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Mi nombre es Felipe Vargas, naci el 19 de Abril de 1984. Soy el segundo de cuatro
hermanos de una hermosa familia, una familia de gran esfuerzo por sacar a sus hijos
adelante; sin embargo, uno no es consciente de todo ese sacrificio hasta que empieza a
ver el mundo por si mismo. Fue cuando entré al Instituto Nacional que me di cuenta, por
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mis padres tenian razén en lo que me decian. Esos afios me sirvieron para enfrentar y

mirar al mundo desde otro punto de vista, un punto de vista mas real.

Logré entrar a la universidad de manera de que esto no significara una carga para mis
padres; eniré ademds, al lugar y la carrera que tanto.anhelaba. Estos enormes objetivos
fueron un gran aliciente para mi desarrollo pefsonal y lo nuevos desafios venideros.
Durante los afios de mi carrera las cosas anduvieron muy bien, no puedo negar que lo
pasé bien, que comparti gratos momentos con mis amigos y que los afios de experiencia
ganados durante las pasantias no fueron en vano. Costé, no lo niego, pero

afortunadamente el tesén y la perseverancia tienen frutos.

Siempre he contado con el apoyo de mi familia, y es tal vez ello lo que me ha ayudado a
perseverar en la vida. No puedo decir que las cosas me han costado mas que a otros,
pero si puedo afirmar que todo en la vida es posible, desde lo més simple hasta lo mas

idealista, solo es cuestién de proponérselo... junto al apoyo de los mds cercanos.
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RESUMEN

El vino es una bebida alcohélica derivada de la fermentacion anaerobia del jugo de uva.
Chile como uno de los principales exportadores de este producto, en los tltimos afios ha
incrementado la investigacién y desarrollo en el tema, de manera de mantener su

posicionamiento en los mercados internacionales.

Un problema recurrente en las vifias de todo el mundo, especialmente en las vifias
chilenas, es la excesiva cantidad de etanol producido por la fermentacion de levaduras,
dado por una parte por la tendencia actual de cosechar uvas sobremaduras con alto
contenido de aziicar; y por otra parte por la extraordinaria eficiencia con que las
Jevaduras convierten el aziicar en etanol. Actualmente para solucionar el problema se
utilizan costosos procesos fisicoquimicos de remocién de etanol del vino, los cuales

pueden afectar la calidad del vino final.

En esta memoria de titulo se abordé una solucién biotecnoldgica a este problema, Ja cual
fue: el desarrollo de levaduras vinicas hipoproductoras de etanol. Para este proposito y
como primera aproximacién, se realizé la remocién de uno de dos alelos del gen para la
alcohol deshidrogenasa isoenzima V (ADHS). Este gen tiene una participacion
secundaria en la sintesis de etanol; sin embargo su rol en condiciones vinicas no ha sido

descrito.




El primer paso fue el desarrollo de una metodologia que permitiera la manipulacién
génica de levaduras industriales. Se implementaron metodologias para llevar a cabo
primero la transformacién de la cepa industrial y luego la remocidn por recombinacidn
homéloga del gen ADHS, utilizando un médulo de escision génica con el gen de
resistencia a Geneticina (KanMX) y con el sistema de escision Cre-Loxp. Luego éste fue

transformado a la cepa diploide industrial S. cerevisiae var. bayanus ECI1118.

Fermentaciones batch en mosto sintético de S cerevisiae EC1118 ADHS/adh5 y &.
cerevisiae EC1118 ADHS/ADHS, evaluando estadisticamente tanto la cinética de
sintesis de metabolitos como del consumo de nutrientes, revelaron que no hay
diferencias significativas entre la cepa silvestre y la mutada. La mutacién de un alelo
del gen ADHS de la cepa industrial S. cerevisiae EC1118 es alin escaso para observar un
fenotipo. Sin embargo estos resultados son una primera aproximacion experimental al
objetivo principal y generaron una plataforma de discusién para nuevas formas para

abordar el desafio de obtener una cepa vinica hipoproductora de etanol.




ABSTRACT

Wine is an alcoholic beverage derived from an anaerobic fermentation of grape-juice. In
the last few years Chile has increased its R&D efforts in this area to sustain its position

in the global market.

A recurrent problem in wineries around the world, and specially in chilean winenes, is
the excessive amount of ethanol produced by yeast fermentation. This is caused on the
one hand by the trends to harvest over-ripe grapes, #.e. with high sugar content; and on
the other hand by the yeast extraordinary efficiency to convert sugar into ethanol, To
solve this problem expensive physico-chemical processes are used to remove wine

ethanol, which may also affect the quality of the final wine.

In this work, a biotechnological approach was used to solve this problem: the
development of a ethanol hypoproducing wine yeast stramn. To accomplish this, as a first
approach, one allele of the alcohol dehydrogenase isoenzyme V (ADHS) gene was
deleted. This gene has a secondary participation in ethanol synthesis. However, its role

in the whole ethanol synthesis under winemaking conditions has not been described.

I first develop a platform for the manipulation of yeast genes, mainly industrial wine
yeast. Techniques and protocols were implemented to develop first the transformation of

an industrial yeast strain and then the deletion by homologous recombination of ADHS5
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gene. A deletion construction with the Geneticin (KanMX) resistant gene and at the
same time compatible with the Cre-Loxp excision system was constructed. Then, the
construct was used to transform the diploid industrial strain of Saccharomyces cerevisiae

var. bayanus EC1118.

The ADHS5/adhS and S, cerevisiae EC1118 ADHS/ADHS strains were evaluated in
anaerobic batch fermentations in a synthetic must. Statistical analyses of nutrient uptake
rates and metabolic production rates revealed no significant differences between wild-
type and mutant strains. The mutation of only one allele of ADHS5 gene does not produce
an observable phenotype. Further genetic modifications are required. Nevertheless, these

results are first step to reach the target. They generated a discussion platform of different

approaches to obtain an ethanol hypoproducing industrial strain.
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I. INTRODUCCION

L1. Vinoy fermentacion

El vino es una bebida alcohélica derivada de la fermentacion batch anerobia de jugo de
uva. Su elaboracién desde hace mas de 8000 afios hace que sea uno de los procesos
biotecnolégicos mas antiguos del mundo (Pretorius, 2000; This y col., 2006), Una
definicién rigurosa del vino lo considera una bebida rica en etanol, glicerol, aromas,
compuestos fenélicos, ésteres y un sinnimero de otros compuestos derivados de la
composicién de la baya y su posterior fermentacion (Lilly y col., 2000; Swiegers y col.,

2005).

El proceso tradicional de elaboracion del vino es el resultado de una compleja sucesion
de interacciones microbianas entre hongos filamentosos, levaduras, bacterias e incluso
virus (Fleet, 2003). Sin embargo es la accién de la levadura Saccharomyces cerevisiae

la que juega un rol decisivo en el desarrollo y el resultado final de la fermentacion

(Bisson, 2004).

Para elaborar vinos de calidad, el clima y el suelo son fundamentales y no menos
importante es el proceso de vinificacion. Este ultimo depende tanto de los
microorganismos utilizados como de la habilidad de los endlogos en su manejo (Husnik
y col., 2006). La tendencia actual de inocular el mosto de uva con cultivos de levadura S.

cerevisiae puros y especificos ayuda a dirigir la fermentacién hacia un producto




especifico con un determinado sabor y aroma en el vino final, “bouquet de
fermentacién”, mas es preciso una correcta seleccion de la cepa de levadura. Desde un
punto de vista biotecnolégico, el uso de levaduras rehidratadas comerciales (active dry
yeast) tiene un alto impacto en la microbiota de la fermentacion, ya que induce una clara
predominancia de la cepa inoculada sobre las cepas enddgenas (Beltran y col., 2002,

Perez-Gonzalez y col., 1993).

Durante la fermentacion, las levaduras no crecen en un medio rico. Por el contrario, el
medio (jugo de uva) si bien comienza con exceso de nutrientes cambia durante la
fermentacién debido al consumo y a la acumulacién de compuestos que s sintetizan
durante el crecimiento de las levaduras; volviéndose inhodspito y estresante para todo
tipo de vida presente. La concentracion de glucosa y fructosa cambia de mas de 200g/L
a menos de 2 g/L (Alexandre and Charpentier, 1998), los compuestos nitrogenados se
agotan, .aumenta el nivel de etanol y acetaldehido, baja el pH y se genera anaerobiosis

(Bisson, 1999; Varela y col., 2004).

Debido a la complejidad del proceso y la directa relacién que tiene la elaboracion del
vino con el crecimiento de levaduras de la especie S. cerevisiae hacen que el estudio de
este microorganismo sea extremadamente interesante a la hora de buscar soluciones para
problemas tipicos de la indusiria del vino, y mas que eso hacen de esta levadura un

organismo objetivo a la hora de modificar y realzar cualidades deseables para el vino.




1.2. ElProblema

Uno de los principales desafios a abordar en el mercado del vino es, sin duda, el innovar;
abrir nuevos mercados a partir del desarrollo de nuevos tipos y estilos de vino, en
particular, gestados por las exigentes preferencias del consumidor (Pretorius, 2000;

Pretorius and Bauer, 2002).

La tendencia actual, desde la perspectiva del consumidor, es gestada principalmente por
el ritmo de vida de la sociedad contemporénea y sus habitos de consumo limitados por
estrictas normas para los consumidores que limita cada dia més la ingesta de alcohol.
Esto ha provocado un aumento en la demanda de vinos con bajo grado alcohélico e
incluso vinos des-alcoholizados, generando una fuerte presion sobre los productores de

vinos.

Un problema propio de los paises del nuevo mundo es la tendencia de cosechar uvas
sobremaduras para alcanzar un méximo en la madurez polifendlica, buscando mostos
con buen potencial aromatico. Sin embargo esto resulta en la deshidratacion de la baya
con el consecuente aumento en la concentracion de aziicar (Swiegers y col., 2005). En
las regiones calidas los niveles de azicar que se alcanzan son alim mas altos, lo que se
traduce en vinos con una alta concentracién de alcohol que, en el caso de los tintos,
superan los 14° (v/v) de etanol. Ademés, es importante considerar que la alta

concentracién de etanol puede afectar las propiedades sensoriales del vino (Guth and




Sies, 2002), enmascarando aromas y los sabores de éste. Mas ain, dependiendo del
estilo del vino, el alcohol puede ser percibido como una sensacién de calor en el paladar,

lo que puede resultar en un vino desbalanceado.

Cabe sefialar que la nomenclatura aduanera clasifica los vinos en funcién de su nivel de
alcohol, haciéndoles corresponder un impuesto mas alto para los vinos de mayor
graduacién. Por esta razén, los productores deben incurrir en procesos de reduccién o
remocion de alcohol del vino, que representan un costo adicional y ademaés pueden
provocar pérdidas de compuestos aromaticos y sabores. Para este proposito existen dos
grandes empresas que comercializan equipos donde el alcohol es removido por procesos
fisicoquimicos, osmosis inversa (Vinnovation, Inc.) y columna de conos rotatorios
(Spinning Cone Column, SCC) (FlavowTech Co.). También ha sido descrito que
procesos como destilacion, filiracién con membranas, extraccién, adsorcion,
centrifugacién, concentracién por congelacién y fermentaciéon parcial, podrian ser

igualmente validos para reducir la carga alcohélica de un vino (Swiegers y col., 2005).

Aungque la mayoria de estos métodos son efectivos y la cantidad de alcohol removido es
facilmente controlable, estos métodos son costosos y pueden llegar a ser muy intensivos
desde el punto de vista del productor. Inclusive, algunas de estas técnicas, no pueden ser
usadas o no estan aprobadas explicitamente por la Organizacion Internacional de la Vid

y el Vino (OIV) y/o legislaciones locales.




