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Resumen

Los altos costos y reservas limitadas del petréleo, asi como los efectos ambientales
de su uso, han repercutido en la investigacion y desarrollo de nuevos biocombustibles
renovables. Los terpenos o isoprenoides son compuestos derivados del isopreno,
producidos mayoritariamente por plantas y utlizados en la produccion de
medicamentos, fragancias, pesticidas, desinfectantes, aditivos de alimentos, etc.
Recientemente se ha considerado su uso como biocombustibles debido a su alto
contenido energético y elevado octanaje. En trabajos previos del grupo se demostré que
cepas industriales de Saccharomyces cerevisiae son capaces de sintetizar
monoterpenos de novo en un medio artificial que simula un mosto de uva y se propuso
la participacion de la proteina Coglp de S. cerevisiae. Hasta el momento no se habia
reportado que S. cerevisiae pudiera sintetizar monoterpenos ya que el precursor de los
mismos no se encuentra disponible en levaduras, a diferencia de lo que sucede en

plantas.

En este trabajo se buscé maximizar la produccion de compuestos con propiedades
biocombustibles (isoprenoides y alcoholes superiores). Para ello, se sobreexpresé el
gen COQ1, clonado en plasmidos, en diferentes contextos genéticos y mediante una
construccién estable en el cromosoma, reemplazando el promotor propio de COQL1 por
promotores fuertes. Variando la concentracion de nitrégeno asimilable en el medio se
ajustaron las mejores condiciones de produccién tanto de isoprenoides como de
alcoholes superiores. Trabajando con la cepa de laboratorio BY4743 en un medio de
cultivo sintético que simula un mosto de uva y en presencia de un plasmido de alto
numero de copias que sobreexpresa el gen COQL1 fue posible obtener altos niveles del
monoterpeno linalol y los sesquiterpenos nerolidol y farnesol. Mediante la
sobreexpresion de COQ1 en el mismo contexto genético pero con una mutacién en la
farnesil pirofosfato sintasa (mutacién K197E en erg20) se lograron niveles alin mayores
de linalol (por encima de 700 pg/L) y una concentracion total de isoprenoides volatiles
mayor a 1.3 mg/L. Aunque la sobreexpresion de COQ1 desde el cromosoma no fue
exitosa ya que Coqlp no se localizé correctamente en la mitocondria, en este trabajo se
demostr6 que es posible modular la produccion de isoprenoides volatiles de S.
cerevisiae en ausencia de genes o precursores vegetales. Se logré6 obtener una
concentracion final de linalol diez veces mayor que la obtenida hasta el momento
mediante la expresion en S. cerevisiae de una linalol sintasa vegetal. Se realizaron
ensayos preliminares de extraccion liquido-liquido que permitiria la extraccién y

concentracion de los isoprenoides en una escala industrial



Capitulo 1

Introduccion




1.1 Biocombustibles de uso automotriz

Los combustibles de arigen fésil cubren hoy en dia, mas del 80% de la demanda
energética a nivel mundial. Sin embargo, debido a su alto nivel de consumo por la
poblacion humana, y su condicion de fuentes de energia no renovables, se estima que
sus reservas llegaran a un estado critico dentro de 45, 60 y 120 afios para el petréleo,
gas natural y carbdn respectivamente. Por otra parte, la combustién de estas fuentes de
energia ha aumentado drasticamente la emision de CO, desde mediados del siglo XVIII
hasta la actualidad contribuyendo a la generacién de grandes problemas medio
ambientales, tales como el dafio a la capa de ozono y el efecto invernadero (Guo et al.
2015). De esta manera, la investigacion e invencion de nuevas tecnologias, que puedan
utilizar recursos renovables, y a su vez resulten amigables con el medio ambiente es

uno de los grandes desafios de la ciencia en la actualidad.

Es en este contexto que surgen los biocombustibles,  refiriéndose este término a
los combustibles para el transporte obtenidos a partir de materias primas de origen
biolégico, también referidas como biomasa. El concepto de la utilizacién de biomasa
como fuente de energia renovable, consiste en la captacion de la energia solar y CO;
del ambiente, los cuales son fijados en la biomasa vegetal, para ser posteriormente
utilizados directamente como energia (combustion), o convertidos a biocombustibles
(Klass 2004). Los biocombustibles son producidos principalmente a partir de cultivos
con alto contenido de azlcares, tales como la cafia de azlcar y maiz, para dar lugar a
la produccion de bioetanol, o alto contenido de aceites para la produccion de biodiesel.
Este tipo de biocombustibles, que proviene de cultivos que también son utilizados en la
industria alimentaria, se conocen como biocombustibles de primera generacion. En la
actualidad, la atencién estd enfocada hacia la bUsqueda de biocombustibles
sustentables, que no interfieran en la industria alimentaria. En esta segunda clasificacion
se encuentran los biocombustibles de segunda generacion (desechos solidos, biomasa
lignocelulésica, desechos de cultivos, etc), los de tercera generacion (produccion de
aceites y biodiesel por algas) y los de cuarta generacion (utilizan aceites vegetales y

biodiesel para la produccién de gasolina)(Gupta et al. 2014).

La produccién de biocombustibles ha aumentado significativamente a lo largo de
estos ultimos diez afios. Hoy en dia, los biocombustibles cubren el 3.4% de la demanda
mundial de combustible para el uso automotriz, siendo los principales productores Brasil,
Estados Unidos y la Union Europea, los cuales cubren su demanda utilizando

biocombustibles en un 21%, 4% y 3% respectivamente (Ho et al. 2014).



1.1.1 Bioetanol

El bioetanol es el biocombustible producido en mayor volumen a nivel mundial y
proviene en un 80% de tecnologias de primera generacién (Dutta et al. 2014). Hoy en
dia existen mas de 650 plantas productoras de bioetanol, las cuales en su conjunto
producen alrededor de 100 billones de litros por afio (Ho et al. 2014). Los principales
productores de bioetanol son EE.UU, Brasil, Europa, China y Canada, a partir de
materias primas tales como: maiz, cafia de azlcar, trigo, remolacha azucarera y
mandioca (Guo et al. 2015).

El bioetanol puede ser producido mediante la fermentacién directa de los azlcares
simples, como en el caso de la sacarosa de la cafia de azlcar; mediante la hidrélisis
enzimatica de azucares mas complejos como el almidén (maiz, boniato, mandioca, etc)
y su posterior fermentacion. También puede ser producido, mediante procesos mas
complejos como es el caso de la biomasa lignocelulésica que requiere de
pretratamientos fisico-quimicos y/o enziméaticos, para liberar las hexosas y pentosas
provenientes de la celulosa y hemicelulosa, dejando los azlcares disponibles para ser

fermentados a etanol (Gupta et al. 2014).

Actualmente, se utilizan mezclas de bioetanol en gasolina, en distintos porcentajes
que van desde 5% hasta el 25% sin provocar alteraciones tanto en el equipamiento
como el funcionamiento del vehiculo (Naik et al. 2010). En el caso de vehiculos de
combustible flexible (en inglés flexible-fuel vehicle-FFV-), se utilizan mezclas de hasta

85% de bioetanol, sin inconvenientes (Bergthorson & Thomson 2015).

El proceso de produccién de etanol, a partir de materias primas azucaradas, es un
proceso simple y ampliamente conocido, ya que la fermentacion alcohdlica ha sido
utilizada en la produccién de bebidas alcohdlicas desde hace centenares de afios. Otra
de las grandes ventajas de la producciéon de etanol, es que existe una gran diversidad
de microorganismos conocidos que lo producen. También es importante destacar, que
el elevado nimero de octano! del etanol, (RON -Research Octane Number- de 109), lo
vuelve muy atractivo ya que en mezclas con gasolina eleva el octanaje de las mismas
(Bergthorson & Thomson 2015). Sin embargo, el etanol como biocombustible tiene
varias desventajas entre las que se destacan, su miscibilidad total con el agua lo que

puede generar problemas en el funcionamiento del vehiculo ademas de dificultar su

1 El octanaje, es una medida relativa de la capacidad de autoignicion de un combustible de
interés, medida en un motor, con respecto a los combustibles de referencia primaria, n-heptano
cuyo RON (Research Octane Number) es cero, y iso-octano cuyo RON es igual a 100
(Bergthorson & Thomson 2015). El grado de autoignicién, disminuye a elevados valores de
RON.



purificacién, es higroscopico, volatil (lo que puede generar problemas de seguridad) y
tiene aproximadamente el 66% del contenido energético de la gasolina (Ho et al. 2014;
Ghim et al. 2010).

1.1.2 Biodiesel

Otro biocombustible que ha acaparado la atencion en lo que refiere a politicas medio
ambientales y energéticas es el biodiesel, alcanzando en 2013 una produccién mundial
mayor a los 23800 millones de litros (Guo et al. 2015). El biodiesel se considera una
fuente de energia renovable no toxica, biodegradable, con pocas emisiones de
materiales particulados y gases de efecto invernadero. EI método convencional de
produccion de biodiesel consiste en la transesterificacion de triglicéridos, generalmente
de origen vegetal, con un alcohol (metanol o etanol) en presencia de un catalizador acido
0 bésico (Abdelmoez & Mustafa 2014).

Los triglicéridos utilizados para la produccion de biodiesel pueden provenir de
fuentes muy diversas tales como grasas animales (cebo vacuno, grasa de cerdo, grasa
de pollo, etc), aceites obtenidos a partir de algas, y sobre todo, a partir de aceites
vegetales. Dentro de las plantas oleaginosas mas utilizadas se encuentran la canola,

ricino, coco, jatrofa, palma, mani, colza, soja y girasol (Guo et al. 2015).

El biodiesel puede ser utilizado en motores diésel con ignicién por compresién, puro
0 en mezclas con diésel de petréleo. Las mezclas méas conocidas a nivel mundial son
B2 (2% de biodiesel y 98% de diésel de petrdleo), B5, el cual se utiliza actualmente en
nuestro pais (http://www.alur.com.uy/) y consta de 5% de biodiesel y 95% de diésel de
petréleo, y B20 (20% de biodiesel y 80% de diésel de petrdleo) (Ho et al. 2014). Dentro
de sus ventajas se puede destacar que tiene un alto punto de inflamabilidad o del inglés
“flash point”? que varia entre los 110-190 °C lo que lo convierte en uno de los
combustibles mas seguros, asi como elevado nimero de cetano?® que varia entre 50-62.
Sin embargo, su valor cal6rico es aproximadamente un 9% menor al diésel de petrdleo
variando su densidad energética principalmente con la materia prima utilizada (Aransiola
et al. 2014; Guo et al. 2015). También, ya que en su mayoria es producido a partir de

materias primas que también son utilizadas en la industria alimenticia (combustibles de

2 Flash point o punto de inflamabilidad se define como la temperatura minima de un liquido a la
cual su presion de vapor es lo suficientemente elevada como para producir una mezcla
inflamable con aire.

3 El nmero de cetano, es una propiedad de los combustibles para motores diésel, que mide la
propension a la ignicion del combustible pulverizado en un motor estandar de prueba. Altos
valores de cetano indican que el combustible se encendera con mayor rapidez (Bergthorson &
Thomson 2015).



primera generaciéon) tiene como desventaja su competencia con el consumo de

alimentos (Aransiola et al. 2014).

1.1.3 Biocombustibles emergentes

Biobutanol
El butanol, asi como otros alcoholes superiores (propanol, isopropanol, pentanol,
etc), se han vuelto objeto de gran interés en la investigacion de biocombustibles. Esto
se debe a que se ha comprobado que son mejores biocombustibles que la gasolina ya
gue tienen mayor densidad energética, menor volatilidad, y son menos higroscépicos.
Esto permite que el butanol pueda ser utilizado en mezclas en mayor porcentaje que el

etanol, sin generar problemas de corrosion (Xue et al. 2014).

Se puede obtener butanol mediante procesos de fermentacién ABE (Acetona-
Butanol-Etanol). Dentro de los microorganismos mas utilizados para estos procesos se
destacan los del género Clostridia, siendo los mas utilizados: C. acetobutylicum, C.
beijerinckii. Estos microorganismos pueden fermentar distintos azlcares (glucosa,
xilosa, etc), pudiéndose utilizar como sustrato distintas materias primas azucaradas

tales como maiz (almidén), melasas (sacarosa), etc (Guo et al. 2015; Huang et al. 2014).

A pesar de los beneficios que ofrece el butanol como biocombustible, éste cuenta
con la gran desventaja de ser tdéxico para los microorganismos que lo producen,
generandose por lo tanto, en concentraciones no mayores a los 20 g/L de butanol.
También, al estar presente en el medio de fermentacion en tan baja concentracion, se

dificulta y vuelve onerosa su separacion (Ghim et al. 2010; Huang et al. 2014).

Biocombustibles isoprenoides

Los combustibles de origen isoprenoide se presentan como una alternativa atractiva
debido a su gran diversidad estructural que se asemeja a la composicion de los
combustibles de origen fosil. Se conocen mas de 50.000 estructuras isoprenoides
diferentes dentro de los que se destacan como potenciales combustibles: isopreno,
terpineno, pineno, limoneno, sabineno, farnesano, isopentenol, terpineol, geraniol y
farneseol (Ruffing 2013).

Ademas de las propiedades fisicoquimicas similares a las de los combustibles de
origen fésil, los combustibles de origen isoprenoide actuarian disminuyendo la ignicién
prematura y aumentando el nUmero de octano, ya que la presencia de compuestos
ramificados estabiliza a los radicales inducidos por la alta presién. En el caso de los
motores con ignicién por compresion, si bien los compuestos ramificados disminuyen el
namero de cetano, pueden disminuir el punto de congelacion (Peralta-Yahya et al.

2012). Sin embargo, la produccion de biocombustibles isoprenoides se encuentra aun

9



muy limitada, ya que la produccion de estos compuestos por las plantas es muy baja, y

la sintesis quimica es compleja y costosa (Misawa 2011).

Actualmente, la atencion se enfoca a la modificacion de rutas metabdlicas mediante
ingenieria genética en microorganismos heterdlogos tales como E. coliy S. cerevisiae,
para lograr altos niveles de produccion de isoprenoides (Misawa 2011; Peralta-Yahya et
al. 2012).

Biohidrégeno

Otro combustible alternativo prometedor es el hidrogeno. Este puede ser producido
a partir de diferentes materias primas, entre las que se encuentran, combustibles fésiles,
agua y biomasa. Si bien actualmente la mayor parte del hidrégeno es producido a partir
de combustibles fosiles, existe gran interés en la investigacion de la produccion
mediante procesos biolégicos. Existe una variedad de microorganismos con la
capacidad de producir hidrégeno entre los que se destacan las microalgas y
cianobacterias, pudiéndose a su vez utilizar una amplia variedad de sustratos: desechos
de la industria alimenticia con restos de almiddn, desechos de la industria del biodiesel,
materiales lignocelulésicos, desechos organicos de hogares, etc (Singh & Wahid 2015;
Azwar et al. 2014).

El hidr6geno, tiene un alto contenido energético (122 kJ/g), esto es 2.75 veces mas
que los combustibles de origen fésil. También se destaca como ventaja que su principal
producto de combustién es el agua que a su vez puede ser reutilizada para la produccion
de hidrégeno. Sin embargo, los rendimientos de produccion mediante procesos
biolégicos son adn muy bajos y costosos. También, su utilizacién implica una reforma
de toda la infraestructura de distribucién de combustible, asi como otras medidas de
seguridad para su manejo, debido a su alto contenido energético (Singh & Wahid 2015;
Bergthorson & Thomson 2015).

En la tabla 1, se presentan las ventajas y desventajas de los biocombustibles mas

utilizados.
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Tabla 1. Ventajas y desventajas asociadas a algunos biocombustibles.

Biocombustible

Etanol

Biodiesel

Butanol

Isoprenoides

Ventajas

Facil produccion

Altos niveles de produccion
Procesos conocidos

Se produce actualmente a nivel
industrial

Utiliza desechos de aceite vegetal
Alto contenido energético
Produce glicerol

Se produce actualmente a nivel
industrial

Facil produccién

Alto contenido energético
Procesos conocidos

Baja miscibilidad con el agua
No necesita modificacion en los
motores

Estructura similar a los
combustibles de origen fosil
Alto contenido energético

Baja miscibilidad con el agua
No necesita modificacién en los
motores

Alto contenido energético
Amigable con el medio ambiente

Desventajas

Es miscible con agua

Es higroscépico

Bajo contenido energético

Muy volatil

Necesita motores modificados
Se utilizan sustancias corrosivas
Biocatalizadores son muy
costosos

Necesita la remocién del
metanol y catalizador

Bajos rendimientos de
produccién

Dificil de purificar

Mayor toxicidad que el etanol
Formacion de subproductos no
deseados

Se obtienen naturalmente en
muy baja concentracion

Dificil extraccion de sus fuentes
naturales

Se necesita mayor informacion
sobre sus procesos de
produccién.

La obtencion mediante procesos
biolégicos tiene bajos
rendimientos

Necesita modificacion de
motores y de la actual
infraestructura de distribucion de
combustible

Hidrégeno Actualmente la mayor parte se
produce a partir de combustibles
de origen fésil
Adaptado de (Ghim et al. 2010)
1.2 Isoprenoides

Los isoprenoides o terpenoides forman el grupo mas grande y diverso tanto
estructuralmente como funcionalmente de compuestos producidos por sistemas
bioldgicos, ya que estan involucrados en la sintesis de los esteroles de las membranas
plasméaticas eucariotas y carotenoides de algunas bacterias. Tienen roles de gran
importancia en diferentes rutas metabdlicas tales como la fotosintesis (carotenoides,
del

metabolismo (esteroles), regulacion del crecimiento y desarrollo (acido giberelinico,

clorofilas, plastoquinona), respiraciéon (ubiquinona), regulacion hormonal

acido abscicio, citoquininas, etc), defensa contra el ataque de patdgenos, transduccién

intracelular de sefiales, integridad y fluidez de la mebrana plasmatica (esteroles,

dolicoles, carotenoides), etc (Tippmann et al. 2013; Maury et al. 2005).

11



Si bien los isoprenoides de cadena larga estan involucrados en roles muy
importantes en todos los seres vivos tales como el crecimiento y desarrollo, son aquellos
de bajo peso molecular (mono y sesquiterpenos), producidos por plantas y algunos
microorganismos, los de mayor interés para los fines de este trabajo. La mayoria de
éstos son moléculas lipofilicas con elevada presion de vapor a temperatura ambiente,
lo que resulta una propiedad atractiva para su uso como biocombustibles. La baja
presion de vapor en un combustible retarda la ignicién y genera problemas en la
combustién (Loreto et al. 2014; Freitas et al. 2012).

Los isoprenoides pueden ser utilizados en una amplia gama de productos
comerciales que abarcan desde articulos farmacéuticos, cosméticos, alimenticios hasta

combustibles, lo que les brinda una gran importancia social y comercial.

1.2.1 Clasificacién de isoprenoides

Los isoprenoides derivan su nombre de su precursor universal, la molécula de
isopreno (2-metil-1,3-butadieno) y pueden ser clasificados desde el punto de vista
estructural, segun el numero de moléculas de isopreno que componen el esqueleto
carbonado. Las moléculas de isopreno metabdlicamente activas se conocen como
isopentenil pirofosfato (IPP) o su isémero dimetilalilpirofosfato (DMAPP). En la tabla 2,
se presenta dicha clasificacion, con ejemplos de algunos isoprenoides comunes y sus
funciones (Closa Calvo 2008; Barquet 2012).
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Tabla 2. Clasificacion estructural de isoprenoides y sus funciones.

Isoprenoides

Hemiterpenos

Monoterpenos

Sesquiterpenos

Diterpenos

Triterpenos

Tetraterpenos

Politerpenos

Moléculas de
IPP

>8

1.2.2 Uso de los isoprenoides

Ejemplos

2-metil-1,3-butadieno

Mentol, geraniol,
limoneno, pineno,
citronelol, etc.

Farnesol, nerolidol,
artemisina

Fitol (forma parte de
la clorofila)
Vitaminas A, Ey K
Paclitaxel (Taxol)
Giberelinas

Esteroles
Brassinoesteroies

Xantofilas
Carotenos
Licopeno

Ac. abscisico
Cadena lateral de
ubiquinona y
plastoquinona
Dolicoles

Funciones

Precursor de
isoprenoides. Es liberado
por las hojas de los
alamos

Se encuentran en los
aceites esenciales.
Tienen actividad
antimicrobiana y atraen
polinizadores.

Se utilizan en la industria
de aromas.

Muchos se encuentran
en los aceites
esenciales.

Pueden tener actividad
antimicrobiana y
repelente de herbivoros.

Funciones estructurales
y hormonales.
Importantes en la
industria farmacéutica.

Estructura y fluidez de la
membrana plasmatica
Reguladores del
desarrollo

Fitohormonas
Pigmentos vegetales
Fitohormonas
Importantes en la
industria farmacéutica.

Transporte electrénico
Glicosilacion de
proteinas

Los isoprenoides, debido a su gran diversidad estructural, resultan de gran

importancia tanto en la medicina como en la industria alimenticia. En el primer caso, se

destaca el rol antioxidante de los carotenoides asi como la abundancia de drogas con

estructura isoprenoide utilizadas para tratamientos de diversas enfermedades. En la

industria alimenticia se destaca su rol como saborizantes y aromas (limoneno, mentol,

etc), asi como también colorantes para alimentos (carotenoides) (Maury et al. 2005).

Isoprenoides de importancia farmacéutica

Varios isoprenoides han resultado de gran importancia para la salud humana, siendo

los casos mas conocidos el de la Artemisina (droga para el tratamiento de la malaria) y

el del Taxol (droga para el tratamiento del cancer).
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La Artemisina, una lactona sesquiterpénica, fue aislada en 1972 a partir de plantas
de ajenjo dulce (Artemisia annua). En la actualidad, el tratamiento recomendado por la
OMS (Organizacion Munial de la Salud) se basa en terapias combinadas basadas en la
artemisina. Este tratamiento, si bien resulta el mas efectivo contra el Plasmodium sp.,
resistente a la cloroquina, es también el mas costoso, ya que en las plantas sélo se
producen bajas cantidades. La familia de las Artemisinas esta también siendo estudiada
en busca de compuestos con propiedades anticancerigenas, repelente de insectos,
herbicida, etc. Se han desarrollado mejoramientos genéticos de A. annua, siendo el mas
popular el A3, que es actualmente cultivado en el centro y este de Africa (Odundo et al.
2013; Abdin & Alam 2015; Keasling 2010).

El Paclitaxel, conocido por su nombre comercial Taxol, es un diterpeno extraido del
arbol de tejo o Taxus brevifolia. Actualmente se usa en tratamientos quimioterapéuticos
contra el cancer, teniendo elevada efectividad en el tratamiento de cancer de ovario, de
mama, de pulmén y melanomas. Actualmente, el Taxol se obtiene por sintesis
semisintética a partir de 10-desacetilbaccatina, extraida del arbol de tejo (Gokul Raj et
al. 2015; Keasling 2010).

Isoprenoides en los alimentos

En lo que refiere a su rol en la industria alimenticia, uno de los mas conocidos es el
de los aromas en los vinos. Este proviene tanto de los compuestos vegetales, como de
aquellos producidos por la levadura en el proceso de fermentacion. El caracteristico
aroma del vino esta determinado por mas de 1300 compuestos volatiles dentro de los
gue se encuentran alcoholes, ésteres, &cidos, aldehidos, isoprenoides, lactonas y

cetonas en distintas concentraciones (Farifia et al. 2015).

Dentro del grupo de los isoprenoides, los monoterpenos son de gran importancia
para el aroma de un vino. Estos, varian en composicion y concentracién dependiendo
de la variedad utilizada de Vitis vinifera. A su vez, los monoterpenos pueden estar libres
o glicosilados (sin aroma). Las levaduras, con excepcion de algunas pocas especies, no
resultan buenas productoras de monoterpenos. Por lo tanto, se llevan a cabo
actualmente numerosas investigaciones con el objetivo de construir levaduras
modificadas con la capacidad de producir monoterpenos (Cordente et al. 2012; Carrau
et al. 2005). También son importantes para la industria de fragancias y como aromas

de alimentos, dulces y bebidas.

1.2.3 Biosintesis de isoprenoides
La biosintesis de los terpenoides, comenz6 a ser dilucidada a partir de la década de

los 50 y 60 mediante la utilizacion de mutantes en enzimas claves, asi como también
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mediante aproximaciones bioquimicas clasicas y ya luego mas tarde a fines de los 90,
mediante el seguimiento de los precursores marcados con C*3(Rodriguez Villalén 2010;
Moise et al. 2014).

Los precursores biosintéticos de los isoprenoides, IPP y/o DMAPP, son producidos
en todos los organismos, con la Unica excepcién de aquellos organismos intracelulares
obligados, como es el caso de las bacterias del género Rickettsia y micoplasmas (Moise
et al. 2014).

La biosintesis de isoprenoides se puede dividir en tres etapas: 1) sintesis de los
precursores estructurales IPP o DMAPP, éstos pueden ser sintetizados mediante dos
rutas biosintéticas diferentes, la ruta del &cido mevalénico (MVA), o la ruta del eritritol
fosfato (MEP); 2) sintesis de geraniol pirofosfato (GPP), farnesil pirofosfato (FPP) y
geranilgeraniol pirofosfato (GGPP), precursores de monoterpenos, sesquiterpenos y
diterpenos respectivamente; 3) por Ultimo, se encuentran todas las reacciones de
ciclacion, isomerizacion, hidroxilacion, metilacién, etc., que dan lugar a la amplia

variedad de compuestos isoprenoides existentes en la naturaleza (Closa Calvo 2008).

Ruta del Acido Mevaldnico (MVA)
La ruta MVA, fue la primera en ser estudiada, y durante mucho tiempo se penso que

era la Unica ruta involucrada en la sintesis de isoprenoides. Esta ruta esta presente en
el citoplasma de todas las células animales, hongos y arqueobacterias (Moise et al.
2014).

