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Abreviaturas

A adenina

ADN Acido desoxirribonucleico

Ala Alanina

Arg Arginina

Asn Asparragina

Asp Aspartico
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°C grados Celsius
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ng Nanogramo

G guanina
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His histidina
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L litro

mL mililitro
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SNPs Polimorfismos de nucledtidos simples
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Resumen

Los isoprenoides o terpenoides comprenden unaifamimerosa y estructuralmente
muy diversa de productos naturales. Los isopresoisie consideran metabolitos
secundarios aunque cumplen funciones en variogposdasicos de las plantas. En los
aceites esenciales de muchas plantas se encutritarmonoterpenos (terpenos de 10
carbonos) como sesquiterpenos (compuestos de lionce). Son ampliamente
utilizados a nivel industrial como productos faréatecos, aditivos aromaticos,
pesticidas, desinfectantes y como potenciales bibostibles.

En el caso de los vinos, los terpenos son caratiteis de variedades “aromaticas”.
Tradicionalmente se ha considerado que los aroarpserioides de un vino provienen
Gnicamente de precursores vegetales. Sin embazdgua slemostrado la capacidad de
biosintesis de terpenoides por levaduras en awseéecgenes o precursores vegetales.
Se ha propuesto una posible via metabdlica paricaxgste hallazgo que incluye al

genCOQ1sobre el final de la ruta.

En este trabajo se confirmé la capacidad alecBaromyces cerevisiae (S. cerevisie)
sintetizar denovo mono y sesquiterpenos. En condiciones de cregtmien fase
exponencial el gerfCOQL1 participa en la sintesis de isoprenoides cumptienda
funcion de geranilpirofosfato sintasa no descriviamente. También se comprueba
una actividad de nerolidol sintasa. Los niveles ideprenoides aumentan al
sobreproduciCOQ1len estas condiciones, en particular para el sesgaro nerolidol

y el monoterpeno geraniol, alcanzando una prodacde nerolidol del orden de 300
pug/L. Al analizar un conjunto de cepas @& cerevisiaenativas uruguayas se
encontraron nuevos polimorfismos de nucleétidopEmn(SNPs) e€0Q1

Se desarrollé un nuevo método de PCR, rapido, lierycreproducible, que permite
discriminar individuos dentro de una misma espetidevaduras n&accharomyces
nativas productoras de aromas isoprenoides. Lahidiad intraespecifica encontrada
en cepas nativas d& cerevisiaddeteccion de nuevos SNPs) y en las levaduras no-
Saccharomycese podra utilizar junto a esta estrategia de iilegnmetabdlica para
producir isoprenoides con impacto no solo en layecoidn de vinos, sino también en la

produccion de aromas y fragancias, en la salud haman la proteccién vegetal.
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Introduccion General

Isoprenoides

Los isoprenoides o terpenoides comprenden unaiamimerosa y estructuralmente
muy diversa de productos naturales. Son polimeeok dnolécula isopreno (2-metil-
1,3-butadieno) y se clasifican segin su numero emiterpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetrategog politerpenos.

Hemiterpenos: con una sola unidad de isopreno, poseen 5 carb@uwro ejemplo
estan los hidrocarburos voléatiles, como es el hepeno 2-metil-1,3-butadieno,
liberados por los alamos a la atmosfera, siendooitaptes en la investigacion de
biomateriales y biocombustiblé@Bohlmann & Keeling, 2008).

Monoterpenos: son terpenos de 10 carbonos, se encuentran acddss esenciales de
muchas plantas a las que dan su olor y sabor edisdtios: mentol, geraniol, limoneno,
pineno, alcanfor, etSe utilizan comercialmente como compuestos aroosatie sabor
y como fragancias (por ejemplo, citronelol y geodni

Sesquiterpeno:terpenos de 15 carbonos, estan presentes endibssaesenciales. Un
ejemplo es la artemisinina que se utiliza comaaetfrico.

Diterpenos: (cuatro isoprenos, 20 carbonos) Es de destadaoletjue forma parte de
la clorofila y es precursor de la vitamina A. Lasaminas A, E y K también son
diterpenos. Dentro de estos compuestos encontranties otros, al diterpeno paclitaxel
(Taxol) utilizado como anti carcinogénico y lasegilinas usadas como agroquimicos.
Triterpenos: Terpenos de 30 carbonos, se utilizan como medicmea base de
hierbas como son la glicirricina y ginsenésidos,

Tetraterpenos (ocho isoprenos, 40 carbonos). En este grupo admmdantes las
xantofilas y carotenos que son pigmentos vegetaesarilo y anaranjado
respectivamente. Dan color a los frutos, raicesafzaria), flores, etc. En la fotosintesis
absorben energia luminosa (UV) de longitudes de aliigérentes con las que capta la
clorofila. El caroteno es precursor de la vitamiAa El licopeno, un pigmento
carotenoide rojo contenido en el tomate y sand#aetpropiedades antioxidantes y se

ha considerado su uso para prevenir el cancer dstaps; la astaxantina otro
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carotenoides rojo, que se encuentra en animalesadeomo los cangrejos, camarones
y peces de color rojo, es un potente antioxidante gombate el estrés oxidativo
mediante la captacion de radicales libres y seidta que es beneficioso para prevenir
enfermedades cardiovasculares y asi como el emwégeto celular(Chemler et al.,
2006;Martin et al, 2003 Misawa 2011; Dudareva et al. 2005).

Politerpenos Contienen mas de 8 unidades de isopreno, incllayptastoquinona y la

ubiquinona.

Historicamente, los isoprenoides se han consideranm metabolitos secundarios.
Actualmente se reconoce su funcidn en numerosaegwe basicos de las plantas,
incluyendo la respiracion, fotosintesis (pigment@ptadores de luz), crecimiento
(actividades de regulacion de las hormonas terpgesoivegetales), desarrollo,
reproduccién (su emision de las flores promueverisacciones planta-polinizador),
defensa contra los insectos herbivoros y los atadaeatdgenos y también participan
en la adaptacion a las condiciones ambientales.

Como ya se mencioné anteriormente los terpenoidegldntas son ampliamente
utilizados como productos quimicos de interés itvdlsincluidos muchos productos
farmacéuticos, aditivos aromaticos en las industrige alimentos y cosméticos,
pesticidas, desinfectantes y como potenciales bibostibles.

