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RESUMEN

Las crecientes demandas de recursos naturales para la produccion de
biocombustibles de primera generacion, el empleo de compuestos lignificados en los de
segunda generacion y la deplecion de los combustibles fosiles exige el estudio de nuevas
fuentes de biomasa como las macroalgas. La potencialidad de las macroalgas como
fuente de biomasa para la produccién de bjoetanol requiere la implementacion de
técnicas de ingenierfa genética en microorganismos estandarizados para la produccién
industrial de bioetanol! tal como la cepa Ethanol Red™ de Saccharomyces cerevisiae.
Aqui se presenta la evaluaci(;n metabolica del manitol como firente de biomasa para la
fermentacion alcohélica por parte de esta levadura. Se amplifico y clon6 el gen #ph de
E. coli (de resistencia a higromicina B), los genes ADHI1 (alcohol deshidrogenasa 1),
PDC1 (piruvato decarboxilasa) y YNRO73c (Putativa manitol deshidrogenasa) de la
cepa S288c y el gen noxE (NADH oxidasa citos6lica) de Lactococcus lactis. Ademas se
sintetizé el cDNA de un gen que codifica para un putativo transportador de polioles de
Verticillium albo-atrum. Se armaron mddulos de expresion y se implementd la técnica
de DNA assembler para la obtencién de una cepa portadora de los genes Aph y
YNRO73c integrados cromosémicamente en la region YPRT3 que corresponde a un
transposén de tipo Ty4. Sc obtuvo una cepa de levadura industrial Ethanol Red™
denominada sMDHc 2 capaz de producir ~4,34 g/l de bioetanol en medios al 2% de
manitol, concluyéndose la eficiencia de esta técnica en la transformacion de cepas de S.
cerevisiae industriales. Estos resultados indican la necesidad de evaluar la expresion del
gen noxE y de un transportador especifico de manitol que permita optimizar la

produccion en condiciones anaerdbicas.
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ABSTRACT

The increasing demand placed on natural resources for first generation biofuels
production, the use of woody compounds in second generation fuels synthesis, depletion
of fossil fuels and global warming require the study of new feedstock sources such as
seaweeds. For macroalgae to fulfill its potential as biomass for bioethanol production the
implementation of genetic engineering fechniques in industrial standardized
microorganisms such as Ethanol Red™ Saccharomyces cerevisiae strain is necessary.
Here, a metabolic assessment of mannitol is presented as a strategy for fermentation of
this sugar by this yeast. The following genes were amplified and cloned: Aph gene from
E. coli (hygromycin B resistance); ADHI1 (alcoho! dehydrogenase 1), PDC1 (pyruvate
decarboxylase) and YNRO73¢ (putative mannitol dehydrogenase) from S. cerevisiae
S288C; and the noxE gene (cytosolic NADH oxidase) from L. lactis. Furthermore, the
c¢DNA from a Verticillium albo - atrum gene coding for a putative poliol transporter was
synthesized. Expression cassettes were assembled and the “DNA assembler” technique
was used in order to obtain a yeast strain carrying the Aph and YNRO73c genes
chromosomally integrated into the YPR%3 region corresponding to a ty4 transposon. An
industrial yeast strain named sMDHc 2 was constructed and it was capable of producing
~ 4,34 g/l of ethanol in a 2 % mannitol media, concluding that this technique is effective
in industrial yeast strains. These results indicate the need to assess the expression of the
noxE gene and mannitol specific transporter in order to optimize ethanol production

under anaerobic conditions.
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1. INTRODUCCION

1.1  Demanda de combustibles — desafio global

Desde hace algunas décadas se ha observado un importante crecimiento de la
poblacién mundial. Estos drasticos cambios demogréficos han impactado gravemente la
biodiversidad, lo que se ve representado en el “Indice de vida en el planeta” (Del inglés,
Living Planet Index, LPI) que muestra una baja del 28% de la biodiversidad entre los
afios 1970 y 2008 (WWF, 2012). No obstante, mientras los paises desarrollados
pertenecientes a la OCDE muestran una cafda en el consumo de combustibles, las
naciones en vias de desarrollo que no pertenecen a esta asociacion enfrentan grandes
demandas energéticas a fin de sustentar su crecimiento econémico (U.S. Energ. Inform.

Admin, 2013).

En 2012, el consumo mundial primario de energia fue de 12476,6 millones de
toneladas de petrleo que equivalen a 522 exajoules de poder energético. De esta

enorme cantidad utilizada, s6lo el 1,9 % corresponde al aporte de energias renovables

(Figura 1) (BP, 2013).

Por otro lado, el incremento de la poblacién ha desencadenado un alza del 28%
de la demanda energética en el sector transporte, responsable del 23 % de los gases
invernadero presentes en la atmdésfera. Esto se debe a que los automéviles obtienen su

energia directamente desde la combustién del petréleo (Kahn y col., 2012).




El calentamiento global, el agotamiento del crudo y el aumento del precio de las
gasolinas, han encendido las alarmas a la busqueda de nuevas fuentes de energia,
sustentables, renovables, eficientes, costo-efectivas, en armonia con el medio ambiente
(Nigam & Singh 2010) , permitiendo un alto consumo a fin de mantener y/o acrecentar

los estandares de vida de la poblacion (Chappells & Shove 2005).

Consumo Mundial de Energia 1987-2012

en toncladas equivalentes de petroleo

Carbon

B Hidroeléctrica
® Energia nuclear
B Gas Natural

B Petrolec

‘FEEN

i 0 b6 O @ @0 o 0}

Figura 1.- Consumo mundial de energia entre 1987 y 2012. Griéfico tomado y modificado de
“Statical Review of World Energy” (BP, 2013). En él se observa el consumo primario de los
distintos tipos de energia. Notese el pequefio aporte de las energias renovables en naranjo
0SCUro.

Actualmente, importantes economias emergentes, tales como Sudafrica, México
y Chile, han comenzado a destinar fondos para desarrollar estos topicos (Frankfurt
School-UNEP Centre/BNEF, 2013). Es evidente que el camino mas viable para
alcanzar estos objetivos es desviar el uso desde los combustibles fosiles hacia los
combustibles renovables, tales como el uso del deuterio a partir de agua (contenido
energético para 1 | igual a 300 | de gasolina) (Kulov, 1996) y las energias geotérmica y

eolica (Tester y col., 2006). Desafortunadamente, para hacer uso de estas nuevas




energias se requieren cambios significativos en el disefio de los motores y en el sistema
eléctrico de los vehiculos. Por esta razon, el proposito mas sostenible, es desarrollar
combustibles provenientes de fuentes biologicas renovables que puedan ser

combustionados con 1a tecnologia existente.

1.2  Biocombustibles.

Existe una gran diversidad de biocombustibles y casi todos llevan el prefijo “bio”
(bioetanol, biodiesel, biometanol, biogis, etc), que hace alusidn a su origen biolégico
(Ndimba y col.,, 2013). Sin embargo, Ia presente tesis se centrard en la produccién de
bioetanol: combustible obtenido a partir de la fermentacién de azficares provenientes de

cualquier fuente de biomasa aplicable.

En la actualidad, €l bioetanol se utiliza en mezclas con gasolina (¢j. gasolina E10,
10% etanol y 90% gasolina) y no puro, para permitir su utilizacién (Connor & Atsumi
2010). Por otra parte, existe gran diversidad de biocombustibles en funci6n de la fuente
de biomasa utilizada para su produccion. Luego de dos décadas, los biocombustibles han
sido categorizados en ftres generaciones consecutivas., La primera generacion
corresponde a aquellos derivados de cosechas alimentarias consistentes en productos
brutos de la agricultura (cafia de aziicar, mafz, semillas, cereales, soya y leguminosas).
La segunda generacién se produce a partir de material lignoceluldsico proveniente de
desechos agricolas, forestales y/o pastos perennes. Finalmente, los combustibles de
tercera generacion se caracterizan por utilizar fuentes de biomasa distintas a las de las

dos generaciones anteriores, tales como las algas (Stephanopoulos, 2007).




La produccién de biocombustibles mds importante en el mundo es la de primera
generacion. Los mayores exponentes son Estados Unidos y Brasil, siendo este 1iltimo el
responsable de proveer del 25% de la demanda de combustibles destinados al transporte
en ese pafs (Amorin, y col., 2011). No obstante, la produccién dec éstos compite por la
superficie de suelo arable lo que conlleva a un alza en el precio de los alimentos (Goh &
Lee, 2010). Por otro lado, los biocombustibles de segunda generacién (cuando son
producidos a partir de residuos agricolas) no significan competencia directa con el
mercado de los alimentos y permiten darle utilidad a los desechos orgénicos (anualmente
se generan 2 billones de toneladas de residuos de Ia cosecha del arroz) (Wi y col,
2013), a no ser que se generen a partir de pastos donde si consumen recursos (suelo,
agua y nutrientes) (Jordan y col, 2009). Ademds, al presentar tejidos vegetales de dificil
remocién, su produccién exige procesos industriales agresivos y contaminantes de alto
costo que favorezcan una eficiente hidrélisis de la lignina y hemicelulosas, razén por la
que no se han documentado proyectos con proyeccién comercial de éxito (Naik y col,,

2010).

Para producir cualquiera de los dos primeros tipos de combustibles podria ser
necesario inducir conversién del suelo (Fargione y col, 2008), proceso de larga
adaptacion, costoso y que emana grandes cantidades de CO; a la atmdsfera (Searchinger
y col., 2006), tal como ocurre en el sur de Asia, donde se suscitan entre 2,8 y 19,7 kg
de CO; por kg de accite (Reijnders & Huijbregts 2008). Ademds, la agricultura en
terrenos no acostumbrados a la siembra, y el uso de monocultivos, también terminan por

dafiar la biodiversidad de los ecosistemas (Danielsen y col., 2009).




Aunque sirviendo demandas socio-ecologicas iniciales, estas fuentes se han
empezado a considerar menos fértiles y lucrativas de lo esperado. Por lo tanto, se ha
comenzado a explorar una nueva fuente de biorecursos y es clasificada como tercera

generacion (Lee & Lavoie 2013.)

1.3 Tercera Generacién: Biocombustibles algales.

En 1985 se discute por primera vez la potencialidad que poseen las
cianobacterias como fuente de energia renovable (Lem & Glick 1985). Sin embargo,
éste v ofros estudios fueron dejados en el olvido hasta el advenimiento de los

biocombustibles de primera y segunda generacion, y sus inconvenientes.

Los ecosistemas algales estan dentro de los mds productivos de la Tierra
(Stevenson y col.. 1996) ya que poseen una rpida tasa de recambio (McCormick &
Cairns 1994) y son sumamente diversos (300.000 especies) (Scott y col. 2010). Por
otro lado, al no requerir de tierras para su cultivo, evitan los problemas economicos
inherentes a la gestion de los predios en la industria alimentaria y no tienen efectos de la

conversion del suelo (Hu y col,, 2008).

Las algas se pueden clasificar en microalgas y macroalgas. Las primeras son
generalmente organismos unicelulares de pequefio tamafio, mientras que las segundas
desarrollan cuerpos macroscopicos pluricelulares similares a las plantas terrestres.
Ambos tipos algales producen grandes cantidades de energfa quimica reservada en

moléculas de hidratos de carbono hidrolizables y lipidos (John y col., 2011).




Las microalgas son utilizadas en 1Ia produccion de biodiesel via
transesterificacion (Johnson & Wen 2009) ya que poseen gran cantidad de grasas (gj.
Nannochloropsis sp. 60% del total de su biomasa corresponde a 4cidos grasos) (Rodolfi
y col, 2009). Sinembargo, deben ser cultivadas bajo estrictas medidas de esterilidad
(Barbosa y col, 2003) y sometidas a altisimos niveles de energia durante la
transesterificancién, Io que hace de la produccién de combustibles a partir de

microalgas, un proceso sumamente costoso {Dimitrov, 2007).

1.4 Macroalgas

Por su parte, las macroalgas significan un enorme potencial para producir
bioetanol ya que poseen entre un 40-70% de carbohidratos solubles (Dawes y col,
1974). Esta composicién difiere dependiendo de la especie, las condiciones ambientales
y la salinidad del agua (Mian & Percival 1973; Rioux y col, 2007). Ademis, los
residuos de la producci6n de etanol pueden ser utilizados para la produccién de biogas

(metano), incrementando su rentabilidad (Park y col., 2012).

Son principalmente cultivadas como alimento (145 especies) y comercializadas
como fuente de ficocoloides (101 especies) (Zemke-White & Ohno 1999), mercado que
ha mostrado un importante incremento los Gltimos 10 afios (FAO, 2012). Son
clasificadas seglin su composicién de pigmentos en algas verdes (Chorophyta), pardas
(Phaeophyta), rojas (Rhodophyta) (Roesijadi y col., 2010; Reith y col., 2009) y no
contienen cantidades significativas de glucosa libre (lto & Hori 1989). Ademis,
presentan bajos niveles de polimeros en red tipo crosslinking, como lignina y

hemicelulosa (Martone y col., 2009), Jo que facilita la liberacién de aziicares utilizables




para la fermentacion (Yanagisawa y col., 2011). A continuacion, la Tabla 1 presenta un
resumen que muestra la composicion diferencial de carbohidratos en las tres familias de
macroalgas.

Las macroalgas pueden ser cultivadas tanto en ambientes acudticos naturales
como en sistemas técnicos de cultivo: estanques abiertos y fotobiorreactores cerrados
(Borowitzka, 1999). El primero se caracteriza por ser menos costoso y de facil
operacion, sin embargo, han de ser construidos en terrenos planos que ocupan largas
extensiones de tierra (Hase y col., 2000). Por su parte, los fotobiorreactores han sido
optimizados mateméticamente en cuanto a su desarrollo y funcionalidad (Frohlich y col.,

1983; Evers, 1991; Dermoun y col., 1992; Molina Grima y col., 1993a, 1996b).

Tabla 1.- Composicion diferencial de carbohidratos en macroalgas.

Macroalga Monosacaridos Polisacaridos  Referencia

Alga verde Manosa Ulvano e Turvey & Christison 1967.
Ramnosa Almidén e Briand & Morand 1997.
Xilosa Celulosa
Uronato
Glucuronato
Glucosa

Alga roja Agarosa Carragenina e Msuya & Neori 2002
Galactosa Agar e  Martone. y col., 2009.
Glucosa Celulosa

Lignina




Alga parda Manitol Alginato e Chynoweth & Srivastava 1980

Glucosa Fucoidano e Reithycol,, 2009
Galactosa Laminarina e Jang ycol., 2012
Fucosa

Xilosa

Uronato

Manuronato

Guluronato

Glucuronato

1.4.1.  Algas pardas - Macrocystis pyrifera.

Las macroalgas pardas y rojas son las que mas se dan en las costas chilenas y su
distribucion varia segin la region del pais, con predominio de algas pardas en la zona
norte, de algas rojas en el centro y de ambas en el sur (Norambuena, 1996). Una de las
macroalgas Phaeophyta que mas abunda en las costas chilenas es Macrocystis pyrifera
("Huiro™) ya que genera estructuras tipo marquesina (Rosenthal y col., 1974): colchones
flotantes ricos en biomasa que alcanzan rendimientos en peso himedo de alrededor de 6
kg/m? (Jackson, 1977). Ademds, posee un alto contenido de extracto no nitrogenado
(75.3%) que corresponde a carbohidratos solubles y carragenanos (Ortiz Viedma,
2011). El principal polisacarido en M. pyrifera es el alginato (15-25%), seguido por
poliol libre manitol (9-30%) y el polimero glicano (5%) (Cribb, 1954; Doezema &
Phillips 1970; McKee y col., 1992). La variacién en la concentracion porcentual de
estos azicares, depende de los cambios estacionales, aumentando la cantidad relativa de

manitol durante la primavera en concordancia a una mayor tasa fotosintética (Rosell &




Srivastava 1984). Esta razon alginato/manitol se verd afectada ademads, por las
caracteristicas fisicoquimicas del agua, temperatura, disponibilidad de nutrientes, edad,
localizacién geogrifica y condiciones de estrés (Gutierrez y col., 2006; Adams y col,
2011; Westermeier y col., 2012).

Estudiando mds en detalle la composicion de los aziicares de M. pyrifera, vemos
que el alginato -icido alginico- es un polisacarido ani6nico lineal constituido por la
unién de dcido B-D- manurdénico (M) y dcido a-D-gulurénico (G), pudiendo encontrarse
como polisacirido de unidades de MM, GG, MG, mezclas de todos ellos o con

ramificaciones (Morris y col., 1980; Grasdalen, 1983) (Figura 2).
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Figura 2.- Estructura orgdnica del polimero de alginato. Se observan las tres posibles
conformaciones secuenciales del polisacérido: poli G, poli MG y poli M (Extraida de Torres y
col., 2007).

Por su parte, el o Manitol es un hexitol ubicuo en la naturaleza, encontrindose
ademds en plantas (Stoop y col,, 1996) y hongos (Solomon y col, 2007). Se ha
documentado su presencia en el humano (Pitkanen & Pitkanen 1964) y es empleado

como aditivo en la industria alimenticia (Sicard & Leroy 1983). A pesar de que su rol




bioldgico no estd completamente dilucidado, existe evidencia cientifica suficiente que
declara su importancia en la fisiologia de plantas (Trip y col., 1964), animales
(Morawski y col., 2003) y seres humanos (Vinson y col., 1989). En solucién acuosa,
adopta una conformacion zigzag plana (Franks y col., 1974), y generalmente secuestra
iones metdlicos formando quelatos muy estables (Antikainen, 1959).

Dentro de los demads azicares de Macrocystis encontramos al glicano (en algas
pardas: laminarina), compuesto de unidades lineales de (1,3) y (1,6)-p-D-glucanos en
proporcién 3:1 (Read y col., 1996), y en muy pequefias concentraciones los fucoidanos

(Eardley y col., 1990).

Existe un creciente interés por la aplicacién de estos carbohidratos como
anticancerigenos (Arica y col., 2002), en la ingenieria de tejidos (King y col., 1987) y
como destinadores de drogas (Lee & Mooney 2012). No obstante, es ¢l empleo de éstos
como fuentes de biomasa fermentable para la produccion de bioetanol los que despiertan
un mayor entusiasmo en la comunidad cientifica. A pesar de que existen organismos
naturales capaces de catabolizar estos azicares -como las marinas flavobacterias-
(Thomas y col, 2012), los microorganismos estandarizados industrialmente para
producir bioetanol no tienen la riqueza genética ni metabdlica para llevar a cabo las
reacciones enzimdticas necesarias que permitan desviar estos carbohidratos a la via

glicolitica.

Recién en enero de 2012, un estudio publicado en la revista Science documenta
la obtencion de una cepa de Escherichia coli capaz de fermentar hasta etanol el alginato

del alga parda Saccharina japonica empleando técnicas de ingenieria genética
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(Wargacki y col., 2012.). Adicionalmente, un estudio realizado por el departamento de
energia de los Estados Unidos indica una productividad tedrica de bioetanol cercana a
59 toneladas por hectdrea al afio, con un rendimiento ideal de 0,254 (peso de
bioetanol/peso seco de macroalga) (Roesijad y col., 2010). Basado en estos niimeros se
estima una productividad Sptima de 19000 I por hectérea al afio, valor aproximadamente
dos veces mayor al alcanzado por la cafia de aziicar en Brasil (Somerville y col., 2010).
A partir de este y otros estudios se abre camino a la biisqueda de nuevas plataformas
ingenieriles que permitan modificar genéticamente microorganismos industriales, como
Saccharomyces cerevisiae, para asi alcanzar o acercarse a dichos esperanzadores

rendimientos.

1.5  Produccién de bioetanol a partir de azicares de M. pyrifera.

Se han desarrollado técnicas de ingenieria genética que dirigen la incorporacion
de genes involucrados en rutas degradativas de diferentes carbohidratos en
microorganismos que no poseen la habilidad natural de catabolizarlos (E. coli y S.
cerevisiae). Dentro de estos estudios, destaca la expresion de los genes XYL1 (xilosa
reductasa) y XYL2 (xilitol deshidrogenasa) de Pichia stipitis en S. cerevisiae para la
produccién de bioetanol a partir de xilosa (Walfridsson y col., 1997), avances en
ingenieria metabdlica para la produccién de bioetanol desde residuos lignoceluldsicos en
E. coli (Ingram y col,, 1998) y un sinmimero de estudios matemdticos que buscan
optimizar los rendimientos de la produccién en levadura (Brown y col., 1997) y E. coli

(Kalscheuer y col., 2006). No obstante, es muy escasa la bibliografia enfocada a la
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fermentacion de aziicares algales, destacando un trabajo de ingenieria genética en E. coli
para degradar el alginato y producir un metabolito comiin que alimenia la via de Entner-
Doudoroff’ (Glucosa->Piruvato) (Wargacki y col., 2012), y un estudio que refiere la
obtencién de una cepa de Sphingomonas sp. modificada genéticamente con una homovia
de produccion de etanol a partir de alginato (Takeda y col., 2011). Sin embargo, estos
estudios no presentaron adaptaciones ni optimizaciones robustas a nivel industrial (Alper

& Stephanopoulos 2009).