La ruta MVA genera IPP y DMAPP, a partir de acetil-CoA, mediante 7 reacciones
enzimaticas. El primer paso de la ruta es la condensacién de dos moléculas de acetil-
CoA mediante la acetil-CoA acetiltransferasa (AACT), para dar lugar a la formacion de
acetoacetil-CoA. La AACT en levaduras, codificada por ERG10, tiene dos isoformas con
diferente localizacion subcelular (citosol y mitocondria). La reaccion siguiente, catalizada
por la HMG-CoA sintasa (HMGS), producto del gen ERG13, da lugar a la formacién de
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). La reaccion limitante de la ruta es la reduccion
de HMG-CoA mediante la utilizacion de dos equivalentes de NADPH, llevada a cabo por
la HMG-CoA reductasa (HMGR), dando como producto acido mevalénico (MVA). En S.
cerevisiae, a diferencia de los humanos, existen dos copias del gen que codifica para la
HMGR, HMG1 y HMG2, aunque el producto del gen HMGL1 seria el responsable de la
mayor parte de la actividad enzimética en cepas salvajes. La disrupcion de cualquiera
de estos dos genes, da lugar a un mutante inviable. EI MVA sufre luego reacciones de
fosforilacion y descarboxilacion para dar lugar a la formacion de IPP. Estas reacciones

son llevadas a cabo por la mevalonato quinasa (MVK), fosfomevalonato quinasa (PMK)
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y mevalonato difosfato descarboxilasa (MPD), productos de los genes ERG12, ERG8 y
ERG19. El IPP puede ser convertido a DMAPP, por la accion de dos enzimas
IPP:DMAPP isomerasas (W. Chang et al. 2013; Maury et al. 2005; Tippmann et al.

2013). Ver esquema de rutas biosintéticas en figura 1.

Ruta del Metil Eritritol Fosfato (MEP)
La ruta del MEP se encuentra presente en los plastidos de plantas y algas verdes,

la mayoria de las eubacterias y algunos protozoarios endoparasitos. Las plantas y
algunas bacterias (Streptomyces) pueden utilizar tanto la via MEP como la MVA (Moise
et al. 2014; W. Chang et al. 2013).

Mediante la ruta MEP se producen IPP y DMAPP en ocho reacciones a partir de
piruvato y gliceralehido-3-fosfato (G3P). La condensacion de estas dos moléculas es
catalizada por la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS), dependiente de timina,
para dar lugar al producto desoxixilulosa-5-fosfato (DXP). Esta enzima es la limitante de
la ruta de MEP, y existen en plantas dos 0 mas genes que la codifican. En un segundo
paso el DXP sufre una isomerizacion reductiva a 2-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP), por
la enzima DXP-reducto isomerasa (IspC). Posteriormente el MEP es convertido al
precursor activo 4-citidina 5’-difosfato-2-metileritritol (CDP-ME), paso catalizado por la
CDP-ME transferasa (IspD). Seguidamente el CDP-ME es fosforilado a 4-citidina 5’-
difosfato-2-metileritritol-2-fosfato (CDP-MEP), por la CDP-ME quinasa (IspE), siendo
posteriormente ciclado a 2-metileritritol-2,4-ciclodifosfato (ME-cPP), por la ME-cPP
ciclasa (IspF). Los ultimos dos pasos de la ruta son catalizados por dos enzimas que
contienen grupos (4Fe4S) necesarios para ejercer su actividad reductora. Primero, la 4-
hidroxi-3-metil-2-butenil difosfato (HMBPP) sintasa (IspG) lleva a cabo la apertura del
anillo de ME-cPP seguido por una reduccion por deshidratacién, dando lugar a la
formacion de HMBPP. La HMBPP reductasa (IspH) lleva a cabo la reduccion por
deshidratacion de HMBPP, dando como producto una mezcla de IPP y DMAPP, en una
relacién 5:1 (Rodriguez Villalén 2010; W. Chang et al. 2013; Moise et al. 2014). Ver

esquema de rutas biosintéticas en figura 1.
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Figura 1. Rutas metabdlicas de sintesis de IPP y DMAPP, adaptado de Moise et al. 2014.
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Sintesis de isoprenoides de cadena larga

Las moléculas de IPP y DMAPP funcionan como bloques a partir de los cuales se
construyen precursores prenildifosfatos de cadena larga, esta accién es realizada por
prenildifosfato sintasas que catalizan la condensacion secuencial de moléculas de IPP.
Mediante la union de IPP a una molécula de DMAPP se forma el precursor de
monoterpenos geraniol difosfato (GPP, Cio), la condensacion de una segunda molécula
de IPP da lugar a la formacion de farnesil difosfato (FPP, Cis), precursor de
sesquiterpenos, y la adicion de un tercer IPP da lugar a la formacion de geranil geraniol
difosfato (GGPP, Cy), precursor de diterpenos. La union de dos moléculas de FPP da
como producto escualeno, precursor estructural de los triterpenos. La unién de dos
GGPP da lugar a la formacioén de tetraterpenos. Los politerpenos se forman mediante la
condensacion de sucesivas moléculas de IPP sobre FPP. Las prenildifosfato sintasas
son selectivas para el largo de la cadena y estereoquimica de sus sustratos. En cambio,
las ciclasas de terpenos (encargadas de ciclar el GPP para producir monoterpenos, FPP
para producir sesquiterpenos y GGPP para producir diterpenos) pueden utilizar distintos
sustratos, e incluso algunas pueden producir numerosos productos a partir de un anico
sustrato (Closa Calvo 2008; Keasling 2010). En la figura 2 se muestra un esquema

simplificado, de estas reacciones.

T e e P i i S e P S e e e e |
i IPP:DMAPP -
:)\/\ cl) Q isomerasas /K/\ (? 9 !
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Figura 2. Esquema de la sintesis de isoprenoies de cadena larga a partir de IPP y DMAPP,
adaptado de Keasling 2010.

18



Rutas alternativas para la sintesis de IPP y DMAPP

A partir del analisis de secuencias de genomas de arqueobacterias se observo, que
muchas de estas especies carecen de algunas de las enzimas de la ruta del &cido
mevalonico, sobre todo, de las ultimas (PMK y MPD). En el trabajo de Grochowski et al.
2006 en el que se identificd, a partir de Methanocaldococcus jannaschii, una enzima
capaz de fosforilar al isopentenil monofosfato (IP) para convertirlo en IPP, se propuso
la existencia de una ruta alternativa. En esta ruta alternativa, el 5’-fosfomevalonato
(MVP) seria descarboxilado por una enzima PMVD (MVP descarboxilasa) para ser luego
fosforilado a IPP por la isopentenil fosfato quinasa (IPK). Si bien la enzima IPK ya ha
sido caracterizada a nivel tanto estructural como bioquimico, la enzima PMVD no ha
sido aun totalmente caracterizada. Sin embargo, segun estudios recientes llevados a
cabo por la tesis doctoral de Vannice 2014, en la cual confirman la existencia de una
fosfomevalonato descarboxilasa hovedosa en Haloferax volcanii, apoyan la hipétesis de
la existencia de esta ruta alternativa (Grochowski et al. 2006; W. Chang et al. 2013;
Pérez-Gil & Rodriguez-Concepcién 2013; Vannice 2014). En la figura 3, se muestra un

esquema simplificado que involucra las vias clasicas y alternativas.

Fue demostrado en el trabajo de Erb et al. 2012 la existencia de una ruta alternativa
a la ruta de MEP. En este trabajo se demostr6, que Rhodospirillum rubrum (una
proteobacteria fotosintética) puede producir DXP a partir de 5-metiltioadenosina (MTA),
un subproducto de la biosintesis de poliaminas que se origina a partir de S-
adenosilmetionina (SAM). EI MTA es cortado y luego fosforilado para producir 5-metiltio-
D-ribosa 1-fosfato (MTR-1P) por la MTA-fosforilasa (Rru_A0361), que luego es
convertido a 5-metiltio-D-ribulosa 1-fosfato (MTRu-1P) por la MTR-1P isomerasa
(Rru_A0360). Posteriormente una novedosa enzima de tipo Rubisco (ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa — RLP-) isomeriza MTRu-1P a 1-metiltio-D-xilulosa 5-
fosfato (MTXP) que es luego convertido a DXP, mediante la pérdida reductiva de
metanetiol por la MTXP metilsulfurilasa. El metanetiol puede ser luego utilizado como
fuente de azufre para la sintesis de metionina (Erb et al. 2012; Pérez-Gil & Rodriguez-
Concepcion 2013; W. Chang et al. 2013).

En la figura 3, se esquematizan dichas rutas alternativas y su aporte a la biosintesis

de isoprenoides.
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Figura 3. Rutas alternativas de sintesis de IPP y DMAPP, adaptado de Pérez-Gil & Rodriguez-
Concepcién, 2013.
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Ruta alternativa en levaduras

En el trabajo realizado por Carrau et al. 2005, en el cual detectaron la presencia de
monoterpenos en niveles del umbral de la percepcién humana, en un medio sintético y
sin precursores vegetales, se propuso la posibilidad de sintesis de monoterpenos de
novo en levaduras mediante la utilizaciéon de una ruta alternativa. Esta ruta alternativa
se interconectaria con una ruta catabdlica de Leucina, desviando unidades de isopreno

de la ruta de sintesis de colesterol, para dar lugar a la formacién de monoterpenos.

La posible interconexién entre la ruta de sintesis de isoprenoides, y una ruta
catabdlica de la leucina, ya fue propuesta por Rodriguez et al. 2004 para Aspergillus
nidulans, en la que, unidades de IPP provenientes de la ruta MVA serian convertidas a
acetil-CoA y acetato mediante la participacion de las enzimas de la ruta catabdlica de la
leucina. La enzima mitocondrial 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC), seria de
especial importancia en la interconexiéon de estas dos rutas, ya que actuaria como pivote
entre las mismas. En el trabajo de Rodriguez et al. 2004 se demostrd, que mutantes
para la enzima MCC en cultivo con acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (precursor de la ruta
MVA) como fuente de carbono acumulan altas concentraciones de acido 3-
hidroxivalérico (3-HIVA). Este Gltimo surge de la hidratacion del intermediario de la ruta
catabdlica de la leucina, 3-metilcrotonil-CoA, lo que afirma la idea propuesta de la
existencia de una interconexion entre dichas rutas, tal como se mencion6 anteriormente.
Segln estos autores, otro posible punto de interconexion de las rutas es a nivel de los
isoprenoides lineales, tal como ha sido descrito para Pseudomonas citronellois y
plantas, donde mediante una serie de reacciones se llega a la formacion de 3-
metilcrotonil-CoA (Rodriguez et al. 2004; Guan et al. 1999).

Si bien aln no ha sido demostrada experimentalmente la ruta catabdlica de la
leucina en Saccharomyces, en el trabajo de Carrau et al. 2005 se observé mediante
analisis de blast que existe gran homologia entre varias proteinas de Saccharomyces y
MCCs conocidas. Por otra parte, también buscaron homologia con geranil difosfato
sintasas (ubicadas habitualmente en plastidos de plantas) productoras de geranil
difosfato, precursor de monoterpenos, encontrando un alto nivel de homologia entre la
GPP sintasa de Arabidopsis con una proteina mitocondrial de levaduras, la hexaprenil
pirofosfato sintasa, Coqlp. La Unica funcion conocida para esta enzima es la catélisis
del primer paso en la biosintesis de ubiquinona (coenzima Q), en levaduras. Debido a
estos hallazgos fue propuesto en el trabajo de Carrau et al. 2005, la existencia de una
posible ruta alternativa que conectaria la ruta MVA citosélica de biosintesis de
isoprenoides con la ruta metabdlica de la leucina en la mitocondria desviando unidades

isoprenoides que podrian ser utilizadas para la biosintesis de monoterpenos. La
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formacion de estos Ultimos estaria favorecida en condiciones de microaerobiosis y altas
concentraciones de nitrégeno asimilable (YAN*) (Carrau et al. 2005). En la figura 4 se

presenta dicha ruta propuesta.

La proteina Coqlp es una hexaprenil pirofosfato sintetasa involucrada en la sintesis
de la ubiguinona o coenzima Q. En levaduras existen 8 genes COQ involucrados en la
sintesis de la ubiquinona. La eliminacion o mutacion de cualquiera de estos genes da
como resultado la pérdida de la capacidad de sintetizar ubiquinona, asi como la pérdida

de la capacidad de crecer en medios con fuentes de carbono no fermentables.

Se ha demostrado, en el trabajo de Gin & Clarke 2005, que Coqlp se encuentra
localizada en la periferia de la membrana mitocondrial interna, de cara a la matriz
mitocondrial. Si bien, la Gnica funcion de Coglp plenamente identificada es la catalisis
del primer paso en la sintesis de ubiquinona, existen pruebas que sugieren un
importante rol en la regulacion del flujo de precursores de las rutas de sintesis de
isoprenoides (Gin & Clarke 2005; Carrau et al. 2005; Huang et al. 2013).

4 YAN, refiere a la concentracion total de nitrégeno presente, que puede ser asimilable por la
levadura, esto incluye: amonio (el cual es consumido preferentemente) y amino acidos libres,
ya que Saccharomyces no tiene la capacidad de hidrolizar proteinas, como las proporcionadas
por la uva en los mostos, adecuadamente (Buglass 2011).
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1.3 Ingenieria de rutas metabdlicas para la produccion de isoprenoides

Debido a la complejidad de la sintesis quimica de los isoprenoides y los bajos
rendimientos en la obtencién de los mismos a partir de sus fuentes naturales, las
plantas, surge el interés en el desarrollo de otras estrategias que permitan obtener altos
niveles de produccién y que resulten a su vez, mas econémicas, tal es el caso de la de
ingenieria metabdlica. La ingenieria de rutas metabdlicas ha tenido un rol muy
importante en el reciente interés por los isoprenoides como combustibles alternativos,
ya que, ha brindado la posibilidad de obtener niveles de produccién préximos a la escala
industrial. Tal es el caso de la empresa Total-Amyris, la cual se encuentra desarrollando
un combustible para aviones utilizando farnesano, producido por S. cerevisiae
modificada genéticamente, llevandose a cabo exitosamente el primer vuelo de prueba

(https:/famyris.com/; Lee et al. 2015).

El objetivo de la ingenieria de rutas metabdlicas es el de modificar los flujos de
compuestos claves en rutas metabdlicas, para lograr aumentar los niveles de produccién
del compuesto de interés. La ingenieria metabdlica abarca, desde técnicas que mejoran
0 aumentan la producciéon de un metabolito propio del organismo, a técnicas que
abarcan la incorporacion de nuevas rutas metabdlicas o enzimas en organismos

heterolégos (Nevoigt 2008).

Existen variadas formas de regular el flujo metabdlico mediante ingenieria genética,

siendo las mas utilizadas (Jones et al. 2015):

1. Modular el numero de copias de ADN, mediante la sobreexpresion del gen
de interés en plasmidos, o mediante integracién en el cromosoma.

2. Modulacién a nivel transcripcional, mediante modificacién del promotor del
gen de interés.

3. Modulacién a nivel de la traducciéon, mediante la modificacion de codones.

Los microorganismos en los que se ha llevado a cabo, por excelencia, el mayor
namero de investigaciones en lo que refiere a modificaciones genéticas para aumentar
los niveles de produccién de isoprenoides, son Escherichia coli y Sacharomyces
cerevisiae. La mayoria de las estrategias consisten en la sobreexpresién de enzimas
gue determinan pasos limitantes en las rutas metabdlicas. Alguno de estos ejemplos
son la expresion heterdloga de las enzimas DXS e IspC de Bacillus subtilis en E. coli,
duplicando la produccion de isoprenoides (Zhao et al. 2011); la expresion heteréloga de

IPP isomerasas también en E. coli (Kajiwara et al. 1997). Otra estrategia es la expresion
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de una ruta metabdlica de isoprenoides no nativa del microorganismo, lo que permite
sobrellevar las limitaciones en la regulacion. Por ejemplo, la expresion de las enzimas
de la ruta mevaldnica de Saccharomyces cerevisiae en E. coli ha permitido alcanzar
mayores niveles de produccion de isoprenoides, que cuando se modifica genéticamente
la ruta MEP nativa (Ruffing 2013).

En cuanto a las estrategias de ingenieria genética en levaduras, gran parte de estas
han estado enfocadas a la expresién de sintasas de terpenos de plantas en levaduras.
En el trabajo de Herrero et al 2008 se alcanzaron niveles que superan el umbral de la
percepcion humana de linalol (77 pg/L), mediante la expresion de una linalol sintasa de
la planta Clarkia breweri. Del mismo modo, en el trabajo de Ignea et al. 2011 se
alcanzaron niveles de produccién de monoterpenos del orden de g/L, mediante la
incorporacién de dos sintasas de terpenos provenientes de Salvia fruticosa o Salvia
pomifera. En cuanto a la produccién de sesquiterpenos, también se ha alcanzado el
orden de g/L de bisaboleno, el cual tiene potencial valor como diésel D2 dadas sus
propiedades fisicoquimicas, mediante la incorporacién de una bisaboleno sintasa de
Abies grandis (Peralta-Yahya et al. 2011). También es posible obtener altos niveles de
monoterpenos, mediante la modificacion de enzimas claves en la ruta mevalonica
enddgena propiamente dicha. En el trabajo de Rico et al. 2010 se logré aumentar seis
veces los niveles de produccién de linalol, mediante la sobreexpresién del gen que
codifica para el sitio catalitico de la isoenzima HMG-CoA reductasa 1, enzima limitante
de la ruta MVA, en cepas de S. cerevisiae que expresan el gen LIS, que codifica para

una linalol sintasa vegetal.

En lo que refiere a la modificacion de enzimas claves en la ruta mevaldnica
enddgena, es de gran importancia para este trabajo de Maestria, el trabajo realizado por
Fischer et al. 2011 en el cual se propone que, al mutar la FPPS de levaduras, parte del
GPP que se forma como intermediario en la sintesis de FPP quedaria disponible para
la formacion de monoterpenos. Las estrategias de ingenieria genética llevadas a cabo

por este grupo, se detallan a continuacion.

Modificacion de la enzima FPPS en levaduras

La enzima FPPS es esencial para la supervivencia en levaduras, y cataliza dos
reacciones consecutivas de condensacién entre IPP y DMAPP para dar lugar a la
formacion de GPP, el cual permanece anclado en el sitio catalitico, hasta la adicion de
otra molécula de IPP para dar lugar a la sintesis de FPP, el cual es liberado del sitio
catalitico. En el trabajo de Fischer et al, 2011, basados en trabajos anteriores (Chambon

et al. 1990; Blanchard & Karst 1993), observaron que la sola modificacién de un
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aminodcido especifico del sitio catalitico lograba disminuir la actividad especifica FPPS.
Dicha modificacion corresponde, a una mutacion puntual en el gen ERG20, que tiene
como resultado el cambio de una lisina en la posicion 197 del sitio catalitico por un acido
glutamico K197->E. El mutante resultante tiene varias propiedades fisiolégicas

destacables, tales como la excrecion de los monoterpenos geraniol y linalol.

Con el objetivo de probar la liberacion de GPP de la FPPS y su posterior conversion
a geraniol, en el trabajo de Fischer et al., 2011 crearon un modelo para la estructura de
la FPPS de levaduras. Este tomé como referencia la estructura cristalografica de la
FPPS aviar, realizando a su vez numerosos alineamientos de secuencia de FPPS vy
GGPPS de una amplia variedad de organismos. Estos alineamientos revelaron la
existencia de dos motivos ricos en asparragina, el primero con motivos DDXXD o
DDXXXXD al que se le llam6 FARM (del inglés: first Asp-rich motif) el cual se une a los
sustratos alilicos DMAPP, GPP o FPP, y estaria vinculado a la funcion de determinar el
largo de la cadena de sus sustratos; el segundo motivo DDXXD llamado SARM (del
inglés: second Asp-rich motif) se une al IPP. Estas dos subunidades se conectarian a
través de un eje formado por dos hélices antiparalelas, formando una cavidad rodeada

a su vez, por 10 estructuras en hélice, figura 5.

Figura 5. Sitio catalitico de FPPS, con las regiones FARM y SARM en amarillo y rosado
respectivamente. Extraido de Fischer et al., 2011.
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Los residuos de Asp estén involucrados en la condensacion de IPP a los sustratos
alilicos, mediante la coordinaciéon de 3 iones Mg?*, en el sitio catalitico. En el modelo
propuesto por Fischer et al., 2011 probaron, que K197 se encuentra en el centro del sitio
catalitico rodeado por los motivos FARM y SARM participando en la coordinacion de los
iones Mg?*. Al ser sustituido el residuo K197 por un acido glutamico se veria afectada la
reaccion de catalisis, ya que el grupo €-amino de la lisina activaria el grupo difosfato
saliente, asi como también estaria involucrada en la estabilizacion de los carbocationes
intermediarios y desprotonacion del C2 de IPP. A su vez, en el modelo de Fischer et al.,
2011 se mostro, que el acido glutdmico provocaria que el bolsillo catalitico sea mas

profundo, ésto disminuiria la actividad FPPS del mutante K197E.

27



Capitulo 2

Objetivos

28



2.1 Objetivo general

Modificar genéticamente a la levadura Saccharomyces cerevisiae para aumentar la
produccion de compuestos de origen isoprenoide con propiedades biocombustibles.

2.2 Objetivos especificos

I.  Determinar los niveles de compuestos isoprenoides obtenidos al sobreexpresar
Coqlp clonado en plasmidos donde el gen COQ1 esta bajo el control de

diferentes promotores.

II.  Determinar los niveles de compuestos isoprenoides obtenidos al sobreexpresar

COQ1 a partir de una construccion estable en el cromosoma de S. cerevisiae.

lll.  Determinar los niveles de compuestos isoprenoides obtenidos al sobreexpresar
Coqglp clonado en plasmidos de alto nimero de copias, bajo el control de un

promotor fuerte, en los distintos contextos genéticos, BY4743, K197K y K197E.

IV.  Determinar los niveles de alcoholes superiores obtenidos al variar el contenido
de YAN para aquellas cepas que hayan tenido mejor rendimiento en la

produccién de isoprenoides.
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3.1 Cepas y plasmidos de Saccharomyces cerevisiae.

3.1.1 Cepas utilizadas y sus genotipos
Las diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo, se

detallan a continuacién en la tabla 3.
Tabla 3. Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas.

Genotipo Referencias
BY4743 Mat a/a; his3A0/ his3A0; leu2A0/ leu2A0;

met15A0/MET15; LYS2/lys2A0; ura3A0/ ura3A0 s
BY4741  Mat a; his3A1, leu240, LYS2, met15A0, ura3A0 UCDavis
BYA742  wpat a; his3A1, leu240, lys2A0, MET15, ura3A0 UCDavis
Saccharomyces
33138 mutante homocigota de BY4743 en el gen COQ1 Genome Deletion
Project
K197K Mat a, his34, leu2A0, ura3-, trp1A63, (Fischer et al.
YJIL167W::kanMX4 [pLB41_K197K] 2011)
K197E Mat a, his3A, leu2A0, ura3-, trplA63, (Fischer et al.
YJL167W::kanMX4 [pLB41_K197E] 2011)
K197G Mat a, his3A, leu2A0, ura3-, trp1A63, (Fischer et al.
YJIL167W::kanMX4 [pLB41_K197G] 2011)

Las cepas K197K, K197E y K197G son cepas construidas a partir de BY4743 en el
trabajo de Fischer et al. 2011. En el mencionado trabajo, se construyeron las cepas
haploides K197K, K197E y K197G con genotipos Mat a, his34, leu2A0, ura3-, trp1A63,
YJL167W:kanMX4 [pLB41 K197K] o [pLB41 K197E] o [pLB41_K197G] , las cuales
tienen “deletado” el gen ERG20 en su genoma pero acarrean en el plasmido pLB41 el
ORF de FPPS con una mutacion puntual en K197 por una E, en el caso de K197E, una

G en el caso de K197G, o la sustitucién de K197 por otra K en la cepa control K197K.

3.1.2 Plasmidos utilizados
Los plasmidos utilizados para la sobreexpresion de COQ1 en las diferentes cepas

utilizadas en este trabajo se detallan en la tabla 4.
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Tabla 4. Plasmidos con el gen COQL1 clonado bajo el control de diferentes promotores.

pADCL

pHA1-1

pRS316

PRSQ1-1

Caracteristicas Referencias

Tamafio: aproximadamente 8 Kb
Vector multi-copia

Promotor de expresién constitutivo: ADH1 (Gin & Clarke
Marcadores: LEU2, ampR 2005; Spain et al.
Replicon: 2 micrones 1995)

MCS: Hindlll...Sfil

Tag (HA), hemaglutinina del virus de influenza

Vector pADCL, con el gen COQ1 expresado bajo (Gin & Clarke
control del promotor ADH1. 2005)
Deriva de pBLUESCRIPT y pBLUESCRIBE

Tamafo: aproximadamente 3 Kb

Marcadores: URA3, ampR

Plasmido replicativo mitotico: cassete CEN/ARS de
518 pb (Secuencia centromérica de levauras y
secuencia de replicacion autbnoma, respectivamente)
Vector pRS316, con el gen COQ1 expresado bajo (Gin & Clarke
control de su promotor propio. 2005)

(Sikorski & Hieter
1989; Gin &
Clarke 2005)

En la tabla 5, se detallan los plasmidos del Toolbox kit (Janke et al. 2004), utilizados

para la modificacion en el cromosoma de S. cerevisiae.

Tabla 5. Plasmidos utilizados para la modificacion en el cromosoma (Janke et al. 2004).

pYM-N1

pYM-N14

pYM-N18

Caracteristicas Referencias

Tamafo: 4424 pb

Marcadores: KanMX, ampR Euroscarf (Anexo 1)
Promotor: CUP1-1

Tamafo: 4621 pb

Marcadores: KanMX, ampR Euroscarf (Anexo 1)
Promotor: GPD

Tamafo: 4375 pb

Marcadores: KanMX, ampR Euroscarf (Anexo 1)
Promotor: TEF

3.1.3 Cepas construidas

En la tabla 6, se presentan las cepas construidas en el desarrollo de este trabajo ya

sea mediante la transformacién con los distintos plasmidos de la tabla 4, o0 modificadas

en el cromosoma.
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Tabla 6. Cepas de Saccharomyces cerevisiae modificadas.

