFRIGNTGGMNENTLSSKLYRAGSVGYVSKSGGMSNELNNILSLTTDGAYEGIATIGGDRYPGTTFIDHLLRYEADPNCKMLVLL 766
REILHKAQKKGVTIIGPATVGGIKPGCFKVGNTGGMMDNIVASKLYRPGSVAYVSKSGGMSNELNNIISHTTDGVYEGIAIGGDRYPGTTFIDHILRYEADPKCKIIVLL 247
REILHAAQQKKVIIIGPATVGGIKPGCFRIGNTGGMIDNILSSKLYRAGSVGYVSKSGGMSNELNNILALTTDGTYEGIAIGGDRYPGTTFIDHLLRYEADPNCKLLVLL 763
RKLIKKADQKGVTIIGPATVGGIKPGCFKIGNTGGMLDNILASKLYRPGSVAYVSRSGGMSNELNNIISRTTDGVYEGVAIGGDRYPGSTFMDHVLRYQDTPGVKMIVVL 716

CCSa module

GEVGGVEEYRVIEAVKSGQIKKPIVAWAIGTCAKMFATDVQFGHAGSMANSDLETAEAKNNAMRAAGFIVPPTFEELPQVLAETYQKLVGDGTIQPKPEVPPPQIPMDYN 876
GEVGGVEEYRVIEAVKNGQIKKPIVAWAIGTCASMFKTEVQFGHAGSMANSDLETAKAKNAAMKSAGFYVPDTFEDMPEVLAELYEKMVAKGELSRISEPEVPKIPIDYS 357
GEVGGIEEYRVIEAVKAGVIKKPIIAWAIGTCAKMFTTDVQFGHAGSMANSDLETAEAKNNAMRAAGFIVPPTFEDLPEVLAETYKKLVSAGTIVPKPEVPPPTIPMDYK 873
GEIGGTEEYKICRGIKEGRLTKPIVCWCIGTCATMFSSEVQFGHAGACANQASETAVAKNQALKEAGVFVPRSFDELGEIIQSVYEDLVANGVIVPAQEVPPPTVPMDYS 826

Acly “stem”

WAQTLGMVRKPAAFISTISDERGQELLYAGMPISKVFEEDIGIGGVVSLLWFKRRLPAYATKFLEMVLMLTADHGPAVSGAMTTVITTRAGKDLVSSLVAGLLTIGDRFG 986
WAQELGLIRKPAAFISTISDDRGQELLYAGMPISEVFKEDIGIGGVMSLLWFRRRLPDYASKFLEMVLMLTADHGPAVSGAMNTIITTRAGKDLISSLVAGLLTIGTRFG 467
WAQELGMIRKPAAFISTISDERGQELLYAGMPISDVFKEDIGVGGVLSLLWFKRRLPAYATKFLEMVLMLTADHGPAVSGAMTTVITARAGKDLVSSLVAGLLTIGDRFG 983
WARELGLIRKPASFMTSICDERGQELIYAGMPITEVFKEEMGIGGVLGLLWFQKRLPKYSCQFIEMCLMVTADHGPAVSGAHNTIICARAGKDLVSSLTSGLLTIGDRFG 936

GALDGAAQEFTRAFEAGLTPREFVDSMRKANKL IPGIGHKVKSKANPDKRVELVKNYVFKHFPSAKLLEYALAVEDVTSAKKDTLILNVDGAIAVSFVDLLKNSGAFTAE 1096
GALDGAATEFTTAVDKSLSPRQFVDTMRKQNKLIPG!GHRVKSRNNPDFRVELVKDFVKKNFPSTQLLDVALAVEEVTTSKKDNLILNVDGAIAVSFVDLHHSCGAFTVE 577
GALDGAAAEFTRAYESGMSPREFVDSMRKANKLIPGIGHKIKSKANPDKRVE - =
GALDAAAKMFSKAFDSGIlPMEFVNKMKKEGKLIMGIGHRVKSINNPDNRVQILKDVVRQMFPATPLLDVALEVEK!TTSKKPNL!LNVDGL!GVAFVDHLRNCGSFTRE 1046

CoA biding domain

EAAEYHKIGTLNGLFVLGRSIGFIAHHLDQKRLKQPLVRHPADDIFIQPFNT----DRILVQQRQ --------

ETEDYLKNGVLNGLFVLGRSIGLIAHHLDQKRLKTGLYRHPWDDITYLVGQEAIQKKRVEISAGDVSKAKTRS em
1035
1101

EADEYIDIGALNGIFVLGRSMGFIGHYLDQKRLKQGLYRHPWDDISYVLPEHMSM-
—

las cuatro proteinas en el dominio ACS.
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Amplicén 1

5’ -AAGAACATGGTCGTCGCGCTCAAGGAACTCTCGATTCGCGGTGACTTCCGCACGACCGTCGAGTACCTCATCAAGCTCCTCGAG
ACGCAGGCGTTCGAAGAGAACACGATCACCACGG-3’

Amplicoén 2

5’ -CCTCTACAGTCTTCGTCTCGAC GAGGAGGTCCAGACGGCTCTTGCCGGCTTCATCGAGCGCCACGGCAAGCGCTTCTGGCG
TCTCCGCGTCACCGGCGCCGAGATCCGCATCGTCCTCGAAGA-5’