Respecto a la levadura S. cerevisiae, existen algunas cepas productoras de etanol
industrial caracterizadas en cuanto a sns propiedades fermentativas y genéticas, tales
como la cepa Ethanol Red™ (Devantier y col.,, 2005) y la cepa CAT1 (Babrzadeh y
col., 2012), susceptibles de ser modificadas genéticamente. Ademds, desde hace cientos
de afios se ha wutilizado S, cerevisiae como agente biologico en procesos de la industria
del pan y la fermentacion de bebidas alcoholicas. Actualmente, la FDA ha reconocido
como seguro el empleo de este microorganismo (GRAS, Generally Recognized As
Safe), (Huang y col., 2008) y es el primer eucarionte en tener su genoma completamente
secuenciado (Goffeau y col., 1996). Esto ha permitido un acelerado conocimiento del
detalle de sus genes (Giaver y col., 2002), su regulacién génica a nivel transcripcional
(Wodicka. y col.,, 1997; Lee y col., 2002), sus interacciones DNA-proteina (Ho y col.,
2002; Krogan vy col., 2006), estudios matemadticos a escala genémica (Forster y col.,
2003) y avances en ingenieria genética y metaboélica (Ostergaard y col., 2000) que hacen

de éste un microogranismo idéneo para estudiar la fermentacion de azicares algales.
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cerevisiae para degradar los compuestos alginicos. Este microorganismo no cuenta con
las enzimas alginato liasas (Alys), que catalizan la despolimerizacion del alginato en
oligémeros (Wong y col., 2000.), tampoco posee la enzima oligoalginato liasa (Oal), que
degrada los oligomeros hasta &cido wrénico 4-doxi-L-eritro-5-hexoseulosa (DEH)
(Ochiai y col., 2010), y tampoco porta el gen que codifica para la enzima DEH-reductasa
que reduce ¢l DEH en 4cido 2-ceto-3-deoxi-D-glucénico (KDG), que finalmente se
fermenta a etanol (Preiss & Ashwell 1962; Takase y col., 2010); reacciones muy
conservadas en los organismos capaces de degradar el alginato (Gacesa, 1992; Ochiai y

col., 2006) .

Respecto a la capacidad catabdlica y fermentadora de S. cerevisiae del manitol
existe bastante controversia y contradiccion en la literatura. Los primeros estudios se
presentan en el trabajo “Mannitol uptake by Saccharomyces cerevisiae” donde se evalué
sn capacidad para ingresar el manitol. Los resultados de esta investigacién demostraron
que la entrada de manitol no es constante, y que cuando ocurre depende de energia tipo
ATP. Ademds, se observé que el manitol no ingresa al citosol en condiciones anaerobias
estrictas. Por lo tanto, S. cerevisiae no cuenta con transportadores especificos de
manitol, y que éste al ingresar, estaria empleando transportadores de hexosas promiscuos
(Maxwell & Spoerl 1971). En cuanto a la capacidad metabdlica, el afio 1987 se
obtuvo resultados bastante disimiles al evaluar la capacidad de crecer y metabolizar el
manitol de 40 cepas diferentes de S. cerevisiae. Algunas de estas cepas pudieron crecer a

bajas concentraciones de manitol (1-2%), y otras, que inicialmente no crecian en
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manitol, fueron capaces de adaptarse levemente a su consumo (a los 17 - 21 dias). De las
cepas capaces de crecer y utilizar el manitol como tinica fuente de carbono y energia,
ninguna de ellas pudo utilizar el polialcohol bajo condiciones anaerobias estrictas,
ademds, ninguna de las cepas haploides ensayadas (ej. S288c) fue capaz de utilizar el
manitol y/o de adaptarse a su consumo, mientras que las cepas que si lo hacian eran
aneuploides (Quain & Boulton 1987). A partir de este trabajo inicial, no fue sino hasta
2013 que otro grupo de investigadores documentd la existencia de una cepa de S.
paradoxus, denominada NBRC 0259, que no tan sélo era capaz de crecer en manitol
sino que ademds producfa etanol. No obstante, los argumentos que se deducen de su
obtencién no estan del todo esclarecidos y no se han realizado ensayos que evaliten su

aplicabilidad industrial (Ota y col., 2013).

A rafz de estos disimiles resultados, y evaluando el genoma de la cepa estindar
S. cerevisiae S288c, se observan dos marcos abiertos de lectura idénticos que
codificarfan para una putativa enzima del tipo manitol 2 deshidrogenasa
(YNRO73c¢/YELO70W) que en algunas de esas cepas se pudo haber activado. Sin
embargo, estos genes no forman parte del transcriptorna de esta levadura y estarian
comandados por un promotor permanentemente inhibido que se activa s6lo en presencia

de una proteina activadora ausente (Perfect y col., 1996).

A pesar de que existe evidencia de que algunas cepas de Saccharomyces pueden
tomar del medio y utilizar el manitol como finica fuente de carbono y energia, en todos
los casos su catabolismo no es compatible en condiciones anaerdbicas estrictas, Por un

lado, los potenciales transportadores endégenos promiscuos que permiten captar el
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manitol del medio requieren energia del tipo ATP, escasa durante la glicdlisis. Por otro,
la fermentacion del manitol genera un exceso de poder reductor (NADH) que no puede

ser compensado en ausencia de oxigeno (Quain & Boulton 1987).

El trabajo realizado en este seminario de titulo bused crear, mediante téenicas de
ingenierfa genética, nuevas cepas de S. cerevisiae industriales productoras de bioetanol

empleando el manitol como tinica fuente de carbono y energia.

1.6 Diseiio de una estrategia de ingenieria genética.
Para diseftar una estrategia de transformacion genética que permita producir

bioetanol en la levadura S. cerevisiae a partir de manitol es de crucial importancia buscar

posibles vias metabdlicas candidatas en la literatura,
El manitol (Figura 3), como intermediario metabélico, es sumamente conservado

1.6.1 Metabolismo del Manitol.
y ubicuo en la naturaleza (Lewis & Smith 1967; Horer y col., 2001). No obstante, se

revisardn los procesos enzimdticos que ocurren en el reino fungi dada las propiedades
OH

filogenéticas de S. cerevisiae,
OH
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Figura 3.- Estructura orgédnica del Manitol. Extraida y modificada de Solomon y col., 2007
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Inicialmente se propuso la existencia de un ciclo metabolico de manitol en
Alternaria alternata (Hult & Gatenbeck 1978) (Figura 4), en el que participaban cuatro
enzimas: Manitol-1-fosfato deshidrogenasa (MPD), NADP- Manitol -2-deshidrogenasa ‘

(MDH), Manitol-1-fosfato fosfatasa (MPP) y hexoquinasa (HX).

ATP FRUCTOSA NADPH
HX MDH
ADP (iv) NADP
FRUCTOSA
-6-FOSFATO MANITOL
NADH _
(1)
MPD
MANITOL-1-
NAD* FOSFATO

Figura 4.- Ciclo del Manitol. i) Surge desde la glicélisis en el intermediario fructosa-6-fosfato,
que es convertido a manitol-1-fosfato por la enzima MPD. ii) La biosintesis de manitol se cree
que ocurre a través de la desfosforilacion del manitol-1-fosfato por la enzima MPP. iii) El
manitol es oxidado y convertido en fructosa por la MDH, que es subsecuentemente fosforilada
por la HX a fructosa-6-fosfato, completando el ciclo. La flecha roja indica la reaccion
catabolizada por la posible manitol kinasa. (Extraida y modificada de Solomon y col., 2007)

De este modo, el ciclo del manitol se enraizaria fuera de la glic6lisis con punto .
pivotante en fructosa-6-fosfato. La evidencia inicial que avalaba la existencia de este
ciclo fue la aparente irreversibilidad de la reaccion de desfosforilacion del Manitol-1-
fosfato por parte de la MPP para producir manitol (Jennings, 1985). Por otro lado, no se

logré6 evidenciar actividad manitol quinasa, favoreciéndose ain mds la existencia de este
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ciclo. (Strandberg, 1969; Schmatz y col., 1989; Karsten y col., 1997). Sin embargo,
nuevos estudios cuestionaron el metabolismo del manitol operante a traves de un ciclo al -
estudiar los hongos 4. alternata y Stagonospora nodorun (Solomon y col., 2006; Véléz
y col., 2007) y al demostrar que existirian rutas catabdlicas alternativas diferentes a la
via de la fructosa (Jennings, 1985). Esto se sustenta en estudios en los que se discute la
existencia de una posible manitol quinasa capaz de fosforilar el manitol (Ueng y col.,
1976), asi como de una manitol acetil fosfato fosfotransferasa en Aspergillus (Lee,
1967). Estos resultados disimiles contintian en discusién en la actualidad, aceptandose
la participacién de ambas vias de forma independiente en el catabolismo del manitol (via

fructosa y via fructosa-6-fosfato) (Solomon y col., 2007)

1.6.2 Busqueda de riqueza genética.

Luego de evaluar la capacidad metabdlica del manitol en S. cerevisiae, y una vez
comprendido su metabolismo en hongos, resulta necesaria la bilisqueda de riqueza
genética en diferentes organismos a fin de diseflar una estrategia ingenieril de

transformacion en la levadura. A raiz de lo anterior, se destacan los siguientes puntos:

1.- Asumiendo que aquellas levaduras capaces de adaptarse al consumo de
manitol lo ingresan al citoplasma celular empleando transportadores de aziicar
promiscuos (Quain & Boulton 1987), resulta crucial la incorporacion de un gen que

codifique para un transportador de manitol en la levadura.

2.- Por otro lado -y evaluando lo que se sabe en Sacharomyces y €l reino fungi-
es fundamental la expresion de una enzima que permita desviar el manitol a la glictlisis

por alguna de las dos vias posibles: fructosa o fructosa-6-fosfato. Debido a Ia gran
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discusion que existe sobre la existencia de una manitol quinasa, asi como la
participacion de dos enzimas consecutivas (manitol quinasa y manitol fosfato
deshidrogenasa) para la produccién de fructosa-6-fosfato, se opté por desdoblar el
manitol a fructosa expresando un gen que codifique para una manitol 2 deshidrogenasa,
gen que se encuentra en dos marcos abiertos de lectura en la cepa de S. cerevisiae

S288c.

Dentro de los estudios que indican riqueza genética para un transportador de
manitol destaca uno del afio 2011 en el que se caracterizd un operdén bisico para el
catabolismo del manitol en el actinomiceto Corynebacterium glutamicum cepa R (Peng
y col., 2011). Dentro de los genes de este operdn, se encuentra uno que codifica para un
transportador especifico de manitol (mtlT) del tipo MFS (*Major Facilitator
Superfamily’) y cuya prediccion estructural indica 12 segmentos de transmembrana de
tipo permeasa (Reddy y col., 2012). Estudiando mds en detalle la posibilidad de utilizar
el gen de esta permeasa y no obstante sus beneficios (no consume ATP), la expresion de
este transportador de manitol (mtlT) en levadura, podria — a priori - resultar muy
dificultosa por tratarse de un gen procarionte. Por ofra parte, se han caracterizado
algunos transportadores especificos y otros un tanto mds promiscuos. Entre ellos
destacan algunos de plantas, como AgMtl (Noiraud y col., 2001) y AgMt2 (Juchaux-
Cachau y col,, 2007) de apio que co-transportan manitol acoplado al gradiente de
protones. Estos transportadores han sido estudiados usando como modelo heterélogo S.
cerevisiae, y aunque favorecen el ingreso del manitol al citoplasma celular, éste se

inhibe cuando se adiciona glucosa u otros azicares al medio y acidifican el medio
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intracelular lo que modifica las propiedades electrofisiolégicas de la membrana. Algo
similar ocurre con algunos transportadores de polioles presentes en Arabidopsis thaliana

como el transportador de polioles/monosacéridos 5 (Keplek y col., 2004).

Por otro lado, al buscar potenciales genes evolutivamente cercanos a §.
cerevisiae en los ascomicetos, el tinico gen candidato es el gen VDBG 02539 de
Verticillium albo-atrum que codifica para una proteina putativa (Polyol transporter 5) y
que pertenece a la base de datos del NCBI (Gene ID: 9535451) (Acland y col., 2013).
Este gen de 2385 pb estd constitnido por 5 exones que juntos codifican para una proteina
de 634 aminoécidos y cuya estructura tridimensional clasifica como transportador de

polioles secundario tipo MFS (Marchler-Bauer y col., 2013).

Por lo tanto, se decididé trabajar con el gen que codifica para un putativo
transportador de polioles de V. albo-atrum, y por otro, con el gen putativo de S
cerevisiae YNRO73c que codifica para una putativa manitol deshidrogenasa presente en

la cepa S288c¢.

1.6.3 Desbalance del equilibrio dxido-reduccion.

No obstante, la expresion de estos dos genes no garantiza que la levadura
produzca grandes cantidades de etanol empleando €l manitol en anaerobiosis. A pesar de
que la manitol deshidrogenasa catalizaria directamente la transformacion del manitol en
fructosa, esta enzima al emplear el cofactor NAD" producird un equivalente de NADH
por molécula de manitol que ingresa a la via glicolitica. Esta situacion inicial gatillaria

un desbalance 6xido-reduccién global en la levadura que en condiciones anaerdbicas
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activaria, ademds de la via de formacién de etanol (que restituye el NAD"), Ia ruta
biosintética del glicerol obteniéndose el siguiente balance metabolico {extraido de Quain

& Boulton 1987):

2 Manitol + 4NAD" + ANADH + 4ATP + 4ADP -2 Etanol + 2C0, + 2 Glicerol +

ANADH + 4NAD"' + 4ATP + 4ADP

De este modo, un sélo equivalente redox NADH de exceso producide en
condiciones anaer6bicas generard un balance nulo de moléculas de ATP que no le
permiten crecer a S. cerevisiae en anaerobiosis cuando la tinica fuente de carbono y
energia es el manitol. Este fendmeno predicho en el afio 1987, fue corroborado por Ota y
colaboradores (2013) al observar que cepas de levadura capaces de crecer en manitol y
oxigeno dejaban de hacerlo cuando este ultimo era extraido. Si bien, condiciones
fermentativas con oxigenacién moderada permiten activar momenténeamente la cadena
de fosforilacion oxidativa para generar ATP a partir de este exceso de NADH, se
observaria un marcado desmedro de la tasa de rendimiento de produccién de etanol,

alejandose de los rendimientos esperados (Maxwell. & Spoer]l 1971; Ota y col., 2013).

Muchos trabajos han sido desarrollados en levadura para solucionar problemas
del balance d6xido-reduccién. Entre cllos destacan estudios que emplean aceptores de
electrones externos como reguladores del desbalance (McFeeters & Kuang-Hus 1986),
la introduccién de vias completas de re-oxidacion del NADH (Qi y col, 2011), la
implementacion de una lanzadera tipo transhidrogenasa (Suga y col., 2013), ingenierfa
metabdlica del formato como un dador de electrones en levadura (Geertman y col.,

2006) vy la expresion de una NADH oxidasa de Lactobacillus brevis como regenerador
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del NAD™ (Geneke y col., 2002). Uno de los trabajos mds recientes ha documentado la
expresién de un gen que codifica para una NADH oxidasa de Lactococcus lactis en
levadura (Zhang y col.,, 2012) a fin de disminuir la formacién de xilitol (en un 79%)
durante la fermentacion de la xilosa como consecuencia de equivalentes de NADH. El
gen noxE expresado en S. cerevisiae ha logrado establecer un microciclo que oxida el
NADH a NAD" utilizando oxigeno y generando agua bajo condiciones de aireacion
minimas que no alcanzan a activar la fosforilacién oxidativa y no afectan los

rendimientos de produccion de etanol (lo mejord en un 39%).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se evaliia estudiar la expresion del gen
noxE de I. lactis, que codifica para una NADH oxidasa citosélica, en el metabolismo

anaerobio del manitol de S. cerevisiae.

1.6.4 Otras optimizaciones para la produccion de bioetanol en levadura.

Por otro lado, se han realizado varias modificaciones genéticas en S. cerevisiae
con el fin de optimizar el rendimiento en la produccién de etanol. Entre estas
investigaciones destaca la obtencion de cepas mutantes de pérdida de funcién para los
genes de la ruta biosintética del glicerol (alternativa para la restitucion del NADH)
(Zhang y col., 2011). Por otro lado, se ha evaluado la sobreexpresion de los genes que
codifican para las enzimas implicadas en tomar el piruvato y llevarlo a etanol: piruvato
decarboxilasa 1 (PDC1) y alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1) (Gutiérrez-Lomeli y col.,
2008; Tokuhiro, y col., 2009; Ok Yu y col., 2011), y han dado importantes resultados
en lo que respecta a la optimizacion del rendimiento de la produccion de etanol en cepas

industriales.
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1.7  Antecedentes Metodolégicos.

A la fecha, los estudios en esta materia han sido abordados en la biisqueda de
levaduras naturales con esta capacidad (Lee & Lee 2011; Ota y col., 2013), mientras
que las investigaciones de ingenierfa genética se han referido a la produccién de
biocombustibles de primera y/o segunda generacién, principalmente desde xilosa
{Maisushika y col.,, 2009; Tanino y col,, 2010; Rin Kim y col,, 2012). Las cepas
obtenidas y evaluadas no han sido apropiadas para su uso a nivel industrial debido a la
inestabilidad de los pldsmidos, a los altos requerimientos nutricionales, y la falta de

estandarizacion de las condiciones de crecimiento.

En este trabajo se buscaron alternativas que permitieran evitar los inconvenientes
reportados y asi proyectar una cepa industrial, modificada genéticamente, resistente al
etanol, y estable en procesos productivos. El primer punto de innovacion fue la eleccion
y el levantamiento de potenciales genes para el desarrollo de una cepa nueva de S.
cerevisiae capaz de producir bioetanol desde manitol; a saber: sintesis de cDNA de un
putativo transportador de polioles propio de V. albo-atrum, clonamiento de una manitol
deshidrogenasa putativa nativa de levadura S288c (YNRO073c), del gen noxE de L. lactis,
de los genes ADH1 y PDCI1 de S. cerevisiae y del gen de resistencia a higromicina /ph
de E.coli.. Los genes YNRO73c, ADHI1 y PDC1 de levadura, al no contener intrones,
fueron amplificados directamente desde el DNA genémico de S. cerevisiae S288c,
mientras que el gen Aph fue amplificado desde un pldsmido comercial que lo contiene.
Por otro lado, el gen noxE al ser de origen procarionte, también fue amplificado

directamente desde el DNA genémico. No obstante, debido a que la expresion del gen
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de V. albo- atrum no estd caracterizado respecto su expresion ni induccion, fue
sintetizado empleando técnicas de PCR recursivo y PCR de extensién utilizando
oligonucle6tidos de larga extension y DNA gen6émico del hongo como templados

(Prodromou & Pearl 1992).

En segundo Iugar, y en vista de las proyecciones de este trabajo, se decidié
integrar y sobreexpresar los genes catabdlicos del manitol en el genoma de la cepa
industrial resistente a etanol de S. cerevisige Ethanol Red™ que no consume manitol
(Adams y co. 2009). Para ello fue necesario determinar una region gendmica, que al ser
reemplazada o interrumpida, no afectara el crecimiento normal de la levadura y mostrase
apropiados niveles de expresién. Se selecciond la region YPRCT3, ubicada en el
cromosoma XVI dado que se ha documentado previamente como un locus no
codificante que presenta niveles de expresion més altos respecto a otras regiones
gendmicas y cuya interrupcion no afecta la homeostasis de la levadura (Bai Flagfeldt y
col, 2009; Werner, 2012). Vale destacar que dicha regién corresponde a un transposon
de tipo Ty4 de baja frecuencia en el genoma de S. cerevisige (Hug & Feldmann 1996).
Esta aproximacién fue realizada y comprobada por el Laboratorio de Genética de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile con anterioridad obteniéndose muy
buenos resultados para este sitio en la cepa 256, otra levadura industrial (Werner,
2012). En esta oportunidad se evaluaré la eficiencia de este sitio en una nueva cepa

industrial de 8. cerevisiae.

Tercero, se decidi6 seguir la estrategia de co-transformacién “DNA assembler”

(Shao & Zhao 2009) que permite incorporar vias metabolicas completas en un solo paso
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de transformacion gracias a los mecanismos moleculares de recombinacion propios de la
levadura. Para ello, es necesario afadir regiones de homologia con el fragmento de
DNA al que se quiere unir en los extremos de cada segmento de DNA a transformar, tal
como se observa en la Figura 5. Ademads, para cada gen a introducir, es necesario
disefiar un cassette individual de expresion que incluye Promotor-Gen-Terminador
utilizando la técnica de PCR de extension (OE-PCR) (Higuchi y col., 1988; Horton y
col., 1989; Bryksin & Matsumura 2010). Se utilizaron diferentes promotores y
terminadores en la construccion de los médulos de expresion de cada gen, ambos
elementos evaluados previamente para la expresion de genes en S. cerevisiae y activos
durante la glicolisis (Haulf y col., 2000; Shao & Zhao 2009). Estos elementos
reguladores han de ser distintos para impedir eventos de recombinacién que puedan

llevar a la pérdida de uno o mas genes.

Figura 5.- Sistema de co-transformacién en S. cerevisia¢c empleado en este trabajo. Los n
modulos a transformar se observan como segmentos de color verde y con extremos de diferente
color que representan las secciones homélogas necesarias para que ocurra la recombinacion in
vivo, evento indicado por cruces de color negro. En azul se representa el cromosoma de la
levadura, dentro del cual se indica por un blogue naranjo el sitio seleccionado para la integracién
de los modulos. Las regiones rotuladas “UP” y “DOWN?”, corresponden a los extremos rio arriba
y rio abajo del sitio de integracion, respectivamente.
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Para la seleccion de transformantes se amplifico desde el vector pPCDNA, armo y
clond un modulo de resistencia al antibiotico higromicina B usando el gen Aph de E.coli

(Gritz & Davies 1983; Blochlinger & Diggelmann 1984).

Finalmente, este proyecto enmarca un gran numero de alcances tedricos que
conllevan un disefio experimental global que involucra la insercién de varios genes, no
obstante, en esta tesis se realizd el levantamiento y la sintesis de los genes, la
construccion de sus modulos de expresion, se evaluo la factibilidad de transformar la
cepa industrial de S. cerevisiae Ethanol Red™ de Red Star® y se estudid la produccion
de etanol a partir de manitol, integrando en el sitio YPRCT3 el gen que codifica para una

putativa manitol deshidrogenasa.