Estos compuestos son comunmente aislados de plaotague se obtienen bajos
rendimientos e impurezas en las extracciones gqaare un alto consumo de recursos
naturales. Teniendo en cuenta que la sintesis caimsulta dificil y costosa debido a la
complejidad estructural de estos compuestos, séiscado métodos alternativos para
producir compuestos terpenoides de alto valor (@betaal., 2007 Martin el al., 2003;
Misawa, 2011; Bohimann & Keeling, 2008).
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Rutas Metabdlicas

A pesar de la diversidad que presentan los isofutesotodos se originan a partir de la
condensacion de los precursores universales de cerdonos, isopentenilpirofosfato

(IPP) y su isémero dimetilalilpirofosfato (DMAPP)

En las plantas superiores, los bloques de consbructe cinco carbonos de todos los
terpenoides, el IPP y DMAPP, se derivan de dos widspendientes, localizadas en
diferentes compartimientos celulares.

La via clasica del mevalonato (MVA) también llamada de HMG-CoA reductasa

(hidroximetil glutaril CoA reductasa), localizada el citosol, parte de la condensacion
de acetil-CoA y el pool citosdlico generado de ISiRre como precursor para el

farnesilpirofosfato (FPP) y la biosintesis de sé@squenos y triterpenos.

La via alternativa, metil eritritol fosfato MEP/D@®X llamada no-mevalonato o via
gliceraldheido 3- fosfato/piruvato, localizada ess Iplastidos, proporciona IPP y
DMAPP a partir de piruvato y gliceraldehido 3-fasfacomo precursores de

geranilpirofosfato (GPP), geranilgeranilpirofosfaf6GPP) y en dltima instancia,

hemiterpenos, monoterpenos, diterpenos y tetrategpgEisenreich et al., 1998,

Boucher & Doolittle, 2000) (Figura 1). Recienteneetrabajos de ingenieria metabdlica
enArabidopsisy tabaco revelaron la existencia de pequefiosesvi® FPP en plastidos
y GPP en el citosol (Aharoni et al, 2003; Wu eR806).

En la via alternativa el 2-C-metil-D-eritritol-4dfato se propone su formacion a partir
de 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato a través del rema@miento intramolecular seguido
por un proceso de reduccion, siendo uno de losumeres para la biosintesis de IPP
(Takahashi et al., 1998).

En el trabajo de Rodriguez et al., 2004 se propoecla primera evidencia genética de
la existencia de un vinculo metabdlico entre lasintesis de isoprenoides y el
catabolismo de la leucina.

Si bien el cruzamiento de diferentes IPP entresedias vias biosintéticas se ha
documentado, las contribuciones relativas de caaava biosintesis de las diversas
clases de terpenos siguen siendo inciertas. Medieintnarcado de precursores con

is6topos estables, trabajando en plantas supergegdsa observado la emision de mono
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y sesquiterpenos, la localizacion de la formaci@nedpenos volatiles en los plastidos, y
el trafico de IPP unidireccional de plastidos &l (Dudareva et al., 2005).

Varios eubacterias incluyendgsherichia coli(E.coli) utilizan la via alternativa no
mevalonato para la biosintesis de IPP en lugaa géalubicua mevalonato.

Los eucariotas, con la excepcion de los eucaridiotesintéticos, soélo utilizan la via
MVA. En la mayoria de las plantas y algas, adeneas d/ia MVA con actividad en el

citoplasma, opera la via DOXP en sus cloroplagiosi¢her & Doolittle, 2000).
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Figura 1 Vias metabolicas de sintesis de isoprenoides. /&) del Acido mevaldnico (citosol de

eucariotas) y la via alternativa MEP/DOXP (plassidie eucariotas/bacterias). B) Formacion de los

distintos isoprenoides a partir de los precursdi®® y DMAPP. Tomada de la base de datos,

<www.genome.jp.

En levaduras, la via de mevalonato esta principatendirigida hacia la formacion de

ergosterol (provitamina D2) que es esencial yalgu®inda fluidez y permeabilidad a

la membrana.

El precursor universal de los monoterpenos es edlar@pirofosfato (GPP). En

levaduras aparece como producto intermedio dessénte farnesilpirofosfato (FPP)

(Oswald et al, 2007). La reaccién de dos pasoscqunduce a la sintesis de FPP esta

6
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catalizada por la farnesilpirofostato sintetasaRE&Pcodificada por el gdeERG20 En la
primera etapa de esta reaccion FPPS condensa tepij@nofosfato (IPP) vy
dimetilalilpirofosfato (DMAPP) para formar geranipfosfato (GPP), con el fin de
afadir otra molécula de IPP en el segundo pasa(idiaret al. 2010).

FPP es el precursor de varias clases de metabeltixiales para la levadura que se
utiizan en varias rutas biosintéticas como ergote dolicoles y
geranilgeranilpirofosfato (GGPP), los que contrimycon la estructura de la
membrana, la sintesis de la pared celular, predilade proteinas y sintesis de
ubiquinona y el grupo hemo (Ver Figura 2).

La primera enzima que consume FPP y es parterdenia de la biosintesis de esteroles
es la escualeno sintetasa, codificado por el BBRG9 En una secuencia de 15
reacciones enziméaticas el escualeno se conviergegasterol, que es el producto final
de esterol que se acumula en las levadifasanda et al., 2010).

Otra rama de la ruta de isoprenoides que depenB@Ees la biosintesis de dolicol. La
primera enzima dedicada exclusivamente a esta &sela cis-preniltransferasa, se
utiliza como iniciador FPP y cataliza las adiciopesteriores de las moléculas de IPP
para formar largas caden&$.nimero de residuos de isopreno en la moléculeadies
especifico para cada especie y varia desde 14€a34accharomyces cerevisigel9-22

en los mamiferos (Martin et al., 2003).
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IPP isopentenilpirofosfato. En azul figuran lasieras claves. Tomado de Turunen et al., 2004.
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Usos de los Isoprenoides

Los isoprenoides son muy utilizados en la industridebido al pequefio niumero de
compuestos disponibles comercialmente, existe @maehcia hacia la ingenieria
metabolica y la industria biotecnolégica para podwaltos niveles de terpenoides
especificos.

La biosintesis de productos naturales a partir d#onganismos ofrece una serie de
ventajas frente a los métodos quimicos convenasnabmo por ejemplo: bajos
requerimientos de energia, baja emision de, @@nor utilizacion de solventes toxicos
y metales para la catalisis, esquemas de purifinacgimples, materias primas
renovables y la capacidad de las enzimas de realiatesis quirale¢Chemler et al.,
2006; Fischer et al, 2011).