C

R. toruloides ----MPFSGEAKAVNGS - -HSVDEA-PKNPKYDHGRVVKYLGGNSLESAPPSKVADWVRERGGHTVITKILIANN- - - === == -mm oo e e oo o oo GIAAVKEIRSVRKWAYETFGS 89
R. mucilaginosa ----MPYSGEANGVANG- -RT-DGD-EATHQYDHSRVQKYFGGNSLESAPPSKVADFVRERGGHTVITKILIANNVRHQVGAAVATTETLLTKSHFTTPGIAAVKE IRSVRKWAYETFGS 112
Y. lipolytica MRLQLRTLTRRFFSMASGSSTPDVAPLVDPNIHKGLASHFFGLNSVHTAKPSKVKEFVASHGGHTVINKVLIANN- GIAAVKEIRSVRKWAYETFGD 96
S. cerevisiae ------MSEESLFESS--PQKMEYEITNYSERHTELPGHFIGLNTVDKLEESPLRDFVKSHGGHTVISKILIANN GIAAVKEIRSVRKWAYETFGD 88
R. diobovata ----MPFSGVTGAANGANGAAPAGD - ADEVEWDHSKVQHFIGGNSLETAPPSRVANWIRSRGGHTVITKILICNN- GIAAVKEIRSVRKWAYETFGS 91
i e ® o osi: L ceatars aies sk KARRAEARKRRRERA AR AR
R. toruloides ERAIEFTVMATPEDLKVNADYIRMADQYVEVPGGTNNNNYANVDVIVDVAERAGVHAVWAGWGHASENPRLPESLAASKHKIVFIGPPGSAMRSLGDKISSTIVAQHAQVPCMDWSGQGY 269
R. mucilaginosa ERAIEFVVMATPEDLKVNADYIRMADQYVEVPGGTNNNNYANVDVIVDVAERAGVHAVWAGWGHASENPRLPESLAASKHKIVFIGPPGSAMRSLGDKISSTIVAQHAQVPCMDWSGQGY 232
Y. lipolytica ERAISFTVMATPEDLAANADYIRMADQYVEVPGGTNNNNYANVELIVDVAERSGVDAVWAGWGHASENPLLPESLAASPRKIVFIGPPGAAMRSLGDKISSTIVAQHAKVPCIPWSGTGY 216
S. cerevisiae DRTVQFVAMATPEDLEANAEYIRMADQYIEVPGGTNNNNYANVDLIVDIAERADVDAVWAGWGHASENPLLPEKLSQSKRKVIFIGPPGNAMRSLGDKISSTIVAQSAKVPCIPWSGTGY 208
R. diobovata ERA!EFVVHATPEDLRVNADYIRMADQVVEVPGGTNNNNYANVDVIVDVAERTGVHAVWAGWGHASENPRLPESLAASKHKIVFIGPFGSAMRSLGDK!SSTIVAQHAQVPCMDWSGTGI 211
L EEEEAEE KR EAREKEAR KRR RERRRARRARE L KEA RS K REEARAKRKEARE BAk koo Eo ik KEAKEE KEAREESEEERERSER Ko KEE KEE K-
v
R. toruloides PTTEMVSGVNLPAAQLQVAMGVPLHRIRDIRTLYGKAPNGSSEIDFDFENPESAKTQRKPSPKGHVVAVRITAENPDAGFKPSMGTLQELNFRSSTNVWGYFSVGSAGGLHEFADSQFGH 508
R. mucilaginosa PTTEMVSGVNLPAAQLQIAMGIPLDSIRDIRTLYGKSPHGKSRIDFDFESPESSKTQRKPSPKGHVVAVRITAENPDAGFKPSMGTLQELNFRSSTNVWGYFSVGSAGGLHEFADSQFGH 531
Y. lipolytica PTTEMVTGVNLPAAQLQIAMGIPLDRIKDIRLFYGVNPHTTTPIDFDFSGEDADKTQRRPVPRGHTTACRITSEDPGEGFKPSGGTMHELNFRSSSNVWGYFSVGNQGGIHSFSDSQFGH 516
S. cerevisiae PTTEMVSGVNLPAAQLQIAMGIPMHRISDIRTLYGMNPHSASEIDFEFKTQDATKKQRRPIPKGHCTACRITSEDPNDGFKPSGGTLHELNFRSSSNVWGYFSVGNNGNIHSFSDSQFGH 508
R. diobovata PTTEMVSGVNLPAAQLQIAMGIPLHRIRDIRTLYGKSPHGRSLIDFDFENPESTKTQRKPAPKGHVVAVRITAENPDAGFKPSMGTLQELNFRSSTNVWGYFSVGSAGGLHEFADSQFGH 5160
EARAR K RAR KRR RR AR R R K kAR RE K KRESE o R RESE AiAE K AKE RiE RKARE KR RAEERKE KEKRRASES Aok K AESEAE
R. to”{lafdes IFAYGSDRSESRKNMVVALKELSIRGDFRTTVEYLIKLLETDAFEQNTITTAWLDSLISARLTAERPDTTLAIICGAVTKAHLASEANIAEYKRILEKGQSPAKELLATVVPLEFVLEDV 628
R. mucilaginosa IFAYGSDRSESRKNMVVALKELSIRGDFRTTVEYLIKLLETQAFEENTITTAWLDQLISARLTAERPDTTLAIICGAATKAHLATEANIAEYKRILDKGQSPPKELLATVVPLEFVLEDV 651
v. ”p‘)l)f“AC'a IFAFGENRSASRKHMVVALKELSIRGDFRTTVEYLIKLLETPDFEDNTITTGWLDELISNKLTAERPDSFLAVVCGAATKAHRASEDSTATYMASLEKGQVPARDILKTLFPVDFIYEGQ 636
S. cerevisiae IFAFGENRQASRKHMVVALKELSIRGDFRTTVEYLIKLLETEDFEDNTITTGWLDDLITHKMTAEKPDPTLAVICGAATKAFLASEEARHKYIESLQKGQVLSKDLLQTMFPVDFIHEGK 628
R. diobovata IFAYGSDRGESRKNMVVALKELSIRGDFRTTVEYLIKLLETEAFEDNTITTAWLDNLISMRLTAERPDTTLAIICGAATKAHLASEANVAEYRRILEKGQTPAKELLATVVPLEFVIEDV 630
EAE LK R KRR RAARKRKEREEASARAKEKSARAKEAR K RRARR SAK KE. o RKELRE KB AREEEE: Bk B RiEEE L ik k| Kiiks o,
R. toruloides AHESGAEFPSAKCRKAIDTTLEQLRPAEAQTVRNFLVAFDDIVYRYRSGLKHHEWSTLAGIFAAYAETEKPFSG- - -KDGDVVLELRDAHRDSLDSVVKIVLSHYKAASKNSLVLALLDI 985
R. mucilaginosa  AHAAGAEFPSAKCRKLIDQALEPLRATEAQTIRNFLVSFEDVVFRYRGGLKHHEWSTIAGIFAAYAATEKPFSG---RDDDVVLELRDAHRDSLDTVVSIVLSHYKAASKNTLVLALLDL 1608
Y. lipolytica AKQRGGEFPAKQLLRALEKEASS - -GEVDALFQQTLAPLFDLAREYQDGLATHELQVAAGLLQAYYDSEARFCGPNVRDEDVILKLREENRDSLRKVVMAQLSHSRVGAKNNLVLALLDE 994
S. cerevisiae SLRRGAVFPARQLSKLIDMAVKNPEYNPDKLLGAVVEPLADIAHKYSNGLEAHEHSIFVHFLEEYYEVEKLFNGPNVREENIILKLRDENPKDLDKVALTVLSHSKVSAKNNLILAILKH 988
R. diobovata AAASGAEFPSPKLRKLIDACLDELRPTEAQTVRNFL\/AFDDIVVRVRAGLKHHEWATLAGLLAQVAETEKPFSA---RDNDVVLELRELYRDSPDTVVKLVLSHYKAASKNTLALALLDI 987

