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RESUMEN

Los monoterpenos (C10) son isoprenoides habitualmente utilizados como aditivos
aromaticos, son componentes importantes del aroma de los vinos y algunos tienen propiedades
antimicrobianas y/o beneficiosas para la salud. La produccion eficiente de estos metabolitos
en microorganismos podria ser una alternativa mas econdmica y respetuosa con el medio
ambiente que las técnicas empleadas en la actualidad: sintesis quimica y/o extraccion de
fuentes naturales.

En las plantas los monoterpenos son producidos por monoterpeno sintasas que utilizan
como sustrato geranil pirofosfato (GPP), siendo éste un intermediario comun de la ruta de
isoprenoides en microorganismos y organismos superiores, lo que abre la posibilidad de
producirlos en la levadura Saccharomyces cerevisiae, que tiene el calificativo GRAS, y que
ha sido ademas ampliamente utilizada para la biotransformacion y produccion de enzimas y
metabolitos de interés biotecnologico.

En este trabajo se ha caracterizado y mejorado, mediante técnicas de ingenieria metabdlica,
la capacidad inherente que tiene esta levadura para la produccion heteréloga de monoterpenos
(linalol, geraniol, etc.), que puedan mejorar las caracteristicas organolépticas y/o funcionales
de ciertos alimentos al ser usados como aditivos o al aumentar su concentracion durante
el propio proceso de elaboracion (p. ej. vinificacion). Entre los resultados mas destacados
estan la seleccion de la cepa vinica industrial T,, por su mayor capacidad para producir
monoterpenos, y la mejora de dicha producciéon mediante la sobreexpresion desregulada
de la enzima Hmglp (cataliza la formacion del acido mevalonico, MVA) y del gen IDI]
(codifica isopentenil pirofosfato isomerasa, que cataliza la isomerizacion de los sustratos
de la farnesil pirofosfato sintasa, FPPS). Ademas, la caracterizacion del rol de la enzima
FPPS en la disponibilidad de GPP para su aprovechamiento por la enzima linalol sintasa
de Clarkia breweri, derivo en una produccién de linalol 50 veces mayor en cepas en las
que una version modificada en su centro activo (K197E), codificada por el alelo erg20-2,
reemplazaba a la enzima silvestre (codificada por ERG20); alcanzandose una mejora global
de 80 veces respecto a la produccion de linalol inicial (14,51 + 0,90 pg/L), al sobreexpresar
conjuntamente el gen IDI1 y el alelo erg20-2 en cepas productoras de linalol que carecen de
la funcion FPPS endogena (1144,68 = 139,39 pg/L).

Las cepas productoras de geraniol (expresan el gen GES que en Ocimum basilicum
-albahaca- codifica geraniol sintasa) derivadas de T,, se incluyeron en ensayos de
microvinificacion y la concentracion de este monoterpeno en el vino final no solo estuvo
por encima de su umbral de percepcidn, sino que se produjo una dispersion metabolica del
geraniol hacia otros monoterpenos (linalol, nerol y citronelol) y ésteres (geranil y citronelil
acetato) aromaticos. Ademas, el incremento de la produccién de monoterpenos observado
en condiciones de laboratorio en cepas que sobreexpresan el gen IDI] se reprodujo en estos
ensayos, demostrando que la modificacidon de pasos clave de la ruta MVA es una estrategia
valida para modular y/o mejorar el aroma del vino.






RESUM

Els monoterpens (C10) son isoprenoids habitualment utilitzats com additius aromatics,
son components importants de 1’aroma dels vins i alguns tenen propietats antimicrobianes i/o
beneficioses per a la salut. La produccio eficient d’aquests metabolits en microorganismes
podria ser una alternativa més economica i respectuosa amb el medi ambient que les técniques
emprades en 1’actualitat: sintesi quimica i/o extraccid de fonts naturals.

A les plantes els monoterpens son produits per monoterpeno sintases que utilitzen com a
substrat geranil pirofosfat (GPP), sent aquest un intermediari comu de la ruta dels isoprenoids
en microorganismes i organismes superiors, el que obri la possibilitat de produir-los en el
llevat Saccharomyces cerevisiae, amb qualificatiu GRAS, i que ha sigut a més ampliament
utilitzat per a la biotransformaci6 i produccié d’enzims i metabolits d’interés biotecnologic.

Enaquesttreball s’ha caracteritzatimillorat, mitjancant técniques d’enginyeria metabolica,
la capacitat inherent que té aquest llevat per a la produccio heterologa de monoterpens (linalol,
geraniol, etc.), que puguen millorar les caracteristiques organoléptiques i/o funcionals de certs
aliments en ser usats com additius o en augmentar la seua concentraci6 durant el propi procés
d’elaboracio (p. ex. vinificaci). Entre els resultats més destacats es troben la seleccio de la
soca vinica industrial T,, per la seua major capacitat per a produir monoterpens, i la millora
d’aquesta producci6 mitjangant la sobreexpressié desregulada de I’enzim Hmg1p (catalitza la
formaci6 de 1"acid mevalonic, MVA) i del gen IDI1 (codifica isopentenil pirofosfat isomerasa,
que catalitza la isomeritzacid dels substrats de la farnesil pirofosfat sintasa, FPPS). A més, la
caracteritzacid del rol de I’enzim FPPS en la disponibilitat de GPP per al seu aprofitament per
I’enzim linalol sintasa de Clarkia breweri, va derivar en una producci6 de linalol 50 vegades
major en soques en les que una versié modificada en el seu centre actiu (K197E), codificada
per I’al-lel erg20-2, reemplacava a I’enzim silvestre (codificada per ERG20); aconseguint una
millora global de 80 vegades respecte a la produccioé de linalol inicial (14,51 £+ 0,90 ug/L), en
sobreexpressar conjuntament el gen ID/] i I’al-lel erg20-2 en soques productores de linalol
que no tenen la funcié FPPS endogena (1144,68 + 139,39 ng/L).

Les soques productores de geraniol (expressen el gen GES que en Ocimum basilicum
-alfabrega- codifica geraniol sintasa) derivades de T,, es van incloure en assajos de
microvinificacid i la concentracié d’aquest monoterpe en el vi final no només va estar per
sobre del seu llindar de percepcid, sind que es va produir una dispersié metabolica del
geraniol cap a altres monoterpens (linalol, nerol i citronellol) i esters (geranil i citronellil
acetat) aromatics. A més, I’increment de la produccio de monoterpens observat en condicions
de laboratori en soques que sobreexpressen el gen /DI] es va reproduir en aquests assajos,
demostrant que la modificaci6é de passos clau de la ruta MVA ¢és una estratégia valida per
modular i/o millorar I’aroma del vi.






SUMMARY

Monoterpenes (C10) are isoprenoids usually employed as aromatic additives, are
important components of wine aroma and some of them have antimicrobial and health
beneficial properties. An efficient microbial production of these metabolites could be an
inexpensive and environmentally friendly alternative to current techniques: chemical
synthesis or extraction from natural sources.

They are usually produced in plants from geranyl pyrophosphate (GPP), a common
intermediate of isoprenoid pathway in microorganisms and higher organisms; what opens
the possibility of producing them in yeasts as Saccharomyces cerevisiae, qualified as GRAS,
and that has been widely employed for biotransformation and production of enzymes and
metabolites of biotechnological interest.

In this work, the inherent ability of this yeast for heterologous production of monoterpenes
(linalool, geraniol, etc.) capable to improve organoleptic and/or functional properties of
certain foods either being used as additives or produced during the elaboration process (e.g.
vinification) has been characterized and improved by metabolic engineering approaches.
Among the most relevant results we can find the selection of wine strain T,, because of
its better ability to produce monoterpenes, and the improvement of this production by
overexpressing a deregulated version of Hmglp (catalyzes mevalonic acid synthesis, MVA)
and /DI (encodes isopenthenyl pyrophosphate isomerase, that catalyzes the isomerization
of farnesyl pyrophosphate synthase -FPPS- substrates). In addition, characterization of the
FPPS role in GPP availability for the Clarkia breweri linalool synthase resulted in a 50
times increased production in yeast strains with wild-type enzyme (encoded by ERG20)
replaced by one modified in its active site (K197E), encoded by erg20-2 allele; reaching
a global improvement of 80 times the basal linalool production (14.51 + 0.90 pg/L) when
coexpressing IDI1 gene and erg20-2 allele in linalool producing strains lacking endogenous
FPPS activity (1144.68 + 139.39 ug/L).

Geraniol producing strains (bearing Ocimum basilicum -sweet basil- GES gene that
encodes geraniol synthase) derived from T, were included in microvinification assays
and geraniol concentration was over its perception threshold and a metabolic dispersion
to other monoterpene (linalool, nerol and citronellol) and aromatic esters (geranyl and
citronellyl acetate) was also detected. Increased monoterpene production established in
IDII overexpressing strains under laboratory conditions was reproduced in these assays,
demonstrating that the modification of key steps of MVA pathway is a valid strategy to
modulate and/or improve wine aroma.
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1. TERPENOS

“Nombre comiin a ciertos hidrocarburos que se encuentran en los aceites
volatiles obtenidos de las plantas, principalmente de las coniferas y de
los frutos citricos.”

Real Academia Espaniola (RAE)

“Lipidos simples no saponificables de naturaleza isoprenoide Yy
constituidos por unidades del hidrocarburo de cinco atomos de
carbono isopreno y frecuentemente atomos de oxigeno.”

Diccionario de Quimica, Ediciones Generales ANAYA

“Biomoléculas constituidas por la union de un numero variable de
unidades del hidrocarburo isopreno. Pueden ser moléculas lineales o
ciclicas, o presentar ambos tipos de estructuras.”

Diccionario de Biologia, Ediciones Generales ANAYA

1.1. Clasificacion general

Los terpenos o terpenoides constituyen una de las familias de compuestos
mas grandes de la Naturaleza con més de 30.000 miembros (Connolly y
Hill, 1991). A finales del siglo XIX Wallach propuso la unidad de isopreno
de 5 atomos de carbono como precursor de todos los terpenos, por lo que
también se conocen como isoprenoides.

La clasificacion general de los terpenos los agrupa segliin el nimero de
moléculas de isopreno que los componen. Los terpenos de 10 carbonos (C10),
descubiertos a mediados del siglo XIX, fueron inicialmente considerados los
de cadena mas corta y se les dio el nombre de monoterpenos; estableciéndose
a partir de entonces la nomenclatura general, sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) o politerpenos. El isopreno
y sus derivados de 5 carbonos (C5) se integraron posteriormente en esta
clasificacion como hemiterpenos.

Con el avance de las técnicas analiticas durante el siglo XX se produjo
un incremento exponencial del nimero de estructuras quimicas descritas y, a
principios de siglo se establecio la “regla del isopreno”, que posteriormente se
completaria con la conocida como “regla biogenética del isopreno” expuesta
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por Ruzicka en 1953, que fue perfeccionada en afios sucesivos (Lynen et al.,
1958; Chaykin et al., 1958 y Bloch et al., 1959). Esta regla considera que los
terpenos estan compuestos por un numero exacto de moléculas de isopreno
y, por lo tanto, los que no cumplen esta premisa se denominan terpenos
irregulares.

Cada grupo se subdivide a su vez en funcidn de sus caracteristicas quimicas
y/o estructurales. De este modo encontramos terpenos saturados e insaturados,
lineales y ciclicos, y un sinfin de subdivisiones derivadas del elevado nimero
de compuestos que forman parte de esta familia tan heterogénea de la que aun
siguen descubriéndose nuevos miembros.

1.2. Funcion biolégica

Durante mucho tiempo se penso que los terpenos eran productos de desecho
del metabolismo secundario de las plantas. Sin embargo, la caracterizacion
quimica y estructural de estos compuestos ha derivado en las Gltimas décadas
en el descubrimiento de algunas de sus funciones bioldgicas. A pesar de que
aun se desconoce la funcidon de la mayor parte de los terpenos, éstos cubren ya
un amplio rango de actividades, en consonancia con su enorme variabilidad
estructural.

Los primeros en ser asociados a una funcion biologica fueron
los tetraterpenos (carotenoides), como pigmentos fotosintéticos o
antioxidantes (revisado por Demmig-Adams ef al., 1996), y los esteroles,
como componentes de la membrana celular y la sefializacién hormonal
(Demel y de Kruyff, 1976). La caracterizacion funcional de los terpenos
de cadena corta resulta mas complicada dada su naturaleza generalmente
volatil y su presencia en mezclas complejas (principalmente resinas
y aceites esenciales de plantas). Se han encontrado indicios de que,
en plantas, éstos participan activamente en defensa, sefalizacion y/o
comunicacion intra- e interespecifica (revisado por Langenheim, 1994). La
capacidad antibacteriana y/o antifingica de los terpenos y sus derivados
(Rastogi et al., 1998; Lunde y Kubo, 2000), asi como sus propiedades
como repelentes de parasitos de plantas (Messchendorp et al., 2000) e
incluso de peces depredadores de esponjas marinas (Paul et al., 1997),
estd sobradamente demostrada. Sin embargo, comprobar su implicacion
en funciones defensivas en el entorno natural no es una cuestion trivial;
pese a ello se ha relacionado la presencia de determinados terpenos en
plantas con una mejora de la proteccion frente a parasitos y patdgenos
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(Dussourd y Hoyle, 2000; Papadopoulou et al., 1999). También se ha
descrito la implicacion de determinados terpenos en estrategias defensivas
desarrolladas por algas, insectos, corales, moluscos y peces (Quintana et
al.,2003; Paul et al., 2006; Paul y Ritson-Williams, 2008; Erickson et al.,
2006), y sobre todo en animales marinos sedentarios.

Como ya se apuntaba, los terpenos pueden actuar también como
sefializadores en la comunicacidén intra- o interespecifica de plantas
e insectos principalmente. Dado que los terpenos son compuestos
mayoritarios en flores y frutos, seria logico pensar que pudieran estar
implicados en la atraccién de polinizadores; de hecho, algunos insectos
son capaces de detectar estos compuestos (Raguso y Light, 1998).
Ademas, otras partes de las plantas como hojas y raices producen también
mezclas de terpenos capaces de atraer a depredadores y pardsitos de
herbivoros (Dicke et al., 1990; Turlings et al., 1990; Kessler y Baldwin,
2001; Rasmann et al., 2005), o de iniciar un proceso de sefializacion para
poner sobre aviso a los tejidos o incluso a las plantas circundantes (Heil y
Silva-Bueno, 2007; Baldwin et al., 2006; Dicke y Bruin, 2001; Ton et al.,
2007).

1.3. Aplicaciones y comercializacion

Su aprovechamiento se remonta al antiguo Egipto, cuando algunos aceites
esenciales ricos en terpenos se utilizaban en rituales religiosos por sus
propiedades aromaticas, y desde entonces su uso en fragancias y preparaciones
curativas se ha dilatado a lo largo de la historia.

La gran variedad y versatilidad, en cuanto a propiedades bioactivas
y sensoriales, de los terpenos y sus derivados constituyen la clave para
su aplicacion actual en cosmética, limpieza, barnices, alimentacion, y en
la industria farmaceutica como agentes antibacterianos, antiparasitarios
o anticancerigenos. Por nombrar algunos ejemplos, el escualeno tiene
importancia en las industrias farmacéutica y cosmética; la coenzima Q-10
tiene funciones cardioprotectoras, crioprotectoras y neuroprotectoras;
la vitamina D2, cuya deficiencia puede causar problemas 6seos, es un
derivado econdmicamente importante del ergosterol; el taxol es un
diterpeno efectivo contra determinados canceres; el amorfadieno es
un sesquiterpeno intermediario en la sintesis de la droga antimalaria
artemisinina. Otros compuestos derivados de la ruta incluyen carotenoides,
insecticidas, gomas, etc.
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m Pequefios productores  ® Grandes productores = Total

millones €

2011

Figura 1. Evolucion del mercado mundial de aromas y fragancias. Datos obtenidos de
Leffingwell y asociados (http://www.leffingwell.com).

A mediados del siglo XIX se consiguieron sintetizar compuestos
como el metilsalicilato, el cinnamaldehido, el benzaldehido, o la
vanilina, estableciendo el inicio de la industria aromatica moderna. Esta
industria mueve aproximadamente 15.000 millones de euros anuales con
un promedio de crecimiento anual del 4-5% (Figura 1). Los terpenos
aromaticos y sus derivados son compuestos habitualmente utilizados
dentro de esta industria por lo que la mejora y abaratamiento de los
procesos de obtencidn y purificacion de los mismos son objeto de estudio
continuo.

1.4. Métodos de obtencion

Los terpenos son faciles de encontrar como componentes mayoritarios
de los aceites esenciales producidos por las raices, hojas o flores de plantas.
A pesar de que estos son generalmente mezclas complejas, suponen una
de las principales fuentes para la obtenciéon de compuestos bioactivos y/o
aromaticos.

Para aislarlos de los tejidos vegetales se utilizan, entre otras técnicas, el
exprimido, el “enfleurage” (maceracion de flores en grasas), la extraccion
con disolventes volatiles o la destilacion por arrastre de vapor; siendo
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esta ultima la mas extendida por su rendimiento, pureza y bajo coste. Una
técnica alternativa, desarrollada mas recientemente, consiste en la utilizacion
de fluidos en estado supercritico para arrastrar los volatiles, el principal
problema que se plantea es el elevado coste de las instalaciones necesarias
para su aplicacion industrial (Starmans y Nijhuis, 1996). Los terpenos se
obtienen posteriormente por destilacion fraccionada, cromatografia de gases
o cromatografia liquida.

La principal alternativa a la obtencion a partir de fuentes naturales es la
produccion de terpenos por sintesis quimica total o parcial. Sin embargo,
la aplicacion industrial de los terpenos producidos sintéticamente se ve en
muchas ocasiones drasticamente limitada por la complejidad y nimero de las
reacciones quimicas implicadas en dicho proceso.

La produccion biotecnoldgica utilizando microorganismos presenta
una serie de ventajas respecto a los métodos anteriores. A diferencia
de la extraccion a partir de fuentes naturales, es independiente de las
condiciones de cultivo de las plantas productoras, simplifica la extraccion,
se puede escalar el proceso a nivel industrial y es una fuente inagotable
de producto. Por otra parte, si la comparamos con la sintesis quimica, la
produccion a partir de microorganismos permite modificaciones selectivas
de grupos funcionales, funcionalizacién de carbonos inertes, quiralidad
especifica y resolucion de racematos. Ademas, el proceso es respetuoso
con el medio ambiente y puede adaptarse a la utilizacion de productos
de desecho. A pesar de las ventajas que presenta, todavia son pocos los
terpenos producidos por este método debido a la necesidad de aislar
microorganismos productores y a las bajas concentraciones obtenidas en
la mayoria de los casos.

1.5. Biosintesis. Ruta del acido mevalénico y ruta del metil-eritritol
fosfato

Los terpenos son producidos en los tres dominios de la vida a partir
de los mismos precursores universales, el isopentenil pirofosfato (IPP)
y el dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (Ruzicka, 1953). En la actualidad
se conocen dos rutas independientes (Figura 2) que dan lugar a la sintesis
de estos compuestos, la ruta del acido mevalonico (MVA), descubierta a
mediados del siglo XX cuando se demostro la implicacion de este compuesto
en la sintesis de colesterol (Tavormina ef al., 1956) y la ruta del metil-eritritol
fosfato (MEP), que da lugar a la sintesis de [PP y DMAPP a partir de piruvato
y gliceraldehido-3-fosfato (Rohmer, 1999).
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Ruta MEP
[ piruvato + gliceraldehido-S-fosfato]
DXS
\ 2
[ desoxixilulosa fosfato (DXP)]
Ruta MVA
-_— DXR
3x acetil-CoA Y
( metil-eritritol fosfato (MEP) |
HMGS
M
J cMS
3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA)] \4
(difosfocitidil metil-eritritol]
HMGR
CMK
\ 4
[ acido mevalénico (MVA) ] \ 4
( difosfocitidil metil-eritritol fosfato |
MK
v MCS
[ mevalonato fosfato ] Y
[ metil-eritritol ciclodifosfato
MPK
HDS
 Z
[ mevalonato difosfato Y
( hidroxi-metil-butenil difosfato (HMBPP) |
HDR
- / \

> {isopentenil difosfato] => [ dimetilalil difosfato
[ (IPP) < (DMAPP)

IPPI

Figura 2. Rutas de biosintesis de terpenos (parte I). Enzimas ruta MVA: HMGS (HMG-
CoA sintasa); HMGR (HMG-CoA reductasa); MK (mevalonato kinasa); MPK (mevalonato
fosfato kinasa); MDD (mevalonato difosfato descarboxilasa); IPPI (isopentenil difosfato
isomerasa). Enzimas ruta MEP: DXS (DXP sintasa); DXR (DXP reductoisomerasa); CMS
(MERP citidil transferasa); CMK (difosfocitidil metil-eritritol kinasa); MCS (metil-eritritol
ciclodifosfato sintasa); HDS (HMBPP sintasa); HDR (HMBPP reductasa).
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Tras su descubrimiento se asumio que la ruta MVA era la responsable
universal de la produccion de IPP y DMAPP en todos los organismos. Sin
embargo, esta ruta se encuentra principalmente en eucariotas y arqueas
(Kuzuyama, 2002; Boucher et al., 2004), mientras que la ruta MEP es
la principal via de sintesis en bacterias (Lange et al., 2000; Croteau et
al., 2000). Esta norma general presenta notables excepciones, dado que
algunas bacterias poseen los genes que codifican enzimas de la ruta
MVA (Voynova et al., 2004; Steussy et al., 2006), y que en algunos
eucariotas como las plantas coexisten ambas rutas. Estas excepciones se
han relacionado con fendmenos de transferencia horizontal desde arqueas
o eucariotas (Boucher y Doolittle, 2000; Wilding et al., 2000) y con la
endosimbiosis de las cianobacterias que dieron lugar a la aparicion de
plastidios en eucariotas fotosintéticos y protistas del filo apicomplexa
(Lange et al., 2000). La evoluciéon y divergencia de las rutas de sintesis
de isoprenoides es todavia fuente de controversia y recientemente se
ha propuesto un escenario en el que la ruta MVA estaria presente en el
ancestro comun de arqueas, bacterias y eucariotas (Lombard y Moreira,
2011).

El IPP y DMAPP producidos por ambas rutas son sustrato de las
prenil transferasas, enzimas que conjugan estos compuestos (C5)
elongando el esqueleto de carbono. La geranil pirofosfato sintasa
(GPPS) cataliza la unién de una molécula de DMAPP con otra de
IPP para producir geranil pirofosfato (GPP; C10) precursor de los
monoterpenos; la farnesil pirofosfato sintasa (FPPS) afiade una nueva
molécula de IPP para formar el farnesil pirofosfato (FPP; C15),
precursor de los sesquiterpenos, y un nuevo IPP es afnadido por la
geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS) dando lugar al precursor de
los diterpenos, el geranilgeranil pirofosfato (GGPP; C20) (Figura 3)
(Wang y Ohnuma, 1999). La sintesis de escualeno, precursor de los
triterpenos (C30), se produce por condensacion de dos moléculas de
FPP, y dos moléculas de GGPP se unen para dar lugar al precursor de
los carotenos, el fitoeno (C40). Estos intermediarios de la ruta son
modificados por enzimas especializadas en la producciéon de terpenos,
conocidas como terpeno sintasas o terpeno ciclasas.
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IPPI
isopentenil difosfato = dimetilalil difosfato
(IPP) S (DMAPP)
GPPS

l geranil difosfato (GPP) l—)[ monoterpenos (C10) ]

FPPS

Y [ sesquiterpenos (C15) ]
[farnesil difosfato (FPP) l

2 [ triterpenos (C30) l

GGPPS
[ diterpenos (020)]
[ geranilgeranil difosfato (GGPP) l
* 2 [ carotenos (C40)]

\/
\

[ politerpenos ]

Figura 3. Rutas de biosintesis de terpenos (parte II). GPPS (GPP sintasa); FPPS (FPP
sintasa); GGPPS (GGPP sintasa); 2x (dos moléculas del precursor).

En los ltimos 25 afios se han caracterizado numerosas terpeno sintasas;
la R-limoneno, R- y S-linalol, alfa- y beta-farneseno, nerolidol, valenceno y
geranil geraniol sintasas son solo algunos ejemplos (Nualkaew et al., 2006;
Cseke et al., 1998; Jia et al., 1999; Maruyama et al., 2001; Liicker, Bowen
et al., 2004; Crock et al., 1997; Pechous y Whitaker, 2004; Nagegowda et
al., 2008). Muchas de estas enzimas producen especificamente uno o unos
pocos terpenos, e incluso es habitual la produccion especifica de una de sus
formas isoméricas como en el caso de las R- y S-linalol sintasas o las alfa- y
beta-farneseno sintasas. Esta elevada especificidad convierte a estas enzimas
en herramientas idoneas para la produccion de compuestos de interés, dado el
elevado grado de pureza del producto de sus reacciones.
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1.6. Ingenieria metabdlica de las rutas de biosintesis

Para explicar en qué consiste la ingenieria metabolica primero se debe
establecer lo que se entiende por ingenieria genética, ya que la primera es en
gran medida una aplicacion y/o consecuencia de la segunda.

Ingenieria genética: “Tecnologia de la manipulacion y transferencia del
ADN de unos organismos a otros, que posibilita la creacion de nuevas
especies, la correccion de defectos génicos y la fabricacion de numerosos
compuestos utiles.”

Real Academia Espanola (RAE)

Asi pues, en base a esta definicion general, la ingenieria metabolica es
una especialidad en la cual la ingenieria genética, o tecnologia del ADN
recombinante, se utiliza con el proposito de modificar la cantidad y/o
pureza de los metabolitos producidos por rutas metabdlicas enddgenas, o
generar productos alternativos mediante la introduccion de rutas de sintesis
procedentes de otros organismos.

Ingenieria metabdlica: “Mejora de las actividades celulares mediante la
manipulacion de las funciones enzimaticas, de transporte y regulatorias a
través del uso de la tecnologia del ADN recombinante”.

Bailey, 1991

La ingenieria metabolica nace en el momento en el que es posible alterar
flujos de sintesis o degradacion de compuestos, o de desviar intermediarios
hacia la produccion de metabolitos distintos a los sintetizados de forma
natural. Esta especialidad se practica desde hace tiempo, pero su avance ha
sido relativamente lento debido a la dificultad que entrafa la manipulacion
de las redes metabolicas, ampliamente interconectadas. Por ello, a pesar
de su larga trayectoria, no ha sido sino en los ultimos afios cuando se ha
dado un salto de calidad gracias a los avances en las técnicas gendmicas
(secuenciacion, anotacion de genes y genomas y analisis transcripcional y
traduccional), que unidas al desarrollo de la metabolomica, bioinformatica
e ingenieria de proteinas han permitido la apariciéon de numerosas
estrategias de mejora, llegando a acufiarse el termino “biologia sintética”
para referirse a las modificaciones que originan nuevas funciones y/o
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actividades en el organismo hospedador. Algunos de los principales hitos
en la ingenieria metabdlica de terpenos han sido recopilados y ordenados

cronologicamente en la Figura 4.

Ruta MVA
introducida en
Escherichia coli

EI ADN se establece

como material genético

Produccion de terpenos
no naturales en

Expresion localizada
e ingenieria de
enzimas biosintéticos

Saccharomyces cerevisia

Se formula la

Cristalizacion de
terpeno sintasas

Reconstruccion de la
ruta MEP en
Saccharomyces cerevisiae

“regla biogenética
del isopreno” Descubrimiento ruta MEP

Se formula la
“regla del isopreno”

Produccion de
carotenoides
en microorganismos
no carotenogénicos

Descubrimiento
ruta MVA

Mejora del aroma
del fruto del tomate
expresando
monoterpeno sintasas

Produccién de
terpenos en
Escherichia coli

Aparicion de la
Ingenieria Genética

Mejora del aroma
de vinos producidos con
levaduras modificadas

Figura 4. Cronograma de hitos relacionados con la ingenieria metabdlica de terpenos.
Adaptado y modificado de Khosla y Keasling, 2003.

Tal y como se ha comentado anteriormente, las dos rutas de sintesis
de terpenos estan presentes y son funcionales en plantas. La ruta MEP
se encuentra localizada en los plastidios, mientras que las enzimas de
la ruta MVA actuan en el citosol; sin embargo, se ha descrito que existe
cierto intercambio de intermediarios entre ambas rutas para optimizar la
disponibilidad de IPP y DMAPP (Adam y Zapp, 1998; Arigoni et al., 1999).
Las estrategias llevadas a cabo en plantas para incrementar y/o modular
los niveles de determinados terpenos son de lo mas variado, tanto por las
estrategias de ingenieria metabolica en si mismas como por la diversidad
de productos posibles. Para alcanzar estos objetivos el primer escollo
es la disponibilidad de precursores, por lo que determinar los puntos de
control de las diferentes rutas de sintesis es crucial, y su desregulacion es
habitualmente la base de muchas estrategias para mejorar la produccion de
cualquier compuesto.

Por citar alguno de los pasos clave, en la ruta MEP, la sobreexpresion
o represion de la desoxixilulosa fosfato (DXP) sintasa, que cataliza el
primer paso de la ruta, es suficiente para cambiar los niveles de varios
isoprenoides en Arabidopsis thaliana (Estévez et al., 2001); esta actividad
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se encuentra ademas regulada negativamente por la acumulacién de DXP
(Wolfertz et al., 2004). La sobreexpresion de la siguiente enzima de la ruta,
la desoxixilulosa fosfato reductoisomerasa (DXR), conllevé a un aumento
de los niveles de monoterpenos producidos por la menta (Mahmoud y
Croteau, 2001), y los niveles de taxadieno, diterpeno intermediario en
la sintesis de taxol (anticancerigeno), se vieron considerablemente
incrementados al sobreexpresar la hidroxi-metil-butenil difosfato
reductasa (HDR) en plantas que expresan taxadieno sintasa (Botella-Pavia
et al., 2004).

Asimismo, el paso limitante en la ruta MVA es el catalizado por la
3-hidroxi-3-metil-glutaril Coenzima A reductasa (HMGR) que da lugar al
mevalonato o acido mevalonico (MVA); la sobreexpresion y/o desregulacion
de esta enzima da lugar a un incremento sustancial de la sintesis de esteroles
en tabaco (Chappell et al., 1995; Hey et al., 2006). Por otra parte, la
sobreexpresion de la enzima FPPS en Artemisia annua lleva consigo un
aumento en la produccion de artemisinina (Chen et al., 2000; Han et al.,
2006), sin embargo los niveles acumulados de esta droga antimalaria nunca
llegaron a suponer mas del 1% del peso seco de las hojas, viéndose limitada
su produccion por el proceso de sintesis o por posibles efectos adversos
sobre la fisiologia celular.

Las dificultades afiadidas que se derivan de la manipulacion genética de
plantas, asi como los problemas subyacentes al aislamiento y purificacién
de algunos de los compuestos producidos hacen necesaria la busqueda de
métodos alternativos para su obtencion. Los microorganismos se perfilan
como una buena alternativa para simplificar el proceso, destacando
Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae por su facilidad de manejo,
cultivo y las herramientas moleculares disponibles. Asi pues, se han
establecido sistemas en los cuales estos microorganismos funcionan a modo
de ‘factoria celular’ para la produccion de compuestos con aplicaciones
biotecnolodgicas y/o biomédicas, entre los que se encuentran numerosos
terpenos.

Algunos genes que codifican terpeno sintasas han sido clonados e
introducidos en estos hospedadores microbianos, evaluando su capacidad
productora y realizando modificaciones en las rutas de sintesis con el
fin de optimizar la produccion (Tabla 1). Estas estrategias han seguido
planteamientos similares a los aplicados en mejora de plantas, desregulando
el flujo a través de la ruta, modulando la expresion y/o actividad de algunas
enzimas, reguladores transcripcionales o importando parcial o totalmente
rutas de sintesis al microorganismo de inter¢s.
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Cuando se desarrollan este tipo de estrategias en S. cerevisiae
hay que tener presente que carece por completo de la ruta MEP.
Este hecho convierte a la ruta MVA en el objeto de la mayoria de las
modificaciones enfocadas a la sintesis de terpenos y esteroles en dicho
microorganismo. En los ultimos afios, diversas estrategias de mejora
han sido abordadas con éxito en este microorganismo, construyéndose
entre otras, cepas mejoradas para la produccion de geranilgeraniol
(Tokuhiro et al., 2009), del triterpeno B-amirina (Kirby et al., 2008) y
de amorfadieno (Ro ef al., 2006), cuya aplicacion como intermediario
en el proceso de sintesis de artemisinina lo hace especialmente valioso
en la lucha contra la malaria.

Actualmente existen empresas especializadas en la produccion de terpenos
mediante sistemas de fermentacion industriales basados en levaduras
optimizadas para la produccion de dichos compuestos. Por citar algunos
ejemplos, la empresa Allylix, Inc. produce los sesquiterpenos nootkatona y
valenceno y los distribuye como aditivos alimentarios y perfumes (http://
www.allylix.com), mientras que la empresa Amyris, Inc. ha centrado sus
esfuerzos en la produccion de beta-farneseno, otro sesquiterpeno de aplicacion
comercial en cosméticos, detergentes, perfumes y lubricantes industriales
(http://www.amyris.com).

En cuanto a la legislacion actual, en lo pertinente al uso de organismos
modificados genéticamente (OMG) para la produccion de alimentos o
aditivos alimentarios N° 1830/2003 del Parlamento Europeo, establece que
los alimentos o ingredientes alimentarios producidos a partir de OMGs
deberan ser debidamente etiquetados para su correcta trazabilidad, lo
cual deja la utilizacion de aromas, y mas concretamente de monoterpenos
producidos por OMGs al amparo de la aceptacion social, y la establece
como una herramienta valida para el desarrollo de nuevas y mas eficientes
plataformas de produccion.
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2.  MONOTERPENOS

2.1. Clasificacion

Como se ha explicado anteriormente, los terpenos compuestos por dos
unidades de isopreno son clasificados dentro del grupo de los monoterpenos;
que engloba compuestos de diferentes caracteristicas quimicas y estructurales
(Tabla 2).

2.2. Funcion biolégica

Algunos monoterpenos, al igual que ocurre con otras clases de terpenos
de bajo peso molecular, son toxicos para insectos, hongos, bacterias y
virus (Lee, Peterson et al., 2003; Hammer et al., 2003; Friedman et al.,
2002; Astani et al., 2009), y se ha demostrado su eficacia como repelentes
de moluscos, insectos y mamiferos (Frank et al., 2002; Szczepanik et al.,
2005; Vourc'h et al., 2002). Estas propiedades sugieren que, en el entorno
natural, los monoterpenos podrian estar implicados en mecanismos de
defensa.

Generalmente los monoterpenos son producidos por plantas como parte
de mezclas complejas en las que se sospecha que la combinacion de éstos y
otros terpenos, y su proporcion, desempefia un papel clave para mejorar su
funcionalidad; aunque por el momento los beneficios reportados por este
hecho son objeto de discusion y controversia (revisado por Gershenzon
y Dudareva, 2007). Un estudio realizado con plantas transgénicas de
A. thaliana que emiten grandes cantidades del monoterpeno linalol
demostro la capacidad de éste para repeler el ataque de afidos (Aharoni
et al., 2003). En relacion con otra de las funciones asignadas a los
terpenos de cadena corta, se ha observado que los receptores de una de las
especies polinizadoras de la planta del tabaco responden entre otros a la
presencia de monoterpenos (Shields y Hildebrand, 2001), lo que sugiere
que estos compuestos podrian estar implicados también en funciones de
comunicacion.

Fuera del reino vegetal, también se han encontrado monoterpenos como
parte de sustancias defensivas secretadas por determinadas clases de insectos
(Laurent et al., 2003; Quintana et al., 2003). Asi como también se ha descrito
la produccion de novo de monoterpenos por parte de especimenes macho
de escarabajos de la corteza (Coleoptera: Scolytidae); los cuales estarian
implicados en la comunicacion intraespecifica mediante feromonas (Gilg et
al., 2005).
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Tabla 2. Clasificacion de los monoterpenos.
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2.3. Aplicacion industrial

Los monoterpenos son un grupo muy variado de compuestos volatiles,
de bajo peso molecular, que tienen un gran valor econdémico, y por ello han
recibido mucha atencion tanto en investigacion clinica como en nutricion. Se
utilizan frecuentemente como aditivos aromaticos en alimentos y perfumes
(Mulder-Krieger et al., 1988; Wise y Croteau, 1999; Croteau et al., 2000).
Ademas, algunos monoterpenos como limoneno, alcohol perilico, geraniol,
linalol, cineol o mentol entre otros presentan potencial para su aplicacion
clinica, por lo que podrian ser utilizados como nutracéuticos (Crowell y
Gould, 1994; Crowell, 1999; Gould, 1997; Mills et al., 1995; Yu et al., 1995;
Pattnaik et al., 1997), confiriendo simultaneamente caracteristicas aromaticas
y funcionales al producto final.

Tabla 3. Uso habitual de monoterpenos y derivados como aditivos en la
industria alimentaria.

Bebidas Bebidas sin , . Productos Consumo

Compuesto o n . Reposteria® =, " " " "

alcohdlicas alcohol carnicos anual
Linalol 0,24 S 11,90 18,72 10.000
Geraniol 0,93 3,49 17,00 3,99 900
Nerol - 3,16 5,00 - 230
Citronelol 1,03 1,30 6,47 - 1.700
Linalil acetato 0,55 5.5 15,67 0,23 1.600
Geranil acetato 0,70 .37 16,38 0,15 1.800
Neril acetato - 0,70 4,00 - 550
Citronelil acetato 2,75 3,99 10,36 - 300

Datos obtenidos de Feranoli, 2002. *Cantidades utilizadas habitualmente expresadas en ppm; "Kg.

A pesar de su valor comercial, resulta complicado encontrar una fuente
fiable donde consten los datos de produccion y utilizacion de estos compuestos,
variando ademas de forma significativa entre las fuentes. A pesar de ello, existe
una tendencia comun que da a entender que la produccion y comercializacion
de estos compuestos esta en auge; segun los datos recopilados por Schwab et
al., 2008, la produccion mundial de linalol y derivados se increment6 un 25%
en el periodo 1996-2006, pasando de 6.000 a 8.000 toneladas métricas; en
el caso del geraniol y sus derivados el aumento de la produccion es alin mas
significativo, cuadriplicandose la produccion y pasando de 3.500 a 12.000
toneladas métricas en el mismo periodo.
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Una gran parte del linalol y el geraniol producidos son utilizados por sus
propiedades aromaticas y/o antimicrobianas en las industrias cosméticas, de
higiene o limpieza. También son utilizados junto con otros monoterpenos y
sus derivados como aditivos en alimentos y bebidas (Tabla 3).

2.4. Procesos de obtencion

Como ya se ha comentado, los terpenos de cadena corta suelen
obtenerse de fuentes naturales o por sintesis quimica. Los monoterpenos
como el linalol y el geraniol no son una excepcion: el linalol se obtiene
principalmente por destilacion fraccionada de los aceites esenciales de palo
de rosa y cilantro, mientras que el geraniol se obtiene mediante técnicas
similares utilizando los aceites esenciales de citronela y palmarosa como
fuentes mayoritarias.

Por su parte, la sintesis quimica puede ser parcial o total, dependiendo del
compuesto de partida. Asi pues, la sintesis parcial del linalol se realiza a partir
de a- o B-pineno. El a-pineno sufre una serie de transformaciones que dan lugar
a cis- y trans-pinanol, los cuales se aislan por destilacion fraccionada y son
convertidos por pir6lisis a S-(+)-linalol y R-(-)-linalol respectivamente. En el
caso de la sintesis a partir de B-pineno, €ste se transforma en mirceno, que a su
vez se convierte en una mezcla de geranil, neril y linalil cloruro al reaccionar
con 4cido clorhidrico. Esta mezcla de cloruros se somete a una transformacion
que da un rendimiento del 80% de linalil acetato, posteriormente el linalol se
obtiene por saponificacion del éster. Mediante este proceso es posible obtener
ademas una fraccidon con un 98% de pureza de geraniol. El geraniol y el nerol
pueden ser también obtenidos a partir del linalol, convertido a linalil borato,
que se reorganiza en geraniol borato y nerol borato y a partir de los cuales se
obtienen los alcoholes por hidrdlisis.

Para la sintesis quimica total del linalol, se necesita sintetizar en primer
lugar 2-metil-2-hepten-6-ona que se hace reaccionar con acetileno para
producir dehidrolinalol, a partir del cual se obtiene una mezcla racémica de
dl-linalol (Sathikge, 2008).

2.5. Biosintesis. Monoterpeno sintasas

Practicamente todos los monoterpenos derivan del GPP, que a su vez se
forma a partir de la union de una molécula de IPP y otra de DMAPP, y su gran
diversidad se debe alaactividad de distintas monoterpeno sintasas que catalizan
la formacion de cientos de monoterpenos diferentes (Dewick, 1999). En las
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ultimas 2 décadas se han purificado y caracterizado algunas monoterpeno
sintasas y ademas los genes que las codifican han sido identificados. Dado que
la gran mayoria de estos compuestos los producen las plantas, es precisamente
en ¢stas donde se han centrado los esfuerzos para caracterizar dichos genes
entre los que se encuentran el gen LIS de Clarkia breweri, que fue uno de los
primeros que se descubrié (Dudareva et al., 1996), y el gen GES de Ocimum
basilicum (Iijima et al., 2004); estos genes codifican una S-linalol sintasa y
una geraniol sintasa respectivamente. En la Tabla 4 se recopilan algunos de
los genes codificantes de monoterpeno sintasas identificados en los ultimos
20 anos.

El grado de pureza de los monoterpenos sintetizados por estas enzimas
es bastante elevado, llegando a producirse Unica y especificamente uno de
los isomeros de un determinado monoterpeno, manteniéndose por tanto la
especificidad de producto, tal como se ha sefalado para el conjunto de las
terpeno sintasas.