En muchos casos se ha emplead&szherichia coli(E. col) y Saccharomyces
cerevisiag(S. cerevisidecomo huéspedes microbianos para los procesaaginieria
de las vias de sintesis de isoprenoides funcioneisio a las ventajas que presentan:
facilidad de cultivo y manipulacion, bajo costogamismo GRAS (Generalmente

considerado como seguro) y al gran nimero de hesnaas genéticas disponibles.

A lo largo de los afos las investigaciones hanajestto en la ingenieria metabdlica de
las distintas vias de isoprenoides, en la expresiéabre-expresién de alguna enzima

clave asi como en el control de la regulacion pbibicion de las vias.

La mayoria de los estudios se han centrado erdeidn de vias especificas trabajando
con isoprenoides heterdlogoskncoli o en levaduréS. cerevisiag

Se han reportado trabajados utilizando cepas nagtéht coli y S. cerevisiaeque
expresan una geraniol sintasa de plan@sinjum basilicutn para la expresion
heteréloga de sintasas monoterpenoides. En ambos sa logra aumentar la excrecion
de geraniol. También se muestra que la expresidia deraniol sintasa afecta la via
general de ergosterol, dependiendo del contextétgende la cepa utilizada (Oswald
et al., 2007).

En condiciones de vinificacion, se ha logrado lpregion erS. cerevisiaale sintasas

de monoterpenos de origen vegetal. En una cepkevidura de vino d&. cerevisiae
9
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gue expresa un gen de S-linalol sintasa&Ctikia brewerise logra excretar linalol a
niveles superiores al umbral de percepcion humbiearéro et al., 2008; Rico et al.,
2010).

Se hamodificado la expresion del gen que codifica panarda-4,11-dieno sintasa y la
via mevalonato deSaccharomyces cerevisiaen E. coli, aumentando las
concentraciones de amorfadieno, el sesquiterpesxumor de olefina a artemisinina,

llegando a concentraciones dey@yicariofileno/mL(Martin et al., 2003).

Por otro lado se ha visto que mutaciones espesifieaaminoacidos en el sitio catalitico
del genERG20que codifica para la farnesilpirofosfato sintaSRRS) erS. cerevisiag
aumenta la cantidad de geraniol producgigischer et al., 2011).

También en levadura se ha logrado duplicar la prcida de linalol mediante la sobre-
expresion del gen que codifica el dominio catalignddgeno de una enzima limitante
en la via del mevalonato, 3-hidroxi-3-metil glutadenzima A (HMG-CoA) reductasa,
(Misawa, 2011).

En levaduras y animales la HMG-CoA sintasa y la HEIGA reductasa estan sujetas a
regulacion por retroalimentacién de esteroles @gagol en levaduras y colesterol en
animales). La enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoAductasa, que participa en la via
del mevalonato, se ha convertido en una dianaédat@a ya que trabajando sobre la
misma se podria lograr la normalizacion de losales niveles de colesterol.

La regulacién de la via de isoprenoides en la lera8. cerevisiaese ha estudiado
mediante la respuesta transcripcional a corto piiezdos inhibidores, la lovastatina que
bloquea la ruta isoprenoide y el acido zaragocie® splo bloquea la rama de esteroles.
Se ha visto que los efectos a nivel celular solbbréamesilpirofosfato (FPP) son
diferentes. La Lovastatina disminuye el nivel dd®FRientras que el acido zaragocico
mediante la inhibicion de la principal enzima quensume FPP aumenta la
disponibilidad de FPP en la célula (Kuranda et24l10).

Se han realizado otros estudios de farmacos (lawaast fluvastatina y atorvastatina)
donde se ha visto que inhiben a todos los inhieslae la HMG-CoA reductasa,
codificada por dos gené$MG1y HMG2. Por otra parte el acido zaragocico inhibe la

escualeno sintetasa, codificada pBRGQ9 Tres diferentes azoles (miconazol,

10
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sulconazol, y el fluconazol) inhiben la lanosteréta-desmetilasa codificada por el gen
ERG11(Dimster-Denk et al., 1999).

Mas recientemente se han estudiado rutas biosa$étnodificados tanto ef. coli
como enS. cerevisiagara la produccion de varios biocombustibles dsaada, tales
como butanol, isopentanol, terpenos, etil ésteeectlos grasos y alcanos.

Los intermediarios de la ruta biosintética de teqgse IPP, GPP y FPP, pueden ser
hidrolizados por pirofosfatasas para formar combles como alcoholes.
Especificamente, isopentanol e isoamilacetato sephapuesto como aditivos de la
gasolina. Farnesol y farneseno, generados a m#EtiFPP, se han propuesto como
combustibles diesel. Olefinas monoterpenos cicladosio el limoneno, pineno,
sabineno y terpineno han sido identificadas comecyssores para potenciales

combustibles de aviacién (Zhang et al., 2011).
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OBJETIVOS

El propdsito de este trabajo es demostrar que baepooduccion del ge€0OQ1 en
ausencia de genes 0 precursores vegetales, adeptaduccion de terpenoides 8n
cerevisiaeprientados a la mejora del perfil aromatico debvin

Se estudid la diversidad molecular del gg®@Q1 en cepas nativas d&. cerevisiae
productoras de aromas de interés. También se edeacbn molecularmente cepas
nativas de levaduras n&accharomycesapaces de producir compuestos aromaticos
deseables para la industria del vino.

Este trabajo se centré en levaduras productorasomeas que fueron seleccionadas para
la industria del vino, es preciso destacar que wsiake los compuestos estudiados
tienen un elevado valor tanto a nivel industrid¢bmbustibles, industria farmacéutica,

alimenticia, etc.) como a nivel de la salud humamanal y vegetal.

En el transcurso de este trabajo se han abordadugmientes objetivos:

I.  Optimizacion de las mejores condiciones para lolgraintesis de isoprenoides,
en particular de mono y sesquiterpenos, en cepasahbdeatorio que sobre-

expresan el ge6OQ1

[I.  Estudio de la diversidad molecular del g@®Q1 en cepas d&accharomyces

cerevisiaenativas de Uruguay.

I, Caracterizacién molecular de cepas 8accharomycegativas productoras de

aromas de interés.