Descripcion
BYPADCL(*)  By4743 transformada con el plasmido pADCL
BYPHAL-1 (*)  BY4743 transformada con el plasmido pHA1-1|
BYPRS316 (*)  BY4743 transformada con el plasmido pRS316
BYPRSQ1-1 (*)  BY4743 transformada con el plasmido pRSQ1-1
KKpADCL K197K transformada con el plasmido pADCL
KKpHA1L-1 K197K transformada con el plasmido pHA1-1
KEpADCL K197E transformada con el plasmido pADCL
KEpHAL-1 K197E transformada con el plasmido pHA1-1

33138pHA1-1 33131 transformada con el plasmido pHA1-1|

BY4743 con cambio del promotor propio de COQ1
BY_CUP1-1 por el promotor fuerte, inducible por Cu?*, en las dos
copias del cromosoma.
BY4743 con cambio del promotor propio de COQ1
BY_GPD por el promotor constitutivo GPD, en las dos copias
del cromosoma.
BY4743 con cambio del promotor propio de COQ1
BY_TEF por el promotor constitutivo TEF, en las dos copias
del cromosoma.
(*) Cepas transformadas en el marco de la tesis de maestria de Barquet 2012, del
departamento de Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones Biol6gicas Clemente
Estable.

3.2 Medios de cultivo.

3.2.1 Medios de cultivos generales
YPD
El medio YPD, es un medio rico, que facilita el rapido crecimiento de las levaduras.
El mismo contiene: extracto de levadura (10 g/L), peptona bacteriolégica (20 g/L),
glucosa (20 g/L), agar (20 g/L).

Simil Mosto (YAN 206 ma/L)

El medio simil mosto es un medio sintético que simula el mosto de uva, pero sin la

presencia de precursores vegetales. El mismo consta de: glucosa (60 g/L), fructosa (60
g/L), KH2PO4 (1.14 g/L), MgS0..7H>0 (1.23 g/L), CaCl,.2H,0 (0.44 g/L), tartrato acido
de potasio (2.5 g/L), acido L-malico (3 g/L), acido citrico (0.2 g/L), (NH4):HPO, (400
mg/L), 1 mL cada 100 mL de medio de una solucién stock 100X de vitaminas esterilizada
por filtracién, 1 mL cada 100 mL de medio de una solucién stock 100X de aminoacidos

esterilizada por filtracién, 1 mL cada 1000 mL de medio de una solucién stock 1000X de
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microelementos esterilizada por filtracién y ergosterol (12.5 mg/L) disuelto previamente
en una solucién de 1 volumen de etanol 95% y un volumen de Nonidet, incubandose a

70 °C con agitacion esporadica en un agitador de tubos tipo vortex.

La concentracion final de vitaminas en el medio simil mosto es: myo-inositol (100
mg/L), piridoxina.HCI (2 mg/L), acido nicotinico (2 mg/L), pantotenato de calcio (1 mg/L),
tiamina.HCI (0.5 mg/L), &cido paraaminobenzéico (PABA-K, 0.2 mg/L), riboflavina (0.2
mg/L), biotina (0.125 mg/L) y acido foélico (0.2 mg/L).

La concentracion final de microelementos en el medio simil mosto es: MnCl».4H,0
(200 pg/L), ZnCl, (135 pg/L), FeCl, (30 pg/L), CuCly (15 pg/L), H3sBOs (5 ug/L),
Co(NOs3)2.6H20 (30 pg/L), NazM004.2H,0 (25 pg/L) y KlO3 (10 pg/L).

La concentracién final de aminoacidos en el medio simil mosto es: Ala (5.9 mg/L),
Arg (137.3 mg/L), ASN (36.5 mg/L), ASP (23.1 mg/L), GIn (48.7 mg/L), Glu (30.8 mg/L),
Gly (4.1 mg/L), His (45.8 mg/L), lle (24.1 mg/L), Lys (61.5 mg/L), Met (20 mg/L), Phe
(11.6 mg/L), Ser (48.2 mg/L), Thr (42.2 mg/L), Trp (12.1 mg/L), Tyr (2.4 mg/L) y Val (24.1
mg/L). Para todos los desarrollos de in6culo, asi como para los experimentos del item
4.1, se mantuvo la presion de seleccién, para cada plasmido mediante la omisién del
agregado del aminoacido de seleccion, leucina o uracilo. Se agregaron Leu o Ura (segun
el medio de seleccién correspondiente -Leu/-Ura) o ambos (para el medio con todos los

aminoacidos) en una concentracion final de 20 mg/L.

El medio simil mosto se lleva a pH 3.5 mediante el agregado de NaOH 2M y se

esteriliza posteriormente por filtracion.

Simil Mosto (YAN 75 maq/L)

El medio Simil Mosto con 75 mg/L de YAN, consta de los mismos compuestos que

el medio Simil Mosto con YAN 206 mg/L y en las mismas concentraciones, excepto para
los aminoacidos y (NH.):HPQO, el cual se omite, ya que los requerimientos de nitrégeno
se cubren con la soluciéon aminoacidica. En este caso se utilizé una solucién stock (20
X) de aminoacidos moadificada (con menor concentracion de aminoéacidos, con el
agregado de prolina y sin metionina). La concentracién final de aminoéacidos en el simil
mosto YAN 75 mg/L es: Ala (2.95 mg/L), Arg (68.65 mg/L), ASN (18.25 mg/L), ASP
(11.55 mg/L), GIn (24.35 mg/L), Glu (15.4 mg/L), Gly (2.05 mg/L), lle (12.05 mg/L), Lys
(30.75 mg/L), Phe (5.8 mg/L), Ser (24.1 mg/L), Thr (21.1 mg/L), Trp (6.05 mg/L), Tyr (1.2
mg/L), Val (24.1 mg/L), His (50 mg/L), Ura (25 mg/L) y Pro (30.15 mg/L).
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Medio YNB

El medio estd compuesto por YNB (Yeast Nitrogen Base, Sigma) sin amino&cidos y
sin sulfato de amonio, 1.7 g/L (se prepara una solucion stock 10X y se esteriliza por
filtracion), (NH4)2SO4 (5 g/L), glucosa (10 g/L) y 1 mL cada 100 mL de medio de una
solucién stock de aminoacidos concentrada 100X con los siguientes aminoacidos en
concentraciones finales de: His (50 pg/mL), Leu (50 pg/mL) y Ura (50 ug/mL) (Fischer
et al. 2011). También se utilizé, a modo de estudiar el efecto de éstos aminoacidos en
la produccion de isoprenoides, un medio YNB modificado, el cual contiene los
aminodcidos His, Leu y Ura en las siguientes concentraciones finales: 125, 500 y 150

png/mL respectivamente (Pronk 2002).

3.2.2 Medios de cultivos selectivos

Medio Minimo —Leu/-Ura

El medio minimo se ha utilizado como medio de seleccion de la levadura de interés,
mediante la ausencia del aminoacido de seleccién. El medio contiene: YNB (Yeast
Nitrogen Base, Sigma) sin aminoacidos y sin sulfato de amonio, 1.7 g/L (se prepara una
solucién stock 10Xy se esteriliza por filtracién), (NH4).SO4 (5 g/L), glucosa (30 g/L), agar
(15 g/L), 1 mL cada 100 mL de medio de una solucion stock 100X esterilizada por
filtraciébn conteniendo los aminoacidos histidina, metionina, triptéfano y lisina. La
concentracion final en el medio de éstos aminoacidos fue de: His (20 mg/L), Met (20
mg/L), Trp (50 mg/L) y Lys (50 mg/L). Al medio se le agreg6 leucina o uracilo,
dependiendo de la cepa a seleccionar en concentraciones finales de 100 mg/L y 20 mg/L

respectivamente.

YPD-G418
El medio YPD-G418, consta del medio YPD descripto en el item anterior, con el
agregado de 200 mg/L del antibidtico geneticina (G418). El antibiético es agregado
cuando el medio se encuentra aun en estado liquido, pero a temperatura moderada (que

se pueda tolerar al tacto).

Medio minimo SC con glicerol como Unica fuente de carbono

El medio contiene: YNB (Yeast Nitrogen Base, Sigma) sin aminoacidos y sin sulfato
de amonio, 1.7 g/L (se prepara una solucién stock 10X y se esteriliza por filtracion), 1
mL de un Drop out (10X) de amino acidos cada 10 mL de medio; Glicerol (20 g/L) y agar
(15 g/L).

La concentracion final de amino&cidos del medio por el agregado del Drop out es la
siguiente: Adenina (40 mg/L), His (20 mg/L), Leu (100 mg/L), Met (20 mg/L), Trp (50
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mg/L), Ura (20 mg/L), Lys (50 mg/L), Arg (50 mg/L), Asp (80 mg/L), lle (50 mg/L), Phe
(50 mg/L), Thr (100 mg/L), Tyr (50 mg/L) y Val (140 mg/L).

Medio minimo SC de seleccidon —Lys o —Met-Lys

El medio minimo de seleccién se prepara de la misma forma que el medio minimo
con glicerol como Unica fuente de carbono, excepto que en vez de glicerol, se utilizé
glucosa (20 g/L). También se utiliz6 esta vez un Drop out de amino acidos con todos los
amino acidos anteriores, excepto lisina y metionina. Para la preparacion del medio
minimo —Lys, se agrego metionina 1X, a partir de una solucion madre 40X, previamente

esterilizada por filtracion.

Medio de esporulacién RICH-SPO:

El medio Rich-Spo, es un medio minimo, de baja concentracion de nitrégeno, que
promueve la esporulacién en levaduras. El mismo contiene: extracto de levadura (2.5
g/L), KOAc (15 g/L), glucosa (0.5 g/L) y 1 mL del mismo Drop out (10X) de amino acidos

utilizado anteriormente, cada 10 mL de medio.

3.3 Preparacion de preindculos y sus condiciones de cultivo.

Para cada desarrollo de in6culo se partié de cultivos stock guardados a -80 °C en
glicerol al 20%. Se sembré una ansada de cada cultivo en un medio rico YPD, y se
incubd a 25 °C durante 24 horas. Posteriormente, en el caso de las cepas transformadas
con los diferentes plasmidos, se repic6 una colonia de cada placa de YPD en un medio
minimo sin leucina o sin uracilo, y se incubé a 25 °C durante 48 horas. En el caso de las
cepas modificadas en el cromosoma, estas fueron sembradas en un medio YPD-G418

directamente a partir de los cultivos stock.

Se sembraron colonias aisladas, en matraces de 125 mL con 30 mL de medio Simil
Mosto (-Leu o —Ura en el caso de las cepas transformadas con los pladsmidos y con
todos los aminoéacidos en el caso de las cepas modificadas en el cromosoma) y tapén
de algoddén. Cada preindculo se realiz6 por duplicado, a partir de colonias aisladas
diferentes (duplicado biolégico). Los preindculos se incubaron durante 24 horas a 25 °C
0 a 20°C (unicamente para los ensayos de alcoholes superiores), en un agitador orbital
WIS-30R Daihan a 150 rpm.

Para el desarrollo de in6culo de aquellas cepas utilizadas para los ensayos de

Western Blot, se utilizaron preinéculos de 10 mL en matraces de 50 mL.
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3.4 Ensayos de produccion de los compuestos de interés y sus

condiciones de cultivo.

3.4.1 Ensayos de produccion de isoprenoides

Los ensayos fueron llevados a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 120
mL de medio Simil Mosto con YAN de 206 mg/L y sin el amino&cido de seleccién (Leu
o Ura) para los experimentos presentados en el item 4.1, o con todos los amino&cidos
para los demas casos. Se usaron tapones de algodén y se incubaron los matraces a 25
°C y agitacion orbital de 150 rpm. Los ensayos se iniciaron mediante el agregado de un
volumen adecuado de preinéculo tal que el nimero inicial de células fuese 1x10° cél/mL.
A las 48, 72 y 96 horas se llevo a cabo el procesamiento de duplicados biol6gicos para
cada cepa mediante la eliminacion de las células por centrifugacién durante 10 minutos
a 5000 rpm, en una centrifuga Sorvall RC5. Se guardé el sobrenadante tras el agregado
de 400 pL de una solucion de 15 g/L de metabisulfito de potasio en heladera a 4 °C
hasta la extraccion y analisis de isoprenoides. Se llevé a cabo el control de crecimiento
del cultivo y su viabilidad mediante recuento en cdmara de Neubauer cada 24 horas, y

plagueo en medio YPD respectivamente.

Para el caso de los experimentos realizados con la cepa BY_CUP1-1, cuyos
resultados se presentan en el item 4.2, se llevd a cabo la induccién con cobre a
concentraciones finales de 0 y 100 uM de CuSO.. Para ello se agregé a los matraces
gue serian inducidos con cobre 100 uM, 120 pL de una solucidon stock de CuSO4 100

mM, al comienzo de la fermentacion.

En el caso de los cultivos utilizados para los ensayos de Western Blot, se trabajé

con volimenes mas pequefios de 60 mL de medio en matraces de 125 mL.

En la figura 6, se muestra un esquema general de trabajo, desde la seleccion de las
colonias aisladas para el desarrollo de in6culo, hasta el procesamiento de los duplicados

biolégicos a diferentes tiempos, para la extraccion de los isoprenoides.
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Figura 6. Esquema de trabajo para una cepa dada de las activiades de preindculo y cultivo
en condiciones de produccion de isoprenoides.

3.4.2 Ensayo de produccién de alcoholes
Los ensayos de produccion de alcoholes fueron realizados del mismo modo que en

el item anterior con las siguientes modificaciones:

— Se utilizé para estos experimentos el medio Simil Mosto con YAN 75 mg/L.

— Los matraces se incubaron a 20 °C, sin agitacion.

— En el transcurso de 24 hs de fermentacion, los tapones de algodén fueron
remplazados por véalvulas de Mdller, con acido sulfarico. Este dispositivo,
cumple el rol de retener las gotas de agua evaporadas durante la
fermentacion (Medina et al. 2008).
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— Se sigui6 el avance de la fermentacion mediante la pérdida en peso de
diéxido de carbono. Se considero finalizada la fermentacion al llegar al peso
constante de los matraces. Estas duraron aproximadamente 21-23 dias.

— Las extracciones se realizaron al fin de fermentacién para todos los ensayos,
excepto para el ensayo con la cepa K197E, transformada con los plasmidos
de alto nimero de copias, para la cual también se realizaron extracciones a

mitad de la fermentacion (aproximadamente 11 dias).

3.5 Extraccion y analisis de isoprenoides.

3.5.1 Extraccion de isoprenoides en fase sélida

La extraccion de isoprenoides se realizé mediante el pasaje del cultivo liquido (libre
de células), por columnas de separacion en fase sélida Isolute ENV+® (copolimero
reticulado de poliestireno-divinilbenceno hidroxilado, Biotage, Suecia). Previo a la
extraccion, las columnas fueron acondicionadas mediante el agregado de metanol y
posteriormente agua miliQ. Se agregaron, a modo de estandar interno, 100 uL de una
solucién de octanol de 0.352 mg/mL (Sigma), a 50 mL del cultivo liquido libre de células,
llevandose mediante el agregado de agua miliQ a 100 mL. Esta solucién fue pasada a
través de la columna utilizando un equipo manifold con bomba de vacio. Inmediatamente
después, se lavo la columna mediante el pasaje de agua miliQ, para eliminar azlcares
y demas compuestos hidrosolubles. La elucién de los isoprenoides se llevé a cabo
mediante el pasaje de 30 mL de CH.Cl,. Finalmente, se extrajeron las impurezas

remanentes en la columna, mediante el pasaje de 30 mL de metanol.

Previo al andlisis de los isoprenoides, las muestras fueron concentradas, en una
primera instancia, a un volumen aproximado de 3 mL mediante la utilizacion de
columnas Vigreaux, y posteriormente, mediante el venteado con nitrégeno, la muestra

fue concentrada a un volumen final de aproximadamente 200 pL.

3.5.2 Determinacién y cuantificacion de isoprenoides

El andlisis de los isoprenoides fue realizado por el servicio de cromatografia de
gases del IIBCE, a cargo del Lic. Manuel Minteguiaga y con colaboracién de la Dra.
Laura Farifia, dentro del marco del Proyecto FSE_1 2011 1 6068, titulado: “Ingenieria
metabdlica para la produccion de biocombustibles isoprenoides”. Para esto se utilizo un
equipo de cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS)

Shimadzu GCMS-QP2010 con inyeccion automatica. La columna utilizada fue DB-Wax
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(30m x 0.25mm x 0.25um; J and W Columns-Agilent Technologies, USA), utilizando
helio como gas carrier. Se inyectd 1 uL de muestra, con una relacién de “Split” de 1:25.
La temperatura del inyector, interfaz y fuente de iones fue de 250 °C. El programa de
temperaturas utilizado para el horno fue el siguiente: 40°C (8 min)-3°C/min-180°C (0
min)-5°C/min-220°C (20 min)-20°C/min-230°C (7min). La fuente de iones fue operada a
70 eV. La identificacién de linalol, (E)-nerolidol y (E,E)-farnesol fue llevada a cabo
mediante la comparacién con espectros disponibles en librerias comerciales (NIST,
Wiley), asi como también se inyectaron estandares puros (Sigma-Aldrich) de cada
compuesto como referencia. Los andlisis de GC-MS fueron llevados a cabo en modos
TIC (Total lon Current) para la identificacién de los compuestos y SIM (Single lon

Monitoring) para la cuantificacion de los mismos.

3.6 Extraccion y analisis de alcoholes superiores.

3.6.1 Extraccion de alcoholes superiores

Dado que los alcoholes quedan en la mezcla de fermentacion, es necesario
destilarlos para su posterior analisis. Para ello se miden 50 mL de la muestra, se le
agregan 100 pL del estandar interno 3-pentanol (34.8 mg/L) y se pasan a un bal6n de
100 mL. Se arma el equipo de destilacion con manta eléctrica y se destila hasta recoger
un volumen de destilado de aproximadamente 33 mL. Una vez recogido el volumen
necesario, se enrasa con agua miliQ a 50 mL en matraz aforado. De no ser inyectado

en el momento, las muestras fueron guardadas en freezer a -20 °C.

3.6.1 Determinacion y cuantificacion de alcoholes superiores

El andlisis de los alcoholes superiores fue realizado en el Laboratorio de
Biotecnologia de Aromas en Facultad de Quimica, a cargo de los licenciados Manuel
Minteguiaga y Andrés Barchi, dentro del marco del Proyecto FSE_1 2011 1 6068,
mencionado anteriormente. Para estos andlisis se utilizé un equipo de cromatografia de
gases con detector de ionizacion de la llama o detector FID (Flame lonization Detector;
Shimadzu 14B, Shimadzu Ltda, Japén). Se inyectd 1 uL de muestra manteniéndose la
temperatura del detector e inyector a 200 °C. El programa de temperaturas utilizado
para el horno fue el siguiente: 35 °C (6.5 min.), subiendo 15 °C/min hasta los 60 °C y
luego 2 °C/min hasta los 200 °C (10 min). Para la identificacion de los componentes se
realizo el analisis de la mezcla en el mismo programa de temperaturas anteriormente
descrito en un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS;

Shimadzu QP2010, Shimadzu Ltda, Japdn) comparando los espectros de masa
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experimentales con los presentes en bases de datos comerciales (NIST, Wiley). La

cuantificacion de los componentes se realizé por comparacion de areas con el estdndar

interno inyectado.

3.7 Extraccion liquido-liquido de isoprenoides con dodecano.

A modo de disminuir costos y maximizar la produccién de isoprenoides, se llevé a

cabo una extraccion liquido-liquido con dodecano. Los isoprenoides, tienen mayor

afinidad por la fase organica (dodecano), por lo que se concentran en esta fase

(Newman et al. 2006; Davies et al. 2014). La extraccion consistié en el agregado de una

capa de 10 mL de dodecano, sobre un cultivo liquido de 120 mL de Simil Mosto. Se

extrajeron muestras de 5 mL para analisis, reponiéndose otros 5 mL de dodecano nuevo

alacapa, alos 6,11y 22 dias.

3.8 Protocolo de transformacion de levaduras.

Las levaduras modificadas a lo largo de este trabajo, se transformaron segun el

protocolo de Jason Brickner’s y Gustavo Pesce’s optimizado por P. Aguilar 2005, el cual

se basa en la incubacién con acetato de litio seguido de shock térmico. El mismo consta

de los siguientes pasos:

1.
2.

Partir de 50 mL de cultivo en medio YPD, en fase exponencial.

Una vez alcanzada una densidad 6ptica entre 0.4 y 0.8, centrifugar 3 minutos a
3000 rpm.

Descartar el sobrenadante y resuspender con cuidado las células en 1 mL de 1x
LITE, y transferirlas a tubos eppendorf de 1.5 mL, todo en condiciones de
esterilidad.

Centrifugar 2 min a 3000 rpm, descartar sobrenadante y resuspender el pellet en
un volumen tal, que el volumen final sea de 300 pL.

Poner en 3 tubos eppendorf, 10 uL de ADN de esperma de salmon.

Dividir los 300 uL en los 3 tubos eppendorf que contienen el ADN de esperma
de salmon (100 pL en cada uno).

Agregar 10 pL (0.25 pg) de ADN transformante a cada tubo, excepto al control

negativo, al cual no se le pone ADN.
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Agregar 750 yL de PEGLITE a cada uno.
Incubar en estufa a 30 °C durante 30 min, agitando por inversion a los 15 min.
10. Agregar 100 pL de DMSO a cada uno
11. Centrifugar 2 min a 3000 rpm y descartar el sobrenadante.
12. Resuspender las células en 300 pL de YPD e incubar 1 hora a temperatura
ambiente.

13. Sembrar en placas del medio selectivo correspondiente (Medio minimo —Leu).

Soluciones:
— LITE (5X): 0.5 M de acetato de litio, 50 mM Tris-HCI pH 7.6, 5 mM EDTA.
— LITE (1X): 0.1 M de acetato de litio, 10 mM Tris-HCI pH 7.6, 1 mM EDTA.
— PEGLITE: 40 % PEG2000, 1X LITE (4 partes de PEG2000 al 50% y una parte
de LITE 5x)

3.9 Determinacion del porcentaje de pérdida de plasmido.

Para todos los ensayos en los que no hubo presién de seleccién, se llevé a cabo el
control del porcentaje de pérdida de plasmido mediante el repique de 100 colonias
viables, a un medio minimo sin el correspondiente aminoacido de seleccion y
posteriormente a un medio minimo con todos los aminoacidos. Aquellas que crecieran
en la segunda placa y no en la primera, se consideraron como colonias con pérdida del

plasmido.

3.10 Reemplazo de promotores a nivel de cromosoma.

3.10.1 Cebadores utilizados
Los cebadores utilizados para llevar a cabo el reemplazo del promotor propio de
COQL1 en el cromosoma fueron disefiados en el marco de la maestria (Barquet 2012).

Los mismos se detallan en la tabla 7.

42



Tabla 7. Cebadores utilizados para la modificacion a nivel de cromosoma.

Cebador Secuencia (5°>3’) Funcién

Cebador largo, hibrido,
disefiado para dirigir la
sustitucion en el
cromosoma.

Cebador largo, hibrido,
disefiado para dirigir la
sustitucion en el
cromosoma.
Cebador utilizado para

la verificacion de las
construcciones.(Sikors
ki & Hieter 1989; Gin &
Clarke 2005)

Cebador utilizado para
PYM-N14_GPD_FW  GACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTG la verificacion de las
construcciones.
Cebador utilizado para
la verificacion de las
construcciones.
Cebador utilizado para
Prom_COQ1l_Fw  GCATTTTGTTGGCATCTTCG la verificacién de las

construcciones.
Cebador utilizado para
Prom_COQ1_Rev  cAGGAACATCCGACTTGTCA la verificacion de las
construcciones.
Cebador utilizado para
KanC_Fw TGATTTTGATGACGAGCGTAAT la verificacion de las
construcciones.
Cebador utilizado para
KanB_Rev TGCAGCGAGGAGCCGTAAT la verificacion de las
construcciones.

TTCTACAACACAAGAAGTGTGCCATTC
S1_Fw AGTCCGAATTGAGTCAGTGGGACGAT
GCGTACGCTGCAGGTCGAC

GGCATCTTCGAGTGAAATCAATTTGAT
S4_Rev GTGATGAGCAGCGCCAGACCTTTGAA
ACATCGATGAATTCTCTGTCG

pYM-N1_CUP1_Fw GAAGCAAATAACTCCTTGTCTTG

pYM-N18_TEF Fw TTCGATGACCTCCCATTGAT

3.10.2 Protocolo para el reemplazo del promotor propio de COQ1 a nivel del

cromosoma

Con el proposito de tener una cepa BY4743 modificada en los dos alelos, se optd
por realizar las actividades de modificacién en el cromosoma con las cepas haploides
BY4741 yBY4742, para luego mediante mating obtener la diploide BY4743 modificada.

El cambio del promotor propio de COQ1 en Saccharomyces cerevisiae fue llevado
a cabo segun el protocolo de Toolbox kit (Janke et al. 2004), utilizandose los plasmidos
pYM-N18, pYM-N14 y pYM-N1 (ver Anexo l), de Euroscarf, que contienen los
promotores constitutivos TEF, GPD y el promotor fuerte inducible CUP1-1,
respectivamente. Las herramientas propuestas en el Toolbox kit permiten la introduccién
de secuencias presentes en una coleccién de plasmidos (cambio de promotores, C-
terminal o N-terminal tagging) en cualquier gen seleccionado de S. cerevisiae. La
estrategia para el cambio de promotor consiste en el disefio de oligonucleétidos hibridos

largos para PCR, los cuales marcan directamente el locus cromosomal deseado. Los
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extremos homologos dirigen la integracion hacia el locus deseado y por recombinacién
homologa producen la sustitucién. En S. cerevisiae una region de homologia de unas
50 bases es suficiente para que la recombinacién homol6ga sea exitosa.

Amplificacidon de fragmentos con marcador KAN y promotores especificos

Se levantaron los fragmentos dentro de los cuales se encuentran los promotores
CUP1-1, GPD y TEF de los plasmidos pYM-N1, pYM-N14 y pYM-N18 respectivamente
mediante PCR, en un equipo Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler, utilizandose los
cebadores hibridos S1 y S4, descriptos en la tabla 7. En la figura 7, se muestran las
regiones que hibridan en el cromosoma y las que hibridan en el plasmido. Los
plasmidos, también permiten la incorporacién del marcador de seleccion KAN-MX, el

cual se selecciona con el antibidtico G418 (geneticina).