2.6. Ingenieria metabdlica. Produccion en plantas y microorganismos

Como principales productores naturales de monoterpenos, las plantas
representan a priori una buena plataforma para la sobreproduccion de
los mismos. Por ello, la mayoria de los esfuerzos realizados en ingenieria
metabdlica para la sintesis de monoterpenos se han dirigido a lamodificacion
de los perfiles de produccién de estos compuestos en plantas, abordando asi
dos objetivos, por una parte la caracterizacion de los mecanismos implicados
en su produccion y por otra la mejora de ésta. Asi pues, ademas de las
estrategias de desregulacion de enzimas clave de las rutas de sintesis MVA
y MEP mencionadas anteriormente, se han desarrollado con éxito algunas
estrategias para la produccion de monoterpenos. La enzima S-linalol sintasa
de C. breweri se ha expresado en petunia, tomate, clavel y 4. thaliana
(Lewinsohn et al., 2001; Liicker et al., 2001; Lavy et al., 2002; Aharoni et
al.,2003), incrementando asi la produccion del monoterpeno linalol y de sus
derivados hidroxilados o glicosilados. La expresion de otras monoterpeno
sintasas para la produccién de limoneno, y-terpineno y a-pineno en plantas
de menta y tabaco condujo a su vez a alteraciones en el patrén de volatiles
producidos por dichas plantas (Diemer et al., 2001; Liicker, Schwab et
al.,2004). En 2006 Aharoni et al., estudiaron el efecto de expresar la enzima
FaNES, procedente de Fragaria ananassa (fresa), en plantas de patata y
A. thaliana, enzima que tiene la peculiaridad de sintetizar linalol a partir
de GPP y nerolidol a partir de FPP con la misma eficiencia; dicha expresion
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Tabla 4. Relacion de algunos de los genes que codifican monoterpeno

sintasas.
g;gg::: eso grricr)::?::l):s Nombre Especies Referencias
AA061228 a-Pineno Pt30 Pinus taeda Phillips et al., 2003
AA061225 a-Pineno Pt1 Pinus taeda Phillips et al., 2003
CAD57092 a-Pineno FvPINS Fragaria vesca Aharoni et al., 2004
AAX07267 a-Pineno PmeTP$1 Pseudotsuga menziesii | Huber et al., 2005
AAB71085 B-Pineno Ag3 Abies grandis Bohlmann et al., 1997
AAK58723 B-Pineno QH6 Artemisia annua Lu et al., 2002
AAM53945 B-Pineno Cl(-)BPINS Citrus limon Liicker et al., 2002
BAD27260 B-Pineno CitMTSL62 Citrus unshiu Shimada et al., 2004
AAS47692 B-Pineno PaTPS-Pin Picea abies Martin et al., 2004
AABT70707 Canfeno Ag6 Abies grandis Bohlmann et al.,1999
AAF61453 B-Felandreno | Ag8 Abies grandis Bohlmann et al.,1999
AAG01140 (R)-Limoneno | dLMS Schizonepeta tenuifolia | Maruyama et al., 2001
AAL17636 (R)-Limoneno | Arles Agastache rugosa Maruyama et al.,2002
AAM53944 (R)-Limoneno | Cl(+)LIMS1 Citrus limon Liicker et al.,2002
AAM53946 (R)-Limoneno | Cl(+)LIMS2 Citrus limon Liicker et al., 2002
BAD27256 (R)-Limoneno | CitMTSE1 Citrus unshiu Shimada et al.,2004
ABB73044 (R)-Limoneno | LaLIMS Lavandula angustifolia | Landmann et al.,2007
AAC37366 (S)-Limoneno | LC5.2 Mentha spicata Colby et al.,1993
AAG31438 (S)-Limoneno | PFLC1 Perilla frutescens Yuba et al., 1996
AAB70907 (S)-Limoneno | Ag10 Abies grandis Bohlmann et al., 1997
AAF61455 (S)-Limoneno | Ag11 Abies grandis Bohlmann et al., 1999
AAS47694 (S)-Limoneno | PaTPS-Lim Picea abies Martin et al.,2004
AAF13357 (R)-Linalol QH1 Artemisia annua Jia et al.,1999
AAF13356 (R)-Linalol QH5 Artemisia annua Jia et al., 1999
AAL99381 (R)-Linalol - Mentha citrata Crowell et al.,2002
AAS47693 (R)-Linalol PaTPS-Lin Picea abies Martin ef al.,2004
ABB73045 (R)-Linalol LaLINS Lavandula angustifolia | Landmann et al.,2007
AAX69063 | (R)-Linalol LeMTS1 :)S’ g%“ﬁﬁ;’” van Schie et al., 2007
AAC49395 (S)-Linalol LIS Clarkia breweri Dudareva et al.,1996
AA085533 (S)-Linalol At1g61680 Arabidopsis thaliana Chen et al.,2003
CAD57081 (S)-Linalol # FaNES1 Fragaria ananassa Aharoni et al., 2004
CAD57106 (S)-Linalol # FaNES2 Fragaria ananassa Aharoni et al.,2004
ABR24418 (S)-Linalol # AmNES/LIS-2 | Antirrhinum majus Nagegowda et al.,2008
JN412075.4 | Linalol TPS39 Lycopersicon Falara et al., 2011

esculentum

AAR11765 Geraniol GES Ocimum basilicum lijima et al., 2004
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N° de acceso| Productos . .

Genbank principales Nombre Especies Referencias
CAD29734 Geraniol CtGES Cinnamomum tenuipilum Yang et al., 2005
AAY88965 Geraniol PcTps-C Perilla citriodora Ito y Honda, 2007
ABB30218 Geraniol PfTPS-PL Perilla frutescens Ito y Honda, 2007
JN408072.1 Geraniol OeGES1 Olea europaea Vezzaro et al., 2012
AA061227 a-Terpineol Pt10 Pinus taeda Phillips et al., 2003
AAS79351 a-Terpineol VvTPS1891 Vitis vinifera Martin y Bohimann, 2004
AAS79352 a-Terpineol VvTPS4568 Vitis vinifera Martin y Bohimann, 2004
ACC66282 a-Terpineol Mg17 Magnolia grandiflora Lee y Chappell, 2008
ACF24767 a-Terpineol SamonoTPS1 | Santalum album Jones et al., 2008
AAL59230 a-Terpineol STC1-B73 Zea mays Lin et al., 2008
ABR09292 a-Terpineol TPS26-B73 Zea mays Lin et al., 2008

(#) FaNES1, FaNES2 y AmNES/LIS2 son enzimas bifuncionales, capaces de producir el sesquiterpeno
nerolidol ademas de linalol. Adaptado y modificado de Degenhardt ez al., 2009.

resultd en un incremento significativo de la produccion de S-linalol por
parte de ambas, y al mismo tiempo se incrementaron también los niveles
de algunos de sus derivados tanto en forma libre como glicosilada. Entre la
plétora de modificaciones que se han realizado, una de las que mas llama la
atencion es la expresion del gen GES de Ocimum basilicum (albahaca) bajo
el control de un promotor que se activa durante el proceso de maduracion
del fruto en plantas de tomate (Davidovich-Rikanati et al., 2007); como
resultado de esta expresion dirigida de la geraniol sintasa se obtuvo un
incremento de los niveles de geraniol en el fruto maduro, pero ademas se
desencadenaron una serie de bioconversiones que resultaron determinantes
para el enriquecimiento de su aroma y provocaron una mejor aceptacion
respecto al fruto no modificado.

El éxito de las estrategias empleadas en plantas para la mejora de la
produccion de monoterpenos es un buen punto de partida para el desarrollo
de sistemas efectivos de produccion de estos compuestos. No obstante, el
metabolismo de los terpenos, incluidos los monoterpenos, en plantas es
bastante complejo, por lo que practicamente en todos los ensayos realizados
se han observado modificaciones del monoterpeno de interés, en perjuicio de
su cantidad y pureza.

Hace ya tiempo que los microorganismos se perfilan como alternativa
para la produccién de compuestos de alto valor afadido. Los primeros
alimentos fermentados proceden de la gastronomia china y datan de hace
mas de 6.000 afos. La técnica se ha extendido hasta nuestros dias donde los
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productos fermentados por microorganismos son parte de nuestra cultura
y nuestro dia a dia, ampliamente representados por bebidas como el vino
y la cerveza, los productos lacteos o los cereales. Una de las principales
modificaciones que tienen lugar durante la fermentacion es la produccion
de aromas que dan al producto final las propiedades organolépticas
que le caracterizan, consiguiendo productos mejor aceptados por los
consumidores (Vandamme, 2003). Basandose precisamente en esta
capacidad que presentan algunos microorganismos para producir aromas
durante la fermentacioén, se han caracterizado y desarrollado métodos
de produccidén de compuestos aromaticos que han sido posteriormente
escalados para su produccion industrial. La ingenieria metabdlica ha
entrado con fuerza en este sector dado que, realizando las modificaciones
pertinentes, se puede conseguir que un determinado microorganismo se
convierta en productor eficiente del compuesto deseado, evitdndose de
este modo los inconvenientes ocasionados tanto por el aislamiento como
por el manejo de los microorganismos productores naturales. Hoy en
dia no existen todavia muchos estudios en los que se haya mejorado la
produccion de monoterpenos en microorganismos, y los que hay tienen
todavia mucho margen de mejora, por lo que constituye un campo de
investigacion abierto y muy prometedor en vista de los precedentes
obtenidos con otras clases de terpenos.

La mayoria de los trabajos se han realizado durante la ultima década
y muchos en paralelo al desarrollo de este trabajo de tesis doctoral.
En 2003, Carter et al., reconstruyeron la ruta de sintesis de carvona
de Mentha spicata en E. coli, acumulandose 5 mg/L del intermediario
limoneno en medio de laboratorio al sobreexpresar de forma conjunta
los genes que codifican las enzimas geranil difosfato sintasa y limoneno
sintasa. La enzima FaNES (linalol/nerolidol sintasa en F. ananassa)
se expresé en Lactococcus lactis obteniéndose niveles de linalol por
encima del umbral de deteccion (~10 pg/L) al fermentar leche desnatada
suplementada con glucosa (Hernandez et al., 2007). Posteriormente se
demostré que S. cerevisiae es capaz de producir monoterpenos mediante
expresion heterdloga de monoterpeno sintasas, la expresion del gen
GES de O. basilicum dio lugar a la produccion de geraniol en cepas de
laboratorio, mientras la expresion del gen LIS de C. breweri en cepas
de laboratorio y cepas vinicas industriales resultd en la produccion de
S-linalol tanto en condiciones de laboratorio como durante el proceso
de fermentacidon alcohdlica del mosto de uva (Oswald et al., 2007;
Herrero et al., 2008).



24 INTRODUCCION

3. SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Dominio: Eukarya Orden: Saccharomycetales

Reino: Fungi Familia: Saccharomycetaceae
Filo: Ascomycota Género: Saccharomyces

Clase: Ascomycetes Especie: Saccharomyces cerevisiae

3.1. Herramientas moleculares

La levadura S. cerevisiae es uno de los organismos mas estudiados por
su facilidad de manejo y velocidad de reproduccion, es un modelo eucariota
sencillo que permite observar y reproducir procesos similares a los que tienen
lugar en organismos superiores. Esta levadura fue el primer eucariota cuyo
genoma fue secuenciado (Goffeau ef al., 1997) por completo y se conocen, si
no todos, la mayor parte de sus genes (alrededor de 6.000).

En sus origenes, en la década de 1970, la manipulacion genética de esta
levadurase centraba en tratar de averiguar la funcion de algunos genes mediante
aproximaciones reduccionistas, pero con la secuenciaciéon de su genoma a
finales del siglo pasado este enfoque cambid para tratar de comprender el
funcionamiento global de la célula eucariota. Asi pues, la manipulacion
genética de la levadura del vino, del pan y la cerveza, ha evolucionado de
forma vertiginosa en los ultimos 40 afios.

Desde que se desarrollaron las primera técnicas para transformar esta
levadura mediante la formacion de esferoplastos (Hinnen ef al., 1978), se han
utilizado la electroporacion (Delorme, 1989), la transformacion con cationes
alcalinos (Ito ef al., 1983), la conjugacion (Heinemann y Sprague, 1989) y la
infeccion con Agrobacterium tumefaciens (Bundock et al., 1995). La levadura
S. cerevisiae presenta también una gran versatilidad en el modo en que su ADN
puede ser manipulado, el ADN exdgeno no replicante ha de integrarse para
estabilizarse, y bajo esta condicion surgieron los plasmidos integrativos (YIp)
(Hinnen et al., 1978); aunque este hecho les proporciona una gran estabilidad,
tiene por contrapartida un reducido nimero de copias. Para mantener el ADN
exdgeno en forma de plasmido, éste debe contener alguna region que le
permita replicarse; los plasmidos episomales (YEp) fueron los primeros de
estas caracteristicas y se obtuvieron por fusion de un pldsmido de E. coli con
un plasmido natural de la levadura que contiene un origen de replicacion
de 2 micras (2n) (Beggs, 1978), obteniendo plasmidos que se mantienen en
un elevado numero de copias en la levadura. En 1979 Struhl et al., aislaron
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un fragmento de ADN de 1,4 kb, que contiene el gen TRPI, de una region
proxima al centrémero del cromosoma IV de la levadura, y generaron los
plasmidos replicativos (YRp) que no necesitan ser integrados en el genoma.
Estos plasmidos son capaces de replicarse, pero su estabilidad es muy
baja; un afo mas tarde se clonaron fragmentos proximos al centrémero del
cromosoma III de la levadura en plasmidos YRp y se aislaron transformantes
estables, apareciendo de este modo los plasmidos centroméricos (YCp)
(Clarke y Carbon, 1980). En determinadas circunstancias es necesaria la
manipulacion de secuencias de ADN mas grandes, lo cual se hizo posible
gracias a los cromosomas artificiales de levadura (YAC), que aparecieron al
agregar telomeros a los YRp (Szostack y Blackburn, 1982), y que pueden
mantenerse en su conformacion lineal.

Estos y otros vectores pueden expresar ademas una gran variedad de
marcadores de seleccion. Por una parte encontramos vectores que contienen
genes de resistencia a antibioticos, entre los mas utilizados estan los que
confieren resistencia a geneticina o cicloheximida (Slaninova ef al., 1995; del
Pozo et al., 1991), mientras por la otra existen varios marcadores que se basan
en la complementacion de las auxotrofias presentes en las diferentes cepas
de laboratorio de uso comun, entre estos ultimos los mas usados son HIS3,
LEU2, TRP1y URA3; este ultimo ademas permite la seleccion negativa de los
transformantes, ya que las cepas con el alelo silvestre son incapaces de crecer en
presencia de acido fluoro-orotico, mientras que las cepas ura3- son resistentes
(Boeke et al., 1984). En los casos de los marcadores URA3 y LEU? existen
versiones en las que el promotor del gen esta incompleto, URA3-d y LEU2-d
(Okkels, 1996; Erhart y Hollenberg, 1983), por lo que la célula requiere de un
mayor numero de copias del plasmido para complementar la auxotrofia. Estas
y otras caracteristicas de los vectores de expresion desarrollados facilitan
sobremanera el disefio y ejecucion de estrategias de ingenieria genética en
S. cerevisiae. A efectos del presente trabajo son de especial interés los vectores
descritos por Gietz y Sugino en 1988 (YEplac195; YEplac181; YIplac211).

La levadura S. cerevisiae es también el Unico organismo en el que se
han construido y comercializado dos colecciones completas de mutantes,
disrumpiendo de forma sistematica todas las pautas abiertas de lectura
conocidas. Esta tarea fue llevada a cabo por dos consorcios, el consorcio
europeo EUROFAN (Dujon, 1998) y el consorcio SGDP, que implicaba
laboratorios europeos y estadounidenses (Winzeler et al., 1999). Las
colecciones resultantes abren multiples posibilidades a la hora de realizar
ensayos comparativos de todos y cada uno de los genes de la levadura en las
condiciones deseadas, y han sido la base para el desarrollo de colecciones
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de dobles mutantes y para el disefio de la técnica de SGA (Synthetic Genetic
Array) dedicada a la busqueda de letalidades o deficiencias sintéticas para
establecer relaciones entre genes (Tong ef al., 2001).

Los primeros ensayos de expresion global se realizaron con un “array” que
contenia la mayor parte de los genes de S. cerevisiae (DeRisi et al., 1997; Lashkari
et al., 1997), y la empresa Affymetrix desarrolld un “array” comercial con todos
los genes de esta levadura. Desde entonces se han realizado innumerables ensayos
en los que se han descrito los cambios en el transcriptoma de S. cerevisiae segiin
las condiciones ambientales, cepas y/o mutantes de interés.

Ademas de las herramientas aqui mencionadas existen muchas mas
que facilitan el trabajo con este microorganismo y aumentan su potencial
biotecnologico.

3.2. Ruta de sintesis de isoprenoides

Como se ha mencionado anteriormente, la unica ruta descrita para la
produccion de terpenos en S. cerevisiae es la ruta MVA. Esta es ademés el
inicio de la ruta de sintesis de ergosterol, compuesto equivalente al colesterol,
que juega un papel fundamental en la formacion de las membranas celulares,
por lo que cualquier proceso que dificulte o anule su sintesis puede derivar en
células de levadura inviables. Esta es probablemente una de las causas de la
estricta regulacion a la que se ven sometidas algunas de las enzimas implicadas
en dicha ruta; la enzima HMGR, que es una de las mejor caracterizadas en este
aspecto, presenta por ejemplo tasas de sintesis y degradacion que varian en
respuesta a la acumulacion y/o consumo de algunos de los intermediarios de la
ruta (Burg y Espenshade, 2011). Se han encontrado dos genes en el genoma de
la levadura, HMG1 y HMG2, que dan lugar a dos isoformas de esta enzima con
diferente funcion y localizacion, Hmglp y Hmg2p. La enzima principal, a la que
se le atribuye aproximadamente el 80% de la actividad celular (Basson ef al.,
1987), es la codificada por el gen HMG1. Esta enzima tiene una conformacion
estructural dividida en dos grandes dominios, el dominio catalitico, préximo al
extremo carboxi-terminal, y el dominio regulador, cercano al extremo amino-
terminal de la proteina, que ademas presenta varios dominios transmembrana
que anclan la proteina al reticulo endoplasmico (Bochar et al., 1999).

Una de las peculiaridades que presenta esta ruta en la levadura es la carencia
de una enzima especializada en la sintesis de GPP, formandose éste inicamente
como intermediario transitorio en la reaccidon de sintesis de FPP catalizada
por la enzima FPPS, codificada por el gen FRG20 (Anderson, Yarger et al.,
1989). Las cepas mutantes en este gen presentaban mutaciones adicionales
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que les permitian crecer en ausencia de ergosterol, siendo capaces ademas
de excretar cantidades detectables del monoterpeno geraniol (Chambon et
al., 1990). La caracterizacion del mutante con el alelo erg20-2, resultado de
sustituir la lisina en la posicién 197 por acido glutamico, demostré que este
cambio puntual en el centro activo alteraba la relacion GPP:FPP, que en la
cepa silvestre es 25:75 hasta practicamente invertirla alcanzando una relacion
70:30 (Blanchard y Karst, 1993); lo que supone un incremento de la cantidad
de GPP intracelular en las cepas mutantes.

El gen IDI1 codifica la enzima IPPI (Anderson, Muehlbacher et al., 1989),
que cataliza la isomerizacion de IPP a DMAPP. Sin embargo, la regulacion
de esta enzima y del gen que la codifica no ha sido estudiada en profundidad,
a pesar de la importancia de estos compuestos como precursores de los
esqueletos terpénicos. El DMAPP se incorpora también como intermediario
en la ruta de sintesis y modificacién de ARN de transferencia mediante la
enzima codificada por el gen MODS (Dihanich et al., 1987), compitiendo por
este compuesto con la ruta de sintesis de isoprenoides (Figura 5).

ERG10 ERG13
[ 2x acetil-CoA] —> [ acetoacetil-CoA | —> [HMG-CoA)|

HMG1
HMG2

ERG8 ERG12
[mevalonato difosfato] < [ mevalonato fosfato]e[ acido mevalénico l

ERG19
A4 DI moD5
isopentenil difosfato > ( dimetilalil difosfato
[ (IPP) |€—|  (omapP) —
ERG20

[geranil difosfato (GPP)]

ERG20

\2 ERG9
[farnesil difosfato (FPP)]%[ escualeno ]9»[ ergosterol ]

Figura 5. Genes implicados en la ruta de sintesis de terpenos de cadena corta en S. cerevisiae.
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Pese a que los intermediarios precursores se encuentran presentes en
su metabolismo, las levaduras y mas concretamente S. cerevisiae, no se
caracterizan por su capacidad para producir terpenos de cadena corta como
son los monoterpenos y los sesquiterpenos; algunos trabajos les otorgaban la
capacidad de producir tan solo 2 pug/L del sesquiterpeno farnesol (Hock et al.,
1984), mientras que ensayos posteriores han detectado pequefias cantidades
de monoterpenos producidos por cepas industriales de levadura, aunque estas
producciones no han estado nunca por encima de los 5 pg/L (Carrau et al.,
2005). La principal causa para una produccion tan limitada de terpenos de
cadena corta, y mas concretamente de monoterpenos, podria ser la ausencia
de terpeno sintasas en S. cerevisiae. Si a este hecho le sumamos la ausencia
de una enzima especializada en la sintesis de GPP, parece logica la poca
relevancia de estos compuestos en el metabolismo de la levadura. Sin embargo,
existen indicios de que los monoterpenos pueden integrarse en algunos
procesos metabolicos de la levadura, produciéndose biotransformaciones de
linalol, geraniol, nerol y a-terpineol (King y Dickinson, 2000; Gamero et
al., 2011) en condiciones de laboratorio; durante el proceso de vinificacion,
el geraniol puede ser también bioconvertido a citronelol por accion de la
levadura (Gramatica et al., 1982) y estos monoterpenos pueden ser ademas
transformados en ésteres por enzimas con actividad alcohol acetil transferasa,
y al menos 5 genes distintos codifican esta clase de enzimas en el genoma de
S. cerevisiae, ATF1 (Fujii et al., 1994), ATF2 (Nagasawa et al., 1998), SLI1
(Momoi et al., 2004), EEBI y EHTI (Saerens et al., 2006).

3.3. . cerevisiae y la fermentacion vinica

La fermentacion del mosto de la uva para producir vino se remonta al
menos a los tiempos del imperio egipcio. Tradicionalmente las primeras fases
de esta fermentacion las han llevado a cabo los microorganismos presentes
en la uva, principalmente levaduras. La especie Kloeckera apiculata es la
mas abundante en los granos de la uva (Fugelsang y Edwards, 2007), donde
aparecen también otras levaduras de bajo poder fermentativo y escasa
resistencia al etanol pertenecientes a los géneros Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hansenula, Issatchenkia, Kluyveromyces, Metschnikowia,
Pichia y Rodotorula (Fleet y Heard, 1993; Ribéreau-Gayon et al., 2006).
Aunque la presencia de S. cerevisiae en la uva es escasa, se encuentra de
manera recurrente entre la microbiota existente en los equipos de vinificacion
de las bodegas (Fleet y Heard, 1993; Fleet, 2007; Martini y Martini, 1990).
Durante la fermentacion espontanea del mosto de la uva se dan una serie de
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sucesiones microbiologicas de tal manera que las levaduras presentes en lauva
son las que dan inicio al proceso de fermentacion y aproximadamente a partir
del segundo dia, las levaduras del genero Saccharomyces, principalmente
S. cerevisiae comienzan a imponerse sobre el resto para acabar siendo la
principal responsable de la fermentacion alcoholica (Ribéreau-Gayon et
al., 2006). Estos cambios se deben fundamentalmente al incremento de la
concentracion de etanol, las condiciones de anaerobiosis, el uso de sulfitos en
los tratamientos prefermentativos y la resistencia mostrada por S. cerevisiae a
las altas temperaturas (Fleet y Heard, 1993; Fleet, 2007).

La fermentacion espontanea conlleva algunos efectos no deseados como
pueden ser la alteracion de las propiedades del vino por parte de determinados
microorganismos, el largo periodo de adaptacion al medio y fermentaciones
demasiado largas o inacabadas. Con el fin de evitar o reducir estos efectos la
inoculacion de los mostos con levaduras se esta imponiendo de un tiempo a
esta parte, lo que facilita ademas la reproducibilidad de las fermentaciones
(Bauer y Pretorius, 2000; Fleet y Heard, 1993). Las técnicas de aislamiento
y caracterizacion molecular de levaduras han permitido identificar las cepas
caracteristicas de cada region y preparar indculos de levadura seca activa que
puedan ser utilizados en funcion de las caracteristicas deseadas para el proceso
de fermentacion y propiedades del producto final (Querol y Ramoén, 1996).
El seguimiento durante la fermentacion de las cepas inoculadas demuestra
ademas que éstas son las que se imponen (Delteil y Aizac, 1988), por lo que
la eleccion de la cepa utilizada marcara significativamente las propiedades del
vino producido; este hecho abre las puertas no so6lo a la seleccion de cepas
naturales, sino también a la utilizacion de cepas modificadas en funcion de las
caracteristicas deseadas.

4. ELAROMA DEL VINO
“Del latin vinum, el vino es una bebida alcohdlica que se hace a partir de la
uva. El proceso implica la fermentacion alcoholica del zumo o mosto a
través de la accion metabdlica de levaduras.”
Copyright © 2013 significado.de

4.1. Aroma primario o varietal

Existen una serie de factores interdependientes que influyen notablemente
en el aroma primario de los vinos. Entre ellos encontramos, la variedad
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de vid cultivada, el tipo de suelo, la exposicion al sol y otras condiciones
climatologicas, los tratamientos pre- y postcosecha y las técnicas empleadas
durante el cultivo y la recoleccion (Ribéreau-Gayon et al., 1975; Lacey
et al., 1991). Todos estos factores son en buena parte responsables de las
diferencias existentes entre los vinos de distintas “denominaciones de
origen”, estableciéndose el potencial de los vinos resultantes en funcion de
las concentraciones de azlcares, nitrogeno, acidos organicos, compuestos
fendlicos, minerales y aromas presentes en las uvas vendimiadas.

La concentracion de los compuestos volatiles de distintos cultivos varietales
cambia considerablemente, dando lugar a patrones aromaticos muy diversos
en los vinos producidos. Ademas hay que tener en cuenta que la mayoria de
los compuestos aromaticos se concentran en la piel de los granos, por lo que la
concentracion en el producto final dependera del procesado prefermentativo
al que sean sometidos. En el caso de vinos tintos y rosados tiene lugar un
proceso de maceracion previo o simultaneo al comienzo de la fermentacion,
lo que favorece la liberacion de estos compuestos y por tanto su presencia
en el producto final; por el contrario, en la elaboracion de vinos blancos esta
maceracion es escasa o nula, por lo que la mayor parte de los compuestos
presentes en la piel se pierden antes del comienzo de la fermentacion.

Tabla 5. Percepcion sensorial de algunos monoterpenos y derivados.

Umbral de
Compuesto Aroma L
percepcion
Linalol Dulce, fresco, citrico 4-10
Geraniol Dulce, olor a rosas 4-75
Nerol Dulce, floral, ligeramente amargo 680-2200
Citronelol Fresco, amargo, rosal 11-2200
Linalil acetato Dulce, frutal 1000
Geranil acetato Fruta dulce, rosa 9-460
Neril acetato Azahar, rosa 2000-8500
Citronelil acetato  Fresco, frutal 1000

“Datos obtenidos de Feranoli, 2002 expresados en pg/L.

La fraccion aromatica procedente de la uva esté principalmente constituida
por ésteres del acido acético y monoterpenos fundamentalmente linalol,
geraniol, nerol, citronelol, a-terpineol y hotrienol (Rapp y Mandery, 1986).
Estos monoterpenos se encuentran bien en su forma libre y volatil, en la que
son importantes para determinar el aroma del vino, o bien en alguna de sus
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formas conjugadas, formando glicdsidos no volatiles que no influiran en la
percepcion aromatica. En la mayor parte de los casos, la fraccion conjugada es
considerablemente superior a la fraccion libre, siendo necesaria la liberacion
quimica o enzimatica del aglicon, en este caso un monoterpeno, para que
¢éste contribuya al aroma del vino. La presencia de estos monoterpenos en
el mosto, principalmente linalol y geraniol, confiere notas dulces, florales y
afrutadas a su aroma (Tabla 5) y se ha demostrado que su coexistencia con
otros monoterpenos como el nerol o el citronelol tiene el efecto de incrementar
su percepcion (Ribéreau-Gayon et al., 1975). También cabe destacar que
estos monoterpenos se cuentan entre las moléculas y/o grupos de moléculas
consideradas factores de impacto y se considera que los cambios en su
concentracion pueden modificar el equilibrio aromatico del vino (Escudero et
al.,2004; Ferreira et al., 2002). El linalol fue el primer componente aromatico
del que se demostrd su contribucidon al aroma de algunos vinos Moscatel
(Ribéreau-Gayon et al., 1975). Su aportaciéon al aroma caracteristico de
algunas variedades gallegas y de las notas florales de otras variedades blancas
esta sobradamente demostrada (Arrhenius et al., 1996; Lee y Noble, 2003;
Campo et al., 2005; Palomo et al., 2006; Vilanova y Sieiro, 2006).

4.2. Aroma secundario. Papel de S. cerevisiae

La elaboracion del vino es un proceso complejo cuyo resultado depende,
como se ha comentado anteriormente, de multiples factores. Sin embargo,
destaca por su importancia la fermentaciéon alcoholica, llevada a cabo
mayoritariamente por la levadura S. cerevisiae. Durante este proceso el 95%
de los azucares (=200 g/L), se convierte en etanol y didéxido de carbono,
productos finales de dicha fermentacion. El 5% restante es utilizado por la
levadura para la sintesis de material celular y otros compuestos, generalmente
volatiles (Lambrechts y Pretorius, 2000) entre los que destacan los ésteres
y los alcoholes (Rapp y Mandery, 1986). Entre los alcoholes producidos
por la levadura destacan el etanol y el glicerol, y en cantidades menores,
pero significativas, se sintetizan dioles, alcoholes superiores alifaticos y
aromaticos. La formacién de ésteres tiene lugar en paralelo a la fermentacion
alcohdlica, y a pesar de estar presentes en bajas concentraciones, éstas son
suficientes para determinar el aroma secundario del vino.

La levadura influye por lo tanto en el aroma del vino producido, por ello a
lo largo de la historia se han seleccionado levaduras que ademas de dar lugar
a fermentaciones vigorosas sin azlcares residuales mejoren las propiedades
organolépticas.
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4.3. Aroma terciario. Procesos postfermentativos

Una vez completada la fermentacion alcohoélica del vino, éste puede ser
sometido a una serie de tratamientos, como el envejecimiento en barrica o
en botella, que marcaran la evolucion de su aroma. El envejecimiento en
barrica da lugar a una serie de interacciones entre los compuestos del vino
y compuestos de la madera, pudiendo producirse degradaciones enzimaticas
o fisico-quimicas, compuestos fendlicos procedentes de la degradacion de
la lignina o lactonas (Masuda y Nishimura, 1971), acetaldehidos o acetales
son productos tipicos de este proceso. Cuando el envejecimiento del vino
tiene lugar en botella, los cambios observados son producto de la interaccion
entre los propios compuestos del vino; son caracteristicas de este proceso
la reduccion de la concentracion de ésteres de acetato, a excepcion del
acetato de etilo, el succinato de dimetilo y los ésteres etilicos de caproato
y caprilato. También hay un descenso significativo de monoterpenos como
linalol, geraniol y citronelol, aumentando por el contrario las concentraciones
de algunos de sus derivados como el 6xido de nerol, hotrienol, hidroxilinalol
e hidroxicitronelol (Rapp y Mandery, 1986).

4.4. Estrategias de mejora del aroma del vino

A lo largo de la historia se han realizado muchas mejoras en el proceso
de produccién de vino, es evidente que se han desarrollado un gran ntimero
de estrategias biotecnologicas que facilitan el proceso de fermentacion y la
reproducibilidad del mismo. A su vez, como marcador determinante de la
calidad del vino se ha cuidado de manera especial la evolucion de su aroma. El
proceso de maduracion, combinando por ejemplo distintos tiempos y maderas
en el envejecimiento en barrica, es una estrategia de mejora o transformacion
del aroma del vino en si mismo. También se han abordado mejoras en la calidad
de los granos de uva, mediante técnicas de cultivo especificas, seleccion pre-
y postcosecha, ademas de los procesos de maceracion realizados en funcidon
de las caracteristicas buscadas en el mosto inicial.

Sin embargo, el aroma de fondo se atribuye mayoritariamente a
compuestos aromaticos derivados del metabolismo de S. cerevisiae (Mauricio
y Ortega, 1993; Lilly et al., 2000), lo que confiere un especial interés a la
modulacion del denominado “aroma secundario”. Probablemente por ello, y
por el conocimiento que se tiene de la levadura del vino, las modificaciones
a este nivel han cobrado cuerpo en los ultimos tiempos. La caracterizacion y
seleccion de levaduras, como en el caso de la cepa T, (Querol ef al., 1992),
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con diferentes capacidades metabolicas y fermentativas constituyen un punto
de partida ideal para la mejora del aroma secundario, que puede ser de algun
modo dirigido al seleccionar la cepa que llevara a cabo la fermentacion. En
base a este conocimiento inicial, se han desarrollado estrategias de mejora
de estas cepas mediante evolucion dirigida, creacion de hibridos intra- e
interespecificos (Bellon et al., 2011; Pérez-Través et al., 2012) y levaduras
modificadas genéticamente. En este aspecto, se han desarrollado una serie de
trabajos dirigidos a mejorar la sintesis de compuestos aromaticos durante el
proceso de la fermentacion alcohdlica, por citar algunos, el aumento de los
niveles de alcohol isoamilico debido a la sobreexpresion de los genes LEU2,
LEU4, BAT2 o BAP2 (Hirata e Hiroi, 1991; Hirata, ef al., 1992; Eden et al.,
2001; Yoshimoto et al., 2002; Kodama et al., 2001) o el incremento en los
niveles de ésteres de acetato mediante la sobreexpresion de las actividades
alcohol acetil transferasa codificadas por los genes ATFI1 y ATF2 (Lilly et
al., 2000; Mason y Dufour, 2000); en este sentido también se han abordado
estrategias de seleccion y caracterizacion de levaduras no Saccharomyces que
de forma natural producen cantidades significativas de ésteres de acetato cuya
presencia en un inoculo iniciador mixto junto con S. cerevisiae ha mostrado
su potencial para incrementar las cantidades de estos compuestos en el vino
final (Rojas et al., 2003; Viana et al., 2008).

Los monoterpenos, compuestos caracteristicos en la determinacion del
aroma primario, se encuentran en su mayor parte en su forma no volatil en el
mosto: ‘precursores’. Estos difieren en el tipo y nimero de aziicares a los que
estan unidos, y también en los tipos de enlace que los unen. Esta diversidad
supone una dificultad afiadida a la hora de liberarlos eficazmente, ya que se
necesitan varias reacciones quimicas y/o enzimaticas. Ademas, S. cerevisiae
no posee una actividad glicosidasa eficiente, por lo que la mayoria de los
monoterpenos conjugados presentes en el mosto continian en este estado tras
la vinificacion. El aprovechamiento de estos conjugados para incrementar
la concentracion de monoterpenos volatiles en el vino ha sido objeto de
estudio durante afnos. Se ha experimentado con la adicién de enzimas con
actividad glicosidasa durante el proceso de vinificacion, la expresion de genes
homologos y heterdlogos que codifican dichas enzimas en S. cerevisiae, se
han estudiado las condiciones fisiologicas Optimas para la actividad de estas
enzimas, etc. Entre las estrategias desarrolladas en S. cerevisiae se encuentran
la expresion homologa de la exoglucanasa codificada por el gen EXGI (Gil et
al.,2005) y las expresiones heterologas de una endoglucanasa de 7Trichoderma
longibrachiatum (Pérez-Gonzélez et al., 1993), una a-L-arabinofuranosidasa
de Aspergillus niger o una B-glucosidasa de Candida molischiana (Sanchez-
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Torres et al., 1996; Sanchez-Torres et al., 1998) con objeto de incrementar la
fraccion terpénica volatil; también cabe destacar la expresion de una xilanasa
de Aspergillus nidulans (Ganga et al. 1999) y la ramnosidasa A de Aspergillus
aculeatus (Manzanares et al., 2003) que demostraron ser herramientas
validas para mejorar el aroma del vino producido por las cepas modificadas
de S. cerevisiae.

Sin embargo, existen una serie de limitaciones inherentes a la utilizacion
de este tipo de aproximaciones, cada actividad glicosidasa es especifica de un
determinado grupo de glicosidos. La coexpresion de varias actividades por
medio de la levadura o la cofermentacion con varias levaduras modificadas
puede mejorar los resultados obtenidos (Manzanares et al., 2003; Herrero
et al., sin publicar). En cualquier caso, estas estrategias estan supeditadas a
la existencia de concentraciones relativamente elevadas de los precursores
en el mosto, y éstas pueden variar como se ha comentado anteriormente
seglin la variedad de uva o dependiendo de la temporada, lo que limita la
reproducibilidad de los vinos, objetivo que hoy en dia se valora positivamente
en la industria vitivinicola.

De especial interés para nuestro trabajo es la expresion en S. cerevisiae de
genes que en plantas codifican monoterpeno sintasas, capaces de incrementar
los niveles de un determinado monoterpeno por encima del umbral de
percepcion olfativa durante el proceso de vinificacion (Herrero et al., 2008),
permaneciendo intacta la capacidad fermentativa de la levadura modificada.
De este modo se ha demostrado que, levaduras mejoradas en la produccion
de novo de compuestos aromaticos, tales como los monoterpenos, podrian
ser utiles como herramientas para complementar y/o mejorar el perfil volatil
de vinos producidos a partir de variedades neutras, o para modular el aroma
de vinos con perfiles mas complejos. Todo ello seria ademas compatible con
las técnicas tradicionales, dado que la mejora no supondria ningin cambio
en el proceso de vinificacion y ademas seria a priori reproducible gracias
a las modernas técnicas de inoculacion; independientemente de la variedad
o afiada al proceder los monoterpenos directamente del metabolismo de la
levadura.
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OBJETIVO GENERAL

® Optimizacion de la produccion de monoterpenos en Saccharomyces
cerevisiae.

Objetivos concretos

I.

I.a.

Lb.

I.c.

Le.1.
Lc.2.
Lc.3.
L.c4

I1.

Il.a.

I1L.b.

Ingenieria metabdlica de distintas etapas de la ruta de isoprenoides, con
capacidad para incrementar el reservorio de GPP, en cepas seleccionadas
de S. cerevisiae.

Evaluacion del potencial de distintas cepas para la produccion heterologa
de monoterpenos.

Seleccion de un vector de expresion adecuado para la sobreproduccion
de monoterpenos.

Mejora de la produccion de monoterpenos mediante técnicas de
ingenieria metabdlica.

Sobreexpresion desregulada de la enzima Hmglp.
Sobreexpresion del gen /DI1.
Delecion del gen MODS.

. Manipulacion de la sintesis y actividad de la enzima FPPS.

Modificacion del perfil aromatico del vino mediante fermentacién con
levaduras productoras de novo de monoterpenos.

Uso de levaduras que expresan los genes LIS (codifica linalol sintasa)
de Clarkia breweri y/o GES (codifica geraniol sintasa) de Ocimum
basilicum en microvinificaciones.

Evaluacion del efecto de la sobreexpresion del gen IDII sobre la
produccion de monoterpenos en microvinificaciones.






MATERIALES Y METODOS
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1. MICROORGANISMOS

1.1. Bacterias

La cepa de Escherichia coli DH5a [endAl; hsdR17; gyrA96; thi-1; relAl;
supE44; recAl; AlacU169 (D80 lacZAM15)] (Hanahan, 1985) se empled en
todos los experimentos de clonacion y amplificacion de ADN plasmidico.

1.2. Levaduras
Las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo se encuentran
descritas en la Tabla 6. Estas se han clasificado en dos grupos, cepas de

laboratorio y cepas vinicas, detalldndose en cada caso su nombre, genotipo
y procedencia.

Tabla 6. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo.

Nombre Genotipo Procedencia

Cepas de laboratorio

Derivada de FY1679. Cedida por

BQS252 MATa; ura3-52 el Dr. Agustin Aranda (Universitat
de Valéncia)
YR172 MATa; ura3-52; YEplacios ~ C35292 transformada con

YEplac195. Este trabajo

BQS252 transformada con
YEp195Lis. Este trabajo

BQS252 transformada con
YEp195Ges. Este trabajo

BQS252 transformada con
YEp195HmMg. Este trabajo

MATa; ura3-52; YEp195Lis_  BQS252 transformada con
Hmg YEp195Lis_Hmg. Este trabajo

Derivada de FY1679. Cedida por
el Dr. Agustin Aranda

BQS253 transformada con
YEplac195. Este trabajo

BQS253 transformada con
YEp195Lis. Este trabajo

YR174; YR175 MATa; ura3-52; YEp195Lis

YR509; YR510 MATa; ura3-52; YEp195Ges

YR176 MATa; ura3-52; YEp195HmMg

YR191; YR192

BQS253 MATa; ura3-52

YR304 MATa; ura3-52; YEplac195

YR296; YR297 MATa; ura3-52; YEp195Lis
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Nombre Genotipo Procedencia

FY1679 MATala; ura3-52/ura3-52 Thierry et a{., 1990. Cedida por
el Dr. Agustin Aranda

YR195 MATala; ura3-52/ura3-52; FY1679 transformada con

YEplac195

YEplac195. Este trabajo

YR201; YR202

MATala; ura3-52/ura3-52;
YEp195Lis

FY1679 transformada con
YEp195Lis. Este trabajo

MATa; ade2-1; can1-100;

Thomas y Rothstein, 1989.

W303-1A ura3-1; leu2-3,112; Cedida por el Dr. Marcelli del
his3-11,15; trp1-1 Olmo (Universitat de Valéncia)
MATa; ade2-1; can1-100;

YR159 ura3-1: leu2-3.112: W303-1A transformada con

his3-11,15; trp1-1; YEplac195

YEplac195. Este trabajo

YR270; YR272

MATa; ade2-1; can1-100;
ura3-1; leu2-3,112;
his3-11,15; trp1-1; YEp195Lis

W303-1A transformada con
YEp195Lis. Este trabajo

YR420

MATa; ade2-1; can1-100;
ura3-1; leu2-3,112;
his3-11,15; trp1-1;
YEp195leu2d

W303-1A transformada con
YEp195leu2d. Este trabajo

YR275; YR279

MATa; ade2-1; can1-100;
ura3-1; leu2-3,112;
his3-11,15; trp1-1,
YEp195Lis_leu2d

W303-1A transformada con
YEp195Lis_leu2d. Este trabajo

MATa; his3A1; leu2\0;

Brachmann et al., 1998. Cedida

BY4741 ) por la Dra. Francisca Randez
met15A0; ura3A0 (IATA)

YR442 MATa; his3A1; leu2A0; BY4741 transformada con
met15A0; ura3A0; YEplac195 YEplac195. Este trabajo

YR444 MATa; his3A1; leu2A0; BY4741 transformada con
met15A0; ura3A0; YEp195Lis YEp195Lis. Este trabajo

YRA446 MATa; his3A1; leu2A0; BY4741 transformada con
met15A0; ura3A0; Yep195Idi  YEp195Idi. Este trabajo
MATa; his3A1; leu2A0;
Yep195Lis_ldi P il J
MATa; his3A1; leu2A0;

Y07332 met15A0; ura3A0; EUROSCARF

mod5::kanMX4




PRODUCCION HETEROLOGA DE MONOTERPENOS EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE

43

Nombre

Genotipo

Procedencia

YR452; YR453

MATa; his3A1; leu2A0;
met15A0; ura3A0;
mod5::kanMX4; YEp195Lis

Y07332 transformada con
YEp195Lis. Este trabajo

YR456; YR457

MATa; his3A1; leu2\0;
met15A0; ura3A0;
mod5::kanMX4;

Y07332 transformada con
YEp195Lis_Idi. Este trabajo

YEp195Lis_Idi
MATala; his3A1/his3AT; Brachmann et al., 1998. Cedida

BY4743 leu2A0/eu2A0; or la Dra. Francisca Randez
ura3A0/ura3A0 P :

YR350; YR351

MATala; his3A1/his3AT;
leu2A0/leu2A0;
ura3A0/ura3A0; YEp195Lis

BY4743 transformada con
YEp195Lis. Este trabajo

Y21258

MATala; his3A1/his3AT,
leu2A0/leu20;
ura3A0/ura3A0;
ERG20/erg20::kanMX4

EUROSCARF

YR316; YR317

MATala; his3A1/his3AT,
leu2A0/leu20;
ura3A0/ura3A0;
ERG20/erg20::kanMX4;
YEp195Lis

Y21258 transformada con
YEp195Lis. Este trabajo

YR318; YR319

MATala; his3A1/his3AT;
leu2A0/leu2A0;
ura3A0/ura3A0;
ERG20/erg20::kanMX4;
YEp195Lis_Hmg

Y21258 transformada con
YEp195Lis_Hmg. Este trabajo

YR398; YR399

MATala; his3A1/his3A1T;
leu2A0/leu2A0;
ura3A0/ura3A0;
ERG20/erg20::kanMX4;
YEp195Lis_Idi

Y21258 transformada con
YEp195Lis_|Idi. Este trabajo

YR366

MATala; his3A1/his3AT,
leu2A0/leu20;
ura3A0/ura3A0;
ERG20/erg20::kanMX4;
YEp195Lis_erg2

Y21258 transformada con
YEp195Lis_erg2. Este trabajo
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Nombre

Genotipo

Procedencia

YR320; YR321

MATala; his3A1/his3AT,
leu2A0/leu20;
ura3A0/ura3A0;
ERG20/erg20::kanMX4;
YEp195Lis_erg2 Hmg

Y21258 transformada con
YEp195Lis_erg2_Hmg. Este
trabajo

YR470; YR471

MATala; his3A1/his3AT;
leu2A0/leu20;
ura3A0/ura3A0;
ERG20/erg20::kanMX4;
YEp195Lis_erg2_Idi

Y21258 transformada con
YEp195Lis_erg2_ldi. Este
trabajo

YR414; YR415

MATa; his3A1; leu2A0;
ura3A0; YEp195Lis_erg2

Estirpe derivada de YR366 tras
esporulacion. Este trabajo

YR410; YR412

MATa; his3A1; leu2A0;
ura3A0; erg20::kanMX4;
YEp195Lis_erg2

Estirpe derivada de YR366 tras
esporulacion. Este trabajo

YR373; YR375

MATa; his3A1; leu2A0;
ura3A0;
YEp195Lis_erg2 Hmg

Estirpe derivada de YR320 tras
esporulacion. Este trabajo

YR370; YR371

MATa; his3A1; leu2A0;
ura3A0; erg20::kanMX4;
YEp195Lis_erg2 Hmg

Estirpe derivada de YR320 tras
esporulacion. Este trabajo

YR474; YRAT6

MATa; his3A1; leu2A0;
ura3A0; YEp195Lis_erg2_Idi

Estirpe derivada de YR470 tras
esporulacion. Este trabajo

YR477; YRAT9

MATa; his3A1; leu20;
ura3A0; erg20::kanMX4;
YEp195Lis_erg2_|di

Estirpe derivada de YR470 tras
esporulacion. Este trabajo

ura3A::loxP/ura3A::loxP/

Jiménez-Marti et al., 2009.
Derivada de ICV16, DSM.

