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Introduccién

1. ALMIDON Y AMILASAS.

1.1 Estructura quimica del almidén. Enzimas amiloliticas.

El almiddn es un polimero de elevado peso molecular formado por
una sucesion de moléculas de a-D-glucosa unidas por enlaces
glucosidicos a-1,4 y que se ramifica en determinados puntos de la
cadena mediante enlaces a-1,6. Estos enlaces dan origen a dos
polimeros distintos, la amilosa y la amilopectina que a su vez forman los
granos de almiddn. Los granos de almiddn estdn formados por amilosa
en su parte interior y amilopectina en sus capas mds externas. La
amilosa es un polimero predominantemente lineal constituido por
enlaces a-1,4 que adoptan una disposicion helicoidal, mientras que la
amilopectina es un polimero muy ramificado formado por un niUmero
mayor de unidades de glucosa.

El almiddn es el principal polisacdrido de reserva de los vegetales,
se encuentra, principalmente, en semillas, frutos, legumbres, tubérculos y
cereales (figura 1). El almiddn se sintetiza a partir de la glucosa
generada en los procesos de fotosintesis y se almacena en los
amiloplastos. El contenido relativo de amilosa y amilopectina, asi como

las caracteristicas de los granos, varia segun la fuente del almidon.

G [
CH,0H CH,OH
- .
00 ax o
cr '-0 ,_, =,
18 D 90 9 o
L D0 DO D
AMILOSA. Polimero lineal de a-D- Adopta una disposicién
glucosa unido por enlaces a-1,4. helicoidal.
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Tl
Punto de 6 - J{'JT?-*-’W
ramificacién CH,0OH T f}

f\T"'I."j.’rLu
AMILOPECTINA. Polimero muy Las  ramificaciones  se
ramificado de a-D-glucosa. originan por la formacién

de enlaces a-(1,6).

Fuentes naturales de almidon.

Figura 1. Estructura quimica de las moléculas que forman el almidén (amilosa y
amilopectina) y ejemplos de fuentes naturales de almiddn.

En la naturaleza existe una amplia variedad de enzimas
responsables de la hidrdlisis del almiddn son los denominados enzimas
amiloliticos o amilasas. Su accidn da lugar a oligosacdridos, maltosa y
finalmente glucosa (Machovic y Janecek, 2007).

Los enzimas amilololiticos pueden clasificarse de diversas formas,
por ejemplo, segun el tipo de substrato y el producto que originan se
dividen en a-amilasas, p-amilasas, glucoamilasas, pululanasas,
isoamilasas, a-glucosidasas y ciclodextringlicosiltransferasas.

Desde un punto de vista funcional se pueden agrupar en 4 grupos
bdsicos: endoamilasas, exoamilasas, enzimas desramificantes vy

transferasas. Las endoamilasas degradan los enlaces glicosidicos a-1,4
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Introduccién

que se encuentran en el interior de la molécula de amilosa vy
amilopectina, en este grupo destacan las a-amilasas que degradan el
almiddén de forma aleatoria generando oligosacdridos de longitud
variable. Las exoamilasas hidrolizan enlaces a-1,4 desde el extremo no
reductor de la molécula, generando productos de bajo peso molecular,
en este grupo se incluyen las B-amilasas que generan disacdridos de
glucosa (maltosa), las a-glucosidasas y las glucoamilasas que generan

residuos de glucosa. Los enzimas desramificantes, que engloban a

pululanasas e isoamilasas, son enzimas que hidrolizan exclusivamente los
enlaces ao-1,6. Las pululonasas, degradan los enlaces a-1,6 de
glucdégeno, amilopectina y pululano  (polisGdcarido  extracelular
producido por Aureobasidium pullulans) (Okada et al., 1988). Las
isoamilasas degradan completamente el glucdégeno y se distinguen de
las pululanasas en que no fienen capacidad para degradar el pululano.

Por Ultimo, las ciclodextringlicosiltransferasas degradan enlaces a-1,4 y

son capaces de formar nuevos enlaces glicosidicos generando
ciclodextrinas. (Ueda et al., 1988; Van der Maarel et al., 2002).