PRI S T e B Soiweks * wex o iew w wkw,

Figura Anexa 1: Mapa de RmACC1, amplicones y alineamiento de secuencias de aminoéacidos. (A) Mapa
de la secuencia de nucleétidos. En azul regiones no codificantes (UTR), en rojo exones y en lineas grises intrones.
Flechas purpura indican la regién de identidad de oligonucleétidos. (B) Secuencia de los amplicones correspondientes
a las flechas en A. (C) Alineamiento de secuencias de aminodcidos de ACCI de R. toruloides, R. mucilaginosa,
Y. lipolytica, S. cerevisiae y R. diobovata. En rojo se resalta la regién del dominio “horquiilla” conservado en las
secuencias de aminodcidos de las cinco levaduras. Las flechas negras indican sitios de importancia catalitica.
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Amplicén 1

5’ -TCACTGGTTACGCCGAAGTCGGACCGTTCGGTTCGTCGCGTACCCGTTGGGAGATGGAGGCGAACGGCACCTTCTCGATCCAG
GGTACTCTCGAGCTCGCCTACGTCATGGGCTTGATCAAGCACTTCGAGGGG-3’

Amplicén 2

5-CCTCTACAGTCTTCGTCTCGACTTTGAGGAGGTCCAGACGGCTCTTGCCGGCTTCATCGAGCGCCACGGCAAGCGCTTCTGGCG
TCTCCGCGTCACCGGCGCCGAGATCCGCATCGTCCTCGAAGA-5

C

toruloides  GGGAAVGGAGFMINTEQLDKMQEKQDNFVSQQVELFLRYLGKDSREGHRLADMQKAEVANLQEKLDSIAREHGDAYVQGIQPVFDPLKARHFNSSWNWVRQDALMMWMDILFGRLTTVDR