12



Capitulo I. Sobreproduccion de Coqglp

Capitulo I - Sobreproduccion de Coqlp

Los monoterpenos en el aroma del vino

El aroma es una de las propiedades mas importatiizadas para definir la calidad de
un vino y depende de varios factores como son lélaude vid, la region donde se
cultiva la vid (el clima y el suelo), las cepas dwaduras, las condiciones de
fermentacion y las técnicas de manejo tanto eifiedo como en la bodega.

El aroma del vino atendiendo al origen de los cagsfms que lo constituyen se puede
clasificar en aromas varietales, pre-fermentatifesnentativos y post fermentativos
(Peynaud, 1996).

El aroma varietal se compone de aquellas sustagoegproceden directamente de la
variedad de uva utilizada.

El aroma pre-fermentativo esta constituido por coespos que se generan en el
transcurso de la manipulacion, preparacion, extvacg acondicionamiento del mosto
en la bodega.

El aroma fermentativo, es el que se atribuye adosipuestos generados por el
metabolismo de los microrganismos responsablesadé&ermentacion alcohdlica y
malolactica (bacterias acido lacticas). La levadm@s importante corresponde a la
especieSaccharomyceserevisiae siendo ésta la que finalmente se impone durdnte e
proceso de fermentacion alcohdlica. También camggh en menor grado las levaduras
de los génerodHanseniaspora, Candida, Metschnikowigic, presentes durante los
primeros dias de fermentacion.

El aroma post-fermentativo, aparece como conse@ete una serie de reacciones
enzimaticas y/o fisico-quimicas que tienen lugarekmproceso de envejecimiento y
crianza del vino

El aroma esta determinado por varios cientos depaestos volatiles de diversa
naturaleza quimica como son los alcoholes, éstalgshidos, cetonas e hidrocarburos,
por lo cual el aroma final derivara del balance ey ld interaccion de todos estos

compuestos (Ver Figura 1.1).
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VOLATILE COMPOUNDS BEFORE AND AFTER FERMENTATION
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Volatile compounds in wine

Figura 1.1 Metabolismo del aroma édaccharomyces cerevisideomado de Swiegers &
Pretorius (2005).

La produccién de aromas por levaduras puede madificcomprendiendo las vias
metabdlicas involucradas de cualquiera de los cestps antes mencionados. En este

trabajo nos focalizaremos en la sintesis de mopeneis y otros isoprenoides.

Los terpenos estan presentes en la uva como fdibmas volatiles y también como
precursores no volatiles glicosidados que no coatiiaroma.

Los terpenos son importantes para definir el argneh sabor de vinos producidos a
partir de variedades aromaticas como son los MelssatRiesling, Gewurstraminer,
etc., mientras que en variedades no aromaticaétidevinifera estos compuestos estan

presentes en niveles bajos.
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Los monoterpenos son compuestos de grandes cuegdidasoriales y sus diferentes
isbmeros pueden presentar diferentes aromas, cemlocaso del geraniol que presenta
“aroma rosa”, “citrico” mientras que su isémero, cisnominado nerol, tiene un olor a

“verde fresco”.

Dentro de los alcoholes monoterpénicos que impatemas florales encontramos al

geraniol, nerol, linalol y alfa-terpineol, siendbliealol y geraniol los mas importantes

ya que estan presentes en mayores concentracigresgntan umbrales mas bajos de
percepcion frente a otros terpenos del vino (Rib&ayon et al, 1975).

Los monoterpenos son producidos por plantas supsrialgas, hongos y levaduras.

Los hongos AscomycetesCératocystis y algunos BasidiomicetesPénicillium),
producen mono y sesquiterpenos (Lanza & Palmer7;1@d@rsen & Frisvad 1994,
Larsen & Frisvad, 1995). Muchos hongos son capaedsotransformar monoterpenos,
como por ejempldRenicillium sppy Botrytis cinerea

Las levaduras que producen terpenoides incluyerespecieKluyveromyces lactis
(Drawert & Barton, 1978)Torulaspora delbrueckiiantes denominad@accharomyces
fermentati (Fagan et al 1981), Ambrosiozyma monospof&lingenberg & Sprecher,
1985) y algunas cepas @accharomyces cerevisigeHanseniaspora uvarur(Carrau

et al., 2005). Asimismd. cerevisiaees capaz de biotransformar monoterpenos, por

ejemplo reducir geraniol a citronelol (Kling & Diicison 2000; Gamero et al., 2011).

Se han desarrollado diferentes estrategias bidtegioas para mejorar el sabor del vino
a través de la mejora del contenido de terpenoides.

La hidrolisis enzimatica del mosto conteniendo gaamjugados monoterpénicos da
como resultado la volatilizacion de agliconas ycemsecuencia el aumento de los
aromas. La misma puede llevarse a cabo mediaat#idedn de preparados con enzimas
exdgenas (Gilnata et al, 1990, Van Rensburg & Rusta2000), mediante el uso de
levaduras vinicas transgénicas que produzcan dattagdades (Pretorius & Bauer,

2002) o mediante el uso de levadurasSdeerevisiaaativas de Uruguay productoras
dep-glucosidasas (Perez et al, 2010).

Los terpenoides se producen a partir de los miggnesursores universalesef vias

isoprenoides).
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El requerimiento basico para la produccion de menpeinos por levaduras vivo es la
presencia de geranilpirofosfato (GPP) activo, ya g& ha demostrado que la falta de
formacion de compuestos monoterpenoides se atribuye falta de actividad y no a la
disponibilidad de GPP (Oswald et al., 2007).

GPP se forma como un intermedio transitorio en ildesis de dos pasos de
farnesilpirofosfato (FPP) catalizada por la faripgsifosfato sintetasa (FPPS).

La actividad de la enzima implicada en la desfdsftibon de GPP aun no ha sido
identificada. Faulkner et al. (1999) mostraron dos genesLPP1l y DPP1 que
codifican fosfatasas, diacilglicerolfosfato acept@woprenoides pirofosfatos como
sustratosn vitro.

En la levadura, las dos actividades geranilpir@fimsfsintasa y farnesilpirofosfato
sintasa son compartidas por una enzima FPPS, eseamncia no pueden separarse
facilmente. FPPS funciona como una enzima dimépeapuede utilizar como sustrato
tanto IPP y DMAPP como IPP y GPP.

La fuerte union de GPP al sitio catalitico de FR&as pueda explicar porqué en
general en los animales y microrganismos no sedliligPP y por lo tanto no esta
disponible para la biosintesis de subproductos(O%@ald et al., 2007).