I.3. Estado del Arte

La desafiante biisqueda por reducir el grado alcohélico del vino de una forma economica
y que no signifique una pérdida en la calidad de éste, se ha traducido en diferentes
puntos de vista y alternativas en la forma de abordar el problema. Una alternativa no
fisica es el tratamiento del mosto con preparaciones enzimiticas, tales como la glucosa
oxidasa (GOX), que reduce el contenido de azicar del mosto. La glucosa del mosto es
convertida por GOX en D-glucono-y-lactona y écido glucénico, y por lo tanto, no se
encuentra disponible para la formacion de etanol durante el proceso fermentativo
(Pickering y col., 1999). A pesar de ser una manera eficiente de reducir los niveles del
alcohol en el vino, el uso de preparaciones enzimaticas puras a una escala industrial es
todavia muy costoso. MAs afm, el impacto que pueda temer en las propiedades

sensoriales del vino es desconocido.

Una alternativa a las soluciones fisicoquimicas actualmente en uso a nivel industnial, es
evaluar una solucién biolégica a la menor produccion de etanol. Esta es posible
abordarla de dos formas diferentes: primero pensando en modificar las condiciones o
parametros de fermentacién, de manera de favorecer una determinada condicién
fisiolégica en donde se produce menos etanol, por ejemplo favoreciendo la respiracién

celular por pulsos de microoxigenacion (Heux y col., 2006).




La segunda forma busca disminuir la concentracion de alcohol en el vino a partir de la
seleccién o desarrollo de cepas de levaduras en las cuales el flujo glicolitico de azticar
sea desviado de la produccion de alcohol hacia la formacion de compuestos secundarios
como glicerol. Si bien el glicerol no tiene un impacto directo en las caracteristicas
aromaticas del vino, si tiene una directa relaciéon con la calidad de éste, debido a las
propiedades sensoriales que aporta al sabor y quimio-estasis del vino (Eglinton y col.,
2002; Remize y col., 1999b). Por lo tanto también puede ser de interés producir glicerol

sobre los niveles normales (4-9 g/L) para mejorar asi, la calidad del VIno.

En cultive anaerobio, S. cerevisiae convierte eficientemente el azicar en etanol, los
rendimientos de etanol experimentales sobre glucosa (Y. sg) fluctitan entre 0.5y 0.6 Cmol
/Cmol, valores muy cercanos al Ysg maximo tedrico (0.66 Cmol/Cmol). Por lo tanto la
generacion de un organismo genéticamente modificado (GMO) se vislumbra como una

solucién factible a la hora de desviar el flujo de sintesis de etanol y asi reducir el Ysg.

La fermentacién alcoh6lica del mosto por la levadura no sélo produce etanol y diéxido
de carbono, ademas produce biomasa y otros metabolitos, siendo el glicerol y los acidos
orginicos cuantitativamente los més importantes. Aumentos significativos en la
concentracién de glicerol extracelular se han logrado por sobreproduccién de GPDH
(glicerol-3-fosfato deshidrogenasa). La sobreexpresién de la principal isoenzima GDP1
en levaduras de laboratorio y vinicas resulta en un aumento de 2-3 veces en la
produccién de glicerol, al mismo tiempo de una disminucién del etanol (Michnick y col,

1997; Nevoigt and Stahl, 1996; Remize y col, 1999b). La transformacion de una cepa
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con un plasmido multicopia que contiene el gen que codifica para la GPDI bajo el
promotor de la ADHI produjo 12-18 g de glicerol / litro y aproximadamente 1% v/v
menos de etanol (Remize y col., 1999b). Disminuciones similares de alcohol se han
conseguido con la expresién en levaduras del gen de glucosa oxidasa GOX1 del hongo
Aspergillus niger. Al combinar estas dos estrategias se tendria tedricamente el potencial
de disminuir el contenido de aleohol més de un 4% (v/v) si fuese requerido (Matherbe y
col., 2003). Como resultado del reacomodo del balance de carbono y de un equilibrio
redox alterado, estas mutantes exhiben altos niveles de produccién de productos
secundarios, principalmente 4cido acético, 2,3-butanodiol y acido succinico, compuestos
muchas veces indeseados en el “bouquet” del vino final (Michnick y col., 1997, Remize
y col., 1999a). Una modificacién adicional, la escision del gen ALD6 (aldehido
deshidrogenasa) produjo altos niveles de glicerol, sin haber aumentado la produccion de
acetato, aunque el reordenamiento y reacomodo del flujo de carbono aumentd la
formacién de succinato, acetoina, acetato y 2,3 butanodiol (Eglinton y col., 2002;

Remize y col., 1999b)

Usando métodos de genética clésica, que involucraron el cruce de cepas hiper
productoras de glicerol para desarrollar una cepa stper productora, se consiguio duplicar
la biosintesis de glicerol. Con métodos similares se han obtenido hasta 18 g/L de glicerol
en fermentaciones vinicas (Prior y col., 1999). Por ofra parte, experimentos de ingenieria
genética han logrado sobreproducir los niveles de glicerol hasta un 400% con el
consecuente reduccién de etanol (Michnick y col., 1997, Remize y col., 1999a); sin

embargo los niveles de productos secundarios son demasiado altos.




Para fines enolégicos, el grado alcohélico no es necesario reducirlo en grandes
cantidades; més bien sélo en un 2-3 % v/v del vino final. Si el Yse real es normalmente
0,61 Cmol de etanol por Cmol de glucosa (rendimiento de etanol producido sobre
glucosa consumida), entonces es necesario reducirlo a alrededor de 0,5 Cmol de etanol
por Cmol de glucosa. Esto equivale a redireccionar, dentro del fluyjo glicolitico,
alrededor de 0,11 Cmoles de etanol por cada Cmol de glucosa consumida, ademas delos

0,06 moles de NADH por Cmol! de glucosa que no se oxidan por este concepto.

A pesar que las técnicas modemas ofrecen transformaciones biotecnolégicas junto a los
usos del ADN recombinante, éstas no pueden ser empleadas por el momento en
levaduras comerciales para la elaboracién de vinos, y es Chile quien puede verse
afectado al introducir ingenieria genética en sus levaduras ya que los mercados
internacionales tienen, actualmente, una alto rechazo a los OGMs. El desconocimiento,
sumado a la incertidumbre, se ha traducido en miedo y negacién a aquellos productos en
los que ha intervenido esta disciplina. Sin embargo, ante una eventual liberacion de los
OGMs, es indudable que todos los paises que no hayan desarrollado investigacion propia
en el area se versn en una situacién de desventaja con sus tradicionales competidores

(Bisson, 2004; Dequin, 2001; Pretorius and Bauer, 2002).




I.4. Lapropuesta

Una solucién, no abordada por investigadores, es disminuir la sintesis de etanol a partir
del silenciamiento de genes que codifican para isoenzimas de la aldehido deshidrogenasa
ADH, las cuales poseen actividades bastante menores a la enzima principal. En levadura,
se ha descrito hasta el momento 7 alcohol deshidrogenasas (ADH1 a ADH?7). ADHI es
la isoforma citoplasmatica de alcohol deshidrogenasa y la principal enzima requerida
para la conversién de acetaldehido en etanol (Drewke y col., 1990). Sélo las ADHI,
ADH3 y ADHS estin involucradas en la sintesis de etanol; las demas se relacionan con
crecimiento a partir de etanol, hidrélisis de formaldehido y formacién de alcoholes

superiores (Larroy y col., 2002).

En condiciones aerébicas una cepa adhl reduce un 50 % su produccién de etanol,
indicando que es la isoforma predominante (Smith y col, 2004). Ademas, una triple
mutante adhl,3 y 5 reduce en un 35% el etanol liberado comparado con una cepa doble
mutante adhl,3 {Smith y col, 2004); y una cepa tetra mutante adhl,2,3,4 produce un
tercio del etanol que una cepa silvestre y no crece en medio anaerébico (Drewke y col.,
1990). Esto deja de manifiesto un rol no descrito de la enzima ADHS en la sintesis de
etanol en condiciones vinicas; més aim si se toma en consideracion que los estudios
realizados a la fecha son mayoritariamente en medios aerobicos y la fermentacion vinica

es un proceso anaerobio.




El gen ADHS5 podria estar involucrado en la sintesis de alrededor de un 15% del etanol
total, lo que abre una interesante posibilidad para la obtencién del rendimiento Yse
deseado; es indudable que la posibilidad de generar un desbalance redox (exceso de
NADH) es alta a partir de una escision génica como ésta; pero también es factible que la

sintesis de glicerol compense, al menos en parte, dicho déficit.

Para evaluar la funcién que tiene esta enzima en condiciones vinicas se abordod un
disefio experimental que permitié remover, en una primera instancia, mn alelo del gen
ADHS5 de una cepa industrial vinica, sentando las bases para continuar con el siguiente
alelo. Se utilizo la cepa diploide S, cerevisiae EC1118, la cual se ha reportado tener
sobre un 99% de identidad con 1a levadura S288¢ y sobre un 99% de sus genes en dos
copias (Dunn y col., 2005). De esa forma no solo se conoceria la importancia de este gen
en condiciones vinicas, sino que también se implemen'tarian las metodologias necesarias
para desarrollar silenciamiento génico en cualquier gen de una cepa industrial vinica. St
bien se utilizaron metodologias invasivas para cumplir el objetivo, se generd una
plataforma de discusién sobre nuevas estrategias a fin de obtener soluciones biolégif:as
no invasivas, no transgénicas y reconocidas como seguras (GRAS, del inglés Generally

Recognize As Safe).
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LS. Hipétesis de trabajo

La generacion de un médulo de escision génica basado en la recombinacién homoéloga
de secuencias laterales al gen de interés es suficiente para remover un alelo del gen
ADHS5 en una levadura industrial vinica. Luego, si la dosis génica de este gen es
importante en el fenotipo sera posible observar una reduccién en el rendimiento de

etanol sobre glucosa (Ysg) evaluado sobre una fermentacién vinica en mosto sintético.
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L6. Objetivos

L.6.1. Objetivos generales

. Desarrollar e implementar una metodologia que sea capaz de escindir genes de
interés en una cepa industrial de S. cerevisiae.
. Analizar las implicancias que tiene la remocién de un alelo del gen ADHS de una

cepa industrial en la sintesis de etanol en una fermentacion vinica.

1.6.2. Objetivos especificos

s  Revision del estado del arte.

e  Planificacion de una estrategia de escision génica.

¢  Implementacién de los protocolos y técnicas asociadas.

e  Generacién y transformacion del médulo de escisién génica 2 una cepa S.
cerevisiae industrial.

. Seleccion y verificacion de clones con el alelo del gen ADHS removido.

. Micro fermentaciones comparando a la cepa mutada versus la cepa silvestre.

. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos.
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II. MATERIALES Y METODOS
IL1. Cepasy plasmidos

IL1.1. Cepas de microorganismos

Durante el desarrollo de este trabajo se utiliz6 la cepa de E. coli JM109 (endAl, recAl,
gyrA96, thi, hsdR17 (tk—, mk+), relAl, supE44, A( lac-proAB), [F' traD36, proAB,
laqlqZAM15]) (Promega Corporation) 1la cual permite la a-complementacién con el
gen LacZ presente en pldsmidos de clonamiento. Estos microorganismos se utilizaron

principalmente para la propagacion y almacenaje de plasmidos.

Para la modificacion génica y fermentacién vinica se utilizé a la levadura
Saccharomyces cerevisiae var. bayanus EC1118, formalmente conocida como “Prise de
Mousse”, es una levadura industrial con genotipo diploide (Bradbury y col., 2006),
homotalica y con sobre un 99% de sus genes en dos copias (Dunn y col., 2005). Es

comercializada por Latvin/Lallemand.
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1L.1.2. Plasmidos

A continuacién se describen caracteristicas de los plasmidos utilizados para la

realizacion de este trabajo:

Tabla 1 Plasmidos utilizados en la realizacién de este trabajo

Plasmido Descripcién Referencia
pGEM-T AmpR, 07pact Promega
pUG6 AmpR, KanMX, 077sact Giidener, 2002; EUROSCARF'
pSH65 | AmpR, FleoR, recombinasa CRE, oripa:  Giildener, 1996, EUROSCARF 1

IL2. Medios de Cultivo

IL2.1. Medios de cultivo para bacteria

Para el mantenimiento y cultivo habitual de cepas bacterianas se utilizé el medio LB
(Luria-Bertani) (Sambrook y col., 1989) que contiene 10 g/L de bacto-triptona, 5 g/l de
extracto de levadura y 10 g/l de NaCl. Para la recuperacién de células tras la
transformacion de ADN se utilizé el medio SOC, compuesto de 20 g/L. de bacto-
triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 0,5 g/L de NaCl, 0,18 de KCl, 0,24 MgCl2y 3,6

g/ de glucosa. Para el crecimiento sobre sustrato sélido se adiciond 15 g/L de agar al

! EUROpean Saccharomyces Cerevisiae ARchive for Functional analysis
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medio de cultivo. En los casos donde fuese necesario el medio de cultivo se suplemento

con ampicilina 100 pg / mL (Sambrook y col., 1989).