Manitol T Manitol Fructog\
Glicolisis
NADH Pmn ato

Acetaldehido

’1

Etanol

Figura 6.- Esquema global de la estrategia de ingenieria genética para producir etanol
empleando manitol como tnica fuente de carbono y energia. MT: Transportador de Manitol,
MDH: Manitol Deshidrogenasa, noxE: NADH oxidasa citosélica, PDCI: piruvato decarboxilasa
1, ADH1: Alcohol deshidrogenasa. Las flechas de colores indican sobreexpresion. Notese el
microciclo producido por la enzima noxE. Las etapas de transformacion abordadas en esta tesis,
se marcan con asterisco de color rojo.
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HIPOTESIS
La integracion genémica de modulos de expresion de genes de la ruta
degradativa del manitol en Saccharomyces cerevisiae conduciria a la produccion de

ctanol en esta 0ltima levadura.
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OBJETIVO GENERAL
Construir una cepa recombinante de la levadura Saccharomyces cerevisiae
Ethanol Red™ capaz de crecer en manitol y de producir etanol a partir de éste mediante

ingenieria genética a través de la utilizacion de técnicas de “DNA assembler™.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

s Amplificar por PCR y clonar en el vector pBlueScript II SK (+) los genes que
codifican para las enzimas: alcohol deshidrogenasa-l1 (ADHI), piruvato
decarboxilasa-1 (PDC1) y putativa manitol 2 deshidrogenasa (YNRO73c) de Ia
cepa de S. cerevisiae S288c, y el gen que codifica para NADH oxidasa citos6lica
(noxE) de la cepa L. lactis subesp cremoris.

e Sintetizar el cDNA del gen VDBG_02539 de V. albo-atrum que codifica para un
transportador putativo de polioles empleando técnicas de PCR recursivo y PCR
de extension y clonar el cDNA obtenido en el vector pBlueScript II SK (+).

e Armar mddulos de expresion Promotor-Gen-Terminador para cada uno de los
genes amplificados y para el gen que codifica para higromicina B
fosfotransferasa (Aiph) y clonarlos en el vector pBlueScript II SK (1)

» Transformar 1a cepa de S. cerevisiae Ethanol Red™ por integracién gen6mica
estable del mddulo de expresion para Aph en la region YPRCr3.

e Transformar la cepa de S. cerevisiae Ethanol Red™ por integraciéon genomica

estable de los modulos para los genes YNRO73c¢ y siph en la region YPRCr3.
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e Evaluar funcionalmente esta wltima cepa modificada monitoreando en el
cromatografo de gases asociado a espectrometria de masas (GC-MS) la
produccion de etanol en cultivos en matraz que utilizan manitol como tnica

fuente de carbono.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Cepas, plasmidos y DNA genémico.

Para los experimentos de transformacion se usé la cepa de S. cerevisiae Ethanol
Red™ y S288c. En el caso de transformacion con plasmidos y su propagacion, se utilizo
la cepa de Escherichia coli DH5a (Sambrook & Russell 2001). Para el clonamiento en
E. coli se utiliz6 el plasmido pBLueScript SK (+) (pBS) de Fermentas. Para clonar el
gen noxE que codifica para la NADH oxidasa citosolica se extrajo el DNA genémico de
la cepa Lactococcus lactis subsp cremoris NRRL= B-634. El c¢cDNA del gen
VDBG 02539 se sintetiz6 a partir del DNA gendémico de la cepa de Verticilium albo-
atrum (facilitado por Dr. Jaime Auger, Universidad de Chile). Las cepas generadas y el

material genético se detalla en las Tablas 2 y 3 respectivamente.

Tabla 2.- Cepas mencionadas en este seminario de titulo.

Cepa Genotipo Referencia

E. coli DH5a F-, p80dlacZAM15, A(lacZY A-argF)U169, deoR, recAl, Sambrook &

endA 1, hsdR 17(rk-, mk+), phoA, supE44, A-, thi-1, Russel 2001.
gyrA96, relAl

S. cerevisiae MATa, SUC2, gal2, mal, mel, flol, flo8-1, hapl, ho, biol, Mortimer &
S288¢c bio6 Johnston 1986.
S.  cerevisiae Nativo Donada por Dra.
Etanol Red™ Maria Elena
de Red Star® Lienqueo.
sRSc
L. lactis subsp Nativo Zhang y col.,
cremoris 2012.
NRRL=B-634
S. cerevisiae Cepa Red Star resistente a higromicina B. Porta el gen Esta tesis.
ShphRSc hph.
S. cerevisiae Cepa Red Star productora de etanol desde manitol. Porta Esta tesis.
SMDHc 1y 2 los genes YNRO73c y hph.
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Tabla 3.- Plasmidos y DNA gendémico utilizado en esta tesis.

Material Genético Caracteristica Referencia
DNA genémico de Nativo Donado por
Verticillium albo-atrum Prof. Jaime
Auger.
pBluescript IT SK (+) ColE, origen de replicacion, Amp®. Usado para clonamiento  Fermentas
(pBS) de genes, cDNA y moédulos.
pcDNAT™3.1/Hygro (+)  Vector binario para transformar células mamiferas. Hygro®  Invitrogen
(hph) y Amp®. Usado para amplificar el gen Aph.

pMDH pBS con ORF del gen YNR073¢, manitol deshidrogenasa Esta tesis,
criptica de Saccharomyces cerevisiae S288c.

pADHI pBS con ORF del gen ADHI, alcohol deshidrogenasa 1 de  Esta tesis.
Saccharomyces cerevisiae S288c.

pPDCI pBS con ORF del gen PDCI, piruvato decarboxilasa de Esta tesis.
Saccharomyces cerevisiae S288c.

pNoxE pBS con ORF del gen noxE, NADH oxidasa citosélica de Esta tesis.
Lactococcus lactis subsp. cremoris

pT™ pBS con cDNA del gen VDBG_02539, Transportador de Esta tesis.
polioles-5 de Verticillium albo-atrum.

pSC-MDH pBS con médulo de expresion en S. cerevisiae del gen Esta tesis.
YNRO73c¢.

pSC-HPH pBS con modulo de expresion en S. cerevisiae del gen Esta tesis.
hph.

pSC-ADH pBS con m6dulo de expresion en S. cerevisiae del gen Esta tesis.
ADHI.

pSC-NoxE pBS con modulo de expresion en S. cerevisiae de gen noxk Esta tesis.

pSC-PDC pBS con modulo de expresion en S. cerevisiae de gen Esta tesis.
PDCI

pSC-UP pBS con fragmento de 594pb de la region YPRCT3 de S. Esta tesis.
cerevisiae S288c ubicada rio arriba del sitio de insercion

pSC-DOWN PBS con fragmento de 638pb de la region YPRCT3 de S. Esta tesis.

cerevisiae S288c ubicada rio abajo del sitio de insercion
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Figura 7.- Vector de clonamiento pBluescript Il SK (+). f1 Ori: origen de replicacion de
DNA de hebra simple derivado del bacteriéfago F1. ampicillin: gen de resistencia a Amp. lacZ:
region codificante para la B-galactosidasa interrumpida por el sitio de multiple clonamiento.
(Modificado de pBluescript I Phagemid Vectors, Instruction Manual de Stratagene, Cat.
#212205, #212206, #212207 y #212208)

2.2  Oligonucledticos y acidos nucleicos.

Los oligonucledtidos utilizados en esta tesis fueron sintetizados por la empresa
IDT, Integrated DNA Technologies. La informacioén de cada uno de ellos (nombre,
secuencia de nucledtidos y direccion) se indica en detalle en la Tabla 4.
Como marcadores de peso molecular en las electroforesis de DNA se utilizaron; 100bp
DNA ladder (NewEngland Biolabs), kpb DNA Ladder (NewEngland Biolabs), 1kbp

Plus Ladder (Invitrogen), High DNA mass Ladder (Invitrogen) y de 50pb (NewEngland
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Biolabs). La cuantificacion del DNA se realizo por comparacion de intensidad de banda

respecto a las bandas del High DNA mass ladder empleando el software Imagel®.

Tabla 4.- Oligonucleéticos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5’ a 3°)* DNA Blanco o Funcién Sentido
Construccion de Modulos

TEF1p-f ACACCATAGCTTCAAAAT Promotor TEF1, S. cerevisiae S288¢ Directo
GTTTCTACT

TEF1p-r AGGCTT TTTCAT Promotor TEF1, S. cerevisiae S288¢ Reverso
ITTGTAATTAAAACT TAG

HPH-f TTAATTACAAAATGAAA  ORF del gen hph, pcDNA™3.1/Hygro Directo
AAGCCTGAACTCA (+)

HPH-r AGC GAT TTG TCTATT ORF del gen hph, pcDNA™3.1/Hygro Reverso
CCTTIG COE TCG (+)

PGIt-f GGC AAA GGA ATA GAC Terminador TEF1, S. cerevisiae S288c Directo
AAATCGCTCTTAA

PGlt-r I'TT TTC TTC CAG TGC Terminador PGI, S. cerevisiae S288¢ Reverso
GAG TAT CTT TCTT

PGKIp-f  ACT CAA GAC GCA CAG Promotor PGK 1, S. cerevisiae S288¢ Directo
ATATT

PGKIip-r ATTTIGTCATTGTTT Promotor PGK 1, S. cerevisiae S288c Reverso
TAT ATT TGT TGT AAA
AAGTA

MDHogs-f  AAT ATA AAA CAATGA ORF del gen YNRO73c¢, S. cerevisiae Directo
CAA AAT CAG ACG AAA S288¢
CA

MDHager GGG CCT GTTCAC ACT ORF del gen YNRO73c, S. cerevisiae Reverso
TGG TCT AAA ATT TCC S288¢

Cyct-f TAG ACC AAG TGT GAA Terminador Cyc. S. cerevisiae S288¢ Directo
CAGGOCCCT TITTCCTT

Cyct-r ACG ATG AGA GTG TAA Terminador Cyc, S. cerevisiae S288c Reverso
ACT GCG AA
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TEF2p-f

TEF2p-r

MT-f

MT-r

TDH2t-f

TDH2t-r

FBAlp-f

FBAlp-r

ADHI1-f

ADH1-r

ENO2t-f

ENO2t-r

PYK1p-f

PYKI1p-r

PDC1-f

PDCI-r

ATG GGG CCG TAT ACT
TAC ATATAGTA

GAT TGG TTC TGC CAT
GTT TAG TTA ATT ATA
GTT CGT TGA CCG

ATAATTAACTAAACATG
GCAGAACCAATCCAGGA
TE

TTA AGG AGT TAA ATT
TAC ACC CTC TTC TCA
GAG TCC

AGA AGA GGG TGT AAA
TTT AAC TCC TTA AGT
TAC TTT AAT GAT T

GGC GAA AAG CCA ATT
AGT GT

ACT AAG AAA ATG AAG
TTG ATG GAT CCA A

TGG GAT AGA CAT TT1
GAA TAT GTA TTA CTT
GGT TAT GG

CAT ATT CAA AATGTC
TAT CCC AGA AAC TCA
AAA AG

GTT AAA AGC ACT TTA
TTT AGA AGT GTC AAC
AACG

ACT TCT AAA TAA AGT
GCT TTT AAC TAA GAA
TTA

ATA GCA TAT TCA TCG
AAC AGG TAT

AAT GCT AGT ATTTTG
GAG ATT AAT

AAT TTC AGA CAT TGT
GAT GAT GTT TTATTT
GTTTT

TAA ATC ATC ATC ACA

ATG TCT GAA ATT ACT
TTG GGT

ATT TGA ATT AACTTA

Promotor TEF2, S. cerevisiae 5288c

Promotor TEF2, S. cerevisiae S288c

cDNA del gen VDBG-02539,
Verticillium albo-atrum

cDNA del gen VDBG-02539,
Verticillium albo-atrum

Terminador TDH2, S. cerevisiae S288¢

Terminador TDH2, S. cerevisiae S288¢

Promotor FBAL, S. cerevisiae S288¢

Promotor FBAL. S. cerevisiae S288¢

ORF del gen ADHI1, S. cerevisiae S288¢

ORF del gen ADH1, S. cerevisiae S288¢

Terminador ENO2, S. cerevisiae S288¢

Terminador ENO2, S. cerevisiae S288¢c

Promotor PYK. S. cerevisiae S288c

Promotor PYK, S. cerevisiae S288¢

ORF del gen PDCL, S. cerevisiae S288¢

OREF del gen PDCI1, S. cerevisiae S288¢c

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso
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FBAI1t-f

FBAIt-r

PDClp-f

PDClp-r

NoxE-f

NoxE-r

ADH2t-f

ADH2t-r

MDHg-f

MDHg-r

ADH1g-f

ADHI1g-r

PDClg-f

PDClg-r

NoxEg-f

TTG CTT AGC GTT GGT
AGC

GCT AAG CAA TAA GTT
AAT TCA AAT TAATTG
ATATAGT

TAT GTT GGA GGA TAA
AGT AAGCTAC

AAC AAC ATG CGA CTG
GGT GA

ACT ACG ATTTTC ATT
TTG ATT GAT TTG ACT
GTGTT

AAT CAA TCA AAATG
AAA ATC GTA GTT ATC
GGT AC

AGA GAT CCG CTT ATT
TGG CAT TCA AAG CTG C

ATG CCA AAT AAGCG
GAT CTCTTA TGT CTT
TAC

GTT ATC TCC CTT ATA
CITCIC

Terminador FBA1, S. cerevisiae S285c

Terminador FBA, S. cerevisiae S288c

Promotor PDC1, S. cerevisiae S288¢

Promotor PDC1, S. cerevisiae S288¢

ORF del gen noxE, L. lactis

ORF del gen noxE, L. lactis

Terminador ADH2, S. cerevisiae S288¢

Terminador ADH2, S. cerevisiae S288¢

Clonamiento de Genes

ATG ACA AAA TCA GAC
GAA ACA ACA

TCA CACTTG GTC TAA
AATTTCCTT

ATG TCT ATC CCA GAA
ACT CAA AAA

TTA TTT AGA AGT GTC
AACAACGTAT

ATG TCT GAA ATT ACT
TTG GGT AAA TA

TTA TTG CTT AGC GTT
GGT AGC

ATG AAA ATC GTA GTT
ATC GGT ACA

ORF del gen YNRO73c, S. cerevisiae
5288¢

ORF del gen YNRO073c, S. cerevisiae
§5288¢

ORF del gen ADH1, 8. cerevisiae S288¢
ORF del gen ADHI, S. cerevisiae S288¢
ORF del gen PDC1, S. cerevisiae S288¢

ORF del gen PDCI. S. cerevisiae S288c

ORF del gen noxE, L. lactis

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Forward

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo
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NoxEg-r

Exintl fw

Exint2_rw

Exint3 rw

Exl_fw

Ex2 rw

Ex3_fw

Ex3 rw

Ex4 fw

Ex4 rw

Ex5_fw

Ex5 rw

UP-f

UP-r

TTA TTT GGC ATT CAA
AGCTGC AA

ORF del gen noxE, L. lactis

Sintesis ¢cDNA Verticillium -albo-atrum

ATGGCAGAACCAATCCA
GGATCCTCGCAAGACCTC
TACGGCCCACGATGAGA
AT

ATGGCAGAACCAATCCA
GGATCCTCGCAAGACCTC
TACGGCCCACGATGAGA
AT

CTGGCCTCCAGGTTTCTG
CTCAGAGCACCAGAATC
ATGTTGCGGTTC

ATGGCAGAACCAATCCA
GGATCCT

GGGGGTTGATGATCCTGG
CCTCCAGGTTTCTGCT

CTGGCCTCCAGGTTGATC
ATCAACCCCCTCGAAG

TGCTGTCCACATTTGCCA
AGACATGACAAGAGCA

GCCAAGACATGACAAAA
TGTGGACAGCATTTGGT

GCTGAGCCAACATTACTG
TGAACGCAGAGAGTGT
ACTGTGAACGCAGAAAT
GTTGGCTCAGCAAATGT

TTACACCCTCTTCTCAGA
GT

Partidor directo que abarca desde el
Exon-1 hasta parte del Exon-2

Partidor reverso que hibrida con el
partidor Exintl_fw, alargando el Exon-2,
hasta alcanzar un tamafio de 90 pb.

Partidor reverso con cola de homologia
al producto de la reaccion entre los
partidores Exintl _fwy Exint2_rw.
Agrega 29 pb hasta un producto final de
119 pb

i’roduclo de PCR recursivo Exon 1 +
Exén 2, 119 pb.

Producto de PCR recursivo Exon 1 +
Exon 2, 119 pb, Agrega cola de
homologia con el ex6n 3.

Exon 3, V albo-atrum. Agrega cola de
homologia al exén 2.

Exon 3, V albo-atrum. Agrega cola de
homologia al exén 4

Exoén 4, V albo-atrum. Agrega cola de
homologia al exén 3.

Exon 4, V albo-atrum. Agrega cola de
homologia al exdn 5.
Exén 5, V albo-atrum. Agrega cola de
homologia al exdn 4.

Exon 5. V albo-atrum

Transformaciéon de Levaduras

AAA GGA GGT GCA CGC
ATT ATG GAG ACC ACT

TTC CAA GGA GGT GAA
GAA CGT CCC CTT TGA

Fragmento up

Fragmento up

Reverso

Directo

Reverso

Reverso

Directo

Reverso

Forward

Reverso

Forward

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso
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DOWN-f

DOWN-r

UP-r (2)

cHPH-f

cHPH-r
(1)

cDOWN-
f(1):

c¢HPH-r
(2)

cMDH-f
(2)

¢MDH r-
(2)

cDOWN(-
(2)

¢MDHr -
(3)

cNOxEf-
(3)

cNOxEr-
(3)

cDOWN{-
3)

TTC CAA GGA GGT GAA

GAA CGT CCCCTT TGA

CGG TAT TAC TCG AGC
CCG TAATAC AACAGT G

GTA GAAACATTT TGA
AGC TAT GGT GTT TCC
AAG GAG GTG AAG

AGG GGA CGT TCT TCA
CCT CCT TGG AAA CAC
CAT AGC TTC AAAA

AAC AAG TAC AGT GCT
GAC GTC CCA TCT ACT
GGA GGC TTC ATG

GGA CAT AAC TCA TGA
AGC CTC CAG TAG ATG
GGA CGT CAG CACTG

TGT TAT AAT ATC TGT
GCG TCT TGA GTT ACT
GGA GGC TTC ATG

GGA CAT AACTCA TGA
AGC CTC CAG TAA CTC
AAG ACG CAC AGA

AAC AAG TAC AGT GCT
GAC GTC CCA TCA CGA
TGA GAG TGT AAA CTG
CGA

AGC TTC GCA GTT TAC
ACT CTC ATC GTG ATG

GGA CGT CAG CACTGT A

TGC TCA CCC AGT CGC
ATG TTG TTA CGA TGA
GAG TGT AAA CTG CG
AGC TTC GCA GTT TAC
ACT CTC ATC GTA ACA
ACA TGC GAC TGG GTG
AGC

ACA AGT ACA GTG CTG
ACG TCC CAT CGA CAC
ATT CAG GGA AGT CGT
TE

GTA CGA ACG ACTTCC
CTG AAT GTG TCG ATG

GGA CGT CAGCACTGT A

Fragmento down

Fragmento down

Afade a fragmento up cola homéloga a
mddulo de resistencia a higromicina B

Afiade a modulo de resistencia a
higromicina B cola homéloga a
fragmento up

Anade a modulo de resistencia a
higromicina B cola homoéloga a
fragmento down

Anade a fragmento down cola homéloga
a médulo de resistencia a higromicina B

Afiade a modulo de resistencia a
higromicina B cola homoéloga a médulo
MDH

Aiiade a médulo MDH cola de
homologia a médulo de resistencia a
higromicina B

Anade a modulo MDH cola de
homologia a fragmento down

Afade a fragmento down cola homologa
a modulo MDH

Afiade a a modulo MDH cola de
homologia con médulo NoxE

Afiade a médulo NoxE cola de
homologia con médulo MDH

Afiade a modulo NoxE cola de
homologia con segmento down
gendmico

Afiade cola de homologia con médulo
NoxE al segmento down

* Se subrayan los codones de inicio y de término en los respectivos partidores

Directo

Reverso

Reverse

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo

Reverso

Directo
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2.3  Cultivo de microogranismos.

2.3.1. Sacchareomyces cerevisiae.

Los medios de cultivo liquidos empleados para crecer la levadura fueron YM
(0,3% p/v extracto de levadura, 0,3% p/v extracto de malta y 0,5% p/v peptona), YPD
(1% p/v extracto de levadura, 2% p/v peptona y 2% p/v glucosa) y SC (0,67% p/v
Yeast Nitrogen Base, 2% p/v glucosa, sin adicion de aminoacidos). Para los cultivos
liquidos en manitol se emplearon los medios YPM (1% p/v extracto de levadura, 2%
p/v peptona y 2% p/v manitol) y SM (0,67% p/v Yeast Nitrogen Base, 2% p/v manitol,
sin adicion de aminoécidos). Para €l caso de los cultivos sélidos en placa, se agregd
bacto-agar a una concentracién de 1,5 % p/v a todos los medios. Para la seleccién de
transformantes que derivan de la cepa de Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red™ vy
S288¢ se agregd a las placas el antibidtico higromicina B a una concentracién final de
100 pg/ml y 75 pg/ml respectivamente. Los cultivos en placa se incubaron a 30 °C,
mientras que los cultivos liquidos se crecieron a 32 °C con o sin agitacién segim

corresponda en un agitador orbital (MaxQ 4000, Barnstead, Lab-Line-lowa, USA).

2.3.1.1 Curvas de crecimiento.

23111 Ensayos de crecimiento en Manitol como vnica fuente de carbono y
energia.

Para evaluar la capacidad de crecer en los medios SM y SC de las cepas de
levadura S288¢ y Ethanol Red™ nativas, asi como de los respectivos clones de levadura

recombinantes, se dej6 un pre-indculo de 3 ml de medio YM en un tubo Falcon® de 10
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ml creciendo durante la noche a 30 °C y 200 rpm. De éste se tomaron 10 pl para
inocular un volumen de 60 m! de medio SM o SC en matraces de 200 ml. Los cultivos se
hicieron por triplicado para ambas cepas y se incubaron a 32 °C y 200 rpm. Se midi6 la
densidad 6ptica a 600 nm en espectrofotometro (Pharmacia Biotech Ultrospec 3000
UV/Visible Spectrophotometer) a diferentes tiempos de cultivo. Para evalvar el
crecimiento de las levaduras en ausencia de oxigeno, se extrajo el oxigeno de los

matraces por simple extraccion con jeringa.

