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1. RESUMEN

Debido a s u i mportancia c omercial e i ndustrial, di versos es tudios s e h an
enfocado en entender | a r egulacion de | a v ia g licolitica en Saccharomyces
cerevisiae. Sin em bargo hasta lafechan o se hanentendidoaf ondo los
mecanismos g ue r egulan el flujo g licoliticoy | a pr oducciéon de et anol.
Actualmente se sabe que el incremento en la transcripcion de los genes que
codifican paral as en zimas de | a g licélisis no pr ovoca un au mentoen la

velocidad de produccion de etanol

Se ha propuesto al transporte de glucosa como uno de los componentes mas
importantes q ue d eterminan | a velocidad de pr oduccion d e et anol. Se ha
determinado el grado de c ontrol metabdlico ejercido por el transportador de
hexosas en Saccharomyces Bayanus en fase diauxica, en do nde obtuvieron
como resultado un c oeficiente de control de 1.04, lo cual indica que el control
metabdlico en es tas ¢ ondiciones r ecae c ompletamente en el t ransporte d e

glucosa a través de la membrana plasmatica.

Se conoce también q ue | a s obre-expresion del transportador HXT1 enuna
cepa de Saccharomyces cerevisiae en un medio con 5% de glucosa, da como

resultado un aumento del 15% en la velocidad de produccion de etanol.

Por otra parte se ha observado que el aumento en la demanda de ATP, genera

que el flujo glicolitico se vea aumentado hasta dos veces.

Actualmente s e r econoce q ue es necesario ut ilizar di versas es trategias

genéticas para la generacion de cepas con mayor velocidad de produccion de



etanol. Es por esto que en nuestro grupo de trabajo se propuso combinar un
aumento en la capacidad de transporte de glucosa con unincremento enla
demanda de ATP, para estudiar el efecto de estas dos modificaciones sobre el
flujo glicolitico. Esto se logré modificando a una cepa de lalevaduraconun
plasmido que sobre-expresara al transportador HXT1 (pCHxt1) y haciéndola
crecer en un medio con 2 mM de benzoato de sodio. Los resultados obtenidos
indican q ue n o hay di ferencia en la produccion d e et anol e ntre | a ¢ epa
recombinante ( pCHxt1) y | a c epa s ilvestre ( BY4741). S in em bargo ¢ uando
estas c epas crecen en un m ediocon 2mM de be nzoato de sodiohayun
aumento en la velocidad de produccion de etanol y en el rendimiento de la via.
Por otro lado se midié y comparo la velocidad de transporte de glucosa de la
cepa silvestre y recombinante; se observa que hay un aumento significativo en
la velocidad de transporte en la cepa recombinante.

Estos resultados indican, que el transporte de glucosa en es tas condiciones
esta excedido, por lo cual se concluye que esté no es una etapa limitante en la
via.

Es nec esario g ue a par tirde es tos ex perimentos s e bus quen n uevas
herramientas para continuar el estudio de la via glicolitica, con las cuales se

puedan generar cepas con una mayor velocidad de produccion de etanol.

2. ANTECEDENTES

2.1.BIOETANOL

Debido a la disminucion de las reservas de combustibles fosiles y energias no
renovables y al i mpacto n egativo de es tos s obre el m edio ambiente, es

necesario, la busqueda d e fuentes al ternativas de e nergia. La fuente mas
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comun de energia renovable es el etanol generado a partir de la fermentacion
de azucares de fuentes vegetales. (Hahn-Hagerdal, 2006)

El bioetanol o al cohol et ilico es u n bi ocombustible | iquido pr oductod el a
fermentacion de azucares provenientes de fuentes vegetales (biomasa), que es
llevada a ¢ abo por | a ac cion de microorganismos pr incipalmente | evaduras
como Saccharomyces cerevisiae. E's el biocombustible m as producido e n el
mundo, en la actualidad su produccién representa el 94% de la produccion total
de bi ocombustibles d el m undo (Balat et al, 2008). Actualmente B rasil y
Estados Unidos ocupan los primeros lugares en produccion de éste.

La produccién de etanol en México es marginal, sin embargo la introduccion de
éste como combustible generaria grandes beneficios: generacion de e mpleos,
desarrollod el aec onomiar ural, m ejoradel as eguridad ener gética,
conservacion de | os recursos pe troliferos, desarrollo cientifico y tecnoldgico,
entre otros. No se espera que el bioetanol remplace completamente al a
gasolina del mercado, s ino s e d esea q ue € ste pueda al argar | os r ecursos
petroliferos y S ea horre g asolina p ara el futuro.

(http://lwww.sener.gob.mx/webSener/res/PE y DT/pub/Biocombustibles e

n Mexixo Estudio Completo.pdf).

Algunos de | os mayores r etos s on hidrolizar ef icientemente | os r esiduos
linoceluldsicos, eliminar inhibidores producidos en la hidrolisis como acetatos y
furfurales as i como optimizar | os pr ocesos fermentativos,y una del as
estrategias es mejorar| a ¢ apacidad fermentativa d e | os m icrorganismos
involucrados en esto. Debido a esto, en este proyecto se buscd obtener una
cepa de Saccharomyces cerevisiae, modificada genéticamente, que tuviera una

velocidad de produccion de etanol mayor que la cepa silvestre.
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2.2.GLICOLISIS

La g licdlisis es u nruta c entral del c atabolismo de la glucosa, en es ta se
degrada glucosa en una s erie de reacciones c atalizadas enz imaticamente,
generando pi ruvatoy A TP. En Saccharomyces cerevisiae, el pi ruvato es

convertido principalmente a etanol

La glicdlisis consta de dos fases: La fase preparatoria y la fase de beneficios.
En | a fase pr eparatoria, s e i nvierte A TP para c onvertir| a g lucosa en el
intermediario f osforilado f ructosa 1,6-bifosfato y a c ontinuacién se r ompe el
enlace ¢ arbono-carbono e ntre C -3y C -4 dando dos m oléculas de t riosas

fosfato.

En la fase de beneficios cada una de las moléculas de gliceraldehido 3-fosfato
derivadas de | a glucosa se oxidan en el C-1;la energia de es ta reaccion de
oxidacion s e conserva en forma de NADH Yy un enl ace acil fosfatodel 1-3
bifosfoglicerato. E ste compuesto tiene un potencial de transferencia del grupo
fosfato el evado y enuna fosforilacion a ni vel s ustrato ¢ atalizada por | a
fosfoglicerato cinasa se transfiere el grupo fosfato al ADP formando ATP y 3-
fosfoglicerato. E | reordenamiento de los atomos en el 3-fosfoglicerato c on
pérdida de agua da lugar al fosfoenolpiruvato, otro compuesto con potencial de
transferencia del g rupo fosfato el evado. Elf osfoenolpiruvato da un g rupo
fosfato al ADP formando ATP en la segunda fosforilacion a nivel s ustrato; el
otro producto de esta reaccién es el piruvato, que es el producto final de la fase

de beneficios de la glicdlisis.
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La ecuacion global de la glicdlisis es:

Glucosa+2NAD" + 2ADP +2p, — 2piruvato + 2NADH +2H " + 2ATP + 2H,0

El piruvato constituye un punto importante de ramificacion metabdlica. En los
organismos aerobicos o t ejidos, bajo condiciones aerdbicas la glicolisis es la
primera etapa de la degradacion completa de la glucosa. El piruvato se oxida a
CO, con la pérdida d el g rupo c arboxilo pa ra t ransferir el grupo acetiloal a
coenzima A para producir acetil-coenzima A, posteriormente el grupo acetil es
oxidado completamente a CO, por el ciclo del acido citrico. Los electrones que
se forman de estas oxidaciones son pasados al O, a través de una cadena de
acarreadores en | a mitocondria para formar H,0. Esto |leva a | a sintesis de
ATP en la mitocondria.

La s egunda ruta del piruvato es la reduccién en un s olo paso alactato via
fermentacién ac ido lactica, llevada a cabo por al gunas bac terias yt ejidos
hipdxicos. L a tercera ruta principal del catabolismo del piruvato conduce ala

sintesis de etanol. (Lehninger, 2005)

2.3. METABOLISMO DEL CARBONO EN Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae ha sido descrita como un microorganismo anaerobio
facultativo, lo cual significa que es capaz de proliferar en tanto en condiciones
aerobias como en condiciones anaerobias. Es capaz de utilizar un amplio rango
de metabolitos: mono-, di- y oligosacaridos, etanol, acetato, glicerol, piruvato y
lactato. La glucosa es el metabolito favorito de esta para el abastecimiento del
carbono y su modo preferido de metabolismo es la fermentacién por medio de
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via Embden- Meyerhof, |a cual genera como m etabolito final etanol Fig. 2.1.

(Dickinson, 1999)

Fig. 2.1 Metabolismo del carbono en Saccharomyces cerevisiae, via Embden-

Meyerhof. HXK: Hexocinasa ; PGI: Fosfoglucosa isomerasa; PFK: Fosfofructo
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cinasa; FBA: Fructosa 1,6-bifosfato aldolasa; TPI: Triosa fosfato isomerasa;
TDH: Gliceraldehido 3- fosfato deshidrogenasa; PGK: Fosfoglicerato cinasa;
GPM: Fosfoglicerato mutasa; ENO: Enolasa; PYK: Piruvato cinasa; PDC:

Piruvato descarboxilasa; ADH: Alcohol deshidrogenasa.. —— Inhibidores

€ Activadores.

Dada | ai mportancia de es ta fermentacion, des de hac e déc adas s e han
intentado d esarrollar c epas con mayor c apacidad fermentativa, es decir con
mayor produccion de etanol (Shaaff, 1989; Larsson, 2000). Diversos grupos
han estudiado |a via y actualmente se sabe, que la regulacién transcripcional
de los genes que codifican para las enzimas de la glicolisis juega un papel poco
relevante en | a modulacion del flujo y en | a concentracion d e i ntermediarios.
(Daran-Lapujade, 2007)

Se considera que el principal mecanismo de control del flujo es la modulacién
de | a ac tividad e nzimatica m ediada p or s ustratos, pr oductos o m etabolitos
efectores. Sin e mbargo no s e h an identificado | as e nzimas par ticulares q ue
limitan el flujo de la via in vivo. El entendimiento de la regulacién de esta via
permitira | a ¢ onstruccién d e c epas m odificadas genéticamente c on m ayor
velocidad de produccion de etanol.