IL.2.2. Medios de cultivo para levadura

I1.2.2.1. Medio YPD

El cultivo de cepas S. cerevisiae indusiriales EC1118 utilizadas en este trabajo
experimental se [levé a cabo empleando habitualmente el medio de cultivo YPD
(Sherman, 2002), el cual es un medio complejo, apto tanto para el crecimiento habitual
de las levaduras como para su recuperacion luego de transformacion. Este medio se
compone de 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona y 20 g/L. de glucosa.
Para YPD sdlido, se adicioné 20 g/L de agar y 0,1g/L. de NaOH, para elevar el pH y
evitar precipitacién del agar (Ausubel y col., 2000). En los casos donde fue necesario los
medios de cultivos se suplementaron con Geneticina (G-418 sulfato) (GibcoTM,

Invitrogen) 200 pg / mL y/o fleomicina (Sigma) 7,5 ug/mL (Xiao, 2006).

11.2.2.2. Medio MS300
Para las fermentaciones vinicas se utilizd un medio definido denominado mosto
sintético, el cual imita las condiciones naturales de un mosto de uva estandar,
previamente descrito (Bely y col., 1990; Giudici and Kunkee, 1994). Es rico en azucar,
pero limitado en nitrégeno. Este medio contiene por litro: 100 g de glucosa, 100 g de

fructosa, 6 g of acido citrico, 6 g de 4cido DL-malico, 750 mg de KH,PQ,, 500 mg de
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KH;S04, 250 mg de MgS0,4-7H,0, 155 mg de CaCl; - 2 H20, 200 mg de NaCl, 4 mg de
MnS0, -H,0, 4 mg de ZnSQ4, 1 mg de CuSO; - SH0, 1 mg de K1, 0,4 mg de CoCl; -
6H,0, 1 mg de H;BO;, 1 mg de NaMoO; - 2H0, 20 mg de mio-inositol, 2 mg de acido
nicotinico, 1,5 mg de pantotenato de calcio, 0,25 mg de hidroclorito de tiamina, 0,25 mg

of hidroxiclorito de piridoxina, y 0,003 mg de biotina.

Las fuentes de nitrégeno adicionadas son: 18,6% p/p de NH4CI, 20,5% p/p L-prolina,
16,9% p/p L-glutamina, 1,25% p/p L-arginina, 6% p/p L-triptéfano, 4,9% p/p L-alanina,
4% plp 4cido L-4cido glutimico, 2,6% p/p L-serina, 2,6% p/p L-treonina, 1,6% p/p L-
leucina, 1,5% p/p acido L-aspartico, 15% p/p L-valina, 1,3% p/p L-fenilalanina, 1,1%
p/p L-isoleucina, 1,1% p/p L-histidina, 1,1% p/p L-metionina, 0,6% p/p L-tirosina, 0,6%

p/p L-glicina, 0,6% p/p L-lisina, y 0,4% p/p cisteina.

Como el oxigeno es un sustrato esencial para la biosintesis de esteroles (ergosterol) y
acidos grasos insaturados (Fornairon-Bomnefond y col., 2002) se suministraron los
factores anaerobios necesarios : 15 mg/L de ergosterol, 5 mg/L. de oleato de sodio y 0,5

ml/L de Tween 80.

IL.2.3. Crecimiento y mantencion de células

Las cepas de S. cerevisiae y de E. coli se conservaron a -80 °C suspendidas en glicerol al
15 y 20% (p/v), tespectivamente. Las de uso frecuente se mantenian a 4 °C en placas

petri crecidas en el medio sélido adecuado . El cultivo en medio liquido se realizé en
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matraces o tubos de ensayo de al menos 5 veces el volumen del medio de cultivo a
contener, para asegurar una buena aireacién. La incubacién de S. cerevisiae y E. coli se
realizé, respectivamente, a 30 y 37 °C con agitacion entre 150-200 rpm. Los cultivos en
medios sélidos se realizaron en placas petri incubadas a las mismas temperaturas del

medio liguido.

Los estudios de vinificacién se realizaron en matraces de 500 mL Ilenos con 500 mL de
medio MS300, de manera de imponer una condicion anaerobia. Las fermentaciones se
llevaron a cabo sin agjtacién y a 30°C. Para inocular los cultivos se utilizaron 10° células

/mL de cultivo, las cuales fueron previamente lavadas con NaCl 0,1 M.

I1.3. Métodos de transferencia génica

11.3.1. Transformacion bacteriana

I1.3.1.1. Obiencién de células competentes de E. coli
Las células de £, coli IM109 (Promega) fueron vueltas competentes mediante el método
del cloruro de calcio (Sambrook y col, 1989). Luego almacenadas a -80°C hasta su
utilizacion.

IL3.1.2. Transformacion por choque térmico

Este método de transformacién es descrito en Sambrook y col, (1989) y en las

especificaciones técnicas del distribuidor. Se mezclaron 50 pL de células competentes
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con 50 ng de ADN a transformar (pGEM-T::fragmento ligado). La mezcla se incubd en
hielo por 20 minutos, luego se aplicé un choque térmico de 50 segundos a 42 °C y se
incubd en hielo ofros 2 minutos. Finalmente se adicioné 1 mL de medio SOC a la
mezcla y se incubé 1 hora a 37°C. Luego se sembrd el cultivo transformado en placas de

medio LB/Amp/IPTG/X-Gal.

I1.3.2. Transformacion de levaduras

I.a transformacion de células de S, cerevisiae, cepa EC1118, se realizd mediante el
método de acetato de litio (Xiao, 2006). Esta técnica utiliza una solucién de cationes
divalentes (acetato de litio) tanto en la preparacién de las células competentes como en
la transformacién por choque térmico (Ito y col., 1983), ademds del uso de un
coadyuvante para la transformacién -ADN de esperma de salmon- (Schiestl and Gietz,
1989). Para un buen porcentaje de éxito la transformacion de 50 pL de células

competentes necesita ~1 pg de producto de PCR a introducir (Xiao, 2006).

IL4. Técnicas de silenciamiento génico

IL4.1. Silenciamiento de genes cromosémicos utilizando fragmentos de PCR

Con esta metodologia es posible reemplazar una secuencia cromosémica por un gen de
resistencia a antibiéticos, generado por PCR, utilizando oligonucleétidos con
extensiones homélogas correspondientes al gen a remover. Estas extensiones permitiran

la recombinacion en las regiones flanqueantes al gen. Después de la seleccién de
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mutantes, la resistencia al antibiético puede ser eliminada utilizando el plasmido pSH65
que expresa la recombinasa CRE, actuando sobre la repeticion directa Loxp adyacente al

gen de la resistencia.

I1.4.2. Generacién del méodule de escision génica

La resistencia a geneticina, proporcionada por el gen KanMX (Wach y col,, 1994) del
plasmido pUGS, se amplificé utilizando oligonucledtidos que en su extremo 5’
contienen secuencias homélogas (entre 40 y 43 nucleétidos) al gen objeto de mutacion
(AD1 y AD2), mas la secuencia correspondiente a loxpl y loxp2 ciel plasmido pUG6
(Figura 1). En total los oligonucleétidos midieron entre 59 y 65 nucledtidos. De esta
forma, al amplificar la secuencia loxp-KanMX-loxp del plasmido pUGS, se genera un
fragmento de PCR que contiene la resistencia al antibidtico KanMX, flanqueada por los
sitios loxp, més las secuencias homélogas al gen que se quiere escindir (AD-1 y AD-2).
Todo el segmento generado tiene un tamafio tedrico de de 1695 pb. El fragmento
amplificado no es necesario purificarlo debido a que el plasmido pUGS no tiene origen

de replicacién en levadura.

El programa de amplificacion utilizado para el termociclador PTC-200 (Peltier
Thermalcycler) fue con un comienzo de 95°C por 5 minutos, luego 25 ciclos de
denaturacién, hibridacién y extensién a 94 (40 segundos), 58 (1 minutos) y 68°C (2

minutos), respectivamente. Finalmente una extension final a 68 °C durnate 15 min.
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A.
PartidorADHS5-Loxpl

homologia AD-1 homologia loxpl

5- GCAAACTACTGCTTTACTGTCTCACAATGTCTCTGATTGGCAGCTGAAGCTTCGTACGC-3

PartidorADHS-Loxp2
homologia AD-2 homologia loxp2

5-CACTCGCTATTTACTGAAGTTCAGAAATGGAGTAATTCTCATGCATAGGCCACTAGTGGATCTG~3

Figura 1 Esquema que representa la generacion del médulo de escisién génica. En A se ilustra los
partidores necesarios para amplificar el gen de resistencia KanMX, este se componen de una region de
homologfa con el locus génico a recombinar y de la regién partidora para los sitios Loxp del plasmido
pUGS6. En B se esquematiza la amplificacién del plasmido pUGH a partir de los partidores sintetizados.
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11.4.3. Eliminacion de la resistencia al antibiético

Una vez comprobada la mutacién del gen en un alelo por PCR, se transformé con el
plasmido pSH65, que contiene el gen para la recombinasa CRE bajo el promotor GAL,
resistente a ampicilina y fleomicina, y con origen de replicacion bacteriano. Los
transformantes se sembraron en medio sélido YPD a 30°C, y luego las colonias se
repicaron en medio sélido YPG para favorecer la expresion de la recombinasa CRE. Las
células crecidas fueron sembradas en duplicado en placas YPD-agar con y sin
geneticina. Las colonias que pierdan la resistencia a geneticina son las que debieran

haber removido el segmento KanMX de su genoma.

IL5. Técnicas de andlisis de dcidos nucleicos
I1.5.1. Aislamiento de ADN

I1.5.1.1. Aistamiento de ADN plasmidice de bacteria

El aislamiento de ADN plasmidico de E. coli se realiz6 segin el método de lisis alcalina
descrito por Sambrook y col., (1989). El método se llevé a cabo a pequefia escala

(miniprep) a partir de 2-3 ml de cultivo.

I1.5.1.2. Aislamiento de ADN cromosémico de levadura

Para aislar el ADN cromosémico de levaduras se utilizd un método mecénico de ruptura

de células (Hoffman and Winston, 1987) basado en la utilizacién de perlas de vidrio de
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tamafio 0.5 mm (BioSpec products, Inc.), junto a una solucién de SDS y Triton X-100

para lisar las levaduras.

IL5.2. Analisis de fragmentos de ADN

Los fragmentos de ADN, ya sea producto de una amplificacién por PCR o resultado de
una digestién enzimética, fueron visualizados tras electroforesis horizontales en geles
de agarosa. Todos los geles de agarosa se prepararon al 1,5 % (p/v) en el tampdn Tris
Acetato-EDTA 1x (TAE 1x), que contiene 40 mM de Tris-base pH 8,0, 1 mM de EDTA
y 0,1142 % (v/v) de 4cido acético glacial, segin se describe en Sambrook, (1989). Las
electroforesis se realizaron a 70-100 voltios. Las bandas de los fragmentos de ADN se
hicieron visibles al tefiirlas con una solucién de bromuro de etidio 10 mg / mL y luego

iluminando el gel con un transiluminador de luz ultravioleta Vilver Lourmat de.320 nm.