23112 Ensayos de Inhibicion microbiana.

Para determinar las concentraciones apropiadas de antibiético higromicina B que
se ha de afiadir a las placas de cultivo sélidas durante la seleccion de levaduras
recombinantes, se realizé un ensayo de inhibicién microbiana en placa. Se dejé crecer un
cultivo durante la noche de las cepas S288c¢ y Ethanol Red™ en 10 ml de medio YM en
un tubo Falcon® de 45 ml a 30 °C y 200 rpm. Al dia siguiente se realizaron, a cada
cultivo, diluciones seriadas en ordenes de 10 hasta alcanzar una dilucion de 107, Se
prepararon placas de medio YM sélido suplementado con higromicina B a cada una de
las siguientes concentraciones: 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 60 pg/ml y 100 pg/ml.
Cada placa se dividi6 en 8 secciones y se enumeraron desde el 0 hasta el 7 (cada seccién
correspondié a una dilucion, siendo cero el cultivo concentrado y el siete, la dilucion 10°
™). Se dej6 caer tres microgotas (10 pl) de cada dilucién en cada seccién segin
corresponda. Las placas se incubaron a 30 °C durante toda la noche. A la mafiana
siguiente se contabilizaron las colonias y se determiné el titulo en UFC/ml a cada una de

ellas.
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2.3.2. Escherichia coli.

Para el cultivo de E. coli se emple6 medio Luria Betrani (LB) que contiene 1%
p/v triptona, 0,5% p/v de extracto de levadura y 0,5% de cloruro de sodio (NaCl). En
caso de cultivos en placa se agregd al medio bacto-agar a una concentracién de 1,5%
p/v. Para el reconocimiento de clones de E. coli transformantes que poseen el plasmido
pBS recombinante, se suplement$ el medio LB con Amp a una concentracién de 100
ug/ml y X-Gal a 30 pg/ml (Sambrook & Russell 2001). Los cultivos lquidos fueron
crecidos a 37 °C durante 18 horas con agitacion constante (250 rpm) y los cultivos en

placa se incubaron a 37 °C sin agitacion.

2.3.3. Lactococcus lactis subsp. cremoris.

El medio de cultivo liquido empleado para crecer la bacteria L. lactis fue el
medio tomato juice- yeast extract - milk - peptone (TYPM) el que se prepar6é mezclando
dos soluciones preparadas con antelacién. La solucion A se prepard agregando 25 g de
leche entera en polvo en 200 ml de agua destilada y la solucién B mezclando 25 ml de
jugo extraido y filtrado de un tomate, 1,25 g de extracto de levadura, 0,75 g de peptona y
25 ml de agua destilada. Ambas soluciones se mezclaron y la solucion final se ajustd a
pH= 7.0 en pH metro (Corning pH meter Model Cole-Parmer).

Para recuperar el cultivo liofilizado de la cepa de L. lactis subsp. cremoris
NRRL=B-634, se agregd una pequeiia cantidad de polvo lofilizado a un matraz
Erlenmeyer de 100 mi conteniendo 50 ml de medio TYPM y se incub6 a 37 °C durante

la noche a agitacién constante de 200 rpm.
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2.4 Purificacién de acidos nucleicos.

2.4.1 DNA piasmidial.

La extraccion de DNA plasmidial de E. coli se Ilevé a cabo a partir de lo descrito
por Sambrook y Russell (2001). EI DNA plasmidial empleado para realizar las
secuenciaciones se obtuvo mediante el kit de extraccion de DNA plasmidial AxyPrep
Plasmid Miniprep Kit de Axygene en funcion de las indicaciones del fabricante. El DNA

plasmidial adquirido se guardd a -20° C hasta su utilizacion.

2.4.2 Extraccion de DNA gendmico.
La extraccién de DNA genomico tanto de levaduras como bacterias se realizd
mediante el Kit de extraccion de DNA genomico Wizard® Genomic DNA Purification

Kit.

2.4.2.1 Saccharomyces cerevisiae.

Para extraer DNA de levadura se crecieron células obtenidas desde una colonia
aislada en placa en 3 ml de medio YM en tubo falcon de 15 ml durante 20 horas a 30 °C
y agitacién constante de 200 rpm. Al dia siguiente se agregd 1 ml de este cultivo en un
tubo de 1,5 ml y se centrifugd a 13.000 x g por dos minutos hasta obtener un pellet
celular. Se removié el sobrenadante y se re-suspendieron las células en 293 pl de
solucién a 50 mM de 4cido etilendiamiano tetracético, EDTA. A esta suspensién celular
se agregaron 7,5 pl de una solucién de liticasa a 153 mg/ml (Sigma Cat.# 14025) y se

mezclé suavemente 4 veces. El tubo se incubd a 37 °C por una hora para digerir la pared
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celular, La muestra se enfrid a temperatura ambiente y se centrifugéd a 13.000 x g por 2
min, luego se removidé el sobrenadante. A esta preparacion se le extrajo el DNA
gendémico de acuerdo a las recomendaciones y los protocolos del fabricante. Ef DNA

obtenido se almacend a 4 °C hasta su utilizacion.

2.4.2.2 Lactococcus lactis subesp. cremoris.

Para la extraccién de DNA gendémico de L. lactis se dejo un cultivo en matraz en
medio TYPM durante la noche. Al dia siguiente se tomé 1 ml de cultivo en un tubo de
1,5 ml. Se centrifugd a 13000 x g por dos minutos hasta obtener un pellet celular.
Posteriormente se removié el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet celular en 450 pl
de EDTA al 50 mM, a esta suspension celular se le agregaron 150 pl de una solucién de
la enzima litica lisozima a 12 mg/ml (Sigma Cat# L7651). La preparacion fotal se
incubé a 37 °C por 90 min y posteriormente se centrifugé a 13000 x g por 2 minutos, Se
descarté el sobrenadante y el pellet fue tratado segin las indicaciones del fabricante. El

DNA gendmico obtenido se almacené a 4 °C hasta su utilizacion.

2.4.3 Purificacion de fragmentos de DNA.

Para la recuperacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa, se cort6é con
un bisturi la banda de interés procurando extraer la menor cantidad de gel remanente y
se purificé empleando el kit QIAEX II Gel Extraction™ (Qiagen) o el kit Gel/PCR

DNA Fragments Extraction (Geneaid), segin las indicaciones del fabricante.
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2.5 Reacciones de PCR.
2.5.1 PCR estindar.

Durante este seminario de titulo se llevaron a cabo reacciones de PCR estiandar
con enzima GoTaq® Flexi DNA polimerasa (Promega Cat## M8301) para andlisis de
clones de E.coli, levaduras transformantes y para evalvar la presencia/ausencia de
genes. Para la obtencion de genes a clonar y de fragmentos (exones, promotor, ORF y
terminador), asi como para la amplificacién de DNA empleado en la transformacion se
uso la enzima de alta eficiencia KOD Hot Start DNA polimerasa de Novagen.

Las reacciones de PCR con GoTaq® Flexi DNA polimerasa se realizaron a un
volumen final de 25 pl. Este ensayo inclufa tamp6n Green GoTaq® Flexi Buffer 1 x pH
8.5, 2mM de MgCl,, 0,2 mM de cada deoxinucleétido trifosforilado (dNTP), 1,0 pM de
cada pattidor, entre 0,1 y 0,4 ug de DNA templado y 1,25 U de enzima GoTaq® Flexi
DNA polimerasa. Se utilizo un termociclador PCR gene Mate Series modelo JY-96G y
el programa fue el siguiente: desnaturalizaci6n inicial a 95 °C por 2 min, 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, hibridacién de partidores entre 45 y 57 °C (segiin
menor Tm de los partidores) por 30 s y extension a 72°C a razén de 1 min por kbp, y
por tiltimo una elongacién final a 72 °C por 5 min.

Las reacciones de PCR con KOD Hot Start polimerasa se realizaron en un
volumen final de 30 pl y se empled entre 20 y 40 ng de DNA templado, 0,6 U de enzima
KOD Hot Start polimerasa, 1x de tampdn de reaccion PCR Buffer for KOD Hot Start
DNA Polymerase®, 0,2 mM de cada partidor, ImM de MgSO; y 0,2 mM de cada
dNTP. El programa de PCR fue el siguiente: Una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2

min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 15 s, alineamiento de partidores
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durante 15 s, y elongacién a 68 °C a 20 s por kbp, y por tiltimo una extension final a 68
°C por 2 min. Respecto a la temperatura de la etapa de hibridacion, generalmente se
empled la menor temperatura de alincamiento de los partidores, a excepcion de la
amplificacion desde DNA genémico donde se restaron 5 grados a la temperatura de

alineamiento escogida.

2.5.2 PCR de colonias.

Para evaluar las colonias transformantes de E. coli y de S. cerevisiae se
suspendié la colonia seleccionada en 10 pl de agwa en un tubo de PCR. De esta
suspension se fomé un volumen equivalente al correspondiente al DNA templado y se
llevo a efecto una reaccién estindar de PCR utilizando Ia enzima GoTaq® Flexi DNA

polimerasa.

2.5.3 PCR de elongacion (OE-PCR).

La reaccion de PCR de extension (“overlap extensién PCR”, OE-PCR) (Higuchi
y col., 1988) se llevé a efecto en dos etapas consecutivas en el termociclador.
La primera etapa de ensamble-clongacién se realizé en un volumen final de 30 pl e
incluyd 80 ng del fragmento de DNA de mayor tamafio y 40 ng del fragmento mds
corto, 0,6 U de enzima KOD Hot Start polimerasa, tamp6n de reaccién 1x PCR Buffer
for KOD Hot Start DNA Polymerase®, 1mM de MgS0, y 0,2 mM de cada dNTP. Esta
reaccion no incluyd oligonucledtidos cebadores pues la extensién ocurre desde los
extremos de los fragmentos de DNA unidos durante Ia etapa de hibridacion. El programa

utilizado fue el signiente: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 1 min, 15 ciclos de
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desnaturalizacion a 94 °C durante 15 s, hibridacion durante 30 s a2 45°C y extension a 72
°C durante 20 s.

La segunda etapa de enriquecimiento, permite amplificar por medio de una reaccion de
PCR estandar con KOD Hot Start polimerasa los fragmentos ensamblados durante la
primera seccion. Para ello se llevo el volumen de la reaccién de PCR 2 un volumen final
de 50 pl siguiendo el protocolo indicado con anterioridad, con la finalidad de amplificar

los ensambles obtenidos durante la primera etapa de ensamble-elongacion.

2.5.4 PCR recursivo y sintesis de cDNA.

Para construir el cDNA del gen VDBG_02539 de Verticillium albo-atrum que
codifica para un putativo transportador de polioles, se utilizé el DNA gendmico de este
microorganismo como templado para la amplificacion de los exones 3, 4 y 5. Estos
exones fireron ensamblados utilizando el protocolo de OE-PCR detallado anteriormente.
Por otro lado, el ensambie de los exones 1 y 2 al ser de tan sélo 119 pb fue construido
mediante PCR recursivo (“Recursive PCR™) (Prodromou & Pearl 1992). Para ello se
llevd a efecto una reaccion de PCR estdandar para KOD Hot Start polimerasa empleando
los partidores Ex intl fw y Ex int2 rw sin DNA templado. Este producto fue
purificado y utilizado come DNA templado en una subsecuente reaccién de PCR
estandar para KOD Hot Start polimerasa pero utilizando los partidores Ex_intl_fw y
Ex int3 rw. Esta construcéién que fusiona los exones 1 y 2 fue posteriormente
enlazada al exén 3 y esta construccion parcial se enlazé al constructo que contenifa los

exones 4 y 5 fusionados por OE-PCR.




2.6 Anilisis de DNA.

2.6.1 Electroforesis en geles de agarosa.

Las electroforesis de DNA se realizaron en una camara horizontal Horizon-58
(Gibco-BRL Life Technologies, Inc., MA-USA). Cada muestra se mezcl6 en proporcién
5:1 con amortiguador de carga 6x (azul de bromofenol 0,25% p/v en glicerol al 30%
p/v) v luego se cargaron en geles de agarosa a una concentracién acorde al tamafio del
fragmento de DNA (entre 0,7% y 1,5 %). La agarosa se prepar6 en solucién tampon
TAE 1X:Tris-Acetato-EDTA (Tris 40 mM, acetato 20 mM y EDTA 1mM) y bromuro
de etidio a una concentracion final de 0,2 pg/ml. Se incluy6 estandar de peso molecular
de 1kbp, 100bp y 1kbp plus, seglin correspondi6. Las electroforesis se realizaron bajo
voltaje constante de 100 V (fuente de poder Model 500 de BRL Life technologies, INC.,
MD-USA). Como solucién tampén de corrida, se utiliz6é tampon TAE 1X, Para finalizar,
se visualizé el gel empleando un transiluminador UV Vilber Lourmat (Sigma Aldrich

Cat# Z363782) y se fotografié empleando camara digital.

2.6.2 Digestion con endonucleasas de digestion.

El vector pBS se lineariz6 incubando con la enzima de restriccion FastDigest
EcoRV (Eco321) (Fermentas Cat# # FD0303). La reaccién de digestion total de 20 pl
se llevod a efecto en 1x FastDigest® buffer y se empled 1 U de enzima por pgde DNA a

digerir. La reaccion se incub6 a 37 °C por 30 min.

2.6.3 Secuenciacion de DNA.
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Para confirmar mediante secuenciacién de DNA el correcto ensamble de los
modulos, se prepararon muestras de 20 pl de DNA plasmidial. Las reacciones de
secuenciacion se realizaron en un secuenciador automético que emplea un kit con
terminadores fluorescentes por parte de la empresa Macrogen en Seil, Corea. Las

secuencias obtenidas se analizaron empleando el software Contig Express.

2.7  Transformacién genéfica por electroporacion.

2.7.1 Ligado de DNA.

Las reacciones de ligacion se concretaron segin las indicaciones del proveedor
de la enzima T4 ligasa (Invitrogen Cat#15224-017). Se empled el DNA a ligar (inserto)
a una razon molar de 3:1 respecto al plasmido pBS, 1U de enzima T4 ligasa y tampén de
reaccion 1x. La reaccion se incubo a 14 °C por 24 horas y se almacend a -20 °C hasta su

utilizacion.

2.7.2 Transformacion de E.coli.

2.7.2.1 Preparacion de células electrocompetentes.

Las células electrocompetentes de E.coli DH5a se prepararon a partir de 5 ml de
un cultivo fresco saturado {cultivo overnight). Estos 5 ml se inocularon en 500 ml de
medio LB (sin NaCl) contenidos en un matraz para lograr una dilucién 1/100 del cultivo
original. Esta dilucién se crecié a 37 °C a agitacion vigorosa (190-200 rpm) hasta

alcanzar una ODggo: 0,5-0,65 (fase exponencial). Una vez alcanzada la densidad dptica

46




esperada se coloct el cultivo en hielo durante 15 a 30 min. Luego, se dividio el cultivo
en dos tubos de plastico de 300 ml de capacidad con 250 ml de cultivo cada uno. Se
centrifugd en rotor GSA previamente enfriado a 4000 rpm durante 10 min. Una vez
centrifugadas las células, se removi6 todo el sobrenadante y se re-suspendi6 cada pellet
celular en 250 ml de glicerol al 10% previamente enfriado. Esta re-suspension se
centrifugd a 4000 rpm durante 10 min y nuevamente se eliminé el sobrenadante. El
pellet celular obtenido nuevamente se re-suspendi6 en 250 ml de glicerol 10% frio, se
centrifugo a 4000 rpm por 10 min y se eliminé el sobrenadante. Luego se junté el total
de ambos pellet en 20 ml de glicerol al 10% previamente enfriado en un tubo falcon de
50 ml. Nuevamente se centrifugd la suspension celular a 4000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, se re-suspendié el pellet celular en un volumen final de 2 ml de glicerol
al 10% previamente enfriado y rdpidamente se alicuotaron 60 pl de la suspensién celular

en tubos de 600 pl. Las alfcuotas fueron guardadas a -80 °C.

+

2.7.2.2 Electroporacion de E.coli DH50.

Para la transformacion celular se descongel6 una de las alicuotas y se le agregd 4
pl de DNA transformante, manteniendo la mezcla en hielo. Se emple6 un equipo Cell-
Porator® Electroporation System (Gibco-BRL Life Technologies, Inc., MD-USA) en las
siguientes condiciones de electroporacién: 2 pF, 4kQ y 2,2 kV, baja impedancia, una
tasa de carga rapida, un tiempo méximo de 2,5 ms. Luego, a Ia suspensién de células
transformadas se le adicioné 1 ml de medio LB, se transfirié a un tubo Eppendorf® y se

incubé a 37 °C durante una hora y agitacidn constante (200 rpm).
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Finalmente se sembraron 2 alicuotas de 100 pl en placas con LB-Amp-X-Gal y
se incubaron a 37 °C hasta la aparicién de colonias aisladas. Paralelamente, las células
remanentes (800 ul) se centrifugaron por un min a 12.000 rpm (centrifuga Eppendorf
5403 de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania), se descartaron 700 pl de medio y se
sembr6 una tercera placa con los 100 pl de concentrado celular. De las tres placas
obtenidas por cada ligacion se seleccionaron las colonias blancas, las que fueron
enumeradas y posteriormente estudiadas como primer acercamiento mediante PCR de

colonias.

2.7.3 Transformacion de S. cerevisiae.

2.7.3.1 Preparacion de células electrocompetentes.

Para la preparacion de células de levadura electrocompetentes se dejé creciendo
una colonia aislada de S. cerevisiae en 30 mil de medio YM liquido durante la noche a 22
°C y agitacién constante (200 rpm). A la mafiana siguiente, se adicionaron 30 ml de
medio YM fresco al cultivo overnight y se incubé por 3 horas mas. Luego, se
recolectaron las células por centrifugacion a 4000 rpm durante 5 min, se lavaron tres
veces con 40 ml de agua destilada estéril fria y una vez con 4 ml de solucion fria sorbitol
1M. Finalmente, las células se suspendieron en 0,2 ml de sorbitol 1 M y se dividieron en

alicuotas de 40 pl. Estas alicuotas fueron guardadas a 4 °C por un méximo de 2 dias.

2.7.3.1 Preparacién de DNA transformante.
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La preparacion del DNA para transformar S. cerevisiae se llevo a efecto
mezclando fragmentos de DNA obtenidos previamente mediante reacciones de PCR gue
utilizaron DNA plasmidial con los mdédulos insertos como DNA templado. Estos
amplicones fueron purificados desde geles de agarosa, se determiné su concentracién y
se mezclaron en las siguientes cantidades: 250 ng de los fragmentos homélogos al sitio
blanco de integracion y 350 ng de cada médulo de expresion. La mezcla total de DNA
de transformacidn se precipité agregando dos voliimenes de etanol absoluto e incubando
por 16 horas a -20 °C. Al dia siguiente, la mezcla de precipitado se centrifugé 10 min a
19.000 rpm y se eliminé el etanol remanente por inversion. Posteriormente, el DNA se

secé en estufa a 37 °C por 5 min y una vez seco, se re-suspendié en 4 pl de agua.

2.7.3.2 Electroporacion de S. cerevisiae.

Para transformar células electrocompetentes de levadura, se agreg6 a una alicuota
de preparado celular el total de los 4 il de DNA preparado anteriormente. La mezcla se
puso en una cubeta de electroporacion y se incubd en hielo por 5 min antes de dar el
pulso eléctrico de 1,5 kV, 2 pF y 4 kQ en electroporador Cell-Porator® Electroporation
System. Luego, las células fueron centrifugadas a 4000 rpm y lavadas en sorbitol 1M a
temperatura ambiente. Finalmente, se volvieron a centrifugar y el pellet celular se re-
suspendié en 1 ml de sorbitol IM. Finalmente, se sembraron fracciones de 100 ul en
placas YM suplementadas con higromicina B a 75 pg/ml para la cepa S288C y 100
png/ml para la cepa Ethanol Red™ y se incubaron a 32 °C por dos dias y/o hasta [a

aparicion de colonias.
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2.8  Curva de produccion de etanol y cromatografia de gases.

2.8.1 Curva de produccion de etanol de clones recombinantes en condiciones
aerobicas.

Para determinar la produccion de etanol en el tiempo se realizé un cultivo de
levaduras transformantes en medio liquido. Primero, se tomé una colonia aislada de cada
clon transformante crecido en medio YPD sélido suplementado con higromicina B y se
suspendi6 en 10 pl de agua destilada estéril. Luego, se tom6 un volumen de 5 pl de esta
suspension celular y se agregd a 50 ml de medio YPM liquido contenido gn un matraz
Erlenmeyer de 100 ml, de modo de alcanzar una ODgy inicial aproximada de 0,1. Este
cultivo se incubd a 30 °C y con agitacién constante de 95 rpm durante la noche. Al dia
siguiente, se evaluaron los clones en cuanto a su capacidad de crecer en medio
conteniendo manitol y de aquellos clones que sf lo hicieron se colectaron las células por
centrifugacién, se lavaron una vez en agua destilada estéril, y finalmente fueron
suspendidas en 50 pl de agua destilada estéril.

Finalmente, de esta nueva suspensi6n celular, se tomd el volumen apropiado que
permitio llevar tres matraces conteniendo 50 ml de medio YPM y fres matraces con 50
mi de medio YPD fresco, hasta una ODsgo inicial aproximada de 0,1. Asi se evalué en
triplicado la produccion de etanol diferencial de los clones transformantes de levaduras
en ambos medios conteniendo glucosa (YPD) y manitol (YPM) respectivamente. Estos
cultivos se crecieron a 30 °C y 95 rpm durante los proximos 5 dfas. Especificamente, se

monitore6 la produccidn de etanol en el cultivo a las 16, 50, 72, 96 y 120 horas.
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2.8.2 Produccion de etanol de clones recombinantes en condiciones anaerébicas.
Para evaluar la produccién de etanol de los clones recombinantes en condiciones
anaerdbicas se fomaron 10 pl de una dilucion 10* de un cultivo overnight en medio
YPM y se agregaron en un tubo Eppendorfl® conteniendo 1 ml de medio SM. A éste se
le extrajo el oxigeno y se le dejd en posicién vertical durante 3 dias a 30 °C y sin
agitacién. Luego, se midié la concentracién de etanol producida por cada uno de los

clones.