R. 1500
Y. lipolytica  GAEGG-NGGGAVIDSAAFDALTKDQRYLVQQQLELFANYLKQDLRQGSKVAAAQKEAMDILQAELDLWNSEHGEVYAEGIKPAFSALKARVYDSYWNWARQDSLSHYFDIVFGRLSTVDR 421
R. mucilaginosa --MIINTEQLDKLQEKQDNFVSQQVDLFLRYLGKDSREGHRLADLQKAEVASLQDKLDATSREHGDAYVQGIQPVFNPLKARHFNSSWNWVRQDALMMWHDILFGRLTTVDR 110
R. toruloides  DITARCLVIMNRADPSLIDYMQYTIDNTPVERGEHYVLAKQFGQQLLDNCREMIGQAPLYKDVTFPTAPKTTVNAKGDIITEEVNRPGVSRLEKYVAEMAAGSKVTVASVN-LDKVQEQV 1619
Y. lipolytica — EIMAKCIHLMNRTNHNLIDYMQYHMDHVPVHKGATYELAKQLGLQLLENCKETLTEAPVYKDVSYPTGPQTTIDVKGNIVYNEVPRPNVRKLEQYVHEMACGGELTKDPSFVGEGVQGEL 541
R. mucilaginosa DITARCLVIMNRADPALLDYMQYVIDNTPTERGETYVLAKAFGQTLLDNCREMVGQAPLYKDVTFPTAPKTTVTVKGEILSEEVNRPGVSRLEKYVAEMAAGSKVTVQSVN-LDKVQDQV 229
R. toruloides  AAVSEATFLPEDKVPLLHLKRKI - GNDHQYSSKLTSLYLDILKEIATSGVTEEHKNALMTGYGKGSIGLEIVKGLLAGGARVYITTSRYSRSTVEYYOAIYQEVGSKGSSLTVVPENQGS 1796
Y. lipolytica  KAV--SASITPGTLPFLHIKKKTELGAWNYDSETTATYLDGLEVAARDGLTFQGKTALITGAGAGSIGASILQGLISGGCKVIVTITSRYSRKVTEYYQSLYTKFGAKGSTLIVVPFNQGS 704
R. mucilaginosa AAVQEATVLPEDKVPLLHLKRKI GNENQYSSKLTSLVLDILKEIATSGVTFEHKNALMTGVGKGSIGVE[VKGLLAGGARVVVTTSRVSRSTVEVVQAIYQEVGAKGSSLTVVPFNQGS 406
R. toruloides  KQDVEALVDFIYSK--DKGLGMDLDYILPFAALPENGREIDGIDDRSELAHRIMLTNLLRLLGAVKSKKAALKLTTRPTEVVLPLSPNHGLFGNDGLYSESKISLETLFNRWSSESWGEY 1914
Y. lipolytica  KKDVDELVSFIYNDPKNGGLGWDLDFVVPFAALPENGIELEHIDSKSELAHRIMLTNLLRLLGNVKKQKVAHSYETRPAQVMLPLSPNHGNFGSDGLYSESKISLETLFNRWHTESWGSY 824
R. mucilaginosa KQDVEALVDYIYNK--EKGLGMDLDYILPFAALPENGREIDGIDDRSELAHRIMLTNVLRLLGAVKSKKAALKLTTRPTEVVLPLSPNHGLFGNDGLYSESKISLETLFNRWSSESWGEY 524
R. toruloides | CLAGAVIGWTRGTGLMSATNSVAEGIEAQGCRTFSAKEMAFNILGLMHPLVFDVAQIEPVWADLNGGMDKLPDLANLTTEIRKKLNLTASTRRATAKDNSFDYKVAHGPAMEQIHQRIN 2034
Y. lipolytica | TIVGVVIGWTRGTGLMSANNITAEGLEQLGVRTFSQTEMAFSIMGLMTKDIVRLAQNSPVWADLNGGFQYIPDLKGVVGKIRRDIVETSEIRRAVAQETATEQKVYNGPHADLPYQKVE 944
R. mucilaginosa LCIAGAT GWTRGTGLHSATNS\/AEGIEAHGCRTFSAKEMAFMILGLMHFLVFDVAQIEPVWADLNGGNDKLPDLATLTTDIRTKLNLTANNRRAVAKDHSLDYKVQNGPAI‘IEQINQQVK 644
R. toruloides — VAPRANFSLPFPELKPIDAKSEL----AKLRGLIDLEKVVVMTGYAEVGPFGSSRTRWEMEANGTFSIQGTLELAYVMGLIKHFEGRLKDGTLYVGWVDAKTNEPLDDKDVKAAYEKHIL 2150
Y. lipolytica  VKPRANLKFDFPTLKSYAEVKELSPAGDALEGLLDLSSVIVVTGFAEVGPWGNARTRWDMEANGVFSLEGATEMAWIMGLIKHHNGPLPGMPQYSGWIDTKTKQPVDDRDIKTKYEDYLL 1064
R. mucilaginosa VAPRANFSLPFPELKPIDATSEL----AKLRGLIDLEQVVVLTGYAEVGPFGSSRTRWEMEANGTFSTQGTLELAYVMGLIKHFEGRLKDGTLYVGWVDAKTNEPLDDKDVKAAYEKHIL 766
R. toruloides  AHTGIRLIEPEIFNGYDPKRKGFTQEIEIQHDLEPIEASEEDAARFKREHGALVDVYTED-GSKFFVKFKKGAKLHIPKAVAFDRLVAGQIPTGWSHKAFGIPDDIASQVDRTSLWALVS 2269
Y. lipolytica  EHAGIRLIEPELFHGYNPKKKTFLQEVIVEHDLEPFEASKESAEQFALEQGANVEIFAVPESDQWTVRLLKGAKLLIPKALKFDRLVAGQIPTGWDARRYGIPEDICDQVDPITLYALVS 1184
R. mucilaginosa AHTGIRL!EPE!FNGYD?KRKGFTQE!EIQNDLEP!EASEEDAARFKREHGVLVDVYTED GSKFFVKFKKGAKLN!PKAVAFDRLVAGQ!PTGWSNKAFG]PDD]ASQVDRTSLWALVS 879
Coireeaaen Tir... i