5. TTCTACAACACAAGAAGTGTGCCATTCAGTCCGAATTGAGTCAGTGGGACGATCBTGACGC TGCAGGTCEAC.S

Cd

Regidn de homologia con COOQ1 Hamalagia con plasmido

5 GGLATCTTCGAGTGAAATCAATTTGATGTGATGAGCAGCGCCAGACCTTTGAAACATCGATGAATTCTCTGTCG-3

S -
Regitn de homologia con CO0O1 . Hamalagia con plasmido -

Figura 7. Esquema de cebadores hibridos S1_Foward y S4_Reverse.

Se llevé a cabo la reaccion de PCR segun lo establecido en (Janke et al. 2004), con

las siguientes modificaciones:

- Desnaturalizacion: 4 min. = 959C

- Desnaturalizacion: 30 seg. =2 95 °C

- Hibridacién: 30 seg. = 54 °C 30 ciclos
- Elongacion: 2 min. 40 seqg. = 68 °C

- Elongacion: 7 min. = 68 °C

Transformacion de cepas con fragmentos “kanMX promotores especificos”
BY4741 y BY4742 fueron transformadas con el producto de PCR obtenido

anteriormente, segun el protocolo de transformacion detallado anteriormente.

Una vez transformadas con el fragmento lineal que contiene el nuevo promotor y
marcador KAN, se espera que este hibride en el cromosoma con sus regiones de

homologia, dando la posibilidad a que ocurra un doble evento de recombinacién
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homaloga. Al llevarse ésta a cabo, se habra incorporado el ADN foraneo con el marcador

KAN y promotor especifico, corriente arriba del gen COQ1 (figura 8).
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Figura 8. Esquema del proceso de cambio de promotor en las cepas BY4741y
BY4742.

Las células transformantes, que incorporaron el nuevo fragmento de ADN en su
cromosoma fueron seleccionadas en medio YPD con el antibitico de seleccion G418
200 mg/L. Las colonias seleccionadas se repicaron dos veces en el medio YPD-G418,

para confirmar la pureza de la cepa.

Chequeos de las construcciones en el cromosoma

Con el propdsito de corroborar que la insercion en el cromosoma se llevé a cabo en
la direccion y lugares esperados se llevaron a cabo varias instancias de verificacion. En
un principio se llevé a cabo “colony PCR” sobre las colonias seleccionadas
anteriormente, utilizando los pares de cebadores KanC_Fw el cual hibrida en la regién
comprendida dentro del marcador de selecciéon (KAN_MX) y Prom_COQ1 _rev, el cual
hibrida con una regién especifica dentro del gen de COQ1. También se llevaron a cabo
“colony PCR” sobre las mismas colonias, con cebadores especificos para cada promotor
y Prom_COQ1_rev asi como también con el par de cebadores Prom_COQ1_Fw y
KanB_rev a modo de confirmar la correcta insercion del fragmento en el cromosoma en

ambos extremos del fragmento.

Para llevar a cabo la PCR sobre colonias (colony PCR), es necesario primero llevar
a cabo la extraccién de ADN de las mismas, el cual se realizé siguiendo los pasos que

se detallan a continuacion:
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Resuspender la colonia en 20 yL de NaOH 20 mM.
Incubar a 95 °C durante 10 minutos.
Agitar en vortex.

Centrifugar 30 segundos a méxima velocidad.

® 2 0o T 9

Guardar el sobrenadante.

El programa de amplificacién utilizado para los pares de cebadores
KanC_fw/Prom_COQ1_revy Prom_COQ1_fw/KanB_rev, fue el siguiente:

- Desnaturalizacién: 4 min. = 94 °C

- Desnaturalizacién: 30 seg. 2 94 °C

- Hibridacion: 30 seg. = 54 °C 30 ciclos
- Elongacién: 2 min. 2 72°C

- Elongacion: 7 min. = 72 °C

El programa de amplificacién utilizado para los pares de cebadores de cada
promotor especifico (pYM-N1_CUP1 fw/pYM-N14_ CUP1 fw/pYM-N18 CUP1l fw)y el

cebador Prom_COQ1 rev, fue el siguiente:

- Desnaturalizacion: 4 min. = 94 °C

- Desnaturalizacion: 30 seg. = 94 °C

- Hibridacién: 30 seg. = 54 °C 30 ciclos
- Elongacion: 45 seg. 2 72 °C

- Elongacién: 7 min. = 72°C

Puesto que en el desarrollo de esta actividad se detectd un error en el disefio del
cebador hibrido S4 (omisiéon de una Adenina, figura 9), dando lugar a la formacion de
una version truncada de la proteina Coqlp, fueron necesarias otras instancias de
verificacion para corroborar si en los eventos de recombinacién homoéloga habia sido

incorporada esa region defectuosa.

5- GECATCTTCGAG TGAAAT CAATTTGATGTGATGAGCAGCGCCAGACCTTTGAAACATCGATGAATTCTETGTCG-3

r

Regién de hemologia con SOQ1 Homelogia con plasmide -

Figura 9. Esquema del cebador hibrido defectuoso S4.
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Como primera instancia de verificaciébn, se sembraron las colonias candidatas
(aquellas que daban producto de PCR para los pares de cebadores utilizados en el paso
anterior), en un medio minimo con glicerol como Unica fuente de carbono. La estrategia
de crecimiento en un medio minimo con glicerol como Unica fuente de carbono, se basa
en el hecho de que en las levaduras, hay ocho genes COQ requeridos para la biosintesis
de la Coenzima Q, la cual actiia a modo de transportador lipidico de electrones en la
cadena de transporte electronico en las mitocondrias de eucariotas. Las mutaciones o
deleciones en cualquiera de estos genes dan lugar a la pérdida de produccion de la
Coenzima Q e impide el crecimiento de la levadura en fuentes de carbono no
fermentables, como etanol y glicerol (Ashby & Edwards 1990). Posteriormente, como
Gltima instancia de verificacion, se llevd a cabo la secuenciacién de los productos de
PCR (para los pares de cebadores especificos de cada promotor y el cebador
Prom_COQ1_rev), de aquellas colonias que crecieron en el medio minimo con glicerol
como Unica fuente de carbono. La secuenciacion fue llevada a cabo por el servicio de
secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo. También se secuenciaron algunas

colonias que no crecieron en glicerol a modo de control negativo.

Mating de las transformantes

Se llevé a cabo el “mating” de aquellas cepas que fueron positivas para los chequeos

anteriores:

BY4741_CUP1-1 x BY4742_CUP1-1
Siendo estas las cepas BY4741y BY4742 con el nuevo promotor CUP1-1.

El mating se lleva a cabo mediante el sembrado de dos colonias de cepas de mating
type complementario, una sobre otra, en un medio YPD. Se debe incubar en estufa a 30
°C por un periodo de al menos 4 horas para permitir el mating de las células haploides,

dando lugar a la formacion de una diploide.

Para el caso de los otros promotores GPD y TEF, estos fueron incorporados
correctamente solo en la cepa BY4741. Por lo tanto, para la obtencion de la diploide con
copia del nuevo promotor en cada alelo, se llevaron a cabo otras estrategias, que se

detallan a continuacion.

Obtencién de las diploides con promotores GPD y TEF

Para la obtencion de las diploides con nuevo promotor en los dos alelos, se llevo a
cabo en una primera instancia, el “mating” de la cepa BY4741 modificada con BY4742
salvaje, donde se crea una diploide con un alelo mutante y el otro salvaje. EIl objetivo

de este paso es que se lleve a cabo la recombinacibn homoéloga entre las copias
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provenientes de cada una de las haploides. De este modo, al tratar posteriormente a
esta diploide en condiciones de deprivacion de fuente de nitrégeno en el medio RICH
SPO, las células esporulan, dando lugar a la formacion de cuatro esporas con las
distintas combinaciones genotipicas, las cuales se muestran en la tabla 8. Mediante
diseccion de las tétradas se separan las esporas con micromanipulador, tal como se
detalla en el siguiente item, y se selecciona por pasaje a distintos medios selectivos,
aquella con el fenotipo Mat a/KAN (marcador del nuevo promotor), para luego llevar a
cabo el mating entre ésta y la Mat a/KAN (BY4741 modificada), obtenida anteriormente.
El procedimiento de la obtencién de las diploides con los promotores GPD y TEF se

esquematiza en la figura 10.

Tabla 8. Genotipos posibles para las esporas.

Mating type Genotipo

a/a Prom COQ1 wt/ MET/ lys
ala Prom COQ1 wt/ met/ LYS
ala Prom COQ1 wt/ MET/ LYS
ala Prom COQ1 wt/ met/ lys
ala GPD o TEF_KAN/ MET/ lys
ala GPD o TEF_KAN/ met/ LYS
ala GPD o TEF_KAN/ MET/ LYS
a/a GPD o TEF_KAN/ met/ lys
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BY4741 mut (Mat a KAN, met, LYS) Sin crecimiento

X
BY4742 wt (Mat o (-), MET, lys) g
Replica plating / \

Control (-): Control (-): I / Diploide:
BY4741 mut BY4742 wt ala KAN/(-) met/MET LYS/lys

Medio Minimo:
YPD -Met/-Lys

Esporulacién Células diploides

Ascas con 4 con un cromosoma

esporas haploides con: KAN
(GPD/TEF)

Diseccién de
tétradas con
micromanipulador.

Digestion enzimatica
de la pared con
zymoliasa

Se seleccionaron aquellas
colonias que crecieron en

medio YPD-G418 pero NO

crecieron en medio minimo

— Lys, con genotipo: Mat a YPD-G418

o Mat « KAN(met/MET)lys Replica plating

Mataoa s
KAN(met/MET)lys Medio minimo - Lys
X
BY4741

Mat a KAN met LYS o o

(Mata KAN.metLYS) Diploide
Réplica plating de Mat a/Mat a
diploides en KAN/KAN met/MET

LYS/lys

Medio Minimo -
Met — Lys.

Figura 10. Esquema de trabajo para la obtencion de las diploides BY4743 mut, con genotipos
Mat a/a, KAN(GPD o TEF)/KAN(GPD o TEF), met/MET, LYS/lys.
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Esporulacién y diseccidn de tétradas

Se resuspende una colonia de interés en un tubo con 2 mL del medio RICH-SPO, y
se incuba a 30 °C durante un periodo de 2 a 4 dias (todos los ensayos fueron realizados

en duplicado).

Se verifica que el cultivo haya esporulado, mediante observacion al microscopio.
Tratamiento de esporas previo a la diseccion:

- Tomar 1 mL del cultivo y centrifugar 3 minutos a 3000 rpm.

- Resuspender el pellet en 200 pL de Buffer Zymo (1.2 M sorbitol, 20 mM fosfato
de potasio, pH 7.4), sin zymoliasa.

- Transferir 50 pL, a un tubo eppendorf y centrifugar 3 minutos a 3000 rpm.

- Resuspender el pellet en 5 pL de Buffer Zymo.

- Agregar 5 pL de Zymoliasa (0.5 ng/mL).

- Incubar por un periodo de 20-30 minutos a 30 °C.

- Diluir en 1000 uL de Buffer Zymo.

Diseccién de esporas:

- Colocar 20 yL de la suspensién en un costado de una placa de YPD y mover la
placa para que el cultivo se deslice a través de la placa, en linea recta. Dejar
secar unos minutos. Colocar la placa en el micromanipulador

- Separar una tetrada a la posicion 1 de la placa e inmediatamente separar las
esporas a las posiciones 12, 1b, 1c y 1d, tal como se muestra en la figura 11
Separar otra tétrada a la posicion 2 y asi sucesivamente.

- Incubar a 28°C.
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Figura 11. Esquema de la grilla para micromanipulacion de tetradas y esporas.

3.11 Métodos de extraccion y cuantificacion de proteinas.

3.11.1 Extraccién de proteinas totales

Los ensayos de expresion de proteinas se realizaron sobre las siguientes cepas:
33138 que corresponde al mutante nulo para COQ1 (control negativo), BY4743 como
control positivo, BY4743_GPD (cepa de analisis), BY4743pHA1-1 como cepa de
referencia (Gin & Clarke 2005), y 33138pHA1-1, como un control extra, ya que sélo
expresa COQ1 a partir del plasmido pHALl-1. En las cepas transformadas con el
plasmido pHA1-1, Coglp es producida con un tag en el extremo N terminal, por lo que

tiene un patrén de migracion diferente en lo geles a los de la proteina Coqlp sola.

Para la extraccion de proteinas, se centrifugaron 15 mL de cultivos de 48 horas de
las cepas en estudio, durante 10 minutos a 5000 rpm, en una centrifuga Sorvall RC5.

Posteriormente se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1. Resuspender el pellet en 200 pL de una solucion Urea/HEPES
Agregar aproximadamente 200 yL de glass beads.

3. Agitar en vortex durante 5 minutos, pausando cada 1 minuto para incubar en
hielo durante el mismo tiempo, para evitar la degradacién de las proteinas al
aumentar la temperatura.

Agregar 50 pL de SDS al 10%.

Incubar a 65 °C durante 5 minutos.
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6. Centrifugar a 4 °C a méaxima velocidad (13000 rpm) durante 10 minutos. Se
utilizé una centrifuga Sorvall Legend Micro 17 R con refrigeracion.
7. Recolectar el sobrenadante. Se repartié el sobrenadante en alicuotas de 30 pL

y se guardo en frezzer a -20 °C.
Soluciones:

— Solucién Urea/HEPES: Urea 8 M, y HEPES (&cido [N-(2-hidroxietil)piperazina-
N’-2-etano-sulfénico]) 50 mM.
— SDS 10%: Se pesaron 10 gr de SDS para 100 mL de agua miliQ.

3.11.2 Extraccion de proteinas mitocondriales
La extraccion de proteinas mitocondriales, se puede dividir en dos etapas. Una
primera etapa de obtencién de los esferoplastos, y la segunda, de obtencién de las

proteinas mitocondriales.

Obtencién de los esferoplastos

Se centrifugd 1 L de cultivo celular de 36 horas en medio Simil Mosto, durante 10
min a 6000 g en una centrifuga Sorvall LYNX 4000 (Thermo Scientific). El pellet se
resuspendié en 15 mL de buffer de esferoplastos, previo lavado en sorbitol 1 M, y se
incubd durante 15 min a 30 °C en agitacion suave. Posteriormente se agregaron (3-
mercaptoetanol a una concentracién final de 0.5 % (viv) y Lyticasa (Sigma),
aproximadamente 4000 U (11 mg), y se incuba en las mismas condiciones de 30 a 40
min. Se obtuvieron los esferoplastos mediante el centrifugado a 1000 g durante 10 min.
Adaptado de (Adams & Gross 1991).

Obtencién de las proteinas mitocondriales

Los esferoplastos obtenidos en el paso anterior son homogenizados, previo 2
lavados en buffer de homogenizacion frio (6.5 mL de buffer/g de peso humedo de pellet),
mediante 15 bajadas del émbolo de un homogenizador Potter-Elvehjem de 10 mL de
capacidad en un volumen del mismo buffer. Mediante la centrifugacion de la muestra a
4 °C durante 5 min, a 1500 g, se separan las células sin romper, nicleos y restos
celulares. Posteriormente se centrifuga el sobrenadante, primero 5 min a 3000 g, y el
sobrenadante obtenido se centrifuga 15 min a 12000 g, siempre a 4 °C. Se resuspende
el pellet en buffer de homogenizacion frio (6,5 mL de buffer/g de peso himedo de pellet)
y se centrifuga 5 min a 3000 g. El sobrenadante es centrifugado durante 15 min a 12000

g a 4 °C, el pellet obtenido, correspondiente a la fraccion mitocondrial, es finalmente
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resuspendido en 300 pyL e buffer SEM y guardado en freezer a — 20 °C hasta ser
utilizado. Adaptado de (Gregg et al. 2009).

Soluciones:

— Buffer de esferoplastos (pH 7.5): Sorbitol 1.4 M, HEPES 40 mM y MgCl, 0.5 mM.

— Buffer de homogenizacion (pH 7.4): Tris base 10 mM, Sorbitol 0.6 M, EDTA 1
mMy BSA 0.2 % (p/v).

— Buffer SEM: MOPS/KOH 10 mM (pH 7.2) y EDTA 1 mM.

3.11.3 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo mediante la técnica de Bradford, la
cual se basa en la union del colorante azul de coomasie G-250, a la region interior,
hidrofébica de la proteina. El complejo azul brillante colorante-proteina tiene un maximo
de absorcién diferente a la del colorante sélo, el cual tiene un color azul pardo. Dicha

técnica se describe a continuacion:

1. Realizar una curva de calibracién con BSA con los siguientes puntos: 1, 0.8, 0.6,
0.3, 0.1y 0 mg/mL de la proteina.
Realizar diluciones de las muestras problemas (1/5, 1/10, 1/50, 1/100).

3. Poner 100 pL de cada punto de la curva de calibracion y de las diluciones de las
muestras problema en tubos de vidrio y agregarles 1 mL de reactivo de Bradford.

4. Medir absorbancia a 595 nm. El color es estable durante aproximadamente una

hora.

Soluciones:
— Reactivo de Bradford (100 mL): 10 mg de azul de coomasie G-250 en 10 mL e
acido fosférico al 88 %, agregar 4.7 mL de etanol absoluto y llevar en matraz

aforado hasta 100 mL con agua miliQ.

3.12 Separacion de proteinas en geles de poliacrilamida.

Se realiz6 electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) de
las muestras proteicas obtenidas, a modo de separar las proteinas. Se utilizé una cuba
de electroforesis Mini PROTEAN 3 Cell (BioRad).

Se sembraron 30 pug de cada muestra proteica, en un gel concentrador con la
siguiente composicion: acrilamida (4.8 %), bisacrilamida (0.13 %), SDS (0.1 %) en Tris

0.12 M pH 6.8. El gel separador constd de: acrilamida (12 %), bisacrilamida (0.3 %),
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SDS (0.1 %) en Tris 0.38 M pH 8.7. Como catalizadores de la polimerizacion se utilizaron
APS (persulfato de amonio) y TEMED (1,2-di-(dimetilamino)etano) ambos a una

concentracion final de 0.15 %.

Se utilizé para correr el gel, un buffer Tris-Glicina, realizandose la corrida a 90 V para
el gel concentrador y subiéndose el voltaje a 150 V una vez que las muestras

comenzaron a correr en el gel separador.

Los geles utilizados para verificar la extraccibn de proteinas, y optimizar las
condiciones de corrida fueron tefiidos incubandose overnight con una solucién a base
de azul de coomasie. Para extraer el excedente de colorante, se usé una solucion de
destefiido. Una vez tefidos, estos geles no pueden ser utilizados para transferencia a

membrana, ya que las proteinas quedan fijadas al colorante.

Soluciones:

— Solucién stock de acrilamida/bisacrilamida: acrilamida al 30 % (p/v) vy
bisacrilamida al 0.8 % (p/v) en agua miliQ.

— Solucién stock de SDS: 10 % (p/v) en agua miliQ.

— Solucién stock de APS: 10 % (p/v) en agua miliQ.

— Buffer de corrida: glicina 0.112 M, SDS 0.1% y Tris 25 mM (pH 8.5).

— Solucién de tefiido: coomasie brilliant blue 1.125 % (p/v), metanol 40 % (v/v) y
acido acético al 10 % (v/v).

— Solucién de destefiido: etanol 25 % (v/v) y &cido acético glacial al 10 % (v/v).

3.13 Ensayos de Western Blot.

3.13.1 Transferencia

Se llevé a cabo la transferencia de las proteinas separadas en los geles de
poliacrilamida a membranas de nitrocelulosa Amersham™ Orotran™ 0.45 um NC, en
una cuba de transferencia Mini TRANS-BLOT Cell (BioRad) a 85 V durante 40 minutos.

Para la transferencia se utilizé un buffer Tris-Glicina.

Se evaluo la eficacia de la transferencia mediante tincién con Rojo Ponceau. Este
colorante, se une reversiblemente de manera inespecifica a todas las proteinas, lo que
permite evaluar si efectivamente hubo transferencia de las proteinas, pudiéndose luego

eliminar el colorante con lavados consecutivos de agua miliQ.
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Soluciones:

— Buffer de transferencia (pH 7.6): Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.01 %
(p/v) y metanol 10 % (v/v), el cual se agrega al momento de ser utilizado.

— Rojo Ponceau: Rojo PonceausS (Sigma) 0.1 % en acido acético glacial al 5 %.

3.13.2 Deteccion Inmunolégica

Para detectar la presencia de la proteina de interés, Coqlp, se utilizé suero con el
anticuerpo anti-Coql, cedido por la Dra. Catherine F. Clarke, del Departamento de
Quimica y Bioquimica de la Universidad de California, EEUU. Para la deteccion

inmunolégica se siguieron los siguientes pasos:

Bloguear la membrana con TBSt-leche overnight a 4 °C.
Lavar la membrana 2 veces 15 minutos cada vez, en TBSt.

3. Incubar durante dos horas, en agitacién suave a temperatura ambiente, con
una dilucién 1/1000 en TBSt del anticuerpo primario anti-Coq1l.

4. Descartar el buffer con el anticuerpo primario, y lavar la membrana 3 veces
con TBS-t y agitacién durante 10 minutos cada vez.

5. Descartar el TBS-t y agregar 10 mL de TBS-t-leche con el anticuerpo
secundario (Goat anti Rabbit IgG acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP)
(Pierce, #31460)) con una concentracion final de 1/10000.

6. Incubar durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente.

7. Descartar el buffer con el anticuerpo secundario, y lavar la membrana 3

veces con TBS-t y agitacion durante 10 minutos cada vez.
Soluciones:

— TBSt (pH 7.6): Tris base 50 mM, NaCl 150 mM y Tween20 0.5 % (v/v).

— TBSt-leche: TBSt con el agregado de 5 % (p/v) de leche en polvo descremada.

3.13.3 Revelado

Para el revelado, se incubd la membrana durante 5 minutos, en una soluciéon que
consto de partes iguales de cada reactivo del kit de revelado quimioluminiscente HRP
SuperSignal West Pico (Pierce). Posteriormente se expuso la membrana en un cassette
de rayos-X a un film de rayos X durante tiempos variables (15-90 segundos). En Ultima
instancia, los films fueron revelados con las soluciones comerciales de revelado y fijado

habituales. Todo el proceso fue realizado en cuarto oscuro de revelado fotografico.
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3.14 Analisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza ANOVA, utilizando el test de Tukey, sobre los
datos experimentales a modo de evaluar si las diferencias encontradas entre los
diferentes tratamientos son estadisticamente significativas (p = 0.05). Para ello se utilizd

el programa InfoStat/Estudiantil version 2015 (Di Rienzo et al. 2015).
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4.1 Sobreexpresion del gen COQ1 en la cepa de laboratorio BY4743.

Teniendo en cuenta los resultados previos del grupo donde se trabajé con cepas
industriales (Carrau et al, 2005), se decidi6 sobreexpresar el gen COQ1 en una cepa de
laboratorio de contexto genético conocido como BY4743. Para los ensayos de
sobreexpresion se trabajo con plasmidos que sobreexpresaban COQ1 en diferentes
niveles y también, paralelamente, se decidié reemplazar el promotor de COQ1 a nivel

del cromosoma por diferentes promotores fuertes.

4.1.1 Produccion de isoprenoides al sobreexpresar el gen COQ1 clonado en

plasmidos en la cepa de laboratorio BY4743

Se evalud la produccidn de isoprenoides bajo el efecto de la sobreexpresion del gen
COQ1, clonado en distintos plasmidos y bajo el control de diferentes promotores. Dado
gue en un trabajo anterior del Departamento de Biologia Molecular (Barquet 2012), se
observo que la produccién de isoprenoides se vincula al final de la fase exponencial de
crecimiento y comienzo de la fase estacionaria, se realizaron extracciones de

isoprenoides a las 48, 72 y 96 horas de fermentacién.

Mediante andlisis de GC-MS se identificaron una amplia variedad de monoterpenos
tales como limoneno, citronelol, linalol, a-terpineol, geraniol y nerol, sesquiterpenos
como nerolidol, farnesol y bisabolol asi como también el precursor de triterpenos,
escualeno. Las concentraciones de estos compuestos variaron entre 7-30 pg/L para el
limoneno, 2-14 ug/L citronelol, 3.5-4.5 pg/L a-terpineol, 0-0.6 pg/L nerol, 4-7.5 ug/L
bisabolol y entre 0-26.5 pg/L de escualeno. Dado que los monoterpenos linaloly geraniol
y los sesquiterpenos nerolidol y farnesol, son los compuestos que mostraron cambios
mas significativos en los diferentes tratamientos estudiados, el andlisis de los resultados
se centr6 principalmente en estos compuestos. También desde un punto de vista de su
posible uso como biocombustibles los isoprenoides volatiles de 10 y 15 carbonos serian

los adecuados.

Tal como se observa en la figura 12 A, se alcanz6 un crecimiento maximo de las
cepas BYpADCL y BYpHA1-1 del orden de 1x108 cél/mL siendo las cepas BYpRS y
BYpRSQ1-1, las de menor crecimiento, en el orden de 2x10’. La viabilidad celular, tal
como se observa en la figura 12 B, se mantuvo muy alta a lo largo de todo el ensayo
variando desde un 97 % (aproximadamente 1x10’ cél/mL) para las cepas BYpRS y
BYpRSQ1-1 al 99 % para las cepas BYpADCL y BYpHA1-1.

En las figuras 13 y 14, se muestran los resultados obtenidos con estas cepas para

los monoterpenos linalol y geraniol y los sesquiterpenos nerolidol y farnesol
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respectivamente. Se realizé un andlisis estadistico de la varianza (ANOVA) utilizando
el test de Tukey. Tal como se observa en las figuras 13 y 14, se describe el grado de
significancia de los datos con una letra sobre la barra correspondiente. La presencia de
la misma letra en dos barras implica que no existen diferencias significativas entre ellos.
La maxima concentracién de linalol obtenida fue de 15.6 pg/L para la cepa BYpHA1-1
(BY4743pHAL-1) a las 96 horas y la maxima concentracion de geraniol obtenida fue de
1.3 ug/L por la cepa BYpADCL (BY4743pADCL) también a las 96 horas. Estos valores
son mayores a los reportados en el trabajo de Carrau et al. 2005, donde utilizaron cepas

industriales sin plasmidos.