ICV16 ura3  3A-1oxP Cedida por el Dr. Marcel-li del
Olmo
YR254 ura3A::loxP/ura3A::loxP/ ICV16 ura3- transformada con

ura3A::loxP; YEplac195

YEplac195. Este trabajo

YR294; YR295

ura3A::loxP/ura3A::loxP/
ura3A::loxP; YEp195Lis

ICV16 ura3- transformada con
YEp195Lis. Este trabajo
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Nombre

Genotipo

Procedencia

YR513; YR514

ura3A::loxP/ura3A::loxP/
ura3A::loxP; YEp195Ges

ICV16 ura3- transformada con
YEp195Ges. Este trabajo

T

73

Cepa vinica industrial

C.E.C.T. 1894; Querol et al.,
1992. Lallemand Inc.

T,,URA3/ura3A URA3/ura3A

Coleccion del grupo de trabajo

Puig et al., 1998. Derivada de

T,.-4 ura3::470/ura3::470 T,,. Cedida por la Dra. Emilia
Matallana (Universitat de Valéncia)
. A7 T,,-4 transformada con
YR70 ura3::470/ura3::470; YEplac195. Coleccion del grupo
YEplac195 ;
de trabajo
. ura3::470/ura3::470; T,,-4 transformada con
YR154; YR162 YEp195Lis YEp195Lis. Este trabajo
. ura3::470/ura3::470; T,,-4 transformada con
YR377; YR378 YEp195Ges YEp195Ges. Este trabajo

YR388

ura3::470/ura3::470;
Ylplac211

T,,-4 transformada con
Ylplac211. Este trabajo

YR390; YR391

ura3::470/ura3::470;

T,,-4 transformada con

Ylp211Lis Ylp211Lis. Este trabajo
YR393; ura3::470/ura3::470; T,,-4 transformada con
YR394; YR395 YIp211Ges YIp211Ges. Este trabajo
YR166 ura3::470/ura3::470; T,,-4 transformada con

YEp195HmMg YEp195HmMg. Este trabajo

YR168; YR169

ura3::470/ura3::470;
YEp195Lis_Hmg

T,,-4 transformada con
YEp195Lis_Hmg. Este trabajo

YR385

ura3::470/ura3::470;
YEp195Idi

T,,-4 transformada con
YEp195Idi. Este trabajo

YR332; YR334

ura3::470/ura3::470;
YEp195Lis_Idi

T,,-4 transformada con
YEp195Lis_ldi. Este trabajo

YR379; YR380

ura3::470/ura3::470;
YEp195Ges_Idi

T,,-4 transformada con
YEp195Ges_Idi. Este trabajo

YR337; YR338

ura3::470/ura3::470;
YEp195Lis_Idi_Hmg

T,,-4 transformada con
YEp195Lis_Idi_Hmg. Este
trabajo

YR225

ura3::470/ura3::470;
YEp195ERG

T,,-4 transformada con
YEp195ERG. Este trabajo

YR252; YR253

ura3::470/ura3::470;
YEp195Lis_ ERG

T,,-4 transformada con
YEp195Lis_ERG. Este trabajo
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Nombre

Genotipo

Procedencia

YR227

ura3::470/ura3::470;
YEp195erg2

T,,-4 transformada con
YEp195erg2. Este trabajo

YR158; YR229

ura3::470/ura3::470;
YEp195Lis_erg2

T,,-4 transformada con
YEp195Lis_erg2. Este trabajo

T,,ura3-leu2

ura3::470/ura3::470;
leu2\::leu2\

Derivada de T,,-4. Cedida por la
Dra. Emilia Matallana

YR480

ura3::470/ura3::470;
leu2A::leu2/; YEp195leu2d

T,, ura3-leu2 transformada con
YEp195leu2d. Este trabajo

YR484; YR485

ura3::470/ura3::470;
leu2A::leu2l\;
YEp195Lis_leu2d

T,, ura3-leu2 transformada con
YEp195Lis_leu2d. Este trabajo

2.  PLASMIDOS

Los plasmidos usados en este trabajo aparecen detallados a continuacion;
en los casos en los que los marcadores de seleccion son los mismos que en los
plasmidos originales esta informacion no ha sido incluida.

Tabla 7. Listado de plasmidos utilizados en este estudio.

Plasmido Descripcion (marcador de seleccion) Procedencia
pGEM-T Disefiado para el clonaje de productos
Easy de PCR (Amp') Promega (USA)
Plasmido episomal, origen de Gietz y Sugino, 1988.
YEplac181 replicacion de S. cerevisiae de 2 Cedido por el Dr. Julio
(Amp"; LEU2) Polaina (IATA)
Plasmido episomal, origen de Gietz y Sugino, 1988.
YEplac195 replicacion de S. cerevisiae de 2 Cedido por el Dr. Julio
(Amp"; URAS3) Polaina
Plasmido episomal con la
pG1-LIS construccion TDH3::LIS::PGK1, Herrero et al., 2008
(Amp"; TRP1)
. Plasmido YEplac195 con la .
YEPI9SLIS  onstruccion TDHS,1L1S::PGK1, Este trabajo
Plasmido episomal con el promotor Sanchez-Torres et al
YEpACT4 del gen ACT1 de S. cerevisiae (Amp"; "

LEU?2)

1998
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Plasmido

Descripcion (marcador de seleccion)

Procedencia

Plasmido comercial con el ADNc del

lijima et al., 2004.
Cedido por el Dr.

TOPO-GES . . Eran Pichersky
gen GES de O. basilicum (Amp") (Universidad de
Michigan, USA)
Plasmido YEplac181 con la .
YEp181Ges construccion ACT1 ::GES::HIS3, Este trabajo
Plasmido YEplac195 con la .
YEP195Ges o onstruccion ACTT,:GES::HIS3, Este trabajo
Plasmido derivado de pUC18 con una Adam et al., 1995.
pAA8 version del gen LEU2 de S. cerevisiae  Cedido por el Dr. Julio
con el promotor delecionado (Amp") Polaina
Plasmido YEplac195 con el marcador
YEp195leu2d de auxotrofia LEU2-d (Amp'; URAS3; Este trabajo
LEU2-d)
Plasmido YEplac195 con la
YEp195Lis_  construccion TDH3::LIS::PGK1,y Este trabaio
leu2d el marcador de auxotrofia LEU2-d J
(Amp";, URAS; LEU2-d)
o . . Gietz y Sugino, 1988.
Yiplac211 Plasm.|do integrativo de S. cerevisiae Cedido por el Dr. Julio
(Amp'; URA3) .
Polaina
. Plasmido Ylplac211 con la .
Ylp211Lis construccion TDH3::LIS::PGK1, Este trabajo
Plasmido Ylplac211 con la .
Ylp211Ges construccion ACT1 ::GES::HIS3, Este trabajo
YEp195PGK_ Plasmido YEplac195 con la Este trabaio
Hmg construccion PGK1 :: hmg1 J
Plasmido YEplac195 con la .
YEp195Hmg construccion PGK1 :: , hmg1:CYCT, Este trabajo
. Plasmido YEplac195 con las
Lﬁ‘p195Lls_ construcciones TDH3::LIS::PGK1y Este trabajo
g PGK1,::,,hmg1::CYCT,
YEp195idi Plgsm|do YEplac195 con _eI gen IDI1 Este trabajo
bajo el control de su propio promotor
Plasmido YEplac195 con la
YEp195Lis_  construccion TDH3::LIS::PGK1, y el Este trabaio
Idi gen IDI1 bajo el control de su propio J

promotor
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Plasmido

Descripcion (marcador de seleccion)

Procedencia

Plasmido YEplac195 con la

YEp195Ges_  construccion ACT1 ::GES::HIS3,y el Este trabaio
Idi gen IDI1 bajo el control de su propio J
promotor
Plasmido YEplac195 con las
YEp195Lis_  construcciones TDH3::LIS::PGK1,; Este trabaio
Idi_Hmg PGK1 ;1 ,hmg1:CYC1,y el gen IDI1 :
bajo el control de su propio promotor
Plasmido YEplac181 con la .
YEp181ERG construccion ACT1 ::ERG20 Este trabajo
Plasmido YEplac195 con la .
YEP19SERG  construccion ACT1,:ERG20 Este trabajo
Plasmido YEplac181 con la .
YEp18ierg2 construccion ACT1 ::erg20-2 Este trabajo
Plasmido YEplac195 con la .
YEp195erg2 construccion ACT1 ::erg20-2 Este trabajo
. Plasmido YEplac195 con las
EE{S%US_ construcciones TDH3 ::LIS::PGK1, y Este trabajo
ACT1 ERG20
. Plasmido YEplac195 con las
:fp;gs"'s— construcciones TDH3,::LIS:PGK1, y  Este trabajo
g ACT1 ::erg20-2
Plasmido YEplac195 con las
YEp195Lis_ construcciones TDH3 ::LIS::PGK1,; Este trabaio
erg2_Hmg PGK1 .. ,,hmg1::CYC1y J
ACT1 ::erg20-2
Plasmido YEplac195 con las
YEp195Lis_ construcciones TDH3 ::LIS::PGK1,; Este trabaio
erg2_ldi ACT1p::er920-2 y el gen IDI1 bajo el J

control de su propio promotor

3.  OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucle6tidos sintéticos utilizados como cebadores en las reacciones
de PCR fueron suministrados por la casa comercial Roche (Alemania). Sus
nombres, secuencias y la region diana sobre la que fueron empleados se
detallan en la Tabla 8.
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4. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

En este apartado se describen los medios de cultivo y las condiciones
empleadas para el crecimiento de los distintos tipos de microorganismos
utilizados en el presente trabajo. En la preparacion de todos los medios se
aplicé un tratamiento térmico en autoclave de 121°C durante 20 minutos. Los
medios solidos se obtuvieron anadiendo 1,5% (p/v) de agar bacteriologico,
a excepcion del medio de esporulacion de S. cerevisiae, en el que éste se
afiadio al 2%. Los cultivos liquidos se incubaron en un agitador orbital a
200 rpm. Las cepas de E. coli se incubaron a 37°C, mientras que las cepas de
S. cerevisiae se incubaron a 30°C.

4.1. E. coli

4.1.1. LB

Para el crecimiento rutinario de E. coli se emple6 el medio LB (Sambrook
y Russell, 2001). Este medio contiene 10 g/L de triptona, 10 g/L de NaCl y
5 g/L de extracto de levadura.

Las cepas portadoras de plasmidos con el marcador de seleccion Amp”
se mantuvieron en LB con ampicilina (LBA), a una concentracion final de
100 mg/L.

4.1.2. MTB

La cepa DH5a de E. coli se crecio en medio MTB para la obtencion de la
biomasa utilizada para la generacion de células termocompetentes.

Este medio estd compuesto por 20 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de
levadura y 0,75 g/L de KCI. El pH se ajust6 a 7.6 y tras la esterilizacion en
autoclave se afiadio MgSO, a una concentracion final de 1,5 mM.

4.2. . cerevisiae
4.2.1. Crecimiento de levaduras en condiciones de laboratorio

4.2.1.1. SD

Medio minimo compuesto por 20 g/L de D-glucosa, 5 g/L de SO,(NH,),y
1,7 g/L de YNB (Yeast Nitrogen Base, Difco, USA). A este medio se afiadieron
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los requerimientos necesarios de cada cepa en funcion de sus auxotrofias:
20 mg/L de adenina, 20 mg/L de uracilo, 20 mg/L de histidina, 30 mg/L de
leucina, 30 mg/L de lisina, 20 mg/L de triptéfano y/o 20 mg/L de metionina.
Este medio se utiliz6 como medio solido para la seleccion de transformantes,
comprobacion de genotipos, mantenimiento de cepas y recuento de viables
portadoras de plasmido al final de la fase de crecimiento exponencial.
También se empled como medio liquido, para la obtencidon de preinoculos
en los ensayos de produccion de monoterpenos; para ello se transfirieron
colonias de las cepas correspondientes a tubos de 15 mL con 5 mL de medio
y se incubaron durante 16 horas en agitador orbital a 30°C y 200 rpm.

4.2.1.2. YPD

Medio rico compuesto por 20 g/L de peptona, 20 g/L. de D-glucosa y
10 g/L de extracto de levadura. Para la seleccion de cepas portadoras del
marcador de resistencia kanMX4 el medio se suplementd con geneticina a
una concentracion final de 200 mg/L.

Para los ensayos de produccion de monoterpenos, expresion y actividad
enzimatica se utilizaron matraces de 250 mL, con 50 mL de medio liquido,
que se inocularon con las cepas de S. cerevisiae, a partir de los preinoculos
obtenidos en medio SD, a una densidad optica inicial a 600 nm de 0,05 y se
recogieron muestras (5 mL) a distintos tiempos. El medio solido se utilizd
para el crecimiento y mantenimiento de cepas, en los recuentos de viables
totales al final de la fase de crecimiento exponencial y para la germinacion de
esporas de levadura.

4.2.1.3. Medio de esporulacion

Este es un medio para inducir la esporulacion de la levadura por falta de
nutrientes, su unico componente es acetato potasico (KAc) 10 g/L. Se utilizo
para obtener cepas de laboratorio haploides con el gen ERG20 delecionado.

4.2.1.4. Analisis de la estabilidad plasmidica

Este método se empled para calcular la estabilidad de los pldsmidos
introducidos en las distintas cepas de levadura generadas. Para ello se utilizaron
los cultivos realizados para la produccion de monoterpenos en condiciones
de laboratorio (YPD) y microvinificaciéon cuando los ensayos se hallaban
cercanos a su punto final (32 horas y ~20 dias respectivamente). Las muestras
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obtenidas se diluyeron en agua estéril hasta obtener suspensiones de levaduras
con la misma densidad 6ptica a 600 nm (~1,0). A partir de estas suspensiones
se realizaron 4 diluciones seriadas 1/10 en agua estéril y se sembraron 25 pLL
de la suspension mas diluida en tres placas de medio completo (YPD) y tres de
medio selectivo (SD). Las placas se incubaron 3-5 dias a 30°C y se contaron
las colonias, estableciéndose la frecuencia de permanencia del plasmido
analizado como el porcentaje de colonias que son capaces de crecer en medio
selectivo tomando como referencia el nimero de colonias que aparecen en
medio completo “% permanencia de pldsmido = (ntimero de colonias SD/
numero de colonias YPD) X 100”.

4.2.2. Crecimiento de levaduras en condiciones de microvinificacion

Para los ensayos de microvinificacién se utiliz6 mosto de la variedad
Parellada (cosecha del afio 2008; cedido por el Dr. Braulio Esteve — Bodegas
Torres) tratado con dicarbonato de dimetilo (Velcorin — Lanxess Alemania).
Botellas de 250 mL con 200 mL de mosto se inocularon a una concentracion
inicial de 1x10°¢ células/mL, se incubaron a 18°C y se recogieron muestras
perioddicamente monitorizando el crecimiento de las levaduras, °Brix,
concentracion de azlcares reductores por el método Nelson-Somogyi y la
acumulacion de monoterpenos y otros volatiles. En las muestras de vino final
se determinaron ademas, mediante diversos kits, las concentraciones de etanol
(Roche, Alemania), acetaldehido (Roche, Alemania), glicerol (SYSTEA S.r.1.,
Italia) y 4cido acético (SYSTEA S.r.L., Italia).

5.  MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS
5.1. Construccion de plasmidos
5.1.1. pGEM-T Easy

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR, se clonaron en primer
lugar en el vector comercial pPGEM-T Easy (Promega), adaptado para ligar
de forma rapida y eficiente secuencias de ADN amplificadas con polimerasas
que agregan una adenina protuberante en los extremos de las mismas. Una vez
clonados en este vector, los fragmentos podian ser mantenidos, amplificados
y secuenciados como paso previo a su clonacion en el correspondiente vector
de expresion.
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5.1.2. Digestion

Los tratamientos con endonucleasas de restriccion se realizaron
siguiendo las recomendaciones de las casas comerciales de procedencia,
Roche (Alemania) y New England Biolabs (USA). Por regla general, las
reacciones contenian 1-10 pg de ADN en un volumen final de 25-50 puL
y se incubaron entre 3 y 16 horas a la temperatura 6ptima de la enzima.
Los plasmidos o fragmentos de ADN que se digirieron con mds de una
enzima se sometieron, siempre que fue posible, a restricciones dobles
ajustando las condiciones de incubacidén y composicion de la mezcla de
reaccioén para optimizar la eficiencia de ambas endonucleasas; siempre
que la eficiencia prevista para alguna de las enzimas estaba por debajo del
75% se realizaron digestiones secuenciales, purificando los fragmentos
entre las mismas.

5.1.3. Tratamientos enZimdticos

Los fragmentos resultantes tras la restriccion fueron sometidos a
tratamientos enzimaticos previos a la ligacion cuando era posible y/o necesario
para optimizar la eficiencia de la misma. Cuando la reaccion de ligacion podia
dar lugar a grandes proporciones de plasmidos religados se desfosforilaron
los extremos de los mismos, tratando el vector linearizado con fosfatasa
antartica segin las instrucciones del fabricante (New England Biolabs).
Cuando fue necesario para que los extremos de los fragmentos pudieran ser
ligados se trataron los fragmentos de ADN con la polimerasa del bacteriéfago
T4 (Roche) que tiene actividad 5°-3" polimerasa y 3°-5" exonucleasa; para
ello se afiadieron dNTPs cuando fue necesario y se siguieron las instrucciones
de la casa comercial.

5.1.4.  Purificacion de fragmentos de ADN

Los fragmentos de ADN fueron purificados a partir de geles de agarosa,
con el kit “QIAquick Gel Extraction Kit” (Qiagen, Alemania). Los fragmentos
de ADN obtenidos mediante amplificacion por PCR fueron purificados
directamente con el kit comercial “GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit” (GE Healthcare, USA).
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5.1.5. Ligacion

Para establecer la cantidad minima de inserto a utilizar en la reaccion de
ligacion, se empled la siguiente ecuacion:

Tamafo del inserto en pb

ng de vector X ( ) = ng de inserto

Tamafo del vector en pb

Siempre que fue posible se utilizé una relacion 3:1 (inserto:vector) en el
proceso de ligacion, tal como recomendaba el fabricante de la enzima ADN
ligasa del bacteriofago T4 (Roche, Alemania). Se utilizaron 100-200 ng
de vector en cada ligacion con 1-5 U de ligasa en funcion de la dificultad.
Finalmente, la reaccion se incubd 16-18 horas a 16°C y el producto de la
ligacion se utilizo para transformar la cepa DH5a de E. coli.

5.2. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

5.2.1. Extraccion rapida

Se emple6 para el andlisis rapido de un alto numero de transformantes
de E. coli. Este método fue util como primera aproximacion para descartar
productos de ligacion erroneos mediante la comparacion del tamafio de los
plasmidos de los transformantes con el de un plasmido control. Se recogieron
pequenas cantidades de cada uno de los transformantes crecidos en una placa
master de LBA y se mezclaron con 40 pL de una solucion de lisis (EDTA
10 mM, Tris-HC1 10 mM pH 7.4, NaOH 100 mM y SDS 1%). Se incubaron
durante 15 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 3 uL de HCI 1M,
5 uL de tampon de carga (10x) de electroforesis y se dejaron a -80°C durante
20 minutos. A continuacion se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos
a 4°C y los sobrenadantes se cargaron en un gel de agarosa al 0,8% (p/v).

5.2.2.  Recuperacion de plasmidos

Los plasmidos que se iban a analizar por restriccion o aquellos con los que
se transformaron las cepas de levadura fueron extraidos por este método. Se
inocularon 3-5 mL de medio LBA con una colonia aislada y se incub6 durante
16-18 horas a 37°C y 200 rpm. Las células se recogieron por centrifugacion y
el ADN plasmidico se aislo con el kit comercial “GenElute plasmid miniprep
kit” (Sigma, Sigma-Aldrich, USA).
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5.3. Recuperacion de plasmidos de S. cerevisiae

Este método se empleod para confirmar la presencia de ADN plasmidico
en los transformantes de S. cerevisiae. Se empled el kit comercial
“GenElute plasmid miniprep kit” (Sigma, Sigma-Aldrich, USA) tras
la ruptura mecanica de las células de levadura con bolas de vidrio de
0,5 mm (Biospec products Inc.) y 3 ciclos de 30 segundos en un agitador
“Minibeadbeater-8 Cell Disruption” a la maxima velocidad; entre los
ciclos se dejaron las muestras 30 segundos en hielo. La cepa DH5a de
E. coli se transformo con los plasmidos obtenidos para su amplificacion
y analisis.

5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion por PCR se utilizé para comprobar genotipos, amplificar
fragmentos de ADN para su clonacion y sintetizar sondas para la deteccion de
acidos nucleicos. Las reacciones de comprobacion se llevaron a cabo con la
polimerasa de ADN Dynazyme II de la casa comercial Finnzymes (Finlandia)
mientras que las secuencias amplificadas para la construccion de plasmidos
se obtuvieron con una ADN polimerasa con prueba de lectura, “Expand High
Fidelity PCR System” (Roche).

Las reacciones se llevaron a cabo en 10-50 puL de volumen final y las
condiciones de PCR se ajustaron en funcion de la temperatura de hibridacion
de la pareja de oligonucleotidos y la longitud del molde a amplificar.

5.4.1. PCR en gradiente

Para la determinacion de la temperatura de anillamiento Optima de
determinadas parejas de oligonucledtidos se realizdo una PCR en gradiente
de temperaturas. Para ello se prepar6é una mezcla de reaccion de 100 uL y se
repartié en 10 tubos de PCR de 0,2 mL. Al término de la reaccion se anadio
1 pL de tampdn de carga de electroforesis a cada muestra y se cargaron en un
gel de agarosa al 0,8% (p/v).

5.4.2. PCR de fusion

Esta técnica se utilizd para la sintesis de una sonda hibrida capaz de
detectar simultdneamente los fragmentos del genoma correspondientes
a los genes ERG20 y URA3. Para ello se disenaron 3 parejas de
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oligonucleotidos; en una primera reaccion de PCR se amplificé una
region interna del ADN codificante de cada gen con las parejas de
oligonucleotidos ERG20SHD/ERG20FR y URA3FD/URA3SHR, de
forma que, por el disefio realizado, se generara una region solapante entre
ambos amplificados de alrededor de 60 nucledtidos. Los dos fragmentos
resultantes de la primera PCR se mezclaron en una segunda reaccion en
la que no se incluyeron oligonucleo6tidos, haciendo la region solapante las
veces de cebador para completar la doble cadena. Finalmente, el resultado
de esta PCR fue amplificado con la pareja de oligonucle6tidos ERG20FD/
URA3FR disefiada para amplificar la secuencia completa, se aislo el
fragmento de PCR deseado, se clon6é en pGEM-T Easy y se utilizé como
molde para una PCR convencional en la que se incluyeron nucleotidos
marcados (DIG DNA Labeling Mix - Roche) para su deteccidon, generando
asi la sonda hibrida para el analisis Southern. El resultado de la PCR de
marcaje se pasé por columnas Microspin S300-HR (GE Healthcare, USA)
para eliminar impurezas.

5.4.3. PCR asimétrica

Esta variacion de la técnica de PCR se utilizd para la sintesis de sondas
de ADN empleadas en la deteccion de ARNm por andlisis northern. En
primer lugar se amplifico la region que se emplearia como sonda por PCR
convencional, y una vez obtenido este fragmento se utilizd como molde
en una reaccion de PCR con nucledtidos marcados (DIG DNA Labeling
Mix - Roche) y un tinico oligonucleotido que sirvid de cebador para la sintesis
de la cadena complementaria del gen cuya expresion seria posteriormente
detectada. El resultado de la PCR de marcaje se pas6 por columnas Microspin
S300-HR para eliminar impurezas.

5.5. Secuenciacion de fragmentos de ADN

El ADN fue marcado utilizando el kit “BigDye Terminator v3.1Cycle
Sequencing Kit” (Applied Biosystems, USA) y analizado en el
Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Valencia, utilizando un
secuenciador automatico de ADN ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). El ADN molde empleado fue plasmidico o
producto de PCR. Los cromatogramas obtenidos tras las reacciones de
secuenciacion se analizaron utilizando el paquete informatico Staden
(Staden, 1996).
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5.6. Electroforesis de ADN y ARN en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de ADN y ARN se realizo en geles
de agarosa, normalmente con una concentracion del 0,8% (p/v). En
la electroforesis y preparacion de los geles se usd tampon TAE (1x)
compuesto por (Tris base 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM
pH 8.0). Las muestras se mezclaron en tampoén de carga tipo III -azul de
bromofenol 0,25% (p/v), xilene cianol 0,25% (p/v) y glicerol 30% (v/v)-
y se cargaron en el gel. La electroforesis se realizd a voltaje constante de
80-100 V durante 1-2 horas a excepcion de los geles preparativos para la
purificacion de fragmentos de ADN que se separaron a un voltaje inferior;
30 V durante 14-16 horas. Los geles se tifieron en un bafio con bromuro
de etidio y se visualizaron mediante un transiluminador de luz UV, la
longitud de las bandas se determin6 por comparacidon con un marcador de
ADN.

5.7. Extraccion de ADN de S. cerevisiae
5.7.1.  Extraccion rapida de ADN de S. cerevisiae

Para el andlisis mediante PCR de los genotipos de cepas de levadura se
realizd un tratamiento térmico de las colonias que se querian analizar. Las
células se suspendieron en la mezcla de reaccion de PCR y se sometieron
a un ciclo de 15 minutos a 95°C previo a la adicion de la polimerasa, este
tratamiento permite la extraccion de pequenas cantidades de ADN gendmico,
suficientes para llevar a cabo la reaccion de PCR.

5.7.2. Extraccion de ADN total

Para la comprobacion del patron de restriccion del ADN mitocondrial, o en
los casos en que la extraccion rapida no era suficiente para obtener una buena
amplificacion, se utiliz6 el siguiente protocolo.

Se recogieron las células de un cultivo de 16 horas en YPD y se lavaron
con agua estéril. Se resuspendieron en 500 pL del tampon 1 (sorbitol 0,9
M; EDTA 0,1 M pH 7.5) y se afiadieron 30 pL de zimoliasa 1 mg/mL
(Seikagaku Corporation, Japdn), se incubd a 37°C durante 1 hora. Las
cé¢lulas se recuperaron por centrifugacion (3 minutos; 12.000 rpm) y se
resuspendieron en el tampon 2 (Tris 50 mM; EDTA 20 mM pH 7.4), se
anadieron 13 pL de SDS 10% (p/v) y se incubaron 5 minutos a 65°C.
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Posteriormente se afladieron 200 puL de acetato potasico 5 M y se dejaron
enfriar en hielo 10 minutos; tras centrifugar 15 minutos a 14.000 rpm y
4°C se recupero6 el sobrenadante, se afiadieron 700 uL de isopropanol y se
conservd a -20°C para precipitar el ADN. Se centrifugaron las muestras
15 minutos (12.000 rpm a 4°C) y se lavd el precipitado con etanol al
70% (v/v) antes de resuspenderlo en 50 pL de TE (Tris 10 mM; EDTA
1 mM pH 8.0). El ADN fue tratado con RNAsa A durante 30 minutos a
37°C.

5.7.3. Extraccion de ADN genomico

Las preparaciones de ADN gendémico, de calidad suficiente para realizar
analisis Southern, se llevaron a cabo mediante el siguiente protocolo.

Se recuperaron por centrifugacion las células de un cultivo de
50 mL crecido durante 16 horas en YPD, se resuspendieron en
5 mL de solucion de pretratamiento (Tris-HC1 50 mM pH 8.0; DTT
10 mM) y se incubaron 20 minutos a 30°C. Las células se recogieron
por centrifugacion, se resuspendieron en 5 mL de una solucion (sorbitol
1 M; Tris-HCI 50 mM pH 8.0; zimoliasa 10 pg/mL) y se incubaron
1 hora a 30°C. Los esferoplastos se recogieron por centrifugacion
y se resuspendieron en 900 puL de solucion de lisis (Tris-HCI 50 mM
pH 8.0; EDTA 10 mM; NaCl 0,15 M), se anadieron 100 uL de SDS
10% (p/v) y se incubaron 20 minutos a 65°C. Se afiadieron 375 pL de
acetato potasico 5 M y se dejaron enfriar en hielo durante 30 minutos; se
recupero el sobrenadante tras centrifugacion y se precipitdé el ADN con
dos volumenes de etanol absoluto. E1 ADN se lavé con etanol al 70%, se
resuspendio en 300 uL de TE y se trat6 con 5 uLL de RNasa (10 mg/mL),
1 hora a 37°C. El ADN se sometid a extraccion fenolica, se precipitd
con 1 mL de etanol absoluto y 125 pL de acetato de sodio 3 M y se
resuspendio en 25 pL de TE.

5.8. Analisis de fragmentos de ADN por el método Southern

Los analisis Southern se llevaron a cabo siguiendo el protocolo de la
casa comercial Roche “DIG Application Manual for Filter Hybridization™.
Los ADN gendmicos de las cepas de levadura se digirieron con las enzimas
de restriccidon y se cargaron en un gel de agarosa, la transferencia a la
membrana Hybond-N* (GE Healthcare) se realizé mediante trampa de
vacio afiadiendo secuencialmente las soluciones de despurinacion (HCI
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0,2 M durante 45 minutos), desnaturalizacion (NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M
durante 30 minutos) y neutralizacion (NaCl 1,5 M; Tris-HCI 1 M pH 7.4
durante 30 minutos). La transferencia se completé con SSC20X (NaCl
3 M; citrato de sodio 0,3 M durante 45 minutos) y el ADN se fij6 a la
membrana irradiandola con luz ultravioleta (0,2 J/cm?). La hibridacion
se realizé con el tampdn “DIG Easy hyb” (Roche) y para la deteccion de
la sonda generada por PCR de fusion se utilizaron los reactivos del “DIG
wash and block buffer set” (Roche), el anticuerpo “Anti-Digoxigenin-AP
Fab fragments” (Roche) y el reactivo luminiscente “CDP-Star” (Roche)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.9. Extraccion de ARN de S. cerevisiae

La extraccion de ARN total se realiz6 a partir de las células recogidas
a las 24 horas de los cultivos para producir monoterpenos en YPD. Las
cé¢lulas se resuspendieron en 0,5 mL de tampon LETS (LiCl 0,1 M;
EDTA 0,01 M; SDS 0,2% (p/v); Tris-HCI 0,01 M pH 7.4), se afiadieron
0,5 mL de fenol saturado pH 4.3 (AMRESCO, USA), 0,5 mL de bolas
de vidrio de 0,5 mm de diametro y se rompieron alternando 3 pulsos de
30 segundos a maxima velocidad en un agitador “Minibeadbeater-8 Cell
Disruption” con 30 segundos en hielo. Las muestras se centrifugaron 5
minutos a 12.000 rpm en una centrifuga refrigerada a 15°C y se extrajo
el sobrenadante una vez con un volumen de fenol:cloroformo (5:1) (v:v)
y otra con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (v:v:v). Se
precipité el ARN con un volumen de LiCl 5 M a -20°C durante al menos 3
horas y tras centrifugar 15 minutos a 12.000 rpm (4°C) se lavo con etanol
70% (v/v) y se dejo secar. Las muestras se resuspendieron en agua estéril
y se cuantificaron espectrofotométricamente midiendo la absorbancia de
una dilucion adecuada a 260 nm.

5.10. Analisis de ARN por el método northern

Los analisis northern se llevaron a cabo de un modo similar al descrito en
Flipphi et al., 2003. Los geles de agarosa se cargaron con 12,5 ug de ARN
(desnaturalizado con glioxal) por pocillo. Las membranas (Hybond-N, GE
Healthcare) se tifieron con 0,03% azul de metileno como control de carga
(Herrin y Schmidt, 1988) y se lavaron, hibridaron y detectaron usando los
mismos reactivos descritos para la técnica de Southern. Como sonda se
utilizaron los fragmentos de ADN marcados por PCR asimétrica.
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6. MANIPULACION DE PROTEINAS
6.1. Extraccion de las proteinas totales de S. cerevisiae

Se recogieron las células de cultivos de 24 horas en YPD y se
resuspendieron en tampén de extraccion/reaccion (Tris-HCI 50 mM pH 7.5;
DTT 10 mM; glicerol 10% (v/v); MgCl, 20 mM; MnCl, 5 mM; ascorbato
sodico 1 mM; inhibidor proteasas (Roche) 1 pastilla/10 mL) y se rompieron
con bolas de vidrio de 0,5 mm de didmetro y 4 pulsos de 30 segundos en
el “Minibeadbeater-8 Cell Disruption” a la maxima velocidad; entre los
pulsos se enfriaron las muestras en hielo durante 30 segundos. Se recupero el
sobrenadante y se procedi6 a cuantificar la proteina total extraida.

6.2. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteina se determind empleando el método descrito
por Bradford (1976), usando seroalbumina bovina como estandar. Para ello,
se utilizo el kit “Bio-Rad Protein Assay” (Bio-Rad, USA), siguiendo el
procedimiento de microensayo, segun las instrucciones del fabricante.

6.3. Determinacion de actividades enzimaticas

La determinacion de actividad linalol sintasa se realizé incubando 1 mL
de los preparados de proteina total de S. cerevisiae en tampon de extraccion/
reaccion afladiendo GPP (Sigma) a una concentracion final de 54 uM (30°C
durante 30 minutos a 100 rpm). La conversion de GPP en linalol se determin6
por cromatografia de gases y los valores de actividad se expresaron en pg
linalol/L-mg proteina total.

7.  DETECCION Y CUANTIFICACION DE TERPENOS
7.1. Cromatografia de gases

Para la extraccion de terpenos, se afiadieron 0,6 g de NaCl a 3 mL de
las muestras recogidas y se incubaron en agitacion a temperatura ambiente
durante 2 horas para favorecer la volatilizacion de los terpenos. Transcurrido
este tiempo, se realizd una microextraccion en fase sélida del espacio de
cabeza, exponiendo una fibra de polidimetil-siloxano durante 30 minutos;



64 MATERIALES Y METODOS

esta fibra se inyect6 posteriormente en un cromatografo de gases para la
separacion de los terpenos.

La separacion y cuantificacion de monoterpenos y sus ésteres se realizod
mediante cromatografia de gases usando indistintamente un cromatdgrafo
Hewlett-Packard, modelo 5890, serie II o Thermo-Scientific, modelo Focus-GC,
ambos equipados con una columna HPInnowax (longitud, 15 m; diametro interno,
0,25 mm; grosor de capa, 0,25 mm) y un detector de ionizacion de llama.

La identificacion de los compuestos de interés se realizd por comparacion
de sus tiempos de retencion con los de estandares comerciales (Fluka) con
los que también se realizaron las curvas de calibrado para su cuantificacion.
A todas las muestras analizadas se les agregaron 0,2 pg de 2-octanol como
patron interno.

7.2. Espectrometria de masas

Cuando fue necesario para la identificacion de nuevos volatiles, las muestras
se analizaron en un cromatografo Agilent 6890 acoplado a un espectrometro
de masas Agilent 5973 bajo las mismas condiciones cromatograficas. Los
espectros 16nicos de los picos de interés se compararon con los de las bases
de datos para determinar a qué compuesto correspondian.

8. METODOS DE TRANSFORMACION DE
MICROORGANISMOS

8.1. E. coli
8.1.1.  Preparacion de células termocompetentes

La preparacion de las células termocompetentes se llevd a cabo mediante
el protocolo descrito por Hanahan (1983).

Se inoculé un matraz con 250 mL de medio MTB con 5 mL de un
precultivo de 16 horas y se incub6 a 37°C y 200 rpm hasta una DO, de 0,48.
Las células se recogieron por centrifugacion a 5.000 g durante 5 minutos
(4°C), se resuspendieron en 30 mL de tampdn Tf I (acetato de potasio 30 mM;
cloruro de rubidio 100 mM; cloruro de calcio 10 mM; cloruro de manganeso
50 mM; glicerol 15% (v/v)) y se incubaron en hielo durante 15 minutos. Las
células se resuspendieron después en tampon T II (MOPS 10 mM; cloruro de
calcio 75 mM; cloruro de rubidio 10 mM; glicerol 15% (v/v)) y se separaron
alicuotas de 100-200 pL en tubos eppendorf. Las células se pueden usar
inmediatamente o congelar en nitrégeno liquido y conservar a -80°C.



PRODUCCION HETEROLOGA DE MONOTERPENOS EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE 65

8.1.2.  Transformacion por choque térmico

Las células termocompetentes se descongelaron en hielo, se afiadieron
entre 1 y 20 pL de la mezcla de ligacion o del plasmido a amplificar y se
coincubaron 20 minutos en hielo. A continuacion se sometieron a un choque
térmico a 42°C durante 2 minutos y se enfriaron rdpidamente en hielo
1 minuto. Se afiadieron 0,8 mL de medio LB y se incubaron durante 1 hora a
37°C para facilitar la recuperacion de las células. Se sembraron 100-200 pL.
en medio s6lido LBA y se dejaron las placas a 37°C durante 16-18 horas. Los
transformantes se analizaron en primera instancia empleando el método de
extraccion rapida de ADN plasmidico.

8.2. S. cerevisiae

La transformacion de las cepas de levadura utilizadas en este estudio se
llevo a cabo empleando el método de transformacion descrito por Ito et al.,
1983 con las modificaciones introducidas por Puig et al., 1998.

Las cepas de levadura se inocularon en matraces con 50 mL de YPD a una
DO, de 0,4 y se dejaron crecer durante dos generaciones, hasta alcanzar una
DO, de 1,6. Llegado este punto, las c¢lulas se recogieron y se lavaron con
agua estéril, se resuspendieron en 1 mL de LiAc 100 mM y se traspasaron a un
eppendorf, se recogieron las células en el fondo del tubo por centrifugacion,
se resuspendieron en 400 pL de LiAc 100 mM y se incubaron 15 minutos a
30°C. Alicuotas de entre 50 y 100 puL de las células se repartieron en nuevos
eppendorf en los que se llevo a cabo la transformacion, se elimino el LiAc
100 mM vy se afiadieron en este orden 240 puL de PEG-6000 50% (p/v); 36
uL de LiAc 1M; 10 pL de ADN carrier 10 mg/mL (YeastMaker carrier DNA
— Clontech, USA) previamente desnaturalizado a 100°C durante 5 minutos y
enfriado rapidamente en hielo; 10-50 uLL del ADN con el que se transformaron
las levaduras y agua estéril hasta un volumen final de 350 pL. Esta mezcla
se agito vigorosamente en el vortex y se incubo a 30°C durante 30 minutos.
Para la transformacion de las cepas vinicas ICV16 ura3-, T -4 y T ,ura3-leu2
se afadieron 33 pL. de DMSO para incrementar el numero de poros en la
membrana celular, y todas las transformaciones se sometieron a un choque
térmico de 20 minutos en un bafio de agua a 42°C. Las células se recogieron
por centrifugacion suave (I minuto a 8.000 rpm) y se resuspendieron
cuidadosamente en medio rico YPD para su recuperacion 2-4 horas.
Finalmente las células se sembraron en placas de medio sélido selectivo y se
dejaron crecer 2-4 dias. Todas las transformaciones se llevaron a cabo con los

600
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plasmidos descritos en la Tabla 7, los plasmidos integrativos se linearizaron
por restriccion antes de la transformacion para mejorar la eficiencia de la
recombinacion. Los transformantes prototrofos para los distintos marcadores
utilizados fueron seleccionados para estudios posteriores.

9.  ANALISIS BIOINFORMATICOS

Para las busquedas en el genoma de S. cerevisiae se utilizo la base de datos
(SGD) www.yeastgenome.org, proporcionada por la Universidad de Stanford.
Otras herramientas bioinformaticas utilizadas en el presente trabajo, como
por ejemplo BLAST (Basic Local Alignment Sequence Tool), se encuentran
alojadas en el National Center for Biotechnology Information (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/). Diversos programas de analisis de secuencias, disefio y
representacion de estrategias de clonacion como Generunner, DNAMAN,
Staden Package, Visual cloning y Chromas entre otros se usaron para disefiar
oligonucleotidos, comprobar secuencias de nucleotidos, buscar dianas de
restriccion y dibujar esquemas de los plasmidos generados.
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I.

I.1.

CARACTERIZACION DE LA CAPACIDAD

DE

SACCHAROMYCES CEREVISIAE PARA LA PRODUCCION

HETEROLOGA DE MONOTERPENOS

Evaluacion del potencial productor de distintas cepas de S. cerevisiae

Sinopsis

La producciéon de linalol derivada de la expresion del gen
LIS (codifica S-linalol sintasa en Clarkia breweri), en cepas
de laboratorio y cepas vinicas industriales de S. cerevisiae,
se utiliz6 en primer lugar como marcador para evaluar
posibles diferencias en su capacidad inherente para producir
monoterpenos y seleccionar asi las mejores hospedadoras para
la expresion heteréloga de monoterpeno sintasas. Las cepas
vinicas ensayadas ICV16 ura3 y T, -4 resultaron ser las mejores
candidatas, en especial la cepa T -4, que alcanzé unos valores
de produccion que triplicaron los obtenidos en las cepas de
laboratorio ensayadas. Asimismo, la producciéon de geraniol,
derivada de la expresion del gen GES (codifica geraniol sintasa
en Ocimum basilicum) en estas mismas cepas resulté también
mayor en la cepa T -4 (~2,5x) al compararla con la obtenida en la
cepa BQS252. Las concentraciones obtenidas de geraniol fueron
muy superiores (>100x) a las de linalol; ademas, mientras que el
linalol se mantuvo estable, a partir del geraniol se produjeron
cantidades detectables de otros monoterpenos y ésteres con
potencial aplicacion industrial. Estos resultados muestran la
importancia tanto de la seleccion de cepa hospedadora como del
transgen que se va a expresar en la misma.