Se ha propuesto que hay tres enzimas cuya modulacion es determinante para
regular el flujo de la glicdlisis: la hexocinasa (HXK), la fructosa 6-fosfato cinasa
tipo 1 ( PFK1)y la piruvato cinasa (PK). Sin em bargo | a s obreproduccion
individual y simultanea d e es as e nzimas g licoliticas, no i ncrementan el flujo
glicolitico o el i ncremento es peq uefio (Schaaf, 1989). Es por e sto q ue el

transporte de g lucosa s e ha pr opuesto comou nod el os pr ocesos m as
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importantes que determinan la velocidad de degradacion de glucosa y por lo

tanto la velocidad de produccién de etanol. (Elbing, 2004)

2.4. TRANSPORTE DE HEXOSAS DENTRO DE LA LEVADURA.

En Sacharomyces cerevisiae las hexosas s ont ransportadas por di fusion
facilitada m ediante transportadores de hex osas (HXT). E stos di fieren
considerablemente en | a es pecificad h acia el sustratoy en la af inidad. La
presencia de multiples transportadores de glucosa no es sorpresa, debido a
que esta levadura puede crecer en un amplio rango de concentraciones de

glucosa. (Elbing, 2004; Ozcan, 1999)

Sin embargo de | os 20 g enes per tenecientes al a familia HXT, solo siete
codifican para proteinas funcionales de transportadores de glucosa. Una cepa
donde fueron eliminados estos siete genes (de HXT1 a HXT7), fue incapaz de
crecer en glucosa, fructosa o manosa y no presentaba flujo glicolitico (Boles,
1997; Reifenberger, 1997). La introduccidn de c ualquiera de es tos genes en
esta mutante es suficiente para p ermitirle crecer en g lucosa. HXT2, HXT6 o
HXT7 eran suficientes para permitirle a | a levadura crecer en concentraciones
de glucosa de 0.1%, lo cual sugiere que estos codifican para transportadores
de alta afinidad; mientras que la introduccién de los genes HXT1, HXT3 o HXT4
permitian a esta crecer solo en concentraciones altas de glucosa (mayor a 1%)
(Reifenberger, 1997), es decir que estos genes codifican para transportadores
de baja afinidad.

Debidoaes tos e conoce quel al evadura c uentac ondos sistemasd e
transporte de hexosas (de alta y baja afinidad) y que los transportadores Hxt1p,
Hxt2p, Hxt3p, Hxt4p, Hxt6p y Hxt7p son los mas importantes en la captacion de
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glucosa. Hxt1p y Hxt3p son transportadores de baja afinidad (Km para glucosa,
~50 a 100mM), Hxt4p es un transportador de baja afinidad moderada, y Hxt2p,
Hxt6p y Hxt7p s on transportadores de alta afinidad (Km para glucosa ~1 a

4Mm). (Ozcan, 1999; Rossi, 2010)

Concentraciones altas de glucosa median la represion de genes que codifican
para transportadores con afinidades altas e intermedias, y al mismo tiempo se
induce a la expresion de los genes que codifican para los transportadores de
baja afinidad. Especificamente HXT1y HXT3, los cuales son transportadores
predominantes en los medios con concentraciones de glucosa 4% o 222 mM.
En estas condiciones y en aus encia de oxigeno la velocidad de fermentacion

alcohdlica es muy alta.

2.5.CONTROL METABOLICO DEL TRANSPORTADOR DE GLUCOSA
SOBRE LA VIA GLICOLITICA Y LA PRODUCCION DE ETANOL.

El transporte de glucosa, la hexocinasa, fosfofructocinasa y la piruvato cinasa
se han propuesto como los principales puntos de control sobre el flujo glicolitico
en Saccharomyces cerevisiae.
Schaaf et al. Realizaron un es tudio e n el c ual s e s obre-expresaron oc ho
enzimas (glicoliticas de m anerai ndividualy s imultanea,| asc uales
incrementaron su actividad de 3 a 13 veces. Sin embargo como se muestra en
la figura 2.2 no hay una diferencia significativa en la produccién de etanol y por
lo tanto en el flujo glicolitico entre la cepa silvestre y las cepas recombinantes.
También se realizé un estudio en donde s e sobre-expresaron siete enzimas
simultaneamente de la parte baja de la via glicolitica, a partir de la G3PHD, y

aligualque enel estudio anterior no hu bo i ncremento en | a v elocidad de
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produccion de e tanol. (Hauf J., 2000) Conl oc uals ec oncluye q uel a
concentracion de las enzimas en |a cepa silvestre esta excedida y por lo tanto

dichas enzimas no son una etapa limitante en el flujo glicolitico.
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Figura 2.2 Curvas de crecimiento y produccion de etanol. (Schaaf et al. 1989).
WT: Cepa Silvestre; P Gl: Fos foglucosa i somerasa; PFK: F osfofructocinasa; P YK:
Piruvato c inasa; P GK: F osfoglicerato cinasa; G PM: F osfoglicerato m utasa;
HXK: H exocinasa; P DC: P iruvato des carboxilasa; ADH: A Icohol

deshidrogenasa.

Debido a estos resultados y a que se ha considerado al transporte de glucosa
como uno de los pasos limitantes en la produccion de etanol, se han realizado
estudios de analisis de control metabdlico del transportador de glucosa sobre la
via de la glicolisis.

Se realizd un es tudio para determinar el grado de control metabdlico ejercido

por el transportador de h exosas en Saccharomyces bayanus, el estudio s e
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realizé en fase diauxica, es decir cuando hay una c oncentracion muy baja de
glucosa en el medio, y se calculd el coeficiente de control ejercido por éste.

Se realizé una g rafica de flujo c ontra v elocidad maxima, donde el flujose
refiere ala velocidad de consumo de glucosa, de esta grafica se obtuvo el
coeficiente de control calculando la pendiente de la recta, de acuerdo al analisis
de control metabdlico el coeficiente de control puede estar en un rango de entre
Oy 1, dando como valor 1 al paso limitante en la via. El coeficiente de control
que se obtuvo de acuerdo a la grafica 2.3 fue de 1.04, lo cual indica que todo
control del flujo glicolitico esta en el transporte de glucosa atravésdel a
membrana plasmatica. E n otras p alabras, el transporte de glucosa en estas

condiciones es el paso limitante de la via. (Diderich J., 1999)

InJ
[%a]

In Vzero—‘tran 5

Figura 2.3 Grafica de analisis de control metabdlico. Doble logaritmo flujo vs

velocidad maxima. c9¢

wrans; CO€ficiente de control de flujo.
También se realizé un estudio donde se sobre-expresaron los transportadores
de glucosa HXT1 y HXT7 de manera individual, en este estudio se deseaba

conocer s il as obre-expresion de es tos t ransportadores t endria un e fecto
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significativo sobre la produccion de etanol. Esta sobre-expresion fue realizada
con un a c onstruccion i ntegrada al c romosoma. D e ac uerdo a este es tudio
cuando s e s obre-expreso el t ransportador HXT1, e n un m edio con 5% de
glucosa hay un incremento significativo de 15% de etanol, sin embargo cuando
dichac epacrece enun medio con2 %deg lucosan oh aydi ferencia
significativa en | a produccién d e etanol, entre | ac epasilvestrey | ac epa

recombinante. (Rossi, 2010)

2.6 BENZOATO DE SODIO PARA INCREMENTAR LA DEMANDA DE ATP.
Se ha pr opuesto q ue | os pr ocesos d e c onsumo de ATP juegan un p apel
importante en el control de flujo glicolitico.

En Escherichia coli, se ha demostrado experimentalmente que el mayor control
de flujo glicolitico, mayor al 75%, reside en la demanda de ATP, de donde se
calculo el c oeficiente de ¢ ontrold e flujo el c ualtiene unv alorde 0. 96.
(Koebmann B., 2002)

En Saccharomyces cerevisiae se han r ealizado estudios p ara d eterminar el
efecto que tiene el acido benzoico en la demanda de ATP y en flujo de la via
glicolitica.

Se ha observado que a bajas concentraciones de be nzoato de sodio (mas de
0.4mM) hay unincremento en la produccion de etanol; sin embargo a altas
concentraciones (mayores a 2. 5 m M) | a pr oduccion de e tanol di sminuye
significativamente. (Warth A., 1991.)

En otro estudio se observo que afiadiendo 2mM de benzoato de sodio hay un
incremento en el flujo glicolitico de has ta dos veces en un medio anaerobio

(figura 2.4). (Daran- Lapujade P. et al, 2007)
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3. HIPOTESIS

Si el transporte de glucosa es unodel os procesos m as i mportantes q ue
determinan | a v elocidad d e pr oduccion de etanol e n presencia de 2mM de
benzoato de sodio, la sobre-expresiéon del transportador de glucosa HXT1 en

Saccharomyces cerevisiae aumentara la velocidad de produccion de etanol.

4. OBJETIVOS

4.1.0OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la sobreexpresion del transportador de glucosa Hxt1y
la demanda de ATP sobre la velocidad produccién de etanol en la levadura

Saccharomyces cerevisiae.

4.2.OBJETIVOS PARTICULARES

1. Construccidon d e un a c epa recombinante e n la cual s e s obre-exprese el
transportador de glucosa Hxt1

2. Comparar los niveles de transcripcion del gen HXT1, entre la cepa silvestre
y la cepa recombinante.

3. Comparar la pr oduccion de pr oteina H xt1 entrel ac epasilvestrey | a
recombinante.

4. Comparacion de las capacidades fermentativas entre la cepa recombinante
y la cepa silvestre en ausencia y presencia de 2mM de benzoato de sodio.

5. Medicion del transporte de glucosa de la cepa recombinante.
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5. METODOLOGIA
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Se realizé una construccion genética, donde se inserto el gen del transportador
de glucosa de baja afinidad HXT1 en un plasmido multicopia p ara | evadura
pRS426, para lograr |la sobre-expresion de éste. Posteriormente, se comprobo
la s obre-expresion d el g en, m ediante | a cuantificacién s emicuantitativa d el

mRNA vy la proteina.

Una vez comprobada la sobre-expresion del gen se realizaron fermentaciones
cony sin benzoato de s odio para conocer sila velocidad de pr oduccién de
etanol aumenta, y por ultimo se realizé el experimento de transporte para saber
sil a pr oteina s obre-expresada es funcionaly s i porl ot antol ac epa

recombinante (pCHxt1) tendra una mayor velocidad de transporte de glucosa.

5.1.Disefo de oligonucleétidos

Se obtuvo la secuencia del gen HXT1 a través de una base de datos del a
levadura Saccharomyces cerevisiae (http://www.yeastgenome.org/),y ¢ on
dicha secuencia se disefiaron los oligonucledtidos para posteriormente realizar

la PCR.

Los ol igonucledtidos se di sefaron utilizando u na herramientae n linea
(www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).  Estos debens er
iniciadores c ortos, c omplementarios al a secuenciad el g en a amplificary

deben tener las siguientes caracteristicas:

1. Terminar en G o C, con una longitud de cadena de 20 a 24 nucledétidos
2. Deben tener un porcentaje superior al 40% de guanina-citosina
3. Tm ajustada a Sal de 65 a 70°C. Este es un punto muy importante en la

realizacion de | os ol igonucledtidos, ya que en el alineamiento de | os
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mismos con la cadena de DNA en la PCR, se requerira una temperatura
alta, aproximadamente de 60 a 65°C para favorecer la especificidad.