R. toruloides VAEALMMAGITDPYELYKWIHPSEVGSSLGSGMGGITSISKMFRDRREEKDVQKDILQETFINTVAGWVNLLLLSSSGPIKIPVGACATALQSVEIACDTILSGKAKIMVSGGYDDFSEE 2389
Y. lipolytica TVEALLASGITDPYEFYKYVHVSEVGNCSGSGMGGITALRGMFKDRFMDKPVQNDILQESFINTMSAWVNMLLLSSSGPIKTPVGACATAVESVDIGCETILSGKARICLVGGYDDFQEE 1304
R. mucilaginosa VAEALMMAGITDPYELYKFVHPSEVGSSLGSGMGGITSISKMFRDRREEKDVQKDILQETFINTVAGWVNLLLLSSSGPIKVPVGACATALQSVEIACDTILSGKAKIMVAGGYDDFSEE 999
R. toruloides GSYEFANMKATSNSETEFAAGREPNEMSRPTTSTRAGFMESMGCGAQVLMSAKTATEMGATIYGIVAYTATATDKAGRSIPAPGRGVMGTAREIT-SKYPSPILDVTYRRRQLEFRRKQI 2508
Y. lipolytica SSQEFANMNATSNAETEITHGRTPAEMSRPITSTRAGFMEAQGAGTQVLMAADLATIAMGVPIYCIVGYVNTATDKIGRSVPAPGKGILTTAREHQTLKHANPLLNIKYRKRQLDSRLRDI 1424
R. mucilaginosa GSYEFANMKATSNSETEFAAGREPNEMSRPTTSTRAGFMESHGCGAQVLMSAKTATEMGATIYGVVAYTATATDKAGRSTPAPGRGVVGTARELS-SKYPSPILDVTYRRRQLEFRRRQI 1118
R. toruloides SQWLENETELLKFEVSSHGQATKLPDDYVSERLASIEREAKRQEAEALATVG MLAGQDPTIAPLRRALAVWGLTIDDVGVASFHGTSTVANDKNESNAYNEQFRHLGRAKGNACPVIAQ 2627
Y. lipolytica KRWAEGEMEAIDIELDDVSDADK--ESFIQERSAHIQSQSDRMIREAKNSWGNAFFKQDARISPIRGALATYGLTIDDISVASFHGTSTKANEKNETTTYNAMLEHLGRTRGNPVYGIFQ 1542
R. mucilaginosa SQWLENETELLQMEIESRSDADKLPEDYVAERFASIEKEAKRQESEALATVG MLAGQDPSIAPLRRALAVNGLTIDDVGVASFNGTSTVANDKNESNAVNEQFRHLGRAKGNACPVIAO 1237
R. toruloides  KWLTGHPKGGAAAWMLNGLAQVIQSGLVPGNRNADNIGEELRAFEYLLYPSKSIQTDGIKAGLLTSFGFGQVGGQALIVHPSLLIGALEPAQFEAYKKLNDQRKKWSYRRFNDFFTNGKL 2747
Y. 1ipolytica KYLTGHPKGAAGAWMLNGAIQCLNSGIIPGNRNADNVDAYFEQCQHVVFPSRSLQTDGLKAASVTSFGFGQKGAQATVIHPDYLYAALTPSEYSEYTTRVAQRYKKAYRYYHNATAEESH 1662
R. mucilaginosa KWLTGHPKCGAAANHLNCHAQVIL SCLYPCNRNADNIGEE LRAFEYLLYPSKS IQTDGIKAGLLTSFCFGQVEGOAL IVHPSYLIGSLEPKQF EAYKQKNDYRKKWS YRRFNDFFVNGKL 1357
R. toruloides VIIKDGTPFTPEQENTTLLNPLVRAVPDKT-GSYSMP-KEFPATV--PRS--NNAEVANKLVSAAVGGAFGVGTDVELISAVP-TSESFLERNFTQDEIAYCKAAPDFRASLAARWSAKE 2860
Y. lipolytica FQAKDKAPYSAELEQEVYLDPLVRVHQNEDTEQYSFNAKDLAASAFVKNSHKDTAKVLANLTSQVSGSGKNVGVDVEATSATNIDNDTFLDRNFTANEQAYCFKAPSPQSSFAGTWSAKE 1782
R. mucilaginosa VIIKEGAPFTPELETPILLNPLARTVEDKK-GSYSMP-KELPQSP--YPSGNSNAATAAKLVSSATSGVHGVGVDTEMISAIP-TSDSFLERNFTDAEIAYVRKASDFKASLAARWSAKE 1472
R. toruloides ATFKALKTESKGAAASMQDIEVVSTS-QGPTIKLHGEVEKIAQAAGITAFEVSLSHSEDVACAVVIAQK 2928

Y. lipolytica AVEKSLGVKSQGGGAELKSIEITRDGNGAPVVVLHGAAKDAAASKGISTVKVSISHDDSQACAVVIAQK 2928

mucilaginosa AVFKALKTVSKGAAASLKDIEIVSTS-SAPQVELHGEAKSVADAAGIKSFELSMSHSDDVACAVVIAQK 2928

Figura Anexa 1: Mapa de RmFAS1, amplicones y alineamiento de secuencias de aminoacidos. (A) Mapa
de la secuencia de nucledtidos. En azul regiones no codificantes (UTR), en rojo exones y en lineas grises intrones.
Flechas purpura indican la regién de identidad de oligonucleétidos. (B) Secuencia de los amplicones correspondientes
a las flechas en A. (C) Alineamiento de secuencias de aminodcidos de FASI de R. toruloides, Y. lipolytica y R.
mucilaginosa.

69



E

Amplicén 1

5’ -TTCTCCGCCACCTTCTTGCACGGGACCGACATCCACACCCTCGCCGCCACCCTCCCGGCGCCCGTTCGCGCGCTCGTCATC
TCGTCCTACTTCCTCGCCAAGAC-3’

Amplicén 2

5’ -TCAAGGCCGGATTCGTTTCGGCGGTCCTCAGCGCCGGCTACCACATCGAACTCGCCGGCGGCGGGCACTACAACGAGAAAG
CCGTTCGCGCCAAGGTCGCCGAGATCCAGAA-S’