Log(cél. totales)/mL
Log(cél viables)imL
&l

. - - - - 0 24 48 72 e
Tiempo (h) Tiempo (h)
—— BYpADCL ——BY pHAT-1 —a—BYpADQL e BYPHA S-S
BYpRS —— BYpRSQ1-1 =—a—EYPRS i L

Figura 12. Perfil de crecimiento celular: A, células totales por mL y B, células viables por mL de
cultivo. Todas las medidas fueron realizadas al menos por duplicado.

En lo que refiere a la produccion de linalol, se observa un aumento en la produccién
del mismo de 1.6 pg/L para BYpHA1-1 (concentracion maxima de 15.6 pg/L) con
respecto a BYpADCL (concentracion méaxima de 14.0 ug/L). También las cepas
transformadas con los plasmidos de bajo nimero de copias, BYpRS (BY4743 con el
plasmido vacio pRS316) y la cepa BYpRSQ1-1 (BY4743 transformada con el plasmido
pPRSQ1-1, que sobreexpresa COQ1 bajo control de su promotor propio), presentan un
aumento en su produccién de linalol. Al igual que para la produccién de linalol, habria
mayor produccién de geraniol por las cepas transformadas con los plasmidos de alto
numero de copias, aunque no se observa una tendencia clara y los niveles son muy
bajos.
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Figura 13. Concentraciones de Linalol (A) y Geraniol (B), obtenidos al sobreexpresar COQ1 en
plasmidos bajo el control de diferentes promotores. Se utilizé el medio Simil Mosto con 206
mg/L de YAN y presién de seleccidn. Sobre las barras se indican con las letras a,b y c la
significancia estadistica de los datos, letras diferentes, implica que las diferencias entre esos
tratamientos son estadisticamente significativas (p<0,05). Se realizaron duplicados bioldgicos y
técnicos para cada ensayo.

Al observar la produccion de sesquiterpenos, en la figura 14, encontramos
nuevamente, que la presencia de un plasmido aumenta la produccion tanto de farnesol
como nerolidol. Aunque las diferencias no son estadisticamente significativas, pareceria
gue existe un efecto positivo de los plasmidos que sobreexpresan COQ1l en
comparacion a las cepas transformadas con los respectivos plasmidos vacios. Lo que
si se observa claramente y es estadisticamente significativo es que se produce mayor
concentracion de farnesol y nerolidol en presencia de los plasmidos de alto nimero de
copias con respecto a los de bajo niUmero de copias. Las concentraciones maximas de
nerolidol y farnesol fueron 307.5 y 292 ug/L a las 48 horas respectivamente, para la cepa
BYpHA1-1 en ambos casos. En el caso de las cepas transformadas con los plasmidos
de bajo numero de copias, la concentracion maxima de nerolidol fue de 125.4 pg/L a las
96 horas y la de farnesol 139.4 ug/L a las 48 horas. Estos valores, son superiores a los
reportados por Carrau et al. 2005. Sin embargo, los valores de farnesol son 28 veces
menores a los reportados por Ohto et al. 2009, sobreexpresando HMG-CoA reductasa
en Saccharomyces y 5 veces menor al valor reportado por Chambon et al. 1990, en una

cepa de Saccharomyces mutante para Erg9 (ver tabla 12).

En el trabajo de Gin & Clarke se demuestra que los niveles de Coglp que se logran
con el plasmido pRSQ1-1 son menores a los alcanzados con el plasmido pHA1-1. Si la

proteina Coqlp esta vinculada a la produccién de isoprenoides, se esperaria que a
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mayores niveles de Coqlp se obtuvieran mayores niveles de isoprenoides, tal como
efectivamente se obtuvo. Sin embargo, llama la atencién los altos niveles de
isoprenoides obtenidos con las cepas que portan los plasmidos vacios. Debido a que el
marcador de seleccion para el mantenimiento de los plasmidos de alto nUmero de copias
es diferente del que portan los plasmidos de bajo numero de copias, no es posible
comparar los resultados de estos experimentos ya que fueron realizados en medios
diferentes. La sobreexpresion de COQ1 a partir del cromosoma permitiria realizar

ensayos en un mismo medio de cultivo y también resultaria en una construccion estable.
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Figura 14. Concentraciones de Nerolidol (A) y Farnesol (B), obtenidos al sobreexpresar COQ1
en plasmidos bajo el control de diferentes promotores. Se utilizé el medio Simil Mosto con 206
mg/L de YAN y presién de seleccion. Sobre las barras se indican con las letras ay b la
significancia estadistica de los datos, letras diferentes, implica que las diferencias entre esos
tratamientos son estadisticamente significativas (p<0,05). Se realizaron duplicados bioldgicos y
técnicos para cada ensayo.

4.1.2 Sobreexpresion del gen COQL1 en la cepa de laboratorio BY4743 mediante el

reemplazo de su promotor a nivel del cromosoma

El objetivo de esta etapa es el de lograr modular la expresion de COQ1 mediante el
reemplazo de su promotor en el cromosoma. Esta estrategia, tiene la ventaja de crear
una construccién estable, a diferencia de las construcciones en plasmidos que tienden
a perderse a medida que envejece el cultivo. Esto resulta interesante, si se quisiera
hacer un escalado a reactor por ejemplo, ya que mantener la presion de seleccién para
no perder plasmidos, implicaria trabajar con medios sintéticos, de composicién

conocida, lo que no resulta econémicamente viable a grandes escalas.
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Para esta estrategia, se utilizaron los plasmidos pYM-N18, pYM-N14 y pYM-N1 del
Toolbox kit (Janke et al. 2004), que contienen los promotores constitutivos TEF, GPD y
el promotor fuerte inducible CUP1-1, respectivamente. La estrategia para el cambio de
promotor, tal como se describié previamente en Materiales y Métodos, consiste en el
disefio de cebadores hibridos largos para PCR, los cuales marcan directamente el locus
cromosomal deseado. Los extremos homdélogos dirigen la integraciéon hacia el locus

deseado y por recombinacién homéloga producen la sustitucion.

4.1.2.1 Amplificacion de region: — marcador(KAN)/promotores especificos —

Se obtuvieron los fragmentos de ADN con el marcador KAN y los respectivos
promotores, mediante una reaccién de PCR, utilizando los oligos S1 y S4, tal como fue
descripto en Materiales y Métodos. Los tamafios obtenidos de los productos de PCR de
pYM-N1, pYM-N14 y pYMN18, concuerdan con los valores reportados por Janke et al.
2004, de 1990, 2143y 1932 pares de bases respectivamente. En la figura 15, se muestra
la foto de dichos productos de PCR, en un gel de agarosa de 0.7%. Estos productos de

PCR, fueron utilizados posteriormente para transformar las cepas BY4741y BY4742.

1 Figura 15. Productos de PCR
obtenidos a partir de los plasmidos: 2)
PYM-N1, 3) pYM-N14, 4) pYM-N18.
En el carril 1, se utilizé el marcador de
peso molecular 1 kb DNA Ladder de
Fermentas. Gel de agarosa de 0.7 %.
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4.1.2.2 Cambio de promotor en cepas BY4741y BY4742

Se transformaron las cepas BY4741 y BY4742 con los productos de PCR obtenidos
anteriormente, como forma de asegurarse que el cambio de promotor se llevara a cabo
en las dos copias del cromosoma. Los extremos homélogos de estos fragmentos, dirigen
la recombinacion homéloga con el locus de interés en el cromosoma. Posteriormente se
llevé a cabo la seleccién de los recombinantes de interés, en medio YPD con antibiético
G418, cuyo gen de resistencia fue utilizado como marcador en la region de interés. En
la figura 16, se muestra el esquema del producto de recombinacion esperado en las
cepas BY4741 y BY4742.

— —) 4
1000 2000 3000 4000 SO00
7/ Ly ey (i 7 71
Prom. KanhX MNuevo coql
propio Prom.

Figura 16. Esquema del producto de recombinacion esperado. En rojo el primer KanC_Fw, en
azul el primer Prom_COQ1_rev y en marrdn el cebador especifico de cada promotor.

Se obtuvieron en la mayoria de los casos, mas de 100 transformantes por placa de
YPD-G418. Dada la posibilidad de que hubiera insercion inespecifica, se llevaron a
cabo “colony PCR” sobre las transformantes obtenidas, para verificar la correcta
insercion de los fragmentos de ADN en el cromosoma. Se realizaron las siguientes PCR

de confirmacién:

1. PCR con oligos KanC_Fwy Prom_COQL1_rev, ver figura 17.

2. PCR con oligos especificos de cada promotor y Prom_COQ1 rev, ver figura 18.

En la tabla 9, se muestran los tamafios esperados para los productos de las PCR de

verificacion.
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Tabla 9. Tamafos esperados para los productos de PCR de verificacion.

Primer foward

YM-N1 KanC_fw
P pYM-N1-CUP1 fw
KanC_fw
pYM-N14 -
PYM-N14-GPD_fw
KanC_fw
pYM-N18 -

PYM-N18-TEF_fw

Primer reverse
Prom_COQ1_rev
Prom_COQ1 _rev
Prom_COQ1_rev
Prom_COQ1_rev
Prom_COQ1 rev
Prom_COQ1_rev

Tamafo (pb)
1404
495
1612
496
1358
521

Se muestran en la figura 17, las fotos de las bandas obtenidas en las PCR de
confirmaciéon para BY4742 y BY4741 con los pares de cebadores KanC fw y
Prom_COQ1_rev.Tal como se observa en la parte A, tres de las tres colonias analizadas
de la cepa BY4742 transformadas con el fragmento con el promotor CUP1-1 (pYM-N1),
al igual que las dos colonias de la cepa BY4741 analizadas (ver parte B de la figura 17),
dieron productos de 1400 pb tal como se esperaba. En el caso de las transformantes
con el promotor GPD (pYM-N14), se analizaron tres colonias para cada cepa, BY4742
y BY4741, obteniéndose en ambos casos bandas de aproximadamente 1600 pb. Para
las transformantes con el promotor TEF (pYM-N18), se analizaron dos colonias de la
cepa BY4742 y tres de la cepa BY4741, obteniéndose en ambos casos, bandas de

aproximadamente 1360 pb, tal como se esperaba.
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Figura 17. Productos de PCR amplificados a partir de distintas colonias, con cebadores
KanC_Fwy Prom_COQ1_rev. A) BY4742: 1,2,3 productos de pYM-N1; 4,5,7 productos de
pYM-N14; 8 y 9 productos de pYM-N18. B) BY4741: 1y 2 productos de pYM-N1; 3,4y 6
productos de pYM-N14; 7, 8 y 9 productos de pYM-N18. Geles de agarosa al 1 %, en ambos
geles se utilizé el marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder de Fermentas.
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En la figura 18, se presentan los resultados para la PCR de verificacion utilizando el
par de cebadores Prom_COQ1 _rev y cebadores especificos para cada uno de los
promotores:  pYM-N1-CUP1_Fw, pYM-N14-GPD_Fw y pYM-N18-TEF_Fw,
obteniéndose bandas de aproximadamente 500 pares de bases tal como se esperaba

(siendo los tamafios esperados 495, 496 y 521 pb respectivamente).

Figura 18. Productos de PCR
amplificados a partir de distintas colonias,
con cebadores para cada uno de los
promotores especificos y
Prom_COQ1_rev: 1) producto de pYM-N1
en BY4741, 2) y 3) producto de pYM-N1
en BY4742, 5) y 6) producto de pYM-N14
en BY4741, 7) y 8) producto de pYM-N14
en BY4742, 9) y 10) producto de pYM-N18
en BY4741y 12) producto de pYM-N18 en
BY4742. Se utilizé el marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder de Fermentas.
Gel de agarosa al 1 %.

A partir de la informacién obtenida a partir de las “colony PCR” de confirmacion, con
los distintos juegos de cebadores (KanC_Fw/Prom_COQ1 revy pYMN1-CUP1 Fw o
pYM-N14-CUP1_Fw o pYM-N18-CUP1_Fw/ Prom_COQ1_rev), se concluye que
efectivamente la nueva regién recombinante se inserté en el lugar deseado, ya que, en
el primer juego de cebadores KanC_Fw se encuentra dentro de la regién recombinante
y Prom_COQ1_rev se encuentra en una region del gen COQL lejana, fuera de la region
recombinante. También, a partir del segundo par de cebadores, nos aseguramos que el
doble evento de recombinacion, fue hacia los extremos de la region recombinante,
permitiendo que se incorpore el nuevo promotor exitosamente. Sin embargo, en ninguno
de estos casos obtenemos informacion acerca de si la region de S4 que contiene el error
en una base, ha sido o no incorporada. Por lo tanto, para esto, se llevaron a cabo otras
instancias de verificacion, tales como crecimiento en medio minimo con glicerol como

Unica fuente de carbono (Unicamente para aquellas colonias que dieron productos de
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PCR de los tamafios esperados), y posterior secuenciaciéon de aquellas cepas que
crecieron en el medio minimo con glicerol, asi como algunas que no lo hicieron, a modo

de control negativo.

La estrategia de crecimiento en un medio minimo con glicerol como Unica fuente de
carbono permite discriminar las cepas que expresan una proteina Coqglp funcional de

las que no lo hacen.

En la tabla 10, se muestran los resultados obtenidos para las 10 cepas

secuenciadas.

Tal como se esperaba, aquellas recombinantes que crecieron en glicerol, no
incorporaron la regién de S4 con el error, mientras que si lo hicieron aquellas que no

crecieron en glicerol.

Tabla 10. Caracteristica de las muestras secuenciadas.

Muestra Cepa Promotor Crecimiento en glicerol Incorporacion de error (S4)
1 BY4741 CUP1-1 Si No
2 BY4742 CUP1-1 No Si
3 BY4742 CUP1-1 Si No
4 BY4741 GPD Si No
5 BY4741 GPD No Si
6 BY4742 GPD No Si
7 BY4742 GPD No Si
8 BY4741 TEF Si No
9 BY4741 TEF No Si
10 BY4742 TEF No Si

4.1.2.3 Obtencion de las diploides con los nuevos promotores de COQ1

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos segun la tabla 10, se llevé a cabo el
mating de las recombinantes 1 y 3, correspondientes a BY4741 CUPl vy
BY4742_CUPL1, obteniéndose la cepa diploide modificada BY4743_CUP1. En cambio,
al no obtenerse las cepas BY4742 modificadas con los promotores GPD y TEF, fueron
necesarias otras técnicas de manipulaciéon genética, las cuales fueron ya detalladas en
Materiales y Métodos. Las mismas consistieron, en la obtencion de cepas diploides
hibridas, mediante el mating de las cepas BY4741 recombinantes con las cepas BY4742
sin modificar, por lo tanto esta diploide tiene sélo una copia de COQ1 con nuevo

promotor, mientras que la otra copia contiene a COQ1 con su promotor original.

Posteriormente, se indujo la esporulacién de dicha diploide hibrida y mediante la

diseccion de las tétradas con micromanipulador, se obtienen 4 células haploides con
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distintas combinaciones genotipicas. Se seleccionaron aquellas haploides que
contienen el marcador KAN. Luego de llevado a cabo el mating entre éstas y BY4741
mutante para GPD o TEF (s6lo se podra realizar mating con una cepa haploide con
mating type a, complementario al de BY4741 mut), se llevé a cabo la seleccion de la
cepa diploide con las dos copias mutantes, mediante manipulacion en distintos medios

de seleccion, tal como se describe en la figura 10 en Materiales y Métodos.

Se obtuvieron exitosamente las siguientes cepas:

— BY4743 _CUP1-1 (diploide con dos copias de COQ1 bajo control del promotor
CUP1-1).

— BY4743 _GPD (diploide con dos copias de COQ1 bajo control del promotor
GPD).

— BY4743 TEF (diploide con dos copias de COQ1 bajo control del promotor TEF).

4.2 Produccion de isoprenoides al sobreexpresar COQ17 mediante una

modificacion en el cromosoma de S. cerevisiae.

Se evalué la produccién de isoprenoides en medio Simil Mosto, a las 48 y 72 horas
de cultivo, de las cepas modificadas en el cromosoma BY_CUP1-1 (BY4743_CUP1-1)
y BY_GPD (BY4743_GPD). Ya que BY_GPD y BY_TEF (BY4743_TEF), tienen
promotores constitutivos, se optd por analizar en un principio Unicamente BY_GPD. Se
muestra en la figura 19, el perfil de los crecimientos de las cepas en medio Simil Mosto,
comparado a la cepa BY4743 sin modificar, en ensayos paralelos en las mismas

condiciones.
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Figura 19. Perfil de crecimiento celular de cepas modificadas en el cromosoma, en medio Simil
Mosto (YAN 206 mg/L): A, células totales por mL de las cepas BY_CUP1-1, sin agregado de
CuSO0s4, BY_CUP1-1(0) y con el agregado de CuSOa, concentracion final de 100 uM,
BY_CUP1-1(100); B, células viables por mL de cultivo de las cepas BY _CUP1-1 cony sin
CuSO0g; C, células totales por mL de las cepas BY4743 y BY_GPD y D, células viables por mL
de cultivo de las cepas utilizadas en C. Medidas realizadas con duplicados técnicos y
biolégicos.

Se alcanzaron niveles de células totales de 3,7x10’ y 3,6x10’ cél/mL para
BY_CUP1-1 sin el agregado de CuSO4y BY_CUP1-1 con CuSO4 a una concentracion
de 100 pM. La viabilidad celular de estas cepas vario entre el 98-99 % de las células
totales, lo que indica que el crecimiento celular no se vio afectado por el agregado de
CuSO0Oq4 hasta 100 uM. En lo que refiere al crecimiento de la cepa BY_GPD esta alcanz6
niveles de 3,4x107 cél/mL, muy similares a los de la cepa BY4743 sin modificacion, que
alcanzo6 una concentracion celular de 3,5x107 cél/mL. La viabilidad celular se mantuvo

alta, de 98 % con respecto al nimero de células totales, para ambas cepas.
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En lo que refiere a la produccién de monoterpenos, al contrario de lo que se
esperaba, las cepas modificadas en el cromosoma, resultaron malas productoras,
encontrandose bajas concentraciones de linalol, y ausencia de geraniol para todos los

casos, tal como se muestra en la figura 20.

Figura 20. Concentraciones de
Linalol obtenidas al
sobreexpresar COQL1 a partir
de una modificacion a nivel de
cromosoma, en un medio Simil
Mosto (YAN 206 mg/L). Se
muestran las cepas BY4743
(sin modificar), BY_GPD
(BY4743 con sustitucion del
promotor propio de COQ1 por
el promotor constitutivo GPD) y
BY_CUP1-1 (BY4743 con
sustitucion del promotor propio
de COQ1 por el promotor fuerte
inducible por Cu CUP1-1).
BY_CUP1-1 (0), sin adicion de

Conc. (pg/L)
- N S
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0. CuSO0s4. BY_CUP1-1 (100) con
48 72 concentracion final de CuSQOa
Tiempo (h) de 100 pM. Se realizaron
duplicados bioldgicos y
mBY4743 mBY_GPD =BY_CUP1-1(0) mBY_CUPI-1(100) técnicos para cada ensayo.

No se registraron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones
de linalol, para las cepas BY_GPD y BY_CUP1-1, con y sin induccién con cobre, con

respecto a la cepa BY4743 sin modificacion.

En la figura 21, se muestran las concentraciones obtenidas para los sesquiterpenos
nerolidol y farnesol. Tal como se observa, las concentraciones obtenidas de ambos
sesquiterpenos, fueron muy inferiores a las obtenidas en los estudios realizados con las

cepas transformadas con los distintos plasmidos.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones
de nerolidol o farnesol para ninguna de las cepas, con respecto a la cepa BY4743 sin

modificacion.

En virtud de estos resultados, se podria pensar que el aumento en la produccién de
isoprenoides visto para las cepas transformadas con los distintos juegos de plasmidos,
es debido a otra causa desconocida y no a la sobreexpresion de COQ1. A su vez, otra
posibilidad seria que a pesar de haber confirmado las construcciones en el cromosoma,
la proteina Coglp no se sobreprodujera o no se localizara o plegara correctamente. Por

lo tanto, para verificar la existencia de una sobreproduccion de la proteina mitocondrial
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Coqglp, se llevaron a cabo ensayos de Western Blot a partir de extractos de proteinas

totales y de la fraccién mitocondrial, tal como se describe a continuacion.
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Figura 21. Concentraciones de Nerolidol (A) y Farnesol (B), obtenidos al sobreexpresar COQ1
a partir de una modificacion a nivel de cromosoma, en un medio Simil Mosto (YAN 206 mg/L).
Se muestran las cepas BY4743 (sin modificacion), BY_GPD (BY4743 con sustitucion del
promotor propio de COQL1 por el promotor constitutivo GPD) y BY_CUP1-1 (BY4743 con
sustitucion del promotor propio de COQ1 por el promotor fuerte inducible por Cu CUP1-1).
BY_CUP1-1 (0), sin adicion de CuSO4. BY_CUP1-1 (100) con concentracion final de CuSOs de
100 pM. Se realizaron duplicados bioldgicos y técnicos para cada ensayo.

4.3 Analisis de la sobreproduccion de la proteina Coq1p en las cepas

modificadas en el cromosoma.

Se llevo a cabo la verificacion de la sobreproduccién de Coglp, mediante ensayos
de revelado inmunolégico de proteinas. Esta estrategia permite corroborar si
efectivamente, el cambio de promotor del gen COQL1 en el cromosoma de S. cerevisiae,
resulta en un aumento en la produccién de la proteina Coqlp. También nos permite
comprobar, si la proteina de interés, esta siendo producida en la mitocondria, tal como

es esperado de acuerdo a datos bibliograficos (Gin & Clarke 2005).

4.3.1 Medida de la presencia de Coqlp en extractos totales de células

En una primera instancia, se llevo a cabo el revelado inmunolégico de Coqlp, en
extractos totales, de lisados celulares. En la figura 22 se muestran foto de la tincion de
las proteinas totales con Rojo Ponceau en la membrana de nitrocelulosa luego de la

transferencia, y el revelado inmunolégico con el anticuerpo antiCoqlp.
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Figura 22. Deteccion inmunolégica de Coglp, en lisado celular. Arriba, lamina fotografica del
revelado inmunolégico o Western Blot; Abajo tincion de proteinas en la membrana de
transferencia con Rojo Ponceau. Carriles: 1) 33138pHA1-1, 2) BYpHAL1-1, 3) BYpRSQ1-1, 4)
BY_GPD, 5) BY4743, 6) 33138 y a la derecha MP, marcador de peso molecular.

Para analisis de la expresion proteica, se utilizd como control negativo a la cepa
33138, que tiene el mismo contexto genético que BY4743, pero con las copias del gen
COQL1 “deletadas”. Como control positivo se utilizé a la cepa BY4743, y como controles
del grado de expresion de la proteina se utilizaron BYpHA1-1 (BY4743 sobreexpresando
COQ1 desde un plasmido de alto numero de copias y bajo control del promotor fuerte
ADH1), BYpRSQ1-1 (BY4743 sobreexpresando COQ1 desde un plasmido de bajo
numero de copias y bajo control de su promotor propio) y 33138pHA1-1 (33138

transformada con el plasmido pHA1-1).

A partir de la figura 22, vemos que hubo una buena transferencia de proteinas a la
membrana. En cuanto al revelado inmunolégico, tal como se esperaba, no se observé
la presencia de bandas a la altura de la proteina Coqlp (carril 6). Se conoce de
bibliografia, que la proteina Coqglp tiene un tamafio de aproximadamente 52,56 KDa
(Ashby & Edwards 1990). En el carril 5, BY4743, expresa una banda tenue, a la altura
de los 50 KDa, tal como se esperaba. En el carril 3, se tiene a BY4743, sobreexpresando
COQL1 a partir del plasmido de bajo nimero de copias pRSQ1-1 y bajo control de su
promotor propio. Se obtuvo, como se esperaba, mayor expresion de Coglp, comparado
a BY4743 sin modificacion. En los carriles 1y 2, se tiene a las cepas 33138 y BY4743,
transformadas con el plasmido pHAL1-1, de alto nimero de copias, que sobreexpresa

COQL1 bajo el control del promotor ADH1. Es importante destacar que, en este plasmido,
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se le ha agregado a COQ1 un tag N terminal (Gin & Clarke 2005), por lo que es de
esperar, que tenga un tamafo levemente superior a Coqglp sin tag. Si observamos el
carril 1, correspondiente a 33138pHA1-1, vemos que se obtuvo una banda fuerte, de un
tamanio levemente superior al de BY4743 y BYpRSQ1-1. Lo mismo sucede en el carril
2,con BYpHA1-1, con la diferencia que en este caso, BYpHA1-1, no s6lo expresa Coqlp
a partir del plasmido, sino que, dado que COQ1 no ha sido “deletado” de su genoma (a
diferencia de 33138), se obtiene también una banda tenue, a la misma altura que en los
carriles 3y 5, correspondiente a la presencia de Coqglp sin el tag. En el carril 4, se tiene
a la cepa modificada en el cromosoma BY_GPD, obteniéndose una muy alta expresion

de Coqlp.

Teniendo en cuenta este resultado, y los resultados del item 4.2, podria pensarse
que la sobreexpresiéon de COQ1 no afectaria la producciéon de isoprenoides. Sin
embargo, este ensayo no nos aporta la informacion acerca de la localizacion subcelular
de Coqlp. Esta podria estar localizandose en otro compartimento subcelular, y por
tanto, no estariamos apreciando el resultado deseado. Por lo tanto, fue necesario, un
analisis de la expresion proteica a nivel subcelular, en la fraccion mitocondrial, done se

sabe por bibliografia, que se localiza la proteina Coqlp.