4. Sin puntas complementarias.

5.2.Extraccion del DNA genémico de Saccharomyces cerevisiae
Se inocularon las levaduras en un matraz con 50 m L de medio YPD (1% de
extracto de levadura, 2% peptona de caseina y 2% de dextrosa anhidrida) toda
la noche. S e ¢ osecharon c entrifugandolas a 3000 rpm por 5§ minutos. S e
desechd el sobrenadante y s e resuspendido con 5 00uL d e ag ua esteéril. Se
centrifugdé nuevamente durante 10 segundos y se desechd el s obrenadante.
Posteriormente se agregaron 200uL de una solucidon de Triton X-100 al 2%,
SDS 1%, NaCl 100Mm, Tris-HCI 1OMm pH 8 y Na-EDTA 1mM y 200uL d e
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se afadieron 0,3g de perlas de
vidrio y se agitaron con ayuda del vortex 5 minutos para romper las levaduras.
Se le agregaron 200uL de amortiguador TE. Se centrifugd nu evamente a
14000 rpm y se colectd la fase acuosa evitando tocar las otras dos fases. Se
lavé dos veces mas con la solucion de fenol- cloroformo- isoamilico sin perlas
de vidrio, para tener un total de 3 lavados. Posteriormente se agregé 1mL de
etanol al 100% y se mezcl6 por inversion, nuevamente se centrifugd a 14000
rom por 4 minutos, se desecho el sobrenadante y el pellet se resuspendio en
400uL de TE y 10 puL de RNAasa (10mg/mL) se incubd 30 minutos a 37°C y se
agrego 10uL de acetato de amonio(4M) y 1mL de etanol (100%), se mezclé por
inversion y se centrifugd a 14000 rpm 2 minutos, se desecho el sobrenadante y
se dejo secar el pellet por 30 minutos para evitar que quedaran restos de etanol

en el pellet. Finalmente se resuspendio en 50uL de agua destilada estéril.
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5.3.Amplificaciéon del gen mediante PCR.

Unav ezobt enido elD NAg endmico de Saccharomyces yc onl os

oligonucledtidos disefiados, se realizd la amplificacion del gen que codifica para

el transportador de g lucosa HXT1 por medio de | a reaccién en cadena de la

polimerasa. Se utiliz6 como templado el DNA gendmico de la levaduray los

oligonucledtidos. Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes:

H,O

Buffer pfu 10x
MgSO, 25mM
DNA genémico
Primer HXT1nouFo
Primer HXT 1non Re
dNTP’s

Pfu

Total

225 L

0,5 uL

50 pL

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador, el cual fue programado de la

siguiente manera:

PROGRAMA DE PCR PARA EL GEN HXT1

Temperatura (°C) tiempo (min)
95 2
95 1
60 1
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4 72 2,5 (repetir pasos 2,3 y 4 por
34 ciclos adicionales)
5 72 10

6 4 Pausa

En cada uno de los ciclos del PCR ocurre lo siguiente:

1. Se activa por calor la Pfu DNA polimerasa, a una t emperatura de 95°C
durante dos minutos y se separan las hebras del DNA- templado.

2. Se mantiene la temperatura a 95°C un minuto mas para que continue la
desnaturalizacion del DNA, esta etapa de desnaturalizacion se repetira
cada ciclo

3. Se inicia el alineamiento de los oligonucleétidos; se debe enfriar a una
temperatura de 60°C, es tat emperaturas eobtuvodel a Tm delos
oligonucledtidos, se tomd la temperatura ajustada a s al mas bajaal a
cual se le restan 5°C. Es necesario que esta temperatura sea alta, para
que se evite la hibridacion de los iniciadores a otros sitios del genoma.

4. LaD NA pol imerasa al argal os ol igonucleétidos i niciadores, par a
sintetizar la cadena complementaria. Se utiliza una temperatura de 72°C
porque en ésta es donde la enzima tiene mayor actividad.

5. Esta etapa de extension final se hace para completar algun producto de

PCR que haya quedado incompleto.
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5.4. Electroforesis en gel de agarosa.

Para comprobar que el producto del PCR era el gen que se deseaba amplificar,
se hizo correr en un gel al 0.8% de agarosa con un volumen de 100 mL totales
y se le agregaron 6uL de Bromuro de etidio, agregandole a la muestra azul de
bromofenol como indicador de corrida.

En este gel también se corrio un marcador de peso molecular de 1kb el cual
nos indicé el tamano del producto de PCR. El gel se colocd en una camara de
electroforesis, la cual contenia buffer TBE 0.5x (44.6 mM Tris, TmM EDTA y 45
mM de acido bdrico) y se le aplicd una corriente de 100 volts.

Finalmente par apo derobs ervar elr esultadod elg el,s eut ilizd un
transiluminador de luz U.V, debido a q ue el bromuro de e tidio se intercala en

las bases del DNA y es fluorescente cuando se expone a este tipo de luz.

5.5. Purificacién del gen HXT1
Una v ez c omprobado, m ediante electroforesis, q ue el pes o d el f ragmento
correspondia al numero de bases del gen, se cortdé la banda y se purificaron
con el kit wizard SV gel and PCR clean up system (promega) que consiste en
los siguientes pasos:
-Se adicionaron 10uL de membrane binding solution (Isotiocinato de guanidina
y acetato de potasio) por cada 10 mg de gel de agarosa.
-Se incubaron a 65°C durante 10 minutos para disolver completamente el gel.
-Se transfirid el gel disuelto a una columnay se dejd reposar a t emperatura

ambiente durante un minuto.
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-Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm, se descarto el sobrenadante y se
adicionaron 700uL de membrane wash solution (Acetato de potasio, EDTAy
etanol) para lavar la columna.

-Nuevamente se centrifugd y se lavd la columna una vez mas con 500uL de
membrane wash solution, descartando el sobrenadante una vez mas.

-La columna se centrifugd de nuevo un minuto a 14000 rpm. para permitir la
evaporacion del etanol que pudiera quedar en la columna.

-Finalmente se eluye con 40pL de agua libre de nucleasas.

El fundamento d el at écnica es q ue al calentarla mezclaconla s olucion
membrane binding el gel se disuelvey el DNA es liberado, posteriormente
siendo atrapado al s er transferido enl a c olumna. L a s olucibn m embrane
binding y la agarosa son eliminados durante los lavados con membrane wash

solution. Finalmente el DNA es recuperado al ser resuspendido en agua.

5.6. Ligacion del gen HXT1 al vector pJET

Unavezque se obtuvo el gen puro se realizé unal igacion al vector pJ ET
(Fermentas). La reaccion se realizo afiadiendo 10uL de b uffer de reaccion 2x,
4uL de producto de PCR, 5uL de agua libre de nucleasas y 1uL blunting DNA
enzyme. Esta mezcla se incub6 a 70°C por 5 miny se enfrié rapidamente en
hielo. Posteriormente se le afadié 1uL del vector pJET y T4 DNA ligasay se
incubd a temperatura ambiente durante 5 min.

Este vector fue de gran utilidad debido a que contiene un gen que es letal, el
cual sélo puede ser interrumpido por la ligacion del inserto de DNA al sitio de
clonacion, por esta razon al insertar el vector a | as bacterias competentes los

falsos positivos son casi nulos.
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5.7. Transformacion de bacterias

Se descongel6 u na alicuotad e 200uL de bac terias c ompetentes ys ele
afiadieron 20u L de | a mezcla de ligacion, para posteriormente incubarlas 30
minutos en hielo; después de esta incubacién las bacterias se sometieron a un
choque t érmico, se incubaron a 42 °C durante 4 5 s egundos y des pués se
colocaron en hielo 2 minutos. La incubacion a 42°C permite que la membrana
se haga mas permeable y que el plasmido pueda entrar a la célula, el colocar a
las células 2 minutos en hielo hara que los poros existentes en la membrana de
las bacterias competentes se cierren evitando asi la salida del plasmido.
Finalmente s e a Aadieron 800 uL de m edio LB ( 0,5% ex tracto de | evadura,
1%NaCl y 1% de triptona) y se incubaron a 37°C durante 1 hora, esto con el fin
de que las bacterias se recuperen del tratamiento térmico.

Para s eleccionar | as bac terias t ransformantes, s e c osecharon | as c élulas a
3500rpm 5 minutos, se elimina el exceso de m edio y se resuspende en el
volumen r esultante. S e pl atearon | as bac terias en m edio LB sdlido ¢ on
0,1'mg/mL de ampicilina y se incubaron a 37°C toda la noche. Debido a que el
plasmido contiene un g en d e r esistencia a a mpicilina, el cualay uda ala

degradacion de la misma, solo creceran las bacterias transformantes.

5.8. Extraccion del plasmido. Mini prep
Se picaron seis colonias y se resembraron en medio LB liquido con ampicilina,
se dejaron crecer toda la noche y posteriormente se realizaron minipreps con
el k it Wizard P lus SV M inipreps D NA Purification S ystem (Promega); se
centrifugaron las bacterias a 3500 rpm por 5 min y el sobrenadante se desechd,

al pel let de cada unade | as colonias picadas se le agregd 250uL de una
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solucion para lisis de células (0,2M NaOH y 1% SDS), se incub6 d urante 5
minutos, p osteriormente se le agregd una solucion de proteasa alcalina y se
incub6 por5m inutos, f inalmente s e afia di6 350uL d es olucion de
neutralizacion. La ex traccién de es te plasmido es p or m edio de un al isis
alcalina en dondel os puent esd ehi drégenoe ntrel asc adenas
complementarias del DNA del plasmido circular se rompen, por el pH alcalino,
las cadenas permanecen cercanas ya que el enrollamiento de las dos cadenas
no se ha perturbado grandemente, en contraste las cadenas lineales de DNA
se liberan o s e separan completamente. La renaturalizacion de los plasmidos
circulares pequefios es rapida debi doa que las cadenas es tan pr 6ximas,
mientras que las moléculas lineales de DNA gendmico se renaturalizan menos
precisamente, formando redes o ag regados que pueden s er removidos de | a
solucién centrifugando.

Para eliminar el D NA gendmico s e centrifugd 10 minutos a 14000 rpm, se
desechd el pellety se colectd el sobrenadante. Se coloco el sobrenadante en
una columna, se centrifugd 1 minuto a temperatura ambiente. P osteriormente
se r ealizaron 2 | avados c on u na s olucion para el lavado de c olumna (60%
etanol, 60mM acetato de potasio, 8, 3mM Tris-HCIl pH 7,5y 0,04 mM de EDTA
pH 8) uno con 750uL y se centrifugd un minutoy elotrocon 250uLy se
centrifugd 2 m inutos, es tos er ealiza par a el iminarc ualquiert ipod e
contaminante que pudiera haber quedado en el sobrenadante, se desecha el
sobrenadante; finalmente se eluyelacolumnacon4OuLdeagualibrede
nucleasas y s e c entrifuga a 14 000 r pm u n m inuto en un t ubo | impio. Se

obtuvieron 6 mini preps.
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5.9. Digestion del plasmido pJET+ HXT1

Debido a q ue el pl asmido pJET no es unvectordes obreexpresion p ara
levadura, s e r ealizd una di gestion par a obtenerel gen HXT1 y asi poder
subclonarlo a un vector para levadura.