En 1991, Bernard Henrissat propuso una clasificacion de los
enzimas glicdsido hidrolasas. Estos enzimas son los responsables de
hidrolizar los enlaces glicosidicos en carbohidratos. La clasificacion se
basa en la similitud de las secuencias proteicas de las glicdsido
hidrolasas y agrupa los enzimas dentro de distintas familias. Cada
familia refleja las caracteristicas estructurales y la relaciéon evolutiva del
conjunto de enzimas que agrupa. A su vez, las familias se asocian en
grupos denominados clanes. Cada clan intenta agrupar a las familias
de enzimas que poseen un origen comun, que presentan similitudes
significativas en su estructura terciaria y que conservan residuos vy
mecanismos cataliticos (Henrissat, 1991; Henrissat y Bairoch, 1993 y 1996;
Davies y Henrissat, 1995; Henrissat y Davies, 1997; Coutinho y Henrissat,
1999.)

Segun Henrissat, los enzimas amiloliticos se distribuyen en tres

familias: familias 13, 14y 15 (Tabla 1). La familia 13, que se engloba en
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Introduccién

el clan GH-H, incluye la mayoria de enzimas amiloliticos (a-amilasas, a-
glucosidasas, pululanasas, isoamilasas y ciclodextringlicosiltransferasas).
La familia 14 contiene a las B-amilasas y no se engloba en ningun clan.
Finalmente, la familia 15, que pertenece al clan GH-L, incluye a las

glucoamilasas.

FAMILIA

ENZIMA ACTIVIDAD PRODUCTOS
(Clan)
Endoamilasa.
AMILASA Degrada, qleot.onomente, enJoces Ollgqsocor|QOs de
a-1,4 en el interior de las moléculas longitud variable.
de almiddn.
Exoamilasa.
Degrada enlaces a-1,4 desde el Residuos de glucosa,
a-GLUCOSIDASA extremo no reductor de las con a-configuracién.
moléculas de almidén.
Enzima desramificante.
Degrada, exclusivamente, enlaces Oligosacdridos de
13 PULULANASA o-1,6 desde el extremo no reductor longitud variable.
(GH-H) de las moléculas de almidén,

pululano y glucdgeno.

Enzima desramificante.

Degrada, exclusivamente, enlaces Oligosacdridos de
ISOAMILASA a-1,6 desde el extremo no reductor longitud variable.

de las moléculas de almidén y

glucdégeno

Transferasa. Degrada enlaces a-1,4
en las moléculas de almiddn. Posee
la capacidad de formar nuevos
enlaces glicosidicos.

CICLODEXTRIN
GLICOSIL-
TRANSFERASA

Ciclodextrinas.

Exoamilasa. Degrada enlaces a-1,4
14 B-AMILASA desde el extremo no reductor de las
moléculas de almidén.

Disacdridos de
glucosa (maltosa).

15 Exoamilasa. Degrada enlaces a-1,4 Resid de dl
GLUCOAMILASA  desde el extremo no reductor de las €slauos ae glucosa,
(GH'L) moléculas de almiddn con p-configuracion.

Tabla 1. Esquema de los principales enzimas amiloliticos clasificados funcionalmente y
segun Henrissat (1991). Se sefala la actividad catalitica que poseen vy los productos
que generan.
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Introduccién

1.2 Importancia agronémica y biotecnolégica del almidon.

Procesado Industrial.

El almiddn es uno de los polisacdridos mds abundantes que existen
en la naturaleza. Es una fuente de energia ubicua y fdacimente
accesible ya que las principales fuentes de almidon son los granos de
cereales, legumbres y tubérculos.

Los usos comerciales y tecnoldégicos del almiddn son diversos y
numerosos. Una gran proporcion del almidén se destina para fines
alimentarios. El almiddn se adiciona a refrescos, salsas, helados,
alimentos precocinados o infantiles, etc., para utilizarlo como
estabilizador de emulsiones, agente gelificante o sustituto de grasas. En
general, el almidébn mejora las propiedades de los alimentos,
modificando su estructura y consistencia ademds de ser fuente de
numerosos oligo-, di- y monosacdaridos (Synowiecki, 2007).

Ademds de su aplicacion en la industria alimentaria, se utiliza
almiddn modificado en la industria textil, de destilacion, papelera,
cosmética y farmacéutica (Pandey et al., 2000; Guzmdn-Maldonado y
Paredes-Lopez, 1995).