2.8.3 Cromatografia de gases.

Las muestras a medir se prepararon tomando 1 ml de cada cultivo y se
centrifugaron a 12.000 rpm (18.514 x g) por 3 min a fin de decantar las células.
Posteriormente, se filtré el sobrenadante empleando papel filiro de 0,22 um de tamario
de poro. Para medir el etanol contenido en el sobrenadante de las muestras, se
agregaron 800 pl de muestra en viales de 1 ml los que fueron puestos en ¢l platd
distribuidor del Cromatégrafo de gases (GC) Agilent Technologies 6890N con
Autosampler, bajo las siguientes condiciones técnicas: muestra inyectada fue de 1 pl
(Inyector serie 7683), temperatura inicial de 45 °C, temperatura final de 250 °C,
presién de inyeccion constante a 6,23 psi, flujo total de 12,6 ml/min y gas empleado para
el paso helio a un flujo de 0,9 ml/min. El detector del equipo sélo se encendié a la

temperatura coincidente con la evaporacion del etanol,
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Figura 8.- Cromatografia de gases. A) Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N.
1: Inyector, 2: Plato distribuidor, 3: Pantalla que muestra informacion del horno del
cromatografo. B) Programa computacional ChemStation Enhanced Data Analysis. 1: Ejemplo de
peaks caracteristicos. 2: Detalle de la espectrometria de masa de uno de los compuestos de 1.

El programa de andlisis de interfaz e interpretacion de los resultados del GC
empleado fue MSD Productivity ChemStation Enhanced Data Analysis® de Agilent.
Este programa posee una interfaz que genera un peak (Figura 8), el cual, mediante una
curva de calibracion interna para etanol, entrega la concentracion de la muestra al medir
el area bajo la curva y/o entregando un valor de nimero que permite calcular el etanol

mediante relacion matematica sencilla.
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3. RESULTADOS

3.1 Levantamiento y clonamiento de genes.

3.1.1 Amplificado y clonamiento de genes de S. cerevisiae S288c.

Los genes de interés que serdn estudiados y evaluados para su sobreexpresion en
la c;apa de levadura industrial de S. cerevisiae Ethanol Red™, y que se encuentran en el
genoma de la cepa estindar S288c son tres: el gen que codifica para la alcohol
deshidrogenasa 1 (ADIHI1, Gene ID: 854068), el gen que codifica para la piruvato
decarboxilasa 1 (PDCI1, Gene ID: 850733) y un gen que codifica para una putativa
manitol 2 deshidrogenasa (YNRO73c, Gene ID: 855810). Por su parte, tanto el gen de la
alcohol deshidrogenasa como el gen de la piruvato decarboxilasa han sido estudiados y
caracterizados con anterioridad, por lo que se tiene conocimiento de su regulacion,
expresion y estructura proteica de sus productos génicos (Ciriacy, 1975; Bennetzen &
Hall 1982; Pronk y col., 1996), También se han estudiado en ingenieria genética y
metabdlica, y se ha demostrado que su sobreexpresién beneficia el rendimiento en la
produccién de bioetanol (Gutiérrez-Lomeli y col., 2008; Tokuhiro y col., 2009; Ok Yu
y col.,, 2011).

El gen YNRO073c, que codifica para una putativa manitol 2 deshidrogenasa, no se
ha caracterizado a nivel genético, de expresién ni funcional. Por esta razénm, su
levantamiento constituye un importante acercamiento a su estudio y evaluacién, asi
comto a las enormes proyecciones que nacen a merced de este trabajo inicial.

Se emplearon los partidores MDHg-f y MDHg-r para el ORF YNRO73c¢ (lo que

da un amplicon de 1509 pb), los partidores ADH1g-f'y ADH1g-r para amplificar el ORF
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ADHI (que da un amplicén de 1047 pb) y los partidores PDClg-f y PDClg-r para el
ORF PDC1 (que dan un producto de PCR de 1692 pb). Los amplicones obtenidos fueron
purificados desde geles de agarosa y posteriormente clonados en el vector pBS,
obteniéndose los plasmidos pMDH, pADHI1, pPDC1. La Figura N° 9 muestra una
fotografia de un gel de agarosa en el que se han separado los productos de PCR

pertenecientes a estos tres genes de la cepa de levadura S288c .

Tamaiio 1 2 34

W | NGO 1509 pb

- 2 |__PDC1 | 1692 pb

o

P
H
'

1047 pb

Figura 9.- Levantamiento de genes de interés presentes en la cepa S288c. Para la reaccion
de PCR se utiliz6 DNA genémico de la levadura S288c como sustrato templado. Carriles: 1)
Reaccion de PCR de alta fidelidad empleando los partidores MDHg-f y MDHg-r para el ORF
del gen YNRO73c lo que da un amplicén de 1509 pb. 2) Reaccion de PCR de alta fidelidad
empleando los partidores PDClg-f y PDClg-r para amplificar el ORF del gen PDCI lo que da
un producto de 1691 pb, 3) Reaccién de PCR de alta fidelidad empleando los partidores ADH 1 g-
f'y ADHIg-r para amplificar el ORFADH1 de 1047 pb, 4) Control negativo sin DNA . A la
derecha se observa un esquema explicativo y la relacion en tamafio de los tres ORF. Se utilizo
como marcador de peso molecular el ladder 1kbp plus.

3.1.2 Amplificado y clonamiento del gen noxE de L. lactis.
Adicionalmente se levantd por PCR de alta fidelidad el gen noxE (NADH
oxidasa, Gene ID: 8677842) de la bacteria Lactococcus lactis subesp. cremoris. Este

microorganismo fue pedido a la NRRL (Cédigo: B-634) y enviado en formato polvo
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liofilizado de monocultivo. Inicialmente se intent6 crecer en medio LB, sin embargo -y
luego de varios dias de cultivo- no se logrd el crecimiento esperado. Adicionalmente, se
intenté extraer DNA genémico de este cultivo y directamente del liofilizado,
obteniéndose DNA de mala calidad y alto indice de degradacién. Para ello, se procedi6 a
buscar en la literatura nuevos medios de cultivo que permitieran el crecimiento de este
microorganismo, encontrindose como opcion el medio Tomato juice-Yeast extract-
Milk-Peptone (TYPM), que contiene jugo de tomate y leche en su preparacién. Este
medio de cultivo fue crucial en el crecimiento de L. lactis pudiéndose obtener un nfimero

de células apropiado para garantizar un buen rendimiento y calidad del DNA genémico

extraido.

El gen fue amplificado empleando los partidores NoxEg-f y NoxEg-r con lo que
se obtuvo un amplicén de aproximadamente 1,3 kpb que corresponde al ORF del gen.
Este fue purificado desde geles de agarosa y posteriormente clonado en el vector pBS
obteniéndose el pldsmido pNoxE. La Figura 10 muestra un resumen de los resultados
obtenidos, en ésta se aprecia el levantamiento del gen desde DNA gendmico de L. lactis

y la evaluacion del clonamiento de éste en el vector pBS.

La Tabla 5 muestra el detalle de los genes clonados, los partidores empleados y los

plasmidos obtenidos.
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Figura 10.- Levantamiento del gen noxE que codifica para una NADH oxidasa citosolica.
Carriles, 1) Amplificacion demostrativa por PCR estandar del gen noxE desde DNA genémico
de L. lactis. Se observa una banda de aproximadamente 1,3 kpb correspondiente al tamafio
esperado del gen, 2) Amplificacién demostrativa por PCR estandar del gen noxE clonado en el
plasmido pBS, 3) Control negativo sin DNA. A la derecha se observa un esquema representativo
del ORF del gen noxE. Se utilizé como marcador de peso molecular el /adder 1 kpb.

Tabla 5.- Resumen del clonamiento de genes realizados en esta tesis.

Gen DNA Partidor Partidor Amplicon Plasmido
templado Directo Reverso tamaio (kb)  obtenido

YNRO73¢ DNA MDHg-f MDHg-r 1509 pMDH
gendmico de
S5288c

ADH1 DNA ADHIg-f ADHlgr 1692 pADHI
genémico de
S288¢

PDC1 DNA PDClg-f PDClg-—r 1047 pPDC1
genémico de
S288c

noxE DNA NoxEg-f NoxEg-r 1341 pNoxE
genémico de
L. lactis
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3.2  Sintesis de cDNA del gen que codifica para un putative transportador de
polioles de Verticillium albo-atrum.

Dentro del andlisis planteado en la introduccidn, se menciond la necesidad de
contar con un gen que codifique para un transportador de manitol y que potencialmente
pueda expresarse correctamente en la membrana plasmética de la cepa de S. cerevisiae
Ethanol Red™. Fue asf como se encontrd en la base de datos de la NCBI Ia secuencia
del gen VDBG_02539 (Gene ID: 9535451) del microorganismo Verticillium albo-atrum
de alta cercanfa evolutiva con S. cerevisiae. Este gen se encuentra en la region
NW_003315036.1 del genoma de V. albo-atrum, especificamente entre los nucleétidos
746.00 y 77200, El gen completo es de aproximadamente 2385 pb, posee 5 exones que
en conjunto constituyen un ORF de 1905 pb, cDNA que codificaria para una proteina
putativa del tipo transportador de polioles con afinidad a manitol de 634 aa y cuya
estructura predicha por modelamiento estarfa muy cercana a un transportador de manosa
de S.cerevisiae (Modeller) (Figura 13). Solo se ha inferido su existencia mediante
andlisis de homologia (Ma y col., 2008). Por esta razén, y dada la dificultad técnica que
conlleva el estudio de un gen no caracterizado, sumado a lo complejo que resulta la
obtencién del mRNA. de este gen y su induccion, es que se procedié a sintetizar el
cDNA.

Inicialmente se propuso armar el cDNA sélo mediante OE-PCR, sin embargo,
debido al tamaiio de los exones 1 y 2 ~de 23 y 96 pb respectivamente- se decidi6é armar
primero un constructo que fusione estos dos exones utilizando la técnica de PCR
recursivo de alta fidelidad (sintesis por partidores). Posteriormente, se procedio a enlazar

esta primera fusién con los demas exones por OE-PCR.
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VDBG_02539

Figura 11.- Esquema del gen VDBG_02539 para un putativo transportador de polioles de
V.albo atrum. En verde se observa un diagrama explicativo del gen completo de 2385 pb. Con
morado se enumeran los cinco exones del gen en concordancia relativa con el tamafio de cada
exén. En azul se observa el ¢cDNA (1905 pb) del gen correspondiente a los cinco exones
fusionados.

Inicialmente se utilizaron los partidores Exintl_fw (directo) y Exint2 rw
(reverso), ambos de 54 pb, para obtener un fragmento intermedio de 90 pb. Esta primera
reaccion de PCR se logré gracias al disefio de la secuencia de estos oligonucledtidos y
no se utilizo DNA templado como sustrato. Por su parte, el partidor directo Exintl_fw
coincide en sus primeras 23 pb con la totalidad de la secuencia del ex6n 1 del gen
VDBG 02539, mientras que las 31 pb restantes corresponden en parte a la secuencia
del exon 2. De igual modo, el partidor reverso Exint2 rw, se condice con las 54
primeras bases del exén 2, por lo que hibrida perfectamente con el partidor directo en
sus primeros 31 nucledtidos (Figura 11). Una vez obtenido el producto intermedio de 90
pb, éste se ocupd como templado para una segunda reaccion de PCR empleando el
mismo partidor directo Exintl_fw y el partidor reverso Exint3_rw de 47 pb; este ultimo

contiene una region de hibridacion con el producto de 90 pb de 18 nucledtidos y una
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“cola” de 29 pb que completa la obtencion del producto final de 119 pb que corresponde

al exon 1 y 2 fusionados.

PCR recursivo

A % 11&

Amplificacion

Figura 12.- Metodologia empleada para la construccion del cDNA del gen VDBG_02539.
A) Esquema representativo de la primera etapa desarrollada para la sintesis del cDNA de interés.
Inicialmente se obtuvo un fragmento parcial de 90 pb por hibridacion y extensién de los
partidores Exintl_fw y Exint2_rw. Este fragmento inicial contenfa el exén 1 completo y parte
del exén subsecuente. Posteriormente, empleando los partidores Exintl fw y Exint3 rw y el
producto de 90 pb como templado, se obtuvo un producto final de 119 pb que corresponde a la
fusién completa entre los exones | y 2 del cDNA. B) Esquema representativo de la segunda
etapa metodolégica para la obtencion del cDNA. Se amplificé por PCR de alta fidelidad y
empleando partidores con segmentos de homologia cada uno de los exones restantes (3,4 y 5) y
el producto de fusion de los exones 1y 2 de 119 pb. C) Esquema representativo de la Gltima
etapa experimental para la sintesis del cDNA donde inicialmente se obtuvieron dos productos de
fusién parciales por OE-PCR: uno de 1139 pb que correspondié a la fusi6n entre los exones 4 y
5, y un producto de 766 pb que corresponde a la fusion de los exones 1, 2 y 3. Finalmente,
ambos productos parciales fueron hibridados por OE-PCR, obteniéndose el producto de cDNA
final de 1905 pb.
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Una vez finalizada la etapa de PCR recursivo, se procedié a la fusion del resto de
los exones empleando la técnica de PCR de extension. Para ello, se amplificaron los
exones restantes por PCR de alta fidelidad desde DNA genémico de V.albo-atrum
empleando partidores que posean “colas” homologas a los exones adyacentes. De igual
modo se amplifico el fragmento obtenido por PCR recursivo (Figura 12 A). Para armar
el cDNA total, se fusionaron en primera instancia los exones 4 y 5 para dar un producto

de 1139 pb, y luego el exén 3 con el producto de PCR recursivo (exon 1 + exon 2)

dando un producto de 766 pb.

Tamaio 1 2 3 4 §5 6
(kb)

20
1,65
1.0
0.5

0,2
0.1

Figura 13.- Resumen de resultados obtenidos en la sintesis de cDNA por PCR recursivo y
PCR de extension.- Carriles, 1)Producto de PCR recursivo que corresponde a la fusion de los
exones 1y 2 (119 pb), 2) Producto de PCR del ex6n 3 de 647 pb, 3) Producto de PCR del exén 4
de 364 pb, 4) Producto de OE-PCR que fusiona el fragmento de 119 pb con el exén 3, dando un
producto de 766 pb, 5) Producto de OE-PCR q ue fusiona el exén 4 con el exén 5 dando un
producto de 1139 pb, 6) Producto final que corresponde al cDNA del transportador de poiloes de
V.albo- atrum de 1905 pb.
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Finalmente ambas fusiones parciales fieron unidas por OE-PCR para obtener el
producto final de 1905 pb. El ¢cDNA fue posteriormente clonado al vector pBS,
obteniéndose el plasmido pTM. Los experimentos de construccion de este cDNA se
realizaron con la colaboraci6n del estudiante de doctorado José Duguet, y los resultados

de la construccion total se muestran en la Figura 13.

33  Construccién de modulos de expresion de genes de produccién de bioetanol

desde manitol para S. cerevisiae.

3.3.1 Amplificado e hibridacion de fragmentos.

Inicialmente se amplificé cada fragmento constituyente, a saber, promotor, ORF
de cada gen y terminador, empleando la enzima KOD Hot Start DNA polimerasa de alta
fidelidad para evitar errores, de acuerdo a lo indicado en la Tabla 6. Los promotores y
terminadores se amplificaron desde DNA genémico extraido de la cepa de S. cerevisiae
$288c. Los ORF de los genes de produccion de bioetanol a partir de manitol y del gen
hph de resistencia a higromicina, fueron amplificados desde los plasmidos
pcDNA™S3,1/Hygro (+) (gen hph), pMDH (gen que codifica para una putativa manitol
deshidrogenasa, YNR073c), pADHI (gen alcohol deshidrogenasa 1, ADHI1), pPDCI
(gen piruvato decarboxilasa 1, PDC1) y pNoxE (gen NADH deshidrogenasa, noxE). En
cada reaccién de PCR se usé partidores especificos, segiin se indica en detalle en la
Tabla 6 portadores de una “colita” de homologia de tamafio suficiente para favorecer la

hibridacién de los fragmentos constituyentes adyacentes en el respectivo médulo (12-15
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pb). Los productos de PCR obtenidos se separaron mediante electroforesis en gel de

agarosa para luego ser aislados y purificados de los mismos. Cada fragmento —portador-

Tabla 6.- Fragmentos amplificados para la construccién de cada médulo y partidores

usados en cada reaccion.

Modulo Fragmento Partidor Partidor
amplificado Directo Reverso
(tamaiio pb)
m-HPH Promotor Factor de elongaciéon TEF1p-f TEF1p-r
(de resistencia a traduccional 1, TEF1 (417)
higromicina)
Gen /iph (1024)
HPH-f HPH-r
Terminador Glucosa fosfato
isomerasa, PGI (396)
PGIt-f PGIt-r
m-MDH Promotor Fosfoglicerato PGK 1p-f PGK1p-r
quinasa, PGK1 (757)
Gen YNRO73c (1509) MDHgs-f MDH,gg-r
Terminador Citocromo C, Cyc  Cyct-f Cyct-r
(302)
m-ADHI Promotor Fructosa 1.6 bis- FBAIp-f FBAlp-r
fosfato aldolasa, FBA1 (843)
Gen adhl (1047)
ADHI-f ADHI1-r
Terminador Enolasa 2, ENO2
(418) :
ENO2t-f ENO2t-r
m-PDC1 Promotor Piruvato quinasa, PYKI1p-f PYKIp-r
PYK1 (1000)
Gen pdcl (1692) PDCI1-f PDC1-r
Terminador Fructosa 1.6 bis-
fosfato aldolasa, FBA1 (416) FBAlt-r
FBAIt-f
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m-NoxE Promotor Piruvato PDCl1p-f PDClp-r
decarboxilasa 1, PDC1 (805)

Gen noxE (1341)

NoxE-f NoxE-r
Terminador Alcohol
deshidrogenasa 2, ADH2 (560) ADH2t-f ADH2t-r

de los segmentos de homologia- fue unido a sus equivalentes de a pares, por ejemplo, se
hibridé un terminador con su respectivo gen en una primera reaccion de PCR de
elongacion (OE-PCR) y este producto inicial, luego de ser purificado, se hibrido a su
respectivo promotor (fraccion restante del mddulo). En la Figura 14 se muestra un

esquema de cada uno de los modulos construidos y clonados en el vector pBS.

T
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o o [ DU 5>
S o Jui

Figura 14.- Modulos de expresion construidos. Esquema de moédulos de expresion en
Saccharomyces cerevisiae mencionados en este trabajo. El nombre de cada médulo se muestra al
costado izquierdo precedido por la letra m. Los promotores se observan de color naranja, genes
en azul y terminadores en verde. Sobre las figuras se indica la escala en pares de bases (pb).
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A modo de ejemplo, se observa en la Figura 15 la migracion en un gel de agarosa
de los fragmentos obtenidos para la construccién del modulo o cassette de expresion del
gen YNRO73¢ que codifica para una putativa manitol deshidrogenasa. En el gel se
muestran los amplificados de PCR para cada uno de los componentes del modulo y se
indican sus respectivos tamafios; promotor del gen de la enzima 3-fosfoglicerato quinasa
(PGK1p, Gene ID: 850370), ORF del gen YNRO73c y terminador del gen de la
citocromo C isoforma 1 (Cyct, Gene ID: 853507). Adicionalmente, se muestra el
producto de la union entre el gen y el terminador (unién MDH-Cyct) y la unién entre

MDH-Cyct con PGK 1p formando el médulo completo.

Los médulos de expresion de los genes restantes ADHI, PDC1 noxE (Gene ID:
4796799) y Aph (que confiere resistencia a higromicina B), se construyeron de Ia misma
manera, siguiendo los tamarios esperados de cada fragmento y finalmente la unién entre
ellos. El médulo ADH1 comprende la hibridacién del promotor de fructosa 1,6-
bisfosfato aldolasa (FBA1, Gene ID: 853805) de S. cerevisiae de 843 pb, con el ORF del
gen ADHI (alcohol deshidrogenasa 1) de la cepa de levadura S288c¢ de 1047 pb y el
terminador ENO2 (Enolasa 2, Gene ID: 856579) de S. cerevisiae de 418 pb. En su
construccién, en primer lugar se construyé el fragmento FBA1p-ADHI de 1890 pb v
luego el modulo completo (FBA1p-ADHI-ENO2t) con un tamafio de 2308 pb. Por su
parte, ¢l médulo PDC1 se formé al enlazar el promotor de piruvato quinasa (PYKI,
Gene ID: 851193) de S. cerevisiae de 1000 pb con el ORF del gen PDC1 de la cepa
$288c de 1692 pb (Piruvato decarboxilasa, Gene ID: 850733) y el terminador fructosa

1,6 bis-fosfato alsolasa (FBA1, Gene ID: 853805) de S. cerevisiae y de un tamafio de
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416 pb. Para su construccion primero se cred el fragmento PYK1p-PDCI1 de 2692 pb, al
que se Ie hibrid6 el terminador, obteniéndose un cassette final de 3108 pb. Estos dos
médulos de expresion fueron construidos -al igual que el cassette MDH de manitol
deshidrogenasa- con elementos 100% provenientes de levadura, por lo que constituyen

construcciones cisgénicas.