Debido a q ue el gen contenia sitios de r estriccion para Not |, se realizd |a
digestion con esta enzima; se cortan las 6 minipreps obtenidas, las condiciones
de la reaccion para cada una de | as miniprep fueron las siguientes: 2L de
miniprep, 2uL de buffer 3 New England 10x (100 mM NaCl, 5 mM Tris-HCI, 10
mM MgCl, y 1TmM DTT pH 7,9), 2uL de BSA 10x (100ug/mL) y 13 pL de ag ua
libre de nucleasas y 1 pL de enzima Not I, el tubo de reaccion se incubd a 37°C
durante 1 hora. Después de la incubacion se corren las muestras en un gel de
agarosa Yy de las muestras que se obtienen resultados positivos se corta la
bandas q ue c orrespondan al peso delgeny se purifican de acuerdoal as

condiciones ya mencionadas anteriormente.

5.10.Desfosforilacién del plasmido pRS426
Para p oder realizar una mejor ligacion del gen a es te vector se realiza una
desfosforliacion, esto con el fin de quitar el fosfato de 5 del vector para evitar
que el vectorsecierre y asi éste se pe gara preferentemente algen. Se
afiadieron 6uL de pRS426 (Christianson, 1992) previamente digerido con Notl,
2uL de Buffer de fosfatasa 10x (0,1M tris- HCI pH 7,5, 0,1M MgCl; y 1mg/mL
de BSA), 11uyLdeagualibre den ucleasasy 1uL de fosfatasa alcalinade

camarodn, se deja incubar 1 hora a 37°C y posteriormente 15 minutos a 65°C.

32



5.11.Ligacion del gen HXT1 a pRS426

Una vez obtenido el gen puro y con el plasmido desfosforilado, se realiza una
ligacién. La ligacion se realizé agregando 5uL de pRS426 digerido con Notl y
desfosforilado, 2u L de | ge n HXT1 digerido con Notl y purificado d el gel de
agarosa, 2 uL de b uffer T4 DNA ligasa 10x (50mM T ris-HCI, 1 0OmM M gCly,
10mM de DTTy 1mM de ATP con un pH de 7,5)y 1uL de T4 DNA ligasa. Se
incubo a 16°C toda la noche.

El plasmido es un buen vector para la sobre-expresion de genes en | evadura
debido a que contiene el origen de replicacion 2 micrones, lo que hace que se
mantenga en el nucleo de la levadura en aproximadamente 15 copias.
Nuevamente se realizé una t ransformacion de bacterias E. coli competentes
conla mezclade ligacién pR S426+HXT1 y s e ex trajo el plasmido de 12
colonias transformantes por m edio del m étodo de m iniprep con |as mismas

condiciones descritas anteriormente.

5.12. Digestién para corroborar la identidad del gen

Una v ez obtenido el plasmido de | as bacterias c ompetentes s e realizé un a
digestion para c orroborar g ue en el  plasmido se e ncuentre elg enq ue
deseamos sobre-expresar, para esto se obtiene el mapa de restriccion del gen
y del plasmido para asi sabersi el patrén de r estriccion concuerda con lo
esperado, si es asi se deduce que trabajamos con el gen adecuado.

Se realizaron 3 digestiones con enzimas diferentes con Hind Ill, Eco Rl y con
Notl (BioLabs).

Para Hind Il se utilizaron las siguientes condiciones 2uL de mini, 2uL de buffer

New England 2 (50mM NaCl, 10mM Tris-HCI, 10mM MgCl,y 1mM DTT a un
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pH de 7,9), 15 pL de agua libre de nucleasas y 1 uL de enzima Hind Ill. Para la
digestion con enzima EcoRI y Notl se ponen las mismas cantidades pero se
usa como buffer el New E ngland buf fer para EcoRIl (50mM N aCl, 100 mM
Tris-HCI, 10mM MgCl, y 0,025% de Tritén X-100 a un pH de 7,5) y para Notl
se utilizé el buffer New England 3. Se incubaron a 37°C durante 2 horas; una
vez transcurrido este tiempo, las muestras se corren en un gel de agarosa

segun las condiciones ya sefaladas.

5.13.Secuenciacion del gen
Para confirmar que el gen que se trabajo fuera el correcto, una alicuota del
plasmido se s ometié as ecuenciacion a utomatica. U nav ez obt enidal a
secuencia del gen se compara con la secuencia en la base de datos. De este
modo podemos detectar mutaciones generadas durante la PCR y la identidad

del gen.

5.14.Transformacién de levaduras

Solos et omé unade | as muestras quer esultaron positivas par a la
transformacién de levaduras, cepa BY4741.

Se inocularon 10mL de medio YPD (1% extracto de | evadura, 2% peptona de
caseinay 2% dex trosa anhi drida) con c epa de Saccharomyces cerevisiae
BY4741 y se incubaron a 30°C toda la noche con agitacién constante. Ya que
el tiempo de incubacion transcurrio se centrifugaron a 3000rpm por 5 minutos
a temperatura ambiente para colectar la células y se resuspendieron en 5mL de
agua estéril, se diluyen en 40mL de m edio YPD para alcanzar una d ensidad

optica 600nm de 0,2 a 0,3. Se incuban a 30°C a 250 rpm hasta alcanzar una
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densidad opticade 0,5 a 0,6; s e centrifugan nuevamente a 3000rpm por 5
minutos. Se resuspendio el pellet en 10mL de TEL (Acetato de litio 0,1M, Tris-
HCI 10mM pH 7,5, EDTA 1mM pH 8) se centrifugan nuevamente a 3000rpm, se
deshecha el sobrenadante y el pellet se resuspende en 1mL de TEL y se pasa
a un tubo de microfuga, se centrifuga a 14000rpm por 5 segundos; finalmente
las células se resuspenden en 200 pyL de TEL. Se colocaron tres tubos con 50
ML de células cada unoy se le agrego al primero y al segundo tubo 10 yL de
DNA ac arreador ( esperma d e salmén 10mg/mL, previamente he rvido por 5
minutos) y solo al primer tubo se le agregd 1 ug de plasmido pRS426+HXT1; al
tercer tubo no se le agrega nada, para asi poder tener dos controles uno sin
DNA de ningun tipo y el otro solo con el DNA acarreador. A los tres tubos se les
dara el mismo tratamiento en lo posterior.

Se le adicionaron 300 uL de PLATE (Acetato de litio 0,1M, Tris-HCI 10mM pH
7,5, EDTA 1mM pH 8 y 40.5% de pol ietilenglicol) y se mezcld, se incubd a
30°C durante 60 min a 250 rpm. Una vez transcurrido este tiempo se someten
alasceélulas aunchoquetérmicoa 42°C por 15 min, mezclandolos p or
inversion cada 3 minutos. Finalmente se centrifugan para eliminar el exceso de
sobrenadante y se platean en medio minimo HML sélido (0,1% vitaminas, 0,1%
trazas de | evadura, 2% s ales, 2% de g lucosa, 0, 5% de s ulfato de am onio,
0,02g/L hi stidina, 0,02g/L m etioninay 0, 1g/L de | eucina). La s levaduras
transformantes s eran aq uellas q ue c rezcan en el medio, debido a q ue el
plasmido contiene el gen que p ermite a | as | evaduras s intetizar ur acilo, asi
aquellas que no tengan al plasmido no creceran por ausencia de uracilo en el

medio.
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5.15.Extraccion de RNA

Se inocularon los matraces los cuales contenian medio minimo HML, con dos
cepas de Saccharomyces cerevisiae, la cepa silvestre con el plasmido pRS426
(By4d741Q0)y lac epaq uer esultd positivaanues trat ransformacion
(By4741pCHXT1). Se dejaron crecer 16 y 24 horas.

Se utilizo el kit RNA easy mini (Qiagen), para la extraccion del RNA.

Se centrifugaron 15 mL del medio de cultivo a una densidad 6ptica 600nm de
0,5 a 3000rpm durante 5 minutos a 4°C, se decanté el sobrenadante. Se lavd
el pelletcon 10 mL de agua fria, nuevamente se centrifugd y se elimino el
sobrenadante pipeteando el exceso de agua. Se mantuvo el pellet en hielo y se
le adicioné 600 pL de buffer RLT-B mercaptoetanol al pellet para resuspender
las células, p osteriormente s e | e afl adieron 60 OuL de perlasde vidrio yse
realizo la ruptura de las células dando seis ciclos de 1 minuto de agitacion en el
vortex a maxima velocidad y 1 minuto en hielo. Una vez que se cumplieron los
seis ciclos, se centrifuga a 14000 rpm durante 2 minutos, con ayuda de una
jeringa nueva de 1 m L se extrajo el sobrenadante yse colocaenuntubo
limpio, a € ste sele adiciona 350 yL d e etanolal 70%, esto conel finde
homogeneizarlo. Se transfirio la muestra a un columna de RNeasy se cerro la
tapade éstay se centrifugd sobre un t ubo colector a 140 00rpm durante 15
segundos, se descarto el sobrenadante y se afiadieron 700 yL de buffer RW1 a
la columna , se centrifuga nuevamente. Posteriormente se adicionaron 500 pL
de buffer RPE para lavar la membrana de la columna, se centrifuga; se realiza
un lavado mas y se centrifuga 2 minutos a 14000 rpm. Finalmente se colocé la
columna enun tubo nuevoy estéril, y se adiciona40 puyL de agualibre de

RNasas con esto se eluye el RNA total de la levadura.
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5.16. Generacion de cDNA

A partir del RNA se genera DNA de cadena sencilla utilizando el kit Improm Il

Reverse transcription system (Promega).

Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes:

RNAtotal 4 pL

Oligo dT 1L

Se incubd el tubo de reaccién a 70°C durante 5 minutos.

Posteriormente se le anadié

HO libre de RNAsas 4,5 uL
Improm Il buffer 5x 4 uL
MgCl; 25mM 4 uL
dNTP mix 1uL
Inhibidor de RNasas 5 uL
Transcriptasa reversa 5 uL

Se configuro el termociclador con las siguientes temperaturas y tiempos, para

que se pueda llevar acabo la reaccion de la transcriptasa reversa.

Temperatura (°C) tiempo (min)
1 25 15
2 42 60
3 70 15
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5.17. RT-PCR semicuantitativo.

Debido a que la extraccion de RNA y |a obtencién de cDNA, no es especifica
parael g en,s er ealizunP CR do ndes e utilizaron ¢ omo pr imers
oligonucledtidos q ue se encontraban de ntro de | a region c odificante del gen

HXT1, esto con el fin de solo amplificar el cDNA obtenido del RNAm del gen.

Se realizé una PCR para el mRNA del gen constitutivo de ACT | que codifica
para actina, como control de carga, para igualar la cantidad de cDNA en cada
reaccion. Esto permitié una mejor comparacion de las cantidades de mRNA de

HXT1.