ILS.3. Purificacién de bandas desde geles de agarosa

Para purificar bandas de ADN desde geles de agarosa con el fin de obtener ADN molde
para reacciones de PCR, se utilizaron columnas S.N.AP.TM y su protocolo descrito en
el manual I-SAGETM (Invitrogen). Se aislé y molié la banda del gel a purificar, se
adicioné 150 pL de un solucién de 3 mM Tris-HCI, pH 7,5 y 0,2 mM EDTA, pH 7,5
junto a 30 pL de acetato de amonio 7,5 mM, esta mezcla se incubé 2 horas a 65°C.
Luego se hizo pasar por la columna S.N.A.P. TM; el eluido se precipit6 por etanol 100%

y se lavd con etanol 70%, luego de secar el pellet se resuspendié en buffer TE.
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IL54. Uso de enzimas de restriccién
La digestién de ADN con endonucleasas de restriccién se realizé segim se describe en
Sambrook y col, (1989), utilizando los tampones y condiciones de incubacion

recomendados por el fabricante (Promega Corporation), para las enzimas Hhal y Bell.

Las enzimas de restriccién utilizadas fueron elegidas computacionalmente de acuerdo a

las secuencias genéticas del ADN anotado de levadura S288¢ (Goffeau y col., 1996).

IL5.5. Amplificacién de fragmentos de ADN mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR)

Para las reacciones de amplificacion de ADN cromosémico por PCR o por bandas

purificadas desde geles de agarosa se utilizé la enzima termoestable Taq polimerasa

(Tnvitrogen). El protocolo de amplificacion, fue modificado a partir del descrito en

Xiao, (2006), en el cual se optimizéd la concentracion de cloruro de magnesio en la

reaccion a 5 mM.
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Tabla 2 Protocolo para la reaccién de amplificacién 2 las zonas flanqueantes del gen ADHS desde ADN
cromosémico o purificados desde bandas. Se tabulan los compuestos para una reaccién de amplificacion
de 10y 100 pL de solucién final.

Reactivo [ Yfinal pL pL
HzOu4 73-x 7,3x
Tampon PCR 10X 10 1
ADN (50 /5 ng) X X
Primer 1 (50 pmolful) 100 pmol/100uL 2 0,2
Primer 2 (50 pmolfuL) 100 pmol/100pL 2 02
dNTP’s 10 mM 0.2mM 2 0,2
MgCl2 50 mM 5mM 10 1
Taq 5/0,5U 1 0,1
100 10

El programa de amplificacién utilizado para el termociclador PTC-200 (Peltier
Thermalcycler) fue con un comienzo de 94°C por 5 minutos, luego 35 ciclos de
denaturacién, hibridacién y extension a 94 (1 minuto 30 segundos), 61 (2 minutos) y
72°C (2 minutos 30 segundos), respectivamente. Finalmente una extension final a 72°C
dumnate 7 min. Para la amplificacién de ADN purificado desde geles de agarosa, el
programa del temociclador utilizé 1 minuto para cada paso de denaturacion, hibridacion

y extension.

11.5.5.1. Diseiio de partidores

Para el anilisis de la mutacién se utilizaron una serie de partidores que amplificaban
desde fuera de la mutacién o desde dentro (Figura 2). Los partidores fueron disefiados

mediante el programa computacional Vector NTI advance, version 10.3.0, Invitrogen
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Corporation, 2006; utilizando una concentracion tedrica de partidores en la solucion de

PCR de 0,25 pM y una concentracion de sales de 50 mM.

El disefio de los partidores contemplé, ademés, el andlisis de los mismos, en software
online disponibles publicamente, como el PCR in silico* (Bikandi y col), de la
Universidad del pais Vasco, en donde se puede testear el nimero de amplificaciones
especificas e inespecificas que se pueden obtener con el par de partidores disefiados.
Ademas se usé el software online Oligo Analyzer 3.0, IDT SciTools ® que estima, a
partir de partidores ya disefiados, pardmetros como Tm, formacién de horquillas,

autodimeros, heterodimeros, etc.

El par de partidores (B1 y B2) fue disefiado para amplificar desde 181 pb rio arriba hasta
314 pb o abajo de la zona de recombinacion (AD-1y AD-2). Los partidores pADHS,
pLoxp y pKanMX amplifican desde zonas al interior de los genes de interés. El partidor
pADHS desde el interior del gen ADHS, el partidor pKanMX desde al interior del gen
KanMX y el partidor pLoxp desde el interior del repetido directo Loxp. Esta

conformacion se esquematiza en la figura 2.

% http:/insilico.ehu.es/PCR/index.php?mo=eukarya
3 http://www.ithDN.corrﬂanalyzer/AppIicationstIigoAnalyzer/DefauIt.aspx
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A.

Partidores:

Bl 5- TAACAGAGCCGGCGGCATTG

B2 5- CCGCTTGGCTCAAACTCTGTCC

pADHS 5-CAGGAACATCCGATAGGCCAGC

pLoxp 5-ACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAG

pKanMX 5-ACCTGGAATGCTGTTTTGCCG
B. ORF s Desconocido

PSPRM
B1
L ADd AD-2
ADHS5 )
ADHS B2
1056 pb _I\j =
GC.
ORF s Desconocido
El pLgxp KanMX pLoxp PSPRM
1572 pb »
pKanMX B2
< <
AD-1 LoxP LoxP AD-2

Figura 2 Esquema del locus YBR145W del cromosoma II de levadura y la ubicacion de los partidores
utilizados. A partidores para generar amplicones de diferente longitud segun si el gen es silvestre o
mutado. B condicién del locus sin modificar, silvestre, se esquematiza el gen ADHS flanqueado de las
regiones de homologia AD-1 y AD-2, luego mis alejado se encuentran los ORF’s para la proteina de la
subunidad pequeia del ribosoma mitocondrial (PSPRM), y un ORF s desconocido. C ilustra el gen ADHS
recombinado con el segmento génico AD-I-loxp-KanMX-loxp-AD-2. Como el segmento KanMX es de

mayor tamafio que ADHS se espera aumentar la distancia entre las zonas de homologia (AD-1y AD-2)
1275 pb a 1690 pb.

de
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1.6. Microfermentaciones
11.6.1. Técnicas analiticas

I1L.6.1.1. Muesireo

Se realizaron 6 fermentaciones en paralelo, 3 fermentaciones por cada cepa (cepa
mutada y cepa sin modificar). Para seguir el estado de la fermentacién, se tomaron
muestras periédicamente. Hubo dos tipos de muestras, la primera se tomé 1 vez al dia: 5
mL de cultivo para la medicién de biomasa a partir del peso seco de ésta. El otro tipo de
muestra se realizé dos veces al dia, cada 8 y 12 horas aproximadamente para analizarlas
mediante HPLC y determinar la concentracién de glucosa, fructosa, 4cidos organicos
(4cido citrico, malico, succinico, lactico, y acético), glicerol y etanol. Estas muestras se
tomaron a partir de 1 mL de cultivo centrifugado por 1 minuto a 13.000 RPM, para
descartar impurezas y microorganismos. El sobrenadante se guardé a -80 °C para el

analisis conjunto en el equipo de HPLC.

Debido al grado de error que pudiera estar asociado a estas microfermentaciones, es que
revierte especial importancia la manipulacién y procedimiento de muestreo. Para
sobrelievar de la mejor manera estos errores se decidi6 aleatorizar el proceso de
muestreo, de manera de no sesgar ¢l experimento. Esto se realizo en cada jornada de
muestreo, dejando al azar el orden en que las 6 muestras de fermentacion fueron
tomadas. Con este simple, pero riguroso procedimiento se anulé gran parte del error,

ruido o “background”’ experimental.
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Las fermentaciones se realizaron dentro de un agitador orbital Lab-Line®, Intruments
Inc., sin agitacion, a 30 °C. Por lo tanto, para obtener muestras representativas se debio
homogenizar el cultivo previo a la toma de muestras; para ello, se agité en forma
circular el matraz, de la forma més uniforme posible, durante 1 minuto, solo
deteniéndose en el caso de formacion de excesiva espuma. Si y solo si no persistié el
precipitado en el matraz se sacé una muestra, de lo contrario se siguid agitando. De esta
forma se evitd gran parte de los errores asociados a la homogenizacion y las muestras

representativas de cada matraz,

11.6.1,2. Cuantificacién

1L6.1.2.1. Biomasa

La biomasa de las fermentaciones fue estimada a partir de la medicién del peso seco de
5 mL de muestra, en una balanza infrarroja Precisa HA300 a 65°C, la cual deshidrata las

muestras y luego entrega el peso final.

1L.6.1.2.2. Metabolitos

Los metabolitos fueron medidos a partir de 1 mL de sobrenadante de muestra
almacenados a -80°C. La concentracién de glucosa y fructosa fue medida por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), usando una columna Bio-Rad HPX-

87H (Waters Corporation) y un detector de indice de refraccion (V arela y col., 2004).
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La concentracién de acidos orgénmicos (4cido citrico, mdlico, succinico, lactico, y
acético), glicerol y etanol fueron medidos por HPLC usando una columna Bio-Rad
HPX-87H (Waters Corporation) y un detector de absorbancia en el rango ultravioleta

(Varela y col., 2003).

I1L.6.2. Analisis Estadistice

Una vez obtenidos los resultados de las muestras de HPLC y peso seco, éstas se
analizaron y evaluaron mediante programas computacionales como Microsoft Excel™
2007 y Statgraphics plus version 5.1. Para un mejor analisis estadistico se consider6 los
dos experimentos de fermentacién en triplicado como 3 series de experimentos pareados
(fermentacién S. cerevisiae EC1118 silvestre / fermentacion S. cerevisige EC1118
modificada), lo cual valida la utilizacién de una prueba estadistica t de student pareada

(ver limitaciones de éste modelo en anexo 2).

Esta prueba estadistica tesuelve el problema de determinar diferencias (en el
comportamiento promedio) de dos tipos de tratamientos. Entonces, el parametro de
interés es la diferencia promedio en la sintesis o consumo entre ambas fermentaciones y

no la varianza intra y entre tratamiento (analisis de ANOVA tipico para triplicados).

El estadistico de la prueba fue:

d

to = ————
Sdev/\n
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Donde d y Sdev son el promedio y desviacién estandar muestrales de las diferencias
entre los pares fermentacion S. cerevisiae EC1118 silvestre / fermentacion S. cerevisiae

EC1118 modificada, respectivamente, y # los grados de libertad de las muestras.

Si se analiza la distribucién de probabilidad para las diferencias entre ambas cepas se
aprecia que si -basar < fo < togzsGL , entonces con un criterio de confianza mayor a
95%, es posible afirmar que no habria motivos para rechazar la hipétesis nula
{to = pl - u2 = 0), es decir no existen motivos para afirmar que las diferencias entre

ambas fermentaciones sean nulas; de lo contrario existirian diferencias.
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III. RESULTADOS

IIL1. Seleccién y optimizacién de una estrategia de escision génica

Aunque una primera aproximacion experimental consistio en generar un modulo de
escision génico con regiones de homologia de 120 pb y 248 pb cada una, asegurando de
esa forma, la recombinacién e intercambio del gen heterélogo de resistencia por el gen
ADHS nativo. El enorme tiempo debido a los pasos de clonacion fue un factor limitante.
Asi se decidi6 abordar un disefio experimental que permitié con una sola reaccién de
PCR generar un modulo de escision con segmentos cortos de homologia de s6lo 40 y 42
pb (AD-1 y AD-2 respectivamente)(Figura 1){Baudin y col., 1993; Gueldener y col.,
1996; Gueldener y col.,, 2002; Reid y col,, 2002), ademas de disponer del sistema
CRE/loxp para remover luego la resistencia introducida. La eficiencia de éste método no
es significativamente menor a la anterior, y el tiempo ahorrado pasa a ser un factor

altamente atractivo {Gueldener y col., 1996)

Al principio de la investigacién el desconocimiento de la forma como transformar
levaduras vinicas era un hecho. La primera técnica que parecid mas asequible fue la
electroporacion, mas en la literatura especializada existen protocolos coniradictorios
para llevarla a cabo (Ausubel y col., 2000, Delorme, 1989; Hill, 1989; Manivasakam and
Schiest], 1993). La forma de volver competentes las células era semejante; sin embargo,
los pardmetros de electroporacion eran muy diferentes. Asi, se elabord un disefio
experimental multifactorial que varid los parametros de voltaje, resistencia, capacitancia

y uso o deficiencia de ADN de esperma de salmén, como adyuvante.
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Desafortunadamente, todos los experimentos fueron negativos, evidenciado por la
ausencia de colonias resistentes al fungicida Geneticina G-418. Luego, el uso de
cationes divalentes como el acetato de litio y un choque térmico en presencia de esta sal,
fue una forma eficaz de transformacién a levaduras industriales, sin la necesidad,

ademds, de costosos aparatos.