En trabajos previos la mejora de los rendimientssdprenoides e8. cerevisiase ha
realizado con cepas de laboratorio convencionalesdo de suma importancia trabajar

con aislamientos naturales o industrialmente relesa

Este trabajo se basa en el trabajo previo de Cataal. (2005), en donde se ha
demostrado que cepas nativasSiecerevisiagy no —Saccharomyceson capaces de
producir monoterpenos, en condiciones de fermeairiaen un medio artificial que
simula un mosto de uva. Mediante andlisis bioinftiioo se propuso que la enzima
mitocondrial Coqlp estaria involucrada en la produc de monoterpenos en una via
metabolica alternativa localizada en la mitocondyize interconecta el catabolismo de

leucina y la via del &cido mevalonico (Figura 1.2).
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Figura 1.2 -.Vias biosintéticas de esteroles y su posibleci@acon la formacion de monoterpenos en
Saccharomyces cerevisiaBICC: via del catabolismo de la leucina que ocwmela mitocondria de
organismos eucariotas pero no ha sido descritagharerevisiaeSe propone que la proteina mitocondrial
Coqlp cumpliria el rol de GPP sintasa explicansiola biosintesis de monoterpenosSecerevisiae.
Tomado de Carrau et al., 2005.

El propésito de este trabajo es demostrar mediang estrategia de ingenieria
metabolica que la sobre-expresion del @&dQ1L que participaria sobre el final de la
via metabdlica propuesta, afecta la produccionsderenoides ers. cerevisiaegn

ausencia de genes o precursores vegetales, onsnaalh mejora del perfil aroméatico
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Capitulo | - Materiales y Métodos

A continuacién se ilustra en la Figura 1.3 la saecigede actividades desarrolladas en
este capitulo.
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Figura 1.3.Esquema de las actividades desarrolladas: 1) madifin de la expresion del g@®Q1 2)

Fermentaciones de las cepas contruidas 3) andéidizss metabolitos producidos, para evaluar sbhaes

-expresion del ge@0OQ1lafecta la produccién de isoprenoides.

Modificacion de la expresion del g&OQ1

[ —
1

2- Fermentaciones de las cepas obtenidas

Andlisis de isoprenoides

w
1

4- Analisis estadistico de los datos

18



Capitulo I. Sobreproduccion de Coqglp

1- Modificacion de la expresion del geltcO01

Cepas
Las cepas utilizadas para la modificacion de laesipn del gerCOQL1 figuran en la

Tabla 1.1. Cabe sefialar que en este estudio satitiaado las cepas Montrachet 522
(M522) y BY4743 como organismos modelo de levadodaustrial y de laboratorio

respectivamente.

Tabla 1.1 -Cepas utilizadas para la modificacion de la expredel gerCOQ1

Cepa Genotipo Referencia

MATa/alpha his3D1/his3D1 leu2DO0 /leu2D0
BY4743 lys2DO/LYS2 MET15/met15D0 ura3DO0 /ura3D0  UCDavis

Saccharomyces
Genome Deletion
33138 mutante homocigota de BY4743 en el Q@91 Project

Para lograr altos rendimientos de plasmido sezatila cepd&. coliDH10B, cuyo
fenotipo es FmcrA A(mrr-hscRMS-mciBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl
araD139A(ara leu) 7697galU galK rpsL nupG A-.

Plasmidos

Los plasmidos utilizados se describen en la Talda 1

Tabla 1.2 -Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmidos Descripcion Referencia
GenCOQ1lexpresado bajo promot&DH1 en plasmido Gin & Clarke,

pHA1-1 |multicopia pADCL 2005
Gin & Clarke,

pADCL |vector multiples copias LEU2, promotADH1 2005
GenCOQ1clonado bajo su propio promotor en plasmido de bgsin & Clarke,

pRSQ1-1 | numero de copias pRS316 2005
Gin & Clarke,

pRS316 |vector bajo numero de copias, URA3 CEN6 2005

Para una etapa posterior de trabajo y con el gbjelé modular la expresiéon del gen
COQ1l1mediante la utilizacién del Toolbox kit (Janke kf 2004) se cuantificaron los
plasmidos que figuran en la Tabla 1.3 y se disefiaebadores largos que figuran en la

Tabla 1.4 que seran utilizados para la sustitud&promotores en el cromosoma.
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Tabla 1.3 Plasmidos cuantificados, para modular la expredeCOQ1

Plasmidos| ng/ul | Promotor Marcador
pyn N18 |20 |TEF (transcription elongation factor) constitut| KanMX4
pyn N14 |49.5 |GPD Constitutivo KanMX4
pyn N1 |23.9 | CUP1-1 Promotor fuerte, Inducible CuSO4 |KanMX4

Tabla 1.4- Cebadores largos, que seran utilizados pamasliscion de promotores en

el cromosoma

Cebador Secuencia 5°-3°

S1 COQ1 TTCTACAACACAAGAAGTGTGCCATTCAGTCCGA
ATTGAGTCAGTGGGACGATGCGTACGCTGCAGGT
CGAC

S4 COQ1 GGCATCTTCGAGTGAAATCAATTTGATGTGATGA
GCAGCGCCAGACCTTTGAAACATCGATGAATTCT
CTGTCG

PYMN14 GPD_Fw* | GACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTG

pYM-N1_CUP1_Fw* | GAAGCAAATAACTCCTTGTCTTG

pYM-N18 TEF_Fw* | TTCGATGACCTCCCATTGAT

* Cebadores para verificar las construcciones oldsnid

Medios de cultivo

YPD: extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosaS&hitiliza para el crecimiento

de las cepas de levaduras. En los medios solidagrega agar 2%.

Medio minimo glicerol: Agar 1.5%, Aminoacidos (Histidina 20 mg/L, Metipai
20mg/L, Triptofano 50 mg/L, Lisina 50 mg/L), Amintdo de seleccién (Leu 100mg/L
o Ura 20mg/L), 1X YNB (Yeast Nitrogen Base, Sign@&)H,).S0O, 0.5 %, Glicerol 3%.
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Medio minimo sin Uracilo (Ura 5 / medio minimo sin Leucina(Leu-): Agar 1.5%,
Aminoacidos (Histidina 20 mg/L, Metionina 20mg/Lriptofano 50 mg/L, Lisina 50
mg/L), Aminoacido de seleccion (Leu 100mg/L / UGny/L), 1X YNB, (NH,)>.SO,
0.5 %, Glucosa 3%.