4.3.2 Medida de la presencia de Coglp en extractos mitocondriales
Se llevo a cabo la extraccion y purificacion de mitocondrias, como forma de evaluar
la expresion de Coqlp en estos extractos. A continuacion en la figura 23, se presentan

los resultados obtenidos en fracciones mitocondriales.
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Figura 23. Deteccion inmunolégica de Coglp, en extracto mitocondrial. Arriba, ldmina
fotografica del revelado inmunolégico o Western Blot; Abajo tincién de proteinas en la
membrana de transferencia con Rojo Ponceau. Carriles: 1) Extracto mitocondrial de BYpHA1-1,
2) Extracto mitocondrial de BY_GPD, 3) Lisado celular de BYpHA1-1, 4) Lisado celular de
BY_GPD, 5) Lisado celular de BY4743, 6) Lisado celular de 33138 y a la derecha MP,
marcador de peso molecular.

Se observa a partir de la figura 23, que hubo una buena transferencia de proteinas.
Arriba en la lamina fotografica de deteccidn inmunolégica, se tiene en los carriles 3, 4,
5y 6 lisados celulares de BYpHA1-1, BY_GPD, BY4743 y 33138 respectivamente.
Nuevamente se utilizaron 33138 como control negativo, BY4743 como control positivo,
y BYpHA1-1 y BY_GPD a modo de poder comparar con los datos obtenidos de los
extractos mitocondriales para las mismas cepas, observandose en estos carriles, los
mismos patrones de expresion que en la figura 22. En los carriles 1 y 2 se tienen los
extractos mitocondriales de BYpHA1-1y BY_GPD respectivamente. Se obtuvo una alta
expresion de Coqglp en el extracto mitocondrial de BYpHA1-1, tal como se esperaba
dado lo reportado en (Gin & Clarke 2005). En cambio, la expresion de Coqlp en el
extracto mitocondrial de BY_GPD, fue muy inferior al obtenido a partir del extracto
proteico total obtenido del lisado celular. Esto, estaria indicando, que si bien mediante
la modificacién a nivel del cromosoma se logré obtener una sobreproduccion de Coqlp,
ésta no se estaria localizando en la mitocondria. Por lo tanto, Coqlp, no podria estar
llevando a cabo su rol en la sintesis de isoprenoides, tal como fuera sugerido en Carrau
et al. 2005. Esto podria explicar los bajos niveles de isoprenoides obtenidos en el item
4.2.

Una muy alta produccién de la proteina Coqglp, tal como se observa en la figura 22,

podria sobrepasar la capacidad celular de plegar y translocar correctamente la proteina
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a la membrana mitocondrial interna, tal como se reporta en algunos trabajos en los que
se sobreproducen altas concentraciones de proteinas asociadas a membranas (Griffith
et al. 2003; Freigassner et al. 2009). Para minimizar este problema, se podrian utilizar
estrategias tales como la utilizacién de promotores mas débiles, inducir la produccién
proteica unavez alcanzada la fase exponencial de crecimiento celular, asi como también
seria posible generar condiciones que enlentezcan el metabolismo, como disminuir la

temperatura y agitacion del cultivo para favorecer el plegado de la proteina.

Considerando que con el reemplazo de promotor a nivel del cromosoma no se logro
una correcta localizaciéon de Coglp en la mitocondria, se decidié continuar trabajando

con los plasmidos de alto nimero de copias.

4.4 Evaluacion del crecimiento y produccion de isoprenoides en S.

cerevisiae en diferentes condiciones de cultivo.

Se llevaron a cabo estudios en diferentes medios de cultivo, con el propésito de
optimizar las condiciones de crecimiento y produccion de isoprenoides. También se
quiso evaluar el rol de la composicion del medio asi como la presencia de un pladsmido
per se en la produccion de isoprenoides.

Los medios de cultivo utilizados fueron el medio Simil Mosto con 206 mg/L de YAN,
el medio minimo YNB suplementado con las concentraciones de His, Ura y Leu
utilizadas por Fischer et al. 2011 de 50 pg/mL cada uno y el mismo medio YNB, pero
suplementado con altas concentraciones de estos tres requerimientos nutricionales
(125, 150 y 500 pg/mL para His, Uray Leu respectivamente), tal como lo describe Pronk,
2002. En el trabajo de Pronk, 2002, se analiza el efecto de plasmidos con diferentes
marcadores de seleccion sobre la fisiologia de S. cerevisiae. Se concluye que el
marcador LEU es el que tiene mayor efecto de estrés celular. También en este trabajo
se muestra que es preciso agregar mayor concentracién de suplementos nutricionales
al medio de cultivo de una cepa auxoétrofa para poder equiparar las concentraciones que

provee un plasmido de alto nimero de copias.

Se decidi6 trabajar con la cepa BY4743, y BY4743 transformada con el plasmido
vacio de alto numero de copias pADCL (BYpADCL), como forma de evaluar si la sola

presencia del plasmido afecta la produccion de isoprenoides.
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Se cuantificaron los monoterpenos linalol y geraniol, y los sesquiterpenos nerolidol
y farnesol, al igual que en los puntos anteriores. Ademas se cuantificé la produccién de

alcohol isoamilico, ya que la leucina es su precursor metabdlico.

En la figura 24, se presentan los perfiles de crecimiento y de viabilidad celular de

BY4743 y BYpADCL en los distintos medios de cultivo mencionados anteriormente.
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Figura 24. Perfil de crecimiento celular de la cepa BY4743 sin modificacién y la misma cepa
transformada con el plasmido de alto nimero de copias vacio, pADCL (BYpADCL), en distintos
medios: Simil Mosto con 206 mg/L de YAN (SM), Medio minimo YNB (YNB), medio minimo
YNB con mayor conc. de Ura, Hisy Leu (YNB_L+) : A, células totales por mL de la cepa
BY4743 en los distintos medios de cultivo; B, células viables por mL de BY4743 para los
mismos medios; C, células totales por mL de la cepa BYpADCL en los distintos medios de
cultivo y D, células viables por mL de cultivo de la cepa BYpADCL en los mismos medios.
Medidas realizadas por duplicado.

En lo que refiere al crecimiento celular, se alcanzaron niveles de 1.4x107, 6.4x10" y

1.6x107 cél/mL en los medios YNB, YNB_L+ y Simil Mosto respectivamente para la cepa
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BY4743. La viabilidad celular se mantuvo alta para todos los medios, variando de 97-99
% de las células totales. En lo que refiere a la cepa BYpADCL, se alcanzaron niveles de
5.3x107, 6.3x107 y 2.3x107 células totales por mL de cultivo para los medios YNB,
YNB_L+ y Simil Mosto respectivamente. Al igual que para la cepa BY4743, la cepa
BYpADCL tuvo una muy alta viabilidad en los tres medios, variando entre 98-99 % con
respecto al numero total de células. Segun lo que se observa en la figura 24, ninguno
de los medios afecta negativamente la viabilidad celular o crecimiento de las cepas de
estudio. Sin embargo, pareceria que mayores concentraciones de His, Ura y Leu
favorecerian el crecimiento, ya que en el medio YNB_L+ fue donde se alcanz6 una

mayor concentracion celular.

En estos experimentos se prepararon los pre-indculos con presion de seleccion para
el mantenimiento del plasmido pero el ensayo se realiz6 en las mismas condiciones, 0
sea, sin presién de seleccién. Por lo tanto, se determind cual habia sido la pérdida de
plasmido durante el cultivo. A lo largo de 72 horas las pérdidas de plasmido fueron de

6 %, 10 % y 12.5 % para los medios YNB, YNB_L+ y Simil Mosto respectivamente

En la tabla 11, se presentan los resultados obtenidos para la determinacion de los

compuestos de interés.

Tabla 11. Concentraciones maximas de monoterpenos (ug/L), sesquiterpenos (ug/mL) y
alcohol isoamilico (mg/L) obtenidas en distintos medios por las cepas BY4743 y BYpADCL.

Simil Mosto (SM) YNB YNB_L+
BY4743 BYpADCL BY4743 BYpADCL BY4743 BYpADCL

Linalol

i) 27+02  222+14 194+008 317+0.04  34:02  311+0.26
Geraniol
. 0.69 £ 0.03 i i } )
(hg/L)
Ngg}g‘)' 51.3+13 3168+632 262437  335%03  27.7+08 2+8
FEMESE] o 0 g 196 + 30 14+3 128405  7.4%02  7.62+0.28
(Mo/L)
Alcohol
isomilico  25+0.2  235+53  65+05 = 100:02  81+19 72188
(mg/L)

Se obtuvo una maxima produccién de linalol a las 72 horas para la cepa BYpADCL
en medio Simil Mosto. Las diferencias en la concentracion de linalol entre BY4743 y
BYpADCL, fueron estadisticamente significativas, excepto en el medio YNB_L+. En
cuanto a la comparacion entre los distintos medios, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre BYpADCL en Simil Mosto y los dos medios YNB,

no habiendo diferencias entre estos dos ultimos. No se detect6 presencia de geraniol,
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excepto para BYpADCL en medio Simil Mosto, siendo esta a su vez, muy baja. En lo
gue refiere a la produccion de nerolidol, excepto en Simil Mosto, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre BY4743 y BYpADCL. En la
comparacion de produccion de nerolidol entre los diferentes medios, nuevamente se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el Simil Mosto y los dos
medios YNB, no habiendo diferencias entre estos dos ultimos. Para la producciéon de
farnesol, las diferencias sélo fueron significativas para BY4743 y BYpADCL en medio
Simil Mosto. Tal como se esperaba, la produccién de alcohol isoamilico fue méaxima en
el medio YNB_L+. Sin embargo, en lo que refiere a la diferencia de produccion entre
BY4743 y BYpPADCL, no hubo diferencias estadisticamente significativas en este medio,

pero si las hubo en los medios Simil Mosto e YNB.

A partir de estos resultados, se puede ver que el aumento en la produccion de
isoprenoides en BYpADCL con respecto a BY4743 estaria asociado en la mayoria de
los casos, al medio Simil Mosto, no detectandose diferencias significativas entre BY4743
y BYpADCL en los medios YNB o YNB_L+ para la mayoria de los casos. También se
observo que la produccion de isoprenoides es maxima en el medio Simil Mosto. La
produccion de alcohol isoamilico fue de hasta 32 veces superior en el medio YNB_L+
comparado a los otros medios, lo que concuerda a lo esperado, ya que este medio tiene

altas concentraciones de Leucina, precursor metabdlico del alcohol isoamilico.

Se ha visto que condiciones de estrés, como puede ser el cultivo en muy altas
concentraciones de azucar, como en el caso del medio Simil Mosto, asi como también
la presencia de un plasmido, generan grandes cambios fisiolégicos en la levadura. En
lo que refiere a la presencia de un plasmido, se ha visto que, desde un punto de vista
de la fisiologia de S. cerevisiae, el comportamiento frente al agregado del suplemento
nutricional requerido por una auxotrofia con respecto a la complementacion genética
mediante un plasmido que contiene el gen biosintético en cuestion, pueden ser muy
diferentes. Es por esta razén que Pronk, 2002, propone el agregado de concentraciones
mayores de suplementos nutricionales para cepas auxoétrofas. Con respecto a los
medios de cultivo con altas concentraciones de azucares, algunas investigaciones
apuntan a que esto activa la expresion, no sélo de los genes que regulan el estrés
osmdtico, sino también la de los genes involucrados en la respiracion celular entre otros
(Jiménez Marti 2010; Kuranda 2006). También se ha visto, que la produccién de algunos
sesquiterpenos, como el caso del farnesol, aumentan en células de Candida albicans,
bajo condiciones de estrés oxidativo (Deveau et al. 2010). Por lo tanto, dado los
resultados obtenidos en la tabla 11, podria sugerirse que el aumento en la produccién

de isoprenoides en el medio de alto contenido de azlUcares Simil Mosto, respecto a los
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medios simples YNB e YNB_L+, se debe principalmente a una respuesta al estrés

osmotico, asi como también metabdlico por la presencia del plasmido.

4.5Produccion de isoprenoides al sobreexpresar el gen COQ1 clonado en

plasmidos en distintos contextos genéticos.

Se analizé la produccion de isoprenoides bajo el efecto de la sobreexpresiéon del gen
COQ1, en distintos contextos genéticos. Para este ensayo, se trabajé nuevamente con
las cepas BY4743, BYpADCL y BYpHAL-1, incluyéndose esta vez a las cepas mutantes
en erg20, K197K, K197E y K197G (Fischer et al. 2011). Tal como fue descrito
previamente en la introduccion, mutaciones puntuales sobre el gen ERG20, conllevan
al cambio de una lisina (K), en la posicién 197 en el sitio catalitico de la enzima FPPS,
por un acido glutamico (E) y una glicina (G) en las cepas K197E y K197G,
respectivamente. La lisina 197 (K197), se encuentra rodeada de dos motivos ricos en
4cido aspartico, y tiene un rol importante en la coordinaciéon de los iones Mg?,
involucrados en la reacciéon de condensacién de IPP con sus sustratos alilicos. La
sustitucion de este aminoacido disminuye la afinidad de GPP por el sitio catalitico,
permitiendo que este sea liberado al medio, como precursor de monoterpenos. Por lo

tanto, se espera que estas cepas sean mejores productoras de monoterpenos.

Se llevé a cabo en una primera instancia, el cultivo de las cepas K197K, K197E y
K197G, en el mismo medio (YNB) y condiciones propuestos por Fischer et al. 2011, a
modo de evaluar el desarrollo de estas cepas en cultivo liquido en matraces y su
produccion de isoprenoides. Tal como se muestra en la figura 25, las tres cepas tuvieron
un buen desarrollo celular, alcanzando niveles de 1.4x107, 2.8x107y 1.7x107 cél/mL para
K197K, K197E y K197G respectivamente. En lo que refiere a la viabilidad celular, ésta

varié entre 71y 96 % de las células totales.
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Figura 25. Perfil de crecimiento celular de cepas mutantes en erg20, en medio YNB: A, células
totales por mL y B, células viables por mL de cultivo. Medidas realizadas por duplicado.

Las cepas mutantes en erg20 no resultaron buenas productoras de sesquiterpenos,
variando su produccion de nerolidol entre 15.9 + 1.4y 25.8 + 1.8 pug/mL y la de farnesol
entre 4.4 £ 0.5y 6.0 £ 0.2 pg/mL. La maxima produccion de linalol se obtuvo a las 72
horas de cultivo por la cepa K197G, siendo esta de 235.8 + 4.7 pg/mL, lo que coincide
con lo reportado por Fischer et al. 2011. En cuanto a la produccion de geraniol, el
comportamiento fue diferente a lo esperado, ya que resulté mejor productora la cepa
K197E con 258.4 + 8.2 ug/mL a las 48 horas, contra 176.4 + 7.8 pg/mL producidos por
la cepa K197G. Los datos reportados por Fischer et al. 2011, para la produccién de
geraniol son de 121 + 9 ug/mL y 235 + 22 ug/mL para las cepas K197E y K197G
respectivamente. Estas diferencias pueden deberse a que en este caso los cultivos no
se extendieron mas alla de las 72 horas, a diferencia del trabajo de referencia, en el cual
los cultivos se extendieron por periodos de 7-10 dias. En las experiencias obtenidas en
este trabajo, se observd, que el contenido en isoprenoides tiende a disminuir pasadas

las 72 horas de cultivo.

Dado que la cepa K197E, resulté mejor productora de geraniol se opto por realizar
el estudio con la sobreexpresion de COQL1 en las cepas K197E y la cepa control K197K.
Visto que la méaxima produccién de isoprenoides se obtuvo en aquellas cepas
transformadas con los plasmidos de alto nimero de copias, las cepas K197K y K197E

fueron transformadas con los plasmidos pADCL y pHA1-1.

En la figura 26, se muestra el perfil del crecimiento celular para las cepas K197K
(KK), K197KpADCL (KKpADCL), K197KpHA1-1 (KKpHAl-1), K197E (KE),
K197EpADCL (KEpADCL) y K197EpHA1-1 (KEpHA1-1).
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Figura 26. Perfil de crecimiento celular expresado de cepas mutantes en erg20, transformadas
con pldsmidos de alto niUmero de copias, en medio Simil Mosto de 206 mg/L de YAN: A,
células totales por mL de las cepas K197K con y sin plasmidos; B, células viables por mL de
cultivo de las cepas K197K con y sin plasmidos; C, células totales por mL de las cepas K197E
con y sin plasmidos y D, células viables por mL de cultivo de las cepas K197E con y sin
plasmidos. Medidas realizadas por duplicado.

El nimero total de células/mL alcanzadas por KK, KKpADCL y KKpHAL1-1 fue de
1.7x107, 3.5x107y 3.4x107 cél/mL respectivamente. La viabilidad celular se mantuvo alta
durante las 72 horas, variando desde el 94 al 97 % de las células totales. En el caso de
la serie KE, los valores maximos de células/mL fueron de 5.7x107, 1.4x108 y 1.5x108
cél/mL para las cepas KE, KEpADCL y KEpHAL1-1 respectivamente, con una viabilidad

celular que varié desde el 95 al 97 % de las células totales.

Como se trabajé con un medio sin presion de seleccién, se comprob6 que la pérdida

de plasmido a lo largo de 72 horas fue baja, ésta vari6 entre 10-20 % para las cepas de

80



la serie K197K, entre un 7-10 % para las cepas de la serie K197E y entre un 8.5-15 %

para las cepas de la serie BY4743.

A continuacion en la figura 27, se muestran las concentraciones de linalol y geraniol
a las 48 y 72 horas, comparandose los resultados de la serie de cepas BY4743, K197K
y K197E en presencia de plasmidos de alto nimero de copias, en un medio Simil Mosto
206 mg/L de YAN. Tal como se observa, la produccion de linalol, es significativamente
superior en la serie de cepas K197K y K197E con respecto a la serie de cepas BY4743.
Este es un resultado esperable, ya que por la bibliografia se conoce que las cepas
mutantes en erg20, son buenas productoras de monoterpenos. La presencia del
plasmido, aumenta la produccién de linalol entre un 70 y un 73 % para las cepas
KEpHA1-1 y KKpHA1-1 respectivamente, comparado a sus respectivas cepas sin
plasmido K197E y K197K. Si bien a simple vista podria pensarse que si existe una
tendencia a aumentar la produccion por las cepas sobreexpresantes de COQ1 mediante
el plasmido pHA1-1, no podemos afirmar esta observacion, ya que las diferencias entre
las cepas con el plasmido vacio y las cepas con pHA1-1 son significativas para ambas
cepas Unicamente a las 72 horas. La cepa KEpHA1-1 produjo 761 pg/L de linalol, estos
niveles son aproximadamente 10 veces superior al valor reportado por Fischer et al.
2011, asi como también a los reportados por Rico Molins 2015 y Herrero et al. 2008 en
los cuales las levaduras fueron transformadas con una Linalol sintasa de plantas (C.
breweri), ver tabla 12. En cuanto a la produccion de geraniol, esta fue significativamente
superior a la obtenida con la serie BY4743 (100 veces superior en el caso de KEpHA1-
1). Sin embargo, los valores obtenidos fueron aproximadamente un 50 % menores a los
reportados por Fischer et al. 2011 en un medio minimo YNB. Esto puede deberse a que
el GPP, precursor tanto del geraniol como linalol, fuese mayormente desviado hacia la
sintesis de linalol, o a algin proceso inhibitorio provocado por algin componente del

medio Simil Mosto.
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Se muestran en la figura 28, los valores obtenidos de nerolidol y farnesol expresados
en ug/L, para la serie de cepas BY4743, K197K y K197E, en medio Simil Mosto, YAN
206 mg/L. En lo que refiere a la producciéon de nerolidol en la serie K197K, se observa
gue la incorporacion de un plasmido que sobreexpresa COQ1 asi como la de un
plasmido vacio, aumentan la produccion un 75 y un 56 % respectivamente, con respecto
a la cepa sin transformar. Mientras que en la serie K197E, la presencia del plasmido
vacio (pADCL) aumenta la produccién en un 50 %, y la presencia de pHA1-1, la aumenta
un 63 %, con respecto a K197E sin plasmido. La incorporacion de un plasmido en las

cepas mutantes en erg20, equipara la produccion de nerolidol, a los valores de este
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compuesto obtenidos con la serie BY4743, transformada con los mismos plasmidos y

duplica a valores de bibliografia (Ohto et al. 2009), expuestos en tabla 12.

400 - Figura 28. Concentraciones de
Nerolidol (A) y Frnesol (B),
obtenidos al sobreexpresar
COQ1 con plasmidos de alto
namero de copias, en distintos
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8 e la significancia estadistica de
los datos, letras diferentes,
implica que las diferencias
entre esos tratamientos son
estadisticamente significativas
(p<0,05). Fueron realizadas
replicas bioldgicas y técnicas
) para cada ensayo.
Tiempo (h)
WEY4T42 WEYpADCL  mBYpHAT-T  KISTK BKKpADCL
BKKpHAT-1  mKISTE BKEpADCL  WKEpHA1-1
=
2
Tiempo (h)
BEY4742 mEYpADCL  mBYpHAT-T  KiSTK WKKpADCL
BKKpHAT-T  mKISTE BKEpADCL  MKEpHA1-1

En lo que refiere a la produccién de farnesol, si bien la incorporacion de los
plasmidos pADCL y pHAl-1 a las cepas K197K y KI197E, aumenté su nivel
significativamente comparado a las mismas cepas sin plasmido (hasta un 78 % en el
caso de KEpHA1-1), estos fueron un tanto inferiores a los obtenidos por la serie BY4743

transformada con los mismos plasmidos y de 6 a 38 veces menores a datos de
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bibliografia para levaduras mutantes en erg9 (Chambon et al. 1990) y levaduras

sobreexpresantes de HMG-CoA reductasa (Ohto et al. 2009), respectivamente.

En lo que refiere al efecto de la sobreexpresion de COQ1, se observa un efecto de
incremento en la produccién de ambos sesquiterpenos, aunque no en todos los casos

estadisticamente significativos.
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Tabla 12. Concentracién de linalol, geraniol, nerolidol y farnesol expresado en pg/L, en medios sintéticos. Datos obtenidos de bibliografia y el presente

Referencia
(Carrau et al.

2005)

(Ohto et al.
2009)

(Chambon et al.

1990)

(Rico Molins
2015)

(Herrero et al.
2008)
(Fischer et al.
2011)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Cepas de S.
cerevisiae

Montrachet 522

ATCC 200589

ATCC 90713
ATCC 90840

FKerg9
VL134
VL135

YR377
YR378

T73'4Li5
YR64

K197K
K197E
K197G
BY4743
BYpADCL
BYpHA1-1
BYpRS
BYpRSQ1-1

K197K
KKpADCL
KKpHA1-1

K197E
KEpADCL
KEpHA1-1

Caracteristicas

wt

Sobreexpresion: ERG20
HMG-CoA reduct.

HMG-CoA reduct.
HMG-CoA reduct.

Mut:
Erg9
Erg7

Sobreexpresion:
Gen GES de Ocimun basilicum

Gen LIS de C. breweri

Sobreexpresion:
Gen LIS de C. breweri

Mut: FPPS

BY4743 transformada con

plasmidos: pADCL, pHA1-1, pRSy

pRSQ1-1

K197K transformada con plasmidos:

pADCL y pHA1-1

K197E transformada con plasmidos:

pADCL y pHA1-1

trabajo.

Medio de cultivo

Simil Mosto de uva

Galactosa 5%, YNB, aceite de
soja 1%, adekanol 0,1%

YPD

YPD

YPD

YNB

Simil Mosto

Simil Mosto

Simil Mosto

Linalol (pg/L)

15

NR

NR

9,65 + 1,60
8,89+ 1,49

60,94 + 6,15

7

2+3
78 £57
232+8
3,94 + 0,06
139+1,8
15,6 £3,8
6,0£04
6,6 +0,1

93,6 £6,3
350 + 12
130,7 £ 16,6

226,31 +£0,01
639,2 + 29,8
761,3 £ 8,5

Geraniol
(Hg/L)

NR

NR

450 + 55

7550 + 1436
7697 + 2342

NR

10+£3
121+9
235+ 22

13+0,1
0,67 £ 0,01
0,63+ 0,01
0,66 + 0,06

11,0+ 0,7
22,4+1,8
9,6 £0,5

21,11 1,25
545+1,5
66,8 £ 0,6

Nerolidol (ug/L)

0,65

150

28

NR

NR

NR

NR

36,5+6,1
229+ 22

307,5+ 38
112 +11

1254+ 3,8

65,3+2,7
1493+ 1,7
265 £ 46

111,68 £ 0,01
223,1+6,6
305,6 £ 0,7

Farnesol
(Ho/L)

2,0

80
8200

22
12

1310 +380
220 £ 25
20+4

NR

NR

NR

36+ 17
232,8+0,2
292,2 + 35,2

121 +2
139,4+3,5

40,4+4,8
151,7+6,8
159,5 + 18,6

48,56 + 0,01
153,0+5,5
216,5+ 0,8
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4.6 Produccion de alcoholes superiores en cepas que sobreexpresan Coq1p.

Se realizaron ensayos preliminares para analizar el efecto de la sobreexpresion de
COQ1 en la produccién de alcoholes superiores. Estos ensayos se llevaron a cabo sobre
las cepas BY4743 y K197E transformadas con los plasmidos de alto nimero de copias
pADCL (vacio) y pHA1-1 (con COQ1) en un medio Simil Mosto con un YAN de 75 mg/L,
ya gue se conoce mediante datos bibliograficos, que valores bajos de nitrégeno

asimilable, favorecen la produccién de alcoholes superiores (Carrau et al. 2008).

El seguimiento de las fermentaciones, se hizo calculando la pérdida de CO.,
producto de la respiraciéon celular, mediante el pesado de los matraces. Las corridas se
continuaron hasta fin de fermentacion, es decir hasta que la produccion de CO: es
minima. En el caso de la cepa K197E, se realizaron dos ensayos de fermentacion
paralelos, uno que se continué hasta fin de fermentacion (22 dias), y otro que fue
finalizado a la mitad de este periodo. La finalidad de estas dos pruebas, fue la de
evaluar, si para la produccién de alcoholes superiores, el continuar el ensayo hasta el
fin de fermentacion resultaba en un aumento significativo de los alcoholes, o siya a los
11 dias se alcanzaba una meseta en la produccion. A continuacion en la figura 29, se

presentan los perfiles de produccion de CO..