C

R. toruloides - ————MNGR*—IAAEVARDTF QDWLHAAEKSGNLVGFEAAELDDEQ*—AG**EGDDEKELVLTAVFLKH 100
R. mucilaginosa ATLNGKG- TAAEVARDTF-QDWLHAAEKNGNLVGFEAAETDDEQ. -AEGDEAYDEMELVLTSYFLTH 108
S. cerevisiae AAAAPAPVAAAAPAAAAAEIADEPVKASLLLHVLVAHKLKKSLDSIPMSKTIKDLVGGKSGFTITVARKVLQTRWGLPSGRODG L--»VALSNEPAARLGSEADAKAFLDSMAOKYAS 296
Y. lipolytica PAAAAAPAAAAAPSGPVAKVEDAPVKAQEILHALVAHKLKKTPEQVPLSKAIKDLVGGKSGFSLTSARSVLDSRWGLAAGRQDSVLL---VALMNEPKNRLGSEAEAKAVLDEQTQKVAA 291
R. toruloides VAGL-LPFPSTATSPATAAVLLAAFNHFASVYLSGTDVHTLTASLAAPVRALVISSFFLAKTKLEV EGLGKVLPKQSE-SALLQK 189
R. mucilaginosa  VAGL-LPFPQTATSPSTAAVLLAAFNHFSATFLHGTDIHTLAATLPAPVRALVISSYFLAKTKLQV GLGKVLPRQSE-SALLQK--~-V 197
S. cerevisiae IVGVDLSSAASASGAAGAG AGALEEITKDHKVLARQQLQVLARYLKMDLDNGERKFLKEKDTVAELQAQLDYLNAELGEFFVNGVAT A 399
Y. lipolytica SAGLNLSAPAGG SAAFDALTKDQRVLVQDQLELFANVLKQDLRQGSKVAAAQKEAMDILQAELDLwNSEHGEVVAEGIKPAFSALKA 390
Txrow
R. toruloides EVPYLATCAVSLPLIGLTQLCQYVVYGKGS-SL 292
R. mucilaginosa EVPYLASCAVSLPLIGLTQLCQYIVYGKAS GL 300
S. cerevisiae TKG -PVYKDVAKPT 497
Y. lipolytica -GRLSTVDRE IMAKCIHLHMNRTNHNLT DYMQYHMD —HVPVHKGATVELAKQLGLQLLENCKETLTEA* PVYKDVSYPT 488
.............. ** NN
R. toruloides GPAELGAKFKGATGHSQGVVSALVIAHEYPPASKDGSDAWEPFYEQALRGLTVLF-QIGLQGTLAFPSIAISPALESSSVENGEGVPTAMLAVTGLDLKSLEKKIAEVNGHVKSEGRDET 411
R. mucilaginosa GPAELGAKFTGATGH5QGVVSALVIAREYPAAQADGSDAWQPFYDQAVRGLTVLF QIGLQGTLTFPPRAISPALQTSSVENGEGVPTAMLAINGLELKTLEKQIAQVNTHVKSEGRDET 419
S. cerevisiae ~AIDKNGNITYSEEPREKVRKLSQYVQEMALGGPITKE SQPT--- ~JRVYKATSAQADKQDISSSTRY 569
Y. lipolytica GPQT ATIDVKGNIVYMEVPRPNVRKLEQYVHEMA(GGELTKD PSFVGEGVQGEL— —KKLVSQISALAKTQ TGSTL 560
R. toruloides VSISLVNGARAFVVTGAP* fKDLVfoLADGLRKNRAf —PAGKDQSKIPHSKRLPVFSHRFLPINVPVHSHLLQGATEKALATFSAEEAAHWAPSSFTCAVVNTE* 512
R. muctlaginosa ySySLINGTKAFVVT PCKDQSKIPHSKRLPVESHRELPINVPYHSHLLQGATQAALAALGDSDS SEHOASKLTCAVYNTE - 520
S. cerevistae EFEKLVSDLMKFLESSKEIDPSQTTQLAGMDVEDALDKDSTKEVASLPNKSTISKTVSSTIPRETIPFLH -KTPA DwKYDRQLSSLFLDGLEKAAFNG 670
Y. lipolytica DIEALYSDLVAKISQAEDA S TVERKAVSAST TPCTLPF LHTRK -KTELGAWNYDSETTATYLDGLEVAARDG 633
* B P T e L L R I
R. toruloides SDUR- -QLSASSVLESVFQQIFTSP -IHWVSHATNFPSSA--THAIDFGTGGASGIGSLCARN-- -G 575
R. muctlaginosa -EQTSSSILESVFNQIF PATA--THAIDFGTGGSSGIGSLCAI WEGR -G 583
S. cerevisiae VTFKDKYVL!TGAGKGSIGAEVLQGLLQGGAKVVVTTSRFSKQVTDYVQS1YAKYGAKGSTLIVVPFNQGSKQDVEALIEFIYDTEKNGGLGWDLDAI!PFAA!PEQGIELEHIDSKSEF 790
Y. lipolytica LTFQGKTALITGAGAGSIGASILQGLISGGCKVIVTTSRVSRKVTEVVQSLYTKFGAKGSTLIVVPFNQGSKKDVDELVSFIVNDPKNGGLGWDLDFVVPFAALPENGIELEHIDSKSEL 753
R. toruloides IRTIMLGNRGEGVGAGKE- - GK- -K--VPTEEKWNERFHPRLVRTSDGKIHLDTPFSRLLSKPP -LMVGGMTPTTVKAGFVSAVLRAGVHIELAGGGHYNEKAVRAKVAEI 681
R. mucilaginosa IRTIMLGNRGEGVGAG -VPTESKWDERFHPRLVRTSDGRVHLDTPFSRLLSK GGHTPTTVKAGFVSAVLSAGYHIELAGCGHYNEKAVRAKVAET 689
S. cerevisiae AHRIMLTMILRMMGCVKKQKSARGIETRPAQVILPMSPN HGTFG-GDGM VSESKLSLETLFNRWHSESWANQLTVCGAIIGWTRGTGLMSANNIIAEGIEKMGV FS 901
Y. lipolytica AHRTHL THLLRLLGRVKKQKVAHSYETRPAQYMLPLSPH-HGNFG- SDGLYSESKISLETLFNRwMTESWGSYLTIVGVVIGWTRGTGLMSANNITAEGLEQLGVRTFSQTEM - 864
R. toruloides QKLVNKPGMGITLNSL-YINQRQWTFQFPLWAKMKQEGEPVEGLCVAAGIPSTEKAKEIIDTLREAGIKHVSFKPGS--VDGI-RQVVNIASANPDFPIILQWTGGRAGGHHSCEDFHAP 797
R. mucilaginosa QKLVNKPGVGVTLNCL-YINQRQWTFQLPLWIKMKQEGEPVEGLCVAAGIPSTEKAKEIIDGLREAGIKHVSFKPGS - -VDGI - RQVVNIAAANPDFP!ILQWTGGRAGGHHSCEDFNAP 805
S. cerevisiae FNLLGLLTPEVVELCQKSPVMADLNGGLQF PELKEFTAKLRKELVETSEVRKAVSIETALEHKVVNGNSADAAYAQY RANIQLDFP 993
Y. lipolytica fAFSIMGLMTKDIVRLAQNSPVWADLNGGFQV* fIPDLKGVVGKIRRDIVETSEIRRAVAQETAIEQKVVNGPHADLPYQKV - PRANLKFDFP 956
R. toruloides ILATYASIRQHPNI-- ~KLVAGSGFGSAEGCYPYLSGEWSEKQYGVARMPFDGFMFASWVMVAKEAHTSESVKQLI-~~-VD-~-APGVEDGQWEQTYDK---PTGGILTVN 896
R. mucilaginosa ILATYASIRQHPNI -KLVAGSGFGDAEGCYPYLSGEWSEKQFGLARMPFDGFMFASWMMVAKEAHTSESVKQLI----VD---APGVGDDQWEHTYEK---PTGGILTVN 904
S. cerevisiae ELKPYKQVKQIAPA-~ELEGLLDLERVIVVTGEAE-YGPHGSARTRWENEAFGE - ~FSLEGCVENAWINGFISYHNGNLKGRP - YTGHVDSKTKEPVDDKDVKAKYETSILEHSGIRLIE 1167
Y. lipolytica ELSPAGDALEGLLDLSSVIVVTGFAE-VGPWGNARTRWDMEANGY - -FSLEGATEMANINGL IKHHNGPLPGMPQYSGHIDTKTKQPYDDRDIKTKYEDYLLEHAGIRLIE 1673
..................... *, . cakk, L, .. .. . *k
R. toruloides SELGEPIHKV-ATRGVKLWAEFDKKVFSLSKEKQLAW- -KYVIDRLNADFQKPWFPAKADGSPCDLADMTYAEVNARLVRLMYVAHEKR 987
R. mucilaginosa SELGEPIHKV-ATRGVKLWAEFDKKVFSLPKEKQVAW- -DYVIERLNKDFQKPWFGAKADGTACDLADMTYAEVNARLVRLMYVAHEKR 995
S. cerevisiae PELFNGYNPEKKEMIQEVIVEEDLEPFEASKETAEQFKHQHGDKVDIFEIPETGEY SVKLLKGATLYIPKALRFDRLVAGQIPTGWNAKTYGISDDITSQVDPITL 1222
Y. lipolytica PELFHGVNPKKKTFLQEVIVEHDLEPFEASKESAEQFALEQGANVEIFAVPESDQWTVRLLKGAKLLIPKALKFDRLVAGQIPTGWDARRYGIPEDICDQVDPITL -YALVSTVEA 1188
*
R. toruloides WIDPSLRNLVGDWIRRVEERLSNVNDSGIK-ISALQSYSELNEPEAFLKQFLAQYPQAEDQIL- ~ASADVSYFLAISQRPGQKPVPFIPVLDANFSIWFKKDSLWQAEDIEAVFD 1099
R. mucilaginosa WIDVSLRNLTGDWIRRVEERLSNVNDSGVK-ISALQSYTELNDPQTFLKKFLELYPEAEHQIL- -ASADVSYFLATAQRPGQKPVPFIPVLDASFGIWFKKDSLWQAEDIEAVFD 1107
S. cerevisiae FIASGITDPYEMYKYVHVSEVGNCSGSGMGGVSALRG- -MFKDRFKD-EPVQN-DILQESFINTMSAWVNMLLISSSGPIKTPVGACATSVESVDI- -GVE-TIL 1320
Y. lipolytica LLASGITDPYEFYKYVHVSEVGNCSGSGHGGITALRG- MFKDRFHD - KPVQN DILQESFINTMSAWVNMLLLSSSGPIKTPVGACATAVESVDI- GCE-TIL 1286
R. toruloides QDPQRV(ILQGPVAAKHCTSTQTPIAEMLGNIEHQLVKNVLDDVVGGDESQIPTIDYLAPPPKPVDAGAILAENNIAHSfofEELADGGKKHVVSINGVLPPTGDWHAALAGPKLDWLQ 1216
R. mucilaginosa QDPQRVCILQGPVAARFCTTTQTPAKEMLGNIETALIKRVLDEYYAGDESKIPTVDYLAPEPAPVOTEATLAENHISHNY- . ADCGKKYVYSINGVLPPTGDWLAALAGPKLOWLA 1224
S. cerevisiae SGKARICIVGGYDDFQEE KA- PA-----EMSRPATTTRNGF- MEAQGAGIQIIMQADLALKMGVPIVGI AR~ 1408
Y. —EMSRPITSTRAGF MEAQGAGTQVLMAADLAIAMGVPIv(Ivavwv - 1374