En la actualidad, una de las aplicaciones en la que se estdn
centrando numerosas investigaciones es la produccion de bioetanol a
partir del almidon. El bioetanol fiene una importancia creciente como
alternativa de los combustibles fosiles (Lin y Tanaka, 2006. Gray et al.,
2006). Aunqgue la mayor parte del etanol que se genera actualmente
procede del petréleo, cada dia aumenta la produccion de etanol de
origen bioldgico a partir de la fermentacion anaerdbica de residuos
agroindustriales. La utilizacion de estos residuos reduciria los costes de
produccion y resultaria beneficioso para el medio ambiente (Pandey et
al., 2000).

En la mayoria de las aplicaciones, el almiddn debe ser hidrolizado a
glucosa, maltosa o maltodextrinas. Tradicionalmente, el almiddén era

procesado mediante hidrdlisis dcida, pero este método presentaba
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numerosas desventajas (problemas de corrosion de los equipos,
formacion de numerosos subproductos por ser una hidrdlisis no
especifica, procesos de purificacion mds complejos, etc.) que
provocaban aumentos en los costes de elaboracion. En la actualidad,
debido al desarrollo biotecnoldgico, el procesado industrial del almiddn
a gran escala se basa totalmente en la utilizacion de enzimas (Van der
Maarel et al., 2002, Crabb y Shetty, 1999).

En el procesado del amiddn se distinguen dos etapas

fundamentales, la licuefaccion y la sacarificacion (Figura 2).

Granos de
almidén
pH 3.2-4.5

Soluciones de
NaOH

Acidificaciéon Purificacidn
con HCI
R R Jarabes de
" " glucosa
o maltosa.

LICUEFACCION SACARIFICACION ETAPAS DE PURIFICACION
a-amilasa Glucoamilasa o B-amilasa Decolorado, filtracién,
pH 6.5 pH 4.5 desalado y concentracion.
90-105°C/3-4h 55-60°C/48-96h

Figura 2. Representacion esquemdtica del procesado industrial del almidén para
obtener jarabes de glucosa o maltosa, (Synowiecki, 2007; Crabb y Mitchinson, 1997).
Se especifican las condiciones (pH, temperatura y tfiempo) y los enzimas utilizados en
cada etapa.

En la licuefaccion se transforman los granos de almidén
parcialmente insolubles en una solucion soluble de dexirinas mediante
la utilizacion de oa-amilasas y elevadas temperaturas. En la
sacarificacion se obtfienen azucares de bajo peso molecular (glucosa,
maltosa o mezclas) a partir de los oligosacdridos o dexirinas. En este

paso se utilizan principalmente glucoamilasas termosensibles, por lo que
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se deben modificar el pH y la temperatura de los reactores industriales.
También se adicionan ofros enzimas amiloliticos como B-amilasas o
pululanasas que terminan de hidrolizar los polisacdridos generados
durante la degradacioén del almidén. Como se observa, las condiciones
de trabagjo estdan limitadas por las propiedades de cada enzima (a-
amilasas y glucoamilasas) ya que actian en condiciones de pH y
temperaturas diferentes. Estas limitaciones incrementan los costes,
disminuyen la eficiencia del proceso vy la calidad de los productos. La
eficacia de estos procesos mejoraria con el uso de glucoamilasas
termoestables ya que el proceso de hidrdlisis se realizaria en un solo
paso (Synowiecki et al., 2006).

El objetivo del procesado del almiddn para fines alimentarios es
obtener jarabes de glucosa, maltosa o elevada concentracion de
fructosa por lo que las etapas posteriores de purificacion incluyen la
eliminacion de las proteinas, las grasas y el color mediante filtracién o
purificaciéon con carbdén activado vy la isomerizacidon de la glucosa a
fructosa (Crabb y Mitchinson, 1997; Synowiecki, 2007).

Para la produccidon de bioetanol tras la hidrdlisis para liberar los
azucares de la materia vegetal es necesario realizar una etapa de
fermentacion que es efectuada por las levaduras.