Los médulos m-HPH y m-NoxE, también contienen elementos regulatorios
(promotores y terminadores) provenientes de levadura, sin embargo sus genes SOR
respectivamente de origen plasmidial y bacteriano, lo que los transforma en constructos
de expresién transgénicos. Para Ia construccion del médulo de resistencia a higromicina
B, se uni6 el promotor del gen del factor de elongacién traduccional 1 (TEF1p, Gene ID:
856195) con el gen Aiph de E.coli pero amplificado desde el vector pcDNA™3.1/Hygro
(+) y el terminador del gen de la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa (PGII, Gene ID:
852495). La suma de las tres secciones nos da un total de 1337 pb, y que corresponden a
417 pb del promotor, 1024 del ORF del gen Aph y 396 del terminador. Este modulo se
construy6 por las dos posibles vias, es decir, enlazando el gen al promotor primero y/o al
terminador primero y luego a la seccion siguiente solo para comparar Ia eficiencia del

método.

El médulo de la NADH oxidasa de L. lactis, noxE, se fabrico utilizando el
promotor del gen de la enzima piruvato decarboxilasa de 805 pb (PDClp, Gene ID:
850733), el ORF del gen noxE de 1341 pb y el terminador de gen que codifica para la

enzima alcohol deshidrogenasa 2 de 560 pb (ADH2t, Gene ID: 855349). Este médulo se
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construy6 hibridando en una reaccion de OE-PCR inicial el promotor con el gen,

obteniéndose un fragmento parcial PDC1p-noxE de 2146 pb, a este
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Figura 15.- Resultados de PCR de elongacién del médulo m-MDH. Arriba se presenta una
fotografia de un gel de agarosa al 1% con lo fragmentos utilizados para la construccién del
modulo. Se observa el marcador de DNA Ladder 1 kb plus, carriles 1) Promotor PGKI
(PGK 1p-f y PGKip-1, 757 pb), 2) Terminador CYC (Cyct-f y Cyct-r, 302 pb), 3) ORF del gen
YNRO073¢ (MDH) que codifica para una Manitol deshidrogenasa putativa de la cepa S288c
(MDH-f y MDH-r, 1509 pb), 4) gen MDH mas terminador CYC (MDH-f y Cyct-r, 1811 pb), 5)
Médulo MDH completo, promotor PGK1 + MDH + terminador CYC (PGK 1p-f y Cyct-r, 2568
pb). Abajo se muestra un esquema representativo de cada fragmento amplificado con un nimero
correlativo a su carril en el gel de agarosa. En naranjo se muestra el promotor PGK1, en azul el
ORF del gen YNRO73c y en verde el terminador CYC. Se utiliz6 1 kbp plus como marcador de

peso molecular.

66




constructo se le enlazo el terminador para obtener asi el médulo completo de 2706 pb

que contiene promotor, gen y terminador.

El modulo de expresion del cDNA del transportador de Verticillium albo-atrum
se encuentra actualmente en proceso de construccion por parte del estudiante de
doctorado José Duguet. Se construird empleando el promotor del factor de elongacion
traduccional 2 de 575 pb (TEF2p, Gene ID: 852415), el cDNA construido previamente
por PCR recursivo y OE-PCR, y el terminador del gen que codifica para la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de 401 pb (TDH2t, Gene ID: 853465). Estos

fragmentos parciales fueron amplificados y purificados en este trabajo de tesis.

3.3.2 Clonado de médulos en vector pBluescript SKIT (+).

Cada médulo o cassette de expresion construido fiue ligado de forma
independiente al vector pBluescript Il SK (+) (pBS) digerido previamente con la
endonucleasa de restriccién EcoRV. La Figura 9 muestra un diagrama de este vector y se
indica con color rojo el sitio de miltiple clonamiento (MCS), que es ademas, detallado
en la parte inferior del esquema, pudiéndose notar claramente el sitio de corte de esta
enzima cuyo producto se caracteriza por dejar extremos romos. El producto de la
reaccion de ligado fue utilizado para transformar células de E. coli electrocompetentes,

donde se seleccionaron colonias de color blanco Amp resistentes. Para confirmar la

. presencia del médulo en las potenciales colonias transformantes de color blanco, se hizo

PCR de colonias con partidores especificos de cada médulo.

67




Tamaio 1 2 +
kb) =

%. ——
id 2308 pb
0.5
B
Tamaio Tamaio
(kb.) 1 2 - (kb.) 3 4 "
— R [
& |
3.0 A— 3.0
2.0 . 2.0 v
L6 . ferv .-
1.0
1.0 .
0.5

0.5

Figura 16.- PCR para identificar clones de E. coli con el médulo m-ADH en pBS. A)
Amplicones obtenidos luego de realizar reacciones con partidores que flanquean el modulo
completo en 2 colonias transformadas con el modulo ADH en el vector pBS. Se observa que
ambas colonias resultaron ser positivas con un amplificado de aproximadamente 2,3 kpb usando
los partidores FBA 1p-f (directo) y ENo2t-r (reverso). Estas colonias corresponden al carril 1y 2
respectivamente. Como control positivo se usé el constructo armado sin clonar como templado,
y control negativo sin DNA. B) Resultados de PCR utilizando como templado DNA plasmidial
extraido desde la colonia 1 para confirmar la presencia del modulo completo en el plasmido. Se
observan dos reacciones de PCR diferentes para el mismo clon (nimero 1, panel A); carriles 1:
Terminador ENO2 completo (partidores ENO2t-f y ENO2t-r, tamafio de 0,4 kpb), 2: Control de
amplificado en PCR de colonia (partidores FBA1p-f y ENO2t-r, tamafio aproximado de 2,5 kb),
3: Promotor FBAI (partidores FBAlp-f y FBIp-r, tamafio aproximado de 0.8 kb), 4:
Construccién parcial ADHI+ENO2t (partidores ADH1-f y ENO2t-r, tamafio aproximado de 1,6
kb). A la derecha se esquematiza la posicion de los amplificados respecto al moédulo. Se utilizd
marcador de peso molecular 1kbp plus.
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En la Figura 16 se muestra a modo de ejemplo la deteccion por PCR exploratorio
de colonias del médulo de expresion ADHI en las colonias transformantes de E. coli. Se
obtuvieron dos colonias blancas, y primero se las analizaron para chequear la presencia
del modulo completo utilizando partidores que flanquean el madulo en su totalidad
(FBAlp-f y ENQ2t-r, y que dan un producto de PCR de 2308 pb (Figura 16 A). Se
obtuvo un resultado positivo en ambas colonias a analizar. De manera aleatoria se
selecciond 1a colonia nimero 1 a la cual se le extrajo DNA plasmidial y se analiz6 por
PCR estandar para confirmar la presencia y correcta estructura del médulo dentro del
vector. El plésmido derivado de pBS que contiene el médulo ADH! se denomin6 pSC-
ADH. De la misma forma se procedi6 con los otros médulos para obtener los plésmidos
pSC-MDH, pSC-PDCI, pSC-HPH y pSC-NoxE. Cada inserto de estos plasmidos,
correspondientes a los médulos de expresion para los genes necesarios para producir
etanol desde manitol algal y del gen hph de E.coli fueron secuenciados para confirmar su

correcta construccion.
34 Transformacion de S. cerevisiae.

3.4.1 Cepa resistente al antibiético higromicina B.

Con la finalidad de emplear como marcador de seleccién la resistencia al
antibitico higromicina B, se evalué cualitativamente la resistencia intrinseca al
antibiético de las cepas S288c y Ethanol Red™ de S. cerevisiae y se determind que la
concentracién de antibidtico a usar para la seleccién en placa de clones transformantes

que derivaran de la cepa S288c es de 75 pg/mi, mientras que para la cepé Ethano!
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Red™ se decidi6 utilizar 100 pg/ml puesto que mostré mayor resistencia al antibidtico

que la cepa estdndar de laboratorio.

Para evaluar el sistema de seleccién y de transformacion por DNA assembler que
ya habfa sido comprobado en la cepa estindar de laboratorio S288c y en la cepa
industrial de S. cerevisiae 256 (Wemer, 2012), se transformé la cepa Ethanol Red™
introduciendo sélo el médulo de resistencia a higromicina B, segin se observa en el
esquema de la Figura 17. En este esquema se ejemplifica el sitio de integracion y el
orden de los fragmentos una vez ensamblados ¢ integrados en el cromosoma de la
levadura. Para ello, antes de la transformacién se amplificé utilizando DNA plasmidial
como templado y la enzima KOD Hot Start DNA polimerasa, utilizando los partidores
que se indican en la Tabla 7, los fragmentos necesarios para la integracion dirigida del
médulo m-HPH en el cromosoma de la levadura, que corresponden a una region de 594
pb ubicada rio arriba del sitio de integracién (up) y de una regién de 638 pb rio abajo al

sitio de integracion (down).

Los partidores utilizados en la amplificacion de cada fragmento contienen una
regién o “colita” adicional de 25 pb, que en conjunto con los demds amplificados, crean
una regién de 50 pb de homologia con el fragmento aledafio con el que se desea

ensamblar en 1a trasformacion.
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Tabla 7.- Combinaciones de partidores usadas para la amplificacién de fragmentos para

cada transformacion.

Transformacion Médulo o Plasmido usado Partidor directo Partidor
fragmento para amplificar reverso
amplificado
(tamaiio pb)

Up (594) pSC-UP Up-f Up-r(2)

1, HygR m-HPH (1837) pSC-HPH cHPH-f ¢HPH-r (1)
Down (638) pSC-DOWN cDOWN-f(1) DOWN-r
Up (594) pSC-UP Up-f Up-r(2)
m-HPH (1837) pSC-HPH cHPH-f cHPH-r (2)

2, Manitol

Deshidrogenasa m-MDH (2568)  pSC-MDH cMDH-f (2) ¢cMDH r- (2)
Down (638) pSC-DOWN cDOWN({-(2) DOWN-r
Up (594) pSC-UP Up-f Up-r (2)
m-HPH (1837) pSC-HPH cHPH-f cHPH-r (2)

3, NoxE
m-MDH (2568) pSC-MDH cMDH-f(2) ¢MDHr-(3)
m-NoxE (2706)  pSC-NoxE cNOXEf-(3) ¢NOxEr-(3)
Down (638) pSC-DOWN cDOWN(- (3) DOWN-r
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Figura 17.- Esquema representativo de las etapas para la transformacién de la cepa de S.
cerevisiae resistente al antibiético higromicina B. De color verde se observan los segmentos
de DNA (up y down) usados para dirigir la integracion del modulo en el cromosoma de la
levadura, de color anaranjado se observa el médulo de resistencia a higromicina B, m-HPH y en
azul se observa el cromosoma blanco de la insercién de la levadura. Se distingue en el diagrama
una segunda copia del cromosoma de la levadura, sin embargo, no se conoce cuantas copias se
encuentran en la cepa empleada Ethanol Red™. Etapas: A) Reaccion de PCR inicial para
amplificar los fragmentos que seran utilizados para la transformacion, esta reaccién emple6
partidores que llevan regiones de homologia al DNA que se quiere unir. Los oligonucledtidos se
representan por una flecha del color del segmento de DNA que amplifican, B) Se observan los
eventos de recombinacion homéloga in vivo que ocurririan durante la transformacién. Los
fragmentos de DNA amplificados anteriormente son co-transformados en Saccharomyces
cerevisiae donde ocurren los eventos de recombinacion (lineas punteadas entre segmentos
homologos y con uno de los cromosomas de la levadura), C) Se observa el resultado esperado de
la transformacién como un ensamblaje total de los fragmentos insertos en el cromosoma de la
levadura.
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Una vez amplificados los fragmentos de DNA, se tomaron aproximadamente 250
ng de los fragmentos up y down, y 350 ng del médulo de resistencia a higromicina B, los
que fueron precipitados en etanol al mismo tiempo y en el mismo tubo. Con esta mezcla
de DNA., se transformaron células electrocompetentes de la cepa Ethanol Red™ de S.
cerevisiae y se seleccionaron las células transformadas en placas YM suplementadas con
higromicina B a 100 mg/ml para la cepa Ethanol Red™ y a 70 mg/ml para la cepa
$288c. De esta manera se obtuvo 3 clones transformantes resistentes al antibiotico, a los

que se les extrajo DNA cromosémico.

La integracion del médulo m-HPH en el sector de interés esperado inicialmente

se evalud por PCR estandar sobre DNA genomico en los tres clones (Figura 18).
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Figura 18- Resultados de PCR para clones transformados con modulo de resistencia a
higromicina B. Amplicones obtenidos desde cepas transformantes resistentes a higromicina B
(SchphRS 1, 2, 3), se indican como 1, 2 y 3 sobre el carril respectivo. El carril 4 corresponde a la
cepa de S. cerevisiae Ethanol Red™ silvestre y en el carril 5 al control negativo (sin DNA). Se
amplificé el médulo completo utilizando los partidores cHPH-f y cHPH-r (1) que contienen
colas de homologfa con las regiones up y down respectivamente. A la derecha se presenta un
esquema de las regiones amplificadas en los clones resistentes y la ausencia del médulo en la
cepa silvestre no arroja amplificados luego de la reaccion de PCR.
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Como se puede observar en esta Figura, los tres clones fenotipicamente positivos
amplifican para el moédulo m-HPH mostrando una banda de aproximadamente 1,8 kb
(partidores cHPH-f y cHPH-r). Se puede decir entonces que al resultar positivas al PCR
empleando partidores que tienen regiones de homologia con los segmentos up y down
presentan el médulo de resistencia en sus genomas. Esto se puede comprobar ademas
por la ausencia de banda en la cepa silvestre de S. cerevisiae Ethanol Red™. Sin
embargo, mayores andlisis que permitan deducir la correcta insercion en el sitio de
interés y el orden de integracion, son necesarios. De las tres colonias obtenidas se eligio
el clon nimero 1 al que se le llamé ShphRSc, cepa de S. cerevisiae Ethanol Red™

resistente a higromicina (Figura 19) .

Figura 19.-. Fotografia comparativa entre las cepas sRSc (S. cerevisiae Ethanol Red™
silvestre) y la cepa resistente a higromicina B, ShphRSc 1. Cultivo YPM sélido
suplementado con higromicina B a 100 pg/ml.
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3.4.2 Obtencidn de cepa productora de bioetanol a partir de manitol.

Dada la alta controversia existente en la literatura respecto a la capacidad
intrinseca de S, cerevisiae de catabolizar el manitol, fue necesario evaluar en primera
instancia la capacidad metabélica propia en presencia de este poliol de ambas cepas
silvestres utilizadas durante esta investigacion, a saber, S288c y Ethanol Red™.
Primeramente, se estudid Ia capacidad de crecer en cultivos con medios ricos en manitol.
De estos ensayos preliminares se observé que ninguna de las cepas fue capaz de crecer
en medio YPM y SM (que llevan manitol en reemplazo de glucosa). Posteriormente, se
realizaron cultivos aerdbicos y anaerdbicos de ambas cepas, teniendo como control los
respectivos cultivos en medio YPD y SC que Hevan glucosa. Estos cultivos fucron
dejados a 30° y a 200 rpm por un total de 21 dias para ver si ocurria algin evento de
adaptacién tal como documenté Quain y colaboradores (1987). No obstante, estos
experimentos también arrojaron resultados megativos tanto en aerobiosis como en
anaerobiosis (datos no mostrados). Por lo tanto, se propuso transformar la cepa de S.
cerevisige etanol Fthanol Red™ por integracién gendmica estable de los genes
YNRO73¢c (MDH) y Aph en la regién YPRCr3. Para ello, s¢ transformo esta cepa de
levadura mediante el método de DNA assembler con los respectivos moédulos de
expresién m-HPH y m-MDH en este sitio de integracién. El procedimiento para dicha
transformacién y el orden esperado se esquematiza en la Figura 20. Sin embargo sélo se
mencionaran los resultados obtenidos para la cepa industrial Ethanol Red™. A partir de
esta transformacion se obtuvieron 3 colonias transformantes resistentes al antibittico
higromicina B crecidas en medio YPD s6lido suministrado con 100 mg/ml de este

antibittico, y se les denomin6 sMDHc 1, 2 y 3 respectivamente.

75




Figura 20.- Esquema del orden de insercion de moédulos para la transformacién de S.
cerevisiae productora de etanol a partir de manitol. En verde se muestran los segmentos de
DNA (up y down) usados para dirigir la integracion de los modulos en el cromosoma de la
levadura (sitio de integracion de color azul). En color amarillo se observa el médulo m-HPH de
resistencia a higromicina B y en morado el modulo m-MDH que lleva el gen YNRO73¢ que
codifica para una putativa manitol deshidrogenasa. En la representacién se observa un segundo
cromosoma de color azul solo a modo de ejemplo ya que no se conoce la ploidia de la levadura
industrial. A) Amplificado por PCR de médulos para la transformacion utilizando partidores que
incluyen una regién homéloga al fragmento con que se quiere unir. Los partidores se representan
por flechas del color del DNA que amplifican mas una del color del fragmento con que se quiere
ensamblar. B) Eventos de recombinacion hom6loga entre los fragmentos y con el cromosoma de
la levadura en el sitio de inserciéon. Los fragmentos amplificados previamente son co-
transformados en S. cerevisiae Ethanol Red™ donde ocurre recombinacién homdloga in-vivo,
indicado por lineas punteadas, entre segmentos homélogos y el cromosoma de la levadura. C)
Resultado final del ensamblaje de fragmentos en el cromosoma de la levadura mostrando el
orden esperado.
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Como una primera aproximacién funcional se evalué la capacidad de crecer ¢n
medio YPM y SM de las tres colonias obtenidas, observandose que las colonias sMDHc
1 y 2 crecieron en medios de cultivo que llevaban manitol (YPM y SM) en lugar de
glucosa solamente en cultivos aerébicos, mientras que la colonia sMDHec 3 no fue capaz
de crecer ni en presencia ni en ausencia de oxigeno (Cultivos a saturacion se observan en
la Figura 21 A). Esto se corroboré midiendo DO de los cultivos en el tiempo (datos no
mostrados). Posteriormente, se extrajo DNA genémico de las tres cepas transformantes,
el que se analizd por PCR para confirmar la integracién de los modulos amplificando la
regi6n de insercién, empleando los partidores UP-f y DOWN-r. A partir de los
amplificados esperados obtenidos se observa que en las cepas sMDHe 1 y 2 se amplificé
una fragmento de DNA cercano a 5 kpb que no corresponde a la suma de los médulos
m-HPH y m-MDH més los segmentos up y down (tamafio esperado 5,6 kpb). Ademds,
en ambas cepas, se observd una segunda banda cercana a 4 kpb. Estos tamafios podrian
haber sido determinados con mayor exactitud en un gel de mayor tamafio y/o de menor
porcentaje de agarosa corrido por més tiempo. No obstante, estos resultados estarian
indicando que la cepa industrial Ethanol Red™ es aneuploide por lo que no se conoce
bien su nitmero exacto de cromosomas. Por su parte, el clon sMDHc 3, incapaz de crecer
en manitol, presenté una banda para el sitio de insercién de menor tamafio al esperado
de aproximadamente unos 2,3 kbp, por lo que se descarté continuar con su evaluacion
(Figura 21 B). Dado estos resultados, se realiz6 una segunda evaluacién por PCR de los
clones sMDHc 1 y sMDHc 2 empleando partidores intermedios que permitieran ver la

presencia de los médulos en los clones obtenidos (Figura 22). En estos se observo que
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ambas cepas contienen los modulos insertados. Sin embargo, no se evaluo el orden de la

insercion empleando partidores intermedios, por lo que mayores estudios son necesarios.
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Figura 21.- Evaluacién por PCR de los clones obtenidos para la transformaciéon Manitol
deshidrogenasa. A) Fotografia de cuatro cultivos aerébicos a saturacion de las cepas sMDHc 1,
2y 3, y la cepa control Ethanol Red™ crecidas en medio YPM a 30°Cy 200 rpm luego de una
noche de cultivo. Se observa que s6lo las cepas sSMDHc 1 y 2 lograron utilizar el manitol como
fuente de carbono y energia (turbidez de los cultivos), mientras que ni la cepa Ethanol Red™
silvestre ni el clon SMDHc 3 pudieron utilizar el polialcohol como fuente de carbono. B)
Resultados de PCR de DNA genoémico de las cepas sMDHc 1, 2 y 3 empleando los partidores
UP-f y DOWN-r. Carriles: 1) Cepa sMDHc 1. Se observa la presencia de dos bandas una
cercana a 5 kbp y otra cercana a 4kbp 2) Cepa sMDHc 2. Se observa la presencia de dos bandas
cercana a 5 kbp y otra cercana a 4kbp, 3) Cepa sMDHc 3, se observa una banda de
aproximadamente 2,3 kpb, 4) Cepa control Ethanol Red™. Se observa una banda de 1,8 kpb
correspondiente al sitio de insercion sin transformar. A la derecha se observa un esquema
representativo de los amplificados esperados. Como marcador se utilizé 1kbp plus.
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Figura 22.- Resultados de PCR para comprobar la presencia de ambos médulos en las
cepas SMDHe 1 y 2. Carriles 1 y 2 corresponden a la cepa sMDHc 1, se puede observar que
amplifica para ambos médulos (Carril 1 mHPH 1837 pb y Carril 2 m-MDH de 2568 pb).
Carriles 3 y 4 corresponden a la cepa sMDHc 2, que también amplifica para ambos médulos
(Carril 3 mHPH 1837 pb y Carril 4 m-MDH de 2568 pb). Carril 5 corresponde a la cepa control
S288c, que no amplifica para el médulo m-MDH.