lipolytica SGKARICLVGGVDDFQEESS

Figura Anexa 1: Mapa de RmFAS2, amplicones y alineamiento de secuencias de aminoacidos. (A) Mapa
de la secuencia de nucledtidos. En azul regiones no codificantes (UTR), en rojo exones y en lineas grises intrones.
Flechas purpura indican la regién de identidad de oligonucleétidos. (B) Secuencia de los amplicones correspondientes
a las flechas en A. (C) Alineamiento de secuencias de aminodcidos de FASI de R. toruloides, R. mucilaginosa, Y.
lipolytica y S. cerevisiae.
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AmpTlicén 1

5’ -~AGGGGATGAACACCATCTCGTTCTCGGTTCGCTCGTCCTACTCCGGCTATGCGACATGCACCTCGCGCATCTTCCTCTGGG
AGTCCGATTTTCAGGTCGTCATCTCGGACA-3’

AmpTlicén 2

5’ -TCTTCACCATGATCGGACGCGACTGGACTCATCTCGGCGTCGCGAAGCTGTACACCGACATCAGCCGGAACGGCTACAAGG
TCATGTACCTGACTTCACGCGCCAT-5’

Y. lipolyica ~  ---eeeeeeeee - LPSQASDNKHYAKTIRLTSDQLKSLDLKPGKNEVTFAVN---N 326
R. toruloides ANDSVPPLP---RHDDDEFPPEDHSKHYAKTLRLTSDQLKTLKLKKGMNTISFSVRSSYS 736
R. mucilaginosa DNSVEPPVQAEDGEEGDEFPHEDHTKHYAKTLRLTSDQLKALGLKKGMNTISFSVRSSYS 673