Los c DNA'S s e amplificaron por 20 ciclos solamente, para asegurar que se
realizaba la amplificacion del gen en la parte lineal, es decir que la cantidad de
DNA amplificado es proporcional a la cantidad de templado en la muestra, esto

permitié comparar los niveles de mRNA.

Las condiciones d e r eaccion par aes te PCR s e m uestran abaj o par a 3

muestras de la cepa silvestre (wt) y de las transformadas (pCHXT1).

H20 5puL
Buffer Taq 10x sin MgCl; 5puL
MgCl; 25mM 5L
Primer Act Fo 5puL
Primer ActRe 5puL
dNTP’s 1L
Taq 0,5 uL
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cDNA variable. Depende de la muestra

wt 116n
wt 2 16n
wt 3 16h
0CHxt1 1 161
OCHX1 2 16n
OCHXt1 3 16n
wt 124n
Wt 2 24n
OCHX 1 24
OCHX 2 54

pCth1 3 24h

ML
0,7

0,7

0,7

1,5

0,7

La intensidad de las bandas de los PCR de ACTI fueron iguales con diferentes

ML para cada cDNA. Esas cantidades fueron las que se usaron para amplificar

HXT1.

Las condiciones de la reaccion para el gen HXT1:

H.O
Buffer Taq 10x sin MgCl;
MgCl, 25Mm

Primer Hxt1oreFo

18,5 uL
2,4 uL
2,4 uL

0,25 pL
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Primer Hxt1orrRe 0,25 pL

dNTP's 1L
Taq 0,25 uL
CDNA variable. Depende de la muestra ML
wt 116n 0,7
wt 2 16n 1

wt 3 16n 0,7
OCHXt1 1 16n 0,7
CHxt1 2 16 2
PCHXt1 3 161 2

wt 1241 2

wt 2 241 1
OCHX1 1 24 1,5
OCHX 2 54 0,7
PCHXt1 3 241 1

Cones asc antidadesdec DNA,el am plificadodel g enA CTI fue
aproximadamente igual. Por lo que se asumié que las cantidades de cDNA total
eran similares, con lo cual las diferencias en intensidad de las bandas de HXT1

eran indicativas de diferencias en cantidad de mRNA-HXT1.

Para ambos s e utiliza el termocicladory s e configura el programaconlas

siguientes condiciones:
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Temperatura (°C) tiempo (min)

1 95 2
2 95 1
3 52 1
4 72 1 (repetirpasos 2,3y 4; 21

ciclos adicionales)
5 72 10

6 4 Pausa

Por ultimo se realizé una el ectroforesis en gel de ag arosa, con las mismas

condiciones ya mencionadas anteriormente.

5.18. Extraccion de proteina para hibridacion tipo western.

Se realizé un preinoculé en 2 matraces con 50mL de medio minimo HML con
las cepas silvestre y la recombinante (pCHXT1), se incubd a 30°C a 250 r pm
durante toda la noche. Después que el tiempo de incubacién se cumplid, se
inocularon 2 matraces con medio fresco a una de nsidad o6ptica a 600 nm de
0,3,y seincubaron a 30°C a 2 50 rpm hasta obtener una densidad 6ptica de
0,6. Cuando llegaron a esta densidad tomaron 25mL y se transfirié a un tubo
de 50 mL, el cual, contenia hielo hasta la mitad de su volumen; se centrifugé a
3000 r pmp or5m inutos. E |'s obrenadante fue el iminadoy el pel lets e
resuspendié en 30 mL de agua helada, nuevamente se centrifugd y se eliminé
el sobrenadante. Se le agregd 100 pL de cracking buffer (8 M urea, 5% SDS,

40mM Tris-HCI pH 6,8, 0,1Mm EDTAy 0,4mg/mL de azul de bromofenol)y 5
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gL PMSF 100 mM. Se coloco el tubo 3 min en bafio maria y posteriormente se
adicionaron 60uL de perlas para darles 1 ciclo en el vortex de 2 minutos, para
lisar todas las levaduras. Nuevamente se adicionan 5 yL de PMSF y se coloca
en hielo 5 m inutos. Por ultimo se c entrifugan 1 m inuto a 14 000rpmy se

desecha el pellet.

5.19. Western blot

La proteina obtenida de a mbas cepas se corrio en un g el desnaturalizante de
poliacrilamida al 10% a 120 V durante 2 horas en a mortiguador T RIS-glicina-

SDS.

Después de la corrida, el gel se transfiri6 a una membrana de PVDF (Millipore)
durante 1 horaa 100mA, utilizandoc omo amortiguador C APS ( acido

ciclohexilamino propanosulfonico)- metanol a 4°C.

Al terminar la transferencia se separ6 la membrana, se incubé en TBS (NaCl
136 mM, KCI 2.68 mM, Na;HPO4 10 Mm, KH,PO4 1.76 Mm, 0.1% de Tween
20) con 2.5% de BSA durante 1 hora a temperatura ambiente, se enjuago tres
veces con TPBS y posteriormente se incubd con el anticuerpo primario, el cual
es un anticuerpo comercial que reconoce al transportador GLUT-1 de humano,
diluido 1:3000 en TPBS+ 1% de | eche descremada, durante toda la noche a
4°C. La membrana se enjuagod 2 veces con TPBS, se incubd durante 4 horas a
4°C con el anticuerpo s ecundario diluido 1: 5000 e n TPBS. Sel avd la
membrana una vez con TPBS y dos veces con PBS (TPBS sin tween) durante

5 minutos.
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Una vez lavada la membrana se cubrié durante 1 minuto con una mezcla de
reactivos para revelar quimioluminiscencia. Se elimind el exceso de reactivos y

se reveld utilizando placas de autoradiografia.

5.20. Fermentaciones

Unavez que se comprobd la sobre-expresion del gen HXT1, s e realizaron
fermentaciones para comparar la cepa recombinante contra la cepa silvestre.
Se t omaron 3 ¢ olonias det ipo s ilvestre y3 recombinantes ( pCHxt1), s e
preinocularon en matraces de 50 mL con medio minimo HML y se incubaron a
30°C a250rpmdurantetodal anoche. Unav ezcumplidoel tiempode
incubacion, se inocularon en medio fresco en frascos de micro aerofilia (frascos
cerrados h erméticamente cont apones de h ule,l lenosal 70%d es u
capacidad), con y sin benzoato de sodio (2mM) a una de nsidad 6ptica 600nm
de 0,5.

Se dejaron crecer las levaduras durante 24 horas y se tomé como muestra 1
mL del medio cada dos horas, se centrifugaron las muestras y se desecho el
pellet. Estas muestras fueron filtradas, y se les hizo una dilucién 1: 10 p ara
posteriormente s er i nyectadas al c romatografo d e g ases p ara d eterminar e |

etanol.

5.21. Transporte de glucosa

Para r ealizar el ex perimento det ransporte de u na m anera a decuada e s
necesario, ¢ onocer | a ¢ oncentracion d e proteina enl ac ual no h ay una

saturacion. P ara esto se realizo una c urva de pr oteina en d onde se fijo una
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concentracion de g lucosa ( 50mM)y las concentraciones de proteinas e
variaron ( 10,25, 50 y 100m g). S e i ncubaron los v iales ¢ on di ferentes
concentraciones de proteina (las diluciones se realizan enagua) a30° C, 5
minutos, esto se realiz6 para asegurarnos que toda la glucosa contenida dentro
del al evaduras e c onsumiera. D espués q ues ec umplidel tiempod e
incubacién, se atemperaron las levaduras a 15°C durante 1 minuto. Finalmente
setoma1 mL y se afiadié a un tubo de ensaye el cual contiene 50 mM de
glucosa r adioactiva ( 50000 C PM/1uLgiucosa), S € | ncubaron 30 segundosy

posteriormente se filtraron 80 0uL de la mezcla de r eaccion adicionandole 10
mL de glucosa no radiactiva 500 mM. El filtro se coloco en un vial y se anadié 5
mL de liquido de c entelleo, c omo c uentas t otales s e tomaron 10 pyL de la
mezcla de reaccion y se le afiadio liquido de centelleo. Se midio la radiactividad

en un contador de centelleo.

Una vez que se obtuvo la concentraciéon seleccionada de proteina (25mg), se
realizd el experimento de abanico de glucosa, en este experimento se variaron
las concentraciones de glucosa (10, 20, 30, 40, 50, 100, 150y 200 mM). E|

experimento se realizé de la misma forma que el de abanico de proteina.

5.22. Cuantificacion de glucosa en el medio

Con la finalidad de obtener el rendimiento de la via glicolitica se cuantific la
concentracion de glucosa en el medio. Se coloca en una celda de cuarzo 1900
pL de buffer MOPS pH 7 (50 mM), 10 uL de Cloruro de magnesio (1 M), 10uL
de ATP 400 Mm, 10uL de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa diluida

1:10 y 20 yL de NADP 100Mm.
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Finalmente se realizo el experimento agregando 1uL (sin diluir), SuL (diluido
1:10) y 10pL (diluido 1:10) de medio de cultivo obtenido de las fermentaciones

de la cepa recombinante (pCHxtl) y la cepa silvestre a las 24 y 48 horas.

Se i nicia |l ar eaccidén ag regando 10 yLd e H exocinasa di luida 1:10y s e
cuantifica concentracion de glucosa en un espectrofotometro a una longitud de

onda de 340nm.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de aumentar la capacidad de transporte de glucosa se clon6 el gen
HXT1 en un plasmido de sobre-expresion, se transformd unalevadurays e

evaluo el efecto sobre la velocidad de produccion de etanol.

6.1.Construccion del plasmido pCHxt1

Diseno de oligonucleoétidos

Para amplificar el gen HXT1 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR),seobtuvolasecuenciadelab asede datosde Saccharomyces
cerevisiae (http://www.yeastgenome.org/), en la cual estan comprendidas, la
region codificante del gen HXT1 (letras gris claro), la regién promotora de dicho
gen ( letras neg ritas), | a r egion t erminadora ( letras neg ritas c ursivas) y los

oligonucledtidos (letras sombreadas).