Para verificar la mutacién, se utiliz6 PCR a partir de secuencias laterales e intemnas a
ésta. Eista técnica se optimizd a partir de los protocolos descritos por Xiao, (2006);
debido que bajo condiciones habitnales no amplifica. Se analizaron las variables de
temperatura de hibridacién, concentracién de ADN molde, concentracion de partidores,
temperatura de extensién, calidad de los reactivos. Finalmente el factor limitante a la
hora de amplificar ADN genémico de levaduras industriales es la concentracién de

magnesio (MgCly) en la solucion, la cual debié ser mayor a 5 mM.

IIL2. Generacién y transformacién del médulo de escisién

Las amplificacién del gen KanMX, presente en el plasmido pUG6 con los partidores
ADHS5-loxpl y ADHS5-loxp2 permitié generar el médulo de escision AD-1-loxp-

KanMX-loxp-AD-2 de 1650 pb (figura 3).

Con dos reacciones de PCR - 100 pL cada una - se obtuvo alrededor de 1 ug del

amplicon de interds. Esta mezcla de concentré en un volumen 6 veces menor y se
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transformd directamente a 50 pL de levadura S. cerevisiee EC1118 ( 2 x 10°
células/mL), Iuego se plaqued en medio selectivo (Geneticina G418) (ver detalles en
materiales y métodos) y se obtuvo una gran cantidad de colonias de pequefio tamafio y-
s6lo algunas grandes. Estas filtima se repicaron en nuevas placas con medio selectivo.
Sélo las colonias que crecieron en a;mbas placas fueron conducentes analisis a partir de
reacciones de PCR, para amplificar desde zonas flanqueantes e internas al lugar de
recombinacién (ver materiales y métodos). A partir de 1 x 10® células competentes de
levadura S. cerevisiae EC1118 se seleccionaron 7 colonias con resistencia a geneticina
G418 heredable; es decir, se encontrd que la eficiencia en el procedimiento global de
escisién (transformacién + adquisicién de la resistencia) para la cepa industrial S.

cerevisiae EC1118 era bastante bajo correspondiente a 7 x 107 %.
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Figura 3: Visualizacién de la generacién del médulo de escision AD1-loxp-KanhX-loxp-AD2, a partir
de la amplificacién por PCR del pldsmido pUG6. En el caril 1 esté el marcador de peso molccular de 1
kb (Invitrogen, USA). En el segundo carril 10 ul de la reaccién de amplificacion del modulo génico.
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II1.3. Verificacion de transformanies

Para verificar la correcta mutacién en el gen ADHS de los clones transformantes

geneticina resistentes. Se amplificé por PCR utilizando diferentes partidores al ADN

cromosémico obtenidos a partir 5 mL de cultivo en medio selectivo.

Se utilizaron 5 partidores diferentes, generando 5 posibilidades de pares de partidores
utilizables. Los pares de partidores B1/B2 se disefiaron para amplificar desde 181 pbrio
arriba hasta 314 pb rio abajo de la zona de recombinacién (AD-1y AD-2), generando
tedricamente un amplificado de largo 1770 pb para el caso donde no ocurria escision y
una regién de 2190 pb si el gen ADHS5 habia recombinado. En la figura 4 se esquematiza
el tamafio de los amplicones para cada uno de los 5 pares de partidores (B1/B2,
pLoxp/B2, B1/pKanMX, pLoxp/pKanMX, B1/pADHS) en el caso de amplificar un alelo

mutado con KanMX o un alelo silvestre.
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Figura 4 Esquema ilustrativo de los amplicones generados a partir de la amplificacion de la region YBR145W
del cromosoma II de levadura para la condicion silvestre y mutada, donde se aprecia los distintos tamafios
moleculares para los amplicones utilizando los diferentes pares de partidores. En A se aprecia el caso del
locus silvestre, mostrando las zonas de recombinacién teoricas AD-1 y AD-2, ademas de las zonas de
apareamiento con los partidores. En B se aprecia el caso en que el gen ADHS silvestre haya recombinado
con el modulo 4D1-loxp-KanMX-loxp-AD2, generando la remocion del gen silvestre. En ambos casos se
ilustran los tamafios moleculares esperados para las amplificaciones por PCR usando los partidores B1/B2,
pLoxp/B2, Bl/pKanMX, pLoxp/pKanMX, BI/pADHS5. Los amplicones obtenidos utilizando los
partidores B1/B2, corresponden a las bandas a y P de la figura 5, segun si es amplificacion al locus mutado
o silvestre, respectivamente.
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De los 7 clones transformantes . cerevisiae EC1118 geneticina resistentes, sdlo el clon
14 (designado E14) presenté la banda de kanMX en uno de los alelos ADH5, luego de
una amplificacion utilizando los partidores B1/B2. Ast sélo la cepa E14 fue utilizada en

los anélisis posteriores.

Al amplificar el ADN cromosémico de la cepa 8. cerevisiae El4 utilizando las
combinaciones de partidores mostrados en la figura 4, se observaron tamafios coherentes
a los esperados utilizando las bases de datos disponibles (figura 5). Sélo la amplificacion
utilizando los partidores pLoxp/B2 muestra una de las dos bandas esperadas, sélo se
observa la banda de tamafio 391 pb y no de 1967 pb. Posiblemente debido a la
procesividad de la taq polimerasa que posee mayor probabilidad de amplificar un
tamafio pequefio que uno de gran tamafio; sumado a esto, el primer Loxp (ubicado en el
Jado 5°) se visualiza con la amplificacién utilizando los partidores Loxp/KanMX (carril

N°4 de Figura 5b) que da una banda de tamafio esperado -792 pb-.

Estos resultados muestran que un alelo del gen ADHS se encuentra cambiado por el gen
KanMX flanqueado por secuencias Loxp. Para validar los tamafios moleculares
encontrados para cada reacciéon de amplificacion y poder afirmar con mayor certeza que
tras amplificar desde las zonas flanqueantes a la mutacion (partidores B1/B2), la banda
de 2290 pb (Banda o, Figura 5) corresponde a la mutacién y que las bandas de 1770 pb
(bandas B, Figura 5) corresponden al alelo silvestre, es que se purificaron éstas bandas
desde geles de agarosa. A partir de éstas bandas aisladas se realizaron nuevas

amplificaciones de PCR y digestiones utilizando enzimas de restriccion.
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1770pb  ----1

Figura 5 Amplificacion del gen ADHS5 desde ADN cromosomico, utilizando tanto partidores
flanqueantes a la mutacién como del interior de los genes de interés. A muestra amplificaciones desde
ADN cromosémico de S. cerevisiae EC1118 silvestre y en B desde ADN cromosomico de S. cerevisiae
EC1118 E14. El orden de corrida es para A y B de la misma forma y es: STD estandar de peso molecular
de 1 kb: 1 partidores B1/B2, 2 partidores pLoxp/B2, 3 partidores Bl/pKanMX, 4 partidores
pLoxp/pKanMX y 5 partidores B1/pADHS5. Con flechas se muestran las bandas a y P aisladas para su
analisis posterior
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Al amplificar desde las bandas purificadas (Figura 6) se obtienen amplicones con los
mismos tamafios moleculares que los observados en la figura 5, pero esta vez ordenados
de acuerdo al ADN molde de origen o alelo de origen. La bandas P presentan el mismo
patrén de amplificacién, sélo amplifican desde los partidores Bl y pADHS, que
amplifican desde dentro del gen ADHS5. La banda «, amplifica utilizando partidores al
interior del gen KanMX, ya sea desde el mismo gen (Banda 2, del primer gel de figura

6a) como de las secuencias Loxp (Banda 3, del primer gel de figura 6a).

De estas amplificaciones se puede observar que las bandas o y B extraidas a partir de una
amplificacion desde las zonas flanqueantes al lugar de mutacién de la cepa S. cerevisiae
E14 corresponden al gen KanMX flanqueado de los sitios Loxp y al alelo ADHS

silvestre, respectivamente.
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A‘ Banda o, 3, cerevisioe E14

Banda B, 8. cerevisiae silvestre

Figura 6  Amplificaciéon desde bandas purificadas que corresponden a las zonas flanqueantes al gen
ADHS5 (amplificado previamente con partidores B1/B2), utilizando tanto partidores flanqueantes a la
mutacién como del interior de los genes de interés. A gel izquierda muestra amplificaciones desde la
banda 2190 pb de 8. cerevisiae E14, gel derecha muestra amplificaciones de la banda 1770 pb de S,
cerevisiae E14, B muestra amplificaciones de la banda 1770 de S. cerevisiae EC1118 silvestre. El orden de
corrida es para A y B de la misma forma y es: STD estandar de peso molecular de 1 kb: 1 partidores
pLoxp/B2, 2 partidores B1/pKanMX, 3 partidores pLoxp/pKanMX y 4 partidores B1/pADHS.
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Para darle mayor validez a los resultados, se realizaron digestiones enzimaficas
utilizando como molde a las bandas purificadas (@ y B). Asi, se esperaron patrones de
digestion caracteristicos al digerir los segmentos génicos con las enzimas de restriccion

Hhal y Bell (Figura 7a).

Las digestiones esperadas de la figura 7a se basan en la secuencia anotada de S.
cerevisiae S288c (Goffeau y col,, 1996), es de esperar que una cepa industrial posea
polimorfismos con respecto a esta secuencia. El gen ADHS5 de 5. cerevisiae ECI118 no
fue la excepeiodn, tras digerir la banda B que corresponde a la amplificacion desde zonas
flanqueantes al gen ADHS5 silvestre con la enzima Hhal se esperd dos bandas una de
1587 bp y otra de 183 pb, pero se obtuvo dos bandas de ~940 y ~810 pb (Figura 7b).
Este hecho sefiala que existe una mutacién ~230 pb rio arriba al ATG del gen, que evita
el corte con la enzima y por lo tanto también existe otra mutacién ~670 o ~520 pb rio
abajo del ATG que genera un nuevo blanco para la enzima de restriccion.  Este
polimorfismo también se encuentra en la banda B de la cepa El4, lo que afirma

nuevamente que esta banda corresponde al alelo silvestre (Figura 7b).

La banda a que contiene el gen KanMX mostré los patrones esperados para dicha
condicién. La enzima Hhal posee tedricamente 9 sitios de corte en la banda o (Figura
7a), generando fragmentos muy pequefios, el més grande de 535 pb, solo éste Oltimo se
observa en el gel (Figura 7b). Bste segmento génico no posee cortes con Bell, lo cual

también se aprecia en los resultados.
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Figura 7 Analisis de digestion de los amplicones purificados desde las zonas contiguas al gen ADH3 para
las cepas silvestre v mutada (bandas a y B). A tamafios teoricos para la digestion de las bandas o y . B
digestion por enzimas de restriccion a las bandas a y B respectivamente. En el primer carril se encuentra
el marcador de tamafio molecular de | kb. Be/l: amplicon digerido con la enzima de restriccion Bel: Hhal:
amplicon digerido con la enzima de restriccion Hhal; S.D.: amplicon sin digerir.
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IIL.4. Remocién del médule loxp-KanMX-loxp insertado en el ADN cromesdmico

Con el fin de escindir el fragmento loxp-KanMX-loxp de} ADN gendmico, se transformo
con el plasmido pSH65 que contiene la recombinasa CRE inducible por galactosa. Se
obtuvieron 19 clones transformantes fleomicina resistentes, pero al someterlos a un
cambio de la fuente de car‘bono para inducir la recombinasa, éstos no perdieron la
resistencia fenotipica a geneticina ni el gen KanMX. En este punto la escision de
fragmentos Loxp ha sido reportada como exitosa en un alto rendimiento (80%-90% de

los casos) para cepas de laboratorio S. cerevisiae (Guldener y col., 1996; Xiao, 2006).