Numerosas publicaciones describen la obtencidon de levaduras
genéticamente modificadas para la produccion de bioetanol a partir
de desechos agricolas (Ma et al., 2000; Marin et al., 2001; Eksteen et al.,
2003; Shigechi et al., 2004; Filho et al., 2005; Xu et al., 2005; Seong et al.,
2006). El almidén vy los residuos agricolas son recursos renovables de
gran interés por razones de sostenibilidad y los procesos de
biotransformacion, utilizando las levaduras modificadas, son menos

contaminantes que los procesos quimicos de obtencion de etanol.
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1.3 Organismos productores de amilasas.

Las amilasas son producidas por un gran numero de
microorganismos, plantas y animales aunque su comercializacion resulta
complicada ya que la mayoria las producen en baja proporcion
(Pandey et al., 2000).

Las a-amilasas son producidas por varias bacterias, levaduras y
hongos. Las bacterias del género Bacillus se consideran la fuente mds
importante de a-amilasas. Entre los hongos, 1os microorganismos del
género Aspergillus son los principales productores de a-amilasas con
aplicacion industrial.

Las B-amilasas se obtienen generalmente de plantas. Los estudios
basados en la produccidn microbiana de B-amilasa no son muy
abundantes ya que Unicamente un nUmero reducido de
microorganismos es capaz de producir este enzima. Destacan como
productores de p-amilasa las bacterias del género Bacillus,
Pseudomonas, Streptomyces y Clostridium sp. (Pandey et al., 2000).

Las glucoamilasas son producidas por humerosos tipos de hongos y
algunas bacterias. La principal fuente de glucoamilasas son los hongos
flamentosos donde destaca el género Aspergillus, y en concreto, A.
niger y A. awamory (Ford, 1999). Algunos cultivos de bacterias y
levaduras también se han utilizado como fuente de glucoamilasas,
destacando las bacterias Bacillus coagulans y Lactobacillus brevis y las
levaduras Saccharomyces cerevisiae y Saccharomycopsis fibuligera
(Pretorius y Lambrechts, 1991; Pandey et al., 2000).

Los enzimas desramificantes (isoamilasas y pululanasas) son
producidas por una amplia variedad de especies. Las isoamilasas se
encuenfran en bacterias, levaduras y plantas mientras que las
pululanasas, generalmente, son producidas por plantas superiores y por
microorganismos mesoéfilos tales como  Klebsiella, Escherichia,

Streptococcus, Bacillus y Streptomyces (Doman-Pytka y Bardowski, 2004).
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En general, los microorganismos son los principales productores de
enzimas amiloliticos con aplicacion industrial. En concreto las bacterias
del género Bacillus producen las a-amilasas de interés comercial
mientras que el hongo Aspergillus niger es el productor de las
glucoamilasas que se utilizan en la degradacion del almiddn. En la
actualidad, la demanda de amilasas fermoestables estd aumentando
debido a que la readlizacion de los procesos de hidrdlisis a elevadas
temperaturas minimiza el riesgo de contaminacién microbiolégica vy
reduce el fiempo de reaccion (Pandey et al., 2000; Bertoldo vy
Antranikian, 2002).

Como se ha comentado, generalmente los microorganismos
producen las amilasas en baja proporcion lo que dificulta su produccion
para aplicaciones industriales posteriores. Para mejorar los bajos niveles
de produccion del enzima por parte del productor natural se estdn
llevando a cabo diversas aproximaciones biotecnoldgicas. Entre ellas
destaca la clonacién de los genes productores de amilasa y su
expresion en hospedadores heterdlogos. Por otro lado, la obtencién de
cepas superproductoras de enzimas amiloliticos enddgenos mdads
eficaces es una posible via alternativa que mejoraria las aplicaciones

biotecnoldgicas de estos enzimas.

2. EL SISTEMA AMILOLITICO DE Saccharomyces cerevisiae.

2.1 Genes STA.

Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus, anteriormente
considerada como una especie distinta (S. diastaticus), es capaz de
hidrolizar almidén porque secreta un enzima denominado glucoamilasa
(GA). En esta estirpe existen tres genes distintos, no ligados, designados
STA1, STA2 y STA3, que codifican formas idénticas de glucoamilasa
denominadas GAI, GAll y GAIlll (Tamaki, 1978). Los genes repetidos STA
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constituyen un sistema genético muy similar a otros sistemas de S.
cerevisiae relacionados con la hidrdlisis de sacarosa, maltosa y
melibiosa (Carlson y Botstein, 1983; Charron et al., 1989; Naumov et al.,
1990).