Antecedentes

En los ultimos afios se han identificado y caracterizado numerosos genes

que codifican monoterpeno sintasas en plantas, lo cual ha posibilitado el
desarrollo de nuevas estrategias de sobreproduccion de estos compuestos
en plantas (Aharoni et al., 2006; Diemer et al., 2001; Mufioz-Bertomeu et
al., 2008) y microorganismos (Carter ef al., 2003; Hernandez et al., 2007).
El gen LIS de Clarkia breweri (Dudareva et al., 1996) codifica una S-linalol



70 ResuLtapos v Discusion

sintasa previamente purificada por el grupo de investigacion (Pichersky et
al., 1995), que cataliza la produccion especifica del estereoisomero S-linalol,
uno de los monoterpenos con potencial industrial y considerado ademas
importante para determinar el aroma de ciertos tipos de vino, utilizando
como sustrato GPP. Entre los monoterpenos con potencial aplicacion
industrial y que juegan un papel determinante en la percepcién aromatica
de algunos vinos se encuentra también el geraniol, y la enzima que cataliza
su sintesis en Ocimum basilicum (albahaca), la geraniol sintasa (codificada
por el gen GES) ha sido caracterizada y su actividad in vitro ensayada con
la enzima purificada, produciendo especificamente geraniol (lijima et al.,
2004).

Por otra parte, la produccion de monoterpenos en S. cerevisiae estd muy
limitada debido a que, a diferencia de las plantas, carece de monoterpeno
sintasas y el precursor natural de los monoterpenos (GPP) solo existe
como intermediario transitorio de la sintesis de FPP. Sin embargo, se ha
demostrado que en las células de esta levadura hay suficiente GPP disponible
para ser aprovechado por monoterpeno sintasas heterélogas (Oswald et al.,
2007; Herrero et al., 2008). Ademas, aunque en el genoma de S. cerevisiae
no existen genes para la sintesis de monoterpenos, sus células poseen la
capacidad de bioconvertir monoterpenos como el geraniol, que segun esta
descrito puede ser reducido a citronelol y convertido a linalol (Gramatica
et al., 1982; King y Dickinson, 2000; Gamero et al., 2011; Khor y Uzir
2011), y se han caracterizado varias enzimas con actividad alcohol acetil
transferasa que podrian actuar sobre estos monoterpenos para dar lugar
a sus ésteres de acetato; las mas conocidas son las codificadas por los
genes ATF1 (Fujii et al., 1994) y ATF2 (Nagasawa et al., 1998), pero tras
la anotacidn sistematica del genoma de S. cerevisiae se han caracterizado
otros genes que codifican actividades similares; SL// (Momoi et al., 2004);
EHTI y EEBI (Saerens et al., 2006). Con estos precedentes, la expresion
del gen GES en S. cerevisiae podria resultar en una dispersion metabolica
hacia otros monoterpenos y/o ésteres, importantes desde el punto de vista
organoléptico, en un fendmeno similar al que ocurre al expresar este mismo
gen bajo el control del promotor de un gen implicado en la maduracion del
fruto en tomate (Davidovich-Rikanati et al., 2007), lo que podria resultar
beneficioso para producir otros terpenoides con potencial industrial y para
su posible aplicacidon en procesos de vinificacion.

La levadura S. cerevisiae ha sido ademas frecuentemente utilizada como
plataforma para la produccion de sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y
carotenos y su capacidad para esta tarea estd sobradamente demostrada y
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revisada (Asadollahi et al., 2008; Chang y Keasling, 2006; Huang et al.,
2008; Kirby y Keasling, 2009; Marasco y Schmidt-Dannert, 2007; Maury
et al., 2005; Nevoigt, 2008). Hasta ahora, la mayor parte de las estrategias
de mejora de produccion de metabolitos se han llevado a cabo en cepas de
laboratorio, dejando las levaduras industriales y/o los aislados naturales
fuera de estos estudios por su complejidad y dificultad de manejo, pero la
seleccion de una buena cepa hospedadora puede ser crucial para procesos
de sobreproduccién de enzimas y/o metabolitos. Como muestra de ello
encontramos la sobreexpresion de la enzima glucoamilasa codificada
por el gen STAI (Latorre-Garcia et al., 2008) en cepas de laboratorio con
diferente ploidia y cepas industriales de S. cerevisiae, en la que algunas
cepas industriales mostraron una mayor actividad enzimatica y también se
establecid una relacion de esta actividad con la ploidia de las cepas, siendo
mayor conforme se incrementaba la dosis génica.

Por todo ello y con objeto de seleccionar una buena cepa hospedadora
para futuros ensayos se estudio el potencial de distintas cepas de laboratorio y
cepas industriales de S. cerevisiae para la produccion de monoterpenos. El gen
LIS de C. breweri (GenBank U58314) se utilizo como prototipo, dado que al
ser expresado en S. cerevisiae da lugar a la produccion especifica de S-linalol
(Herrero et al., 2008); lo que facilita el analisis de las muestras y permite
una interpretacion directa del efecto que pueda tener el fondo genético de las
levaduras sobre dicha produccion. Asimismo, el gen GES de O. basilicum
(GenBank AY362553) se incluyod en estos estudios para determinar la
reproducibilidad de los resultados obtenidos al expresar otras monoterpeno
sintasas.

L1.1. Construccion de plasmidos episomales para expresar los genes
LIS de C. breweri y GES de O. basilicum en S. cerevisiae

Para la expresion en S. cerevisiae del gen LIS bajo el control del
promotor constitutivo del gen TDH3 (codifica gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa en S. cerevisiae) y el terminador del gen PGK ]
(codifica 3-fosfoglicerato kinasa en S. cerevisiae), y del gen GES bajo
el promotor del gen de expresion constitutiva ACT/ (codifica actina
en S. cerevisiae) y el terminador del gen HIS3 (codifica imidazol
glicerol fosfato deshidratasa en S. cerevisiae) se seleccion6 el vector
de expresion YEplac195 (Gietz y Sugino, 1988), derivado de pUC19 y
pBR322, que es compatible con todas las cepas de levadura utilizadas
en este estudio al llevar como marcador de seleccion el gen URA3
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(codifica orotidina-5"-fosfato descarboxilasa en S. cerevisiae);
empleado para complementar la sintesis de uracilo en las cepas de
S. cerevisiae bloqueadas en este paso.

El casete de expresion TDH3 ::LIS::PGK1 se obtuvo por restriccion
con las enzimas Pstl y Nael a partir del plasmido pG1-LIS (Herrero et al.,
2008), que llevaba como marcador de seleccion el gen TRPI (codifica
la enzima fosforibosil antranilato isomerasa). El fragmento resultante
(~3,8 kb) se aislo por electroforesis en gel de agarosa y se subclono
en el vector YEplac195 previamente digerido con las mismas enzimas
(Pstl y Smal), generandose asi el plasmido YEp195Lis (Figura 6). Por
su parte, el ADNc del gen GES se amplifico utilizando como molde el
plasmido TOPO-GES (lijima et al., 2004) y los oligonucledtidos GES-
L35-Bsy GES-STO-RI. Para la expresion del gen GES en S. cerevisiae se
incluyd un codon de inicio de traduccioén artificial en el oligonucleotido
GES-L35-Bs para iniciar la sintesis a partir del aminoacido serina
35 de la proteina silvestre (Iijima et al., 2004), y evitar asi posibles
problemas de plegamiento o localizacién de la enzima geraniol sintasa
debidos a la presencia de un péptido de localizacién subcelular en su
extremo N-terminal, lo que es habitual en las terpeno sintasas de plantas
(Bohlmann et al., 1998) y que puede limitar el nivel de las mismas
en expresiones heterdlogas. El fragmento de 1,6 kb resultante de la
reaccion de PCR llevada a cabo con esos cebadores se subclon6 en el
plasmido pGEM-T Easy y, una vez comprobada por secuenciacion la
ausencia de errores introducidos durante la amplificacion, se digirio
secuencialmente con EcoRIy BspLUI11I (el extremo cohesivo generado
por la enzima EcoRI se trat6 con la ADN polimerasa del bacteriofago
T4 antes de proceder a la restriccion con BspLUI11I). El terminador del
gen HIS3 (HIS3) se amplifico a partir de ADN gendémico de la cepa
FY1679 de S. cerevisiae, isogénica a la cepa de referencia S288C, con los
oligonucleotidos His3 Sall e His3 Sphl; se subcloné en pGEM-T Easy,
se comprobd su secuencia, y se aislo por restriccion como un fragmento
de 0,66 kb tras el tratamiento con las enzimas HindIl y Sphl. Ambos
fragmentos (GES e HIS3)) se subclonaron tras el promotor ACTI en el
plasmido YEpACT4 (Sanchéz-Torres ef al., 1998), previamente dlgerldo
con Ncol y Sphl, generandose asi el plasmldo YEpl181Ges (2u; LEU?2).
El casete de expresion ACTI ::GES::HIS3, se aislo de este plasmido
como un fragmento de restriccion EcoRI de 2,8 kb y se subclond en el
plasmido YEplac195 previamente digerido con EcoRI, obteniéndose asi
el plasmido YEp195Ges (Figura 6).
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Pstl

lacZ

YEplac195
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5,2 kb
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[HindIl/EcoRI T4]
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2y [SmallNael] 2u

Figura 6. Plasmidos empleados para la obtencion de cepas de S. cerevisiae que expresen
los genes LIS de C. breweri y GES de O. basilicum. Los sitios de restriccion empleados
en las construcciones aparecen sefialados. Los corchetes indican sitios de restriccion que
desaparecen tras la ligacion.

1.1.2.  Obtencion de cepas de S. cerevisiae que expresan los genes LIS de
C. breweriy GES de O. basilicum

Las cepas de laboratorio W303-1A, BQS252, BQS253 y FY1679, y
las cepas vinicas ICV16 ura3 y T, .-4 (mutantes de pérdida de funcion
del gen URA3) (Tabla 6) se transformaron segliin se ha descrito en el
apartado de Materiales y Métodos de la presente Memoria con el fin de
obtener distintas cepas de S. cerevisiae que expresaran el gen LIS de
C. breweri. El plasmido YEp195Lis fue empleado a tal efecto y entre
los transformantes protétrofos para uracilo se seleccionaron dos de cada
fondo genético para comparar la produccion de linalol. Se generaron
asi las cepas YR270 e YR272 (W303-1A YEp195Lis); YR174 e YR175
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(BQS252 YEp195Lis); YR296 e YR297 (BQS253 YEp195Lis); YR201 e
YR202 (FY1679 YEp195Lis); YR294 e YR295 (ICV16 ura3- YEp195Lis);
YRI154 ¢ YRI162 (T, ,-4 YEp195Lis). Todas las cepas parentales fueron
ademas transformadas con el plasmido vacio YEplac195 para obtener las
cepas YR159 (W303-1A); YR172 (BQS252); YR304 (BQS253); YR195
(FY1679); YR254 (ICV16 ura3’); YR70 (T, ,-4), que se utilizaron como
control negativo de produccion.

Tras los estudios realizados con estas cepas, la cepa de laboratorio
BQS252 y las cepas vinicas ICV16 ura3 y T, -4 se transformaron también
con el plasmido YEp195Ges para comprobar si las diferencias observadas al
producir linalol en distintas cepas se mantenian al expresar una monoterpeno
sintasa diferente, y de paso averiguar si la expresion de distintas monoterpeno
sintasas da lugar a rendimientos similares. Como en el caso anterior, dos
transformantes de cada fondo genético fueron seleccionados en placas
carentes de uracilo y se aislaron las cepas prototrofas YR509 ¢ YRS510
(BQS252 YEp195Ges); YR513 e YR514 (ICV16 ura3- YEp195Ges); YR377
e YR378 (T ,-4 YEp195Ges).

Para confirmar que la transformacion habia sido llevada a cabo con
éxito, se recuperaron los plasmidos de las cepas de levadura generadas y
tras el andlisis de restriccion con HindlIII se constatd la ausencia de grandes
reorganizaciones y se procedio a su analisis fenotipico.

L.1.3.  Produccion de linalol en cepas de laboratorio haploides de
S. cerevisiae que expresan el gen LIS de C. breweri

Basandonos en el supuesto de que el fondo genético de las cepas
hospedadoras pudiera tener un efecto significativo sobre la produccion
de monoterpenos, en primer lugar se compar6 la capacidad inherente de
cepas de S. cerevisiae con origenes y/o caracteristicas diferentes para
la produccion de estos compuestos. Los estudios realizados por otros
investigadores para producir el sesquiterpeno epi-cedrol en S. cerevisiae
mostraron que la produccién de este compuesto en cepas MATa duplicaba
la obtenida con aquellas de tipo sexual MATa (Jackson et al., 2003), lo
que sugeria que las cepas de levadura haploides de tipo sexual MATa
podrian necesitar sintetizar mas FPP (precursor de los sesquiterpenos)
para la prenilacion del factor-a (Anderegg et al., 1988). Este hecho sugiere
ademas que las cepas de levadura de distinto tipo sexual podrian presentar
también diferencias que afectaran a la disponibilidad de GPP para las
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monoterpeno sintasas. Con el fin de determinar si existe relacion entre
la produccion de monoterpenos y el tipo sexual de la levadura, las cepas
BQS252 (MATa; ura3’) y BQS253 (MATa; ura3-), derivadas de la cepa
de referencia S288C, se transformaron con el plasmido YEp195Lis y se
comparo la capacidad para producir linalol de los transformantes YR174
e YR175 (MATa); YR296 e YR297 (MATw). Los ensayos de produccion
de este monoterpeno se realizaron en medio rico YPD dado que algunos
resultados preliminares indicaban que la produccion de linalol en este
medio era mayor a la obtenida en medio selectivo SD (Herrero y Orejas, sin
publicar), y las muestras se recogieron a las 24 y 32 horas para determinar
la concentracién maxima, que se alcanza durante la fase exponencial
temprana y se mantiene estable durante el resto de la curva de crecimiento
(Herrero et al., 2008). La producciéon maxima fue muy similar en todos
los transformantes (MATa 21,98 + 1,76 ug/L; MATo 21,86 + 1,82 nug/L)
(Figura 7), lo cual sugiere que la regulacién especifica de células de
diferente tipo sexual no afecta a la disponibilidad de GPP. Tal y como se
esperaba no se detectdé produccidon de linalol en las cepas control YR172
(BQS252 YEplac195) e YR304 (BQS253 YEplac195) transformadas con
el plasmido vacio.

Al no haber encontrado diferencias en la capacidad para producir
monoterpenos entre cepas haploides de diferente tipo sexual, se decidio
seleccionar cepas de levadura de tipo sexual MATa como hospedadoras
para los ensayos de produccion en cepas haploides. Por ello, para
profundizar en el estudio de la capacidad productora de las células
haploides de S. cerevisiae, la cepa de tipo sexual MATa W303-1A se
transformo con el plasmido YEp195Lis y los transformantes YR270 e
YR272 fueron seleccionados en medio minimo sin uracilo. La produccion
absoluta de linalol de estos transformantes (media 10,90 = 2,04 ug/L)
fue la mitad de la obtenida con los transformantes derivados de BQS252.
Sin embargo, debido a que el crecimiento de la cepa W303-1A era
significativamente inferior al de la cepa BQS252 en las condiciones
ensayadas, dicha produccién normalizada en funcion del crecimiento de
cada cepa deja una productividad similar en ambos linajes a las 32 horas
de cultivo (BQS252Lis - 1,43 + 0,27 ug/L-DO, ; W303-1ALis - 1,37 £ 0,22
ng/L-DO, ), lo cual sugiere que las cepas de laboratorio haploides tendrian
capacidades equiparables para la produccion heter6loga de monoterpenos
independientemente de su tipo sexual y/o procedencia. Tampoco se
hallaron niveles detectables de linalol en la cepa control YR159 (W303-1A
YEplac195).
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Figura 7. Produccion de linalol en cepas de laboratorio y cepas vinicas de S. cerevisiae. Los
sobrenadantes de los cultivos de produccion realizados en YPD se recogieron a los tiempos
indicados. Los resultados presentados corresponden a la media y desviacion estandar de al
menos tres experimentos independientes.

1.1.4.  Produccion delinalol en cepas vinicas de S. cerevisiae que expresan
el gen LIS de C. breweri

Las levaduras vinicas industriales han sido sometidas a un exhaustivo
proceso de seleccion a lo largo de los afios para aislar cepas capaces de influir
positivamente en las propiedades organolépticas del producto final y en el propio
proceso fermentativo. Esto ha dado lugar a levaduras genéticamente complejas
que habitualmente son aneuploides o poliploides (Bakalinsky y Snow, 1990)
y que han evolucionado para adaptarse a las condiciones especificas de la
vinificacion. Dados los multiples y variopintos estreses a los que la levadura
ha de sobreponerse en esas condiciones, como el estrés osmotico y las altas
concentraciones de etanol, seria de esperar que estas levaduras hubieran
desarrollado mecanismos para paliar o evitar los dafios celulares ocasionados
por los mismos. Por ello, y puesto que la ruta MVA se encuentra en la parte alta
de la ruta del ergosterol, compuesto de especial relevancia en la composicion
de la membrana plasmatica de S. cerevisiae, relacionado con la resistencia a
etanol (Thomas et al, 1978; Chi y Arneborg, 1999), se decidié determinar
la influencia que esta especializacion pudiera tener sobre la capacidad de las
cepas vinicas para sintetizar monoterpenos heterélogos. Las cepas vinicas T -4
[quasi-diploide (Puig et al., 1998)], ICV16 ura3- (Jiménez-Marti et al., 2009), y
la cepa de laboratorio FY 1679 (cepa diploide isogénica a BQS252 y BQS253)
se transformaron con el plasmido YEp195Lis y dos transformantes de cada
fondo genético fueron seleccionados en placas de medio minimo sin uracilo.
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La produccion de linalol de las cepas vinicas recombinantes fue superior a
la observada en las de laboratorio (Figura 7), indicando que de algiin modo sus
complejos fondos genéticos son mas apropiados para la produccion heterdloga
de monoterpenos. Lo que no quiere decir que todas las levaduras vinicas
posean la misma capacidad inherente para la produccién de monoterpenos,
ya que cuando se compararon los valores de produccion de las dos cepas
vinicas ensayadas se observaron notables diferencias en los niveles de linalol
detectados. De hecho, la produccion de las cepas derivadas de T, -4 (YR154
e YR162; media 60,94 + 6,15 pug/L) resultd ser aproximadamente el doble
que la observada al realizar el mismo ensayo con las cepas derivadas de
ICV16 ura3- (YR294 e YR295), y unas 3 veces superior a la de las cepas de
laboratorio (Figura 7). Para tratar de averiguar si esta mayor capacidad para
producir monoterpenos esta relacionada con el grado de ploidia de las cepas
hospedadoras, la produccion de linalol de las cepas derivadas de FY 1679
(YR201 e YR202; media 17,37 = 1,84 ug/L) se compar6 con la obtenida
con las cepas haploides BQS252Lis (21,97 £ 1,76 pg/L) y BQS253Lis
(21,86 = 1,82 pg/L) (Figura 7). Este resultado indica que el hecho de poseer
un genoma diploide no es suficiente para que se dé un incremento en la
capacidad de la levadura para producir monoterpenos y por tanto, la capacidad
observada en las cepas vinicas debe estar relacionada con otros factores,
probablemente derivados de su especializacion para realizar fermentaciones
vinicas. Tal como sucedi6 con las cepas haploides, no se detecto linalol en los
cultivos realizados con las cepas control transformadas con el plasmido vacio
YEplac195: YR70 (T ,-4); YR254 (ICV16 ura3’); YR195 (FY1679).

Las causas por las cuales existen estas diferencias entre las cepas hospedadoras
no son faciles de definir; si nos fijamos en la cinética de produccién de
monoterpenos, €sta resulto ser similar en las cepas vinicas YR162 (T_,-4Lis)
e YR295 (ICV16 ura3'Lis) y la cepa de laboratorio YR175 (BQS252Lis)
(Figura 8), acumulandose linalol durante la fase exponencial temprana tal y
como se habia descrito previamente para la cepa T_,-PG1LISURA (Herrero et
al., 2008), lo que sugiere que el sustrato utilizado en la reaccion de sintesis de
monoterpenos (GPP) se encuentra disponible durante esta fase del crecimiento
en todas las cepas de levadura. Si bien esto no esclarece las causas de las
diferencias encontradas en la produccién de linalol, sirvid para corroborar
que el tiempo idéneo de muestreo se encuentra alrededor de las 24 horas de
cultivo en medio liquido YPD, puesto que la produccién de monoterpenos ha
alcanzado su valor maximo y se mantiene estable. Tampoco parece haber una
relacion entre el crecimiento de las distintas cepas de levadura y su capacidad
de produccidn; ya que, cuando se comparan las curvas de crecimiento, las cepas
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derivadas de T, -4 alcanzan valores de densidad optica un 15% por debajo de
los alcanzados por las cepas derivadas de BQS252 y FY 1679 (Figura 9A), y sus
cinéticas de crecimiento son similares, por tanto la productividad en funcién del
crecimiento sigue siendo favorable a la cepa T_-4Lis (4,38 £ 0,29 ug/L-DO, )
cuando se compara con la de las cepas BQS252Lis (1,63 + 0,15 ug/L-DO, ) y
FY1679Lis (1,35 +0,12 pg/L-DO, ) a las 24 horas de cultivo. La acumulacion
de linalol no afect6 a la capacidad de crecimiento de las cepas productoras;
siendo su cinética equiparable a la observada para sus respectivas cepas control.
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Figura 8. Curvas de crecimiento (linea continua) y produccion de linalol (linea discontinua)
de las cepas YR162 (T .-4Lis); YR175 (BQS252Lis) e YR295 (ICV16 ura3Lis). Los
resultados presentados corresponden a la media y desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes.

La estabilidad del plasmido durante la fase de produccion de monoterpenos
se estudio a las 32 horas de cultivo en medio YPD, y se observo que alrededor
de un 60% de las células de las cepas de laboratorio haploides BQS252 y
BQS253 mantenian el plasmido YEp195Lis, mientras que la permanencia del
plasmido en las cepas ICV16 ura3 y T, -4 se situd en torno al 80%, lo que se
podria interpretar como un indicio del por qué de la mejora de la produccion
de linalol en las cepas vinicas. Sin embargo, al estimar la permanencia de este
plasmido en la cepa diploide FY1679, cuya capacidad para producir linalol
es similar a la de las cepas BQS252 y BQS253, alrededor del 80% de las
células viables formaron colonias en medio minimo sin uracilo, por lo que
se descart6 que la produccion estimada en las cepas ICV16 ura3 y T, -4 se
debiera a su capacidad para estabilizar el plasmido de expresion.

La acumulacioén del transcrito del gen LIS en las cepas BQS252,
FY1679 y T ,-4 transformadas con el plasmido YEp195Lis se analiz6 por
el método northern (Figura 9B) utilizando una sonda de 1,1 kb generada
con los oligonucleotidos LIS-A y LIS-B. No se observaron grandes
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diferencias en la intensidad de las bandas correspondientes al ARNm LIS
en las distintas cepas, por lo que la mayor capacidad de produccion de
la cepa T, ,-4 tampoco puede atribuirse a una mejora de la expresion del
transgen, bien porque se transcribiera mas y/o bien porque el ARNm fuera
mas estable. Por ello, se procedio al estudio de la actividad enzimatica
linalol sintasa de las células transgénicas para evaluar si pudieran existir
diferencias en los procesos postranscripcionales de traduccion o actividad
de la proteina heter6loga que pudieran ayudarnos a determinar las causas
de la mejora de la produccion de linalol en la cepa T ,-4. Los valores de
actividad observados para ambas cepas vinicas ICV16 ura3Lisy T .-4Lis
(588 £ 222 y 617 = 154 pg/L-mg de proteina total respectivamente)
resultaron ser similares y muy proximos a los obtenidos al realizar el ensayo
con células de la cepa de laboratorio BQS252Lis (636 + 240 pg/L-mg de
proteina total), lo que descarta a la funcionalidad de la proteina heter6loga
como posible causa de las diferencias en la produccion.

Teniendo en cuenta todos estos resultados, parece claro que la produccion
heter6loga de monoterpenos depende del fondo genético de la cepa
hospedadora y por tanto la seleccion de una buena cepa previamente a la
aplicacion de estrategias de ingenieria metabolica podria ser clave para
la optimizacion de los resultados obtenidos. La disponibilidad de GPP
intracelular es la explicacion mas directa aunque no podemos descartar otros
factores como un posible desacoplamiento entre la enzima y el sustrato o
posibles limitaciones debidas a la disponibilidad de los cofactores necesarios
para la reaccion de sintesis. En cualquiera de los casos, queda demostrado que
eluso de lacepa vinica T, ,-4 como hospedadora para la produccion heterologa
de monoterpenos da lugar a un mayor rendimiento por unidad de volumen.
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Figura 9. Analisis del crecimiento y expresion del gen LIS de las cepas FY1679Lis
(YR201; YR202), BQS252Lis (YR174; YR175) y T_,-4Lis (YR162; YR154). (A) Curvas de
crecimiento de las cepas BQS252, FY 1679 y T, -4 transformadas con el plasmido YEp195Lis.
(B) Analisis northern de la expresion del gen LIS en levaduras transgénicas a las 24 horas
de cultivo en medio liquido YPD. Se muestra el ARNr como control de carga y las cepas
YR195; YR172 e YR70, transformadas con el plasmido YEplac195, como control negativo.
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L.1.5. Produccion de geraniol en cepas vinicas de S. cerevisiae que
expresan el gen GES de O. basilicum

A pesar de que la cepa vinica T -4 presenta una mayor capacidad
para la produccion de linalol que las cepas de laboratorio estudiadas,
los niveles obtenidos siguen siendo bastante limitados para su posible
aplicacion industrial. Ademas, en trabajos anteriores del grupo se habia
mostrado que la produccién de este monoterpeno se reduce hasta tres
veces en ensayos de microvinificacion (Herrero et al., 2008). Por ello,
se decidié comparar la produccion de geraniol, con potencial aplicacion
en las industrias cosmética y alimentaria, resultante de la expresion
del gen GES de O. basilicum en la cepa de laboratorio BQS252 y las
cepas vinicas ICV16 ura3y T -4. Este gen habia sido expresado con
éxito anteriormente en cepas de laboratorio de S. cerevisiae (Oswald et
al., 2007) rindiendo niveles de geraniol considerablemente superiores
a los que se muestran aqui para la produccion de linalol, por lo que
se considerd un buen candidato para comprobar si la mayor capacidad
productora de la cepa T -4 se mantiene al expresar otras monoterpeno
sintasas, y evaluar si las cantidades de geraniol producidas son también
mayores que las de linalol en nuestras condiciones experimentales.

Las cepas seleccionadas se transformaron con el plasmido YEp195Ges
y los transformantes fueron aislados en placas de medio minimo sin
uracilo. Las cepas prototrofas YR509 e YR510 (BQS252Ges); YR513
¢ YR514 (ICV16 ura3-Ges); YR377 ¢ YR378 (T,,-4Ges) fueron asi
aisladas para su posterior caracterizacion fenotipica. La produccion de
geraniol se cuantificod tras 24 horas desde la transferencia de las cepas
transformantes a medio rico YPD; la produccion de geraniol de la cepa
T -4 (media 8,27 + 1,42 mg/L) se comparo con la obtenida en la cepa
vinica ICV16 wura3  (media 4,08 £ 0,32 mg/L), estableciéndose que
la produccion es dos veces mayor en la cepa T, ,-4, tal como se habia
observado para la produccion de linalol (Figura 10A). La producciéon
media de geraniol de las cepas derivadas de BQS252 fue de 3,40 +
0,34 mg/L, lo que significa una produccion de alrededor del 40% de
la obtenida con la cepa T ,-4 (Figura 10A). Al igual que sucedid para
el linalol, tampoco se hallaron niveles detectables de geraniol en las
cepas control transformadas con el plasmido vacio YEplac195 (YR172
—BQS252; YR195 —ICV16 ura3; YR70 - T_.-4).
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Figura 10. Produccion de terpenoides derivada de la expresion del gen GES de O. basilicum
en las cepas BQS252, ICV16 ura3 y T_.-4 de S. cerevisiae. Los sobrenadantes de los cultivos
de produccion realizados en YPD se recogieron a las 24 horas de cultivo. Los resultados
presentados corresponden a la media y desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes.

Al comparar los cromatogramas de las cepas que expresan el gen GES
con los de las cepas control portadoras del plasmido vacio se encontraron
otros cinco picos diferenciales ademas del correspondiente al geraniol.
Por ello, estas muestras se analizaron por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas para determinar la naturaleza de estos
compuestos. La comparacion de sus espectros ionicos con los de las bases
de datos llevé a su identificacion como linalol, nerol, citronelol, geranil
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acetato y citronelil acetato; los cuales podrian ser también aprovechados
para su utilizacién como aditivos en la industria alimentaria (Tabla 3) y
resultar beneficiosos para modular el aroma del vino producido por estas
levaduras. Al cuantificar la concentracion de los mismos se observo que en
todos los casos las cantidades obtenidas eran directamente proporcionales
a la cantidad de geraniol producida por cada cepa (Figura 10B, C, D,
E y F) (Tabla 9), lo que sugiere que derivarian directamente de éste;
dado que la geraniol sintasa de O. basilicum produce especificamente
geraniol cuando se realiza la reaccion in vitro (Iijima et al., 2004), estos
resultados sugieren que estos terpenoides son formados en fenomenos de
bioconversion o esterificacion llevados a cabo por el propio metabolismo
de S. cerevisiae. La capacidad de S. cerevisiae para reducir de forma
especifica el geraniol a citronelol hace tiempo que se conoce (Gramatica
et al., 1982) y recientemente se ha demostrado que la enzima codificada
por el gen OYE?2 es una pieza fundamental para que se lleve a cabo esta
conversion (Yuanetal.,2011; Steyeretal.,2013). Ellinalol podria formarse
por isomerizacion a partir del geraniol (revisado por Khor y Uzir, 2011) y
aunque en S. cerevisiae no se ha descrito la formacion de nerol a partir de
geraniol esta conversion si que aparece en Vitis vinifera -vid- o Solanum
lycopersicum -tomate- (Guardiola et al., 1996; Davidovich-Rikanati et al.,
2007), y podria existir una actividad similar en la levadura que diera lugar
a esta conversion; por su parte, el nerol puede isomerizarse a linalol, por
lo que no se puede descartar una posible reversion de esta actividad como
causa de la aparicion de este compuesto. Estos resultados estdn ademas en
consonancia con los obtenidos por otros grupos en los que la adicion de
25 mg/L de geraniol a cultivos de S. cerevisiae derivo en la bioconversion
de éste a otros compuestos como linalol, citronelol y a-terpineol (King y
Dickinson, 2000; Gamero et al., 2011), aunque con la diferencia de que
este ultimo, derivado de nerol y linalol (Khor y Uzir, 2011), no se detecto;
probablemente porque las cantidades obtenidas de sus precursores son
bastante limitadas (Tabla 9), o porque al tiempo ensayado (24 horas)
aun no se hubiera producido la conversion. Ademas de estos compuestos
cuya produccidn podria ser esperable, la aparicion de los ésteres geranil y
citronelil acetato, aunque en niveles moderados, sugiere que una o varias
de las alcohol acetiltransferasas codificadas en el genoma de S. cerevisiae
-ATFI (Fujii et al., 1994); ATF2 (Nagasawa et al., 1998); SLII (Momoi et
al.,2004); EHT1 y EEBI (Saerens et al., 2006)- son capaces de esterificar
monoterpenos, dando lugar a su forma acetilada; estudios recientes en este
sentido han demostrado que la enzima Atflp es participe en la acetilacion



PRODUCCION HETEROLOGA DE MONOTERPENOS EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE 83

de terpenoles como el geraniol pero no asi la Atf2p (Steyer et al., 2013).
La produccién total derivada de la expresion del gen GES, resultado
de la suma de las concentraciones de cada uno de estos compuestos, fue
también comparada para establecer las relaciones definitivas entre la
produccion de las distintas cepas (T,,-4Ges - 9,21 + 1,56 mg/L; ICV16
ura3 Ges - 4,65 = 0,39 mg/L; BQS252Ges - 3,86 + 0,35 mg/L) (Tabla 9),
y se establecid que la cepa ICV16 ura3-Ges presenta una produccion del
120% la de la cepa de laboratorio BQS252Ges, mientras la de la cepa
T, ,-4Ges alcanza el 240% de la produccion de esta cepa, doblando la de
la cepa ICV16 ura3-Ges. Este resultado indica que las producciones de
linalol y geraniol, pese a estar en rangos muy diferentes, presentan un
comportamiento muy similar respecto a la cepa hospedadora, y confirma
a la cepa T_,-4 como la mejor candidata para la aplicacion de estrategias
de sobreproduccion de estos compuestos. La acumulacion de geraniol y
derivados tampoco afecto a la capacidad de crecimiento de las respectivas
cepas productores; siendo su cinética equiparable a la observada para las
cepas no productoras.

El hecho de que la expresion de la geraniol sintasa de O. basilicum
derive en la produccion de todos estos compuestos complica el analisis y la
cuantificacion de los posibles efectos derivados de estrategias de ingenieria
metabolica, y por tanto, a pesar de mostrar niveles de produccion inferiores,
se decidio utilizar el gen LIS como prototipo para los ensayos de mejora de la
produccion.

Las causas por las cuales existen diferencias tan significativas en la
produccion por parte de las diferentes monoterpeno sintasas expresadas no
son evidentes; la estabilidad de los plasmidos (YEp195Lis y YEp195Ges)
se analizo a las 32 horas de cultivo para descartar la pérdida del plasmido
de expresion como fuente de esta variacion y se concluyo que alrededor del
80-90% de las células viables son capaces de formar colonias en placas de
medio minimo sin uracilo independientemente del gen expresado (LIS o
GES), por lo que ambos plasmidos de expresion se encuentran presentes en
la practica totalidad de las células de levadura durante la fase de produccion
de monoterpenos. El hecho de que los genes LIS y GES se encuentren bajo
el control de distintos promotores constitutivos (TDH310 y ACT ]p) podria
ser, al menos en parte, causa de la diferencia existente en la produccion de
ambos compuestos; de alrededor de 150 veces. Sin embargo, aunque en la
bibliografia no se han encontrado estudios que comparen la expresion desde
ambos promotores, existen dos estudios independientes en los cuales se
analiza la expresion de un gen reportero bajo su control. Los resultados de
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Partow et al., 2010 muestran que durante la fase de consumo de glucosa, en
la que se producen los monoterpenos, el promotor del gen 7TDH3 da lugar
a una expresion equiparable a la obtenida con el promotor del gen PGKI y
a su vez, los resultados obtenidos por Monfort et al,, 1999 en condiciones
similares mostraron que el promotor del gen PGK/ es mas efectivo que el
correspondiente al gen ACT1, por lo que a priori, en el periodo en el que se
observa produccion de monoterpenos, la expresion a partir del promotor del
gen TDH3 (que controla el gen LIS) seria igual o superior a la obtenida a partir
del promotor del gen ACTI (que controla el gen GES), lo que sugiere que en
funcién de la fuerza del promotor la produccion de linalol deberia ser mayor.

Por otra parte, la caracterizacion de la actividad in vitro de estas enzimas
muestra que la linalol sintasa de C. breweri posee una mayor afinidad por el
sustrato (GPP) que la geraniol sintasa de O. basilicum (K_ 0,9 uM y 21 uM
respectivamente) y por el cofactor Mn** (K_ 45 uM y 51 uM respectivamente)
(Pichersky et al., 1995; lijima et al., 2004); lo que tampoco justificaria
las diferencias observadas en el rendimiento de estas enzimas. Se analiz6
la frecuencia de uso de codones de las secuencias de ambos genes (LIS y
GES) para tratar de averiguar si existia algun factor que pudiera favorecer
una mayor actividad de la enzima geraniol sintasa frente a la linalol sintasa.
La herramienta de analisis de secuencias de ADN (rare codon analysis tool
— Genscript, USA) se utilizo para contrastar el coeficiente de adaptatividad
(CAI) de las secuencias codificantes de la linalol y la geraniol sintasa para su
expresion en S. cerevisiae. La secuencia de 1.605 nucleotidos del gen GES
presento un CAl de 0,61 (en una escala de 0 a 1 donde el valor 1 corresponde
a la maxima adaptatividad) y el 10% de los codones que integran su secuencia
se estimaron por debajo del 30% de frecuencia de uso, por lo que se considera
que pueden entorpecer o interrumpir la traduccion de la proteina. Por su parte,
el CAI de la secuencia codificante de la linalol sintasa, de 2.613 nucledétidos,
se estimd en un valor de 0,7 y s6lo el 5% de sus codones mostraron una
frecuencia de uso inferior al 30% de la Optima para S. cerevisiae, por lo que
estos analisis bioinformaticos sugieren que a nivel traduccional la secuencia
codificante de la enzima linalol sintasa se encontraria mejor adaptada para
su expresion en S. cerevisiae y no explica las diferencias observadas en la
produccion de los monoterpenos linalol y geraniol. Sin embargo, algunos
estudios correlacionan de forma negativa la longitud de las proteinas con su
tasa de traduccion y vida media en S. cerevisiae (Arava et al., 2003; Belle
et al., 2006), en este sentido la enzima geraniol sintasa, de 534 aminoacidos
presentaria una ventaja frente a la enzima linalol sintasa conformada por 870
aminoacidos.
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En cualquier caso es dificil atribuir las diferencias de produccion observadas
para estos monoterpenos a cualquiera de los aspectos aqui discutidos; por ello,
las grandes diferencias obtenidas al expresar diferentes monoterpeno sintasas
sugieren que la enzima heter6loga ejerce un papel determinante sobre los
niveles de produccion obtenidos en S. cerevisiae. En base a esto, la expresion
de otras linalol sintasas o bien de versiones mejoradas de la codificada por
el gen LIS (aplicando técnicas de ingenieria de proteinas), podria resultar
en una mejora de las concentraciones de linalol obtenidas y eventualmente
de otros monoterpenos al expresar y optimizar las monoterpeno sintasas
correspondientes.

I.2. SELECCION DE UN VECTOR DE EXPRESION ADECUADO
PARA LA PRODUCCION DE MONOTERPENOS EN
S. CEREVISIAE

Sinopsis

Las regiones codificantes de los genes LIS de C. breweri y GES de
O. basilicum se clonaron en diferentes plasmidos de expresion de .
cerevisiae bajo el control de los promotores de los genes TDH3 y ACT1
respectivamente. Se establecio una relacion directa entre el plasmido
de eleccion y la produccion de linalol, obteniéndose 15 veces mas en la
cepa T., ura3-leu2 transformada con el plasmido episomal multicopia
YEp195Lis_leu2d (114,7+10,9 pg/L) que enla cepa T. -4 transformada
con el plasmido integrativo YIp211Lis (6,8 + 1,6 ug/L). Ademas, las
cepas derivadas de T, -4 que expresan el gen GES mostraron también
diferencias en la produccion de geraniol en funcion del plasmido
elegido, acumulandose cantidades menores de este monoterpeno en las
cepas transformadas con el plasmido integrativo YIp211Ges respecto
a las que expresan este gen desde el plasmido episomal multicopia
YEp195Ges.

Antecedentes

La levadura S. cerevisiae es uno de los organismos modelo para la aplicacion
y el desarrollo de estrategias de ingenieria genética, y como consecuencia se
dispone de una gran cantidad de herramientas para su manipulacion, entre las
que se puede encontrar una amplia bateria de vectores de expresion con distintas
propiedades en cuanto a su marcador de seleccion, origen de replicacion
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y/o nimero de copias en que se mantiene dentro de la célula. Los plasmidos
integrativos (YIp) carecen de origen de replicacion de levadura y se integran
en el genoma; los centroméricos (YCp) contienen secuencias de replicacion
autonoma (ARS) y regiones centroméricas, por lo que se mantienen de forma
independiente en un bajo nimero de copias; y los episomales (YEp) contienen
el origen de replicacion de un plasmido natural de S. cerevisiae conocido como
2, que mantiene al plasmido en un nimero de copias elevado dentro de la célula
(20-40) (Futcher y Cox, 1984; Gietz y Sugino, 1988; Hill ef al., 1986; Parent et
al., 1985). Otra variable a tener en cuenta a la hora de elegir un plasmido para su
utilizacion es el marcador de seleccion utilizado; algunos de ellos complementan
las carencias nutricionales o auxotrofias de las cepas transformadas, y existen
versiones modificadas que requieren estar presentes en un mayor numero de
copias para poder complementar, como en el caso del marcador LEU2-d (Erhart
y Hollenberg, 1983; Romanos et al., 1992) que carece de la mayor parte de
la secuencia promotora del gen LEU2, o el alelo URA3-d que complementa
débilmente las mutaciones en el gen URA3, obligando a la célula a mantener
el plasmido en un ntimero de copias muy elevado (50-150) para sobrevivir en
ausencia de leucina y uracilo respectivamente (Faulkner et al., 1994; Loison
et al., 1989). Como consecuencia de ello, el nimero de copias de un transgen
introducido en la levadura, en este caso de un gen que en plantas codifica una
monoterpeno sintasa, dependerd en gran medida del plasmido de eleccion.

Algunos estudios desarrollados en Aspergillus nidulans, donde el incremento
del nimero de copias del gen lacZ de E. coli no dio lugar a un incremento de
la actividad B-galactosidasa (Lubertozzi y Keasling, 2006), y otros realizados
en algunas especies del género Kluyveromyces (Rocha et al., 2010; Rocha et
al., 2011) demostraron que la expresion o actividad de una enzima no tiene por
qué ser siempre directamente proporcional al nimero de copias del gen que la
codifica. Sin embargo, en S. cerevisiae si que se ha mostrado un incremento de
la actividad al expresar la B-galactosidasa o la B-glucuronidasa de E. coli desde
plasmidos episomales multicopia con origen de replicacion de 2 (Mumberg et
al., 1995; Nacken et al., 1996). La importancia de la dosis génica en la produccion
de terpenoides ha sido ademés comprobada con anterioridad en la producciéon
del sesquiterpeno amorfadieno, para el que también se ha demostrado que se
obtiene un mayor rendimiento cuando se expresa el gen que codifica la enzima
amorfadieno sintasa de Artemisia annua desde plasmidos episomales multicopia
que cuando éste se integra en el genoma de la levadura, y que la seleccion mediante
el marcador LEU2-d es capaz de incrementar aun mas tanto la produccion de
amorfadieno como la de acido artemisinico, ambos intermediarios en la sintesis
de la droga antimalaria artemisina (Lindahl ez al., 2006; Ro et al., 2008).
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Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, parece evidente que el
aumento del nimero de copias de los genes que codifican monoterpeno sintasas
proporcionaria mayores posibilidades de obtener un incremento de la produccion
de monoterpenos. No obstante, es dificil predecir el papel que puede tener el
vector de expresion ya que existen una serie de factores, como pueden ser la
toxicidad del compuesto producido, la eficiencia de la traduccion, el plegamiento
o la actividad de la enzima heterologa, que pueden limitar o anular el efecto
positivo de la dosis génica (Gasser et al., 2008; Mattanovich et al., 2004); e
incluso en el supuesto de que todos estos procesos funcionen correctamente, la
produccion de monoterpenos todavia podria verse limitada por la disponibilidad
del precursor o de los cofactores necesarios para la reaccion de sintesis.