Luego, estos 19 clones se repicaron sucesivamente durante 5 dias en placas galactosa en
ausencia del fungicida, en cada dia se picaron las colonias en duplicado en placas YPD
en presencia y ausencia de geneticina; sin embargo no hubo pérdida de la resistencia a
geneticina ni del gen KanMX. Esto revela que en una levadura industrial no se dan las
condiciones Gptimas para que la recombinasa CRE se exprese. Es necesario un estudio
més profundo sobre las 6ptimas condiciones en que la recombinasa CRE es inducible en

una cepa industrial.

En resumen, se logrd mutar un alelo del gen ADH5 de una levadura industrial a partir de
]a recombinaciéon homéloga con el gen KanMX. Sin embargo no fue posible remover el
gen KanMX del genoma, a partir de la expresion de la recombinasa CRE. Un alelo
mutado de la cepa industrial es probablemente insuficiente para observar un fenotipo en

la cantidad de alcohol que la levadura produce. La obtencién de una levadura

-
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homocigota a la mutacion, Aadh5, es importante para un completo estudio funcional, y
corresponde al siguiente paso de experimentacién; sin embargo su obtencién se
encuentra fuera del marco de esta memoria. Ahora bien, es posible realizar algunas
especulaciones, se podria pensar que la dosis génica es un actor importante en este gen y
como los factores de transcripcién y su abundancia no se han descrito en condiciones
vinicas, entonces no es obvio asumir que un alelo mutado pueda o no tener relevancia en
la gran cantidad de etanol que produce la levadura. En este sentido se realizaron

microfermentaciones vinicas para corroborar estas hipdtesis.

1H.5. Microfermentaciones

Los experimentos de fermentacion en mosto sintético MS300 tuvieron la finalidad de
comparar y evaluar las diferencias entre las cinéticas de consumo de nutrientes y sintesis
de metabolitos al utilizar la cepa S. cerevisiae EC1118 E14 ADHS/adh5 y la cepa S.

cerevisiae EC1118 silvestre ADH5/ADHS.

Se realizaron 6 fermentaciones en paralelo, 3 fermentaciones para cada cepa de S.
cerevisiae (silvestre y mutada). En la Figura 8 se muestran las cinéticas para los
sustratos y productos como promedios de cada triplicado en cada punto de muestreo. Las

fermentaciones se llevaron a cabo en mosto sintético MS300 sin agitacién permanente,
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para promover la anaerobiosis. Tras 10 dias de cultivo las fermentaciones se finalizaron
con una sequedad de 11,7 + 5.8 g/L de azicar total (glucosa + fructosa) para la cepa S.
cerevisiaqe EC1118 sin modificar y de 15.3 & 8.3 g/L de azicar total para la cepa S.

cerevisiae EC1118 modificada genéticamente (Figura 10a, ¢).

A pesar de no haber alcanzado una sequedad menor a 5 g/L (rango utilizado en la
industria) es posible apreciar en la cinética de consumo de aziicares que la levadura
tiene preferencia en el consumo de glucosa més que la fructosa, esto porque si bien los
transportadores de fructosa son los mismos que de glucosa (HXT), tienen mayor
afinidad por esta tiltima (Diderich y col., 1999; Raamsdonk y col., 2001). Asi, 1a glucosa
es consumida antes que la fructosa de manera no excluyente como fuera en un caso de

crecimiento diauxico.

La biomasa muestra una cinética de sintesis poco ilustrativa (Figura 8f), debido al bajo
niimero de muestras y el gran error que poseen. No es posible caracterizar la tasa de
fermentacién y calcular con ello pardmetros cinéticos como Kn ¥ Umax para cada
levadura. Sélo es posible estimar (por simple apreciacién grafica) que alrededor de las

50 horas de fermentacién comienza el estado estacionario para ambas levaduras.
Las cinéticas de sintesis de etanol, glicerol y Aacido acético (Figura 8b.d y e,

respectivamente) revelan que los productos metabdlicos son sintetizados de manera

independiente del crecimiento microbiano (biomasa), éstos contintian sintetizandose ain
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cuando la célula entrd a estado estacionario y su tasa de crecimiento disminuye a cero

(n=0 h™).

El etanol producido - metabolito de gran interés para esta memoria - se sintetizd
siguiendo un comportamiento o una cinética de sintesis bastante semejante para ambas
cepas (Figura 8b), sélo en la Gltima etapa de la fermentacion (final del estado
estacionario) se pronuncia una posible divergencia en el etanol sintetizado, 73.4 + 3 g/L
de etanol para las fermentaciones con . cerevisiae EC1118 silvestre y 68,8 3,1 g/L
de etanol para S. cerevisiae EC1118 E14, mas esta diferencia no es estadisticamente
significativa (explicado en la siguiente seccion). Es importante mencionar que es en
estado estacionario donde se producen 2/3 partes del alcohol total de una fermentacion
(Salmon and Barre, 1998). De ese modo, diferencias fisiologicas en este periodo pueden

significar cambios en el rendimiento de etanol para una levadura.

La biomasa sintetizada presenta diferencias segin la cepa, la fermentacion acaba con
1.73 £ 0.12 g/L de biomasa para la fermentacion con S. cerevisiae EC1118 silvestre y
con 2,13%0,12 g/L de biomasa para S. cerevisiae EC1118 E14 (Figura 8f). La sintesis
de glicerol no presenté diferencias para ambas cepas, alcanzé 8,1 + 0,3 g/L para la
fermentacion con S cerevisiae EC1118 silvestre y 7,9 + 0,3 g/L para §. cerevisiae

EC1118 E14 (Figura 8d).
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Figura 8 Cinéticas de consumo de glucosa (a) y fructosa (c) junto a la sintesis de etanol (b), glicerol (d),
acido acético (e) y biomasa (f) para fermentaciones en triplicado con S. cerevisiae EC1118 silvestre
(ADHS5/ADHS) y S. cerevisiae EC1118 E14 (ADH5/adh3). En azul se muestran las graficas de la cepa S.
cerevisiae E14 como promedio de 3 fermentaciones. En rojo se muestran las graficas de la cepa S.
cerevisiae EC1118 silvestre como promedio de 3 fermentaciones.
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Las cinéticas de sintesis de acido acético, aparentemente, no presentan diferencias para
las fermentaciones llevadas a cabo por las levaduras S. cerevisiae EC1118 silvestre y 5.
cerevisiae BC1118 E14 (Figura 8¢), alcanzando una concentracion final de 1,9 + 0,07
g/L para la fermentacion con §. cerevisiae EC1118 silvestre y 1,8 £ 0,1 g/L para S.
cerevisiae EC1118 E14. Las cinéticas de sintesis son semejantes a las descritas en
literatura; es decir, en el periodo exponencial se produce la mayor parte del glicerol y

4cido acético presente en el vino (Salmon and Barre, 1998).

Las curvas del 4cido maélico y acido citrico no fueron mostradas, ya que las
concentraciones de éstos compuestos para ambas cepas no variaron a lo largo de las
fermentaciones 6,8 g/L. y 6,2 g/L, tespectivamente. Por lo tanto acido citrico y 4cido
malico son metabolitos que no son sintetizados ni metabolizados por la levadura bajo las

condiciones estudiadas.

II1.6. Analisis de los dates

A partir de los datos obtenidos se determiné si existi6 una diferencia (en promedio)
significativa entre las cinéticas de fermentacién de ambas levaduras. Para ello se utilizo
una prueba t de Student pareada, asumiendo que ambas fermentaciones realizadas en

triplicado corresponden a un disefio experimental de tres experimentos simultineos entre
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pares §. cerevisiaze EC1118 silvestre / EC118 mutada (ver detalle en materiales y

meétodos).

De esa forma la estadistica de la muestra es el promedio y desviacién estandar de la
diferencia de los pares y no el promedio y desviacion estandar de cada triplicado. Esto
permite independizar los datos de la variable tiempo (serie temporal), lo cual ayuda de

sobremanera en el anélisis de los datos.

El pardmetro de interés es la diferencia en el comportamiento (cinética, sintesis de
metabolitos, biomasa, etc) promedio entre ambas levaduras S. cerevisiae EC1118
modificada y silvestre. Por lo tanto el objeto del test fue verificar si es razonable admitir
que las cinéticas de ambas levaduras eran iguales po = pl - p2 =0 alaluz de los datos
obtenidos en el experimento (Box y col., 1989; Montgomery y col., 2004). Los restos de
los pares entre la cepa mutada menos la silvestre no se muestran, pero para todas las
cindticas los comportamientos promedio de los restos estin en torno del cero, y su

distribuciones son normales, lo que valida y respalda el muestreo y la toma de datos.

A partir del andlisis generado fue posible construir la Tabla 3, donde se resume el

desarrollo conceptual y 1a conclusién para cada uno de los compuestos analizados.

Desafortunadamente bajo un 95% de confianza todos los compuestos analizados,

incluida la biomasa, arrojaron ser igualmente consumidos o sintetizados (etanol) por la
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cepa industrial S. cerevisiae EC1118 silvestre y la cepa S. cerevisiaze EC1118

modificada genéticamente (ADHS5/ADHS5 y ADH5/adh5, respectivamente).

Ademas, al realizar un balance de etanol global (sélo considerando la concentraciones
finales e iniciales) y calcular los rendimientos de produccién de etanol sobre glucosa
consumida en Cmoles de etanol / Cmol de glucosa, arrojaron los siguientes resultados

resumidos en la Tabla 4.

Al realizar un test de student normal a estos datos no aprueba la hipdtesis y arroja que
con un 95% de confianza los valores de Ysg son iguales para ambas cepas. De esa forma
un andlisis de rendimiento global concuerda con el anlisis de muestras pareadas de la

Tabla 3,
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Tabla 3 Resumen estadistico de la pruebas de t de student pareadas, que se realizaron para comparar la
cinética de crecimiento (biomasa), consume de nutrientes (glucosa, fructosa, dcido citrico y milico} y
produccién de metabolitos (acido acético, glicerol y etanol) de dos cepas, S. cerevisiae EC1118 nativay S.
cerevisiae EC1118 modificada genéticamente. Como “ty=go2s < to < to=0,025, entonces las cepas son C.E.]
(cepas estadisticamente iguales) con un 95% de certeza,

Glucosa Fructosa  Glicerol BEtanol Ac. Acético Ac. Citrico Ac. Malico Biomasa
Promedlo de las diferencias pl - p2 0,0756 0,2111 0,0322 -0,2598 -0,0122 0,0058 0,0032 -0,8750
Desv. Std. de las diferencias pl - p2 1,9698 5,3710 0,2632 3,5115 00,0517 0,0348 0,1085 3,7800
Grados de libertad 56 56 50 56 47 56 56 23
Distribucion T inversa para ¢ = 0,025 2,0032 2,0032 2,0086 2,0032 2,0117 2,0032 2,0032 2,0687
Distribucion T, 0,2871 0,2941 0,8644 -0,5537 -1,6241 12547 0,2175 -1,1102
Resultado de la prueba C.EI C.El CEI CEIl CEJl CElI C.El C.EI

Tabla 4 Tabla resumen de los rendimientos promedio Ysg (Cmol de etanol producidos por Cmol de
glucosa consumida) obtenidos para las dos cepas S. cerevisiae EC1118 estudiadas (silvestre y mutada), Se
resumen los valores para los rendimientos respectivos, junto a la desviacién estindar (STD) asociada a

cada uno de los valores,

Cepa EC1118 ADHS/ADHS Cepa EC1118 ADH5/adhs
Promedio STD Promedio STD
Yse 0.569 0.015 0.552 0.003
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IV. DISCUSION

La mutacién de un alelo del gen ADHS se utilizd como una prueba de conceptos a la
hora de conseguir los objetivos planteados en esta memoria de tifulo, primero
implementar y probar técnicas de biologia molecular que cimienten las bases para
desarrollar ingenieria metabélica en levaduras; y segundo, evaluar la importancia que

tiene este gen (o un alelo de este gen) en condiciones vinicas en la reduccién de alcohol.