Ademds de la glucoamilasa codificada por los genes STA, existe
otra forma de este enzima, codificada por el gen SGAT (Sporulation-
specific glucoamylase), que se produce durante los procesos de meiosis
y esporulacion. Este enzima, que se encuentra en todas las estirpes de
S. cerevisiae y no solo en la var. diastaticus, es responsable de la
degradacion del glucégeno infracelular (Colonna y Magee, 1978;
Yamashita y Fukui, 1985). El gen SGAI tiene elevada homologia con los
genes STA Unicamente en laregion 3°.

La zona 5" de los genes STA presenta el péptido senal necesario
para la secrecion (Pretorius y Lambrechts, 1991) y una region
caracterizada por ser rica en residuos de serina y treonina. Esta region
presenta elevada homologia con ofro gen de levadura, denominado
MUCIT/FLOITT (Figura 3).

2.2 Estructura y regulacion de los genes STA.

El andlisis de la secuencia de STAT mostrdé una Unica pauta abierta
de lectura (ORF) de 2454 nucledtidos que codifica una proteina de 818
aminodcidos. La secuencia reveld la existencia de dos codones de
iniciacion en la misma pauta, separados por 30 nucledtidos (Yamashita
et al., 1985b). Estudios de los transcritos de STA2 demostraron que los dos
codones de inicio de la fraduccion son funcionales y producen
glucoamilasas con un extremo amino terminal distinto (Vivier et al.,
1999).

El gen STA2 (como modelo representativo de la familia
multigénica STAI-3) tiene un sistema de regulacidn complejo con
numerosos reguladores positivos y negativos. Se caracteriza por poseer

un promotor largo, virtualmente igual al del gen MUCIT (también
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denominado FLOIT), con varias regiones reguladoras. MUCIT/FLOIT1 es
un gen que codifica una mucina esencial para el crecimiento
pseudohifal e invasivo. La regulacion conjunta de los genes STA y
MUCIT/FLOI11 hace que exista, en algunos casos, un control infegrado
entre los nutrientes del medio(presencia o no de azUcares fermentables)
y el desarrollo diferencial de la levadura (crecimiento pseudohifal e
invasivo) (Vivier et al., 1997).

Desde un punto de vista evolutivo, la estructura propia de los
genes STA sugiere que éstos se generaron por la fusion de dos
fragmentos de DNA preexistentes en todas las estirpes de S. cerevisiae.
Uno de los fragmentos contendria la zona del promotor y la regidon 5° de
los genes STA que presenta homologia con el gen MUCT/FLO11 mientras
que el ofro fragmento provendria del gen SGAIT (Yamashita et al.,
1985a; Yamashita et al., 1987), (Figura 3).

Fromotor Dominio Sery Thr Dom Catalifico

0T A
'\}I Al

L]
%]
T

\ ~ 7 IO 31
MU T /L

Figura 3. Representacion esquemdtica que muestra las zonas donde el gen STAI
presenta homologia con los genes SGA1 y MUCIT/FLOI11. Los genes STA pudieron
originarse por fusion de ambos fragmentos de DNA (Yamashita et al., 1987).

2.3 Caracterizacion bioquimica de la glucoamilasa de S. cerevisiae.

Las glucoamilasas son exoglucosidasas que actuan, a partir del
exiremo no reductor de la molécula de almidon, liberando residuos
sucesivos de glucosa. Degradan principalmente enlaces glicosidicos a-
1,4 y como el resto de glucoamilasas de origen fungico también tiene

cierta capacidad para hidrolizar enlaces a-1,6. La glucoamilasa de S.
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cerevisiae tiene una actividad muy limitada frente a almiddn insoluble
comparada con la actividad de la glucoamilasa del hongo Aspergillus
niger que es la utilizada a nivel industrial. Ademas la GA de S. cerevisiae
posee escasa capacidad desramificante (White y White, 1997).