45 A

ad : }H

%
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: A1 - 341t
4 i,»é;iiifi 2
7

. ,// 2 ;
0.5 /‘/ 1 f

0 100 200 300 400 500 €00 o 100 200 300 400 500 600

Pérdida de CO, (g)
Py
Pérdida de CO, (g)

Tiempo (h) Tiempo (h)

KE pADCL {11) —e— KEpHA1-1 (11)
..... KE pADCL (22) — e~ KEpHA1-1 (22)

—«—BYpADCL  — e - BY pHA1-1

Figura 29. Perfil de produccion de CO:2 para las cepas BYpADCL y BYpHA1-1 (A) y las cepas
KEpADCL y KEpHA1-1 hasta los 11 y 22 dias de fermentacion (B), en medio Simil Mosto con
75 mg/L de YAN. Medidas realizadas al menos por duplicado.

Tal como se observa en la figura 29, la fermentacién fue mas rapida para la serie
K197E comparado a la serie BY4743, alcanzando el estado estacionario
aproximadamente a mitad de la corrida (300 horas). A su vez, se constaté que la cepa

KEpADCL alcanz6 una produccién de CO; de 6.9 g, comparados a 4.5 g producidos por
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BYpADCL para un mismo periodo de tiempo. En lo que refiere a la pérdida de plasmido,
esta fue baja, variando entre un 12 y 17 % para la serie BY4743 y entre un 8 y 12 %

para la serie K197E.

En las figuras 30 y 31, se muestran las concentraciones de 1l-propanol, 2-meil-1-
propanol, (2+3)-metil-1-butanol y alcohol B-feniletilico en mg/L de cultivo, siendo estos

los alcoholes mas representativos en todas las corridas.

140 Figura 30.
Concentraciones de los
alcoholes superiores: 1-
propanol, 2-metil-1-
propanol, (2+3)-metil-1-
butanol y alcohol -
feniletilico, expresadas en
mg/L, para las cepas
BYpPADCL y BYpHA1-1. A
la derecha se muestra la

suma de los alcoholes
para ambas cepas.
40 Resultados obtenidos a
partir de duplicados
2 biolégicos y técnicos.
0

1-propanol  2metil-1 (2+3)metil-1alcohol beta  Total
propanol butanol  feniletilico

120

100

co
(=]

Conc. (mg/L)
[=3]
o

EBYpADCL mBYpHA1-1

Los andlisis estadisticos llevados a cabo sobre los datos de la figura 30, mostraron
gue no existen diferencias significativas entre las concentraciones obtenidas para la
cepa BYpADCL y BYpHAL-1 para ninguno de los alcoholes estudiados. Los valores
obtenidos fueron menores a los reportados previamente (Carrau et al. 2008; Vilanova et

al. 2007), en condiciones similares de fermentacion.
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180 Figura 31.
Concentraciones de los
160 alcoholes superiores:
1-propanol, 2-metil-1-

140 propanol, (2+3)-metil-1-

butanol y alcohol B

120 feniletilico, expresadas
en mg/L, para las

100 cepas KEpADCL y
KEpHA1-1. Ala
derecha se muestra la

80 suma de los alcoholes
para ambas cepas.

60 Resultados obtenidos a
partir de duplicados

40 biolégicos y técnicos.

20

0

1- propanol 2metil-1 (2+3)metil-1 alcohol beta Total
propanol butanol feniletilico

Conc. (mg/L)

WKEpADCL (11) WKEpHA1-1(11) ®=KEpADCL (22) ®=KEpHA1-1 (22)

En cuanto a los valores de alcoholes superiores obtenidos para la serie K197E, estos
también fueron inferiores a los reportados en bibliografia, para fermentaciones en
condiciones similares. Esto podria deberse a que las cepas de laboratorio, K197E y
BY4743, son menos robustas que las cepas de la industria vinicola tales como M522 y

KU1, y podrian estar sufriendo inhibicién frente a esas concentraciones de alcoholes.

Por otra parte, los andlisis estadisticos, no encontraron diferencias significativas
entre KEpADCL y KEpHA1-1, por lo que la sobreexpresion de COQL1 no influiria en la
producciéon de alcoholes superiores. También se encontré que no existen diferencias
significativas entre los resultados del dia 11 y el dia 22, lo que demuestra que se llega
a una meseta en la produccién, probablemente debido a inhibicion de las levaduras. Por
lo que, no seria necesario esperar a alcanzar el fin de fermentacion para alcanzar los

mismos niveles de alcoholes.

También se realiz6 un comparacion estadistica entre la produccién entre las cepas

BY4743 y K197E, no encontrandose diferencias significativas entre ellas.

4.7Extraccion con dodecano.

Con la finalidad de optimizar la produccién de isoprenoides, facilitar la extraccion y

minimizar costos, se realizé un ensayo preliminar de extraccién liquido-liquido con el
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solvente organico dodecano. Esta técnica, previamente explicada en Materiales y
Métodos, consiste en poner sobre el cultivo una fina capa del solvente. Ya que la
mayoria de los isoprenoides tienen afinidad por la fase organica, estos tienden a pasar
hacia la capa de dodecano. Se llevo a cabo la extraccién con dodecano en medio Simil
Mosto, 75 mg/L de YAN, para la cepa KEpHALl-1. En la figura 32, se comparan los
resultados obtenidos para ensayos en paralelo con la cepa KEpHAL-1, donde por un
lado se realiz6 la extracciéon clasica con columnas Isolute dia 11, y por otro lado, la

extraccion simultanea en el cultivo con dodecano también al dia 11 de cultivo.

1000 Figura 32.
Concentraciones de los

900 principales monoterpenos

800 y sesquiterpenos medidos
en pg/L de cultivo

700 obtenidos en la
fermentacion con la cepa

600 KEpHA1-1 en medio Simil

500 Mosto con 75 mg/L de
YAN. Se comparan los

400 valores obtenidos con la
extraccion con dodecano

300 (azul) y la extraccion

200 realizada con las columnas
isolute (rojo).

100

o il

mDoecano ®|solute

Conc. (Hg/L de cultivo)

Con la extracciéon con dodecano se alcanzaron niveles de linalol de 906 pg/L y
605 pg/L de geraniol, muy superiores a los obtenidos mediante la extraccion realizada
con las columnas Isolute. Esto probablemente pueda explicarse, considerando que al
llevar a cabo una extraccion simultdnea a medida que se van produciendo los
isoprenoides, se minimizan las posibilidades de que haya inhibiciébn por producto,
permitiendo asi que las enzimas continlen sintetizando mas producto. Si bien los
resultados fueron prometedores, son necesarios mas estudios sobre este método de

extraccion.
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Capitulo 5

Conclusiones




Se demostré que S. cerevisiae produce monoterpenos de novo y que es posible

modular sus niveles en ausencia de genes 0 precursores vegetales.

La sobreexpresion de COQL1 a partir de un plasmido de alto nUmero de copias, en
un medio sintético que simula un mosto de uva, aumentd significativamente los niveles
de isoprenoides. Sin embargo, con la sobreexpresion de COQ1 a partir del cromosoma
no se obtuvieron resultados importantes en la produccion de isoprenoides. Esta
discrepancia quizds se deba a que cuando se sobreexpresé Coqlp a partir del
cromosoma, la proteina no se localizé correctamente en la mitocondria, tal como sucede
con la proteina nativa y también con Coglp sobreexpresada a partir de plasmidos.
Quizas se podria lograr una correcta localizacion de Coglp sobreexpresada a partir del
cromosoma utilizando alguna de las siguientes estrategias: promotores mas moderados
o0 el promotor inducible CUP1-1 a muy bajas concentraciones de cobre; condiciones de
cultivo suaves, tales como bajas temperaturas y agitacién de manera de favorecer el
correcto plegado y localizacién de la proteina. Un ensayo clave para determinar el rol
de COQ1, seria la realizacion de ensayos de actividad con la proteina purificada para

determinar su especificidad de sustrato.

El aumento en la produccion de isoprenoides en las cepas con plasmidos vacios
cultivadas en el medio Simil Mosto, podria deberse a cambios fisiol6gicos de la levadura,
frente a un estrés metabdlico (presencia del plasmido) y un estrés osmotico (las
concentraciones en el medio simil mosto son de 120 g/L de azUcares totales). Seria
interesante dilucidar qué otras situaciones de estrés afectan la produccion de
isoprenoides en S. cerevisiae. Sin embargo, no se puede descartar la posible
participacion de COQ1 en la sintesis de isoprenoides, ya que el aumento en la
produccién de isoprenoides es aun mayor en los plasmidos que sobreexpresan COQ1
gue en los plasmidos vacios y por otro lado, estudios recientes aportan mas evidencias

a una posible vinculaciéon de COQ1 con la biosintesis de los mismos (Huang et al. 2013).

Las cepas mutantes en erg20, resultaron muy buenas productoras de
monoterpenos, tal como era de esperar. La presencia del plasmido de alto nUmero de
copias que sobreexpresa COQ1, aumentd alin mas los niveles de produccién de linalol,
alcanzando los 760 ug/L. Este valor es superior a los valores reportados hasta el
momento para la produccion de linalol en S.cerevisiae, superando en un orden de
magnitud los niveles de linalol alcanzados expresando linalol sintasas de plantas en S.
cerevisiae. Se logré una concentracion total de isoprenoides volatiles mayor a 1.3 mg/L,
en ausencia de genes o precursores vegetales. Como perspectiva futura para el

desarrollo de biocombustibles isoprenoides se podria plantear la incorporacién de una
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farneseno sintasa de Vitis vinifera cv Tannat en S. cerevisiae, ya que en el
Departamento de Biologia Molecular del 1IBCE se estd analizando el genoma y

transcriptoma de nuestra variedad emblemética de vid.

En cuanto a la produccién de alcoholes superiores, no se lograron alcanzar los
niveles reportados en Carrau et al., 2008, probablemente debido a que solamente se
trabajo con cepas de laboratorio. En un futuro se podrian modificar cepas industriales
utilizando la poderosa técnica de edicion génica CRISPR-Cas recientemente
desarrollada (DiCarlo et al., 2013).

Incorporando varias modificaciones genéticas que aumentan los niveles de
isoprenoides (erg20, erg9, sobreexpresion de HMG-CoA reductase y Coqlp, etc) en
una cepa industrial, incorporando por ej una farnesano sintasa de vid, dilucidando qué
condiciones de estrés resultan en altos niveles de isoprenoides y aplicando el sistema
de extraccion liquido-liquido con dodecano, seguramente se podria llegar a obtener

niveles muy superiores de isoprenoides.
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Anexo 1




Plasmidos de Euroscarf utilizados en el protocolo de Toolbox kit, para

los cambios de promotor en el cromosoma.

Plasmido pYM-N1:

Nsil

AN
4000

Nsil
Hindlll

pYM-N1
4421 bps

3000
P

\

¢\ Sacl
CUP1 Promoter Ndal

. N
\ EcoRV
\ Spel
Xbal

101



Plasmido pYM-N14:

kanMX

N
AmpR 4000
pYM'N1 4 1000
4629 bps

Sacl
GPD Promoter

Plasmido pYM-N18:

pYM-N18
4375 bps

TEF Promoter Sacl
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Anexo 11




Analisis estadistico

Analisis de resultados de varianza para la concentracion de linalol en pg/L para la
cepa BY4743 transformada con los distintos plasmidos: pADCL, pHA1-1, pRS316 y

pRSQ1-1, a distintos tiempos de extraccion.

Tiempo 48
Variable N R2 R2A] CV
t48 8 1,00 100 1,01

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 50,15 3 16,72 2939,41 <0,0001
Cepas 50,15 3 16,72 2939,41 <0,0001

Error 0,02 4 0,01

Total 50,18 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,30701
Error: 0,0057 gl: 4

Cepas Medias n E.E.
BYpRS 3,79 2 0,05 A
BYpRSQ1-1 6,59 2 0,05 B
BYpADCL 9,66 2 0,05 C
BYpHA1-1 992 2 0,05 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72

Variable N R2 RZA|  CV
172 8 0,99 0,99 511

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC _ dl CM F p-valor
Modelo. 151,92 3 50,64 236,10 0,0001
Cepas 151,92 3 50,64 236,10 0,0001

Error 0,86 4 0,21

Total 152,78 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,88533
Error: 0,2145¢gl: 4

Cepas Medias n E.E.
BYpRS 466 2 0,33 A
BYpRSQ1-1 496 2 0,33 A
BYpADCL 11,99 2 0,33 B
BYpHA1-1 1465 2 0,33 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tiempo 96

Variable N R2 RZA|  CV
1 96 8 0,90 0,83 20,44

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1ll)

F.V. SC _ dl CM F p-valor
Modelo. 162,93 3 54,31 12,30 0,0173
Cepas 162,93 3 54,31 12,30 0,0173

Error 17,66 4 4,42

Total 180,59 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,55440
Error: 4,4158 gl: 4

Cepas Medias n E.E.
BYpRSQ1-1 563 2 1,49 A
BYpRS 599 2 1,49 A
BYpADCL 13,94 2 1,49 A B
BYpHA1-1 1558 2 1,49 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de geraniol en pg/L para la
cepa BY4743 transformada con los distintos plasmidos: pADCL, pHA1-1, pRS316 y
pRSQ1-1, a distintos tiempos de extraccion.

Tiempo 48

Variable N R2 RZA|  CV
t 48 8 0,99 0,98 3,97

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC d CM F p-valor
Modelo. 0,14 3 0,05 92,33 0,0004
Cepas 0,14 3 0,05 92,33 0,0004

Error 1,9E-03 4 4,9E-04
Total 0,14 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,08988
Error: 0,0005 gl: 4

Cepas Medias n E.E.
BYpRS 0,41 2 0,02 A
BYpRSQ1-1 0,45 2 0,02 A
BYpHA1-1 0,68 2 0,02 B
BYpADCL 0,70 2 0,02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72

Variable N R2 RZA|  CV
t72 8 0,85 0,73 3,26
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sSCc__dl CM F p-valor

Modelo. 0,01 3 2,5E-037,35 0,0419
Cepas 0,01 3 2,5E-037,35 0,0419

Error 1,4E-034 3,4E-04

Total 0,01 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,07479
Error: 0,0003 gl: 4

Cepas Medias n E.E.

BYpRS 054 2 0,01 A
BYpADCL 0,55 2 0,01 A B
BYpRSQ1-1 0,56 2 0,01 A B
BYpHA1-1 0,62 2 0,01 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 96

Variable N R2 R2 Aj CvVv
196 8 0,97 0,95 10,20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,79 3 0,26 42,52 0,0017
Cepas 0,79 3 0,26 4252 0,0017

Error 0,02 4 0,01

Total 0,81 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,32022
Error: 0,0062 gl: 4

Cepas Medias n E.E.

BYpHA1-1 0,50 2 0,06 A
BYpRS 0,63 2 0,06 A
BYpRSQ1-1 0,66 2 0,06 A
BYpADCL 131 2 0,06 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de nerolidol en pg/L para la
cepa BY4743 transformada con los distintos plasmidos: pADCL, pHA1-1, pRS316 y
pRSQ1-1, a distintos tiempos de extraccion.

Tiempo 48

Variable N R2 R2 Aj (4
t48 8 0,99 0,99 6,29

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC_ dl CM F p-valor

Modelo. 52001,86 3 17333,95 185,38 0,0001
Cepas 52001,86 3 17333,95 185,38 0,0001

Error 374,02 4 93,50
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Total 52375,88 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=39,36430
Error: 93,5048 gl: 4

Cepas Medias n E.E.

BYpRS 71,69 2 6,84 A
BYpRSQ1-1 76,42 2 6,84 A
BYpADCL 217,58 2 6,84 B
BYpHA1-1 249,73 2 6,84 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72

Variable N R2 RZA  CV
172 8 0,97 0,95 11,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC_ dl CM_F p-valor

Modelo. 62332,65 3 20777,55 42,96 0,0017
Cepas 62332,65 3 20777,55 4296 0,0017
Error 1934,65 4 483,66

Total 64267.31 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=89,52767
Error: 483,6634 gl: 4

Cepas Medias n E.E.

BYpRS 96,30 2 15,55 A
BYpRSQ1-1 105,27 2 15,55 A
BYpADCL 229,00 2 15,55 B
BYpHA1-1 307,50 2 15,55 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 96

Variable N R2 RZA|  CV
1 96 8 0,79 0,63 22.00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sSC__dl CM F p-valor
Modelo. 19122,81 3 6374,27 4,99 0,0771
Cepas 19122,81 3 6374,27 4,99 0,0771
Error 5104,58 4 1276,15
Total 24227,39 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=145,42386
Error: 1276,1450¢l: 4

Cepas Medias n E.E.
BYpRS 112,19 2 25,26
BYpRSQ1l-1 12541 2 25,26
BYpADCL 175,44 2 25,26
BYpHA1-1 236,57 2 25,26
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

>>>>
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Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de farnesol en pg/L para la
cepa BY4743 transformada con los distintos plasmidos: pADCL, pHA1-1, pRS316 y
pRSQ1-1, a distintos tiempos de extraccion.

Tiempo 48

Variable N R2 R2 Aj CcVv
t 48 8 0,98 0,97 691

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC__dl CM F p-valor

Modelo. 28915,48 3 9638,49 66,18 0,0007
Cepas 28915,48 3 9638,49 66,18 0,0007

Error 582,53 4 145,63

Total 29498,01 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=49,12633
Error: 145,6322¢gl: 4

Cepas Medias n E.E.

BYpRS 110,54 2 853 A
BYpRSQ1l-1 120,11 2 853 A
BYpADCL 220,35 2 8,53 B
BYpHA1l-1 247,35 2 8,53 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72

Variable N R2 R2 Aj CVv
t72 8 0,97 0,94 9,70

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1ll)

F.V. SC__dl CM_F p-valor

Modelo. 42169,18 3 14056,39 39,82 0,0019
Cepas 42169,18 3 14056,39 39,82 0,0019
Error 1411,97 4 352,99

Total 43581,15 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=76,48370
Error: 352,9934 gl: 4

Cepas Medias n E.E.

BYpRS 110,62 2 13,29 A
BYpRSQ1-1 139,42 2 13,29 A
BYpADCL 232,84 2 13,29 B
BYpHAl-1 29221 2 13,29 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 96

Variable N R2 R2 Aj CcVv
196 8 0,43 0,01 32,51
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sSCc__dl CM F p-valor
Modelo. 7422,19 3 2474,06 1,02 0,4722
Cepas 7422,19 3 2474,06 1,02 0,4722
Error 9703,98 4 2425,99
Total 17126,17 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=200,50745
Error: 2425,9941 gl: 4

Cepas Medias n E.E.
BYpRS 121,55 2 34,83
BYpRSQ1-1 126,77 2 34,83
BYpADCL 160,17 2 34,83
BYpHAl-1 197,62 2 34,83
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

>>>>

Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de linalol en pg/L para la
cepa BY4743 y las cepas modificadas en el cromosoma BY_GPD y BY _CUP1-1, a
distintos tiempos de extraccion.

Tiempo 48

Variable N R2 R2 Aj (4
T48 8 0,29 0,00 11,60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,15 3 0,05 0,54 0,6814
cepas 0,15 3 0,05 0,54 0,6814

Error 0,37 4 0,09

Total 0,51 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,23232
Error: 0,0916 gl: 4

cepas Medias n E.E.
BY_CUP1-1(100) 243 2 0,21 A
BY_GPD 253 2 0,21 A
BY_CUP1-1(0) 2,73 2 0,21 A
BY4743 276 2 021 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72

Variable N R2 RZA  CV
172 8 0,85 0,73 6,14

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,84 3 0,28 7,45 0,0409
cepas 0,84 3 0,28 7,45 0,0409

Error 0,15 4 0,04

Total 0,99 7
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,78858
Error: 0,0375 gl: 4

cepas Medias _n E.E.
BY_CUP1-1(0) 284 2 0,14 A
BY_CUP1-1(100) 2,89 2 0,14 A B
BY _GPD 325 2 0,14 A B
BY4743 364 2 0,14 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de nerolidol en pg/L para la
cepa BY4743y las cepas modificadas en el cromosoma BY_GPD y BY_CUP1-1, a
distintos tiempos de extraccion.

Tiempo 48

Variable N R2 R2ZA] CV
T48 8 0,05 0,00 2235

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sCc __dl CM F p-valor
Modelo. 6,82 3 2,27 0,07 0,9740
cepas 6,82 3 2,27 0,07 0,9740

Error 133,49 4 33,37
Total 14031 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=23,51654
Error: 33,3715 gl: 4

cepas Medias _n E.E.
BY_GPD 2435 2 408 A
BY_CUP1-1(0) 25,80 2 408 A
BY_CUP1-1(100) 26,57 2 408 A
BY4743 26,65 2 408 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72

Variable N R2 R2 Aj CcVv
T72 8 0,73 0,53 14,01

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo. 173,26 3 57,75 3,63 0,1224
cepas 173,26 3 57,75 3,63 0,1224

Error 63,61 4 15,90

Total 236,86 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=16,23318
Error: 15,9014 gl: 4

cepas Medias n E.E.
BY_GPD 25,47 2 2,82 A
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BY_CUP1-1(0) 25,53 2 282 A
BY_CUP1-1(100) 26,36 2 282 A
BY4743 36,50 2 282 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de farnesol en pg/L para la
cepa BY4743y las cepas modificadas en el cromosoma BY_GPD y BY_CUP1-1, a

distintos tiempos de extraccion.

Tiempo 48

Variable N R2 R2ZA] CV
T48 8 0,03 0,00 29,90

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo. 6,16 3 2,05 0,05 0,9846
cepas 6,16 3 2,05 0,05 0,9846

Error 174,92 4 43,73
Total 181,09 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=26,92029
Error: 43,7309 gl: 4

cepas Medias _n E.E.
BY4743 2091 2 468 A
BY_GPD 21,67 2 4,68 A
BY_CUP1-1(100) 22,86 2 468 A
BY CUP1-1(0) 23,05 2 4,68 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72

Variable N R2 RZA _ CV
T72 8 0,52 0,16 36,12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1ll)

F.V. SC_ dl CM F p-valor
Modelo. 355,50 3 118,50 1,46 0,3520
cepas 355,50 3 118,50 1,46 0,3520

Error 325,04 4 81,26

Total 680,54 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=36,69667
Error: 81,26104gl: 4

cepas Medias n E.E.
BY_GPD 18,16 2 6,37 A
BY_CUP1-1(0) 2158 2 6,37 A
BYC_UP1-1(100) 2420 2 6,37 A
BY4743 3589 2 6,37 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Andlisis de la varianza para la concentracion de linalol en ug/L para las cepas BY4743
y BY_pADCL, en funcién de los distintos medios de cultivo.

Simil Mosto (SM)

Variable N R2 R2ZA] CV
SM 4 1,00 0,99 7,69

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC d CM F p-valor
Modelo. 378,30 1 378,30 414,58 0,0024
cepas 378,30 1 378,30 414,58 0,0024

Error 1,82 2 0,91

Total 380,13 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,10657
Error: 0,9125 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY 2,70 2 0,68 A
BY pADCL 22,15 2 0,68 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

YNB

Variable N R2 R2ZA] CV
YNB 4 0,99 0,99 245

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 1,53 1 1,53 388,59 0,0026
cepas 1,53 1 1,53 388,59 0,0026

Error 0,01 2 3,9E-03
Total 1,53 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,26933
Error: 0,0039 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY 1,94 2 0,04 A
BY pADCL 317 2 0,04 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

YNB_L+
Variable N R2 R2 Aj (4
YNB L+ 4 0,45 0,17 6,92

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,08 1 0,08 1,60 0,3328
cepas 0,08 1 0,08 1,60 0,3328

Error 0,10 2 0,05

Total 0,18 3
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,96726
Error: 0,0506 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY_pADCL 3,11 2 0,16 A
BY 340 2 0,16 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la de varianza para la concentracion de linalol en pg/L en los medios Simil
Mosto, YNB y YNB_L+, en funcion de las distintas cepas BY y BYpADCL.

BY

Variable N R2 R2 Aj (4
BY 6 0,97 0,95 5,39

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 2,13 2 1,07 51,20 0,0048
Medios 2,13 2 1,07 51,20 0,0048

Error 0,06 3 0,02
Total 2,20 5

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,60315
Error: 0,0208 gl: 3

Medios Medias n E.E.

YNB 1,94 2 0,10 A

SM 2,70 2 0,10 B

YNB L+ 340 2 0,10 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

BYpADCL

Variable N R2 R2ZA] CV
BY pADCL 6 1,00 0,99 8,33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sCc __dl CM F p-valor
Modelo. 481,84 2 240,92 386,18 0,0002
Medios 481,84 2 240,92 386,18 0,0002

Error 1,87 3 0,62

Total 483,72 5

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,30061
Error: 0,6239¢gl: 3

Medios Medias n E.E.

YNB_ L+ 311 2 0,56 A
YNB 3,17 2 0,56 A

SM 2215 2 0,56 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Andlisis de la varianza para la concentracion de nerolidol en pg/L para las cepas
BY4743 y BY_pADCL, en funcién de los distintos medios de cultivo.

SM

Variable N R2 R2ZA] CV
SM 4 0,95 0,92 24,29

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC dl CM _FE p-valor

Modelo. 70466,36 1 70466,36 35,25 0,0272
cepas 70466,36 1 70466,36 35,25 10,0272

Error 3997,89 2 1998,95

Total 74464,25 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=192,20433
Error: 1998,9456 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY 51,35 2 31,61 A
BY pADCL 316,80 2 31,61 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

YNB

Variable N R2 R2ZA] CV
YNB 4 0,80 0,70 8,70

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 5344 1 53,44 7,92 0,1064
cepas 53,44 1 53,44 7,92 0,1064

Error 13,49 2 6,74

Total 66,92 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,16421
Error: 6,7442 gl: 2

cepas Medias n E.E.

BY 26,20 2 1,84 A

BY pADCL 3351 2 184 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

YNB_L+
Variable N R2 R2 Aj (4
YNB L+ 4 0,26 0,00 18,89

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 2256 1 22,56 0,70 0,4911
cepas 2256 1 22,56 0,70 0,4911

Error 64,57 2 32,28

Total 87,13 3
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=24,42566
Error: 32,2825 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY 27,70 2 402 A
BY pADCL 3245 2 402 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la de varianza para la concentracion de nerolidol en pg/L en los medios
Simil Mosto, YNB y YNB_L+, en funcion de las distintas cepas BY y BYpADCL.