Transformacion
Para obtener altos rendimientos se transformar®i Iplasmidos (pRSQ1-1, pHA1-1,
pRS316 y pADCL) en células competentesoli DH10B, se purificaron los plasmidos

y a continuacion se transformaron las cepaS.dmrevisiae

Transformacion deS. cerevisiae

Las dos cepas d8. cerevisiagBY4743 y 33138) se transformaron segun protocolo
optimizado de Jason Brickner’'s y Gustavo Pesca’$@blo Aguilar 2005, el cual se

basa en una incubacion con acetato de litio segiedshock térmico.

Protocolo de Transformacién (P.Aguilar 2005)

1. Inocula las cepas en 5 mL de YPD y se incuba ademyra ambiente durante
16 hs.

2. Se diluye el cultivo en 50 mL de YPD para alcanzaa D.O.s00nm =0.05. Se
incuba a 220 r.p.m. y 30°C durante 5-6 hs.

3. Cuando la D.Qgonm del cultivo > 0.4 y <0.5, se recogen las células por
centrifugacion a 3000 r.p.m durante 3 minutos. €seigpenden las células en 1
mL de LIiTE y se transfieren a un tubo Eppendorf.

4. El pellet se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 2, isnresuspenden en 3001X
LITE. Se utilizan 10Q.L células por transformacion.

5. Se agregan 10QL de células en 2 tubos que contienemul5de DNA de
esperma de salmon hervido (10 mg/mL) (se calieoté8p min y se congela, se
descongela a 100°C antes de usar).

6. Se agrega el ADN transformante 0 puL) (0.25uQ)

7. Se agrega 750L PEG LIiTE a cada uno.

8. Se incuba 30 minutos a 30°C
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9. Se agrega 100L de DMSO (dimetilsulfoxido) y se incuba a 42°C aite 10
minutos en un bloque calefactor (Shock térmico).
10.Se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 2 minutos,eseafta el sobrenadante y se
resuspende en 1 mL de YPD.
11.Se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 2 minutos,eseafta el sobrenadante y se
resuspenden las células en 3ROYPD. Se incuba a temperatura ambiente por 1
hora.
12.Se siembran en placa en el medio de seleccionspamdiente (Leu-/Ura-).
Soluciones: 5X LIiTE: 0.5 M LiOAc, 50mM Tris-HCI piA.6 y 5 mM EDTA.
1X LITE: 0.1 M LiOAc, 10 mM Tris-HCI pH 7.6 y 1 mNEDTA.
PEG LiTE: 40% PEGo 1X LIiTE (4 partes 50% PEfGyy 1 parte 5X LiTE).

Las transformaciones de los distintos plasmidosptementan distintas auxotrofias,
por lo cual la seleccion se llevé a cabo en mediomo sin el complemento nutricional

objeto de la seleccion: medio minimo Leu— o medioimo Ura—.

Luego de la transformacion, los transformantesusiigaron reaislando 2 veces a partir
de colonias aisladas en los medios minimos cornegotes.

Las cepas transformadas se ensayaron en un medimenéonteniendo glicerol como

Unica fuente de carbono, a 30°C durante 24-48 hs.
2- Fermentaciones de las cepas obtenidas
2.1. Se realiza una puesta a punto de las condiciones fedmentacion
(microvinificacion), utilizando como referencia ¢g&pa comercial Montrachet
522.
2.2. En una segunda etapa se realizaron estudios @é&ceirde crecimiento, en

condiciones de crecimiento en fase exponenciatmdatacion, para comparar

la produccion de isoprenoides.
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2.2.1. Fermentacion: temperatura controlada de 25°C, gdac&n cada 24hs,
hasta el fin de la fermentacion (condiciones estatths en la puesta a

punto 2.1.).

2.2.2. Crecimiento en fase exponencial: temperatura claataode 25°C, con

agitacion continua, hasta el fin de la fase expoiaén

Medio Simil Mosto:

Fuentes de Carbonoglucosa 60 g/L y fructuosa 60 g/L

Sales KH,POy 1.14 g/L, MgSQ7H,0 1.23 g/L, CaGl2H,0 0.44 g/L

Acidos: tartrato acido de potasio 2.5 g/L, acido L-mafig/L, acido citrico 0.2
g/L

Microelementos MnCl».4H,0 200 pg/L, ZnChk 135 pg/L, FeCly 30 ug/L,
CuCk 15 ug/L, HsBO3 5 pg/L, Co(NG;),.6H,0O 30 pg/L, NaaM00O,4.2H,0 25
ug/L, KlO3 10 ug/L (se prepara una solucion stock 1000X)

Ergosterol : 12.5mg/L (disuelto en minimo volumen de etanol calignte
Vitaminas: Myo-inositol 100 mg/L, Pyridoxina.HCI 2 mg/L, acidhicotinico 2
mg/L, Pantotenato de Calcio 1 mg/L, Thiamina H& fg/L, PABA-K (acido
paraminobenzoico) 0.2 mg/L, Riboflavina 0.2 mg/ligtiha 0.125 mg/L, acido
Folico 0.2 mg/L (se prepara una solucion stock 00X

Aminoacidos: Ala 5.9 mg/L, Arg 137.3 mg/L, ASN 36.5 mg/L, ASB.2 mg/L,
GIn 48.7 mg/L, Glu 30.8 mg/L, Gly 4.1 mg/L, His 85ng/L, lle 24.1 mg/L,
Lys 61.5 mg/L, Met 20 mg/L, Phe 11.6 mg/L, Ser 4&@/L, Thr 42.2 mg/L,
Trp 12.1 mg/L, Tyr 2.4 mg/L, Val 24.1 mg/L (se paep una solucion stock
100X). Se agrega el aminoécido Ura o Leu (20 mgA.)acuerdo al medio de
seleccion correspondiente (Leu-/Ura-).

(NH4)2HPO,4: 400 mg/L

El medio tiene un contenido total de Nitrdgeno @@ fing/L, YAN (Yeast Assimilable

Nitrogen).
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Condiciones de crecimiento

Las cepas transformadas BY4§43.1, BY4743apcL, 33138para1, 33138apcL
(codificadas como BYpCOQ, BYp, MUTpCOQ y MUTp respreamente) se incuban
en medio minimo sin leucina (Leu-) a 30°C duradtd@ hs.

Las cepas BY4743 (BY) y 33138 (-MUT-, mutante hoigota en el gerCOQJ) se
incuban en medio YPD a 30°C durante 24-48 hs.