Diversos grupos han aislado y estudiado glucoamilasas de
Saccharomyces, aportando datos heterogéneos y a veces
contradictorios en cuanto a su famano, existencia de subunidades, pH y
temperatura 6ptimos de actividad. El pH 6ptimo del enzima oscila,
segun la fuente, entre 4.5-6.5 y su temperatura optima oscila entre 50 y
60° C. Existen discrepancias acerca del tamano y estructura del enzima
entre los estudios publicados. El nUmero de subunidades y el peso
molecular indicado varian desde un tetfrdmero con masa alrededor de
250 kDa (Kleinman et al., 1988), dos subunidades no idénticas,
denominadas H e Y, de aproximadamente 80 y 66 kDa (Yamashita et al.,
1985¢c) hasta una forma monomérica con tamano de 250-300 kDa
(Modena et al., 1986).

Una de las propiedades mds caracteristica del enzima de S.
cerevisiae es su elevada glicosilaciéon. Segun Pretorius y Lambrechts,
(1991) la variacion en los patrones de hiperglicosilacion y la produccion
del enzima en estirpes diferentes influyen en el peso molecular obtenido
para los isoenzimas y en cierta medida podria explicar las diferencias

obtenidas por los distintos laboratorios.

3. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS GLUCOAMILASAS.

3.1 Clasificacion estructural de las amilasas.

Existen diversos sistemas de clasificacion para los enzimas.
El criterio utilizado por la IUBMB (International Union of Biochemistry
and Molecular Biology) se basa fundamentalmente en la especificidad

de substrato. A cada enzima se le asigna un coédigo que comienza por
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las letras EC (Enzyme Comission) seguido de una numeraciéon de cuatro
digitos que especifica su actividad enzimdatica. Asi por ejemplo, todas
las glicésido hidrolasas (carbohidrasas) se clasifican con el cddigo EC
3.2.1.X, donde X especifica la actividad concreta del enzima

(hitp://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Dentro de los enzimas

amiloliticos, las a-amilasas tienen el codigo EC 3.2.1.1, las B-amilasas el
EC 3.2.1.2 y las glucoamilasas el EC 3.2.1.3. Esta clasificacion no refleja
las caracteristicas estructurales de los enzimas.

En 1991, B. Henrissat propuso una clasificacion de los enzimas
implicados en la fransformacién de carbohidratos (carbohydrate-active
enzymes) basada en la homologia esfructural que presentan,
homologia que a su vez es reflejo de la relacion filogenética (Johnson et
al., 1990; Horvathova et al., 2001; Tkaczuk et al., 2007). De manera que
aqguellos enzimas que muestran homologia significativa en su secuencia
de aminodcidos se agrupan en una misma familia. La homologia de
secuencia (estructura primaria) implica similitud a niveles estructurales
superiores. Las familias se agrupan a su vez, en clanes o grupos de
familias si poseen un ancestro comuUn y si conservan similitudes
significativas en su estructura terciaria y en su mecanismo catalitico. Esta
clasificacion, que se encuentra en el servidor denominado CAZy (por
Carbohydrate Active Enzymes), disponible en Internet

(http://www.cazy.org/), se ha convertido en una fuente de informacion

fundamental para el tfrabajo con carbohidrasas y otros enzimas que
actuan en el metabolismo de azucares.

Los tres tipos fundamentales de amilasas, a-amilasas, B-amilasas y
glucoamilasas, constituyen tres familias bien diferenciadas (familias 13,
14 y 15, respectivamente), dentro de las casi 100 familias de glicosido
hidrolasas que aparecen definidas en el servidor CAZy (Machovic y
Janecek, 2007).

La familia 13 es una de las mdas grandes dentro de la clasificacion
de glicdsido hidrolasas. Engloba junto a un gran nimero de a-amilasas,

un grupo heterogéneo de enzimas que presentan distintas actividades y
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especificidades de substrato. Incluye enzimas de los tres dominios
argueaq, bacteria y eucariota, asi como numerosas secuencias todavia
sin clasificar. Desde hace relativamente poco tiempo, las secuencias
de la familia 13, se han reagrupado en 35 subfamilias para reflejar mejor
la relacidon entre secuencia y especificidad enzimdatica (Stam et al.,
2006).

tridimensional resuelta.