BY

Variable N R2 R2 Aj (4
BY 6 0,98 0,97 6,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sSC__dl CM F p-valor
Modelo. 795,74 2 397,87 75,32 10,0027
Medios 795,74 2 397,87 75,32 0,0027

Error 15,85 3 5,28

Total 81159 5

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,60432
Error: 5,2825¢gl: 3

Medios Medias n E.E.

YNB 26,20 2 1,63 A
YNB_L+ 27,70 2 1,63 A
SM 51,35 2 1,63 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

BYpADCL

Variable N R2 R2ZA] CV
BY pADCL 6 0,96 0,94 28,83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sC _dl CM _ F p-valor

Modelo. 107406,18 2 53703,09 39,68 0,0070
Medios 107406,18 2 53703,09 39,68 0,0070

Error 4060,10 3 1353,37

Total 111466,28 5

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=153,72883
Error: 1353,3657 gl: 3

Medios Medias n E.E.

YNB_ L+ 32,45 2 26,01 A
YNB 3351 2 26,01 A

SM 316,80 2 26,01 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Andlisis de la varianza para la concentracién de farnesol en ug/L para las cepas
BY4743 y BY_pADCL, en funcién de los distintos medios de cultivo.

SM

Variable N R2 RZA|  CV
SM 4 0,97 0,96 1931

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC _dl CM__F p-valor

Modelo. 30598,76 1 30598,76 69,68 0,0141
cepas 30598,76 1 30598,76 69,68 0,0141

Error 878,31 2 439,16

Total 31477.07 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=90,08901
Error: 439,1554 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY 21,06 2 14,82 A
BY pADCL 195,99 2 14,82 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

YNB

Variable N R2 RZA|  CV
YNB 4 0,07 0,00 15,83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,71 1 0,717 0,16 0,7266
cepas 0,71 1 0,717 0,16 0,7266

Error 8,73 2 4,37

Total 9,44 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,98275
Error: 4,3661 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY_ pADCL 12,78 2 1,48 A
BY 13,62 2 148 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

YNB_L+
Variable N R2 RZA  CV
YNB L+ 4 0,27 0,00 3,44

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

E.V. SC al CM E p-valor

Modelo. 0,05 1 0,05 0,76 0,4761
cepas 0,05 1 0,05 0,76 0,4761

Error 0,13 2 0,07

Total 0,18 3
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,11213
Error: 0,0669 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY 740 2 0,18 A
BY pADCL 763 2 0,18 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la varianza para la concentracion de alcohol isoamilico en pg/L para las

cepas BY4743 y BY_pADCL, en funcién de los distintos medios de cultivo.

SM

Variable N R2 RZA  CV
SM 4 0,94 0,91 28,61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC _ dl CM F p-valor
Modelo. 44394 1 443,94 32,03 0,0298
cepas 443,94 1 443,94 32,03 0,0298

Error 27,72 2 13,86

Total 47167 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=16,00510
Error: 13,8609 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY 2,48 2 263 A
BY pADCL 2355 2 2.63 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

YNB

Variable N R2 R2ZA] CV
YNB 4 0,98 0,96 471

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 12,39 1 12,39 81,89 0,0120
cepas 12,39 1 12,39 81,89 0,0120

Error 0,30 2 0,15

Total 1269 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,67218
Error: 0,1513 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY 6,50 2 0,28 A
BY pADCL 10,02 2 0,28 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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YNB_L+

Variable N R2 RZA|  CV
YNB L+ 4 0,30 0,00 13,12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1ll)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 8556 1 85,56 0,84
cepas 8556 1 85,56 0,84 0,4554
Error 202,95 2 101,47

Total 28851 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=43,30488
Error: 101,4725gl: 2

cepas Medias n E.E.
BY_ pADCL 72,15 2 712 A
BY 81,40 2 712 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la de varianza para la concentracién de alcohol isoamilico en pg/L en los

medios Simil Mosto, YNB y YNB_L+, en funcién de las distintas cepas BY y
BYpADCL.

BY

Variable N R2 RZA]  CV
BY 6 0,98 0,97 21.44

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC_ dl CM F p-valor
Modelo. 7903,02 2 3951,51
Medios 7903,02 2 3951,51

Error 125,14 3 41,71

Total 8028,16 5

94,73 0,0019
94,73 0,0019

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=26,98877
Error: 41,7129 ¢gl: 3

Medios Medias n E.E.

SM 2,48 2 457 A
YNB 6,50 2 457 A
YNB L+ 81,40 2 4,57

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

BY_pADCL

Variable N R2 R2ZA] CV
BY pADCL 6 0,98 0,96 16,85

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC d CM F p-valor
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Modelo. 4270,11 2 2135,05 60,52 0,0038

Medios 4270,11 2 2135,05 60,52 0,0038
Error 105,83 3 35,28
Total 4375,94 5

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=24,81948
Error: 35,2769 gl: 3

Medios Medias n E.E.

YNB 10,02 2 420 A

SM 2355 2 420 A

YNB L+ 7215 2 4.20 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de linalol en pg/L para
distintas cepas (BY4743, K197K y K197E) transformadas con los plasmidos de alto
namero de copias, pADCL y pHA1-1, a distintos tiempos de extraccién.

Tiempo 48 horas

Variable N R2 R2ZA] CV
T48 18 1,00 1,00 6,31

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sC _dl CM F p-valor

Modelo. 267970,31 8 33496,29 439,36 <0,0001
cepas 267970,31 8 33496,29 439,36 <0,0001

Error 686,14 9 76,24

Total 268656,45 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=34,54210
Error: 76,2381 gl: 9

cepas Medias n E.E.

BY 2,76 2 6,17 A

BYpADCL 9,66 2 6,17 A

BYpHA1-1 991 2 6,17 A

KK 65,81 2 6,17 B

KKpADCL 80,72 2 6,17 B

KE 216,18 2 6,17 C

KKpHA1-1 259,81 2 6,17 D
KEpADCL 285,32 2 6,17 D E
KEpHA1-1 31597 2 6,17 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72 horas

Variable N R2 RZA|  CV
T72 18 1,00 1,00 5,07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
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Modelo. 1269692,55 8 158711,57 1003,56 <0,0001
cepas 1269692,55 8 158711,57 1003,56 <0,0001

Error 1423,33 9 158,15

Total 1271115,88 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=49,75022
Error: 158,1483 gl: 9

cepas Medias n E.E.

BY 3,64 2 8,89 A

BYpADCL 11,99 2 889 A

BYpHA1-1 1465 2 8,89 A

KK 93,64 2 8,89 B

KKpADCL 130,73 2 8,89 B

KE 226,31 2 8,89 C

KKpHA1-1 349,94 2 8,89 D

KEpADCL 639,23 2 8,89 E
KEpHA1-1 761,30 2 8,89 F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de geraniol en pg/L para
distintas cepas (BY4743, K197K y K197E) transformadas con los plasmidos de alto
namero de copias, pADCL y pHA1-1, a distintos tiempos de extraccion.

Tiempo 48 horas

Variable N R2 RZA|  CV
T48 16 1,00 0,99 6,83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC_ dl CM F p-valor

Modelo. 3378,94 7 482,71 382,83 <0,0001
cepas 3378,94 7 482,71 382,83 <0,0001

Error 10,09 8 1,26

Total 3389,03 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,44337
Error: 1,2609 gl: 8

cepas Medias n E.E.

BYpHA1-1 0,68 2 0,79 A

BYpADCL 0,70 2 0,79 A

KK 6,65 2 0,79 B

KKpADCL 6,80 2 0,79 B

KKpHA1-1 18,47 2 0,79 C

KE 21,12 2 0,79 C
KEpADCL 37,68 2 0,79 D
KEpHA1-1 39,40 2 0,79 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72 horas

Variable N R2 RZA|  CV
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T72 16 1.00 100 398

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sSC__dl CM F p-valor
Modelo. 8513,77 7 1216,25 1450,62 <0,0001
cepas 8513,77 7 1216,25 1450,62 <0,0001
Error 6,71 8 0,84
Total 8520,48 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,62336
Error: 0,8384 gl: 8

cepas Medias n E.E.

BYpADCL 055 2 0,65 A

BYpHA1-1 0,62 2 0,65 A

KKpADCL 964 2 0,65 B

KK 11,04 2 0,65 B

KE 18,70 2 0,65 C

KKpHA1-1 22,43 2 0,65 D

KEpADCL 5452 2 0,65 E
KEpHA1-1 66,80 2 0,65 F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de nerolidol en pg/L para
distintas cepas (BY4743, K197K y K197E) transformadas con los plasmidos de alto
numero de copias, pADCL y pHA1-1, a distintos tiempos de extraccion.

Tiempo 48 horas

Variable N R2 RzZA] CV
T48 18 0,99 0,98 753

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC_ dl CM F p-valor

Modelo. 87269,71 8 10908,71 119,85 <0,0001
cepas 87269,71 8 10908,71 119,85 <0,0001

Error 819,16 9 91,02

Total 88088,87 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=37,74211
Error: 91,0179 gl: 9

cepas Medias n E.E.

BY 26,65 2 6,75 A

KK 39,56 2 6,75 A

KE 99,72 2 6,75 B

KEpADCL 105,61 2 6,75 B

KEpHA1-1 108,69 2 6,75 B

KKpADCL 133,73 2 6,75 B C
KKpHA1-1 159,69 2 6,75 C
BYpADCL 217,58 2 6,75 D
BYpHA1-1 249,73 2 6,75 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tiempo 72 horas

Variable N R2 RZA|  CV
T72 18 0,98 0,95 11,38

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1ll)

F.V. sSC_ dl CM_F p-valor

Modelo. 164457,97 8 20557,25 4490 <0,0001
cepas 164457,97 8 20557,25 44,90 <0,0001

Error 4120,89 9 457,88

Total 168578.86 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=84,65199
Error: 457,8770 gl: 9

cepas Medias n E.E.

BY 36,50 2 15,13 A

KK 65,31 2 15,13 A B

KE 111,68 2 15,13 A B

KKpADCL 149,28 2 15,13 B C
KEpHA1-1 223,07 2 15,13 C D
BYpADCL 229,00 2 15,13 C D
KKpHA1-1 264,70 2 15,13 D
KEpADCL 305,59 2 15,13 D
BYpHAl-1 307,50 2 15,13 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para la concentracion de farnesol en pg/L para
distintas cepas (BY4743, K197K y K197E) transformadas con los plasmidos de alto
namero de copias, pADCL y pHA1-1, a distintos tiempos de extraccién.

Tiempo 48 horas

Variable N R2 R2 Aj CcVv
T48 18 1,00 0,99 8,43

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC _ dl CM F p-valor

Modelo. 116749,49 8 14593,69 250,34 <0,0001
cepas 116749,49 8 14593,69 250,34 <0,0001

Error 524,67 9 58,30

Total 11727415 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=30,20538
Error: 58,2966 gl: 9

cepas Medias n E.E.

BY 2091 2 540 A

KK 2263 2 540 A

KE 39,33 2 540 A B
KKpHA1-1 40,45 2 540 A B
KEpADCL 55,12 2 5,40 B
KEpHA1-1 62,04 2 5,40 B
KKpADCL 107,18 2 5,40 C
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BYpADCL 220,35 2 5,40 D
BYpHAl-1 247,35 2 5,40 D
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tiempo 72 horas

Variable N R2 R2 Aj CcVv
T72 18 0,99 0,97 10,02

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC__dl CM _F p-valor

Modelo. 133772,59 8 16721,57 76,17 <0,0001
cepas 133772,59 8 16721,57 76,17 <0,0001

Error 1975,73 9 219,53

Total 135748,33 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=58,61454
Error: 219,5256 gl: 9

cepas Medias n E.E.

BY 35,80 2 10,48 A

KK 40,45 2 10,48 A

KE 4856 2 10,48 A

KKpADCL 151,75 2 10,48 B

KEpHA1-1 153,01 2 10,48 B

KKpHA1-1 159,51 2 10,48 B C

KEpADCL 216,54 2 10,48 C D
BYpADCL 232,84 2 10,48 D
BYpHA1l-1 29221 2 10,48 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para los distintos alcoholes superiores en mg/L para
las cepas BYpADCL y BYpHA1-1.

1-Propanol
Variable N R2 R2 Aj CcVv
1-propanol 4 0,36 0,04 77,10

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo. 225,30 1 225,30 1,13 0,3983
cepas 225,30 1 225,30 1,13 0,3983

Error 397,10 2 198,55

Total 62240 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=60,57524
Error: 198,5477 gl: 2

cepas Medias n E.E.

BYpADCL 10,77 2 9,96 A

BYpHA1-1 2578 2 996 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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2-Metil-1-propanol

Variable N R2 RZA]  CV
2-metil-1-propanol 4 0,03 0,00 19,16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 227 1 2,27 0,06 0,8339
cepas 2,27 1 2,27 0,06 0,8339

Error 79,84 2 39,92

Total 82,10 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=27,16092
Error: 39,9175 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BYpADCL 32,23 2 447 A
BYpHA1-1 33,73 2 447 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

(2+3)Metil-1-butanol

Variable N R2 RZA|  CV
(2+3)metil-1-butanol 4 054 0,31 11,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 88,64 1 88,64 2,34 0,2654
cepas 88,64 1 88,64 2,34 0,2654

Error 75,61 2 37,81

Total 164,25 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=26,43280
Error: 37,8060 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BYpHA1-1 49,42 2 435 A
BYpADCL 58,83 2 435 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Alcohol B-feniletilico

Variable N R2 R2 Aj CV
alc. beta-feniletilico 4 0,21 0,00 40,85

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

E.V. SC al CM E p-valor

Modelo. 29,11 1 29,11 0,53 0,5440
cepas 29,11 1 29,11 0,53 0,5440

Error 110,87 2 55,44

Total 139,98 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=32,00839
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Error: 55,4373 gl: 2

cepas Medias n E.E.

BYpADCL 1553 2 526 A

BYpHA1-1 2093 2 526 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para los distintos alcoholes superiores en mg/L para
las cepas KEpADCL y KEpHA1-1 al dia 11 de fermentacion.

1-Propanol
Variable N R2 R2 Aj CV
1-propanol 4 0,04 0,00 21,69

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,30 1 0,30 0,08 0,8099
cepas 0,30 1 0,30 0,08 0,8099

Error 8,06 2 4,03

Total 8,37 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,63250
Error: 4,0323 gl: 2

cepas Medias n E.E.
KEpADCL 8,99 2 1,42 A
KEpHA1-1 954 2 1,42 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

2-Metil-1-propanol

Variable N R2 R2 Aj CV
2-metil-1-propanol 4 0,30 0,00 6,11

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 737 1 7,37 0,87 0,4490
cepas 7,37 1 7,37 0,87 0,4490

Error 16,91 2 8,45

Total 2428 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=12,49889
Error: 8,4531 gl: 2

cepas Medias n E.E.
KEpHAL1-1 46,20 2 206 A
KEpADCL 4891 2 206 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

(2+3)Metil-1-butanol
Variable N R2 RZA] CV

125



(2+3)metil-1-butanol 4 0,12 0,00 1461

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 12,25 1 12,25 0,26 0,6583
cepas 12,25 1 12,25 0,26 0,6583

Error 92,66 2 46,33
Total 10491 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=29,26198
Error: 46,3321 gl: 2

cepas Medias n E.E.

KEpADCL 4483 2 481 A

KEpHA1-1 48,33 2 481 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Alcohol B-feniletilico

Variable N R2 R2 Aj CV
alc. beta-feniletilico 4 0,21 0,00 57,26

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo. 297,74 1 297,74 0,54 0,5389
cepas 297,74 1 297,74 0,54 0,5389

Error 1102,68 2 551,34

Total 1400.41 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=100,94202
Error: 551,3389 gl: 2

cepas Medias n E.E.
KEpADCL 32,38 2 16,60 A
KEpHA1-1 49,64 2 16,60 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de resultados de varianza para los distintos alcoholes superiores en mg/L para
las cepas KEpADCL y KEpHA1-1 al dia 22 de fermentacion.

1-Propanol
Variable N R2 R2A] CV
1-propanol 4 0,30 0,00 66,01

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

E.V. SC al CM E p-valor

Modelo. 70,64 1 70,64 0,85 0,4535
cepas 70,64 1 70,64 0,85 0,4535

Error 165,91 2 82,95

Total 236,55 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=39,15426
Error: 82,9531 gl: 2
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cepas Medias n E.E.
KEpHA1-1 960 2 6,44 A
KEpADCL 18,00 2 6,44 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

2-Metil-1-propanol

Variable N R2 RZA _ CV
2-metil-1-propanol 4 0,20 0,00 33,73

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC_ dl CM F p-valor
Modelo. 171,22 1 171,22 0,51 0,5483
cepas 171,22 1 171,22 0,51 0,5483

Error 668,12 2 334,06

Total 839,33 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=78,57303
Error: 334,0578 gl: 2

cepas Medias n E.E.
KEpHAL1-1 47,65 2 12,92 A
KEpADCL 60,74 2 1292 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

(2+3)Metil-1-butanol

Variable N R2 R2 Aj CV
(2+3)metil-1-butanol 4 0,01 0,00 26,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

E.V. sCc__dl CM E p-valor

Modelo. 254 1 2,54 0,01 0,9143
cepas 2,54 1 2,54 0,01 0,9143

Error 343,60 2 171,80

Total 346,15 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=56,34783
Error: 171,8023 gl: 2

cepas Medias n E.E.
KEpHAL1-1 47,89 2 9,27 A
KEpADCL 4948 2 927 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Alcohol B-feniletilico

Variable N R2 R2ZA] CV
alc. beta-feniletilico 4 0,01 0,00 69,38

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC_ d CM F p-valor
Modelo. 6,50 1 6,50 0,01 0,9277
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cepas 6,50 1 6,50 0,01 0,9277
Error 1236,63 2 618,32
Total 1243,14 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=106,89767
Error: 618,3169 gl: 2

cepas Medias n E.E.
KEpHA1-1 3457 2 17,58 A
KEpADCL 37,12 2 1758 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la varianza para los distintos alcoholes superiores en mg/L para la cepa
KEpADCL en funcién del tiempo de fermentacién, 11 o 22 dias.

1-Propanol
Variable N R2 R2 Aj CVv
1-propanol 4 0,32 0,00 68,54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 81,27 1 81,27 0,95 0,4325
dias 81,27 1 81,27 0,95 0,4325

Error 171,06 2 85,53

Total 252,33 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=39,75812
Error: 85,5315 gl: 2

dias Medias n E.E.
Diall 8,99 2 6,54 A
Dia22 18,00 2 6,54 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

2-Metil-1-propanol

Variable N R2 RZA|  CV
2-metil-1-propanol 4 0,18 0,00 32,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sCc__dl CM F p-valor
Modelo. 139,83 1 139,83 0,44 0,5771
dias 139,83 1 139,83 0,44 0,5771

Error 641,96 2 320,98

Total 781,79 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=77,01976
Error: 320,9807 gl: 2

dias  Medias n E.E.
Diall 48,91 2 12,67 A
Dia22 60,74 2 12,67 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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(2+3)Metil-1-butanol

Variable N R2 R2A] CV
(2+3)metil-1-butanol 4 0,06 0,00 28,76

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 2162 1 21,62 0,12 0,7644
dias 21,62 1 21,62 0,12 0,7644

Error 367,97 2 183,98
Total 389,59 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=58,31133
Error: 183,9842 gl: 2

dias Medias n E.E.

Diall 44,83 2 959 A

Dia22 4948 2 959 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Alcohol B-feniletilico

Variable N R2 R2ZA] CV
alc. betafeniletilico 4 0,04 0,00 48,78

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 22,42 1 22,42 0,08 0,8062
dias 22,42 1 22,42 0,08 0,8062

Error 574,49 2 287,25

Total 596,91 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=72,86015
Error: 287,2465 gl: 2

dias Medias n E.E.

Diall 32,38 2 11,98 A

Dia22 37,12 2 1198 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la varianza para los distintos alcoholes superiores en mg/L para la cepa
KEpHA1-1 en funcién del tiempo de fermentacion, 11 o 22 dias.

1-Propanol
Variable N R2 RZA] CV
1-propanol 4 1,2E-030,00 12,61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC _dl CM F p-valor
Modelo. 3,6E-03 1 3,6E-032,5E-03 0,9648
dias 3,6E-031 3,6E-032,5E-03 0,9648

Error 291 2 1,45

Total 291 3
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,18349
Error: 1,4538 gl: 2

dias __Medias n E.E.

Diall 954 2 0,85 A

Dia22 9,60 2 085 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

2-Metil-1-propanol

Variable N R2 R2 Aj CcVv
2-metil-1-propanol 4 0,05 0,00 9,89

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 212 1 2,12 0,10 0,7835
dias 212 1 2,12 0,10 0,7835

Error 43,06 2 21,53
Total 45,18 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=19,94743
Error: 21,5302 gl: 2

dias  Medias n E.E.
Dia 11 46,20 2 328 A
Dia22 4765 2 328 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

(2+3)Metil-1-butanol

Variable N R2 RZA|  CV
(2+3)metil-1-butanol 4 2,9E-03 0,00 12,15

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 020 1 0,20 0,01 0,9462
dias 020 1 0,20 0,01 0,9462

Error 68,30 2 34,15
Total 6850 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=25,12230
Error: 34,1502 gl: 2

dias Medias n E.E.

Dia22 47,89 2 413 A

Diall 48,33 2 413 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Alcohol B-feniletilico

Variable R2 R2 Aj CV
alc. betafeniletilico 4 0,11 0,00 70,56

Z

130



Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC _ d CM F p-valor
Modelo. 227,10 1 227,10 0,26 0,6623
dias 227,10 1 227,10 0,26 0,6623

Error 1764,82 2 882,41

Total 1991,92 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=127,70200
Error: 882,4092 gl: 2

dias Medias n E.E.
Dia22 34,57 2 21,00 A
Diall 4964 2 21,00 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la varianza para los distintos alcoholes superiores en mg/L a fin de
fermentacion, en funcién las distintas cepas BYpADCL o KEpADCL.

1-Propanol
Variable N R2 R2 Aj CV
1-propanol 4 0,24 0,00 62,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

E.V. SC al CM E p-valor

Modelo. 52,27 1 52,27 0,64 0,5082
cepas 52,27 1 52,27 0,64 0,5082

Error 163,84 2 81,92

Total 216,12 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=38,91018
Error: 81,9221 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BYpADCL 10,77 2 6,40 A
KEpADCL 18,00 2 6,40 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

2-Metil-1-propanol

Variable N R2 RZA  CV
2-metil-1-propanol 4 0,55 0,32 39,40

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

E.V. sCc__dl CM E p-valor
Modelo. 812,82 1 812,82 2,42 0,2598
cepas 812,82 1 812,82 2,42 0,2598

Error 670,72 2 335,36

Total 1483,54 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=78,72589
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Error: 335,3588 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BYpADCL 32,23 2 1295 A
KEpADCL 60,74 2 1295 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

(2+3)Metil-1-butanol

Variable N R2 RzZA] CV
(2+3)metil-1-butanol 4 0,21 0,00 23,73

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 87,42 1 87,42 0,53 0,5425
cepas 87,42 1 87,42 0,53 0,5425

Error 330,28 2 165,14
Total 417,71 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=55,24482
Error: 165,1421 gl: 2

cepas Medias n E.E.
KEpADCL 4948 2 9,09 A
BYpADCL 58,83 2 9,09 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Alcohol B-feniletilico

Variable N R2 R2ZA]  CV
alc. betafeniletilico 4 0,73 0,60 35,19

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo. 465,91 1 465,91 5,43 0,1451
cepas 465,91 1 465,91 5,43 0,1451

Error 171,60 2 85,80

Total 637,51 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=39,81994
Error: 85,7977 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BYpADCL 15,53 2 6,55 A
KEpADCL 37,12 2 655 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Andlisis de la varianza para los distintos alcoholes superiores en mg/L a fin de
fermentacion, en funcion las distintas cepas BYpHA1-1 o KEpHA1-1.

1-Propanol
Variable N R2 R2 Aj CvV
1-propanol 4 0,40 0,09 79,87

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC _ dl CM F p-valor
Modelo. 261,95 1 261,95 1,31 0,3705
cepas 261,95 1 261,95 1,31 0,3705

Error 399,16 2 199,58

Total 661,11 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=60,73231
Error: 199,5787 gl: 2

cepas Medias n E.E.
KEpHA1-1 9,60 2 999 A
BYpHAl-1 2578 2 999 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

2-Metil-1-propanol

Variable N R2 R2 Aj CV
2-metil-1-propanol 4 0,72 0,57 15,27

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC _ d CM F p-valor
Modelo. 193,77 1 193,77 5,02 0,1544
cepas 193,77 1 193,77 5,02 0,1544

Error 77,23 2 38,62

Total 271,00 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=26,71463
Error: 38,6165 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BYpHA1-1 33,73 2 439 A
KEpHA1-1 4765 2 439 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

(2+3)Metil-1-butanol

Variable N R2 R2ZA] CV
(2+3)metil-1-butanol 4 0,03 0,00 13,71

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

E.V. SC al CM E p-valor
Modelo. 234 1 2,34 0,05 0,8399
cepas 2,34 1 2,34 0,05 0,8399

Error 88,93 2 44,47
Total 9127 3

133



Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=28,66672
Error: 44,4662 gl: 2

cepas Medias n E.E.
KEpHA1-1 47,89 2 472 A
BYpHAl-1 4942 2 472 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Alcohol B-feniletilico

Variable N R2 R2 Aj CcvV
alc. betafeniletilico 4 0,14 0,00 87,40

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sCc__dl CM F p-valor
Modelo. 186,05 1 186,05 0,32 0,6304
cepas 186,05 1 186,05 0,32 0,6304

Error 1175,91 2 587,96

Total 1361,96 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=104,24021
Error: 587,9564 gl: 2

cepas Medias n E.E.
BYpHA1-1 20,93 2 17,15 A
KEpHA1-1 3457 2 17,15 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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