Se preparan dos medios simil mosto, sin el agregiedbdeucina en un caso para
mantener la presion de seleccién de los plasmides gtro con Leucina para el
crecimiento de las cepas BY4743 y 33138, el mediajgsta a pH 3.5 y se filtra por
membrana de 0.22m. Se utiliza este mismo medio tanto para los poetilos como
para los ensayos de crecimiento.

A partir de colonias aisladas se inocula en el madtnil mosto correspondiente y se
incuba a 25°C con agitacion de 100 r.p.m. durattespre-inéculo).

A partir de los pre-inéculos correspondientes santifica el nUmero de células en
camara de Neubalter y se inocula para los diferemssyos de manera de obtener una
concentracion inicial de 1 x 1@el/mL. Se utilizan Erlenmeyers de 250 mL con la
mitad de volumen de medio y tapones de algodon.

En la puesta a punto se realizaron ensayos enniglgrs de 500 mL con la mitad de
volumen de medio y tapones de algoddn, luego seléesc la mitad de volumen
estableciéndose como protocolo.

Se realizan estudios de cinética de crecimienfagsiguientes condiciones:

» Fermentacion: temperatura controlada de 25°C, gitacédn cada 24hs, hasta el
fin de la fermentacion. La fermentacion se considinalizada cuando la
pérdida de peso alcanza un valor constante.

= Crecimiento en fase exponencial: temperatura claataode 25°C, con agitacion
continua, hasta el fin de la fase exponencial.

Al finalizar los ensayos las muestras se filtrapgm membrana de 0.4om a frascos
ambar autoclavados y se agregd metabisulfito desftSe guardaron en heladera para
el posterior analisis de aromas.

Estos ensayos se realizaron en paralelo y porchdai
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Seguimiento de la fermentacion/crecimiento en fasxponencial

El seguimiento de la fermentacidn-crecimiento esefa&xponencial, consistié en
registrar las pérdidas de peso de las muestras 2adwras, la determinacion de la
densidad Optica a 600nm (De@dnn), Seguimiento de la poblacion celular y porcentaje
de muerte celular.

La determinacion de la densidad Optica se realiegdiamte espectrometria midiendo la
absorbancia de cada muestra a una longitud dedm@@0nm (D.Qgonn)-

Los recuentos de células totales se realizararario la camara de NeubaUer.

El recuento de células muertas se realiz0 mediantécnica de tincion de Azul de

metileno con la camara de Neubader.

3- Analisis de isoprenoides

La evaluacion de los isoprenoides obtenidos se&zéealediante el sistema de deteccion
por Cromatografia Gaseosa acoplado a Espectromd&iaMasas (GC-MS) de
monitoreo de iones simples (SIM).
3.1Primero se realiz6 una puesta a punto de la meigidohnalitica para el analisis
de isoprenoides. La misma incluye las puesta aopdatlas condiciones de
extraccién, concentracion y de las medidas de ésmides en GC/MS
modalidad SIM, estableciéndose de esta maneraotiocpto de trabajo.
Para la puesta a punto se trabajo con mezclastéledases de isoprenoides a
distintas concentraciones por duplicado en mednd 8ino.
3.2 Determinacion de los isoprenoides obtenidos enelmsayos de cinética de

crecimiento en fase exponencial y fermentacion)(2.2
Medio simil Vino: Solucién etanol —agua (12:88 v/v), 3.5 g/L dedadartéarico, 2.5

g/L acido malico, 60 mg/L metabisultifo de potas@e ajusta a pH 3.2 con NaOH.
(Schneider 2001).
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3.1 Puesta a punto de metodologia analitica para &halisis de isoprenoides

3.1.1 Extraccion y concentracion de isoprenoides

Como primera etapa para la extraccion de compuestasles, se compararon distintas
técnicas de extraccién en fase sdlida utilizadasUomnente en vinos (Boidet al.,
2002).

Se utilizo la técnica de extraccion en columna oesina Amberlite XAD-2 (base
poliestirénica) y extraccion en cartuchos que emr&n una resina de tipo copolimero de
estireno-divinilbenceno ISOLUTE_ENV+ 1g (Internai@d Sorbent Technology).

Se ensayaron diferentes métodos de concentracidnladanuestra, mediante

rotaevaporacion y columnas Vigreaux.

Extraccion de isoprenoides

- Las resinas tipo Amberlite XAD-2, se empacan en aolamna preparativa. El
acondicionamiento de la columna se realiza eluyenhd®sivamente metanol,
éter etilico, agua. Luego se eluye la muestra jah&standar interno, utilizando
agua (en una relacion 1 muestra: 2 agua) y los gestps libres se eluyen
mediante una mezcla de pentano-diclorometano (apmjty se almacena dicha
fraccion en el freezer. A las 24 hs la muestra eémada en el freezer se
trasvasa y se seca con,N@y, se filtra a través de lana de vidrio y se pro@de

la concentracion de la misma.

- La extraccion en cartuchos ISOLUTE _ENV+ 1g, (Ingional Sorbent
Technology) copolimero de estireno-divinilbenceh@ columna se activa
eluyendo primero 15 mL metanol y luego 20 miOHSe adiciona el estandar
interno junto a la muestra y se eluye utilizanda telacion 1:2 en agua. Se lava
la columna con 20 mL de agua y posteriormentelsgerllos compuestos libres
con 30 mL CHCI, y se almacena dicha fraccion en el freezer. Lanocoh se
lava con 45 mL de metanol y se deja pronta parauawo analisis. A las 24 hs
la muestra almacenada en el freezer se trasvasagca con N&O,, se filtra a
través de lana de vidrio y se procede a la coraendtr de la misma.
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Concentracion de la muestra

La concentracion de la muestra se realiza en dapa®t la primera mediante

rotaevaporacion o utilizando columnas Vigreux demo tamafio, en ambos casos se
utiliza un bafio termostatizado a 40°C y se conadmista un volumen de 3mL aprox.

para las columnas o 5mL aprox. para la rotaevajiorac

La segunda etapa de concentracion se realiza pedvanalisis cromatografico, se

concentran las muestras mediante corriente degeitigda un volumen de 0.1 mL.

3.1.2 Determinacién de isoprenoides

La evaluacién de los isoprenoides obtenidos sé&zéerailediante GC-MS de monitoreo
de iones simples (SIM). En la puesta a punto sabkstieron las condiciones
experimentales.

Se utiliz6 un cromatégrafo de gases Shimadzu G@ebplado a un espectrometro de
masa Shimadzu QP 5050.