Pese a las posibles complicaciones, todo apunta a que los plasmidos episomales
multicopia son la mejor opcidon para sobreproducir terpenoides, pero estos
plasmidos presentan cierta inestabilidad en ausencia de presion selectiva (Futcher
y Cox, 1984). Esto podria suponer un obstaculo para su aplicacion a gran escala
dada la naturaleza de los sustratos, generalmente procedentes de fuentes naturales,
y el elevado coste que supondria mantener la presion selectiva a este nivel. Por
ello, la estabilidad del plasmido, y por tanto del transgen, en la célula de levadura
es un factor a tener en cuenta a la hora de disenar estrategias de produccion de
metabolitos, y en algunos casos como el de la expresion del gen XYL1 de Pichia
stipitis en S. cerevisiae, las cepas que expresaban este gen desde un plasmido
integrativo presentaban una productividad en cultivo continuo 1,7 veces superior
a la obtenida con las cepas que lo expresaban desde un plasmido episomal (Chung
etal.,2002), 1o que implica que una mayor estabilidad plasmidica puede dar lugar
a un incremento de la produccion a lo largo del proceso de fermentacion.

Hasta ahora todos los estudios en los que se han expresado monoterpeno sintasas
de plantas en S. cerevisiae se han realizado utilizando plasmidos episomales con
origen de replicacion de 2p (Oswald et al., 2007; Herrero et al., 2008; Rico et
al., 2010; Ignea ef al., 2011), pero no hay estudios respecto a la repercusion que
pueda tener la eleccion del vector de expresion sobre la produccion final de estos
compuestos y por ello se considerd que, una vez seleccionada la cepa T -4 como
la mejor hospedadora para la sobreproduccion de monoterpenos, establecer el
plasmido adecuado seria un paso conveniente previo a la manipulacion genética de
la ruta de biosintesis para la sobreproduccion. Ademas, definir la capacidad de la
cepa T_,-4 para producir monoterpenos desde un plasmido integrativo podria ser de
interés antes de abordar la construccion de cepas GRAS (Generally Recognized As
Safe) con potencial para ser aplicadas en procesos de vinificacion industrial.

Por todo ello, y con la intencion de seleccionar un vector de expresion
adecuado para la sobreproduccion de monoterpenos, las regiones codificantes
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de los genes LISy GES, que en C. breweri 'y O. basilicum codifican S-linalol
sintasa y geraniol sintasa respectivamente, se expresaron tanto desde el plasmido
integrativo YlIplac211, como desde los plasmidos episomales YEplac195 y
YEp195leu2d, este ultimo modificado para incrementar el nimero de copias
en las cepas W303-1A'y T_, ura3-leu2, y la cantidad de linalol y geraniol se
comparo tras 24 horas de cultivo en medio liquido YPD.

1.2.1.  Construccion de una bateria de plasmidos para la expresion de los
genes LIS de C. breweri y GES de O. basilicum en S. cerevisiae

Para la expresion de los genes LIS y GES en S. cerevisiae se utilizaron los
vectores YEplac195 y YlIplac211 (Gietz y Sugino, 1988), derivados de pUC19 y
pBR322, ambos portadores del gen URA3 para complementar la auxotrofia para
uracilo de las cepas ura3-. El fragmento de 3,8 kb que contiene el casete de expresion
TDH3 ::LIS::PGKI, obtenido por restriccion con las enzimas Pstl y Nael a partir
del plasmido pGI1-LIS (Herrero et al., 2008) se clono6 en el plasmido Ylplac211
previamente digerido con Ps#fl y Smal, obteniendo asi el plasmido integrativo
YIp211Lis (Figura 11). Por su parte, el casete de expresion ACT1 ,GES:HIS3, se
aislo del plasmido YEp181Ges como un fragmento de restriccion EcoRI de 2,8 kb
que se subclono en el plasmido Ylplac211 previamente linearizado con EcoRlI,
generandose asi el plasmido YIp211Ges (Figura 11). Por su parte, los plasmidos
episomales YEp195Lis y YEp195Ges (2u; URA3) se habian construido con
anterioridad (apartado I.1.1. de Resultados y Discusion - Figura 6).

Pstl EcoRI

TDH3, [Ncol/BspLU111]

Ylp211LIS YIp211GES

GES

7,6 kb LIS

6,6 kb

Stul URA3 [HindIl/EcoRI T4]
[Smal/Nael] EcoRI

Figura 11. Plasmidos integrativos generados para la obtencion de cepas de S. cerevisiae
que expresen los genes LIS de C. breweri y GES de O. basilicum. Los sitios de restriccion
empleados en las construcciones aparecen sefialados. Los corchetes indican sitios de
restriccion que desaparecen tras la ligacion.
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El plasmido YEp195Lis fue ademas modificado para incrementar el
numero de copias en que se mantiene dentro de la célula. Para ello el
fragmento de 1,6 kb correspondiente al marcador LEU2-d se aislo del
plasmido pAAS8 (Adam et al., 1995) por restriccién con las enzimas
HindIll y Smal, se trat6 con la polimerasa de ADN del bacteriofago
T4 y se separd mediante electroforesis en gel de agarosa. El fragmento
purificado se subclond en el vector YEp195Lis previamente digerido
con la enzima SstI y tratado con la ADN polimerasa del bacteridéfago
T4, generandose asi el plasmido YEp195Lis_leu2d (2u; URA3; LEU2-d)
(Figura 12). Un fragmento Pstl/Smal de 1,6 kb correspondiente al
marcador LEU2-d se aislo del plasmido pAAS8 y se ligo en el plasmido
YEplac195 previamente digerido con las mismas enzimas para construir
el plasmido YEp195leu2d (Figura 12).

YEp195leu2d

6.8 kb

Amp’

YEp195Lis YEp195Lis_leu2d

LIS

9,0 kb 10,7 kb

URAS

PGK1,
PGK1,

[Sstl T4/Smal]

[Smal/Nael]

Sstl [Sstl T4/HindIll T4] LEU2d

Figura 12. Plasmidos episomales para la obtencion de cepas de S. cerevisiae que expresen
el gen LIS de C. breweri. Los sitios de restriccion empleados en las construcciones
aparecen sefialados. Los corchetes indican sitios de restriccion que desaparecen tras la
ligacion.
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L.2.2.  Obtencion de cepas de S. cerevisiae que expresan el gen LIS de
C. breweri y el gen GES de O. basilicum desde distintos plasmidos
de expresion

LacepavinicaT, -4 se transform6 con los plasmidos YIp211Lisy YIp211Ges
linearizados con la enzima de restriccion Stul con el fin de obtener cepas de
S. cerevisiae con los genes LIS de C. breweri'y GES de O. basilicum integrados
en el locus URA3. Las cepas YR390 e YR391 (T, -4 YIp211Lis) se aislaron
en medio SD sin uracilo y la integracion del pldsmido en el locus URA3 se
comprobd por PCR con las parejas de oligonucledtidos ExtURAdir/YIp211rev
y ExtURArev/YIpLIS, que en las cepas transformantes amplifican regiones
de 1,2 kb correspondiente al extremo 5" y 2,8 kb correspondiente al extremo
3’ respectivamente. Las cepas YR393, YR394 e YR395 (T, -4 YIp211Ges) se
aislaron del mismo modo y la correcta integracion del plasmido se comprobo con
las parejas de oligonucledtidos ExtURAdir/YIp211rev y ExtURArev/YIpGES
que en las cepas transformantes amplifican regiones de 1,2 kb correspondiente
al extremo 5 y 2,9 kb correspondiente al extremo 3° respectivamente. El
plasmido control Ylplac211 linearizado con Stul se integré en la cepa T, -4 y se
aislo el transformante YR388, que se comprob6 genéticamente con las parejas
de oligonucleotidos ExtURAdir/YIp211rev y ExtURArev/YIp211dir que en las
cepas transformantes amplifican regiones correspondientes a los extremos 5’
y 37 de la insercion, de 1,2 y 1,7 kb respectivamente (Figura 13). Las cepas
derivadas de T, -4 que expresan las monoterpeno sintasas GES (YR377 e
YR378) y LIS (YR162 e YR154) desde plasmidos episomales multicopia se
generaron en el apartado 1.1.2.

T,5-4 Ylplac211
EXtURAdir Yip211dir
URA3 Amp’ > URA3
N— — — N— P
YIp211rev ExtURArev
T,5-4 YIp211Lis
ExtURAdir YipLIS
< URA3 { Amp’ >—1TDH3 [ LIS PGK1>—<URA3 F————
N «— : . -«
Yip211rev ExtURArev
T,5-4 YIp211Ges
EXURAdir YIpGES
{ URA3 [ amw >—{Acr1, [ cEs  [Hisg, URA3
N «— -«
Yip211rev ExtURArev

Figura 13. Esquema de las integraciones plasmidicas en el locus URA3 de la cepa T_.-4 de
S. cerevisiae. Los oligonucle6tidos utilizados para la comprobacion genética de las cepas
transformantes aparecen sefialados.
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Las cepas W303-1Ay T_, ura3-leu? se escogieron por ser auxotrofas para
uracilo y leucina (ura3-; leu2’) para ser transformadas con los plasmidos
YEp195leu2d y YEpl195Lis leu2d, generandose asi las cepas YR420
(W303-1A YEp195leu2d); YR275 e YR279 (W303-1A YEp195Lis_leu2d);
YR480 (T, -4 YEp195leu2d); YR484 ¢ YR485 (T -4 YEp195Lis_leu2d),
seleccionadas en medio carente de uracilo para favorecer la recuperacion
de los transformantes y mantenidas en ausencia de uracilo y leucina para
forzar el incremento del numero de copias del plasmido. Para confirmar que
la transformacion habia sido llevada a cabo con éxito, se recuperaron los
plasmidos de las cepas de levadura generadas y tras el analisis por restriccion
con HindlIll, Spel, Smal (YEp195Ges), Pcil (YEpl195leu2d) y EcoRI
(YEp195Lis_leu2d) se constat6 la ausencia de grandes reorganizaciones y se
procedio a su analisis fenotipico.

L1.2.3.  Produccion de monoterpenos de la cepa vinica T, -4 con los genes
LIS de C. breweri y GES de O. basilicum integrados en el locus
URA3

La integracion en el genoma de la levadura permitiria tanto la mejora de la
estabilidad del ADN introducido como la construccion de cepas transformadas
de forma GRAS para su aplicacion en procesos biotecnologicos como la
produccién de vino. Por ello, para comprobar si seria posible obtener cantidades
relevantes de monoterpenos con solo una copia del casete de expresion de la
monoterpeno sintasa integrada en el genoma de S. cerevisiae, la capacidad de
los transformantes YR390 ¢ YR391 (T_,-4 transformada con YIp211Lis) para
producir linalol se compard con la de la cepa YR154 (T -4 transformada con
YEp195Lis). La produccion de linalol en medio YPD de las cepas YR390 e
YR391 (media 6,8 + 1,6 png/L) portadoras del plasmido YIp211Lis integrado
en el locus URA3 fue 10 veces inferior a la obtenida con la cepa control
YR154, transformada con el pldsmido episomal multicopia YEp195Lis
(63,6 = 6,4 ng/L) (Figura 14A); lo que, teniendo en cuenta el umbral de
percepcion del linalol (Tabla 5) y la disminucion (3 veces) en la produccion
de linalol descrita previamente en procesos de microvinificacion frente a
condiciones de laboratorio (Herrero et al., 2008), dejaria la expresion del gen
LIS sin impacto perceptible sobre el aroma del vino. Por tanto, para confirmar
estos resultados y pensando en una posible aplicacion enologica se decidio
realizar un estudio similar utilizando el gen GES de O. basilicum; dado que la
cepa T ,-4 habia alcanzado una produccion de monoterpenos en medio liquido
YPD superior a los 9 mg/L cuando expresaba dicho gen desde el plasmido
episomal YEp195Ges (Tabla 9), y por tanto, aun produciéndose un descenso
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en la produccion, podrian llegar a alcanzarse cantidades de geraniol por
encima de su umbral de percepcion (Tabla 5). Los transformantes protdtrofos
para uracilo YR377 ¢ YR378 (T, ,-4 transformada con YEp195Ges), YR393,
YR394 ¢ YR395 (T ,-4 transformada con YIp211Ges) fueron cultivados en
medio liquido YPD y la produccion de geraniol y derivados fue comparada
a las 24 y 32 horas. Al igual que sucedi6 con las cepas productoras de
linalol, la produccion de las cepas portadoras del plasmido integrativo
YIp211Ges (YR393 1,35 + 0,07 mg/L; YR394 0,48 + 0,08 mg/L; YR395
4,12 + 1,24 mg/L) fue inferior a la obtenida con las cepas portadoras del
plasmido episomal YEp195Ges (YR377 8,45 += 1,61 mg/L; YR378
8,60 = 2,51 mg/L) (Figura 14B). Los resultados obtenidos confirmaron la
reduccion de la produccion de la cepa T, -4 cuando el casete de expresion de la
monoterpeno sintasa es integrado en un bajo niumero de copias en su genoma;
pero los valores de geraniol obtenidos continuaron siendo muy superiores a
los de linalol, no s6lo a los alcanzados al integrar el gen LIS, sino también a los
obtenidos con el plasmido episomal YEp195Lis. Por ello, se puede considerar a
la geraniol sintasa de O. basilicum como una buena candidata para la obtencion
de cepas consideradas GRAS para la producciéon de monoterpenos de novo
en procesos de vinificacion. La variabilidad observada en la produccion de
geraniol de las cepas transformadas con el plasmido YIp211Ges podria deberse
a eventos de recombinacion multiple en tandem, cuya aparicion no es inusual
al transformar S. cerevisiae por recombinaciéon homologa con fragmentos
lineales de ADN (Orr-Weaver y Szostak, 1983), lo cual sugeriria que en estas
condiciones la expresion de la geraniol sintasa es bastante sensible al nimero
de copias integradas en el genoma de la levadura T, ,-4.

A TDH3,::LIS:PGK1, B ACT1,:GES::HIS3,
70 =24h —10 =324h
60 4 =32h = Em32h
j (=]
S 50 4 E 81
% 40 8 6
T 30 1 ﬂé_ 4
3 20 A 2
10 ~ g 21
0 T T » = 0 r I—. B e
YR154 YR390 YR391 YR377 YR378 YR393 YR394 YR395
YEp195Lis Ylp211Lis YEp195Ges YIp211Ges

Figura 14. Produccion de monoterpenos en la cepa T -4 de S. cerevisiae. (A) Produccion de
linalol en cepas transformadas con los plasmidos YEp195Lis y YIp211Lis. (B) Produccién
de monoterpenoides totales en cepas transformadas con los plasmidos YEp195Ges y
YIp211Ges. Las muestras se recogieron a los tiempos indicados. Los resultados presentados
son la media y desviacion estdndar de al menos tres experimentos independientes.
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La produccion relativa de volatiles derivados de la produccion de novo
de geraniol (linalol, nerol, citronelol, geranil acetato y citronelil acetato),
mostro un patrén similar independientemente del plasmido utilizado y de las
concentraciones absolutas de geraniol (Tabla 10). Ademas, los sobrenadantes
de los cultivos realizados con el transformante YR388 (T ,-4 transformada
con YlIplac211) se analizaron para descartar la produccion basal de alguno
de estos compuestos y, tal como se esperaba, no se hallaron concentraciones
detectables de monoterpenos.

Todos los transformantes alcanzaron valores similares de DO, y sus tasas
de crecimiento fueron idénticas, lo cual indica que no existen efectos adversos
al crecimiento de la levadura debidos a la produccion de estos metabolitos ni a
la integracion de los plasmidos en el genoma de la levadura. La estabilidad de
los plasmidos fue evaluada a las 32 horas de cultivo en medio completo (cuando
la produccion de monoterpenos se ha estabilizado en torno a su valor maximo)
y alrededor del 90% de las células de levadura viables (unidades formadoras
de colonias en medio solido YPD) fueron capaces de formar también colonias
en placas de medio minimo SD sin uracilo tras 48 horas de incubacion a 30°C,
independientemente del plasmido utilizado para su transformacion. Estos
resultados demuestran que la integracion de los genes que codifican monoterpeno
sintasas es una estrategia viable para la produccion de monoterpenos en levadura,
pero el limitado nimero de copias integradas supone una reduccion significativa
en la capacidad de produccion de los mismos, que en casos como el de la expresion
del gen LIS de C. breweri puede carecer de utilidad por los bajos niveles de
produccion obtenidos. Por ello, se considerd que los plasmidos episomales de 2
se adecuaban mejor a la sobreproduccion de monoterpenos en S. cerevisiae.

L1.2.4.  Produccion de linalol en la cepa de laboratorio W303-1A4 con el
numero de copias del gen LIS incrementado por complementacion
con el marcador LEU2-d

Los resultados obtenidos al comparar la produccion de monoterpenos
obtenida con plasmidos integrativos y episomales sugieren que el nimero
de copias del gen heterdlogo influye notablemente en la capacidad de la
levadura para producir monoterpenos. Sin embargo, todavia no sabemos
si los plasmidos episomales con origen de replicacion de 2u son la mejor
opcidn para expresar monoterpeno sintasas de plantas en S. cerevisiae. Por
ello, el marcador de seleccion LEU2-d, que segun la bibliografia es capaz
de incrementar el nimero de copias del plasmido a 50-150 copias por célula
(Erhart y Hollenberg, 1983), se clono en el plasmido YEp195Lis generandose
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asiel plasmido YEp195Lis leu2d. La cepade laboratorio W303-1A, auxdtrofa
para uracilo y leucina se transformo con este plasmido y los transformantes
YR275 e YR279 se aislaron en medio minimo selectivo.

La produccion de linalol de estos transformantes se compar6 con la obtenida
en las cepas YR270 e YR272 (YEpl95Lis — media 11,09 + 2,31 ug/L),
observandose cantidades 3 veces superiores en las cepas transformadas con el
plasmido YEp195Lis leu2d (media 34,78 & 6,14 ng/L); no se hallaron cantidades
detectables de linalol en los sobrenadantes de los cultivos realizados con la cepa
control YR420 (YEp195leu2d). Las cepas YR275 e YR279 transformadas con el
plasmido YEp195Lis_leu2d crecen mas despacio y alcanzan valores de densidad
optica inferiores (~30%) que los de las cepas transformadas con el plasmido
YEp195Lis (Figura 15A); por lo que, al normalizar los valores de produccion
por la densidad Optica, el rendimiento en linalol de las cepas portadoras del
plasmido YEp195Lis leu2d alcanzo valores 5 veces superiores a los de las
cepas transformadas con el plasmido YEp195Lis (7,20 + 1,14 ug/L-DO, y
1,52+ 0,43 pg/L-DO, , respectivamente a las 24 horas de cultivo) (Figura 15B).

Estos resultados sugieren que el elevado niimero de copias del plasmido
podria estar afectando a la capacidad de la levadura para dividirse. También
podria ser que la monoterpeno sintasa esté limitando la sintesis de esteroles
al competir por un intermediario de la ruta de sintesis de ergosterol o que el
defecto en el crecimiento se deba a una combinacion de estos y otros factores
no controlados. En cualquier caso resulta evidente que el incremento del
numero de copias de los genes que codifican monoterpeno sintasas permite
un mejor aprovechamiento del GPP disponible en la levadura.

J24h

-

Crecimiento (DOgy)
Linalol (pg/L:DOgy)

Jf |

0 10 20 30 40 50 YR270  YR272  YR275  YR279
Tiempo (h) YEp195Lis YEp195Lis_leu2d

Figura 15. Produccién de monoterpenos en la cepa W303-1A de S. cerevisiae transformada
con los plasmidos YEp195Lis y YEp195Lis_leu2d. (A) Curvas de crecimiento de las cepas
YR270 e YR272 (YEp195Lis - linea continua) y las cepas YR275 ¢ YR279 (YEp195Lis_
leu2d - linea discontinua). Estos cultivos se utilizaron para la cuantificacion de linalol. (B)
Rendimiento de la produccion de linalol de las cepas ensayadas en el panel A a las 24 horas
de cultivo. Los resultados presentados corresponden a la media y desviacion estandar de al
menos tres experimentos independientes.
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L2.5.  Produccion de linalol en cepas derivadas de T,, con el numero
de copias del gen LIS incrementado por complementacion con el
marcador LEU2-d

La levadura vinica T, resulté ser la mejor hospedadora para la produccion
de monoterpenos (Figura 7), por eso se decidi6 estudiar si la mejora obtenida
al complementar la auxotrofia para leucina con el marcador LEU2-d en la cepa
W303-1A se produce también en esta cepa vinica. Para ello, la cepa T, ura3-leu2
se transformo con el plasmido YEp195Lis_leu2d. La produccion de linalol de los
transformantes YR484 e YR485 (112,17 £10,75 pg/Ly 119,88 £ 10,21 pg/L) se
compar6 con la de los transformantes YR154 (YEp195Lis - 62,23 + 4,33ug/L),
YR390 e YR391 (YIp211Lis - 5,34 + 0,56 pg/L y 8,26 + 0,65 ng/L) (Figura
16A). Se observo un incremento significativo de la cantidad de linalol producida
conforme se incrementaba la dosis del gen codificante de la linalol sintasa, las cepas
complementadas con el marcador LEU2-d mostraron una produccion 2 veces mayor
que la obtenida con las cepas portadoras del plasmido episomal YEp195Lis, y 20
veces mayor a la obtenida con el plasmido integrativo YIp211Lis; la cepa control
YR480 (YEp195leu2d) no fue capaz de producir linalol en los ensayos realizados,
confirmando que el incremento observado en la concentracion de este compuesto
deriva especificamente del aumento del niimero de copias del gen LIS provocado
por la complementacion con el alelo LEUZ2-d.

Tal y como se ha descrito para la cepa de laboratorio W303-1A, los
transformantes de la cepa T_, ura3-leu2 portadores del plasmido YEp195Lis_
leu2d mostraron una capacidad de crecimiento reducida (Figura 16B), aunque
en este caso los valores de densidad Optica a las 24 horas estuvieron tinicamente
un 10% por debajo del crecimiento normal, por lo que al normalizar la
produccion por estos valores de crecimiento, la mejora en el rendimiento
de las cepas transformadas con el plasmido YEp195Lis_leu2d (8,45 + 0,86
ng/L-DO,, ) fue muy similar a la establecida para la produccion absoluta,
situdndose en torno al doble del obtenido con YEp195Lis (4,14 + 0,23
ng/L-DO,,) vy unas 20 veces superior al de las cepas con el plasmido
YIp211Lis integrado en el locus URA3 (0,46 + 0,10 pg/L-DO,,,).

Este resultado confirma el hecho de que la complementacion con un
marcador de seleccion débil, y como consecuencia el incremento del nimero
de copias que ello conlleva, es una buena estrategia para sobreproducir
monoterpenos en S. cerevisiae. Aunque el incremento observado en la cepa
T, es inferior al observado para la cepa de laboratorio W303-1A, éste sigue
siendo cuantioso y la cepa vinica ha mostrado ademas una mejor adaptacion
a la complementacion con el alelo LEU2-d.
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Figura 16. Produccion de monoterpenos en cepas de S. cerevisiae derivadas de T,
portadoras de los plasmidos YIp211Lis, YEp195Lis y YEp195Lis_leu2d. (A) Diagrama de
la produccioén de linalol en las cepas que expresan el gen LIS desde diferentes plasmidos. Las
muestras se recogieron a los tiempos indicados. Los resultados presentados corresponden a
la media y desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes. (B) Curvas de
crecimiento de las cepas T,,-4 y T, ura3-leu2 transformada con los plasmidos YEp195Lis
(linea continua) y YEp195Lis_leu2d (linea discontinua) respectivamente. Estos cultivos se
utilizaron para la cuantificacion de linalol.

Teniendo en cuenta los resultados aqui presentados se puede decir que
existe una relacion entre la produccion heterdloga de monoterpenos en
S. cerevisiae y el plasmido seleccionado para la expresion de la monoterpeno
sintasa de interés. Estos resultados estan ademds en consonancia con los
citados anteriormente para las actividades [3-galactosidasa y B-glucuronidasa
(Mumberg et al., 1995; Nacken et al., 1996) y para la produccién del
sesquiterpeno amorfadieno y el 4cido artemisinico (Lindahl ez al., 2006; Ro et
al., 2008). El hecho de que los resultados obtenidos hayan seguido el mismo
patrén independientemente de la cepa, monoterpeno sintasa o promotor
refuerza la idea de que el plasmido de expresion es un factor a tener en cuenta
a la hora de disefiar estrategias para la sobreproduccion de monoterpenos en
levadura. Los plasmidos episomales (2u; URA3) fueron seleccionados como
modelo para el desarrollo de estrategias de ingenieria metabolica porque
mostraron ser los mas completos a la hora de alcanzar un compromiso entre
los niveles de produccion de monoterpenos y el correcto desarrollo de las
funciones celulares. Esto no significa que, de cara a una posible aplicacion
industrial, no exista la posibilidad de generar cepas GRAS por integracion
simple en el caso de monoterpeno sintasas cuya produccion sea suficiente
como la geraniol sintasa de O. basilicum, y deja abierta la opcidon de generar
cepas GRAS mediante integraciones multiples en las secuencias repetitivas de
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ADN ribosomal, pudiendo utilizarse ademas un marcador de complementacion
débil para asegurar un elevado niimero de copias (Lopes ef al., 1989; Nieto
et al., 1999) de aquellas monoterpeno sintasas cuya produccion se encuentre
comprometida como en el caso de la linalol sintasa de C. breweri.
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II. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE MONOTERPENOS
MEDIANTE TECNICAS DE INGENIERIA METABOLICA

II.1. Sobreexpresion de la region catalitica de la enzima Hmg1p

Sinopsis

La sobreexpresion desregulada de una version truncada del gen
HMG1 de S. cerevisiae, que codifica la region catalitica de la enzima
Hmg1p (3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A reductasa), se utilizo
para incrementar el flujo a través de la ruta MVA en cepas que
expresan el gen LIS de C. breweri. Tanto en la cepa de laboratorio
BQS252Lis como en la cepa vinica T, -4 Lis se consiguio incrementar
la cantidad de linalol producida (1,5 y 2 veces respectivamente) en
comparacion con las cantidades obtenidas en los ensayos realizados
con sus correspondientes cepas control.

Antecedentes

El principal punto de control de la ruta MVA en muchos organismos,
entre los que se incluyen las levaduras, es la formacion del acido mevalonico
(MVA) a partir del HMG-CoA (Figura 2). En S. cerevisiae, esta reaccion esté
catalizada por las enzimas Hmglp y Hmg2p (Hampton et al., 1996; Maury
et al., 2005), codificadas por los genes HMGI y HMG?2 respectivamente
(Basson et al., 1986; Basson et al, 1988). Cada una de las dos enzimas
puede sustituir a la otra (Basson ef al., 1986) y la proteina Hmglp es mas
estable (Hampton y Rine, 1994; Hampton ef al., 1996). Para equilibrar la
produccion de isoprenoides de acuerdo con las necesidades celulares, la
expresion y actividad celular de estas enzimas estd regulada a varios niveles
que incluyen transcripcional, traduccional y postraduccional (revisado en
Hampton et al., 1996; Panda y Devi, 2004), que de manera coordinada
modulan sus tasas de sintesis y degradacion. Asi por ejemplo, cuando se
reduce el flujo de la ruta, la actividad HMGR se ve incrementada y viceversa.
Las HMGR de levaduras, al igual que las del resto de eucariotas, poseen
dos dominios estructurales (Liscum ef al., 1985): una region catalitica en el
extremo C-terminal conectada por un ‘linker’ a la regién N-terminal, que es
la encargada de anclar la enzima al reticulo endopldsmico a través de varios
dominios transmembrana localizados entre los aminoacidos 1-523 en Hmglp
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y 1-522 en Hmg2p (Basson et al., 1988; Wright et al., 1988; Sengstag et al.,
1990). Estos dominios transmembrana no se requieren para la catalisis, pero
son necesarios para la degradacion de la enzima (Nakanishi ef al., 1988;
Hampton y Rine, 1994; Gardner et al., 1998). La expresion del gen HMGI
se induce durante el crecimiento aerébico mediante el factor de transcripcion
Haplp dando lugar a un incremento de la actividad HMGR (Hampton et
al., 1996). Ademas, la sintesis de la proteina Hmglp esta retroinhibida a
nivel postranscripcional por el mevalonato y/o sus derivados, siendo para
ello necesaria la presencia de una secuencia no codificante en la region
promotora del gen HMG1 (Dimster-Denk et al., 1994; Burg y Espenshade,
2011); las células que se mantienen en medio pobre en mevalonato acumulan
la enzima Hmg1p sin que se aprecien alteraciones en la cantidad de transcrito,
aumentando en consecuencia la actividad HMGR (Dimster-Denk et al.,
1994). En cuanto a la regulacion postraduccional de la actividad HMGR, la
isoenzima Hmg2p es rapidamente marcada para su degradacion cuando se
acumulan derivados del acido mevalonico, mientras que la enzima Hmglp
es mucho mas estable (Hampton y Rine, 1994).

Ademas, la sobreexpresion de la forma silvestre de Hmglp estimula
la formacion de agregados de membrana alrededor del nucleo celular
llamados ‘karmellae’ (Wright et al., 1988), que influyen negativamente en
el crecimiento de la levadura. Por otra parte, la sobreexpresion de un alelo
modificado del gen HMG1 (_hmgl, que codifica el dominio catalitico de
la isoenzima HMG-CoA reductasa 1 o  Hmglp a partir del aminoacido
Asp531) se ha empleado con éxito en S. cerevisiae para incrementar el flujo
de la ruta MVA y mejorar asi la produccion de escualeno (intermediario de
la ruta de sintesis de ergosterol) y amorfadieno (sesquiterpeno precursor
de la droga antimalaria artemisina) (Donald et al., 1997; Polakowski et al.,
1998; Ro et al., 2006), y también para mejorar la produccion de carotenos en
Candida utilis y Neurospora crassa (Shimada et al., 1998; Wang, 2002). Sin
embargo, estos resultados no garantizan que la coexpresion del alelo _ hmgl
y de los genes que codifican monoterpeno sintasas derive en la mejora de la
produccion de monoterpenos, puesto que la sobreexpresion de dicho alelo
ha resultado ser ineficaz en estrategias de mejora de cepas productoras del
sesquiterpeno epi-cedrol (Jackson et al., 2003) y del triterpeno B-amirina
(Kirby et al., 2008). Ademads, algunas estrategias que resultaron eficaces
en cepas de laboratorio han fallado al ser aplicadas en cepas industriales
(Donalies et al., 2008). Si consideramos esto, junto con el hecho de que el
GPP en la levadura es un intermediario transitorio de la reaccion secuencial
catalizada por la enzima FPPS, es dificil predecir si la sobreexpresion de
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una forma desregulada de la enzima Hmglp seria capaz de aumentar la
disponibilidad de GPP en S. cerevisiae y como consecuencia la produccion
de monoterpenos.

Por todo ello, y con objeto de mejorar la capacidad de S. cerevisiae para
producir monoterpenos, se estudié la influencia de la sintesis de mevalonato
en la capacidad productora de las cepas de laboratorio BQS252 y vinica
T, ,-4. Para estos estudios se seleccion6 la S-linalol sintasa de C. breweri
como prototipo de monoterpeno sintasa. Para evitar tanto la regulacion
transcripcional y postranscripcional como la formacion de ‘karmellae’, se
expresd una forma de la enzima Hmglp -que trunca los 530 aminoacidos
correspondientes al extremo N-terminal de la proteina- bajo el control del
promotor del gen PGKI; el terminador del gen CYCI se selecciond para
determinar el fin de la transcripcion.

I.1.1.  Construccion de plasmidos para la coexpresion del alelo [ hmgl y
el gen LIS de C. breweri en S. cerevisiae

Para conseguir desregular el gen HMGI y evitar posibles fenomenos
de recombinacidén entre secuencias repetidas en tdndem (secuencias
promotoras o terminadoras), que pudieran ocasionar la excision de
secuencias de interés (Romanos et al., 1992), el alelo  hmgl (codifica
una proteina soluble con un codon de inicio artificial previo al residuo
Asp531 de la enzima silvestre Hmglp) se clond bajo el control del
promotor de expresion fuerte y constitutiva del gen PGKI (codifica
3-fosfoglicerato kinasa en S. cerevisiae) y el terminador del gen CYC/
(codifica citocromo C en S. cerevisiae). Las tres secuencias de ADN se
amplificaron por PCR con las parejas de oligonucleotidos tHMGR-ATG/
tHMGR-STOP; PGKIlp-upper/PGKlIp-lower y CYClt-upper/CYCIt-
lower respectivamente (Tabla 8), utilizando como molde ADN gendémico de
la cepa de S. cerevisiae FY 1679 (derivada de la cepa de referencia S288C)
y se subclonaron independientemente en el plasmido pGEM-T Easy. Tras
comprobar su secuencia utilizando como cebadores los oligonucleotidos
UNI, REV y HMG-seq (Tabla 8), el fragmento de 1,6 kb correspondiente
al alelo  hmgl se aislé por restriccion con las enzimas BamHI y Ncol,
el fragmento de 1,5 kb correspondiente al promotor PGKI | se obtuvo
con las enzimas Ncol y Sall, y ambos fragmentos de ADN se ligaron en
el plasmido YEplac195 previamente digerido con BamHI y Sall, dando
lugar al plasmido intermedio YEp195PGK Hmg. El casete de expresion
PGK]p::Cajziv1g]::CYC’1t se completo ligando el fragmento de 0,3 kb del
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terminador CYCI, obtenido tras la digestion con las enzimas BamHI y
EcoRlI en el plasmido YEp195PGK Hmg previamente digerido con estas
mismas enzimas. Se obtuvo asi el plasmido YEp195Hmg (Figura 17).

El fragmento Pstl-Nael de 3,8 kb que contiene TDH3 ::LIS::PGK1I,
obtenido por restriccion a partir del plasmido pG1-LIS (Herrero et al., 2008),
se subclono en el plasmido YEp195Hmg previamente digerido con Sall, ambos
fragmentos fueron tratados con la ADN polimerasa del bacteriéfago T4 para
hacer compatibles sus extremos, y se obtuvo asi el plasmido YEp195Lis
Hmg (Figura 17) utilizado para coexpresar el gen LIS y el alelo _ hmgl en
S. cerevisiae.

[Sall T4/Nael T4]

Amp' LIS

YEp195Lis_Hmg

12,4 kb TDH3,

cvcr, ©

cathmg1

URA3

[Sall TA/Pst T4]

Figura 17. Plasmidos construidos para la obtencion de cepas de S. cerevisiae que
coexpresen el alelo  imgl y el gen LIS de C. breweri. Los sitios de restriccion empleados
en las construcciones aparecen seflalados. Los corchetes indican sitios de restriccion que
desaparecen tras la ligacion.

I1.1.2.  Obtencion de cepas de S. cerevisiae que coexpresan el alelo , hmgl
yel gen LIS de C. breweri

La cepa de laboratorio BQS252 y la cepa vinica T -4 se seleccionaron
para ser transformadas con los plasmidos YEp195Hmg y YEp195Lis Hmg,
los transformantes prototrofos para uracilo fueron seleccionados en medio
minimo SD y se aislaron las cepas YR176 (BQS252 YEp195Hmg); YR191
¢ YR192 (BQS252 YEp195Lis_Hmg); YR166 (T -4 YEp195Hmg); YR168
¢ YR169 (T -4 YEp195Lis_Hmg). Para confirmar que la transformacion
habia sido llevada a cabo con éxito, se recuperaron los plasmidos de éstas y
tras el analisis por restriccion con las enzimas Pvul (YEp195Hmg) y Hindlll
(YEp195Lis_ Hmg) se constato la ausencia de grandes reorganizaciones y se
procedi6 a su analisis fenotipico.
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11.1.3. Produccion de monoterpenos en cepas derivadas de BQS252
Yy T,-4 que sobreexpresan el alelo  Zhmgl y el gen LIS de
C. breweri

Para determinar el efecto de sobreexpresar el alelo hmgl sobre la
sintesis de monoterpenos, la cinética de produccion de linalol en medio rico
YPD de las cepas recombinantes YR191 e YR192 (derivadas de BQS252),
YR168 ¢ YR169 (derivadas de T,,-4) se comparé con la obtenida utilizando
sus respectivas cepas control YR175 (BQS252Lis) e YR162 (T ,-4Lis), que
expresan Unicamente la S-linalol sintasa de C. breweri. En la Figura 18B se
muestra como la coexpresion del alelo  hmgl 'y el gen LIS en T, -4 deriva
en una produccion media de linalol de 132,66 + 24,72 pg/L a las 32 horas
de cultivo, 2 veces por encima de los valores obtenidos en la cepa control
YR162 (65,06 £ 8,46 pg/L). Por su parte, los transformantes derivados de la
cepa BQS252 alcanzaron un valor medio de 30,19 + 3,88 pug/L (Figura 18C),
lo que supone un incremento del 50% respecto a la produccion obtenida en
la cepa control YR175 (19,98 + 2,88 ng/L). Estos resultados indican que la
sobreexpresion del alelo  hmgl es capaz de incrementar por si misma la
capacidad para producir monoterpenos tanto de cepas de laboratorio como de
cepas vinicas de S. cerevisiae.
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Figura 18. Incremento de la produccion de linalol mediante la sobreexpresion de , Hmglp.
(A) Diagrama esquematico de las construcciones presentes en los plasmidos utilizados para
transformar S. cerevisiae. (B) y (C) Cinética del linalol acumulado en los sobrenadantes de
los caldos de cultivo de la cepa control y dos transformantes independientes. Las muestras se
tomaron a los tiempos indicados y las barras de error representan la desviacion estandar de al
menos tres experimentos independientes.
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La diferencia observada en la mejora obtenida en las cepas BQS252Lis
Hmgy T ,-4Lis_Hmg (1,5x y 2x respectivamente) podria estar relacionada
con la cinética de produccion de estas cepas. Mientras que los valores de
produccion de las cepas YR191 e YR192 alcanzaron su nivel maximo
a las 20 horas de cultivo, tal como ocurre en las cepas BQS252Lis y
T, ,-4Lis; en el caso de las cepas T, ,-4Lis_Hmg estos valores siguieron
aumentando a lo largo del tiempo de ensayo (Figura 18B); lo que sugiere
que en este fondo genético la sobreexpresion del alelo  imgl podria
estar prolongando en el tiempo la disponibilidad de GPP. No se detecto
linalol en las cepas YR176 (BQS252Hmg) o YR166 (T ,-4Hmg) que
sobreexpresan el alelo  imgl en ausencia de la linalol sintasa. Todos los
transformantes alcanzaron valores de densidad Optica similares a los de
sus respectivas cepas control (YR175 e YR162) y sus tasas de crecimiento
fueron idénticas (Figura 19A), lo cual indica que ni las cantidades de linalol
ni las modificaciones introducidas en la ruta MVA tienen efectos adversos
sobre el crecimiento de S. cerevisiae en estas condiciones. La eficiencia de
la expresion del gen LIS, cuyo ARNm se detectd por el método northern
con la sonda de 1,1 kb generada con los oligonucle6tidos LIS-A y LIS-B,
no se vio alterada por la coexpresion del alelo  imgl (Figura 19B), por lo
que el incremento observado en los niveles de linalol producidos no puede
deberse a una mayor expresion del gen LIS en las cepas que coexpresan el
alelo  hmgl.
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Figura 19. Efecto de la sobreexpresion del alelo  smgl en cepas que expresan el gen LIS de
C. breweri. (A) Curvas de crecimiento de las cepas BQS252 (linea continua) y T, -4 (linea
discontinua) transformadas con los plasmidos YEp195Lis (YR162; YR175) y YEp195Lis
Hmg (YR168; YR169; YR191; YR192). Estos cultivos se utilizaron para la cuantificacion de
linalol. (B) Analisis northern de la expresion del gen LIS en levaduras transgénicas (24 horas).
Se muestra el ARNr como control de carga y las cepas YR176 e YR166 (YEp195Hmg) como
control negativo.
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Todos estos resultados sugieren que la disponibilidad de GPP aumenta
en ambos fondos genéticos como consecuencia de la sobreproduccion de
la proteina  Hmglp y que las cepas recombinantes derivadas de la cepa
vinica T_,-4 presentan una ventana de produccién mas amplia en la cual el
GPP se encuentra disponible para la produccién de monoterpenos. Algunos
trabajos habian mostrado previamente incrementos de entre 10 y 40 veces
en la produccion de escualeno al sobreexpresar el dominio catalitico de
Hmglp (Donald et al., 1997; Polakowski et al., 1998), sin embargo nuestros
resultados muestran un incremento moderado de la produccién de linalol, lo
que sugiere que las enzimas implicadas en la ruta de sintesis de ergosterol
como la FPPS podrian tener una mayor afinidad por el GPP que la linalol
sintasa expresada.

I1.2. Caracterizacion del efecto que tiene la sobreexpresion del gen IDI1
sobre la produccion heterologa de monoterpenos en S. cerevisiae

Sinopsis

La isopentenil pirofosfato isomerasa, codificada por el gen IDI1
en S. cerevisiae, cataliza la interconversion de IPP y DMAPP,
que son los ‘bloques’ de 5 atomos de carbono (C5) a partir de los
cuales se generan todos los isoprenoides (terpenoides), incluidos
los monoterpenos. La sobreexpresion de este gen en cepas vinicas,
derivadas de T_,-4, que expresan diferentes monoterpeno sintasas
(geraniol sintasa y linalol sintasa) resulté tener un efecto positivo
en la produccion de monoterpenos, alcanzando valores de
12,99 + 1,92 mg/L de geraniol y 178,83 + 31,98 pg/L de linalol; lo
que supone mejorar 1,5 y 3 veces la produccion de las cepas que
tinicamente expresaban la monoterpeno sintasa correspondiente.
Asimismo, la delecion del gen MODS5 (codifica IPP transferasa,
necesaria para la isopentenilacion de los ARNt) en las cepas que
sobreexpresan simultaneamente los genes IDI1 y LIS no sirvié para
mejorar aiin mas la produccion de linalol.

El alelo _ hmgl, capaz de duplicar la produccion de linalol, se
sobreexpreso en la cepa T_.-4 junto con los genes IDI1 y LIS para
tratar de incrementar en mayor medida dicha produccién. Sin
embargo, la combinacion de estas estrategias no result6 efectiva en
las condiciones ensayadas, y la cantidad de linalol obtenida se situé
en niveles similares a los de las cepas que sobreexpresan inicamente
el alelo _ himgl junto con el gen LIS.
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Antecedentes

El principal precursor de los monoterpenos, el GPP, se forma mediante la
reaccion de condensacion de una molécula de isopentenil pirofosfato (IPP)
con una de dimetilalil pirofosfato (DMAPP), las unidades basicas para la
sintesis de isoprenoides. El GPP es posteriormente condensado con una
nueva molécula de IPP para producir FPP, y éste se condensa de nuevo con
otra molécula de IPP para producir GGPP (Figura 3). En S. cerevisiae, el
gen esencial /DI] (codifica IPP isomerasa; IPPI) cataliza la isomerizacion
reversible de IPP y DMAPP (Anderson, Muehlbacher et al., 1989). Ademas,
mientras que las plantas tienen una actividad GPP sintasa (GPPS) que cataliza
especificamente la sintesis de GPP, en S. cerevisiae ambas reacciones de
condensacion son catalizadas por la FPP sintasa (FPPS) codificada por el
gen esencial ERG20 (Anderson, Yarger et al., 1989). A diferencia de otras
enzimas de la ruta de sintesis de isoprenoides (MVA), la regulacion de la
sintesis y actividad de la enzima IPPI en S. cerevisiae no se conoce en
profundidad, y cuando se comenz6 este estudio no existian evidencias del
efecto que tendria la manipulacion de su expresion sobre la produccion
heterdloga de monoterpenos u otros terpenoides en este microorganismo,
por lo que los efectos derivados de la sobreexpresion del gen IDI] eran
dificiles de anticipar. No obstante, teniendo en cuenta la implicacion de IPP
y DMAPP tanto en la sintesis como en el consumo de GPP, y su utilizacion
en otras reacciones, modular el balance de estos isomeros haciendo la
reaccion de isomerizacion mas eficaz podria ser interesante para mejorar
la disponibilidad de GPP y aumentar asi la produccion de monoterpenos
heterdlogos en S. cerevisiae; tal como ocurri6 al sobreexpresar esta actividad
en E. coli para la produccion de sesquiterpenos (farnesol), diterpenos
(geranilgeraniol) y carotenos (B-caroteno; licopeno; zeaxantina) (Albrecht
et al., 1999; Kajiwara et al., 1997; Ohto et al., 2009).