En una primera instancia se trabajé en la construccién de un médulo de escisién génica
con grandes regiones de homologia con el locus silvestre, método que ha sido reportado
ser al menos 30 veces mas eficiente que construir fragmentos cortos de homologia
(Wach y col., 1994). Sin embargo, la bisqueda por optimizar las metodologias llevé a
reducir las zonas de homologia hasta 40 pb, lo cual fue posible realizar con una sola
reaccién de PCR; no obstante secuencias de homologia aim mas cortas como 30 pb
todavia son efectivas y no afectan de sobremanera la recombinacion (Langle-Rouault
and Jacobs, 1995). Esta metodologia evitd una excesiva manipulacién del ADN y
eventos reiterados de clonacién en bacterias. De esa forma, ademas de reducir el tiempo
necesario para obtener una mutacién, disminuye la “contaminacién” del cromosoma de
S. cerevisiae con ADN exégeno. Ademas luego de recombinado el fragmento de interés
teéricamente es posible escindirlo del cromosoma por la induccion de la recombinacién
de los repetidos directos loxp, quedando tedricamente sélo un repetido loxp de 32pben

el locus génico (ver Anexo 1).
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Los resultados muestran que el médulo de escision generado por PCR transforma
levaduras industriales vinicas con relativa facilidad por el método de acetato de litio y de
ninguna forma por electroporacién; sin embargo se encontré que éste se integra con una
baja frecuencia al genoma de la célula (10 - 10° %); dentro del cual un 84% de las
cepas G418 resistentes son debido a integraciones por recombinacién homoélogas no
especificas en el ADN (usualmente denominadas como integraciones al azar) o por
resistencia adquirida espontinea; mientras que, para cepas de laboratorio se ha reportado
que s6lo un 2% (Wach y col., 1994) hasta un 30% (Gueldener y col., 1996) de las cepas

G418 resistentes son falsas positivas,

El moédulo de escision loxp-KanMX-loxp no se escinde con facilidad del locus
gendmico incluso en presencia de la recombinasa CRE. Cultivos seriados hasta por
cinco dias en ausencia de presién selectiva exhibieron el alelo mutado y con ello la
resistencia a geneticina. Aunque en cepas de laboratorio la frecuencia de escision es de
107 - 10™* usando repetidos directos de 470 pb (Wach y col., 1994), pareciera que para

cepas industriales hay més factores que inciden en este mecanismo.

Sin embargo, se ha visto que debido al polimorfismo genético que presentan las
Jevaduras industriales, principalmente diploides, aneuploides o poliploides (Pretorius,
2000; Rachidi y col, 1999), poseen la capacidad de adaptarse con facilidad a
condiciones extremas de fermentacion (Ferea y col., 1999), lo que se ha visto es gestado
por una gran variedad de re arreglos genémicos que van desde nucledtidos, genes o

incluso cromosomas enteros, resultando en una forma de incrementar el niimero de
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genes de importancia para fermentar (Dunn y col., 2005; Rossignol y col., 2003) o el
desarrollo de regulaciones especificas que cambian la expresion génica (Rachidi y col,
1999: Rachidi y col, 2000; Rossignol y col, 2003). Estos reacomodos y
recombinaciones ocurren  principalmente  durante el crecimiento vegetativo
(fermentacién) (Bisson, 2004; Longo and Vezinhet, 1993) y no por meiosis (Puig y col.,

2000).

Ademés, estudios con cepas industriales de levadura en fermentaciones vinicas,
mostraron que la frecuencia de recombinacién mitética o conversion génica mitdtica es
de 1x107% a3 x 10” por generaciéon y se confirma la ausencia de esporulacion o
meiosis en este tipo de cultivos (Puig y col., 2000). Mientras que para cepas de
laboratorio la frecuencia de conversién meidtica es aproximadamente un 2% y la
conversién mitdtica entre 3 y 4 érdenes de magnitud inferior (Perez-Ortin y col., 2002;

Puig y col., 2000; Symington and Petes, 1988).

En este trabajo experimental se utilizaron cepas industriales pero toda su manipulacion
se realizd en cultivos estandares como el YPD. Esto puede haber incidido en la
obtencién de tasas de conversion génica mitdtica muy bajas, revelado por las bajas
frecuencias de recombinacion con el fragmento AD1-loxp-KanMX-loxp-AD2 con el gen

ADHS y la nula escisién del segmento loxp-KanMX-loxp.

La levadura industrial utilizada en estos experimentos (S. cerevisiae EC1118) posee al

igual que todas las cepas industriales polimorfismos, en este caso su secuencia con
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respecto a la secuencia anotada de S. cerevisiae S288c presenta diferencias que fueron
apreciables al utilizar a la enzima Hhal, revelando una mutacién ~230 pb rio amiba al
ATG del gen, que evita el corte con la enzima y otra mutacién ~670 o ~520 pb rio abajo
del ATG que genera un nuevo blanco para la enzima de restriccion. Esto s6lo vislumbra
una pequefia parte de los innumerables cambios que pudiera tener la secuencia de una

levadura industrial con respecto a una levadura de laboratorio.

Para esta memoria se utilizé una prueba estadistica que permitié concluir de manera
fehaciente y confiable a partir del analisis de todos los datos. Se utiliz6 la prueba t de
student pareada, analizando las diferencias de las fermentaciones de cada par S
cerevisiae EC1118 silvestre / EC1118 mutada, de ese modo se utilizd el comportamiento
normal de los datos para asociarlos 2 un modelo matematico (estadistico), en este caso la
distribucién t de student. La utilizacién de los residuos o restos para el analisis permitio
independizarse de la variable tiempo, la cual invalidaba un andlisis de ANOVA

corriente.

Desafortumadamente la prueba estadistica arroj6, con una confianza mayor al 95% que
no hay motivos para afirmar que las cepas S. cerevisiae EC1118 ADH5/ADHS y §.
cerevisiae EC1118 ADH5/adh5 sean diferentes, en relacion a su cinética de crecimiento,
produccién de acido acético, glicerol, cido malico, etanol, 4cido citrico y su consumo
azticares. Por lo tanto, con la mutacién de un alelo del gen ADHS se logro el objetivo de

generar una cepa modificada genéticamente, sin embargo esta cepa no es todavia
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ineficiente en la produccién de etanol. Resultados que concuerdan con la prueba t de

student simple realizada sélo a los rendimientos globales de etanol sobre glucosa Y.

El uso de microfermentadores de 500 mL sin agitacion y en un estado seudo anaerobio
afiade grados de libertad extra al sistema, traducidos por ejemplo en los bajos
rendimientos de biomasa, solo se sintetizaron alrededor de 3 g/L de biomasa, y
rendimientos Ysg que fluctian los 0.55 Cmol/Cmol siendo que en una fermentacidn
batch en cubas industriales el Ysg llega a 0.61 Cmol/Cmol. No obstante, los resultados
obtenidos son analizados desde un punto de vista relativo y no absoluto (prueba t student
pareada) es necesario futuros estudios en bioreactores controlados y/o estudios en

plantas piloto para un mejor acercamiento a la realidad.
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IV.CONCLUSIONES

La metodologia implementada con el fin de lograr una mutacion especifica a un gen de
interés en una levadura industrial es eficaz, y cumple plenamente los objetivos

planteados.

La mutacion de un alelo del gen ADHS es aiin escaso para observar un cambio en la
cantidad de etanol producido. La concentracion de factores de transcripcion no es un
factor limitante a la hora de producir grandes cantidades de etanol. Puede que este gen
no tenga una trascendencia en las condiciones estudiadas o bien sea necesario remover

los dos alelos para observaila.
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V. PERSPECTIVAS Y TRABAJOS FUTUROS

El préximo paso sera la generacién de la cepa mutante para los dos alelos del gen
ADHS, lo cual se realizara encontrando los pardmetros Optimos de expresién y actividad
de la recombinasa CRE, o bien por la generacién de algin disefio experimental que
permita una mejor seleccion de cepas que hayan escindido el fragmento. Asi se dard
paso a la transformacién de la cepa, nuevamente con el médulo ADI-loxp-KanMX-loxp-
AD2 v luego la seleccién y verificacién de la doble mutante. Esto también podsia ser
obtenido por la generacidén de un médulo de escisién con un nuevo gen heterdlogo de

resistencia, por ejemplo fleomicina o higromicina (Gilldener y col., 2002).

Con las fermentaciones de las nuevas mutantes homocigotas para la mutacién se dara
término a este capitulo para dar paso a una mirada maés holistica del problema de la
generacién de cepas hipoproductoras de etanol. Estas pueden abordar tanto el uso de
modelos metabélicos, en especial modelos a escala gendmica (Forster y col., 2003),
como metodologias de self-cloning (Husnik y col., 2006), que pudieran resultar en una

cepa comercial reconocida como segura (GRAS).

38




V. BIBLIOGRAFiA

Alexandre, H. and Charpentier, C. 1998. Biochemical aspects of stuck and sluggish fermentation
in grape must. J Ind Microbiol Biotechnol 20, 20-27.

Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Seidman, J. G., Smith, J. S. and Struhl,
K. (2000). Current Protocols in Molecular Biology John Wiley & Sons, Inc., New York.

Baudin, A., Ozier-Kalogeropoulos, O., Denouel, A., Lacroute, F. and Cullin, C. 1993. A simple
and efficient method for direct gene deletion in Saccharomyces cerevisiae. Nucleic Acids
Res 21, 3329-3330.

Beltran, G., Torija, M. J., Novo, M., Ferrer, N,, Poblet, M., Guillamon, J. M., Rozes, N. and
Mas, A. 2002. Analysis of yeast populations during alcoholic fermentation: a six year
follow-up study. Syst Appl Microbiol 25, 287-93.

Bely, M., Sablayrolles, J. M. and Barre, P. 1990. Description of Alcoholic Fermentation
Kinetics: Its Variability and Significance. American Journal of Enology and Viticulture
41,319-324.

Bikandi, J., San Milldn, R., Remenicria, A. and Garaizar, J. In silico analysis of complete
bacterial genomes: PCR, AFLP-PCR and endonuclease restriction. Bioinformatics 20, 5.

Bisson, L. F. 1999. Stuck and Sluggish Fermentations. American Journal of Enology and
Viticulture 50, 107-119.

Bisson, L. F. 2004, Biotechnology of wine veast. Food Biotechnol 18, 63-96.

Box, G. E. P., Hunter, W. G. and Hunter, J. S. 1989. Estadistica para investigadores:
Introduccién al disefio de experimentos, andlisis de datos y construccion de modelos.
Reverte.

Bradbury, J. E., Richards, K. D., Niederer, H. A, Lee, S. A, Rod Dunbar, P. and Gardner, R. C.
2006. A homozygous diploid subset of commercial wine yeast strains. Anfonie van
Leeuwenhoek 89, 27-37.

Delorme, E. 1989. Transformation of Saccharomyces cerevisiae by electroporation. Applied and
Environmental Microbiology 55, 2242-2246.

Dequin, S. 2001. The potential of genctic engineering for improving brewing, wine-making and
baking yeasts. Appl Microbiol Biotechnol 56, 577-38.

Diderich, J., Schepper, M., van Hoek, P., Luttik, M., van Dijken, J., Pronk, J., Klaassen, P.,
Boelens, H., de Mattos, M., van Dam, X. and Kruckeberg, A. 1999. Glucose uptake
kinetics and transcription of HXT genes in chemostat cultures of Saccharomyces
cerevisiae. J Biol Chem 274, 15350-9.

59




Drewke, C., Thielen, J. and Ciriacy, M. 1990, Ethanol formation in adh( mutants reveals the
existence of a novel acetaldehyde-reducing activity in Saccharomyces cerevisiae. Journal
of Bacteriology 172,3909-3917.

Dunn, B., Levine, R. P. and Sherlock, G. 2005. Microarray karyotyping of commercial wine
yeast strains reveals shared, as well as unique, genomic signatures. BMC Genomics 6, 53.

Eglinton, J. M., Heinrich, A, J,, Pollnitz, A. P., Langridge, P., Henschke, P. A. and de Barros
Lopes, M. 2002, Decreasing acetic acid accumulation by a glycerol overproducing strain
of Saccharomyces cerevisiae by deleting the ALD 6 aldehyde dehydrogenase gene. Yeast
19, 295.