Las condiciones experimentales utilizadas fueraslu@na: columna capilar de silica
fundida con fase estacionaria de polietilenglicolumna DB-Wax (30m x 0.25 mm x
0.25um), Gas carrier: He (0.9 mL/min). Programa de Taw@pea: 40°C x 8 min,
Rampa: 3°C/min, 180°C x 0 min, Rampa: 5°C / mirQ°Z2x 5 min, Rampa: 20°C/min,
240°C x 20 min. Inyector: modo splitless, Volumesn idyeccion: 1ul. Temperatura
del inyector: 250 °C Temperatura interface: 2504dgo de adquisicion de masa, 35-
350 uma.

Los estandares de trabajo se procesaron en GC/Mi$ite I6nica total (TIC), en
donde se verificé su identidad comparando los pafgale fragmentacién obtenidos,
con los encontrados en la biblioteca del equippgetsos comerciales —Wiley, Adams,
2007- y propios). Estos patrones son Unicos pafta campuesto.

La identificacién de los distintos isoprenoidesrsaliz6 mediante modalidad SIM a
partir de la comparacion, de los tiempos de refengilos patrones de fragmentacion,
de la muestra con los estandares, los cuales s deisresponder. Algunas de las

muestras también se procesaron en GC/MS (TIC).
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Para el analisis cualitativo, se utilizaron fragtosrionicos /2 especificos para cada

componente que se detallan a continuacion en laTab.

Tabla 1.5 - Fragmentos idnicos m/z correspondiemtes estandares utilizados

fragmentos
Estandar o

iGnicos (M/z)
Linalol 71,93
Alfa terpineol | 59, 93
Citronelol 69,93
Nerol 69,93
Geraniol 69,93

cis-nerolidol 69,93
trans-nerolidol| 69,93
2-octanol 45,55,69

Durante la puesta a punto se probaron distint@gmeéates internos como heptanol, 1-
octanol, 4-hidroxi-4metil-2-pentanona, 2-butanolmaétil-2-pentanol, 1,8-cineol y 2-

octanol.

Selectividad y Especificidad

Se determina la selectividad y especificidad detione realizando corridas de mezcla
de estandares de referencia, del blanco y de latraufermentada.

La mezcla de estandares de referencia se refiele mezcla de estandares de
isoprenoides en el medio simil vino.

El blanco (matriz) se define como el medio similstog sin el agregado de ninguna
levadura, sometido a las mismas condiciones deyenSa& procesa de igual forma que
las muestras

Se evaluo:

- Selectividad Tiempo de retencion (Tr) de sustancias presentéssdmiancos (matriz)

y en las mezclas de estandares que potencialmeedaip interferir en el analisis.

- EspecificidadTiempos de retencion de los isoprenoides.
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La cuantificacion de los isoprenoides se realizodiarge curvas de calibracion,
utilizando el 2-octanol como estandar interno (elgfmento idGnicom/z = 45) y se
utilizaron fragmentos idnicos m/z especificos pada componente, como se detalla en

el Anexo I.

4- Andlisis estadistico de los datos
Se analizaron los resultados obtenidos de la poiglucie isoprenoides en las distintas
condiciones de crecimiento mediante el test egtadisle Wilcoxon (prueba no
paramétrica, de dos muestras relacionadas), wil@ael paquete estadistico de
STATISTICA 7.0.
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Capitulo | - Resultados y Discusion

1- Modificacion de la expresion del getcOQ1

Las transformaciones obtenidas con los distintAsmidos complementan auxotrofias,
por lo cual la seleccién se llevd a cabo en medinimo sin leucina (Leu—) o sin
Uracilo (Ura-).

Los resultados de la transformacion se muestrdasehiguras 1.4 y 1.5 y en la Tabla
1.6.

Se confirmd el crecimiento de las cepas en un mediimo (MM) con glicerol como
Unica fuente de carbono. (Fig. 1.4 y Fig.1.5 Tab&®

e — — -2 3 ﬁ\,_.w gl =R fomiizen: e 3
: sl n ¢ 5 S S PO t= e gt

Figura 1.4 Crecimiento de las levaduras transformadas BY4W4By( 33138 con los plasmidos pHA1-1
(pCOQ1) y su respectivo vector vacio (pPADCL). A)eédeion en medio minimo sin leucina (Leu-). B)
Crecimiento en medio minimo con glicerol (Gly) codmica fuente de carbono y sin leucina (Leu-).
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Figura 1.5 Crecimiento de las levaduras transformadas 33188osoplasmidos pRSQ1-1 (33138
pCOQ1) y su respectivo vector vacio pRS316 (33318pSeleccion en medio minimo sin Uracilo

(Ura-). B) Crecimiento en medio minimo con glicet@ly) como Unica fuente de carbono y sin Uracilo
(Ura-).

Tabla 1.6.Andlisis de logransformantes obtenidos

Crec.

Cepa Promotor Genotipo codigo sglll:g(i:(i)én enC(I;/InM
glicerol

BY4743u1 | ADH1 BY47§2;$3§%§T:10'_81‘ conel gypcoq | Leu- | +
v | pom [PV TS, | |
33138, | ADHI 331?,3?:;12;?3{)0&21?100“ ? MuTpcOQ | Leu- | +
it | soms | SLELISOMOS Oty | e |
BY4743rs01| COQL BY4ZI4:S m;‘g’f&;”;g’ffon BlayprsCOQ | Ura- |+
st com PHE SO oy | s |
33138rsoy | COQL 331;2;?%?%&“286‘1_‘:10” ®MuTpRSCOQ | Ura- |+
st | conn | SIS S s | ua |
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Se confirmo6 que solamente las cepas que expfe@&l son capaces de crecer en el
medio minimo utilizando glicerol como Unica fuerte carbono (Ashby & Edward,
1990). Este resultado confirma que el mutante 33iEB® deletadas las dos copias de
COQL1ly que los plasmidos pHA1-1 y pRSQ1-1 expresarepmas funcionales Coqlp.
En este trabajo se ensayaron las cepas transfosncadael plasmido pHA1-1, en las
que el genCOQ1 esta bajo control del promotor ADH1, de expresfaerte y
constitutiva, que se ha visto producen altos nsrdleCoqglp (Gin & Clarke, 2005).

Si bien se cuenta con las cepas transformadasl qiasenido pRSQ1-1 en las que el
gen COQL1 esta bajo control de su propi