En esta familia existen muchos enzimas con estructura
La familia 14 agrupa enzimas con actividad B-amilasa. No es una
familia muy numerosa en cuanto a secuencias descritas, hasta la fecha
se han descrito 7 secuencias en bacterias y 120 en eucariotas. Entre las
primeras, destacan las B-amilasas de Bacillus cereus por ser uno de los
pPOCOS microorganismos productores de este enzima. En eucariotas
destacan las de Arabidopsis thaliana, Glycine max, Hordeum vulgare e
Ipomoea batatas.
los enzimas con actividad

La familia 15 engloba a todas

glucoamilasa y actividad glucodextranasa.

Los principales organismos productores de amilasas se encuentran

recogidos en la tabla 2.

a-AMILASA
v 0-GLUCOSIDASA
FAMILIA 13 ACTIVIDAD PULULANASA
CICLODEXTRINGLICOSIL-TRANSFERASA
ORGANISMOS -~ ARQUEAS BACTERIAS EUCARIOTAS
PRODUCTORES

Desulfurococcus mucosus
Haloarcula marismortui
Natronococcus amylolyticus
Pyrococcus furiosus

“ woesei (1IMWO)

Aeromonas hydrophila
Agrobacterium tumefaciens
Bacillus amyloliquefaciens

“ circulans (1CDG/1CGT)

“ licheniformis (1BLlI)

Aedes aegypti
Anguilla japonica
Anopheles gambiae
Arabidopsis thaliana
Aspergillus awamori

Sulfolobus solfataricus subtilis (1UD2) nidulans
(1EH9) Bifidobacterium adolescentis niger (2GUY)
Thermococcus (AR7A) oryzae (2TAA)

kodakaraensis

Bordetella pertussis
Chlamydophila pneumoniae
Clostridium acetobutylicum
Corynebacterium diphtheriae
Enterococcus faecalis
Escherichia coli (IM7X)
Flavobacterium sp

Avena fatua

Crassorea gigas

Candida albicans
Cryptococcus neoformans
Debaryomyces occidentalis
Drosophila melanogaster
Homo sapiens (1C8Q/ 1B2Y)
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o-AMILASA
FAMILIA 13 ACTIVIDAD a-GLUCOSIDASA
PULULANASA
CICLODEXTRINGLICOSIL-TRANSFERASA
oreanismos  ARQUEAS BACTERIAS | EUCARIOTAS
PRODUCTORES Geobacillus stearothermophilus Hordeum vulgare
(1QHO/ 1JOH/ 1HVW) (1HT6/ 1AMY)
Geobacter sulfurreducens Kluyveromyces latis
Haemophilus influenzae Lypomyces spencermartinsiae
Klebsiella pneumoniae Mus musculus
Lactobacillus acidophilus Oryza sativa
Lactococcus lactis Saccharomyces cerevisiae
Listeria monocytogenes Saccharomycopsis
Mycobacterium tuberculosis fibuligera(1AYX)
Mycoplasma pulmonis Schizosaccharomyces pombe
Neisseria polysaccharae (1G5A) Solanum tuberosum
Paenibacillus polymyxa Vigna radiata
Pseudoalteromonas haloplanktis Yarrowia lipolytica
Pseudomonas putida
! saccharophila
“ syringae
Salmonella enterica
typhimurium
Staphylococcus aureus
Streptococcus bovis
“ mutans
“ pneumoniae
Streptomyces lividans
Thermoactinomyces vulgaris
(1311/ 1BVZ)
Thermoanaerobacter
thermohydrosulfuricus
Thermotoga maritima (1IWH)
Thermus thermophilus
Vibrio cholerae
Shigella dysenteriae
FAMILIA 14 ACTIVIDAD B-AMILASA
ORGANISMOS BACTERIAS EUCARIOTAS
PRODUCTORES

Bacillus cereus (1B90)
Clostridium thermosufurogenes
Paenibacillus polymyxa

Arabidopsis thaliana
Castanea crenata
Glycine max (1BFN)
Hordeum vulgare (1B1Y)
Ipomoea batatas (1FA2)
Oryza sativa

Solanum tuberosum
Triticum aestivum

Vigna unquiculata

Zea mays
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GLUCOAMILASA

FAMILIA 15 ACTIVIDAD GLUCODEXTRANASA
ORGANISMOS — ARQUEAS BACTERIAS EUCARIOTAS
PRODUCTORES Methanococcus jannaschii Arthrobacter globiformis (1UG9) Arxula adeninivorans