GATAGAAGAATACCACTCATATGACGTGGGCAGAAGACAGCAAACGTAAACATGAGCTGCTGCGACATTTGATG
GCTTTTATCCGACAAGCCAGGAAACTCCACCATTATCTAATGTAGCAAAATATTTCTTAACACCCGAAGTTGCGTGT
CCCCCTCACGTTTTTAATCATTTGAATTAGTATATTGAAATTATATATAAAGGCAACAATGTCCCCATAATCAATTCC
ATCTGGGGTCTCATGTTCTTTCCCCACCTTAAAATCTATAAAGATATCATAATCGTCAACTAGTTGATATACGTAAA
ATCATGAATTCAACTCCCGATCTAATATCTCCTCAGAAATCCAATTCATCCAACTCATATGAATTGGAATCTGGTCGT
TCAAAGGCCATGAATACTCCAGAAGGTAAAAATGAAAGTTTTCACGACAACTTAAGTGAAAGTCAAGTGCAACCC
GCCGTTGCCCCTCCAAACACCGGAAAAGGTGTCTACGTAACGGTTTCTATCTGTTGTGTTATGGTTGCTTTCGGTG
GTTTCATATTTGGATGGGATACTGGTACCATTTCTGGTTTTGTTGCTCAAACTGATTTTCTAAGAAGATTTGGTATG
AAGCACCACGACGGTAGTCATTACTTGTCCAAGGTGAGAACTGGTTTAATTGTCTCTATTTTTAACATTGGTTGTGC
CATTGGTGGTATCGTCTTAGCCAAGCTAGGTGATATGTATGGTCGTAGAATCGGTTTGATTGTCGTTGTAGTAATC
TACACTATCGGTATCATTATTCAAATAGCCTCGATCAACAAGTGGTACCAATATTTCATTGGTAGAATTATCTCTGG
TTTAGGTGTCGGTGGTATCACAGTTTTATCTCCCATGCTAATATCTGAGGTCGCCCCCAGTGAAATGAGAGGCACC

TTGGTTTCATGTTACCAAGTCATGATTACTTTAGGTATTTTCTTAGGTTACTGTACCAATTTTGGTACCAAGAATTAC
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TCAAACTCTGTCCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTCGCCTGGGCCTTATTTATGATTGGTGGTATGATGTT

TGTTCCTGAATCTCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGCAGAATCGACGAAGCCAGGGCTTCTTTAGCTAAAGTTAAC

AAATGCCCACCTGACCATCCATACATTCAATATGAGTTGGAAACTATCGAAGCCAGTGTCGAAGAAATGAGAGCC

GCTGGTACTGCATCTTGGGGCGAATTATTCACTGGTAAACCAGCCATGTTTCAACGTACTATGATGGGTATCATGA

TTCAATCTCTACAACAATTAACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTACGGTACCATTGTTTTCCAGGCTGTCGGTTTAA

GTGACTCTTTTGAAACTTCTATTGTCTTTGGTGTCGTCAACTTCTTCTCCACTTGTTGTTCTCTGTACACCGTTGACCG

TTTTGGCCGTCGTAACTGTTTGATGTGGGGTGCTGTCGGTATGGTCTGCTGTTATGTTGTCTATGCCTCTGTTGGTG

TTACCAGATTATGGCCAAACGGTCAAGATCAACCATCTTCAAAGGGTGCTGGTAACTGTATGATTGTTTTCGCATG

TTTCTACATTTTCTGTTTCGCTACTACCTGGGCCCCAATTGCTTACGTTGTTATTTCAGAATGTTTCCCATTAAGAGTC

AAATCCAAGTGTATGTCTATTGCCAGTGCTGCTAACTGGATCTGGGGTTTCTTGATTAGTTTCTTCACCCCATTTATT

ACTGGTGCCATCAACTTCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCGCTTACTTTTACGTCTTTTTCTTCG
TTCCAGAAACTAAAGGTTTATCATTAGAAGAAGTTAATGATATGTACGCCGAAGGTGTTCTACCATGGAAATCAGC
TTCCTGGGTTCCAGTATCCAAGAGAGGCGCTGACTACAACGCTGATGACCTAATGCATGATGACCAACCATTTTAC
AAGAGTTTGTTTAGCAGGAAATAAACTAAACAAGCTCAATATGCATATTTTAATGACTTATACAGTATTTAATTTCT
CAGTAAATTTTATAAAGGTGATATTATATTGGTGTTAAAACAAAATTCTTGTCAAATTCATAAACAGATGTTCTTTTC

TTTGCTAGTTCTTGACCTTCACCAAGGAACAAGAAATTTCATTCTGGCACTCTTCCGAGGAAA

Los ol igonucledtidos s e di sefaron utilizando u na herramientae n linea

(www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html), t eniendo las s iguientes

caracteristicas:

Sentido:

5-GCGCGCGCGGCCGCGATAGAAGAATACCACTCATATGACGTGG-3’

Longitud: 29 nucledtidos

Porcentaje de GC: 41%

Tm (ajustada a Sal): 67°C
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Las primeras s eis p ares de bas es d el ol igonucledtido s on p ara f acilitar | a
digestion del P CR directamente sin necesidad de c lonarlo a u n plasmido, las
siguientes ocho bases corresponden al sitio de corte de la endonucleasa Notl,
las siguientes 29 bases (sombreadas) son iguales al extremo 5 del promotor

del gen HXT1.

Antisentido:

5-GCGCGCGCGGCCGCTTT CCT CGG AAG AGT GCC AGA ATG-3

Longitud: 24 nucledtidos

Porcentaje de GC: 50%

Tm (ajustada a Sal): 65°C

Las primeras s eis p ares de bases d el ol igonucledtido s on p ara f acilitar | a
digestion del P CR directamente sin necesidad de c lonarlo a u n plasmido, las
siguientes ocho bases corresponden al sitio de corte de la endonucleasa Notl,
las siguientes 24 bases son iguales ala hebra no codificante en el final del

terminador.

A estos oligonucleétidos se les agregaron sitios Notl, para clonar el gen HXT1

en el plasmido multicopia de la levadura.

Amplificaciéon del gen HXT1 mediante PCR

Los genes se amplificaron a p artir de D NA gendémico con los oligonucleétidos
antes mencionados y con el programa de PCR descrito en la metodologia (5.3).

En la PCR se realizan ciclos de calentamiento y enfriamiento, donde se agrega
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una concentracion en exceso de oligonucleétidos para evitar que la secuencia
de DNA se hibride entre si.

Posteriormente s e separd el pr oductod el a PCRpor m ediodeu na
electroforesis en g el de agarosa, para comprobar que el gen HXT1, el cual
consta de 2216 pares de bas es, fue amplificado correctamente. En la figura
6.1 se muestra dicho gen revelado en luz UV donde se observo que el peso de
la producto de PCR corresponde al peso del gen obtenido de la base de datos,
ademas d e g ue s olo s e obs ervo una ban da, por loque se sabe quelos
oligonucledtidos son especificos para el gen.

1 2

2000 pb ——>

Fig. 6.1. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Carril 1: Marcador de p eso

molecular 1Kb. Carril 2: Muestra obtenida del PCR.

Se realizdé una purificacion de la banda con el fin de eliminar fragmentos de

DNA o algun contaminante no deseado, al purificar se obtiene nuevamente una

banda por arriba de 2000pb mas definida, pero con menor fluorescencia.
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Clonacion del gen HXT1 al plasmido pRS426

Una vez que se obtiene |la banda purificada del gen, se realiza la ligacién de
este al plasmido pJET como se menciona en |la metodologia. D ebido a q ue,
este plasmido contiene un gen letal que solo es interrumpido con la ligacién del

gen al sitio de clonacién, no fue necesario realizar un control.

Para obtener suficiente cantidad de plasmido se insertd el vector pJET con el
gen del transportador HXT1 a bacterias E. coli DH5a, previamente tratadas
con ag entes que oc asionan el aumento en su per meabilidad m embranal, lo
cual di sminuye | ar epulsion de c argas el éctricas en tre | os fosfatos de | os
nucledtidos y la membrana facilitando la entrada del plasmido. Se platearon las
bacterias ya transformadas en medio LB sdlido con ampicilina. Las bacterias
que contenian el plasmido fueron las que sobrevivieron a estas condiciones; las
colonias transformantes que se obtuvieron fueron incontables (>10 UF C). Se
picaron 6 colonias y se obtuvo el plasmido por medio de lisis alcalina.

Para corroborar que el plasmido tuviera el inserto se realizé una digestion con
la enzima Notl, la cual libera al inserto del pl asmido; la fig. 6.2 m uestra el
patron de restriccion de distintas colonias, comparadas con el marcadorde
peso molecular (C1), los carriles 2, 4, 5, 6 y 7 corresponden a c olonias que
contienen al inserto donde se observan 2 bandas, una correspondiente al peso
de pJET (2974pb) y otra al del inserto (2216pb), mientras que en el carril 3 la
colonia no cumplié con el patrén esperado, debido a que solo se observa la

banda correspondiente al peso del plasmido.

50



3000 pb —
2000 pb ——

Fig. 6.2 Patron de digestion con la enzima Notl de 6 minipreps (pJET+HXT1).

Carril 1. marcador de peso; Carril 2-6. Minipreps.

De una de las positivas, en este caso se tomo la colonia 4, se cortd la banda
del gen y se purifico.

Para subclonar el gen en el plasmido pRS426 fue necesario que a € ste se le
diera el mismo tratamiento que a pJET, es decir, se digirié con la enzima Notl.
Se subclond el gen ya purificado en el plasmido multicopia, como se indica en
la metodologia y para obtener una mayor cantidad del mismo se transformaron

nuevamente bacterias E. coli.

6.2. Verificacion de la identidad

Para corroborar la identidad del gen y para comprobar que el inserto fue ligado
al plasmido se realizé una digestion con la enzima Notl, al igual que en pJET
la digestion hara que el inserto se libere del vector. En este caso el patron de
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digestion debid ser el peso del plasmido pRS426 (5726 pb) y el del gen HXT1
(2216pb). S e p usieron como controles plasmido pRS426 c ortado con Notl,
EcoRl y sin digerir, ademas de pRS426+HXT1 sin cortar, para comprobar que

la digestion fue adecuada.

i~
]
-

R .
s
4 e
6
. ., 6 E R
Digestion con Notl N e S
o o 2
cut uncut cut uncut cut uncut cut uncut t I 6
I

Fig. 6.3 Digestion diagnostico con Notl. Carril 1. Marcador de pe so molecular
1Kb. Ca rril 2 -9 minipreps di geridas y no di geridas. C arril 10 -12 pR S426

digerido y no digerido.