3.4.2.1 Curva de produccion de Etanol y Cromatografia de gases.

Para evaluar la produccion de etanol de las cepas sMDHe 1 y sMDHc 2, capaces
de crecer en los medios YPM y SM en condiciones aerdbicas, se procedio a evaluar la
produccién de etanol de éstas midiendo este metabolito con el cromatografo de gases.
Para ello se realizé una curva de calibracion con soluciones de etanol de 10 g/l, 5 g/l, 2
g/l, 1 g/l y 0,5 g/l. Con estas soluciones se generd una relacion matematica interna que
permite obtener resultados directos de la concentracién de etanol en muestras que se

encuentren dentro de los limites establecidos.
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Produccién de etanol en anaerobiosis
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Figura 23.- Grifico de produccién de etanol en anaerobiosis y aerobiosis de cepas sVMDHc
1y sMDMe2. A) Ensayo de produccién de etanol en condiciones anaerdbicas en medio minimo,
mediciones al tercer dia en el cromatdgrafo de gases, se observa que las tres cepas producen
alrededor de 5,2 g/l en medio minimo glucosa (SC) y sdlo las cepas SMDHe 1 y SMDHc 2
producen etanol en medio minimo manitol (SM). B) Curva de produccién de etanol en
condiciones aerdbicas. En morado se observa la produccion de etanol de la cepa control Ethanol
Red™ en medio YPD, en color azul se observa la produccion de etanol de la cepa sMDHe 1 en
medio YPM, que alcanza a producir 0,25 g/l a las 50 horas, mientras que en rojo se observa la
produccién de etanol de la cepa sSMDHe 2 en medio YPM que produce 4,34 g/l al mismo
tiempo. En verde s¢ observa la cepa Ethanol Red™ silvestre en medio YPM, incapaz de
producir etanol. Las graficas muestran el promedio de tres muestras biolégicas mis su
desviacion estindar.
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Los medios SC y SM son medios sintéticos que contienen respectivamente 20 g/l
de glucosa y 20 g/l de manitol como fuente de carbono. Para evaluar la capacidad de
producir etanol de ambos clones obtenidos, inicialmente se midi6 la produccién de
etanol en medio SM liquido y en SC liquido en tubos de 1 ml sin agitacion Inego de tres
dias de incubaci6n. Los resultados se muestran en la Figura 23 A, donde ambas cepas
produjeron alrededor de 5,5 g/l de etanol en medio SC (sin cambios significativos
respecto a la cepa Ethanol Red™ silvestre) y valores de etanol cerca del limite de
deteccién en medio SM. Esto indicaria que la produccion de etanol estaria limitada en
condiciones de anaerobiosis.

Adicionalmente, se estudi6 en ensayos de matraz la capacidad de ambas cepas
para producir etanol en aerobiosis en medio YPM. Para ello, se realizaron por triplicado
cultivos de cada clon y se incubaron a 30 °C y 95 rpm de agitacion para asegurar un
nivel intermedio de aireacion. Se monitore6 la produccion de etanol en el cromatografo
de gases a las 16, 50, 72, 96 y 120 horas, observindose que la cepa sMDHe 2 fue capaz
de producir concentraciones significativas de etanol, alcanzando un peak de ~ 4,34 g/
de etanol. Estos resultados se observan con mayor detalle en la Figura 23 B.

3.4.3 Sistema de transformacion para cepa portadora de los genres MDH y noxE, y
otras cepas.

Para evaluar el crecimiento y la produccién de etanol en condiciones anaerdbicas
empleando el manitol, se construyé el médulo m-NoxE, que junto a los médulos m-
MDH, de resistencia a higromicina B y los fragmentos up y down permitirian la

transformacién de una tercera cepa portadora de los genes Aph, MDH y noxE. Siguiendo
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el sistema de transformacién probado en Ia cepa Ethanol Red™, los partidores y
plasmidos para la amplificacién de cada mddulo se indican en la Tabla 7. De este modo
queda programado el modelo a seguir para futuras transformaciones que faciliten la
obtencién y evaluacion de una cepa productora de bioetanol desde manitol en
condiciones de anaerobiosis.

De igual modo, queda abierta la posibilidad de transformar cepas que utificen
todos los otros médulos de expresi6n creados en esta tesis y que surjan a merced de sus

resultados.
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4. DISCUSION

4.1 Levantamiento y clonamiento de genes.

En el presente trabajo se planteé como primer objetivo especifico el
levantamiento y clonamiento de genes avaluados a priori como necesarios para estudiar
el metabolismo del manitol en S. cerevisiae, con el fin de obtener una cepa capaz de

crecer en este poliol y fermentarlo hasta etanol.

4.1.1 Amplificacién y clonamiento de genes de Saccharomyces cerevisiae S288c.

Los genes de la cepa S. cerevisige estandar de laboratorio S288c: YNRO73c¢ (que
codifica para una putativa manitol deshidrogenasa), ADHI y PDC1 fueron amplificados
por PCR de alta fidelidad y posteriormente clonados en el vector pBluescript SK II (+).
Para ello se debi6 extraesr DNA gendmico de la levadura el cual resulté ser bastante
sencillo y facil de abordar siguiendo las indicaciones del fabricante. Por otro lado, la
técnica de PCR con la enzima KOD Hot Start DNA polimerasa es bastante sencilla,
reproducible y de facil estandarizacion. De igual forma, el posterior clonamiento en el
vector pBS previamente linearizado con la enzima EcoR-V, resulté ser muy expedito.
Por lo tanto, el levantamiento de genes de interés presentes en la cepa S288c result6 ser
una tarea relativamente simple. No obstante, es importante indicar que la amplificacién
y posterior ligacién en vectores de clonamiento de estos genes significo una primera
etapa fundamental previo a la construccion de modulos de expresion que los
contuvieran. Esto es porque es mucho més sencillo amplificar fragmentos de DNA
empleando partidores con “colitas” de homologia desde un pldsmido que desde DNA

gendmico ya que ocurre menor union inespecifica de los partidores en el DNA templado

84




y menor grado de interaccién entre el pldsmido y la estructura secundaria que adoptan

los partidores.

4.1.2 Amplificado y clonamiento del gen noxE de L. lactis.

Se propuso amplificar el gen noxE de L. lactis que codifica para una NADH
oxidasa citosélica con el fin de evaluar su efectividad como regulador del desbalance
éxido-reduccién que se produce durante el metabolismo del manitol en S. cerevisiae en
condiciones anaerébicas. Este gen ya ha sido estudiado, amplificado, clonado y
expresado en levadura con la finalidad de suscitar un microciclo regulador del exceso de
poder reductor NADH (Zhang y col., 2012). En este trabajo, el ORF de este gen fue
amplificado mediante PCR de alta fidelidad, purificado desde geles de-agarosa y clonado
en el vector pBS. Para ello, fiie imprescindible purificar DNA genomico de L. lactis
para ser utilizado como templado.

Debido a Ia incapacidad inicial de crecer este microorganismo en medio LB, y a
la baja cantidad de DNA en buenas condiciones que se obtuvo desde los residuos del
liofilizado, fue necesario probar un nuevo medio de cultivo. De este modo, el medio de
cultivo utilizado que contemplaba leche y jugo de tomate natural filtrado y autoclavado,
fue apropiado para obtener un nimero de células dptimo que asegurase la obtencién de
DNA de calidad. De Io anterior, se entiende que el kit de extraccién utilizado en este
proceso, a pesar de ser sencillo y de ficil aplicacién, no permite extracr DNA integro

desde un bajo niimero de células y/o de productos liofilizados.
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4.2  Sintesis de cDNA del gen que codifica para un putativo transportador de
polioles de Verticillium albo-atrum.

Durante la evaluacion de genes candidatos para ser sobre-expresados en la
levadura productora de bioctanol a partir de manitol, se termind por escoger el gen
VDBG_02539 que codifica para un putativo transportador de polioles del tipo MFS.
Este gen se encuentra en el hongo Verticillium albo-atrum, muy cercano evolutivamente
a S. cerevisiae al pertener a la misma divisién: Ascomycota. Este gen presenta 5 exones,
los que juntos llevan a la expresion del cDNA. Debido a fo costoso que resulta la sintesis
génica artificial del cDNA. y la dificultad de inducir su expresién para obtener el cDNA
desde RT-PCR, se propuso su construccién mediante la técnica de PCR recursivo y PCR
de extension a partir de DNA genémico de V. albo-atrum. Para llevar a efecto esta
construccion se disefiaron Ios partidores que permitirian obtener un fragmento de 119 pb
correspondientes a la fusién de los exones 1 y 2 mediante PCR recursivo, asi como de

los oligonucledtidos necesarios para amplificar ¢ hibridar los demds exones.

A partir de estos estudios se pudo experimentar que la técnica del PCR recursivo
es una estrategia sencilla y de rdpida estandarizacion que permite construir fragmentos
de DNA haciendo solamente uso de partidores. Por otro lado, la técnica de OE-PCR
empleando la técnica de KOD Hot Start polimerasa fue efectiva en lo que respecta a la

unién del fragmento inicial de 119 pb con los demés exones.

De este trabajo se obtuvo el cDNA completo y ligado al vector pBS, sin embargo,
no se construyé el modulo de expresién que lo contuviera y tampoco se evalué su

expresion en S. cerevisiae.
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4.3 Construccién de médulos de expresién en S. cerevisiae.

En este trabajo se construyeron diferentes médulos individuales de expresion en
S cerevisige de diferentes genes que llevan a la produccion de etanol a partir de manitol,
asi como de un gen que otorga resistencia al antibi6tico higromicina B. En lo particular,
se armaron médulos de los genes Aph presente en el vector pcDNA, del gen noxE de L.
lactis y de los genes de la cepa de levadura S288c YNRO73c, que codifica para una
manitol deshidrogenasa putativa, ADH]1, que codifica para una alcohol deshidrogenasa y
PDC1, que codifica para una piruvato decarboxilasa. Para esto se amplificé cada
componente por separado, a saber, promotor, ORF del gen, y terminador los que luego
fureron hibridados empleando la técnica de OE-PCR. Los mddulos fireron clonados en el

vector pBluescript-SK 11 (+) y transformados en E.coli DH5-a.

El proceso de construccion de los modulos no fue un proceso sencillo, dado que
se tuvo que estandarizar la técnica empleando la enzima DNA polimerasa de alta
fidelidad KOD Hot Start, diferente a la pfu polimerasa utilizada en estudios anteriores
(Werner, 2012). No obstante las dificuitades, fue posible disefiar un protocolo
reproducible que permitiera finalmente obtener los médulos de expresién de manera
ripida y eficiente. Por otro lado, la obtencion de diferentes modulos de expresidn en
este trabajo, algunos de los cuales no fueron utilizados para transformar las levaduras,
abre la posibilidad de realizar diversos experimentos de transformacion a futuro, ya sea
combinando diferentes modulos de expresién y comparando los resultados obtenidos en
secuencia. Esta es una de las ventajas més relevantes de Ia técnica de DNA assembler,

ya que una vez construidos y clonados los médulos de expresion, estos pueden ser
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utilizados en un sinniimero de posibles combinatorias. Ello se logra s6lo modificando la
secuencia de los partidores empleados para amplificar cada médulo desde el plasmido
que lo contiene, previo a la transformacion, obteniéndose asi maédulos con regiones de

homologia que permitan nuevas modificaciones.

En este trabajo en especifico, se construyeron més modulos de los utilizados a
razén de obtener cepas de manera secuencial que vayan portando cada vez un nimero
mayor de genes para su evaluacién. De esta forma se espera obtener la mejor
combinacién de genes en lo que respecta a la produccion de etanol empleando el manitol
como tnica fiente de carbono y energia. En primer lugar, se puede evaluar con esta
técnica el efecto que ejerce, por ejemplo, la expresion del gen noxE en la produccién de
etanol en condiciones anaerdbicas, asi como la importancia de contar con un gen que
codifique para un transportador de polioles como el sintetizado en este trabajo. De este
modo, y una vez obtenidas las cepas por separado, se pueden disefiar experimentos que
permitan dilucidar cual de todas ellas es la més propicia para la produccion de bioetanol
a escala industrial. Del mismo modo, los médulos ADH1 y PDCI, pueden servir como

potenciales estrategias optimizadoras durante la fermentacién alcohdlica.

Otra de las ventajas de este método de transformacion es que permite la insercion
de multiples genes a la vez, lo que incluso posibilitaria incorporar mds de una via,
empleando un segundo marcador de seleccion (Ej. Kan). Por ejemplo, se pueden disefiar
médulos de expresion para los genes implicados en la via de degradacion del alginato e
integrarlos todos en otra potencial regién de insercién en S. cerevisize. Uno de estos

sitios podria ser el sitio N° 20 caracterizado por Bai Flagfeldt y colaboradores en 2009
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que también presenta altos indices de expresion en la cepa de S. cerevisiae CEN.PK113-

5D.

Durante la realizacion de este trabajo de investigacion se realizaron estudios de
comparacién generales entre la técnica OE-PCR y ensamble enziméitico de Gibson
(datos no mostrados) (Gibson y col., 2009). Esta ultima metodologfa permite el
ensamble de moléculas de DNA de diferente origen hasta alcanzar méas de 100 kpb.
Para ello, se someten los fragmentos a enlazar a una reaccién enzimatica isotérmica en la
que participan tres enzimas cruciales: una exonucleasa, que permite degradar una de las
hebras de DNA liberando grandes extremos cohesivos, una polimerasa de alta fidelidad,
que completa los segmentos incompletos una vez hibridadas las moléculas a enlazar, y
una taq ligasa, que permite ligar las moléculas de DNA a altas temperaturas. Si bien
esta técnica resultd ser mas sencilla en cuanto a su estandarizacion, es mas costosa y no
justifica la utilizacién de las enzimas para la construccién de médulos de expresion de
no mis de 3 kpb que una vez estandarizada la técnica pueden ser facilmente
ensamblados por PCR de extensién. Por esta razén se prefiri6 continuar empleando esta
tiltima estrategia. Sin embargo, dada las ventajas que aporta Ia técnica de Gibson, esta
podria ser utilizada en la construccién de fragmentos de DNA de mayor tamafio, como fa
fusién ordenada in vitro de los médulos de expresion construidos facilitando eventos de
recombinacién homodloga in vive a la levadura cuando se intenten insertar vias

metabolicas de gran tamafio, aumentando la eficiencia del método.

La eleccion de promotores y terminadores se realizo teniendo en cuenta que éstos

ya hayan sido ocupados con éxito en S. cerevisiae para expresar otros genes implicados
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en vias metabélicas exdgenas diferentes a la levadura y por pertenecer a genes activos
durante la glicolisis. Por esta razén, se evalué en primer término las secuencias
utilizadas por Shao y Zhao (2009), quicnes lograron transformar S. cerevisiae con
médulos de expresién de genes que llevaron a la obtencién de rutas metabdlicas
funcionales para la expresién de diversos genes relacionados con el metabolismo de la
xilosa y la sintesis de zeaxantina. De igual modo, se estudio el uso de promotores y
terminadores empleados por Werner (2012) en su estudio para la produccién de
carotenoides en levadura. Finalmente, durante la fase de disefio de partidores en esta
tesis se tuvo crucial cuidado en no utilizar promotores y terminadores pertenccientes a
un mismo gen para la construccién de un mdédulo con el fin de evitar una posible
recombinacién homéloga entre el médulo y el gen end6geno de S. cerevisiae portador de

estas secuencias funcionales.

Para finalizar, se not6 que la para la confeccion de los médulos de expresion, la
etapa mis relevante es el disefio y confeccién a priori de los partidores con sus
respectivas secuencias de homologfa. Esta etapa es crucial para garantizar el éxito en la

construccion final de los médulos.

4.4 Transformacion de S, cerevisiae.

4.4.1 Cepa resistente al antibidtico higromicina B.
Un importante desafio de este trabajo de tesis fue lograr transformar la cepa
industrial de S. cerevisiae Ethanol Red™ mediante la integracion genémica estable de

los médulos de expresion en el sitio cromosémico escogido.
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Tnicialmenie fue bastante complejo amplificar desde los vectores de clonamiento
que contenian los fragmentos ya que los partidores empleados para su amplificacién
tenfan “colas” de alrededor de 25 pb que no hibridaban directamente con el DNA, y que
eventualmente formaban estructura secundaria, impidiendo un normal curso de la
reaccion de PCR. Por esa razén, fue necesario evaluar bien la temperatura de
alineamiento de los partidores y/o utilizar un partidor con cola de hibridacion y otro que
no la llevase. No obstante lo anterior, este problema inicial fire rapidamente solucionado

teniendo en consideracion lo mencionado anteriormente.

La obtencién de colonias transformantes resistentes a altas concentraciones del
antibiGtico (en contraste con la cepa silvestre) y su analisis por PCR permitié confirmar
que esta tecnologia es efectiva en esta cepa industrial de S. cerevisiae. No obstante la
obtencién de solo tres colonias positivas luego de 2 dfas de incubacién se puede
considerar como un bajo rendimiento en comparacién a lo documentado por Shao y
Zhao (2009), quienes obtuvieron entre 100-150 colonias al insertar tres modulos en la

cepa de S. cerevisiae de laboratorio YS6350.

En este trabajo se obtuvieron tres clones recombinantes que contenian el modulo
de resistencia a higromicina B puesto que los partidores empleados amplifican el
médulo y una parte de los segmentos up y down. No obstante lo anterior, estos ensayos
de verificacién no fueron suficientes habiendo sido ideal un disefio de partidores que
permitiera amplificar segmentos intermedios entre el médulo y el sitio de insercion que
ayadaran a deducir que el médulo m-HPH fue insertado en el sitio correcto.

Adicionalmente, tampoco se evalué por PCR el tamafio del sitio de insercién utilizando

91




partidores que amplificaran la regién completa desde el segmento up hasta el segmento
down. Al analizar el sitio YPRz3, que corresponde al sitio de integracién, se podria
haber hecho un acercamiento a las condiciones genéticas de la levadura y una
aproximacion més certera del niimero de cromosomas que esta posee. Esto es
particularmente importante ya que cuando se comparan las levaduras empleadas en el
laboratorio con las utilizadas en la industria, se encuentran relevantes distinciones desde
el punto de vista genético. La mayoria de las cepas empleadas en el laboratorio son
cepas haploides o diploides homocigotas a las que se les ha mutado el locus HO
(haciendo imposible la ocurrencia de eventos mating), por lo que son altamente estables
(Salmon, 1997), mientras que las cepas industriales (como la Ethanol Red™) suelen ser
diploides, aneuploides o incluso poliploides (Bradbury y col., 2006). Estas ultimas,
muestran un alto indice de polimorfismo en la longitud de los cromosomas (Bidenne y
col., 1992; Rachidi y col., 2000) lo que explica la alta diversidad que existe en algunas
de las caracteristicas industriales, tales como ia eficiencia en la fermentacidn.,

permitiéndoles adaptarse a diferentes condiciones ambientales (Salmon, 1997).

Uno de los aspectos que no se evalué en el desarrollo de esta tesis y que significa
una alternativa interesante, fue incluir secuencias repetidas directas en el disefio
experimental de transformaci6n con la finalidad de escindir el cassette de resistencia a
antibitico por recombinacién, una vez que s¢ ha obtenido la cepa de levadura
modificada (Rothstein, 1991; Lingle-Rouault & Jacobs 1995). Esta estrategia fue
probada por Werner (2012) para la produccién de carotenoides donde se logro escindir

completamente el médulo de resistencia a higromicina B, dejando una secuencia del
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repetido directo como “cicatriz” en el sitio de integracion. Este es un importante aspecto
que se debe evaluar en futuros experimentos, dado que, al utilizarse una cepa de
levadura con aplicaci6n industrial destinada a la produccién de etanol a partir de manitol
en reactores de gran tamafio, se evitaria el uso de antibi6ticos a fin de mantener la
presion selectiva, abaratando enormemente el proceso fermentativo. Por otro lado, no es
recomendable utilizar microorganismos que porten genes de resistencia a antibi6ticos en
procesos industriales por el riesgo que significa su traspaso a cepas de microorganismos
del ambiente (Pruden y col., 2006). Adicionalmente, y una vez que el médulo de
resistencia se ha eliminado, la presencia de la “cicatriz” podria ser utilizada como un
marcador molecular distintivo de la cepa de levadura producida, ya sea para monitorear
contaminaciones durante el proceso o en casos en los cuales la levadura fuera utilizada

sin la correcta antorizacion de sus propietarios (Werner, 2012).

4.4.2 Obtencion de cepa productora de bivetanol a partir de manitol.

En este estudio, la transformacién de S. cerevisize Ethanol Red™ con los
médulos de sobre-expresion de los genes YNRO73c (putativa manitol deshidrogenasa de
la cepa S288c) y hph (resistencia a higromicina B) permitié obtener una cepa industrial
capaz de asimilar el manitol como sustrato, crecer y producir bioetanol en ausencia de
un gen que codificara para un transportador de membrana. Luego de la transformacion y
recombinacién homéloga in vivo en la levadura, se obtuvieron tres colonias aisladas
resistentes al antibidtico higromicina B a las que se les llamé cepa sMDHc 1, sMDHe 2

y sMDHec 3. La obtenci6n de tres clones también significa un rendimiento menor a lo
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documentado por Shao y Zhao (2009) para la integracién de tres médulos de expresion.
Por otro lado, la obtencién de tres colonias, al igual que para la insercién de un madulo,
indicarfa que la eficiencia en la transformaci6n para la cepa Ethanol Red™ no difiere al

integrar uno o dos médulos.

La fincionalidad de los modulos de expresién y el éxito de la transformacién
pudo corroborarse inicialmente por la obtencién de dos clones (sMDHe 1 y sMDHe 2)
capaces de crecer en medio minimo manitol (SM), en el que la cepa silvestre de S.
cerevisige Fthanol Red™ estudiada aqui, no crece. Con ésto se puede inferir
indirectamente que el gen YNRO73c codificaria para una manitol deshidrogenasa activa,

no obstante, serfa apropiado evaluar su expresion a nivel de RNAm y proteina.

Al analizar por PCR el amplificado para el locus YPRCt3, que corresponde al
sitio de integracién, se observé que en ambos clones se amplificaron dos bandas
cercanas a 5 kpb y a 4 kpb, lo que no se condice con el tamafio esperado para todo el
constructo (desde segmento up hasta down) de aproximadamente 5,6 kpb. Por otro lado,
la cepa sMDHc 3 (que no crece en manitol) amplificé una banda de 2,3 kpb, en contraste
con el tamafio obtenido en la cepa silvestre de 1,8 kpb que coincide con el sitio de

insercion sin integracion exogena (control).