Otra posible estrategia, relacionada con la anterior, para incrementar la
produccion de monoterpenos seria limitar la utilizaciéon de estos prenil
difosfatos en reacciones no esenciales. En S. cerevisiae, algunos estudios
sugieren que podria existir una competencia entre la formacion de GPP y la
modificacion de los ARNt (Benko et al., 2000; Kaminska et al., 2002), esta
ultima catalizada por la IPP transferasa Mod5p (Dihanich et al., 1987), que
también utiliza DMAPP como sustrato para la isopentenilacion de moléculas
citosolicas y mitocondriales de ARN de transferencia; y por tanto, esta
ramificacion de la ruta podria estar limitando el uso de los prenil difosfatos
(C5) para la sintesis de GPP. Dado que los mutantes de pérdida de funcion en
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este gen (mod5A) son viables, se decidi6 estudiar si la delecion del gen MODS
tenia un efecto positivo sobre la disponibilidad de GPP y en consecuencia
sobre la produccion de monoterpenos.

La eliminacion y/o represion de reacciones competidoras es una practica
habitual que ha mostrado ser efectiva en estrategias de sobreproduccion de
terpenoides, como por ejemplo la represion de la expresion de la escualeno
sintasa (codificada por ERGY) para redirigir el FPP, que de forma natural se
incorporaria a la biosintesis de esteroles, hacia la sintesis de sesquiterpenos
(Asadollahi et al., 2010; Ro et al., 2006). Ademas, la modificacion de mas
de un paso de la ruta ha sido determinante en algunos estudios para mejorar
la produccion de determinados terpenos como en el caso de la produccion
de amorfadieno en S. cerevisiae, donde la represion del gen ERGY en cepas
que sobreexpresan la region catalitica de la enzima Hmglp resultd en un
mayor incremento de la produccion de este sesquiterpeno (Ro et al., 2006).
Resultados como este sugieren que la coexpresion del alelo  smgl y del gen
IDI1 en cepas productoras de monoterpenos podria dar lugar a una produccion
superior a la conseguida al introducir cada una de estas modificaciones de
forma independiente.

Por todo ello, con objeto de averiguar la importancia de la isomerizacion
de IPP en DMAPP y tratar de mejorar la produccion de monoterpenos, se
estudi6 el efecto derivado de la sobreexpresion del gen /DI, la delecion
del gen MODS3 y la sobreexpresion del alelo  Amgl junto con el gen IDI1
sobre la capacidad productora de S. cerevisiae. Estas estrategias se llevaron
a cabo tanto en la cepa vinica T, ,-4, por su mayor capacidad para producir
monoterpenos heterdlogos, como en la cepa de laboratorio BY4741, por
ser el parental de la cepa Y07332 (mod5A), y utilizando la S-linalol sintasa
de C. breweri y la geraniol sintasa de O. basilicum como prototipo de
monoterpeno sintasas.

I1.2.1. Construccion de plasmidos para sobreexpresar en S. cerevisiae
el gen IDII junto con los genes LIS o GES, con y sin el alelo
hmgl
cat

Para construir los plasmidos YEpl195Lis Idi y YEpl95Lis Idi
Hmg (Figura 20), en primer lugar se amplificé un fragmento de 1,9 kb
correspondiente a la ORF del gen /DI/ flanqueada por sus propias regiones
reguladoras (0,8 kb IDII ;0,25 kb IDI1). Los oligonucleotidos Idil_prom
e Idil ter, que contienen sitios artificiales de reconocimiento para la
enzima Pstl, se utilizaron en la reaccion de PCR realizada a partir de ADN
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genomico de la levadura de laboratorio FY 1679, derivada de la cepa de
referencia S288C. El amplicon fue sometido a restriccion con la enzima
Pstl'y clonado en los plasmidos YEp195Lis y YEp195Lis_ Hmg (Figuras 6
y 17 respectivamente) previamente linearizados con la misma enzima, y los
plasmidos resultantes fueron secuenciados utilizando los oligonucleo6tidos
IDIdirter, IDIrevpro e IDIrevATG (Tabla 8) para confirmar la ausencia de
posibles mutaciones introducidas en la reaccion de PCR. Este fragmento
de 1,9 kb se aislo posteriormente del plasmido YEp195Lis Idi por
restriccion con Pstl y se subclono en los plasmidos YEplac195 (Gietz y
Sugino, 1988) digerido con Pstl y YEp195Ges (Figura 6) digerido con
Sdal, generando los vectores de expresion YEp195Ges Idi y YEp195Idi
respectivamente (Figura 20).

Amp’

YEp195Idi

URA3 TDH3,
11,0 kb

YEp195Lis_ldi ‘

7,2 kb

Amp’

PGK1,

YEp195CGes_ldi YEp195Lis_Idi_Hmg

HIS3,

URA3

10,0 kb 14,4 kb LIS

GES

2u ACT1,

cathmg1

Figura 20. Plasmidos construidos para la obtencion de cepas de S. cerevisiae que sobreexpresen
el genIDI1, el alelo _ hmgl, €l gen LIS de C. breweri'y el gen GES de O. basilicum. Los sitios
de restriccion empleados en las construcciones aparecen senalados. Los corchetes indican
sitios de restriccion que desaparecen tras la ligacion.
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11.2.2. Obtencion de cepas de S. cerevisiae que coexpresan el gen IDII y
los genes LIS o GES, en presencia o ausencia del alelo , hmgl

LascepasdelaboratorioBY4741eY07332(BY4741 mod5A)setransformaron
con los plasmidos YEp195Lis y YEp195Lis _Idi para estudiar si la eliminacion
del gen MOD5 es una estrategia valida para mejorar la produccion heterologa
de monoterpenos en S. cerevisiae. Las cepas YR444 (BY4741 YEp195Lis);
YR448 (BY4741 YEp195Lis Idi); YR452 e YR453 (Y07332 YEp195Lis);
YR456 e YR457 (Y07332 YEp195Lis_Idi) fueron aisladas en medio minimo
sin uracilo y seleccionadas para la realizacion de los ensayos de produccion;
la cepa BY4741 se transformo a su vez con los plasmidos control YEplac195
y YEp1951di obteniéndose asi las cepas YR442 e YR446 respectivamente.
Asimismo, la cepa vinica T -4 se incluy6 en el estudio por su potencial para
producir monoterpenos y su posible aplicacion en fermentaciones vinicas
industriales. Para ello, esta cepa se transformo con los plasmidos descritos en el
apartado anterior (Figura 20), y las siguientes cepas -prototrofas para uracilo-
fueron seleccionadas: YR385 (YEp195Idi), YR332 e YR334 (YEp195Lis_Idi),
YR379 e YR380 (YEp195Ges_Idi), YR337 e YR338 (YEp195Lis Idi Hmg).
Para confirmar que la transformacion habia sido llevada a cabo con éxito, se
recuperaron los plasmidos de todas las cepas generadas y tras el andlisis por
restriccion con Ncol (YEpl1951di, YEp195Lis Idi, YEp195Lis Idi Hmg),
Hindlll (YEp195Lis), y Asp718, Pstl y Ncol (YEp195Ges Idi) se volvio a
comprobar la orientacién de los insertos, se constatd la ausencia de grandes
reorganizaciones y se procedio al andlisis fenotipico.

11.2.3. La sobreexpresion del gen IDII incrementa la produccion de
linalol en la cepa de laboratorio BY4741Lis

Puesto que varias enzimas pueden competir con FPPS por IPP y DMAPP,
se decidi6 en primer lugar sobreexpresar en la cepa de laboratorio, derivada
de S288C, BY4741 (MATa; his3Al; leu2AO; metl1 5SA0; ura3A0 - Brachmann
et al., 1998) la region codificante del gen IDII -bajo el control de su propio
promotor- junto con el casete de expresion del gen LIS (TDH3p::L1S: :PGK1)
con el fin de elucidar si esta modificacion es, en si misma, capaz de mejorar la
produccion de monoterpenos. La produccion de linalol en los transformantes
YR444 (YEp195Lis) e YR448 (YEp195Lis_Idi) fue evaluada a las 24 horas
de cultivo en medio liquido YPD (Figura 21A) y los datos obtenidos tras su
cuantificacion mostraron que la cantidad de linalol excretada por la cepa YR448
(60,39 £ 6,22 ng/L) triplicaba (~3,3x) a la de la cepa YR444 (18,33 + 1,95 pug/L),
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que no sobreexpresa /DI1; lo que indica que la reaccion de isomerizacion entre
IPP y DMAPP es limitante para la produccion heterdloga de monoterpenos en
levaduras. Estos resultados estan en consonancia con los obtenidos por otros
grupos al sobreexpresar esta actividad en E.coli, donde consiguieron incrementar
la produccion de los carotenos astaxantina y licopeno (Wang et al., 1999; Rad
et al., 2012), y son también respaldados por los ensayos realizados por otros
investigadores en paralelo al desarrollo de este trabajo, en los que la produccion
del monoterpeno cineol era incrementada por la sobreexpresion del gen IDI]
bajo el control del promotor regulable del gen GALI (Ignea et al., 2011).
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Figura 21. Efecto de la sobreexpresion del gen /D11, con o sin la delecion del gen MODS,
en el fondo genético BY4741Lis. (A) Produccion de linalol en las cepas BY4741Lis y
BY4741Lis_Idi. (B) Cinética de crecimiento de las cepas BY4741 (linea continua) e Y07332
(linea discontinua) transformadas con los plasmidos YEp195Lis y YEp195Lis_Idi. Estos
cultivos se utilizaron para la cuantificacion de linalol. (C) Productividad por célula de las
cepas BY4741 e Y07332 transformadas con los plasmidos YEp195Lis y YEp195Lis Idi.
Las muestras se tomaron a las 24 horas de cultivo en medio liquido YPD y los valores
representados corresponden a la media y desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes.
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No se hallaron cantidades detectables de otros terpenoides en las cepas
hiperproductoras de linalol y la produccion de éste resultd ser especifica
de las cepas que expresan el gen LIS, ya que no se detectd linalol en los
caldos de cultivo de las cepas que carecen de linalol sintasa: YR442
(BY4741 YEplac195); YR446 (BY4741 YEp195Idi), atin cuando esta altima
sobreexpresa el gen IDI].

Los valores de linalol obtenidos en la cepa YR444 son ademas similares
a los obtenidos en otras cepas de laboratorio que expresan el gen LIS de
C. breweri (Apartado I.1 de Resultados y Discusion), lo que apoya el resultado
de que algunas cepas de laboratorio empleadas habitualmente poseen
capacidades equiparables para la produccion heter6loga de monoterpenos.
Los transformantes YR444 e YR448 alcanzaron valores de densidad celular
similares y sus tasas de crecimiento fueron idénticas (Figura 21B), lo que
indica que ni la sobreexpresion del gen /DI ni el incremento de los valores de
linalol alcanzados tienen efectos adversos sobre el crecimiento de la levadura.

11.2.4. La delecion del gen MODS no afecta a la produccion de linalol en
la cepa de laboratorio BY4741 que expresa el gen LIS ni cuando
ésta se combina con la sobreexpresion del gen IDI1

Una vez obtenido este resultado positivo al sobreexpresar el gen ID/1, se
decidio bloquear la ruta de modificacion de ARNt, que utiliza DMAPP como
sustrato, con la intencion de canalizar todo el flujo derivado de la reaccion
de isomerizacion de IPP y DMAPP hacia la formacion de GPP. Para ello,
la cepa Y07332, obtenida de la coleccion de deletantes de S. cerevisiae
(EUROSCAREF), y que es isogénica a BY4741 salvo por la delecion del
gen MOD3, se transformd con los plasmidos YEp195Lis y YEp195Lis_1di;
y la capacidad para producir linalol de los transformantes YR452 ¢ YR453
(Y07332 YEpl195Lis), YR456 e YR457 (Y07332 YEpl195Lis_Idi) fue
evaluada tras 24 horas de cultivo en medio rico YPD. Las cepas derivadas
de Y07332 mostraron una tasa de crecimiento menor a la de la cepa control
BY4741 (Figura 21B) y alcanzaron densidades celulares un 18% inferiores,
por lo que las concentraciones de linalol obtenidas se normalizaron teniendo
en cuenta las unidades de DO . La productividad especifica, a las 24 horas
de cultivo, de las cepas Y07332Lis (media 1,51 + 0,15 ug/L-DO ) estaba
proxima a la de BY4741Lis (1,35 + 0,19 pug/L-DO ). Un resultado similar
se obtuvo al comparar dicha productividad en las cepas Y07332Lis Idi
(media 4,86 + 0,50 ug/L-DO, ), que sobreexpresan los genes IDI] 'y LIS
en el fondo genético mod5::kanMX4, con la de la cepa BY4741Lis_Idi
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(4,84+0,54 ug/L-DO), que conserva el alelo silvestre MODS5 (Figura 21C).
Estudios realizados anteriormente para caracterizar esta competencia entre
la ruta de modificacion de ARNt y la ruta de sintesis de ergosterol en S.
cerevisiae, en los que se muestra que el incremento de la actividad Mod5p
es capaz de reducir los niveles de ergosterol ain cuando la transcripcion del
gen ERG20 se ve incrementada en estas condiciones (Kaminska ez al., 2002),
sugerian que la modificacion de ARNt limita la disponibilidad de DMAPP
para la formacion de GPP. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que la
delecion del gen MODS5 no es suficiente para alterar la capacidad de la levadura
para producir monoterpenos heter6élogos; incluso en un escenario en el que la
isopentenil pirofosfato isomerasa se encuentra sobreexpresada, lo que indica
que en condiciones normales la actividad Mod5p no altera sustancialmente
el flujo de DMAPP hacia la formacién de GPP. Estas diferencias sugieren
que los niveles de DMAPP utilizados para la modificacion de ARNt s6lo son
capaces de reducir el flujo hacia la ruta de sintesis de ergosterol cuando la
actividad Mod5p se induce por encima de sus valores normales.

11.2.5. La mejora de la produccion de monoterpenos derivada de la
sobreexpresion del gen IDII se mantiene en la cepa vinica T, -4,
previamente seleccionada como la mejor adaptada a la produccion
heterdloga de estos metabolitos

La utilidad de sobreexpresar el gen /DI] para mejorar la produccion de
monoterpenos en cepas de laboratorio ha quedado demostrada en el apartado
anterior. Sin embargo, los resultados obtenidos por modificacion genética de
cepas de laboratorio no son siempre extrapolables para su aplicacion en cepas
industriales, como sucedio con la delecion del gen MIGI en S. cerevisiae,
que evitd la represion por glucosa del consumo de maltosa en cepas de
laboratorio pero fall6 al aplicarse en cepas industriales (Klein ez al., 1996), o
al sobreexpresar el gen GPDI en cepas industriales productoras de cerveza,
cuya mejora de la produccion de glicerol no logro equipararse a la obtenida
en cepas de laboratorio (Nevoigt et al., 2002). A la vista de estos resultados,
se decidio someter a estudio el efecto de sobreexpresar el gen /DI] en la
cepa vinica industrial T, ,-4, previamente seleccionada por su capacidad para
producir monoterpenos (ver apartado 1.1 de Resultados y Discusion). La
produccion de linalol de las cepas transformadas con el plasmido YEp195Lis
Idi (YR332 e YR334) en medio liquido YPD (media, 178,83 + 31,98 ng/L) se
compar6 con la de la cepa control YR162 (YEp195Lis) (71,74 £ 19,65 ng/L)
(Figura 22A), mostrando una mejora en la produccion de cerca del 250% y
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demostrando que la sobreexpresion del gen /DI es una estrategia efectiva
para incrementar la produccion de monoterpenos heterdélogos tanto en cepas
de laboratorio como en cepas industriales. Tampoco se hallaron cantidades
detectables de otros terpenoides en las cepas hiperproductoras de linalol
derivadas de T ,-4, lo que confirma una vez mas que la expresion del gen LIS
de C. breweri deriva en la produccion especifica de linalol tanto en cepas de
laboratorio como industriales de S. cerevisiae.
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Figura 22. Produccion de linalol en cepas derivadas de T -4 que sobreexpresan el gen
IDI1 junto con el gen LIS de C. breweri. (A) Produccion de linalol en las cepas T .-4Lis y
T, ,-4Lis_Idi. (B) Cinéticas de crecimiento de las cepas T_.-4Lis y T_.-4Lis_Idi. Las muestras
utilizadas para la cuantificacion de linalol se recogieron a los tiempos indicados a partir de
estos cultivos en medio liquido YPD vy los valores representados corresponden a la media y
desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes.

Laproduccion de monoterpenoides, tal y como se hamostrado anteriormente
(ver apartado I.1 de Resultados y Discusion), no depende tinicamente del
hospedadorseleccionadoydeladisponibilidad de precursores, sino que también
viene marcada por la capacidad de produccion inherente a la monoterpeno
sintasa expresada, en este caso la S-linalol sintasa de C. breweri o la geraniol
sintasa de O. basilicum. Por ello, para determinar si la sobreexpresion del
gen IDI] es también una estrategia efectiva para mejorar la produccion de
monoterpenos cuando la produccion basal derivada de la expresion de la
sintasa heter6loga es muy superior (>100x) a la alcanzada cuando se expresa
el gen LIS de C. breweri en S. cerevisiae (~60 ng/L), esta modificacion se
introdujo en cepas de S. cerevisiae que sobreexpresan el gen GES de O.
basilicum. La utilizacion de estas cepas permitia ademas cuantificar el efecto
de sobreexpresar el gen IDI] sobre la dispersion metabolica generada por la
produccion de geraniol (apartado 1.1 de Resultados y Discusion). Los genes
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IDII1 y GES se sobreexpresaron desde un mismo plasmido en la cepa vinica
seleccionada (cepas YR379 ¢ YR380; T, ,-4 YEp195Ges_Idi) y la produccion
de geraniol y sus derivados se compard con la obtenida en una cepa que
sobreexpresa unicamente el gen GES (YR377) a las 24 horas de cultivo en
medio liquido YPD. La producciéon de geraniol se vio incrementada desde
los 7,62 + 1,41 mg/L obtenidos con la cepa YR377 a los 12,99 + 1,92 mg/L
alcanzados por YR379 e YR380 (Figura 23A), lo que confirma el efecto de
IDII sobre la disponibilidad de GPP para la sintesis de monoterpenos; sin
embargo, el incremento sobre la produccion de geraniol fue algo inferior al
obtenido cuando se combina con la expresion del gen LIS (1,7x vs 2,4x), lo cual
podria deberse a que la elevada produccion basal de monoterpenos alcanzada
al expresar el gen GES en la cepa T -4 se encuentre proxima a su limite
maximo. Por otra parte, el hecho de que el geraniol producido se transforme
en otros terpenoides, podria estar impidiendo la correcta determinacion del
efecto de la sobreexpresion del gen IDI] sobre la produccion de geraniol en
el caso de que existan conversiones que no seamos capaces de detectar en
estas condiciones. No se hallaron cantidades detectables de linalol, geraniol
o sus derivados en la cepa control YR385 (T -4 YEp1951di), constatando
una vez mas que la produccion de estos compuestos depende de la expresion
de las monoterpeno sintasas heterdlogas también cuando el gen IDI] se
sobreexpresa en la cepa vinica.
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Figura 23. Produccion de monoterpenos en cepas derivadas de T_,-4 que sobreexpresan
el gen IDI] junto con el gen GES de O. basilicum. (A) Produccion de geraniol en las
cepas T -4Ges y T, .-4Ges_Idi. (B) Cinéticas de crecimiento de las cepas T -4Ges
y T,,-4Ges_ldi. Las muestras utilizadas para la cuantificaciéon de monoterpenos se
recogieron a los tiempos indicados a partir de estos cultivos en medio liquido YPD y los
valores representados corresponden a la media y desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes.
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Lasproporciones de los ésteres y monoterpenos derivados de laproduccion
de geraniol (geranil acetato, citronelil acetato, linalol, nerol y citronelol) en
las cepas que sobreexpresan el gen /DI] fueron similares a las observadas
al expresar unicamente el gen GES (Tabla 11); es decir, la sobreexpresion
del gen IDI1 no solo es capaz de mejorar la capacidad de S. cerevisiae para
producir geraniol, sino que ademas, como consecuencia de la mejora de la
produccion de éste, se produce una mejora proporcional de las cantidades
obtenidas de los compuestos derivados, lo que indica que las actividades
que en S. cerevisiae catalizan las modificaciones secundarias del geraniol
no son limitantes. Este resultado sugiere ademas que la sobreexpresion del
gen IDI] podria ser una buena estrategia no sélo para mejorar la produccion
de geraniol durante el proceso de fermentacion vinica, sino también de sus
derivados aromaticos.

Tabla 11. Valores de produccién absoluta (ng/L)?* y concentracion
relativa (%)° de los compuestos derivados de la expresion del gen GES
de O. basilicum en cepas derivadas de T_,-4 que sobreexpresan el gen

IDI].
T 4Ges* T 4Ges | T 4GesIdf | T -4Ges Id Tg:ﬁ%s'd'
Geranio 761584+ 1414,10 | 89784048 | 1299401+ 191935 | 90704052 | 1,71£0.25
Linalol 931£153 | 041£001 |  1438£217 | 010001 | 154023
Nerol 200142916 | 2484012 | 325003964 | 228012 | 155£0,19
Citronelol 625258746 | 7424036 | 95868+11134 | 673£039 | 153£0,18
Geranilacetato | 16,19+444 | 0194003 | 2648+540 | 018%003 | 163033
clrenell 1061£189 | 013£002 | 1675025 | 012£001 | 163£028
Total 848635153390 | 100 | 1433341£206573 | 100 1,69+ 0,24

Todas las cepas en las que el gen IDII se encuentra sobreexpresado
alcanzaron valores de densidad optica similares a los de las cepas control y sus
tasas de crecimiento fueron idénticas independientemente de la monoterpeno
sintasa expresada (Figuras 22B y 23B), lo que indica que en estas condiciones
ni las concentraciones de monoterpenos producidas ni la sobreexpresion de
este gen tienen efectos adversos sobre el crecimiento de la levadura vinica
T, .-4.
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I1.2.6. La sobreexpresion conjunta del alelo  hmgl y del gen IDII no
incrementa la capacidad de producir linalol en cepas derivadas de
T, -4 que expresan la linalol sintasa de C. breweri

La sobreexpresion del gen IDII y del alelo  hmgl (apartado II.1 y
I1.2 de Resultados y Discusion) han resultado ser estrategias efectivas
en la mejora de la produccion de monoterpenos cuando se emplean de
forma independiente tanto en cepas de laboratorio como en cepas vinicas
industriales. Ante esta evidencia y teniendo en cuenta los antecedentes
hallados en la bibliografia, en los que la sobreexpresion y/o desregulacion
de varios pasos de la ruta del ergosterol, entre los que se encontraba la
reaccion de sintesis del MVA (catalizada por la enzima Hmglp), resultd
en una mejora de la produccion de terpenoides; por ejemplo del diterpeno
geranilgeraniol (Tokuhiro et al., 2009), se decidi6 combinar ambas
estrategias para determinar en qué medida la coexpresion de estos genes
es capaz de incrementar la capacidad de S. cerevisiae para producir
monoterpenos. Para ello, el gen IDII y el alelo  imgl se clonaron junto
con el casete de expresion de la S-linalol sintasa en un mismo plasmido
(YEp195Lis_Idi_ Hmg; Figura 24A), y éste se utilizd para transformar la
cepa vinica T, ,-4. La produccion de linalol de los transformantes YR337
e YR338 (YEp195Lis_Idi Hmg) (media 113,18 + 11,24 pg/L) se compard
con la producida por las cepas YR168 (YEp195Lis Hmg) (132,67 + 24,72
pg/L) e YR334 (YEp195Lis_Idi) (164,84 + 33,14 ng/L) (Figura 24B). Este
resultado muestra que la sobreexpresion conjunta del alelo  hmgl y el
gen IDI] no sélo no sirvid para mejorar la produccion de linalol, sino que
ocasiond una leve disminucion de la misma de alrededor del 30% respecto
a las cepas que sobreexpresan unicamente los genes /DI] y LIS (YR334).
El hecho de que el rendimiento de las cepas YR337 e YR338 fuera similar
al de la cepa control T ,-4Lis_Hmg (YR168) sugiere que la reaccion de
isomerizacion catalizada por IPPI no es limitante cuando el flujo de la ruta
MVA se ha aumentado mediante la sobreexpresion desregulada de una
forma soluble y activa de la enzima Hmglp. Esta epistasia inducida podria
deberse al hecho de que el gen /DI en YR337 e YR338 estd bajo el control
de sus propias regiones reguladoras y por tanto podria estar sometido a algin
mecanismo de control transcripcional directa o indirectamente ocasionado
por la presencia del alelo _ smgl. Esto explicaria las diferencias halladas en
los resultados publicados por Ignea ef al., 2011, que muestran un incremento
de la produccion del monoterpeno cineol al sobreexpresar conjuntamente los
genes HMG?2 e IDII bajo el control del promotor inducible del gen GAL!



PRODUCCION HETEROLOGA DE MONOTERPENOS EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE 119

(codifica galactokinasa en S. cerevisiae). Otra posible explicacion de este
resultado podria estar relacionada con el modo en que la sobreexpresion
de /DIl mejora la disponibilidad de GPP para las monoterpeno sintasas
heterdlogas; el efecto de la sobreexpresion de IDI] podria actuar a dos
niveles, en primer lugar el incremento de la isomerizacion de IPP a DMAPP
daria lugar a una mayor disponibilidad de DMAPP para la formacion de
GPP, pero ademas limitaria el nimero de moléculas de IPP disponibles para
convertir el GPP en FPP. En este escenario el incremento del flujo a través
de la ruta derivado de la sobreexpresion del alelo /mgl restableceria la
relacion IPP:DMAPP y revertiria el fenotipo de las células recombinantes.

Los transformantes YR337 e YR338 alcanzaron valores de densidad
optica similares a los de las cepas control (YR168 ¢ YR334) y sus tasas de
crecimiento fueron idénticas (Figura 24C), lo cual indica que la combinacion
de estas modificaciones de la ruta MVA no afecta al crecimiento de la levadura
en estas condiciones, y que la ausencia de mejora en la produccion de linalol
de estas cepas no esta relacionada con la aparicion de efectos deletéreos
derivados de la estrategia utilizada.
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Figura 24. Efecto de la coexpresion del alelo  simgl y el gen IDI] sobre la produccion de
linalol. (A) Diagrama esquematico de las contrucciones presentes en los plasmidos utilizados
para transformar S. cerevisiae. (B) Produccion de linalol en las cepas T_,-4Lis_Idi, T_,-4Lis_
Hmg y T, ,-4Lis_Idi_Hmg. (C) Curvas de crecimiento de la cepa T ,-4 transformada con
los plasmidos YEp195Lis Hmg, YEp195Lis Idi y YEp195Lis Idi Hmg. Estos cultivos se
utilizaron para la cuantificacion de linalol.
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I1.3. Manipulacion de la sintesis y actividad de la enzima FPPS de
S. cerevisiae

Sinopsis

El gen ERG20 codifica la enzima FPP sintasa (FPPS), responsable
de la formacion y el consumo de GPP en S. cerevisiae. Este gen se
sobreexpres6 junto con el gen LIS de C. breweri en la cepa vinica
T,,-4 para estudiar si la actividad de dicha enzima es limitante para
la produccion de GPP y como consecuencia de monoterpenos, lo
que result6 en una notable disminucion de la capacidad productora
de la levadura. Para estudiar el efecto de reducir la expresiéon de
este gen esencial, el gen LIS se expreso en la cepa Y21258 (ERG20/
erg20::kanMX4) y la produccion de linalol en este fondo genético
cuadriplicé la de la cepa BY4743Lis (ERG20/ERG20). Asimismo, el
alelo mutante erg20-2 (K197E) se sobreexpresé junto con el gen LIS
en la cepa Y21258 y, tras ser sometida a un proceso de esporulacién,
las cepas haploides que heredaron el alelo nulo del gen ERG20
mostraron una produccion de linalol ~50 veces mayor que las cepas
que heredaron el alelo silvestre.

Antecedentes

La formacion de GPP en S. cerevisiae es, como ya se ha mencionado
en la introduccion, una mera transicion hacia la sintesis de FPP. E1 GPP es
concretamente el producto intermedio de dos reacciones sucesivas catalizadas
por la enzima farnesil pirofosfato (FPP) sintasa (FPPS; codificada por el
gen esencial ERG20 en S. cerevisiae) (Anderson, Yarger et al., 1989). La
sobreexpresion de este gen mejora la produccion de dolicoles (esteroles de
membrana) (Szkopinska et al., 1997) y algunos estudios recientes muestran
su capacidad para incrementar los niveles de otros compuestos derivados del
FPP y GGPP (sesquiterpenos o diterpenos) en S. cerevisiae (Albertsen et al.,
2011;Igneaetal.,2011; Ohto et al.,2010). Sin embargo, no se conoce el efecto
que esta sobreexpresion pueda tener sobre la produccion de monoterpenos,
por lo que un estudio a este nivel podria ser interesante a la hora de afrontar
posibles estrategias de mejora que incluyan modificaciones en la expresion
y/o actividad de esta enzima.

Por otra parte, a finales del siglo XX se aislaron y caracterizaron algunos
mutantes del gen ERG20 de S. cerevisiae (Chambon et al., 1991) entre los
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que se encuentra el alelo erg20-2, portador de una mutacioén puntual que
da lugar a un cambio en el centro activo de la proteina, consistente en la
sustitucion del aminoacido lisina en la posicion 197 por acido glutamico.
Dicha sustitucion provoca ciertos cambios en la afinidad por los sustratos
de la reaccion de sintesis de FPP, de tal modo que cuando se ensayo in vitro
la relacion GPP:FPP paso de ser 25:75 a 70:30 (Blanchard y Karst, 1993).
A pesar de estos cambios, el alelo mutante era capaz de complementar la
pérdida de funcion del alelo silvestre ERG20, en ausencia de mutaciones
adicionales en la ruta, cuando se mantenia en un plasmido replicativo
(Blanchard y Karst, 1993). La sobreexpresion de este alelo en cepas que
expresan monoterpeno sintasas heterdlogas podria ser de gran interés para
la sobreproduccion de monoterpenos dada la mayor proporcion de GPP
liberada por la enzima modificada. De hecho, los estudios realizados en
paralelo por otros investigadores cuando se estaban llevando a cabo los
experimentos para evaluar esta hipdtesis mostraron que, la expresion
del gen GES de O. basilicum en una cepa haploide (erg20::kanMX4),
cuya actividad FPPS se hallaba complementada con la expresion del alelo
erg20-2 desde un plasmido episomal, duplicaba la produccion de geraniol
de la cepa silvestre (Oswald et al., 2007). No obstante, el hecho de que en
esos estudios se emplearan dos plasmidos independientes para expresar el
alelo erg20-2 y el gen GES podria ocasionar una pérdida o disminucion
del namero de copias del plasmido portador del casete de expresion de la
geraniol sintasa para favorecer el mantenimiento del plasmido portador del
alelo erg20-2, cuya presencia en un elevado nimero de copias es necesaria
para la subsistencia de la levadura. Por ello, y a pesar de este contratiempo,
se considero interesante seguir abordando los estudios iniciados ya que se
diferenciaban de los anteriores al incluir el casete de expresion de la linalol
sintasa de C. breweri en el mismo plasmido empleado para complementar la
deleciondel gen ERG20, forzando asiel mantener tambiénun elevado numero
de copias del gen que codifica la monoterpeno sintasa; lo que ha resultado
ser eficaz en la mejora de la produccion de monoterpenos (ver apartado
[.2 de Resultados y Discusion). En el estudio mencionado anteriormente
(Oswald et al., 2007) mostraron también una mayor produccion de geraniol
en las cepas haploides (erg20::kanMX4) complementadas con un plasmido
episomal portador del alelo silvestre ERG20, por lo que se decidio incluir
en nuestros estudios a las cepas haploides que heredaran el alelo silvestre
ERG20 como control para estudiar si la posible mejora de la produccion de
monoterpenos (p. €j. linalol) esta relacionada con la complementacion de la
funcion FPPS por el alelo erg20-2 y no con otros factores.
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La eficiencia de este alelo para mejorar la produccion de monoterpenos ha
sido ademas recientemente comparada con la de otros alelos mutantes en el
centro activo de la enzima FPPS, y el alelo erg20-2 se encuentra entre los mejor
capacitados a la hora de obtener un compromiso entre la complementacion
de la actividad FPPS y la mejora de la produccién de monoterpenos en
S. cerevisiae (Fischer et al., 2011). Por todo ello, y con objeto de determinar
la influencia que pudiera tener la modulacion de la actividad FPPS de
S. cerevisiae sobre la produccion heteréloga de monoterpenos, se caracterizo
el rol de esta enzima utilizando tanto la modulaciéon de la expresion del gen
ERG20 como la modificacion directa de la enzima FPPS. La combinacion
de estas manipulaciones con la sobreexpresion y/o desregulacion de pasos
anteriores de la ruta MVA, que habian mostrado previamente su eficacia para
mejorar la produccion de monoterpenos, en concreto la sobreexpresion de los
alelos  hmgl e IDII (apartados II.1 y I1.2 de Resultados y Discusion) (Rico
et al.,2010), podria tener efectos aditivos o sinérgicos y mejorar mas si cabe
la produccion, por lo que también se estudio esta posibilidad.

11.3.1. Construccion de plasmidos para la coexpresion en S. cerevisiae de
los alelos ERG20 o erg20-2 y el gen LIS, cony sin el gen IDII o el
alelo  hmgl

Para sobreexpresar los alelos ERG20y erg20-2 desde el plasmido episomal
YEplac195 (Gietz y Sugino, 1988) bajo el control del promotor del gen ACT1
en S. cerevisiae, en primer lugar se amplifico la ORF junto con su propia region
terminadora utilizando como molde ADN gendmico de la cepa FY1679 de S.
cerevisiae y se clono en el plasmido YEpACT4 que contiene el promotor
del gen ACTI (Sénchez-Torres et al., 1998). Los oligonucleotidos ERG20-
Ncol y ERG20-Xhol se utilizaron en la reaccion de PCR en la que se obtuvo
el fragmento de 1,4 kb correspondiente. La técnica de PCR fue empleada
para introducir una transicion A/G en la primera posicion y otra G/A en la
tercera posicion del triplete AAG (codifica Lys197) del gen ERG20, y asi
convertirlo en GAA (codifica Glu; el codon GAA es usado en S. cerevisiae
con mas frecuencia que el GAG presente en el alelo erg20-2 original). Con
esta mutacion se generaba ademads un sitio de restriccion Sful que facilitaba
el clonaje del alelo mutante erg2(0-2. Para conseguir éste, el gen ERG20 se
amplifico en dos fragmentos de 0,6 y 0,8 kb con las parejas de oligonucleo6tidos
ERG20-Ncol/erg20-2 upper y erg20-2 lower/ERG20-Xhol respectivamente
(los oligonucledtidos erg20-2 upper y erg20-2 lower contienen la secuencia
de reconocimiento para la enzima Sful, elegida para generar la mutacion
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K197E). Los tres fragmentos se clonaron independientemente en pGEM-T
Easy y se secuenciaron para comprobar la ausencia de mutaciones introducidas
en la reaccion de polimerizacion. El fragmento de 1,4 kb se recuperd por
restriccion con las enzimas Ncol y Xhol, mientras los fragmentos de 0,6 y
0,8 kb se recuperaron como fragmentos de restriccion Ncol/Sful y Sful/Xhol
respectivamente. Ambos alelos fueron ligados por separado en el plasmido
YEpACT4 previamente linearizado con las enzimas Ncol y Sall; se generaron
asi los plasmidos intermedios YEp181ERG y YEp18lerg2 que contienen el
ADN de 2 micras, el marcador de seleccion LEU?2 y las regiones codificantes
(ERG20 y erg20-2), con su propio terminador, bajo el control del promotor
del gen ACT1.

Los casetes de expresion ACTI ::ERG20 'y ACTI ::erg20-2 de 1,9 kb se
aislaron a partir de estos plasmidos por restriccion con las enzimas Pstl y
Smal, se clonaron en el plasmido YEplac195 previamente digerido con estas
mismas enzimas y se obtuvieron los plasmidos YEp195ERG y YEp195erg2
(Figura 25).

YEp195ERG YEp195erg2

e ACTh 71k ACTT,

2

[Pstl T4/Smal] [Pstl T4/Smal]

Amp ERG20 Amp* erg20-2

YEp195Lis_ERG [Pstl T4/Pstl T4] YEp195Lis_erg2 [Pstl T4/Pstl T4]
URA3 TDH3, URA3 TDH3,

10,9 kb 10,9 kb

PGK1, PGK1,

Figura 25. Plasmidos construidos para la obtencion de cepas de S. cerevisiae que coexpresen
los alelos ERG20 y erg20-2 junto con el gen LIS de C. breweri. Los sitios de restriccion
empleados en las construcciones aparecen sefialados. Los corchetes indican sitios de
restriccion que desaparecen tras la ligacion.
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Para expresar simultineamente el gen LIS de C. breweri junto con los alelos
ERG20 o erg20-2, y a su vez con el alelo _ aimgl, los fragmentos Pstl/Smal
de 1,9 kb obtenidos a partir de los plasmidos YEpI181ERG y YEpl18lerg2 se
subclonaron en el sitio Pstl delos plasmidos YEp195Lis (Figura6)y YEp195Lis
Hmg (Figura 17). Tanto el vector como los fragmentos fueron tratados con la
polimerasa de ADN del bacteriéfago T4 para hacer sus extremos compatibles,
antes de la reaccion de ligacion que origind los plasmidos YEp195Lis ERG;
YEp195Lis_erg2 y YEp195Lis erg2 Hmg (Figuras 25y 26).

2 Amp' erg20-2

[Pstl T4/Pstl T4]
URA3

TDH3,
YEp195Lis_ldi_erg2

2u LIS 2u

12,9 kb LIS

PGK1,

[Sacl T4/Pstl T4]

IDI1 [Sacl T4/Pstl T4]

cathmg 1

Figura 26. Plasmidos construidos para la obtencion de cepas de S. cerevisiae que coexpresen
los alelos ERG20'y erg20-2 junto con los genes LIS, IDI1'y  hmgl. Los sitios de restriccion
empleados en las construcciones aparecen sefialados. Los corchetes indican sitios de
restriccion que desaparecen tras la ligacion.

Para coexpresar el gen IDII junto con el alelo erg20-2 y el gen LIS, el
fragmento de restriccion PstI de 1,9 kb, correspondiente al gen /D1, fue aislado
a partir de YEp1951di (Figura 20) y el plasmido YEp195Lis_erg2 se linearizo
con la enzima Sacl; ambos fragmentos fueron tratados con la polimerasa de
ADN del bacteriofago T4 para hacer sus extremos compatibles y se procedid
a la reaccion de ligacion en la que se gener6 el plasmido YEp195Lis erg2 Idi
(Figura 26).

11.3.2. Obtencion de cepas de S. cerevisiae que coexpresan el gen LIS
y los alelos ERG20 o erg20-2, cony sin el alelo  hmgl o el gen
IDI1

La cepa vinica T -4 se selecciono para evaluar el efecto de sobreexpresar
los alelos ERG20'y erg20-2 sobre la produccion heterologa de monoterpenos
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en un fondo genético silvestre. Para ello se transformé ésta con los plasmidos
YEp195ERG; YEp195erg2; YEp195Lis ERG y YEp195Lis_erg2. Entre los
transformantes prototrofos parauracilo, seleccionados en medio SD, se aislaron
las cepas YR225 (T, ,-4 YEp195ERG); YR227 (T ,-4 YEp195erg2); YR252 €
YR253 (T,,-4 YEp195Lis_ERG); YR158 € YR229 (T -4 YEp195Lis_erg2).

Por otra parte, una vez estudiado el efecto de sobreexpresar distintas
formas de la enzima FPPS, se decidio evaluar la capacidad para producir
monoterpenos de cepas con la actividad FPPS reducida. La cepa Y21258
(ERG20/erg20::kanMX4) fue obtenida de la coleccion de mutantes de
S. cerevisiae (EUROSCARF) y se transformo, junto con su cepa parental
(BY4743), con el plasmido YEp195Lis (Figura 6); las cepas YR350 e YR351
(BY4743Lis); YR316 e YR317 (Y21258Lis) fueron asi generadas.

La cepa Y21258 se transformé también con los plasmidos YEp195Lis
Hmg (Figura 17) (cepas YR318 e YR319); YEp195Lis_Idi (Figura 20) (cepas
YR398 e YR399); YEp195Lis erg2 (cepa YR366); YEp195Lis erg2 Hmg
(cepas YR320 e YR321) y YEp195Lis_erg2 Idi (cepas YR470 e YR471) con
el fin de estudiar el efecto de sobreexpresar los alelos erg20-2, hmgl'y el
gen IDI1 en este fondo genético, y como paso previo a la obtencion de cepas
haploides cuya funcion FPPS estuviera complementada por la sobreexpresion
del alelo erg20-2.

Para confirmar que las transformaciones habian sido llevadas a cabo con
éxito, se recuperaron los plasmidos de las cepas de levadura seleccionadas
y, tras el analisis por restriccion con HindIll (YEp195Lis; YEp195ERG;
YEp195erg2; YEp195Lis ERG; YEp195Lis_erg2), Kpnl (YEp195Lis erg2
Hmg) y Ncol (YEp195Lis_Idi; YEp195Lis erg2 Idi), se constato la ausencia
de grandes reorganizaciones y se procedid a su analisis fenotipico.

Los transformantes de la cepa Y21258 que coexpresan el alelo mutante
erg20-2 y el gen LIS fueron sometidos a un proceso de esporulacion
(Figura27A)paraobtenercepashaploidesconlaactividad FPPS complementada
por este alelo rezumante, y estudiar la produccion de monoterpenos
en estas condiciones. Para ello, las cepas YR366 (YEpl95Lis erg2);
YR320 (YEpl195Lis erg2 Hmg) e YR470 (YEpl95Lis erg2 Idi) se
sembraron en medio pobre en nutrientes (KAc) y las esporas resultantes se
germinaron en medio rico YPD y se replicaron en placas de medio minimo
sin uracilo en presencia o ausencia del antibidtico G418 para realizar
una seleccion inicial (Figura 27B). Para comprobar la haploidia de los
clones resultantes, éstos se analizaron en una reacciéon de PCR con los
oligonucleotidos Matlocus; Mata y Matalpha, cuya combinacion da lugar
a fragmentos diferenciales para los loci MATa (0,55 kb) y MATa (0,4 kb),
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e identifican positivamente las cepas diploides (Huxley et al., 1990)
(Figura 28A). De este modo se obtuvieron y caracterizaron genéticamente
las cepas haploides YR414 e YR415 (MATa ERG20 YEpl195Lis_erg2);
YR410 e YR412 (MATa erg20::kanMX4 YEpl195Lis_erg2); YR373 e
YR375 (MATa ERG20 YEp195Lis_erg2 Hmg); YR370 e YR371 (MATa
erg20::kanMX4 YEpl195Lis erg2 Hmg); YR474 e YR476 (MATa
ERG20 YEp195Lis_erg2 Idi); YR477 e YR479 (MATa erg20::kanMX4
YEp195Lis_erg2 Idi). Todas las cepas haploides seleccionadas para los
ensayos fenotipicos son de tipo sexual MATa, tal y como se estableci6 en
el apartado 1.1 de Resultados y Discusion.