Ferea, T. L., Botstein, D., Brown, P. O. and Rosenzweig, R. F. 1999. Systematic changes in gene
expression patterns following adaptive evolution in yeast. Proc Natl Acad Sci U § A 96,
9721-6.

Fleet, G. H. 2003. Yeast interactions and wine flavour, Int J Food Microbiol 86, 11-22.

Fomairon-Bonnefond, C., Demaretz, V., Rosenfeld, E. and Salmon, J. M. 2002, Oxygen
Addition and Sterol Synthesis in Saccharomyces cerevisiae during Enological
Fermentation. Journal of Bioscience and Bioengineering 93, 176-182.

Forster, J., Famili, 1., Fu, P., Palsson, B. O. and Nielsen, J. 2003. Genome-scale reconstruction
of the Saccharomyces cerevisiae metabolic network. Gernome Res 13, 244-53.

Giudici, P. and Kunkee, R. E. (1994). The Effect of Nitrogen Deficiency and Sulfur-Containing
Amino Acids on the Reduction of Sulfate to Hydrogen Sulfide by Wine Yeasts, Am Soc
Enol Viticulture.

Goffeau, A., Barrell, B. G., Bussey, H., Davis, R. W., Dujon, B., Feldmann, H., Galibert, F.,
Hoheisel, I, D., Jacq, C., Johnston, M., Louis, E. J., Mewes, H. W., Murakami, Y.,
Philippsen, P., Tettelin, H. and Oliver, S. G. 1996, Life with 6000 genes. Science 274,
546-&.

Gueldener, U., Heck, S., Fielder, T., Beinhauer, J. and Hegemann, J. H. 1996. A new efficient
gene disruption cassette for repeated use in budding yeast. Nucleic Acids Res 24,2519-24.

Gueldener, U., Heinisch, J., Kochler, G. J., Voss, D. and Hegemann, J. H. 2002, A second set of
loxP marker cassettes for Cre-mediated multiple gene knockouts in budding yeast. Nucleic
Acids Research 30, €23,

Guldener, U., Heck, S., Ficlder, T., Beinhauer, J. and Hegemann, J. H. 1996, A new efficient
gene disruption cassette for repeated use in budding yeast. Nucleic Acids Res 24, 2519-24.

Guth, H. and Sies, A. 2002. Flavour of wines: fowards an understanding by reconstruction

experiments and an analysis of ethanol’s effect on odour activity of key compounds.
Proceedings of the 11th Australian Wine Industry Technical Conference, 128139,

60




Heux, S., Sablayrolles, J. M., Cachon, R. and Dequin, S. 2006. Engineering a Saccharomyces
cerevisiae wine yeast that exhibits reduced ethanol production during fermentation under
controlled microoxygenation conditions. Appl Environ Microbiol 72, 5822-8.

Hill, D, E. 1989. Integrative transformation of veast using electroporation. Nucleic Acids Res 17,
3011.

Hoffman, C. S. and Winston, F. 1987. Rapid DNA extraction procedure. Gene 57, 267-272.

Husnik, J. I, Volschenk, H., Bauer, J., Colavizza, D., Luo, Z. and van Vuuren, H. J. 2006,
Metabolic engineering of malolactic wine yeast. Metab Eng.

Ito, H., Fukuda, Y., Murata, K. and Kimura, A, 1983. Transformation of intact veast cells treated
with alkali cations. Journal of Bacteriology 153, 163-168.

Langle-Rouault, F. and Jacobs, E. 1995. A method for performing precise alterations in the yeast
genome using a recyclable selectable marker. Nucleic Acids Res 23, 3079-81.

Larroy, C., Femandez, M. R., Gonzalez, E., Pares, X. and Biosca, J. A. 2002. Characterization of
the Saccharomyces cerevisiae YMR318C (ADH6) gene product as a broad specificity
NADPH-dependent alcohol dehydrogenase: relevance in aldehyde reduction. Biochem. J
361, 163-172.

Lilly, M., Lambrechts, M. G. and Pretorius, I. S. 2000, Effect of increased yeast alcohol
acetyliransferase activity on flavor profiles of wine and distillates. Appl Environ
Microbiol 66, 744-53,

Longo, E. and Vezinhet, F. 1993. Chromosomal rearrangements during vegetative growth of a
wild strain of Saccharomyces cerevisiae. Applied and Environmental Microbiology 59,
322-326.

Malherbe, D. F., du Toit, M., Cordero Otero, R. R., van Rensburg, P. and Pretorius, I. S. 2003.
Expression of the Aspergillus niger glucose oxidase gene in Saccharomyces cerevisiae
and its potential applications in wine production. App! Microbiol Biotechnol 61, 502-511.

Manivasakam, P. and Schiest], R. H. 1993. High efficiency transformation of Saccharomyces
cerevisiae by electroporation. Nucleic Acids Res 21, 4414-4415.

Michnick, S., Roustan, J., Remize, F., Barre, P. and Dequin, S. 1997. Modulation of glycerol and
ethanol yields during alcoholic fermentation in Saccharomyces cerevisiae strains
overexpressed or disrupted for GPD1 encoding glycerol 3-phosphate dehydrogenase.
Yeast 13, 783-93,

Montgomery, D. C., Runger, G. C. and Medal, E. G. U. 2004, Probabilidad y estadistica
aplicadas a la ingenieria. McGraw-Hill.

Nevoigt, E. and Stahl, U, 1996. Reduced pyruvate decarboxylase and increased glycerol-3-

phosphate dehydrogenase [NAD] levels enhance glycerol production in Saccharomyces
cerevisiae. Yeast 12, 1331-7,

61




Perez-Gonzalez, J., Gonzalez, R., Querol, A, Sendra, J. and Ramon, D. 1993. Construction of a
recombinant wine yeast sfrain expressing beta-(1,4)-cndoglucanase and its use in
microvinification processes. Appl Environ Microbiol 59, 2801-6,

Perez-Ortin, J., Garcia-Martinez, J. and Alberola, T. 2002. DNA chips for yeast biotechnology.
The case of wine yeasts. J Biotechnol 98, 227-241.

Pickering, G. J., Heatherbell, D. A. and Barnes, M. F. 1999. The Production of Reduced-Alcohol
Wine Using Glucose Oxidase Treated Juice. Part I. Composition. American Journal of
Enology and Viticulture 50, 291-298,

Pretorius, 1. S. 2000. Tailoring wine yeast for the new millennium: novel approaches to the
ancient art of winemaking. Yeast 16, 675-725.

Pretorius, I. S. and Bauer, F. F. 2002, Meeting the consumer challenge through genetically
customized wine-yeast strains. Trends Biotechnol 20, 426-32.

Prior, B. A., Baccari, C. and Mortimer, R. K. 1999. Selective breeding of Saccharomyces
cerevisiae to increase glycerol levels in wine. J. Int. Sci. Vign. Vin 33, 37-65.

Puig, S., Querol, A., Barrio, E. and Perez-Ortin, J. E. 2000. Mitotic Recombination and Genetic
Changes in Saccharomyces cerevisiae during Wine Fermentation. Applied and
Environmental Microbiology 66, 2057-2061.

Raamsdonk, L. M., Diderich, J. A., Kuiper, A., van Gaalen, M., Kruckberg, A, L., Berden, J. A.
and Van Dam, K. 2001. Co-consumption of sugars or ethanol and glucose in a
Saccharomyces cerevisiae strain deleted in the HXK 2 gene. Yeast 18, 1023-1033.

Rachidi, N., Barre, P. and Blondin, B. 1999. Multiple Ty-mediated chromosomal translocations
lead to karyotype changes in a wine strain of Saccharomyces cerevisiae. Mol Gen Genet
261, 841-50,

Rachidi, N., Barre, P. and Blondin, B. 2000. Examination of the transcriptional specificity of an
enological yeast. A pilot experiment on the chromosome-III right arm. Curr Genet 37, 1-
11

Reid, R. J. D., Sunjevaric, 1., Kedacche, M. and Rothstein, R. 2002. Efficient PCR-based gene
disruption in Saccharomyces strains using intergenic primers. Yeast 19, 319,

Remize, F., Roustan, J., Sablayrolles, J., Barre, P. and Dequin, S. 199%9a. Glycerol
overproduction by engineered Saccharomyces cerevisiae wine yeast strains leads to
substantial changes in by-product formation and to a stimulation of fermentation rate in
stationary phase. Appl Environ Microbiol 65, 143-149.

Remize, F., Roustan, J. L., Sablayrolles, J. M., Barre, P. and Dequin, S. 1999b. Glycerol
Overproduction by Engineered Saccharomyces cerevisiae Wine Yeast Strains Leads to

62




Substantial Changes in By-Product Formation and to a Stimulation of Fermentation Rate
in Stationary Phase. Applied and Environmental Microbiology 63, 143-149,

Rossignol, T., Dulau, L., Julien, A. and Blondin, B. 2003, Genome-wide monitoring of wine
yeast gene expression during alcoholic fermentation, Yeast 20, 1369-85.

Salmon, J. and Barre, P. 1998. Improvement of nitrogen assimilation and fermentation kinetics
under enological conditions by derepression of alternative nitrogen-assimilatory pathways
in an industrial Saccharomyces cerevisiae strain. Appl Environ Microbiol 64, 3831-7.

Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T. 1989. Molecular Cloning: A Laboraty Manual.
Cold Spring Harbor Laboraty Press.

Schiestl, R. H. and Gietz, R. D. 1989. High efficiency transformation of intact yeast cells using
single stranded nucleic acids as a carrier. Current Genetics 16, 339-346.

Sherman, F. 2002. Getting started with yeast. Methods Enzymol 350, 3-41.

Smith, M. G., Des Etages, S. G. and Snyder, M. 2004. Microbial Synergy via an Ethanol-
Triggered Pathway. Molecular and Cellular Biology 24, 3874-3884.

Swiegers, J. H., Bartox;vsky, E. I, Henschke, P. A. and Pretorius, L. S. 2005. Yeast and bacterial
modulation of wine aroma and flavour. Australian Journal of Grape and Wine Research
11, 139-173.

Symington, L. S. and Petes, T. D. 1988. Meiotic recombination within the centromere of a yeast
chromosome. Celi 52, 237-40.

This, P., Lacombe, T. and Thomas, M. R. 2006. Historical origins and genetic diversity of wine
grapes. Trends Genet 22, 511-9,

Varela, C., Agosin, E., Baez, M., Klapa, M. and Stephanopoulos, G. 2003. Metabolic flux
redistribution in Corynebacterium glutamicum in response to osmotic stress. Applied
Microbiology and Biotechnology 60, 547-3535.

Varela, C., Pizarro, F. and Agosin, E. 2004, Biomass content governs fermentation rate in
nitrogen-deficient wine musts. App! Environ Microbiol 70, 3392-400,

Wach, A., Brachat, A., Pohlmann, R. and Philippsen, P. 1994, New heterologous modules for

classical or PCR-based gene disruptions in Saccharomyces cerevisiae. Yeasr 10, 1793-808.
Xiao, E. b. W. 2006, Yeast Protocols, Second edn. Humana Press.

63




VI. ANEXOS
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2. Limitaciones para aplicar la prueba t de Student pareada

Es indudable que toda aplicacién de un modelo matemético (prueba estadistica) tiene
limitaciones; en este caso, sujetas al dinamismo propio de una fermentacion vinica. A
continuacién se muestran las restricciones bajo la cual depende la aplicacién de una

prueba t de student en el caso de estudio:

1. El tiempo en que las levaduras comienzan los diferentes estados de crecimiento, ya
que si se compara una cepa en estado de crecimiento exponencial con otra en lag,
obviamente habri muchas diferencias, pero esto no quiere decir que sus productos

finales sean diferentes.

2. Numero de muestras que se toman en algin estado fisioldgico especifico, ya que el
resultado de la prueba estadistica variara por el mayor nimero de datos para ese
periodo de tiempo; por ello es preciso tomar muestras en periodos de tiempo

relativamente constantes, de manera de no sesgar el resultado
3. No hay error asociado en agrupar un disefio experimental en triplicado, con muestras

tomadas en forma aleatoria dentro un espacio de tiempo de media hora, en 3

muestras pareadas S. cerevisiae mutada/ S. cerevisiae silvestre
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