RESUM

En aquesta tesi doctoral, es proposa una alteanatila conjuntura actual de rebuig
social enfront de I's d'OMGs en la industria alymentaria, mitjancant la demostracio

i el desenrollament d'un nou concepte sobre I'Ueslécniques de biologia molecular
en l'obtencié de llevats modificats geneticamehtcancepte d'evolucié Genomica
mitjancant Disseny Molecular. La idea basica d'atjneu concepte és simple i es basa
en imitar la propia naturalesa en la seva conganlucio, pero accelerant i dirigint el
procés evolutiu per tal de seleccionar en un ceriogde de temps aquells canvis
genetics que especificament hagim dissenyat asesuakbcular. Els llevats no sén una
entitat invariable en el temps, al contrari, cots &s organismes vius evolucionen amb
el temps. Mitjancant aquesta nova metodologia qera Hesenvolupat, s'aconsegueix
accelerar el procés evolutiu, ja que les modifmagigenétiques que hem introduit es
podrien haver efectuat espontaniament pel llevatelerseu entorn natural com a
conseqguéencia de processos de recombinacio, duplicaceliminacié d'elements
genetics al llarg del seu cicle reproductiu, encpra indubtablement s'’haurien perdut
sense la preséncia de determinades condicionslatigei, atesa la baixa probabilitat
gue aquests esdeveniments ocorreguessin, hauressitat d'un immens periode de
temps.

S'ha demostrat el concepte d'evolucio Genomica rér piel Disseny Molecular,
mitjancant la construccié i integracié cromosoniban casset de seleccio basat en la
sobreexpressio del géffAP1, que déna origen a un marcador dominant, que weEirfe
resistencia a diversos compostos toxics per alathe com ara cicloheximida i
cerulenina. Per al desenvolupament d'aguest caeseteleccio ens hem imposat i
respectat les seglents condicions:

1) Utilitzaci6 de la capacitat de recombinacié htoga dels llevats del genere
Saccharomyces,

2) Utilitzacié de material genétic procedent exislasent de la propia soca de llevat a
evolucionar;

3) El material genétic no ha de patir cap pasmméeli de clonatge o expressio en altres
sistemes biologics.

Una vegada complertes totes aquestes condiciansolgues resultants no haurien de
respondre a la definicié oficial de organismes ricals genéticamet de la Unio
Europea: "Organismes en els que el seu materiatigelma estat alterat d'una manera

que no succeeix de manera natural mitjancant elsepsos de reproduccio sexual i / 0



recombinacié natural". Per assolir l'objectiu foreatal del projecte, hem treballat
inicialment amb un sistema model més senzill, carelé&as de una soca d'un llevat de
laboratori, i a continuaci6 hem abordat aquestaoxapracio experimental pero
treballant amb un llevat que s'empra en la produicciustrial de cervesa tipus “lager”.
La metodologia experimental que s'ha dissenyat twsistit en obtenir, només
mitjancant reaccions de PCR, una construccié qastegorment a la seva insercio
cromosomica mitjancant recombinacié homologa, @bgsgenYAPL sota el control d’'un
promotor fort d'un gen de la ruta de la glicolei,promotor del gerPGK1. Es va
determinar si la sobreexpressio del &1 la soca cervesera evolucionada, era capag
de disminuir I'aparicié espontania de mutants deits en respiracié ("Petites") durant
la fermentacié del most cerveser. La continuaddiliteacid industrial del llevat
cervesera esta associada amb un increment engizéfreia de l'aparicié de "Petites”,
amb el conseglient efecte negatiu sobre el procésraentacid. Segons els resultats
obtinguts, la soca evolucionada, presenta clarameatmenor formacié de "Petites"”
durant la seva reutilitzacié al llarg de 10 micrafentacions successives, pel que fa a la
soca parental.

Quan s'ha demostrat el concepte d'evolucio Genomi@ancant Disseny Molecular, el
pas seguent va consistir en l'aplicacié d’aquesttodologia al desenvolupament de
llevats amb caracteristiques d'interés industrislhan dissenyat reorganitzacions
cromosomiques sobre 3 tipus de llevats industrials:

a) Un llevat de producci6 de cervesa tipus lagetusionada per donar lloc a una baixa
producciéo de diacetil y en la que el fenotip bussdta obtingut mitjancant la
sobreexpressio del géhV5 que codifica per a una isomerorreductasa que caivel
a-acetolactato em-p-dihidroxivalerato. D'aquesta manera, s'evita halacio dea-
acetolactato a la cervesa i s'escurca sensibleshpnbcés de maduracio en haver reduit
la producci6 de diacetil. La soca evolucionada seguoeix disminuir en més de 10 dies
respecte a la soca parental el temps necessartigpkragoncentracio de diacetil estigui
al nivell que la practica industrial considera gtable per donar per finalitzat el procés
de "lagering".

b) Un llevat amb alta activitat pectinolitica elegpresenta aplicacions per al seu Us en el
processat industrial de material vegetal ric ertipad en la que el fenotip buscat s'ha
obtingut mitjancant la sobreexpressio del geGUl que codifica per a una
endopoligalacturonasa. Es van obtenir dues novdaants de la soca parental, una

contenint el casset de seleccid i una altra enaquest casset es va eliminar mitjangant



un procés anomenat "pop out", permetent d'aquestaera la reutilitzacié d'aquest
casset en successius dissenys de reordenacio gensohire la mateixa soca. Ambdues
variants presenten un notable increment de I'aatitidrolitica sobre la pectina sense
perjudici de la seva producci6 d'etanol i de ldenia seva capacitat fermentativa.

c) Un llevat vinic comercial que s'ha evoluciondaaecerca d'una millor tolerancia
davant baixes temperatures. S'ha intentat obtehifemotip desitjat mitjancant
inactivacié del gemNP51 que codifica un enzim inositol polifosfat 5-fostaa, implicat
en I'homeostasi del inositol 4, 5-difosfat, la perdde funcié provoca l'acumulacio
d'aguest metabolit i, segons s'ha descrit endeatitira, un augment de la tolerancia al
fred.

S'han obtingut noves soques en que s'ha inacévaha copia del gdiNP51 de la soca
industrial, bé totes dues copies. No obstant abagntrariament al descrit per a les
soques de laboratori, la inactivacié del geMP51 no augmenta la capacitat de
creixement davant baixes temperatures de la sdoatimal evolucionada.

Tots aquests exemples d'aplicaci6 de la metodoldgsenvolupada, demostren la
utilitat del concepte d'evolucio Genomica mitjartc@isseny Molecular a la millora de

les soques de llevats industrials del geiSaceharomyces.