''''''' KAKKKK KKKKKKKK K KK K K - K K
Y. lipolyica GKTSCSAQLFYWKYDIPVVISDIDGTITKSDALGHLLTMMGRDWTHTGVAKLFSDIRANG 386
R. toruloides GIATCSSRVFLWESDFQVVISDIDGTITKSDALGHVFTMIGRDWTHLGVAKLYTDISRNG 796
R. mucilaginosa GYATCTSRIFLWESDFQVVISDIDGTITKSDALGHVFTMIGRDWTHLGVAKLYTDISRNG 733

* * ¥ Kk KRR RKKKRRRKRRKKK kK. RkKE KK KKKKK. KK KX

Y. lipolyica YNIMYLTARSVGQADATRAYLGGVDQFGFKLPPGPVILSPDRTLAALKREVILKKPEVFK 446
R. toruloides YKMMYLTSRAIGQADTTREYLKGIKQNGFQLPDGPVIMSPDRLMTSLHREVIMRKPEVFK 856
R. mucilaginosa YKVMYLTSRAIGQADTTREYLKGIKQNGYQLPEGPVIMSPDRLMTSLHREVIMRKPEVFK 793

K kkKk ok skkkk Kk Rk ke ok ke kK kkkk o kkkk ok KRRk - RKKKKK

Y. lipolyica MACLRDIKSLFGETEDATNPFYAGFGNRITDALSYRSVGVPSSRIFTINSNAEVHMELLE 506
R. toruloides MACLRDIQRLFGDR----SPFYAGFGNRITDALSYRSVDIPSSRIFTIDSNGEVKMELLE 912
R. mucilaginosa MACLRDISRLFGER----SPFYAGFGNRITDALSYRSVDIPSSRIFTIDSNGEVKMELLE 849

KXKKKKK KA K - HRKKKK KKK KRR KKK KKK - KK KRKKKK Kk KK KKK KK

Y. lipolyica LAGYKSSYVHIADLVDHFFPPESEFTTIQEEKYTDVNYWRDPIIDLSDLTDDELTD-DDE 565
R. toruloides LAGYKSSYIHMTDLVDQMFPPINR---TNAPEYTDFNFWRAPLPAFDIDIP-ELAPPSPA 968
R. mucilaginosa LAGYKSSYIHMTDLVDQMFPPITR---KIVPDFSDFNYWRAPLPSIDLDIP-ELAPPSPA 905

**W***** * ****: * X X .. . * * ** * . . .. **
Y. lipolyica LSKSP-KSPRSPRSPRAGSAGSSAAPSGSGADPAGPSEPKDSANPSKFSYKKAPTNSRFQ 624
R. toruloides LSARSDQSTSRISLSRLGNLASSLSRRSSRNALND-ASSVTSGGTNRNVRGATPTSPLLQ 1027
R. mucilaginosa | SARSDQSSSRLSLGRLGNLASSLSRRGSRSALTD-ASPT----- GRTGRSGTPTSPLLQ 959
KR L UKL L0 RUR LR L O
Y. lipolyica PV----SYDLDLDDGYEYDDDDDYDDDEEFVDAESDA--LEEDDDDDDDV - - - - - - DLDN 672
R. toruloides ATVPEEHGDDEA--EIG------- DDES-FLGNRSRSSSMPGSF -DESDFDRYRAMAGDR 1076

R. mucilaginosa ATVPEETYDLEN--GLV-QEDDEYEEDD-YDVNRSRSSSMPGSMPNESDFERYRAIAAGR 1015
. . x . .

* - *

Y. lipolyica DSDHSPVKPPSQMQRVINKTIEDNKGLHMDEDDVQKAMKA- - LKMERASIN- - - - - - - - P 722
R.toruloides  SGAKSTTSEAEAYKKKVQG- - -GGQDADEEEEE - DEEVPE - DMDAEVDDFGDQLDFSSVP 1131
R.mucilaginosa  6Q-HDQTTPAEEYKRKVRG - - -DGHGE EDEYDE - EEEAPADDDELGADEFGDQLDFSSVP 1070

Figura Anexa 1: Mapa de RmPAH1, amplicones y alineamiento de secuencias de aminoacidos. (A) Mapa
de la secuencia de nucleétidos. En azul regiones no codificantes (UTR), en rojo exones y en lineas grises intrones.
Flechas purpura indican la regién de identidad de oligonucleétidos. (B) Secuencia de los amplicones correspondientes
a las flechas en A. (C) Alineamiento de secuencias de aminodcidos de PAHI de Y. lipolytica, R. toruloides y S.
cerevisiae.
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Amplicén 1

5’ -CTCGTTCCCGCCACTCTGGCCTCTCATCGTCGCCTACCTCACCTGGGTCTTTTGCATCGACACCGCTCCCGTAAGGGGA

GGACGTCCGCAGCAATGGTTGAGGAAGAGCAGGGTCTGGGTCTGGTTTGCCGGGTACTACCCAGT-3’

Amplicén 2

5’ -TGACCCCTCATTTGCTCACCCTCGCCAACAAC CACTTGCCGCTGTACCGCGAACTGCTCCTCGCACTCGGAGTCTC

GTCCGTCTCGATGAAGTCGTG-5’
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Figura Anexa 1: Mapa de RmDGA1, amplicones y alineamiento de secuencias de aminoacidos. (A)
Mapa de la secuencia de nucledtidos. En azul regiones no codificantes (UTR), en rojo exones y en lineas grises intrones.
Flechas purpura indican la regién de identidad de oligonucleétidos. (B) Secuencia de los amplicones correspondientes
a las flechas en A. (C) Alineamiento de secuencias de aminodcidos de DGA1 de R. mucilaginosa, R. toruloides, Y.
lipolytica y S. cerevisiae. En rojo se senalan las regiones conservadas de importancia catalitica. La flecha negra senala
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un residuo de aminoéacido de importancia catalitica altamente conservado.
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