Figura 27. Representacion del proceso de esporulacion y seleccion de las cepas haploides
derivadas de Y21258. (A) Imagen de microscopia Optica de un asca de S. cerevisiae. (B)
Seleccion en placa de las cepas resultantes del proceso de esporulacion; la cepa diploide
parental Y21258 se empled como control positivo de crecimiento.
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Las cepas aisladas se sometieron a analisis genético del locus ERG20
con los oligonucleotidos ERG20dell y ERG20del2, que dan lugar a
fragmentos de ADN diferenciales para el alelo silvestre ERG20 (1,8 kb) y
el alelo disrupto erg20::kanMX4 (2,2 kb) (Figura 28B), confirmandose de
nuevo la haploidia y el genotipo de las cepas seleccionadas. Se recuperaron
los plasmidos episomales de todas las cepas generadas y se comprobaron
nuevamente por restriccion con Ncol para constatar que no se habian
producido grandes eventos de reorganizacion durante los procesos de
esporulacion y seleccion.

/\ 1,0 kb

0,8 kb
0,6 kb

Y21258

04kb |

B 40k [
3,0kb - Y21258
2,5kb
2,0kb
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Figura 28. Analisis genético de las cepas haploides derivadas de Y21258. (A) Determinacion
por PCR del tipo sexual de las células de S. cerevisiae. (B) Andlisis del genotipo de las cepas
de levadura para el locus ERG20. La cepa diploide parental Y21258 se incluyd en los andlisis
como control positivo.

11.3.3. La sobreexpresion de los alelos ERG20 o erg20-2 reduce la
produccion de linalol en cepas derivadas de T, -4 que expresan el
gen LIS de C. breweri

Para averiguar el modo en que la enzima FPPS influye sobre la
capacidad de S. cerevisiae para producir monoterpenos, el alelo silvestre
ERG20 y el alelo mutante erg20-2 se sobreexpresaron junto con el gen
LIS de C. breweri en la cepa vinica T, ,-4. La produccion de linalol de
las cepas YR252 e YR253, portadoras del plasmido YEp195Lis ERG, se
cuantifico a las 24 y 32 horas de cultivo en medio liquido YPD (media
1,15 + 0,38 pg/L) y se comparo con la de la cepa control YR162 (T,,-4
YEp195Lis - 64,27 £ 9,63 ng/L) (Figura 29A). Este resultado muestra
una drastica disminucion del linalol obtenido, lo que sugiere que la
sobreexpresion del alelo silvestre ERG20 limita la disponibilidad de GPP
para la sintesis de monoterpenos. Estos resultados estdn en concordancia
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con las mejoras en la produccion de compuestos sintetizados a partir de FPP
(sesquiterpenos y esteroles) (Szkopinska et al., 1997; Ignea et al., 2011),
obtenidas mediante la sobreexpresion del gen ERG20, probablemente
porque el supuesto aumento de la actividad FPPS haria esta reaccion mas
eficaz canalizando todo el flujo de la ruta MVA (Figura 2) hacia FPP.

El alelo mutante erg20-2 se sobreexpreso en las cepas YR158 e YR229
(T_;-4 YEp195Lis_erg2) para averiguar si el supuesto exceso de la forma
mutante (K197E) de FPPS, con menor afinidad por GPP, podria competir con
la actividad FPPS enddgena y resultar en un aumento de la produccion. La
acumulacion de linalol obtenida con estas cepas (media 37,69 + 4,74 ug/L)
se compard con las obtenidas anteriormente (Figura 29A) y se observé un
fenotipo intermedio, lo que sugiere que la proteina codificada por el alelo
endégeno ERG20 prevalece sobre su forma modificada y que, de algun
modo, la presencia de esta enzima mutante (sobreexpresada) también ayuda
a la canalizacién del flujo de la ruta MVA hacia FPP en estas condiciones,
aunque de manera mas débil que al sobreexpresar la enzima FPPS silvestre.
Todos los transformantes alcanzaron valores de densidad dptica similares a
los de la cepa control (YR162) y sus tasas de crecimiento fueron idénticas
(Figura 29B), lo cual indica que las modificaciones introducidas en la
ruta MVA no tienen efectos adversos sobre el crecimiento de esta cepa
de S. cerevisiae en estas condiciones, y ademas que la reduccion en la
capacidad de producir linalol de las cepas ensayadas no puede relacionarse
con un defecto a este nivel.
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Figura 29. Efecto de la sobreexpresion de los alelos ERG20 y erg20-2 sobre la produccion
de linalol en la cepa T, ,-4. (A) Produccion de linalol de la cepa T,,-4 transformada con los
plasmidos YEp195Lis; Yep195Lis ERG y YEp195Lis_erg2. Las muestras se tomaron a los
tiempos indicados y las barras de error representan la media y desviacion estandar de al menos
tres experimentos independientes. (B) Curvas de crecimiento de la cepa T,,-4 transformada
con los plasmidos YEp195Lis (YR162); YEp195Lis ERG (YR252); YEpl195Lis erg2
(YR158). Estos cultivos se utilizaron para la cuantificacion de linalol.
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No se detectd produccion de linalol en las cepas utilizadas como control
negativo YR225 (T -4 YEpl9SERG) e YR227 (T, -4 YEpl95erg2), que
sobreexpresan respectivamente los alelos ERG20 y erg20-2 en ausencia de la
linalol sintasa, lo que indica que el linalol detectado en las cepas productoras
procede especificamente de la reaccion catalizada por la linalol sintasa heterdloga.
Sin embargo, este resultado no deja de ser sorprendente, ya que en las publicaciones
del aislamiento y caracterizacion del mutante erg20-2 (Chambon et al., 1990 y
1991; Blanchard y Karst, 1993) se habia descrito que la acumulacion de GPP
en las cepas portadoras de este alelo derivaba en la acumulacion de geraniol y
linalol, por accion de fosfatasas endogenas de la levadura. Esta diferencia podria
deberse a que la presencia del gen silvestre ERG20 impide la acumulacion de
GPP y por tanto no hay sustrato para la accion de estas fosfatasas.

Ademas, la presencia de la actividad FPPS endogena ha mostrado ser suficiente
para limitar la eficiencia de las estrategias de ingenieria metabolica llevadas a
cabo en este paso, como la sobreexpresion del gen erg20-2, lo que sugiere que
para mejorar la produccion de monoterpenos derivada de esta sobreexpresion es
necesario reducir o eliminar la actividad FPPS endogena en S. cerevisiae.

11.3.4. La reduccion a la mitad del numero de copias del gen ERG20 en
una cepa diploide, cuadriplica la produccion de linalol

Hay varias maneras de reducir la actividad de una enzima en la célula, por
ejemplo la disminucion del nimero de copias del gen que la codifica, la regulacion
a la baja de su transcripcion y/o traduccion o la modificacion de su actividad
mediante inhibidores, ingenieria de proteinas o complementando su funcion con
enzimas procedentes de otros organismos. Por tanto, como primera aproximacion
para tratar de reducir especificamente y de manera no reversible la actividad
FPPS en S. cerevisiae, 1a cepa merodiploide Y21258 (genotipo relevante ERG20/
erg2(::kanMX4; de la coleccion de mutantes EUROSCARF), hemizigota para el
gen ERG20, se utilizd6 como hospedadora de los plasmidos de expresion del gen
LIS en los ensayos de produccion de monoterpenos.

Esta cepa y su parental homozigotico BY4743 se transformaron con el
plasmido YEp195Lis y las cepas YR316 e YR317 (Y21258Lis); YR350 e
YR351 (BY4743Lis) fueron aisladas. La produccién de linalol en las cepas
Y21258Lis (media - 67,97 £ 9,87 ug/L) fue 4,6 veces superior a la obtenida con
las cepas BY4743Lis (media - 14,68 = 0,84 ng/L) (Figura 30A), lo que sugiere
que la inactivacion de una de las copias del gen ERG20 en cepas diploides de
S. cerevisiae es suficiente para reducir la actividad FPPS hasta un nivel que
permite a las monoterpeno sintasas un acceso mejor al GPP, bien sea porque
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¢éste se encuentra en cantidades mayores o porque la monoterpeno sintasa puede
competir mas eficientemente por este sustrato. En el apartado 1.1 de Resultados
y Discusion se mostraba que las cepas de laboratorio haploides y diploides
poseen capacidades similares para producir monoterpenos; por lo que tener
una o dos copias del alelo ERG20 no afecta a la produccion de monoterpenos
heterdlogos cuando se mantiene la misma dosis génica que para el resto del
genoma. Por tanto, el incremento en la produccion de linalol observado en
la cepa Y21258Lis (ERG20/erg20::kanMX4) podria estar relacionado con la
reduccion al 50% de la dosis del gen ERG20 frente al resto del genoma, y mas
concretamente respecto a otros genes de la ruta MVA. Todos los transformantes
alcanzaron valores de densidad Optica similares y sus tasas de crecimiento
fueron idénticas (Figura 30B), lo cual indica que ni las cantidades de linalol ni
la disrupcion de una de las copias del gen ERG20 tienen efectos adversos sobre
el crecimiento de S. cerevisiae en estas condiciones.

11.3.5.  Caracterizacion genética del locus ERG20 de la cepa T,

Al comparar los resultados de produccion de linalol de las cepas merodiploides
Y21258Lis (media 67,97 £9,87 ng/L) con los obtenidos anteriormente, se observa
que €sta es muy similar a la de la cepa vinica T, -4Lis (media 62,79 + 9,01 ug/L)
(Figura 30A); en base a esto, y puesto que la cepa T, es una cepa quasi-diploide
(Puig et al., 1998) en la que no se conoce el numero de copias del gen ERG20,
se decidi6 caracterizar genéticamente este locus para averiguar si la semejanza
encontrada con la cepa de laboratorio mutante Y21258 en la capacidad para
producir monoterpenos pudiera ser debida a modificaciones existentes en este gen
y por tanto a una actividad FPPS menor. Para ello se disefi6 un analisis Southern
en el que se incluyeron los ADN genomicos de las cepas T, y T_,URA3/ura3A
(incluida como control para determinar si es posible discernir el nimero de copias
con esta técnica), los ADN se digirieron con la enzima de restriccion Dral y se
hibridaron con una sonda de 1,4 kb disenada para detectar simultaneamente los
fragmentos correspondientes a los genes ERG20 (2,2 kb) y URA3 (5,0 kb). Se
utilizo el gen URA3 como gen de referencia porque esta descrito que la cepa
T, contiene 2 copias (Puig et al., 1998) y ademas se disponia de una cepa con
una sola copia de este gen en la coleccion del laboratorio. La sonda se generd
por PCR de fusion a partir de dos fragmentos de 0,7 kb correspondientes a la
region codificante de ambos genes y, para que la hibridacion fuera equiparable, se
ajusto el contenido en guanina y citosina (FRG20 = 43,0%; URA3 =43,4%) y la
temperatura de fusion de estos fragmentos (ERG20 = 76,6°C; URA3 = 76,8°C).
Tras la hibridacion y deteccion de los fragmentos se cuantifico la intensidad de
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la sefial de las bandas correspondientes a los loci ERG20y URA3 (Figura 30C)
con el programa de andlisis de imagen Multi Gauge ver. 2.0 (Fujifilm). La
intensidad de la sefial de la banda correspondiente al locus ERG20 resultd ser
muy similar a la intensidad de la banda control en la cepa T,, (ERG20/URA3 =
1,07 + 0,19). Por su parte, al comparar la intensidad de la sefial de las bandas
URA3 'y ERG20 en la cepa T,,URA3/ura3A, la intensidad de la banda ERG20
fue aproximadamente el doble de la de la banda correspondiente a una copia
del gen URA3 (ERG20/URA3 = 1,96 + 0,30) (Figura 30C); la intensidad de
la sefial se incrementaba ademas de forma proporcional a la carga de ADN
correspondiente a cada carrera, indicando que los valores obtenidos no han
sido en ningun caso falseados por una posible saturacion de la sefial. Ambos
resultados indican que la cepa vinica T_, tiene dos copias del gen ERG20, y por
tanto no se puede explicar su mayor capacidad para producir monoterpenos por
una dosis génica menor.
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Figura 30. Produccion de linalol en la cepa Y21258. (A) Acumulacion de linalol en las cepas
BY4743 e Y21258 transformadas con el plasmido YEp195Lis. Las muestras se recogieron
a los tiempos indicados y las barras de error representan la desviacion estandar de al menos
tres experimentos independientes. (B) Curvas de crecimiento de las cepas BY4743 e Y21258
transformadas con el plasmido YEp195Lis. Estos cultivos se utilizaron para la cuantificacion
de linalol. (C) Analisis Southern para establecer el nimero de copias del gen ERG20 en la
cepa T .. En el calculo de la intensidad de la sefial, el factor A corresponde a la intensidad de
la banda y el factor B a la intensidad de fondo. Los pocillos se cargaron con las cantidades
de ADN genomico indicadas.
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Asi pues, una vez conocido el numero de copias del gen ERG20 en la
cepa T, y que esto no esclarece el por qué de su mayor capacidad para
producir monoterpenos, se decidio secuenciar la region codificante de dicho
gen y compararla con la de la cepa de referencia S288C para averiguar si
existen polimorfismos que pudieran ocasionar una reduccion de la actividad
FPPS (Figura 31A). Para ello el locus ERG20 se amplifico por triplicado
con los oligonucledtidos ERG20dell y ERG20del2 utilizando como molde
ADN genémico de la cepa T, y los tres amplicones se secuenciaron
independientemente utilizando los cebadores ERG20ND y ERG20NR
ademdas de los mencionados ERG20dell y ERG20del2 para cotejar los
cambios en la secuenciay evitar considerar como polimorfismos los posibles
errores introducidos en la propia reaccion de amplificacion.

Se hallaron siete polimorfismos puntuales en la secuencia del gen ERG20
de la cepa T, cuando se alineo frente a la secuencia de la cepa de referencia
con el programa de analisis de secuencias Clustal W. Para comprobar si estas
mutaciones eran silenciosas o no, se llevd a cabo la traduccion in silico de la
proteina Erg20p de T, y se comparé su secuencia con la depositada en la base
de datos de S. cerevisiae (SGD) y no se observaron cambios entre las cepas
S288Cy T, anivel de la secuencia proteica de la enzima FPPS (Figura 31B).

Se compar6 ademas el uso de los codones modificados en la secuencia de la
cepa T, con el de los presentes en la cepa de referencia y se determiné que en
todos los casos la frecuencia de uso es igual o mejorenlacepa T .. Ala vista de
estos analisis parece que, al menos a nivel estructural, no existe relacion entre
la mejora observada en la produccion de linalol y la secuencia de la proteina
Erg20p o la eficiencia de su traduccion. Estos resultados indican ademas que
el gen ERG20 de la cepa vinica T, no ha sufrido grandes modificaciones en
el proceso de adaptacion de la levadura vinica a los procesos de fermentacion
industrial y dado que ninguno de los aspectos estudiados en el presente trabajo
sugieren la existencia de una disminucion de la actividad FPPS en esta cepa,
es de esperar que la mejora de la capacidad productora de monoterpenos se
encuentre relacionada con otras modificaciones.

I1.3.6.  La coexpresion del alelo , hmgl o el gen IDII junto con el gen LIS
en cepas hemizigotas para el gen ERG20 tiene un efecto sinérgico
sobre la produccion de linalol

La reduccion al 50% de la dosis del gen ERG20, que supuestamente conlleva
una reduccion de la transcripcion y de la actividad FPPS, ha resultado ser una
estrategia efectiva para mejorar la disponibilidad de GPP para la produccion de
monoterpenos en cepas diploides de laboratorio, por eso se decidid combinar
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¢ésta con otras modificaciones empleadas con €xito para aumentar el flujo de
la ruta MVA (sobreexpresion del alelo _ imgl o sobreexpresion del gen IDII -
apartados II.1 y II.2 de Resultados y Discusion respectivamente) para averiguar
st la capacidad de S. cerevisiae para producir monoterpenos se puede incrementar
mas todavia. Para ello, la cepa Y21258 (ERG20/erg20::kanMX4) se transformo
con los plasmidos YEp195Lis Hmg y YEp195Lis Idi y la produccion de
linalol de las cepas transformantes se cuantificé y compar6 con la de la cepa
YR316 (Y21258Lis 62,91 + 8,32 pg/L). Los transformantes YR318 ¢ YR319
(YEp195Lis Hmg) alcanzaron niveles de linalol de 146,92 + 20,14 nug/L
(Figura 32A), lo que supone aproximadamente el doble de la concentracion
obtenida con la cepa control Y21258Lis, y mas importante, 10 veces por encima
del linalol acumulado al expresar el gen LIS en la cepa parental BY4743 (14,68 +
0,34 ug/L). Este resultado demuestra que la sobreexpresion del alelo _ aimgl'y la
disminucién del numero de copias del gen ERG20 tienen un efecto sinérgico en lo
relativo a la mejora en la capacidad de S. cerevisiae para producir monoterpenos.

En lo relativo a la sobreexpresion del gen /D1, las cepas YR398 e YR399
(Y21258 YEp195Lis_Idi) se cultivaron en medio rico YPD y la cantidad de
linalol que se acumul6 en estas condiciones (media - 146,73 £ 19,60 ug/L) era
comparable a la anterior, duplicando la de la cepa control YR316 (Figura 32A).
Se comprobo6 de este modo que la reduccion de la actividad FPPS es también
compatible con el aumento de la isomerizacion de IPP a DMAPP, y que la
combinacion de estas dos estrategias permite mejorar la disponibilidad de
GPP frente a la que se consigue de manera individual (BY4743Lis_Idi- 47,80
+ 8,05 ng/L; BY4743Lis ERG20/erg20::kanMX4 - 67,97 + 9,87 ng/L).
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Figura 32. Incremento de la produccion de linalol mediante la sobreexpresion de la enzima
Amglp o del gen IDI] en la cepa Y21258Lis. (A) Histograma del linalol acumulado en los
sobrenadantes de los caldos de cultivo de la cepa control Y21258Lis y dos transformantes
independientes portadores de los plasmidos YEp195Lis Hmg y YEp195Lis Idi. Las muestras
se tomaron a los tiempos indicados y las barras de error representan la media y desviacion
estandar de al menos tres experimentos independientes. (B) Curvas de crecimiento de las cepas
derivadas de Y21258 transformadas con los plasmidos YEp195Lis (YR316), YEp195Lis Hmg
(YR318 e YR319) y YEp195Lis Idi (YR398 e YR399). Estos cultivos se utilizaron para la
cuantificacion de linalol.
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Estos resultados muestran la eficiencia de combinar la sobreexpresion de
genes de la parte alta de la ruta MVA con la regulacion a la baja de la actividad
FPPS, y abre la posibilidad para aplicar estas modificaciones en otras cepas
con potencial aplicacion industrial y/o con una mayor capacidad inherente
para producir monoterpenos, como la cepa vinica T -4 en la que, puesto que
se ha determinado la presencia de dos alelos ERG20, se podria eliminar uno
de ellos para mejorar mas si cabe su capacidad para producir monoterpenos.
Ademas, aunque en el apartado I1.2 se muestra la ineficacia de sobreexpresar
conjuntamente el alelo _ imgl y el gen IDI1 en fondo genético silvestre, es
posible que esta combinacion resultara util para mejorar la produccion de
monoterpenos en el fondo genético con la actividad FPPS reducida dado que
la capacidad para consumir GPP se encuentra comprometida en estas cepas.
Todos los transformantes alcanzaron valores de densidad dptica similares y sus
tasas de crecimiento fueron idénticas (Figura 32B), lo cual indica nuevamente
que ni las cantidades de linalol ni las modificaciones introducidas en la ruta
MVA tienen efectos adversos sobre el crecimiento de S. cerevisiae en estas
condiciones.

11.3.7. La produccion de linalol se incrementa en cepas haploides
erg20::kanM X4 cuya actividad FPPS se ha complementado con el
alelo erg20-2

En apartados anteriores del presente capitulo se ha mostrado cémo afecta la
modulacion de la expresion del gen silvestre ERG20 a la capacidad de producir
monoterpenos heterdlogos en S. cerevisiae. Los resultados obtenidos sugieren
que cuanto menor es la actividad FPPS, la capacidad de las monoterpeno
sintasas heterdlogas para desviar el flujo de la ruta MVA, desde GPP hacia la
formacion de monoterpenos, es mayor. Teniendo en cuenta estos antecedentes,
junto con el hecho de que la actividad endogena FPPS es capaz de anular el
posible efecto derivado de sobreexpresar el alelo erg20-2, se decidid eliminar
el alelo silvestre ERG20 para que todo el flujo de la ruta se canalice a través de
la enzima modificada en el centro activo (en adelante FPPS K197E). Para ello,
la ausencia del gen enddégeno ERG20 (cuya delecion en condiciones normales
resulta en un fenotipo de letalidad en S. cerevisiae) se complement6 con el
plasmido YEp195Lis erg?2 (que contiene el casete de expresion del gen LIS
de C. breweri junto con el del alelo mutante erg20-2), de modo que las células
haploides que hereden el alelo erg20::kanMX4 dispondrian unicamente de la
enzima FPPS K197E y necesitarian mantener este plasmido en un ntimero de
copias suficiente para complementar la delecion.
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La cepa YR366 (genotipo relevante FERG20/erg20::kanMX4,
YEp195Lis_erg2) se sometid a un proceso de esporulacion y seleccion
de esporas del que se aislaron las cepas haploides protétrofas para uracilo
YR410; YR412; YR414 ¢ YR415, cuyo locus ERG20 se caracterizo
mediante PCR con los oligonucledtidos ERG20dell y ERG20del2
(Figura 33A) y las producciones de linalol de estas 4 cepas fueron
ensayadas y cuantificadas. Las cepas que heredaron el alelo ERG20
(YR414 e YR415) produjeron cantidades de linalol (media 15,37 + 2,11
ug/L) similares a las obtenidas al expresar el gen LIS en la cepa diploide
parental BY4743 (homozigota para ERG20); mientras que la cantidad de
linalol detectada en los caldos de las cepas haploides que heredaron el
alelo erg20::kanMX4 (YR410 e YR412) fue mas de 50 veces superior,
alcanzando valores de 878,59 + 116,82 ng/L (Figura 33B).
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Figura 33. Incremento de la produccion de linalol mediante la complementacion de la
delecion del gen ERG20 con el alelo erg20-2. (A) Analisis genético del locus ERG20
en cepas haploides derivadas de Y21258. (B) Histograma del linalol acumulado en los
sobrenadantes de los caldos de cultivo de las cepas haploides portadoras del plasmido
YEp195Lis_erg2. Las muestras se tomaron a los tiempos indicados y las barras de error
representan la desviacion estandar de tres experimentos independientes. (C) Curvas de
crecimiento de las cepas empleadas en el panel B; estos cultivos se utilizaron para la
cuantificacion de linalol.

Los resultados obtenidos con las cepas haploides que heredaron el gen
silvestre ERG20 muestran una reversion de la mejora en la produccion
de monoterpenos existente en las cepas Y21258Lis, hemizigotas para
ERG20, reforzando la hipdtesis de que lo que provoca una mayor



138 REsuLTADOS Y DIScusioN

disponibilidad de GPP no es la disminucion del nimero de copias del
gen en si, sino la relacién de éste con respecto a otros genes de la ruta
(como por ejemplo HMG1 e IDII). Por otra parte, las cepas que al haber
heredado el alelo erg20::kanMX4 necesitaban complementar la falta de
actividad FPPS con el alelo erg20-2 presente en el plasmido episomal,
mostraron un incremento de la producciéon de linalol muy por encima de
lo esperado. Segun estéd descrito, esta mutacion cambia la proporcion de
GPP:FPP de 1:3 a 7:3 (Blanchard y Karst, 1993), por lo que las cepas
con la funcion FPPS complementada con el alelo erg20-2 tendrian
unas 7 veces mas GPP. Si la produccion de linalol fuera directamente
proporcional a la cantidad de GPP, la cantidad de linalol detectada seria
deunos 110 pg/L en lugar de los 870 ng/L alcanzados. La mejora obtenida
es ademas muy superior a la descrita en el afio 2007 por Oswald et al.,
en cuyo trabajo obtuvieron producciones de geraniol que duplicaban
las de las cepas haploides ERG20 utilizadas como control. Como ya
se ha comentado, la principal diferencia con este trabajo estriba en que
utilizaron plasmidos independientes para sobreexpresar el alelo erg20-2
y el gen GES, lo que a la vista de los resultados obtenidos puede resultar
crucial. En nuestro estudio el gen LIS se expreso desde el mismo plasmido
que el alelo erg20-2, lo cual puede ir en beneficio de la estabilidad del
gen que codifica la monoterpeno sintasa y probablemente también de
su expresion, dado que el alelo erg20-2 al complementar débilmente
la perdida de funcién FPPS, podria estar forzando un incremento en el
numero de copias del plasmido, lo que se establecido como una estrategia
eficaz para mejorar la produccién de monoterpenos en el apartado 1.2
de Resultados y Discusion. El rendimiento obtenido al incrementar la
dosis del gen LIS en cepas haploides de laboratorio con el marcador
de complementacion débil LEU2-d resultd ser unas 5 veces mayor al
obtenido con un plasmido episomal multicopia estandar portador del
marcador de seleccion URA3. Por lo tanto, el efecto de un posible
aumento en la dosis del gen LIS afiadido al incremento de las moléculas
de GPP disponibles al complementar con la enzima FPPS_K197E podria
explicar el gran incremento observado en la produccion de linalol de
las cepas erg2(0::kanMX4 complementadas con el plasmido YEp195Lis_
erg2 (YR410 e YR412).

Los transformantes YR410 e YR412 presentaron una tasa de crecimiento
ligeramente inferior a la de las cepas silvestres para el gen ERG20 (Figura33C),
lo cual sugiere que la sobreexpresion del alelo erg20-2 (al igual que ocurria
con la sobreexpresion del alelo LEU2-d; Figura 15A) no es suficiente para
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complementar totalmente la pérdida de funcién FPPS en estas condiciones;
aunque hay que tener en cuenta que, si existe un incremento en el numero de
copias del plasmido, este efecto puede deberse a un fendmeno de saturacion
metabolica o a la competencia de la monoterpeno sintasa por el intermediario
de la ruta MVA (GPP).

11.3.8. La sobreexpresion del alelo hmgl en cepas haploides
erg20::kanM X4 cuya actividad FPPS se ha complementado con el
alelo erg20-2 no aumenta la produccion de linalol

La pérdida de la actividad endogena FPPS ha sido complementada
con ¢éxito con el alelo erg20-2 expresado desde un plasmido episomal
que contiene el casete de expresion del gen LIS de C. breweri. Esta
complementaciéon resultd ser una estrategia efectiva para optimizar
la sobreproduccion de monoterpenos, tal como lo habia hecho la
disminucion de la dosis del gen ERG20, cuya combinacion con la
sobreexpresion desregulada del alelo  imgl daba lugar a un incremento
aun mayor. Por ello, y para tratar de optimizar ain mas la produccion
de monoterpenos, se transformé la cepa merodiploide Y21258 con el
plasmido YEp195Lis erg2 Hmg y se seleccionaron las cepas YR320 e
YR321. La produccién de linalol de éstas (media 133,34 + 13,14 pg/L)
se compar6 con la de las cepas control YR316 (Y21258Lis - 62,91 + 8,32
ng/L) e YR366 (Y21258Lis _erg2 - 57,85 + 5,77 ng/L) (Figura 34A) y se
comprob6 que la sobreexpresion del alelo  himgl en este fondo genético
mantiene su capacidad para duplicar la produccion de linalol cuando se
coexpresa con el alelo erg20-2 y el gen LIS en cepas diploides (ERG20/
erg20:.:kanMX4). La cepa YR320 (ERG20/erg20::kanMX4 YEp195Lis_
erg2 Hmg) se selecciond para obtener esporas y las cepas haploides
YR373 e YR375 (ERG20 YEpl195Lis_erg2 Hmg); YR370 ¢ YR371
(erg20::kanMX4 YEp195Lis_erg2 Hmg) fueron aisladas y su produccion
de linalol cuantificada. Al comparar la cantidad de linalol producida por
las cepas YR373 e YR375 (media 24,86 + 3,63 pg/L) con la de la cepa
YR415 (ERG20 YEpl195Lis erg2 - 15,00 £ 1,45 pg/L) se corroboro
el efecto positivo del alelo  hmgl (~1,7x) (Figura 34B) mientras el
efecto del alelo erg20-2 se encuentra enmascarado por la actividad
FPPS endogena. Tras estos ensayos preliminares en los que se confirmo
la mejora relacionada con la sobreexpresion desregulada de la enzima
Hmglp en la cepa parental Y21258 (ERG20/erg20::kanMX4) y en las
cepas haploides derivadas de su esporulacion portadoras del alelo ERG20,
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se procedio al analisis de las cepas YR370 e YR371 (erg20::kanMX4
YEpl195Lis erg2 Hmg). La produccion de linalol de éstas (media
- 794,55 + 86,23 pg/L) resulto ser ligeramente inferior (~10%) a la de la
cepa YR410 (erg20::kanMX4 YEp195Lis erg2 - 878,59 + 116,82 ng/L)
(Figura 34C), que no sobreexpresa el alelo _ hmgl, lo que sugiere que el
incremento en el flujo de la ruta MVA, consecuencia de la sobreexpresion
desregulada de la enzima Hmg1p, no puede ser aprovechado por la enzima
mutante codificada por el alelo erg20-2, probablemente porque el flujo
se encuentre de por si incrementado en ausencia del alelo  hmgl para
suplir las carencias de la enzima FPPS _KI197E. Otra posible explicacion
podria ser que la capacidad inherente de la enzima S-linalol sintasa de
C. breweri no le permitiese utilizar mas GPP del que ya est4 presente en
la cepa YR410 y, como consecuencia, no se podrian producir cantidades
mayores de linalol en esas condiciones.
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Figura 34. Efecto de la sobreexpresion de los alelos erg20-2'y . hmgl sobre la produccion de
linalol en tres fondos genéticos diferentes para el locus ERG20. (A) Produccion de linalol en
cepas diploides hemizigotas para el gen ERG20. (B) Produccion de linalol en cepas haploides
que han heredado el alelo silvestre ERG20. (C) Producciéon de linalol en cepas haploides
que han heredado el alelo mutante erg20::kanMX4. Las muestras se tomaron a los tiempos
indicados y las barras de error representan la media y desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes.
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11.3.9. La sobreexpresion del gen IDII en cepas haploides cuya actividad
FPPS se ha complementado con el alelo erg20-2 mejora la
produccion de linalol

Tras el resultado negativo anterior, y teniendo en cuenta que la
sobreexpresion del gen /DI] en cepas hemizigotas para el gen ERG20
tiene un efecto positivo sobre la produccion de linalol, y que éste puede
deberse a causas diferentes a la de producir mas MVA y no retroinhibir
Hmglp, se decidio evaluar el efecto de sobreexpresar /DII en cepas
cuya funcion FPPS esta complementada por la sobreexpresion del alelo
erg20-2.

La cepa Y21258 (ERG20/erg20::kanMX4) se transform6 con el
plasmido YEp195Lis erg2 Idi, se seleccionaron las cepas YR470 e
YR471 y suproduccion de linalol (media 93,78 = 12,77 pug/L) se compard
con la de la cepa control YR366 (Y21258Lis_erg2 - 57,85 + 5,77 ng/L)
(Figura 35A). Tal y como se habia mostrado, la sobreexpresion del gen
IDI] también provoc6 una mejora en la produccion de linalol (~1,6x) al
coexpresarlo con el alelo erg20-2 y el gen LIS en este fondo genético.
La cepa YR470 (ERG20/erg20::kanMX4 YEpl95Lis erg2 Idi) se
selecciono para generar las cepas haploides YR474 e YR476 (ERG20);
YR477 e YR479 (erg20::kanMX4) y evaluar su capacidad para producir
linalol. La cantidad de linalol acumulada por las cepas YR474 ¢ YR476
(ERG20 YEpl95Lis erg2 Idi - 55,69 + 6,98 pg/L) se compard con
la de la cepa YR415 (ERG20 YEp195Lis_erg2 - 15,00 = 1,45 ng/L),
observandose una mejora debida a la sobreexpresion del gen IDII por
encima de 3 veces en las cepas haploides con fondo genético ERG20
(Figura 35B). Una vez constatado el efecto positivo de la sobreexpresion
del gen IDII en cepas que conservan total o parcialmente la funcién
FPPS silvestre, se procedio al andlisis de las cepas YR477 e YR479
(erg20::kanMX4 YEpl95Lis _erg2 Idi), cuya producciéon de linalol
(media 1144,68 + 139,40 pg/L) mostraba un incremento cercano al
25% sobre la de la cepa YR410 (erg20::kanMX4 YEpl95Lis erg2
- 903,43 + 112,82 pg/L) a las 32 horas de cultivo (Figura 35C). Este
incremento, aunque moderado, mostré ser significativo cuando se aplicod
un analisis estadistico ANOVA (P < 0,05) y demuestra que la linalol
sintasa si que es capaz de producir cantidades mayores de linalol que
las obtenidas en el apartado anterior, por lo que la falta de incremento
al combinar los alelos  hmgl y erg20-2 no se deberia a la actividad
monoterpeno sintasa.
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Figura 35. Efecto de la sobreexpresion de los alelos erg20-2 ¢ IDI1 sobre la produccion de
linalol en tres fondos genéticos diferentes para el locus ERG20. (A) Produccion de linalol
en cepas diploides hemizigotas para el gen FRG20. (B) Produccion de linalol en cepas
haploides que han heredado el alelo silvestre ERG20. (C) Produccién de linalol en cepas
haploides que han heredado el alelo mutante erg20::kanMX4. Las muestras se tomaron a los
tiempos indicados y las barras de error representan la media y desviacion estandar de tres
experimentos independientes.

Por otra parte, el incremento relacionado con la sobreexpresion del gen
IDII es muy inferior al obtenido en las cepas que conservan el alelo silvestre
ERG20 (25% vs 270%), lo cual puede deberse a que el limite maximo de
mejora se encuentre proximo a estos valores dada la limitada actividad de
sintesis de FPP y la necesidad de la levadura de sintetizar este compuesto
para proseguir con la ruta del ergosterol. Sin embargo, el hecho de que ambas
estrategias (IDI] y erg20-2) estén orientadas a favorecer la disponibilidad
de GPP probablemente limitando la sintesis de FPP podria también justificar
esta disminucion del efecto de la sobreexpresion del gen /DI] en el fondo
erg20::kanMX4.

Teniendo en cuenta todos estos resultados parece evidente que el paso
mas limitante para la produccion de monoterpenos es el catalizado por la
enzima FPPS y, como consecuencia, las modificaciones practicadas a este
nivel han mostrado ser muy efectivas para mejorar la produccion heterdloga
de monoterpenos en S. cerevisiae. Sin embargo, las cepas con mayor
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capacidad productora presentan algunas limitaciones en cuanto a su tasa
de crecimiento, lo que probablemente seria un inconveniente para algunas
aplicaciones biotecnologicas. A pesar de ello, queda claro que S. cerevisiae
tiene un gran potencial para producir monoterpenos de plantas y ademas
presenta un amplio rango de mejora cuando se aplican las estrategias de
ingenieria metabodlica adecuadas. Como muestra de ello, en este trabajo
se ha alcanzado una mejora global de 80 veces, desde una produccion de
linalol en la cepa BY4743 (ERG20/ERG20 YEp195Lis) de 14,51 £ 0,9 ng/L,
hasta los 1144,68 + 139,39 pg/L detectados en las cepas YR477 ¢ YR479
(erg20:: kanMX4 YEp195Lis_erg2 Idi) (Figura 36). Ademas, otras estrategias
dieron lugar a producciones intermedias, lo que permitiria generar una bateria
de cepas que podrian ser seleccionadas para distintas aplicaciones en funcion
de sus niveles de produccion de monoterpenos.
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Figura 36. Mejora global de la produccion de linalol a partir de la cepa de laboratorio
BY4743. Las muestras se tomaron a las 32 horas de cultivo en YPD. Los valores representados
corresponden a la produccion media de 2 cepas de cada genotipo y las barras de error
representan la desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes.
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III. MODULACION DEL PERFIL AROMATICO DEL VINO
MEDIANTE FERMENTACION CON CEPAS MODIFICADAS
DE S. CEREVISIAE PRODUCTORAS DE NOVO DE
MONOTERPENOS

Sinopsis

Los mostos de uva contienen monoterpenos entre otros terpenoides
que influyen en el aroma final de los vinos, y cuya concentracion
depende de la variedad de uva y de las condiciones de cultivo. La
levadura S. cerevisiae no excreta eficientemente estos compuestos,
fundamentalmente debido a que carece de monoterpeno sintasas
especificas, porlo quelos vinos fermentados a partir de ciertos mostos
presentan un perfil monoterpénico escaso o nulo. Por ello, hemos
construido levaduras derivadas de la cepa vinica industrial T_,, que
expresan los genes LIS (codifica linalol sintasa) de Clarkia breweri o
GES (codifica geraniol sintasa) de Ocimum basilicum bajo el control
de los promotores de los genes TDH3 y ACT1I respectivamente, con
las que se han realizado experimentos de microvinificacion a partir
de mosto de la variedad neutra Parellada. Las concentraciones
de linalol y geraniol en estos vinos se encontraban por encima de
sus umbrales de percepcion olfativa, sin perjuicio de la capacidad
fermentativa de la levadura o de otras propiedades del vino. La
produccion de geraniol derivé ademas en un proceso de dispersion
metabdlica hacia otros monoterpenos (linalol, citronelol, nerol)
y ésteres (geranil y citronelil acetato) aromaticos. Se demuestra
ademas que es posible modular la concentracion de estos terpenoides
en vino manipulando la expresion de genes de la ruta MVA (p. ej.
sobreexpresando IDII) y/o realizando fermentaciones mixtas con
cepas productoras y no productoras.

Antecedentes

El aroma es una de las caracteristicas mas importantes a la hora de valorar
la calidad de los vinos y varios centenares de compuestos que podrian influir
en su percepcion aromatica han sido identificados tanto en las uvas como
en el propio vino (Schreier, 1979). Entre estos compuestos se encuentran
algunos monoterpenos como geraniol y linalol, considerados importantes
para determinar el llamado aroma primario, varietal o prefermentativo, por
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encontrarse en altas concentraciones en algunas variedades de uva y tener
un umbral de percepcion olfativa relativamente bajo, 4-75 y 4-10 ppb
respectivamente, que es bastante inferior al de otros monoterpenos
mayoritarios como nerol (680-2.200 ppb) y a-terpineol (280-350 ppb)
(Feranoli, 2002). Estos monoterpenos son importantes en el aroma de los
vinos jovenes tipo moscatel, al que aportan notas dulces y florales, pero se
encuentran en concentraciones muy bajas en los mostos procedentes de otras
variedades no aromaticas de Vitis vinifera (Ribéreau-Gayon et al., 1975).

Los monoterpenos se encuentran en la uva tanto en forma libre como
conjugada, en forma de glicdsidos no aromaticos (precursores), y la hidrélisis
enzimatica de estos conjugados ocasiona un incremento de la concentracion
de monoterpenos volatiles (Williams et al., 1982; Giinata et al., 1985). Hasta la
fecha se han desarrollado distintas estrategias biotecnologicas para aumentar
el contenido terpénico, y por tanto el aroma, del vino mediante la adicion de
preparaciones enzimaticas para la liberacion del aglicon (Giinata et al., 1993;
van Rensburg y Pretorius, 2000) o vinificando con levaduras transgénicas
capaces de producir estas actividades durante el proceso fermentativo
(Pretorius y Bauer, 2002; Manzanares et al., 2003; Ramon et al., 2005;
Schuller y Casal, 2005; Zietsman ef al., 2011). Sin embargo, el éxito de estas
estrategias depende de la concentracion inicial de monoterpenos conjugados,
por lo que resultan poco efectivas cuando se utilizan mostos procedentes de
variedades neutras, con un contenido terpénico escaso o nulo. En estos casos,
la utilizacion de cepas de levadura capaces de sintetizar de novo monoterpenos
de interés enoldgico podria ser una buena alternativa, tal y como se demostro
por primera vez en nuestro grupo vinificando con cepas que expresan el
gen LIS de C. breweri (Herrero et al., 2008). Esta manipulacion metabdlica
es posible porque en las plantas los monoterpenos, incluidos los de interés
enoldgico, se producen a partir de GPP en un solo paso (catalizado por
distintas monoterpeno sintasas, cuyos genes han sido identificados) y éste es,
en S. cerevisiae, un intermediario en la ruta de sintesis de ergosterol.

Por otra parte, la expresion del gen GES de O. basilicum en cepas de
laboratorio de S. cerevisiae ha resultado en la produccion de cantidades
relevantes de geraniol (Oswald et al., 2007; este trabajo); y la concentracion
de éste cuando se expresaba GES en la cepa vinica T,,-4 era muy superior a
la concentracion de linalol cuando se expresaba el gen LIS. Las cantidades
de geraniol producidas por la cepa T, ,-4 en medio YPD no solo estaban muy
por encima de su umbral de percepcion sino que, a pesar de que la enzima
geraniol sintasa produce especificamente geraniol cuando se ensaya su
actividad in vitro (Iijima et al., 2004) y cuando se expresa en bacterias lacticas
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(Pardo, Monedero y Orejas, sin publicar), las actividades enzimaticas de las
levaduras eran capaces de metabolizar el geraniol (apartado I.1 de Resultados
y Discusion), lo que originaba un proceso de dispersion metabdlica hacia otros
monoterpenos y ésteres aromaticos similar al que ocurre al expresar el gen GES
en tomate (Davidovich-Rikanati et al., 2007), o al suplementar con geraniol
cultivos de S. cerevisiae (King y Dickinson, 2000; Gamero et al., 2011).
La aparicion de estos monoterpenos derivados del geraniol, concretamente
linalol y citronelol, podria incrementar su percepcion aromatica en los vinos
producidos, tal como se ha descrito recientemente para la percepcion del
aroma de la cerveza (Takoi et al., 2010).

Por ello, y teniendo en cuenta que la produccidon de novo de linalol es
inferior en condiciones de vinificacion que en medio sintético YPD (Herrero
et al., 2008) y que la expresion de los genes que codifican las actividades
enzimaticas implicadas en las bioconversiones del geraniol y derivados
puede ser diferente en condiciones de vinificacion, se pretende estudiar si los
vinos producidos por la cepa T, -4 que expresa el gen GES de O. basilicum
contienen concentraciones de geraniol por encima de su umbral de percepcion
olfativa, y caracterizar el perfil aromatico eventualmente generado a raiz de la
dispersion del geraniol a otros compuestos. Ademas, puesto que la aplicacion
de estrategias de ingenieria metabolica en la ruta MVA de la cepa T, -4 es
efectiva para aumentar los niveles de monoterpenos (apartado II de Resultados
y Discusion); por ejemplo, tras la sobreexpresion del gen I/DI1 se triplicaba
la produccion de éstos sin afectar al crecimiento de la levadura, se decidio
incluir también las cepas modificadas en este paso de la ruta MVA en los
ensayos de microvinificacion para caracterizar su efecto sobre la produccion
de linalol y geraniol en estas condiciones.