Si bien, para las cepas que si fueron capaces de crecer se obtuvo una banda muy
cercana al tamafio esperado, se observa otra banda de menor tamaiio que indicaria algn
evento de insercién incompleto o de posteriores deleciones parciales dentro del sitio en

otro lugar del genoma y/o en otro cromosoma. Para el caso de la cepa que no pudo
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crecer en manitol se observa un tamaiio relativamente mayor al tamafio obtenido en el
control de Ia cepa silvestre, lo que podria indicar un fenémeno de transposicién y/o
escisién de la construcci6n lnego de insertada. Debido a que esta aproximacion por PCR
se repitio 2 veces, obteniéndose el mismo resultado, se puede inferir que es muy
probable ademds, que haya sido necesaria una re-evaluacion de los ciclos y
concentraciones empleadas en la reaccion de PCR puesto que se trataba de un fragmento
a amplificar de gran tamafio y es muy probable que la DNA polimerasa no haya
alcanzado a abarcar todo el fragmento obteniendo fragmentos de menor tamafio (Tiempo
de extension de 1 min). Por otro lado, las limitaciones del gel en tamafio y tiempo de
corrida significaron un importante impedimento al momento de determinar con precision
el tamafio de los amplicones, razén por la cual hubiera sido necesaria la realizacion de

una electroforesis de mayor tamafio en geles a baja concentracién de agarosa (0,8%).

Estos resultados podrian explicarse si existiera mas de una copia de la secuencia sobre la
que se produce integracion genomica. Al ser el sitio de integracién un transposén,
podrian ocurrir eventos de transposicién, perdiéndose la integracion genomica realizada
y/o posibles eventos de recombinacién homoéloga entre regiones alejadas del genoma.
Esta posibilidad resulta poco probable puesto que tal como document6 Hug y Feldmann
(1996), no se han observado eventos de transposicion para el sitio seleccionado, ¢l que
ademds, se encuentra en muy bajo mimero de copias (de 1 a 4). Por otro lado, este sitio
ya ha sido evaluado por Flagfeldt y colaboradores (2009), presentando altos niveles de

expresion de genes exégenos insertados de manera estable. Al ser un sitio ya
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caracterizado, exime la necesidad de realizar @ priori estudios en cuanto a si su

modificacion afecta el metabolismo, fisiologia y normal crecimiento de la levadura.

Por lo tanto, la respuesta més satisfactoria a la presencia de dos bandas indicaria
que la levadura Ethanol Red™ empleada es diploide o aneuploide,. Esto le permitirfa a
S. cerevisiae reproducirse y adaptarse frente a la capacidad de consumir manitol
seleccionando los clitster de integracién que mas le resulten favorables. El incremento en
la dosis génica se ha realizado anteriormente empleando el método de doble
recombinante (Niklitshek y col, 2008), donde cepas diploides heterocigotas de
Xanthophyllomyces dendrorhous sometidas a altos indices de presion selectiva,
favorecen la aparicién de cepas homocigéticas para €l marcador de seleccién mediante
un proceso de evolucién dirigida. Esta metodologia también se ha realizado en cepas del
mismo hongo transformadas con DNA assembler, logrando obtener cepas homocigotas
que sobre-expresan todos los genes insertados (Contreras, 2012; Werner, 2012). Estos
fen6menos de adaptacién y evoluci6n en cepas de levaduras industriales evaluadas en el
laboratorio se ha documentado previamente, presentando altos indices de ocurrencia

(Mortimer, 2000; Gu. y col., 2005).

Posteriormente se evalué por PCR en ambas cepas (sSMDHc 1 y sMDHe 2) Ia
presencia de los dos modulos de expresién insertados (m-HIPH y m-MDH),
observandose que en ambas hubo amplificacién, a diferencia de la cepa parental. Este
experimento evidencia que en ambos clones ocurri6 la integracién genémica de los
médulos de interés. No obstante, y debido a las dificultades técnicas de la amplificacion

completa del sitio de integracién, hubiera sido de gran utilidad disefiar partidores
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intermedios que permitieran verificar con mayor grado de certeza la presencia de los

médulos en el orden de integraci6n esperado en el sitio de insercion.

Por otro lado, en este trabajo se integro el gen YNRO73c que codifica para una
manitol 2 deshidrogenasa criptica de la cepa de laboratorio S288c, obteniéndose cepas
capaces de tomar y utilizar el manitol del medio. Con estos resultados se comprueba
que el manitol estaria ingresando a la célula a través de transportadores de hexosas
inespecificos y promiscuos sujetos a regulacion, con gasto adicional de moléculas de
ATP y/o sometidos a inhibicién por diferentes tipos de aztcares (Boles & Hollenberg
1997, Ozcan & Johnston 1999). Dentro de los transportadores de hexosas presentes en
S. cerevisiae, existen varios cuya expresion a nivel de mRNA es inhibida por glucosa
(HXT8-HXT?7), abriendo la posibilidad de que alguno de ellos haya aumentado su nivel
de expresion en las cepas capaces de crecer en manitol en ausencia de glucosa (Ozcan y

Johnston 1999).

Finalmente, y tal como se discuti6 para la obtencién de una cepa de levadura
Fthanol Red™ resistente a higromicina B, uno de los principales desafios en el trabajo
con cepas industriales de S. cerevisiae es la alta diversidad y polimorfismos a nivel
cromosémico, ademds de que son genéticamente inestables. Estas caracteristicas, si bien
son positivas en cuanto a las adaptaciones evolutivas que estas cepas puedan
experimentar, significan importantes dificultades a la hora de aplicar técnicas de
ingenieria genética y biologia molecular (Attfield & Bell 2003; Werner, 2012). No
obstante, queda en manifiesto que en este trabajo fue posible modificar una cepa de

levadura industrial incorpordndole genes que le permitan utilizar el manitol como tnica
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fuente de carbono y energfa, aprovechando ademds sus caracteristicas fenotipicas y

genéticas basales, tales como su tolerancia a altas concentraciones de etanol.

4.4.2.1 Curva de produccién de Etanol y cromatografia de gases.

Para evaluar los clones sMDHc 1 y sMDHc 2 -capaces de crecer en manitol- se
monitored la concentracion de etanol en cultivos aer6bicos y anaerdbicos empleando el

cromatdgrafo de gases.

Tnicialmente se evalud la capacidad productora de etanol de ambas cepas crecidas
en condiciones desprovistas de oxigeno en medio SM (Figura 23 A). Estos resultados
mostraron que tanto Ia cepa de S. cerevisiae Ethanol Red™ silvestre como ambas cepas
modificadas producfan cerca de 5 g/l en medio SC, resultados muy similares a los
documentados por Ota y colaboradores (2013). Esto indicaria que la construccién
integrada en ambas cepas modificadas no altera el metabolismo intrinseco de la
levadura. Por otro lado, se observa que cuando estas mismas cepas eran crecidas en
medio SM, la cepa silvestre no produce etanol lo que es de esperar ya que esta no puede
utilizar el manitol como fuente de carbono y energia. Por su parte, ambas cepas
recombinantes sMDIIc 1 y sMDHc 2, producen cantidades de etanol que se encuentran
cercanas al limite de deteccién del equipo, alcanzando valores de alrededor de 0,08 g/l y
0,16 g/l respectivamente. Esto resultados, a pesar de no ser significativos, se explicarfan
porque en anaerobiosis las cepas de levadura capaces de crecer en manitol pueden
inicialmente fermentar el manitol hasta etanol, s6lo durante un breve periodo de tiempo,

determinado por la activacion de la via de sintesis del glicerol (para restituir el NADH).
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La produccién de glicerol genera un desbalance generalizado del metabolismo lo que
finalmente detiene el proceso de crecimiento celular. Por esa razon, se puede inferir que
la casi indetectable cantidad de etanol producida se generd durante las primeras horas

del cultivo, antes que la levadura dejara de crecer.

Adicionalmente, se evalud la produccién de etanol en cultivos en medio YPM
aerdbicos a 30 °C y 95 rpm de agitacion (Figura 23 B). En estos estudios se observo que
las cepas recombinantes obtenidas durante esta transformacién presentaron resultados
bastante disimiles; mientras la cepa sMDHc 1 no produjo més de 0,25 g/l de etanol, la
cepa sMDHc 2 logrd producir alrededor de 4,34 g/l a las 50 horas de cultivo. Este
fenémeno de adaptacién observado coincide con lo documentado por Ota y
colaboradores (2013), quienes estudiaron un sinnémero de cepas de levadura silvestres
con el fin de encontrar la mas propicia para consumir el manitol. De esta forma lograron
aislar un clon de Saccharomyces paradoxus a la que denominaron NBRC 0259-3 que
exhibié ademd4s un alto grado de tolerancia al etanol (50 g/l), y de producir cerca de 40
g/l de etanol en medios que contienen 100 g/i de manitol luego de 12 dias de cultivo. Si
realizamos una aproximacién teérica matemética de la cepa sMDHc. 2 obtenida en este
trabajo, de haber sido ésta crecida en medios conteniendo 100 g/l de manitol, se
hubieran obtenido alrededor de 21,5 g/l a las 50 horas de cultivo. Estos similares
resultados permiten deducir que es muy probable que la cepa sMDHc 2 se haya
adaptado durante el proceso de cultivo de modo similar a lo que ocurri6 con la cepa de
Saccharomyces paradoxus NBRC 0259-3. A pesar de que estos autores no discuten con

detalle lo que podria haber sucedido en esta cepa de levadura, es muy probable que se
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haya alcanzado un punto de equilibrio efectivo entre el consumo de manitol, el balance
éxido-reduccion del NADH, la produccién de biomasa y la fermentacién alcoh6lica.
Para poder esclarecer mejor estas interrogantes hubiera sido interesante estudiar el efecto
de agregar antibidtico al cultivo, donde se ha observado en estudios anteriores que su
aplicacién induce un aumento en la productivad debido a un incremento en la presion
selectiva, donde la pérdida de los genes insertados por recombinacion resultarfa fatal
para la levadura (Werner, 2012). No obstante, y en lo particular de este estudio, la
presencia de manitol en reemplazo de glucosa en los cultivos estarfa ejerciendo el mismo
efecto de presion sclectiva, y la levadura podria estar re-arreglando su juego
cromosémico con el fin de hacerse méis apta para la utilizacién de este poliol. Vale
recordar que la cepa de levadura industrial Ethanol Red™ utilizada result6 ser diploide
y/o aneuploide, lo que explicaria esta capacidad de evolucién en cultivos de laboratorio.
Por esta razén, es posible inferir que la cepa SMDHc 2 fue mds efectiva en adaptarse que
la cepa sSMDHc 1. No obstante lo anterior, estudios complementarios fales como el
monitoreo del consumo de manitol en el tiempo (curvas decrecientes), asi como del

crecimiento de la levadura hubieran sido atin mds esclarecedores.

Muy recientemente, se ha publicado un estudio en el que se presenta por primera
vez una estrategia de ingenierfa genética para obtener una cepa de S. cerevisiae capaz de
crecer en manitol y producir etanol a partir de éste (Enquist-Newman y col., 2014). En
este estudio, se evaliio el metabolismo del manitol como modificacién base a la cual
sustentar las modificaciones a posteriori referidas al catabolismo del alginato. En lo

particular, Enquist-Newman y colaboradores (2014) observaron mediante microarreglos
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que tres genes aumentaban su expresion en S. cerevisige durante su induccién con
manitol: YNRO73¢/YELO70W, YELO69C y YNRO72W, que codifican para dos
transportadores de hexosas no caracterizados, HXTI13 y HXT17 respectivamente, y el
gen YNRO71C que codifica para una aldosa-1-epimerasa. Posteriormente amplificaron
por PCR los ORF de estos genes, los que fueron clonados en un vector de expresion del
tipo CEN/ARS. Estos genes fueron expresados de pares en la cepa de S. cerevisiae
BAL02970 con el fin de observar, comparar y lograr la mejor combinatoria. De este
modo, concluyeron que la sobreexpresién conjunta del gen YNRO73c, que codifica para
una manitol deshidrogenasa putativa (utilizada en este trabajo) y del gen YNRO72W,
que codifica para el transportador de hexosas HXT17, permiti6 obtener una cepa capaz
de producir ~10 g/l de etanol en medio que contenia 75 g/l de manitol. Haciendo la
misma relacién matemdtica de antes, vemos que la cepa sMDHc 2 obtenida en este
trabajo deberfa producir alrededor de 16,125 g/l para las condiciones de cultivo

ensayadas en esta tesis.

Estos descubrimientos coinciden con los resultados expuestos en este trabajo ya
que la sobreexpresién del gen YNRO73c también resulté ser fundamental para que la
levadura pudiese emplear el manitol como dnica fuente de carbono y producir etanol a
partir de esta. Por ofra parte, la sobreexpresién del gen que codifica para un
transportador de hexosas putativo HXT17 estaria permitiendo el ingreso de este poliol
de manera inespecifica a la levadura. No obstante lo anterior, su scbreexpresion en este

trabajo coincide con lo esperado para la cepa SMDHc 2, donde se plantea una adaptacion
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al uso de transportadores promiscuos una posible respuesta al cémo este poliol estaria

entrando al citoplasma celular.

Desde el punto de vista genético, ambas cepas modificadas para consumo de
manitol son bastante similares, exceptuando la estrategia de ingenierfa genética utilizada
y la cepa receptora de estos genes. Es muy probable que la cepa BAL 02970
corresponda a una cepa de S, cerevisiae de laboratorio, lo que explicaria la mayor
produccién de etanol tedrica calculada para la cepa SMDHe 2, que corresponde a una
cepa modificada a partir de la levadura industrial Ethanol Red™. Esto significaria
importantes ventajas respecto a la aplicabilidad de esta Gltima cepa en procesos
fermentativos a escala industrial. Por otro lado, la estandarizacion y aplicacién de la
téenica de DNA assembler permite obtener cepas de interés mds estables que aquellas
modificadas por vectores episomales. Si bien los plasmidos del tipo CEN/ARS, son mds
estables de lo habitual al presentar un sitio de replicacion auténomo y regiones
centroméricas funcionales (Amati & Gasser 1988), éstos se siguen perdiendo poco a
poco, por lo que tampoco son demasiado dtiles para la expresién de genes a escala
industrial (Da Silva & Srikrishnan 2012). Por est.a razon, la metodologia planteada en
este trabajo continua siendo una importante estrategia ventajosa para obtener cepas
industriales estables capaces de producir etanol. Por otro lado, el empleo de vectores
episomales de cualquier tipo significa un importante obstéculo en cuanto a la cuantfa de
genes que se pueden incorporar a la levadura debido al tiempo necesario para fabricar
los vectores, la obligacién de emplear diferentes marcadores de seleccion y el uso

engorroso de diferentes enzimas de restriccion.
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4.43 Sistema de transformacién para cepa portadora de los genes MDH y noxE, y
otras cepas.

En este trabajo de tesis se establecieron las construcciones para realizar futuras
transformaciones en la levadura S. cerevisige con el fin de estudiar mas en detalle y de
manera secuencial la produccién de bioetanol desde manitol. Las condiciones
establecidas por esta investigacién se sustentan en los resultados positivos obtenidos
transformando la cepa silvestre de S. cerevisiae Ethanol Red™, que solo porta el gen
YNR073c ademas del gen Aph de seleccion a higromicina B, sumado a las diferentes
observaciones y/o discusiones establecidas aqui que permitirfan Ia realizacién de

mejorias para los experimentos futuros que nazcan a merced de esta tesis.

Los médulos de expresion de los genes hph y YNRO73c demostraron ser
funcionales en S. cerevisiae, permitiéndole a la levadura no tan sélo emplear el manitol
como fuente de carbono y energia, sino que ademds producir etanol en condiciones
aerdbicas de baja agitacion (95 rpm). Con el fin de evaluar el efecto de expresion de un
transportador especifico de manitol, asi como el de un gen que codifique para una
NADH oxidasa citosélica, a fin de realizar comparaciones entre las diferentes cepas
obtenidas, deberdn ser integrados los médulos de expresion de estos genes de manera
paulatina. Inicialmente se plantea la obtencién de una cepa que porte los médulos m-
HPH, m-MDH y m-NoxE. Se esperaria que esta cepa firera capaz de crecer en manitol
en condiciones microaerofilas y/o anaerobias. De igual modo, una cepa que ademas
sobre-exprese el gen que codifica para un transportador de polioles de V.albo atrum,

permitiria discutir su funcionalidad y qué tan relevante resulta la expresién de un
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transportador especifico en comparacion con los transportadores de hexosas promiscuos
propios de la levadura. Como ultimo acercamiento, se postula integracion de los
médulos m-ADHI1 y m-PDCI, que se ha documentado como genes relevantes para la
optimizacion en la produccién de bioetanol (Gutiérrez-Lomeli y col., 2008; Tokuhiro, y

col.,, 2009; Ok Yu y col.,, 2011).

En 2009, Shao y colaboradores documentaron que la eficiencia de
transformacion por medio de la técnica de DNA assembler depende directamente del
nimero v tamafio de mddulos de expresion que se desean insertar en un sitio
determinado del genoma. Asi, se observé que a mayor nmimero de constructos a
ensamblar, disminuye el mimero de clones positivos para dicha transformacién. Esto se
debe a que a medida que aumenta el nimero de fragmentos de DNA que la levadura
debe recombinar homélogamente in vivo, disminuye la probabilidad de que todos ellos
sean ensamblados correctamente y ademads insertados en el sitio de interés. Esto se logrd
apreciar levemente durante la realizacion de este trabajo ya que para obtener una cepa
productora de etanol desde manitol se emplearon 4 fragmentos (up, m-HPH, m-MDH y
down) y se obtuvo tres clones, de los cuales sélo dos lograron finalmente crecer en el
medio minimo manitol. En cambio, y a pesar de que para la transformacién de una cepa
de S. cerevisiae Fthanol Red™ resistente al antibiético higromicina B también se
obtuvieron 3 colonias, las tres presentaron el mddulo m-HPH integrado en su genoma.
En el caso de la transformaci6n para obtener cepas con un mayor mimero de médulos, se
deber4n ir agregando mas modulos de manera paulatina (up, m-HPH, m-MDH, m-noxE,

M-TM, m-ADH, m-PDC, down), lo que disminuirfa la probabilidad de obtener
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transformantes. Debido a que no existen modificaciones importantes de la técnica de
DNA assembler (Shao y Zhao, 2009a, 2013b), se planiea la técnica de Gibson (2009)
como una alternativa eficiente que permita inicialmente hibridar los moédulos in-vitro
para luego ser transformados en la levadura, disminuyendo considerablemente la
probabilidad de eventos azarosos desafortunados. Empleando esta técmica, ciertas
limitaciones relativas a la técnica podrian mejorar atin més la eficiencia de las proximas
transformaciones. Uno de ellos es el largo de los extremos homdlogos a ser
recombinados, donde la longitud de los fragmentos homélogos influye en el éxito de la
transformacién. En el caso de las transformaciones realizadas en este trabajo, las
regiones adicionales incluidas por partidores a cada segmento de DNA corresponden a
26 pb, lo que entrega productos finales con 52 pb de homologia entre dos fragmentos. A
diferencia de lo que realizé Werner (2012), donde se obtuvieron secuencias homélogas
de 92 pb y otras de 46 pb, en este trabajo se utilizaron dos partidores con igual nimero
de partidores homologos en los extremos (ambos de 52 pb). Por esta razon, es
recomendable que para las futures transformaciones se consideren regiones de
homologia de mayor tamafio en los extremos de los fragmentos de DNA que se co-

transformardn en la levadura.
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5. CONCLUSIONES

e Sc amplificaron y clonaron correctamente los genes de interés para
incorporar el metabolismo del manitol en S. cerevisiae con la finalidad de
obtener una cepa productora de bioetanol a partir de la fermentacion de este
poliol: ADHI1 (alcohol deshidrogenasa 1), PDC1 (piruvato decarboxilasa 1),
noxE (NADH oxidasa citos6lica), YNRO73c (putativa manitol
deshidrogenasa)

o Utilizando Ia técnica de PCR recursivo en conjunto con la técnica de PCR de
elongacion se construyo correctamente el cDNA del gen VDBG_02539, que
codifica para una putativa permeasa de polioles del hongo Verticillium albo-
atrum.

o Aplicando la técnica DNA assembler se transformo6 la cepa industrial Ethanol
Red™ de S. cerevisize con el fin de hacerla resistente al antibidtico
higromicina B al insertar un médulo de expresion del gen Aph de E.coli enla
regién YPRC13 del genoma de la levadura, generando la cepa shphRSc. Fue
admisible confirmar que la tecnologia manifestada permite transformar no
tan solo cepas de S cerevisiae de laboratorio, sino también en cepas
industriales ampliamente utilizadas en fermentacion alcohdlica.

Se obtuvo dos cepas industriales de S. cerevisige capaces de crecer
aerobicamente en medio minimo manitol (SM), denominadas sMDHc 1 y

sMDHc 2, al integrar cromosémicamente en la levadura el médulo de
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expresion para el gen YNRO73c¢ (putativa manitol deshidrogenasa) de la cepa
de S. cereviside de laboratorio $288c. Se puede inferir entonces que el
producto génico de este gen criptico codifica para una enzima funcional
capaz de desviar el manitol a la vfa glicolitica.

e La integracion del modulo de expresion para el gen YNRO73c, asf como la
induccién en medios de cultivo ricos en manitol, permitid obtener una cepa
capaz de producir etanol desde manitol en condiciones de cultivo aerébicas y
agitaci6n moderada (30 °C y 95 rpm). La cepa sMDHc 2 produjo ~4,34
g/l de etanol en medio YPM que contiene 20 g/l de manitol luego de 50

horas de cultivo.

6. PROYECCIONES

e Utilizar los médulos de expresion construidos en este trabajo para generar cepas
de 8. cerevisiae Ethanol Red™ portadoras de los médulos m-HPH, m-MDH y m-
NoxE con el fin de evaluar el efecto de la NADH oxidasa citosolica en la
produccion de etanol en condiciones anaerdbicas estrictas.

e Utilizar el cDNA del gen de Verticillium para sintetizar un médulo de expresién
que permita obtener una nueva cepa portadora de este gen y comparar con las
cepas ya obtenidas.

e Evaluar la aplicabilidad de la técnica de Gibson para optimizar la eficiencia de
transformacion al aumentar el nimero de fragmentos co-transfectados y

recombinados in vive en la levadura.
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