En la figura 6.3 se observa que todas las clonas cumplieron con el patron de
restriccion esperado para la construccion genética, en la figura 6.4 se ilustra el
resultado de | a c onstruccién g enética, es decir el plasmido multicopia par a

levadura con el gen de HXT1 clonado.
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Fig. 6.4 Construcciéon genética del plasmido multicopia pRS426+HXT1

Secuencia del gen HXT1

Con el fin de asegurar la identidad del gen se tomd una de las clonas positivas
y ser ealizd unas ecuenciacion automatica de nucledtidos, set radujol a
secuencia y se compararon los resultados con la secuencia obtenida en la base
de datos de Saccharomyces cerevisiae, al realizar la alineacion entre las dos
secuencias se obtuvo un porcentaje de identidad del 99.6%, debido a que hubo
cambios en 2 aminoacidos, ar ginina por lisinay m etionina p or v alina, la

comparacion es la siguiente:

hxtlb MNSTPDLISPQKSNSSNSYELESGRSKAMNTPEGKNESFHDNLSESQVQPAVAPPNTGKG

HXT1C MNSTPDLISPQKSNSSNSYELESGRSKAMNTPEGKNESFHDNLSESQVQPAVAPPNTGKG

10 20 30 40 50 60
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hxtlb

HXT1C

hxtlb

HXT1C

hxtlb

HXT1C

hxtlb

HXT1C

hxtlb

HXT1C

70 80 90 100 110 120

VYVTVSICCVMVAFGGF IFGWDTGT I SGFVAQTDFLRRFGMKHHDGSHYLSKVRTGLIVS

VYVTVSICCVMVAFGGF IFGWDTGT I SGFVAQTDFLERFGMKHHDGSHYLSKVRTGL VS

70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180

IFNIGCAIGGIVLAKLGDMYGRRIGLIVVVVIYTIGIIIQIASINKWYQYFIGRIISGLG

IFNIGCAIGGIVLAKLGDMYGRRIGLIVVVWVIYTIGIHIIQIASINKWYQYFIGRIISGLG

130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240

VGGITVLSPMLISEVAPSEMRGTLVSCYQVMITLGIFLGYCTNFGTKNYSNSVQWRVPLG

VGGITVLSPMLISEVAPSEMRGTLVSCYQVMITLGIFLGYCTNFGTKNYSNSVQWRVPLG

190 200 210 220 230 240

250 260 270 280 290 300

LCFAWALFMIGGMMFVPESPRYLVEAGR I DEARASLAKVNKCPPDHPY IQYELET IEASV

LCFAWALFMIGGUMFVPESPRYLVEAGR I DEARASLAKVNKCPPDHPY IQYELET IEASV

250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360

EEMRAAGTASWGELFTGKPAMFQRTMMG IMIQSLQQLTGDNYFFYYGT IVFQAVGLSDSF

EEMRAAGTASWGELFTGKPAMFQRTMMG IMIQSLQQLTGDNYFFYYGT IVFQAVGLSDSF

310 320 330 340 350 360
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hxtlb

HXT1C

hxtlb

HXT1C

hxtlb

HXT1C

hxtlb

HXT1C

370 380 390 400 410 420

ETSIVFGVVNFFSTCCSLYTVDRFGRRNCLMWGAVGMVCCYVVYASVGVTRLWPNGQDQP

ETSIVFGVVNFFSTCCSLYTVDRFGRRNCLMWGAVGMVCCYVVYASVGVTRLWPNGQDQP

370 380 390 400 410 420

430 440 450 460 470 480

SSKGAGNCMIVFACFY IFCFATTWAP IAYVVISECFPLRVKSKCMS IASAANWIWGFLIS

SSKGAGNCMIVFACFY IFCFATTWAPTAYVVISECFPLRVKSKCMS TASAANWIWGFLIS

430 440 450 460 470 480

490 500 510 520 530 540

FFTPFITGAINFYYGYVFMGCMVFAYFYVFFFVPETKGLSLEEVNDMYAEGVLPWKSASW

FFTPFITGAINFYYGYVFMGCMVFAYFYVFFFVPETKGLSLEEVNDMYAEGVLPWKSASW

490 500 510 520 530 540

550 560 570

VPVSKRGADYNADDLMHDDQPFYKSLFSRK

VPVSKRGADYNADDLMHDDQPFYKSLFSRK

550 560 570

hxt1b corresponde a la secuencia obtenida de la base de datos y HXT1C

corresponde a los resultados obtenidos de la secuencia real del gen con que

se trabajo.
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Conociendo es to, s e esquematizd el cambio en | os aminoacidos dentro d el
transportador de glucosa, de acuerdo al diagrama obtenido de la literatura (fig.

6.5 Kasahara Toshiko et. al, 2006).

Fig. 6 .5 Diagrama delt ransportadord e g lucosa, c on| os cambios de

aminoacidos generados durante la construccion genética.

En la figura 6.5 se muestra que los cambios en los aminoacidos se encuentran
dentro de los loops y no en | as regiones transmembranales; debido a estoy a
que los aminoacidos pertenecen al mismo grupo que los originales, se asumié
que dichos cambios no afectaran la afinidad por el sustrato ni la velocidad de

transporte de glucosa.
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6.3. Transformacion de levaduras

Una v ez c omprobada la i dentidad del gen, s e realiz6 latransformacion de
levaduras con sus respectivos controles como se menciona en la metodologia
(5.14). En los controles, es decir donde solo se le agrego a las levaduras DNA
acarreador y donde no se le aflade ningun tipo de DNA, no hay crecimiento de
las levaduras; por otro lado en la caja donde se sembraron levaduras a | as
cuales se le agregd DNA acarreadory el plasmido pRS426+HXT1, hubo un
numero de colonias i ncontables. E sto es debidoaq uel ac epa utilizada
(By4741) es auxotrofa a histidina, leucina, metionina y uracilo; y debido a que el
medio de cultivo no c ontiene uracilo, solo creceran aquellas que contengan al
plasmido, ya q ue é ste contiene algen URA3 el cualle permite al acepa

generar uracilo. A las transfomantes se les nombré pCHXT1.

6.4.Sobre-expresion del gen HXT1

Mediciédn de transcritos por RTPCR semicuantitativo

Para c omprobar | a s obre-expresion del g en, se m idieron los t ranscritos
mediante RTPCR. En este procedimiento se extrajo RNA total y se generd
cDNA como sem encionaen lam etodologia (5.17), para amplificar
especificamente el cDNA correspondiente al mRNA del gen HXT1, se realiza
una PCR utilizando como oligonucledtidos dentro del ORF del gen HXT1, con

lo cual se pudo medir indirectamente el RNA mensajero.

En la figura 6.6 se muestra que en la banda correspondiente a actina, la cual es

control de ¢ arga, ésta presenta una intensidad similar para cadaunad e las
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muestras, por lo cual se sabe que la cantidad de cDNA cargado es igual para

todas las muestras.

La banda inferior corresponde al producto al producto de PCR, obtenido a partir
del cDNA con oligonucleétidos dentro del ORF del gen HXT1. Al comparar las
bandas de la cepa recombinante y | acepasilvestrealas16h y 24h, se
observo que la cepa recombinante pC Hxt1 muestra mayor intensidad en s us
bandas para cada una de las muestras, lo que indica que la cepa recombinante
tiene una mayor c oncentracion de t ranscritos (RNA m ensajero) que la cepa
silvestre, por lo cual se comprobo la sobre-expresion y la permanencia de éste

a las 24 horas.
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Fig. 6.6 Electroforesis en gel de agarosa para los transcritos del gen HXT1.

Sobre-produccién de la proteina

Se midié la produccién de proteina mediante la técnica de western blot, en la
cual se utilizaron anticuerpos de los transportadores de glucosa GLUT-1, 2, 3,4
de humano; debidoa que, aunque ya se sabe que | a producciéon de | os
transcritos es mayor en | a recombinante, en algunos casos dichos transcritos

se degradan y la proteina es similar para las cepas silvestre y recombinante.
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En la figura 6.7 (B) se muestra el gel de p roteina total, donde se observa la
misma intensidad en cada una de las bandas, por lo cual se sabe que se cargo
la misma concentracion de proteina para ambas cepas, con lo que se pudo

realizar una mejor comparacién entre éstas.

Al colocar el anticuerpo GLUT-1 (fig. 6.7 A) se observa una banda con mayor
intensidad, lo que indica que hay una mayor produccién de proteina Hxtl en la
cepa pCHXT1q ue enl as ilvestre; e stod emuestra quel ost ranscritos

producidos no estan siendo degradados y todos estos generan proteina.

En donde se agregan | os otros anticuerpos (GLUT-2, 3 ,4) se observa, para
GLUT-2 una banda con muy poca intensidad y para GLUT-3 y 4 no se observa
ninguna banda, esto es debido a que estos anticuerpos no son especificos para

levadura por lo que pudiera ser que no reconocieron a los transportadores.
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Fig. 6.7 A: Comparacién del western blot de la cepa silvestre (wt) yla cepa

recombinante (pCHxt1); B: Control de carga, proteina total.

6.5. Fermentaciones
Una vez que se supo que la construccion genética era la deseada y que el gen
fue sobre-expresado en la levadura, s e realizaron f ermentaciones cony sin
benzoato de sodio 2 mM, con el fin de conocer si la sobre-expresion del gen
HXT1 y ladem andade A TP ay udaban alaum entoen| av elocidadd e

produccion de etanol.

Las fermentaciones se realizaron durante 24 horas, tomando 1 mL de muestra

cada dos horas. Con esta muestra se realizd una curva de ¢ recimiento, se

midié etanol y consumo de glucosa.
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Curva de crecimiento.

Se realizé una curva de crecimiento del cultivo midiendo la densidad optica a

600nm cada dos horas.

. wt
e pCHXxt1
o wtb
3,54 o pCHxt1b
3,0- # %
2,54 *
E20- t
g J
) 1,5-
a ) :
S i
0,5 Bo:g B e
0,0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Fig. 6.8 Curva de c recimiento c epa recombinante (pCHxt1) y ce pa silvestre

(wt). wtb y pCHxt1b fueron cultivadas en medio con 2mM de benzoato.

En la grafica se observa que la densidad 6ptica de las cepas (recombinante y
silvestre) es similar e n las mismas condiciones, es decir si se comparan en
medio con o sin benzoato de sodio, por lo cual podemos decir que éstas crecen
de manera muy similar. Sin embargo se observa que la densidad optica de las
que fueron sembradas en medio con benzoato de sodio es mucho menor que

las sembradas en medio sin benzoato.
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Velocidad especifica de crecimiento.

wt pCHxt1 wtb pCHxt1b

Fig. 6.9 Grafica de velocidad especifica de crecimiento

Se muestra que las velocidades especificas de crecimiento son similares entre
las cepas sembradas bajo las mismas condiciones, sin e mbargo en aq uellas
las cepas que fueron sembradas en un medio con 2 mM de benzoato de sodio
la velocidad especifica de c recimiento (u) disminuye de manera drastica, esto
es debido al estrés generado, el benzoato de sodio provoca la hidrélisis del
ATP para mantener el pH intracelular, debido a esto la levadura no cuenta con

suficiente energia para generar biomasa.

Produccién de etanol.

Se determiné la produccion de etanol de las muestras tomadas a lo largo de la
fermentacién (cada 2 horas), con el fin de conocer la concentracion de este en

las diferentes etapas de crecimiento de la levadura.
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En la figura 6.10 se observa que |a produccion de etanol, entre la cepa que
sobre-expresa el t ransportador HXT1 y | a c epa s ilvestre bajo | as m ismas
condiciones es i gual. Estoi ndicaq ue aunquel a s obre-expresion del
transportador es muy notable, éste no ejerce una influencia en la velocidad de
produccion d e et anol, | o c ual i ndica q ue el t ransporte de g lucosae nl as
condiciones en las que s e realizé la fermentacibn no es un p aso | imitante
dentro de la via glicolitica.

Sin embargo aun c uando | as c epas cultivadas con benzoato d e s odio no
crecieron con la misma velocidad que las que no lo tenian, alcanzaron la
misma concentracién molar final de etanol.