IIL.1. Ensayos de microvinificacién con la cepa vinica T_,-4 de S. cerevisiae
que expresa el gen GES de O. basilicum

II1.1.1. La expresion del gen GES de O. basilicum no afecta a la capacidad
SJermentativa de la cepa vinica T -4 de S. cerevisiae

Paraevaluarel potencial industrial de las cepas derivadasde T, modificadas para
incrementar los niveles de geraniol en vino, se llevaron a cabo microvinificaciones
con la cepa YR377, que expresa el gen GES de O. basilicum desde el plasmido
YEp195Ges (Figura 6), y la cepa YR70, portadora del plasmido vacio YEplac195
(Gietz y Sugino, 1988), que se utilizd como control de fermentaciéon dado que
estd descrito que mantiene las caracteristicas enologicas de la cepa industrial
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T,, (Herrero et al., 2008). Estas dos cepas se inocularon en mosto estéril de la
variedad Parellada y se monitorizé el progreso de la fermentacion. La tasa de
crecimiento de las cepas YR70 (YEplac195) e YR377 (YEp195Ges) fue similar
y ambas alcanzaron los mismos valores de densidad oOptica (Figura 37A). El
consumo de azdcares, cuya evolucion se siguidé con un refractometro (°Brix),
fue también similar en ambas cepas (Figura 37B), estabilizandose en torno a los
5°Brix alrededor del dia 15 de fermentacion; a partir de ese momento el consumo
de azucares se cuantifico por el método de Nelson-Somogyi (Nelson, 1944),
alcanzandose valores por debajo de los 2 g/L (vino seco) el dia 19. Estos resultados
indican que ni la expresion del gen GES de O. basilicum, ni la produccion de
monoterpenos que de ella pueda derivarse afecta al crecimiento o a la capacidad
fermentativa de la cepa T, en condiciones de microvinificacion y dejan abierta la
posibilidad de aplicar esta modificacion de la cepa T, a nivel industrial.

La permanencia del plasmido YEp195Ges en las células de levadura
se evalud por comparacion del niumero de colonias que crecen en medio
selectivo SD sin uracilo y en medio completo YPD; el 83% de las células
viables al finalizar la fermentacion fueron capaces de crecer en ausencia de
uracilo, demostrando que el plasmido que contiene el casete de expresion
ACTI ::GES::HIS3 se mantiene a lo largo del proceso de fermentacion vinica,
lo que esta de acuerdo con la tasa de permanencia (82%) descrita en 2008 por
Herrero et al., para el plasmido que contiene el casete de expresion de la
linalol sintasa de C. breweri.
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Figura 37. Evolucion de las microvinificaciones llevadas a cabo con cepas de S. cerevisiae
derivadas de T, que expresan el gen GES de O. basilicum. (A) Curvas de crecimiento de las
cepas YR70 (YEplac195) e YR377 (YEp195Ges). (B) Consumo de azlicares en las cepas
YR70 (YEplac195) e YR377 (YEp195Ges).

La expresion heterdloga de la geraniol sintasa podria tener por contrapartida la
modificacion del metabolismo de la levadura, lo que podria ser contraproducente
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para la calidad del vino producido por la cepa modificada. Por ello, se realiz6 un
analisis metabolomico parcial de los vinos y se constatd que las concentraciones
de ciertos compuestos de interés enoldgico como el etanol y el glicerol eran
similares en los vinos producidos por ambas cepas (Tabla 12). La presencia de
alcoholes superiores y sus ésteres (2-fenil etanol —que aporta aroma a rosas—
umbral de percepcion 14 mg/L; acetato de isoamilo —aroma a platano— umbral
de percepcion 30 ug/L; acetato de 2-feniletilo —aroma a rosas— umbral de
percepcion 250 pg/L) (Ferreira, 2000; Guth, 1997) y de ésteres de etilo de &cidos
grasos (hexanoato de etilo —aroma a manzanas y violetas— umbral de percepcion
80 ng/L; octanoato de etilo —aroma a pera y pifia— umbral de percepcion 260-
580 pg/L; decanoato de etilo —aroma floral- umbral de percepcion 500 pg/L)
(Boulton et al., 1996), cuya presencia se considera positiva para las propiedades
aromaticas del vino, fue similar en los vinos fermentados con la cepa YR377
(YEp195Ges) e YR70 (YEplac195). Asimismo, las concentraciones de algunos
de los metabolitos que pueden ser considerados negativos para las caracteristicas
organolépticas del vino, como el acido acético, el acetaldehido o el acetato de etilo
se mantuvieron en rangos cercanos en ambas fermentaciones. Estos resultados
sugieren que la expresion del gen GES no afecta en gran medida al metabolismo
general de S. cerevisiae en estas condiciones, y que los vinos producidos por esta
cepa mantienen unos parametros enologicos aceptables; por lo que se decidio
proceder al analisis del efecto especifico de dicha sobreexpresion sobre el perfil
terpénico del vino producido.

Tabla 12. Analisis metabolomico parcial de los vinos producidos por las
cepas de S. cerevisiae derivadas de T, -4 que expresan el gen GES de
O. basilicum.

YR70 (YEplac195)  YR377 (Yep195Ges)

Etanol (%) 8,74 £ 0,09 9,38 £ 0,34
Glicerol (g/L) 3,90 £ 0,19 3,87 £ 0,45
2-Fenil etanol (mg/L) 23,87 + 3,39 26,73 + 3,66
Acetato de isoamilo (mg/L) 0,98 £ 0,23 1,11 +£0,18
Acetato de 2-feniletilo ND ND

Hexanoato de etilo (mg/L) 0,31 +0,05 0,35+0,02
Octanoato de etilo (mg/L) 0,38 £ 0,07 0,48 + 0,04
Decanoato de etilo (mg/L) 0,11 £ 0,02 0,16 + 0,04
Acido acético (mg/L) 49,82 + 7,34 45,24 + 3,88
Acetaldehido (mg/L) 12,34 + 1,46 16,06 + 0,71
Acetato de etilo ND ND

ND = no detectado.
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II1.1.2. La expresion del gen GES de O. basilicum en la cepa T,-4 de
S. cerevisiae da lugar a la produccion de novo de seis caracteres
varietales en el vino

La expresion del gen GES en la cepa vinica T -4 es una estrategia efectiva
para la produccion de cantidades relativamente grandes de geraniol (~8 mg/L)
en condiciones de laboratorio (apartado 1.1 de Resultados y Discusion). La
produccion de geraniol en estas condiciones derivd ademas en la aparicion de otros
monoterpenos (linalol, citronelol, nerol) y ésteres (geranil y citronelil acetato), que
podrian complementar y/o incrementar su percepcion aromatica (Ribéreau-Gayon
et al., 1975; Takoi et al., 2010). Por ello, una vez comprobado que la expresion de
este gen no lastra la capacidad fermentativa de la levadura, ni altera en gran medida
los pardmetros enoldgicos del vino producido, se decidi6 analizar la fraccion
monoterpénica volatil de los vinos fermentados por las cepas productoras de
geraniol para determinar si estos compuestos son producidos en estas condiciones
y, en caso afirmativo, si su concentracion se encuentra por encima del umbral de
percepcion y podrian por tanto modificar el aroma de los vinos producidos.

Para ello, los vinos producidos por las cepas modificadas de S. cerevisiae
YR70 (YEplac195) e YR377 (YEp195Ges), derivadas de T_,, se analizaron por
GC y GC-MS y se determinaron las concentraciones de los picos diferenciales,
correspondientes a geraniol, linalol, citronelol, nerol, geranil acetato y citronelil
acetato. No se hallaron grandes cantidades de monoterpenos ni de sus ésteres en
los vinos producidos por la cepa control YR70 (Tabla 13), tal como se esperaba
dada la neutralidad de la variedad de uva. Sin embargo, al analizar los volatiles
presentes en el vino producido por la cepa YR377 se observaron concentraciones
de geraniol de 749,17 + 93,64 ng/L, y de sus derivados citronelol (526,35 + 67,17
pg/L), linalol (141,18 + 19,55 pg/L), nerol (12,62 + 1,03 pg/L), geranil acetato
(12,84 + 1,51 pg/L) y citronelil acetato (116,32 + 12,23 pg/L), lo que resultaba
en una concentracion total de terpenoides de 1558,48 + 195,13 pg/L (Tabla 13).
Estos valores, a excepcion de los obtenidos para el nerol y el citronelil acetato,
se encuentran por encima de los umbrales de percepcion establecidos para estos
compuestos (Tabla 5). Estos resultados confirman la capacidad de S. cerevisiae
para producir de novo cantidades relevantes de monoterpenos mediante la
expresion de monoterpeno sintasas heterdlogas en estas condiciones y, a diferencia
de la expresion de la linalol sintasa que daba lugar a concentraciones limitadas
de linalol (Herrero et al., 2008), la expresion del gen GES conllevo la produccion
de grandes cantidades de geraniol y sus derivados hasta el punto de equiparar
las concentraciones de terpenoles presentes en los vinos producidos a partir de
mostos neutros a los que se encuentran en algunos mostos de variedades de uva
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moscatel, de las que son caracteristicos (Ribéreau-Gayon et al., 1975); lo que
sugiere que la expresion de este gen es suficiente para incrementar las cantidades
de monoterpenos hasta niveles lo suficientemente elevados como para modular la
percepcion aromatica de los vinos producidos por las cepas modificadas. Por su
parte la cantidad de linalol derivada de la produccion de geraniol fue ampliamente
superior a la obtenida al vinificar con la cepa que expresa el gen LIS de C. breweri
(Herrero et al., 2008; este trabajo); lo que, sumado a que, a diferencia del gen LIS,
el gen GES proviene de una planta comestible, es una buena muestra del potencial
de las cepas de S. cerevisiae modificadas con este transgen para modular el aroma
de los vinos y eventualmente otras bebidas alcoholicas fermentadas.

Si nos fijamos en la produccion total de volatiles derivados de la expresion
del gen GES en condiciones de microvinificacion (1,56 £ 0,19 mg/L), se
observa una caida en los niveles producidos frente a los obtenidos en los
cultivos realizados en medio liquido YPD (9,21 + 1,56 mg/L); esta reduccion
en la produccion de monoterpenos esta en concordancia con los resultados
descritos anteriormente al expresar la linalol sintasa de C. breweri (Herrero et
al., 2008), en los que la produccion de linalol durante el proceso de vinificacion
fue también considerablemente inferior (unas 3 veces) a la obtenida en medio
de laboratorio YPD. Este descenso podria deberse a una disminucién del GPP
disponible para ser utilizado por las monoterpeno sintasas heter6logas en
condiciones de microvinificacion, ya que los niveles intracelulares de los tres
primeros compuestos de la ruta MVA dependen de la fuente de carbono, la fase
de crecimiento y la tasa de crecimiento especifica (Serker ez al., 2006) entre otros
factores. Ademas, la expresion del gen HMGI se induce durante el crecimiento
aerdbico, siendo diez veces superior en estas condiciones (Burg y Espenshade,
2011), por lo que en condiciones de microvinificacion, en las que la oxigenacion
es limitada o nula, la expresion de este gen seria considerablemente inferior; lo
que podria estar asociado con esta caida de los niveles de produccion.

Tabla 13. Concentracion de terpenoides detectada en vinos de la variedad
Parellada fermentados con cepas derivadas de T.,.

YR70 (YEplac195) YR377 (YEp195Ges)

Geraniol® ND 749,17 £ 93,64
Linalol® 2,36 £ 0,41 141,18 + 19,55
Nerol? 1,33 £ 0,06 12,62 + 1,03
Citronelol? 2,27 £ 0,38 526,34 £ 67,17
Geranil acetato?® ND 12,84 + 1,51
Citronelil acetato? 0,81+£0,14 116,32 £ 12,23
Total® 6,77 £ 0,99 1558,48 + 195,13

*Valores expresados en pg/L; ND = no detectado.
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En relacion a las proporciones de los compuestos derivados de la
expresion del gen GES, lo primero que llama la atencidon es que mientras
que en medio YPD el geraniol representaba aproximadamente el 90% del
contenido terpénico total, en condiciones de microvinificacion solo la mitad
de la concentracion de los terpenoides detectados corresponde a geraniol.
En estas condiciones, la conversion mas importante observada es la que
da lugar a la formacioén de citronelol, que supuso un tercio de los volatiles
producidos. La conversion hacia linalol se incremento6 75 veces con respecto
a la observada en medio de cultivo YPD alcanzando éste practicamente el
10% de la concentracion total de volatiles derivados del geraniol, mientras
que la concentracion de nerol cayé 20 veces, perdiendo practicamente toda
su representacion en la mezcla (Tabla 14).

Estos cambios en las proporciones relativas en las que aparecen los
distintos monoterpenos en condiciones de laboratorio y de microvinificacion,
pueden deberse a la duracion del proceso de fermentacion (YPD 24 horas —
Vino 19 dias), ya que la produccién de monoterpenos se produce al inicio de
la fase exponencial del crecimiento de la levadura, y por tanto éstos estarian
disponibles para su conversion practicamente desde el inicio de la fermentacion
(Herrero et al., 2008; Rico et al., 2010); las diferentes caracteristicas fisico-
quimicas de estas condiciones (p. ej. pH y temperatura) podrian estar
favoreciendo ademas la aparicion de estas conversiones. El metabolismo de
la levadura, y mas concretamente el metabolismo del geraniol, podria verse
también modificado por la concentraciéon de oxigeno presente en el medio
(Vaudano et al., 2004).

Las esterificaciones del geraniol y el citronelol se ven también
favorecidas en estas condiciones, incrementandose las proporciones de
geranil y citronelil acetato ~5 y ~50 veces respectivamente (Tabla 14). La
actividad de la enzima Atflp de S. cerevisiae —implicada en la produccion
de geranil acetato (Steyer et al., 2013)— podria verse incrementada en estas
condiciones, ya que la expresion de los genes ATF1 y ATF2 esta reprimida
de forma directa por oxigeno (revisado por Verstrepen et al., 2003) y
como consecuencia, las condiciones de hipoxia en las que se realizan los
ensayos de microvinificacién podrian estar favoreciendo la acetilacion
de estos monoterpenos. Sin embargo, la acumulacion de ésteres durante
la fermentacion vinica depende del equilibrio establecido entre su sintesis
por las AATs y su degradacion, catalizada por las hidrolasas de ésteres.
La sobreexpresion de las AATs codificadas por los genes ATFI y ATF2
conlleva un incremento de los ésteres acetato de isoamilo; acetato de etilo y
acetato de 2-feniletilo (Fujii et al., 1994; Lilly et al., 2000) mientras que la
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sobreexpresion de la hidrolasa de ésteres Iah1p dio lugar al efecto contrario
(Lilly et al., 2006), por lo que una reduccién de la hipotética actividad
hidrolasa en condiciones de microvinificacion podria explicar también los
cambios observados. Una estrategia interesante para favorecer o reprimir la
formacion de estos ésteres (p. €]. geranil acetato) seria la modificacion de la
actividad de estas enzimas; incrementando de este modo nuestra capacidad
para modular el aroma del vino en funcion de la concentracién de estos
compuestos.

I11.2. Regulacion de los niveles de terpenoides presentes en el vino
mediante fermentacion mixta y técnicas de ingenieria metabdlica

I1.2.1. La fermentacion mixta con T,-4Ges y cepas de S. cerevisiae no
productoras de monoterpenos sirve para modular los niveles de
terpenoides

La presencia de un determinado compuesto aromatico en concentraciones
elevadas puede ser perjudicial para la apreciacion del mismo, bien de forma
directa, porque la intensidad de su propio aroma pueda resultar desagradable,
o indirecta, enmascarando o eliminando la percepcion de otros compuestos
que podrian aportar matices interesantes al aroma final. Por ello, dada la
complejidad y la diversidad aromatica de los vinos, seria bueno poder controlar
de algiin modo los niveles de monoterpenos obtenidos en la vinificacion, para
poder evitar que estos puedan llegar a ser excesivos y produzcan un efecto no
deseado en el consumidor, ademas de poder elaborar asi vinos cuyo contenido
monoterpénico pueda ser predeterminado.

Con este objetivo y puesto que la fermentacion de mosto de la variedad
neutra Parellada con cepas derivadas de T,, que expresan el gen GES ha
resultado en la obtencién de vinos que contienen niveles considerables de
geraniol y sus derivados, se disefio un cultivo iniciador mixto con la cepa
control YR70 de S. cerevisiae, para confirmar las propiedades de la levadura
T, ,-4Ges, y evaluar la posibilidad de modular la concentracion de terpenoides
mediante esta técnica. Para realizar esta vinificacion se utiliz6é una mezcla 1:1
de las cepas YR70 (YEplac195) e YR377 (YEp195Ges), ambas derivadas de
la cepa vinica industrial T_,, las fermentaciones se realizaron a partir de mosto
estéril de la variedad Parellada (cosecha de 2008) y la fermentacion sigui6 el
mismo patron que la fermentacion control realizada con la cepa productora
YR377 (Figura 38A). Las tasas de crecimiento fueron similares en ambas



PRODUCCION HETEROLOGA DE MONOTERPENOS EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE 155

fermentaciones, alcanzandose ademas valores idénticos de densidad Optica;
el consumo de aztcares fue también equiparable, estabilizandose en torno a
los 5°Brix alrededor del dia 15 de fermentacion. Ambas fermentaciones se
dieron por finalizadas al alcanzarse concentraciones de azucares por debajo
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Figura 38. Efecto de la cofermentacion con cepas de S. cerevisiae productoras y no
productoras de geraniol. (A) Evolucion de las fermentaciones realizadas con la mezcla
YR70::YR377 (YEplac195::YEp195Ges; 1:1) e YR377 (YEp195Ges). (B) Concentracion
de monoterpenos en los vinos producidos por la mezcla YR70::YR377 y la cepa YR377.
Los valores representados corresponden a la media y desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes.

El perfil de volatiles derivado de la fermentacion mixta se cuantificd y compard
con el del vino producido por lacepa YR377. Las cantidades detectadas de geraniol
(388,35+8,96 ug/L), citronelol (201,28 + 19,69 pg/L), linalol (57,19+ 7,76 ug/L),
nerol (5,53 £ 0,18 pg/L), geranil acetato (5,90 + 1,34 pg/L) y citronelil acetato
(40,68 + 3,32 ng/L) (Figura 38B) dieron lugar a una concentracion total de
terpenoides (698,93 £41,25 pg/L) de aproximadamente la mitad de la obtenida al
vinificar con la cepa YR377 (1558,48 + 195,13 pg/L); lo cual se corresponde con
la proporcion de levadura productora inoculada. Este resultado sugiere que las
concentraciones de terpenoides obtenidas por fermentacion con cepas productoras
de monoterpenos se pueden modular ‘a la carte’ por cofermentacion con cepas no
productoras, ya que la produccion de estos metabolitos es proporcional al inbculo
inicial de la cepa productora; por lo que se podrian establecer de antemano las
concentraciones de monoterpenos en el vino final y decidir el in6culo en base a
¢éstas. La cofermentacion con otras cepas permitiria a su vez la modulacion de
otros aspectos o caracteristicas del vino final (p. ej. produccion de ésteres, glicerol,
etc.); o incluso podria permitir la produccion especifica de varios monoterpenos
iniciando la fermentacién con un inoculo mixto incluyendo a levaduras que
expresen otras monoterpeno sintasas para incrementar la complejidad del perfil
monoterpénico generado por la expresion del gen GES, como por ejemplo la
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a-terpineol sintasa de Vitis vinifera, descrita por Martin y Bohlmann en el aiio
2004. Alternativamente se podrian producir otros monoterpenos (p. €j. limoneno)
que nos permitieran producir vinos que de otra forma solo podrian ser producidos
por adicion del compuesto de interés, aportando nuevos matices que reportaran
variabilidad y novedad a la industria vitivinicola.

II1.2.2. La sobreexpresion del gen IDII incrementa la produccion de novo
de terpenoides en condiciones de microvinificacion

La expresion de los genes LIS de C. breweri (Herrero et al, 2008)
y GES de O. basilicum (este trabajo) en la cepa vinica T ,-4 deriva en la
produccion de cantidades relevantes de monoterpenos en condiciones
de microvinificacién. Sin embargo, existe una gran dependencia de la
monoterpeno sintasa expresada; tal como se aprecia en la enorme diferencia
en las cantidades de terpenoides acumuladas en los vinos producidos por las
cepas modificadas T, ,-4Lis y T, .-4Ges (~100x). Por ello, en prevision de que
la expresion del gen que codifica la monoterpeno sintasa no fuera suficiente
para producir un determinado monoterpeno en cantidad suficiente para
obtener el efecto deseado sobre el aroma del vino, podria ser interesante la
aplicacion de estrategias de ingenieria metabdlica en la ruta MVA orientadas
a la mejora de la disponibilidad de GPP, y en consecuencia de la produccion
de monoterpenos, que fueron efectivas en condiciones de laboratorio. En
este sentido, la sobreexpresion del gen IDI] sirvio para incrementar hasta
tres veces los niveles de monoterpenos producidos en medio liquido YPD
por la cepa T -4 (apartado 1.2 de Resultados y Discusion), por lo que la
fermentacion del mosto con levaduras portadoras de esta modificacion podria
ser una buena estrategia para incrementar los valores de los monoterpenos
producidos en vino.

Para comprobar esta hipotesis se realizaron ensayos de microvinificacion
con las cepas YR332 (T,,-4 YEp195Lis_Idi) e YR379 (T -4 YEp195Ges_
Idi), asi como con sus correspondlentes controles. La capa01dad fermentativa
de la cepa YR332 se comparo con la de las cepas YR70 (T,,-4 YEplac195) e
YR162 (T -4 YEp195Lis), y la concentracion de linalol presente en los vinos
producidos por esta ultima (10,61 + 0,87 pg/L) se utilizd como referencia para
determinar el efecto de la sobreexpresion del gen IDI] sobre la produccion
de monoterpenos en procesos de microvinificacion. La cinética de consumo
de azucares de la cepa YR332 fue similar a la de las cepas control y todas
las cepas alcanzaron valores de densidad oOptica similares (Figura 39A), lo
que indica que ni la sobreexpresion conjunta de los genes IDI] y LIS ni los
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niveles de monoterpenos alcanzados afectan a la capacidad fermentativa de
la cepa T ,-4; siendo ademas similares los valores de etanol (v/v) al final de la
fermentacion (YR70 — 7,95 + 0,33%; YR162 — 8,65 + 0,23%; YR332 — 8,80
+ 0,67%). Por su parte, la produccion de linalol de la cepa YR332 (34,11 +
3,41 ng/L) alcanzd valores 3 veces por encima de los cuantificados en los
vinos producidos por la cepa YR162 (T, ,-4 YEp195Lis) (Figura 39B). Este
resultado muestra que la sobreexpresion del gen /D// mantiene su capacidad
para incrementar la produccion de linalol en condiciones de vinificacion.
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Figura 39. Evolucion de las microvinificaciones llevadas a cabo con cepas de S. cerevisiae
derivadas de T, que sobreexpresan conjuntamente los genes IDI] y LIS. (A) Curvas de
crecimiento (linea continua) y consumo de azticares (linea discontinua) de las cepas YR70
(YEplac195); YR162 (YEp195Lis) e YR332 (YEp195Lis_Idi). (B) Concentracion de linalol
en los vinos producidos por las cepas YR162 (YEpl195Lis) e YR332 (YEp195Lis_Idi).
Los valores representados corresponden a la media y desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes.

Para corroborar estos resultados y establecer la capacidad de mejora de
la produccion de geraniol y derivados en condiciones de microvinificacion
que se obtendrian tras la sobreexpresion del gen /DI] se disefaron ensayos
similares a los anteriores, utilizando las cepas YR379 (T -4 YEp195Ges_
Idi), YR70 (T ,-4 YEplac195) e YR377 (T,,-4 YEp195Ges). Las cinéticas
de crecimiento y consumo de azlcares de la cepa YR379 fueron también
similares a las de sus cepas control YR70 e YR377 (Figura 40A y B), lo
que indica que ni la sobreexpresion conjunta de los genes IDI] y GES
ni los niveles de monoterpenos alcanzados afectan negativamente a la
capacidad de la cepa T_,-4 para la fermentacion vinica. La concentracion
de etanol (v/v) fue ademas cuantificada al final de la fermentacion
obteniéndose concentraciones que en ninglin caso se encontraban por
debajo de los obtenidos con la cepa control (YR70 — 8,74 + 0,09%; YR377
—-9,38 + 0,34%; YR379 — 9,96 + 0,50%).
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Figura 40. Evolucion de las microvinificaciones llevadas a cabo con cepas de S. cerevisiae
derivadas de T,, que sobreexpresan conjuntamente los genes /DI y GES. (A) Curvas
de crecimiento de las cepas YR70 (YEplacl95); YR377 (YEpl195Ges) e YR379
(YEp195Ges_Idi). (B) Consumo de azucares en las cepas YR70 (YEplac195); YR377
(YEp195Ges) e YR379 (YEp195Ges Idi). (C) Concentraciéon de monoterpenoides en
el vino producido por las cepas YR377 (YEp195Ges) e YR379 (YEp195Ges Idi). Los
valores representados corresponden a la media y desviacion estdndar de al menos tres
experimentos independientes.

La produccion de geraniol de la cepa YR379 (1240,30 + 228,71 pg/L)
se situd 1,5 veces por encima de la obtenida con la cepa control YR377
(825,17 £ 59,62 pg/L), observandose ademds incrementos de los niveles de
linalol, nerol, citronelol, geranil acetato y citronelil acetato detectados en
los vinos producidos por la cepa YR377 (T_,-4 YEp195Ges) (Figura 40C).
Como consecuencia de la sobreexpresion del gen /DI la concentracion de
terpenoides totales producidos por la cepa YR379 (YEp195Ges_1di) alcanzé
valores de 2718,36 + 430,26 ng/L; estableciéndose una produccion global
del 160% de la producida por la cepa YR377 (1698,82 + 139,00 ng/L), que
expresa Unicamente la geraniol sintasa.

Estos resultados demuestran que la sobreexpresion del gen IDI1 en cepas
vinicas productoras de novo de monoterpenos es una buena estrategia para
incrementar la concentraciéon de los monoterpenos producidos en el vino
final. Los rangos de mejora obtenidos en condiciones de microvinificacion se
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encontraron ademas proximos a los descritos en este trabajo en condiciones
de laboratorio, lo cual indica que la mejora derivada de esta sobreexpresion
no es dependiente de las condiciones de fermentacion y, dado que el gen /D11
se encuentra bajo el control de su propio promotor, sugiere que la expresion
de este gen es similar en condiciones vinicas y condiciones de laboratorio.
Ademas, tal como ocurria al emplear esta estrategia en condiciones de
laboratorio, la produccion de los terpenoides derivados de la expresion del
gen GES es s6lo un 60% mayor en las cepas que sobreexpresan el gen /D1,
mientras que esta misma sobreexpresion triplica la produccion de linalol en
cepas que expresan el gen LIS de C. breweri; lo que sugiere que el efecto
de esta estrategia depende de la monoterpeno sintasa expresada y no de las
cantidades de terpenoides acumuladas durante la vinificacion, ya que éstas
son bastante inferiores (~6x) a las obtenidas en condiciones de laboratorio y
no deberian por tanto ser limitantes para la mejora de la produccion.
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Figura41.Representaciondelos cambios globales en el perfil terpénico de los vinos producidos

por cepas modificadas derivadas de T_.: YR70 (YEplac195); YR377 (YEp195Ges); YR379
(YEp195Ges_Idi).

En cualquier caso, parece evidente que la expresion de monoterpeno sintasas
de plantas es una buena estrategia para la produccion de cantidades relevantes
de monoterpenos en condiciones de vinificacion, y que ésta es ademas
modulable por cofermentacion con otras cepas de levadura no productoras,
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o mediante la aplicacion de técnicas de ingenieria metabdlica en la ruta
MVA; lo que nos permitiria generar una amplia gama de vinos con diferentes
concentraciones de estos compuestos, independientemente de la variedad de
uva empleada o de sus condiciones de cultivo. Este efecto se puede observar
en la Figura 41, en la que se recopilan los principales resultados obtenidos en
este capitulo, y donde se puede apreciar como, a partir de un mosto carente de
monoterpenos, se obtuvieron vinos con cantidades relevantes de los mismos,
que fueron ademas moduladas en funcion del objetivo deseado.

Teniendo en cuenta la posibilidad de expresar otras monoterpeno
sintasas, como por ejemplo la o-terpineol sintasa, estos perfiles podrian ser
ademas modificados, bien por cofermentacién con las cepas que expresen
dichas monoterpeno sintasas o mediante la coexpresion de mas de una
monoterpeno sintasa, dando lugar a un elevado niimero de combinaciones
posibles y generando un gran potencial para el disefio de vinos con diferentes
composiciones de monoterpenos, que podran ser mas o menos complejas
en funcion del objetivo deseado. Ademads, queda abierta la posibilidad
de manipular las enzimas responsables de las interconversiones de estos
monoterpenos, como Oye2p, implicada en la formacion de citronelol a partir
de geraniol (Yuan et al., 2011; Steyer et al., 2013) y/o las encargadas de dar
lugar a sus ésteres de acetato, entre las que se encuentra la Atflp (Steyer et al.,
2013) a fin de modular la complejidad del aroma de los vinos fermentados por
las cepas productoras de monoterpenos.
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La quimica orgénica sintética fue la metodologia empleada de forma
predominante para la produccion de compuestos quimicos a lo largo del
pasado siglo XX, cuando grandes cantidades de petroleo estaban disponibles
a un precio realmente asequible. Durante este periodo los quimicos organicos
encontraron la forma de producir multiples compuestos, que todavia se
sintetizan hoy en dia en plantas petroquimicas. Sin embargo, en los ultimos
tiempos esta tendencia esta cambiando principalmente por el incremento del
precio del petroleo, el rapido consumo de esta fuente de carbon f6sil y las
consecuencias medioambientales derivadas de su explotacion. Estos factores
han incrementado el interés por la produccion de compuestos quimicos a
partir de fuentes renovables y, aunque durante muchos afos la produccion
microbiana de dichos compuestos se hallaba limitada tnicamente a aquellos
producidos de forma natural, con ayuda de la ingenieria genética se ha hecho
posible la produccion heterdloga de compuestos como los isoprenoides;
incrementandose ademas los rendimientos obtenidos de estos productos con
la aplicacion de técnicas de ingenieria metabdlica (revisado por Immethun et
al.,2013).

Si nos centramos en la produccion de monoterpenos, en el afio 2007
Hernandez et al., introdujeron el gen FaNES (codifica la enzima bifuncional
nerolidol sintasa en Fragaria ananassa - fresa) en la bacteria lactica
Lactococcus lactis, 1o que condujo a la acumulacién del monoterpeno
linalol (~13 pg/L). Por su parte, algunas cepas industriales de la levadura
S. cerevisiae tienen la capacidad natural de producir de novo pequenas
cantidades de linalol (~4 pg/L)y geraniol (~1 pg/L) entre otros monoterpenos
(Carrau et al., 2005). Sin embargo, las mayores producciones obtenidas de
estos compuestos se han alcanzado al expresar heterélogamente monoterpeno
sintasas de plantas en S. cerevisiae; obteniéndose concentraciones de linalol
de ~77 pg/L al expresar la S-linalol sintasa de Clarkia breweri en una cepa
vinica (Herrero ef al., 2008) y ~500 ug/L-DO, , de geraniol al expresar la
geraniol sintasa de Ocimum basilicum en cepas de laboratorio (Oswald
et al., 2007). La produccion de geraniol se duplico (alcanzando ~1 mg/
L-DO,,) en este estudio mediante la complementacion de la actividad FPPS
de S. cerevisiae con el alelo mutante erg20-2 (K197E), que se sabia daba
lugar a una mayor liberaciéon de GPP (Blanchard y Karst, 1993). Asimismo,
la sustitucidn sistematica del aminoacido 197 de la enzima FPPS por todos
los aminoacidos posibles condujo a una mejora de la produccion que alcanzo
~5 mg/L (Fischer et al., 2011).

En el presente trabajo se han tratado de dilucidar algunas de las
modificaciones genéticas que favorecen la produccion de monoterpenos en
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la levadura S. cerevisiae con el objetivo de establecer dicho microorganismo
como plataforma para la sintesis de estos compuestos; para ello se han tenido
en cuenta factores como el tipo sexual y la ploidia de las cepas hospedadoras,
asi como su procedencia y/o aplicacidon en procesos industriales; también se
han tenido en consideracion tanto el vector de expresion empleado para clonar
las monoterpeno sintasas heter6logas como modificaciones en la ruta de
sintesis MVA. Con todo ello y tomando como prototipo la S-linalol sintasa de
C. breweri se han obtenido producciones de linalol que varian desde ~7 pug/L
cuando dicha monoterpeno sintasa se integra en copia unica en el locus URA3
de la cepa vinica T, ,-4 hasta ~1,2 mg/L cuando esta misma enzima se expresa
desde el plasmido utilizado para complementar la actividad FPPS con el alelo
erg20-2 y se sobreexpresa el gen IDI] en una cepa haploide de laboratorio
que carece del gen silvestre ERG20. Estos resultados muestran una diferencia
de ~170 veces entre la menor y la mayor produccion de linalol obtenidas en
este trabajo, siendo ademads esta tltima 15 veces superior a la produccion
maxima descrita previamente para este compuesto en microorganismos
(~77 png/L); lo que demuestra que la aplicacion de técnicas de ingenieria
metabolica en la ruta MVA de S. cerevisiae es una herramienta til para mejorar
la capacidad de este microorganismo para producir monoterpenos. En cuanto
a la produccion de geraniol, la expresion de la geraniol sintasa de O. basilicum
sirvio para corroborar los resultados obtenidos previamente y condujo a un rango
de producciones que oscila entre los ~500 pg/L obtenidos en la cepa vinica T, -4
con el gen GES integrado en el locus URA3 y los ~13 mg/L alcanzados con
esta cepa al coexpresar el gen /DI junto con la monoterpeno sintasa desde un
plasmido episomal multicopia. La diferencia entre estas producciones es de mas
de 25 veces, siendo ademas 2,5 veces mayor que la concentracion mas elevada de
este compuesto producida por un microorganismo en condiciones de laboratorio
(~5 mg/L) (Fischer et al., 2011).

Las concentraciones de estos compuestos estan todavia por debajo de
los niveles optimos para su produccidon y aplicacion industrial (Tabla 3),
pero las modificaciones y mejoras aqui descritas pueden servir de base para
futuras mejoras con un amplio rango de posibilidades. Desde el punto de
vista fisiologico, optimizar las condiciones de fermentacion (composicion
del medio, pH, temperatura, aireacion, etc.) podria redundar en una mayor
produccion de monoterpenos. Por otra parte, la aplicacion de las estrategias
de ingenieria metabolica aqui descritas en nuevas cepas hospedadoras
tanto de S. cerevisiae como de otras especies de levadura empleadas en la
produccion de compuestos a nivel industrial, y la expresion de monoterpeno
sintasas de distinto origen y/o de otras monoterpeno sintasas pueden resultar
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en una mayor produccion tal y como se ha visto en el apartado 1.1 de los
Resultados y Discusion de la presente Memoria, en el que la expresion del
gen GES de O. basilicum dio lugar a una concentracién de geraniol mas de
100 veces superior a la obtenida cuando se expresa el gen LIS de C. breweri
para producir linalol; lo que sugiere que la utilizacion de linalol sintasas
alternativas o su modificacion mediante ingenieria de proteinas podria dar
lugar a rendimientos mayores de este compuesto.

Una tercera linea de investigacion y quizas la mas prometedora a la hora de
abordar nuevas mejoras en la produccion de monoterpenos es la aplicacion de
modificaciones adicionales y/o alternativas a las aqui descritas. Entre las que
han favorecido la produccidon de otros terpenos anteriormente encontramos
la expresion del factor de transcripcion upc2-1, capaz de incrementar el flujo
a través de la ruta MVA y la inhibicion de la expresion del gen ERGY, que
codifica escualeno sintasa en S. cerevisiae, favoreciendo la acumulacion de
FPP y posiblemente GPP (Ro et al., 2006); la sobreexpresion de enzimas de
la parte alta de la ruta como la HMG-CoA sintasa y/o la mevalonato kinasa
podrian ser también determinantes a la hora de alcanzar valores de produccion
mayores a los obtenidos hasta la fecha. Ademas, la utilizaciéon de nuevos
elementos reguladores de la expresion génica podria ser una via de estudio
interesante en pos de obtener nuevos incrementos de la produccion. La mayor
parte de los genes expresados en este trabajo se han clonado bajo el control
de secuencias de expresion constitutiva, mientras que en algunos casos se han
mantenido las regiones reguladoras propias del gen de interés. Esto podria estar
afectando la eficiencia obtenida al combinar las modificaciones metabolicas,
como por ejemplo en el caso de la sobreexpresion conjunta del alelo  imgl
y el gen IDI] (que conserva su region promotora y terminadora), en la que
no se observo un incremento de la produccion de monoterpenos mientras
que una estrategia similar llevada a cabo por Ignea et al., 2011 en la que los
genes HMG?2 e IDII se coexpresaban bajo el control del promotor inducible
del gen GAL1 dio lugar a un efecto combinado de ambas expresiones sobre la
produccion del monoterpeno cineol.

La generacion de proteinas hibridas o proteinas de fusion (p. ej. FPPS-
LIS o GPPS-LIS) podria ser también interesante para canalizar el flujo
hacia la sintesis de monoterpenos, tal como hicieron en el trabajo realizado
por Tokuhiro et al., 2009, donde fusionaron las enzimas geranilgeranil
difosfato sintasa (codificada por el gen BTS/) y la diacilglicerol difosfato
fosfatasa (codificada por el gen DPPI) y lograron incrementar la produccion
de geranilgeraniol por encima de los valores alcanzados al coexpresar las
versiones nativas de estas dos enzimas.
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El creciente numero de estrategias de ingenieria metabolica que han
sido aplicadas con éxito para la producién de compuestos bioactivos en
microorganismos, entre las que se encuentran las descritas en este trabajo,
hace presagiar avances a corto o medio plazo que permitan reemplazar de
forma parcial o total la extraccion de fuentes naturales y/o la sintesis quimica
de estos compuestos; empleadas de forma habitual y cuya sostenibilidad es
precaria tanto econdmica como medioambientalmente. No obstante, para
alcanzar este objetivo final sera necesario entender y controlar de forma precisa
la interaccion entre los procesos heterdlogos y el metabolismo celular, por lo
que la modelizacion informatica de estas interacciones podria ser clave para
obtener una mayor tasa de éxito cuando se abordan este tipo de estrategias.

La generacién de una ruta metabolica optimizada y focalizada hacia la
sobreproduccion de monoterpenos en levaduras mediante aproximaciones de
biologia sintética o incluso la aplicacion de estas estrategias en levaduras de
disefio con un genoma minimo, y que por tanto carecieran de la complejidad
metabolica presente en las cepas naturales podrian resultar en un salto
cualitativo y cuantitativo en la produccion de estos compuestos. Asi pues, con
la integracion de los avances en biologia de sistemas, ingenieria de proteinas,
ingenieria de sistemas y técnicas analiticas y separativas, la ingenieria
metabolica de estos compuestos se perfila como una poderosa herramienta
para la sobreproduccion de monoterpenos.

En cuanto a su aplicacion en la industria vinica, la utilizacion de estas cepas
de levadura modificadas dista atin de ser una realidad, pero en este trabajo se
establecen las bases cientificas sobre las que trabajar para obtener cuando
menos los conocimientos para estar preparados ante una posible apertura
de dicha industria hacia la utilizacion de estos organismos modificados
genéticamente. Algunas cepas a las que se les ha conferido la capacidad
para realizar la fermentacion malolactica (Husnik ez al., 2006) o degradar
la urea (Coulon et al., 2006) para reducir la concentracion de etil carbamato
(carcindgeno) en el vino mediante la tecnologia del ADN recombinante han
sido reconocidas como GRAS por la USFDA y son ya comercializadas por
la industria vitivinicola en América del Norte. Por ello, una vez comprobado
que el perfil volatil de los vinos puede ser modificado mediante produccion
de novo de monoterpenos por parte de la levadura, el siguiente paso seria
conseguir cepas que pudieran obtener el calificativo GRAS y para eso hay
que disefiar estrategias de integracion del material genético estrictamente
necesario para producir el efecto deseado. Teniendo en cuenta ademés que
segun los resultados obtenidos en este trabajo, un elevado niumero de copias
es necesario para la produccion de estos compuestos en cantidades suficientes,
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la integracion de los genes codificantes de monoterpeno sintasas deberia
dirigirse a secuencias de ADN repetitivo y ser seleccionadas por marcadores
de seleccion débiles como LEU2-d que ha mostrado previamente su eficacia
en la construccion y estabilizacion de cepas con multiples integraciones de la
construccion de interés (Adam et al., 1995).

En conclusion, el potencial de la levadura S. cerevisiae para establecerse
como plataforma para la produccion de monoterpenos ha sido probado
satisfactoriamente, estableciéndose ademas una relacion directa entre el
fondo genético, la expresion de monoterpeno sintasas heterdlogas y la
modificacion de pasos claves de la ruta del acido mevaldnico con la mejora
de los rendimientos obtenidos. Ademaés, se han sentado las bases para la
obtencion de cepas vinicas capaces de producir monoterpenos durante el
proceso de fermentacion vinica, y aunque la aplicacion de estos organismos
modificados genéticamente no esta actualmente contemplada por la industria
vitivinicola en Europa, es posible que en el futuro la necesidad de adaptarse
a las demandas del consumidor abran las puertas a la utilizaciéon de estas
levaduras para mantener la competitividad a nivel global, por lo que conviene
estar preparado para lo que pueda venir.
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* La capacidad de Saccharomyces cerevisiae para la produccion heterdloga
de monoterpenos depende del fondo genético de la cepa seleccionada;
siendo la cepa T -4 la mejor de las cepas hospedadoras ensayadas.

* La produccion de monoterpenos es dependiente de la enzima expresada;
obteniéndose concentraciones muy dispares al expresar la S-linalol
sintasa de C. breweri y la geraniol sintasa de O. basilicum. La levadura
S. cerevisiae posee ademas las actividades necesarias para convertir
el geraniol producido de novo en otros monoterpenos (nerol, linalol,
citronelol) y ésteres (geranil y citronelil acetato).

* El vector de expresion seleccionado para clonar las monoterpeno sintasas
heter6logas influye notablemente en la acumulacion de monoterpenos;
siendo aquellos que se mantienen en un elevado numero de copias dentro
de la célula los que proporcionan mayor rendimiento.

* Lamodificacion mediante técnicas de ingenieria metabolica de pasos claves
de la ruta MVA es una herramienta efectiva para mejorar la produccion de
monoterpenos en S. cerevisiae. Tal y como se comprob¢ al sobreexpresar
el alelo _ himgl y el gen IDI1, o al reducir la actividad FPPS endogena o
complementarla con el alelo erg20-2.

* La fermentacion de mostos de variedades neutras de uva con cepas
que expresan monoterpeno sintasas heterdlogas da lugar a vinos con
concentraciones de monoterpenos por encima del umbral de deteccion. Asi
se comprobo cuando se expresé el gen GES en la cepa vinica T, ,-4; estos
vinos presentaron ademas niveles detectables de linalol, nerol, citronelol,
geranil acetato y citronelil acetato.

* La concentracion de monoterpenos en los vinos producidos por cepas
modificadas de S. cerevisiae puede modularse mediante la utilizacion de
fermentaciones mixtas con cepas no productoras o mediante la aplicacion
de técnicas de ingenieria metabolica como la sobreexpresion del gen IDI1.
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