Ademas se observa que al normalizar la concentracion de et anol por numero
de células, hay un i ncremento en | a produccién de etanol en las cepas que
contenian benzoato de sodio en el medio, esto nos indica que la adicién de
benzoato de sodio al medio incrementa la velocidad de produccién de etanol,
debido a que éste al entrar al citosol se des protona acidificando el m edio
intracelular, la levadura para contrarrestar la acidificacion activa su ATPasa en
la membrana plasmatica para bombear |os protones fuera del citosol, o cual
generara que el A TP pierda un g rupo f osfato g enerando A DP, por|o c ual

aumentara la demanda de ATP y por lo tanto la velocidad de glicdlisis.
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Fig. 6.10 Produccion de etanol expresada en concentracion mili molar y
normalizada por numero de células. wtb y pCHxt1b fueron cultivadas en 2 mM

de benzoato.

Se calcularon las pendientes en la grafica 6.10 B para conocer la velocidad de

produccion de etanol en la fase exponencial y en la estacionaria.

Enlatabla 6.1 se muestran las pendientes de cada una de las cepas en las
diferentes condiciones, se observa que las cepas que crecieron en medio con
benzoato de sodio tienen una velocidad m ayor en f ase exponencial que las
que no lo contenian, sin embargo en la fase estacionaria la pendiente resulté
negativa, una de las posibles explicaciones a esto es, que debido al gran estrés
generado por el benzoato de sodio y debido a que la glucosa en esta fase es
muy es casa, | as | evaduras s on i ncapaces de ¢ ontender contrala acidezy

comienzan a morir.

65



Tabla 6.1 Velocidad de produccion de etanol

Fase exponencial Fase estacionaria
(nmol/h*10*células) (nmol/h*10*células)
wit 0,828 0,401
pCHxt1 0,793 0,495
wtb 2,503 -0,126
pCHxt1b 1,244 - 0,169

Enla figura 6. 11 se observaquelacepaquese cultivd enunmediosin
benzoato d e s odio h ay un| igero incremento enel consumo de glucosa
comparadaconlaquese cultivd en pr esencia de b enzoato, es to pue de
deberse a que en ausencia de benz oato de sodio, las células fueron capaces
de utilizar la glucosa para generar biomasa, mientras que en presencia de
benzoato el crecimiento fue muy poco (fig. 6.8). EIATP producidoporla
glicdlisis s e ut ilizé f undamentalmente para c ontender c ontra el es trés por

benzoato y no hubo suficiente para la generacion de biomasa.
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Fig. 6.11 Grafica de consumo de glucosa de la cepa silvestre con y sin

benzoato

6.6. Transporte de glucosa.

Abanico de proteina celular.

Se realizé un ens ayo de t ransporte con el fin de c omparar la velocidad en la
cepa silvestre y la recombinante pCHxt1. Observando asi si la sobre-expresion

del transportador generé una mayor capacidad de transporte de glucosa.

Para la realizacidon del ensayo de transporte fue necesario encontrar la cantidad
de células adecuadas expresada como mg de proteina (1,2 x 10 células= 34,8

mg de proteina)

En lafigura 6.12 se observan | as curvas con | as di ferentes c antidades de

proteina, se realizé dicha curva en fase exponencial con células cultivadas en
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10 mMdeg Ilucosa debidoaq ueen es tasc ondiciones es dondee |

transportador de glucosa HXT1 se encuentra mas activo.

De estas curvas s e el igié | a c oncentracion de 25 mg de pr oteina como | a
adecuada para la realizacién del ensayo de t ransporte, debido a q ue ésta se

encuentra en la fase lineal de la curva y con ella no se llega a la saturacion.

Curva de proteina en fase exponencial wt

(O ]
0 20 40 60 80 100
mg proteina
Curva de proteina en fase exponencial mut
30+
S 20 -
=
* >
_Oo
o]
£ 10
c
O T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

mg proteina

Fig. 6 .12. Abanico de pr oteina en fase ex ponencial. C epas ilvestrey

recombinante.
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Abanico de glucosa.

Ya que se conoci6 la cantidad de proteina adecuada, se realizé el ensayo de

transporte variando la concentracion de glucosa.

En la figura 6.13 se observa que la curva presenta dos fases la primera parece
saturarse en 50 mM de glucosa, esto puede ser debido a que la levadura tiene

dos diferentes tipos de transporte: de alta y baja afinidad (Ozcan, 1999).

A concentraciones menores a 100 mM la velocidad de transporte fue similar
entre la cepa control (WT) y la que sobre-expresa al gen HXT1 (pCHxt1); sin

embargo se encontraron diferencias significativas a 100 y 150 mM.

A la maxima concentraciéon probada de 200 mM no se detectaron diferencias.
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Fig. 6.13 Curva de transporte, abanico de glucosa.
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Se realiza una nor malizacion de | os promedios obtenidos e n el ex perimento
realizado a | as concentraciones de 100, 150y 200 mM para p oder obs ervar

mejor la diferencia de velocidad entre las cepas.
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Fig. 6.14 Grafica de barras. Transporte normalizado.

En la figura 6.14 se observa que hay un aumento de 58% en la velocidad de
transporte a una concentracion de 100 mM y un incremento del 73% en una
concentracion de 150 mM, sin embargo se observa que a una concentracion de
200 mM no se detectaron diferencias probablemente debido a la saturacion del
sistema de deteccién utilizado ya que las cuentas en el detector de centelleo

eran muy altas (16423cpm).

Para conocer si estadisticamente hay diferencia significativa entre las cepas se

realizd un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia a 0,05.

Se genero la siguiente hipotesis:

Ho:py =y

Hi: py #
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Tabla 6.2. Analisis de varianza para cepa wt y pCHxt1 en 100, 150 y 200mM.

Origen de Grados Promedio de
las Suma de de los Valor critico
variaciones  cuadrados libertad  cuadrados Probabilidad para F
Entre
grupos 0,47993054 1 0,47993054 17,8448936 0,00553475 5,98737758 Se
Dentro de rechaza
los grupos 0,16136735 6 0,02689456 Ho
Total 0,64129789 7
Con 150 mM de glucosa
Valor
Origendelas  Sumade Gradosde Promedio de los critico para
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos  2,32353876 1 2,32353876 7,63835786 0,02453198 5,31765506 Se
Dentro de los rechaza
grupos 2,43354794 8 0,30419349 Ho
Total 4,7570867 9
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200 Mm de glucosa

Valor
Origendelas  Sumade Grados de Promedio de los critico para
variaciones  cuadrados  libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos  0,01035842 1 0,01035842 0,08586084 0,78407933 7,70864742 Se
Dentro de los acepta
grupos 0,48256762 4 0,1206419 Ho

Total 0,49292603 5

De acuerdo al analisis de varianza se concluye que hay evidencia significativa
para decirq uel a velocidadd et ransported e g lucosae ntrel ac epa
recombinante y silvestre a c oncentraciones de 100y 150 m M de glucosa son
diferentes. Y también se observa que no hay diferencia significativa entre las

cepas a concentraciones de glucosa de 200 mM.
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6.7.Rendimiento

Tablas 6.3 Rendimiento de etanol en la cepa silvestre con y sin benzoato a las

8y 24 horas.

rendimiento 8 h
wt Witb
mmol etoh producido 2,5 2,5

mmol de glucosa
consumido 21 1,3
Rendimiento

MMOletanol/MMOlgiucosa 1,2 1,8

rendimiento 24 h
wit Wtb
mmol etoh producido 7,9 7,0
mmol de glucosa
consumido 7,6 6,3
Rendimiento
MMOletanol/MMOlgiucosa 1,0 1,1

Se observa en la tabla 6.3, que la cepa silvestre que se cultivd en medio con
2 mM de benzoato de sodio, presenta un rendimiento mayor que en la cepa
cultivada sin benzoato, esto es debido a que en la cepa crecida en ausencia de
benzoato de s odio una parte de | a glucosa es utilizada para el crecimiento,

mientras que en | a que silo contenia la glucosa es utilizada para contender
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contra la acidez del medio, es decir, esta es utilizada para la generacién de
ATP, lo cual implica produccion de etanol, ademas que esta cepa casi no utilizo

intermediarios glicoliticos para la produccion de biomasa.
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. CONCLUSIONES

e Se logré obtener la construccidon g enética, es decir insertar el gen del
transportador HXT1 a un plasmido multicopia para levadura.

e Alrealizar la secuenciacion de | a construccion genética, se observaron
dos cambios en los aminoacidos, sin embargo al pertenecer al mismo
grupo de a minoacidos y estar en | os loops de |la proteina se concluy6
que la probabilidad de que afectaran la funcion del transportador es baja.

e Se logro la sobre-expresion del gen y la sobre-produccion de la proteina
del transportador.

¢ No hubo diferencia en la produccioén de etanol entre la cepa
recombinante (pCHxt1) y la silvestre.

¢ Hubo un aumento en la velocidad especifica de produccion de etanol en
las cepas que se cultivaron en un medio que contenia 2 mM de
benzoato de sodio.

e La concentracion de 25 mg de proteina, es la adecuada para la
realizacion del ensayo de transporte.

e Segun el analisis de varianza hay diferencia significativa en la velocidad
de transporte entre la cepa recombinante y la cepa silvestre a
concentraciones de 100 y 150 mM de glucosa.

e El transporte de glucosa no es una etapa limitante en la glicdlisis, en las
condiciones en las que se realizé la fermentacion.

e La demanda de ATP generada por el benzoato de sodio, incrementa la

velocidad de produccion de etanol y el rendimiento de la via.
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9. ANEXO |

= MEDIOS DE CULTIVO

Medio LB para bacterias 1L

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g

NaCl 10g
Agar 209
Ampicilina stock(25 mg/mL) 1mL
Medio YPD para levaduras 1L

Extracto de levadura 10g
Peptona de caseina 209
Dextrosa anhidrida 20g
Agar 209
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Medio minimo para levaduras

(HML) 1L
Stock de vitaminas 1000pL
Stock de trazas " 1000pL
Stock de sales™ 20mL
Glucosa 20g
Sulfato de amonio 5g
Agar 25¢g

" El medio es enriquecido con Histidina, Metionina y Leucina para propiciar el

crecimiento de las levaduras.

Aminoécido Concentracion en el medio

g/L
Histidina 0,02
Metionina 0,02
Leucina 0,1

"Stock de Vitaminas (1000x)
Biotina 2mg

Pantotenato de calcio 400mg
Acido félico 2mg

Niacina 400mg
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Acido p-amino benzoico 200mg
Piridoxina 400mg
Riboflavina 200mg
Tiamina-HCI 400mg
Inositol 200mg
H,O 1000mL

“Stock de Trazas (1000x)
Acido Borico 500mg

Sulfato cuprico 40mg

loduro de potasio 100mg
Cloruro férrico 200mg
Sulfato de magnesio 400mg
Molibdato de sodio 200mg
Sulfato de zinc 400mg
H,O 1000mL
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“Stock de Sales

Fosfato monobasico de potasio

Sulfato de magnesio

Cloruro de sodio

Cloruro de calcio

H.O

Cloroformo

50g

59

19

19

1000mL

5mL
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