Sulfolobus solfataricus

Clostridium thermoamylolyticum

Aspergillus awamori (LAGM)

Streptomyces hygroscopicus niger
Thermoactinomyces vulgaris (Crist) oryzae
Thermoanaerobacterium Athelia rolfsii

thermosaccharolyticum (1LF6)
Xantomononas oryzae

Fusarium venenatum
Hormoconis resinae
Neurospora crassa
Rhizopus oryzae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomycopsis fibuligera
(LAYX)
Schizosaccharomyces pombe
Talaromyces emersonii
Thermoascus crustaceus
Thermomyces lanuginosus
Yarrowia lipolytica

Tabla 2. Organismos productores de enzimas amiloliticos pertenecientes a las familias
13, 14 y 15, segun la clasificacién de Henrissat, 1991. Los cddigos entre paréntesis, por
ejemplo (TAGM), indican la clave de acceso al Protein Data Bank (PDB).

3.2 La familia 15 de glicésido hidrolasas.

Las glucoamilasas con relevancia biotecnolégica son, en general,
enzimas de origen fungico, aunque bacterias y arqueas también
producen este enzima. Junto con ofros enzimas relacionados
(glucodextranasas) se clasifican en la familia 15 de glicdsido hidrolasas
(familia 15GH). Esta familia constituye junto a la familia 65GH el clan
denominado GH-L.

Entre las caracterizado

arqueas, se  han glucoamilasas

pertenecientes a organismos termorresistentes como  Sulfolobus
solfataricus (Kim et al., 2004) y Methanococcus jannaschii (Uotsu-Tomita
et al., 2001).

Clostridium

Entre las glucomilasas de bacterias destacan las de
1991),
2001) vy

esftructura

thermosaccharolyticum (Specka et al.,

Thermoactinomyces  vulgaris  (Uotsu-Tomita et al.,

Thermoanaerobacterium  thermosaccharolyticum  cuya
tridimensional ha sido resuelta (Ducki et al., 1998). Dentro de eucariotas

el grupo de glucoamilasas fungicas es uno de los mds numerosos,
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destacan especialmente las glucoamilasas del género Aspergillus por su
interés industrial (Bhella y Altosaar, 1987; Wallis et al., 1999; Paldi et al.,
2003; Nakamura et al., 2006) y la GA de la levadura Saccharomycopsis
fibuligera que se ha expresado en bacteria (Solovicova et al., 1996) vy
estd resuelta tridimensionalmente (Sevcik et al., 1998).

La hidrdlisis del enlace dlicosidico llevada a cabo por
carbohidrasas de distinto tipo, tiene lugar mediante una catdlisis dcida
gue requiere de la actuacion de dos residuos aminoacidicos localizados
en el centro activo de la enzima, en la mayor parte de los casos
aspdartico o glutédmico. Uno de ellos actua como donador de un protéon
y el ofro como nucledfilo/base. Esta hidrdlisis puede ocurrir a través de
dos mecanismos diferentes que dan como resultado la retenciéon o la
inversion de la configuracion del carbono anomérico (Zechel y Withers,
2000; Rye y Withers, 2000). La disposicion espacial y distancia entre los
residuos cataliticos es diferente segun sea el mecanismo de hidrdlisis del
enlace (Figura 4).

Los enzimas de la familia 15GH actuan mediante el mecanismo de
inversion de configuracion del carbono anomérico y presentan dos
dcidos glutdmicos como residuos cataliticos.

Existe, en eucariotas, un fipo distinto de glucoamilasas que se
agrupan en la familia 31GH que pertenece al clan GH-D. Esta familia
incluye la glucoamilasa intestinal humana (Naim et al., 1991; Nichols et
al., 1998; Nichols et al., 2003). Las glucoamilasas de la familia 31GH se
caracterizan porgque actian con un mecanismo de retencidn de

configuraciéon del carbono anomérico.
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Figura 4. Mecanismos de hidrdlisis del enlace glicosidico. La distancia y disposicidon de
los residuos cataliticos difiere segin sea el mecanismo de inversibn o retencidn
(Adaptacion de Rye y Withers, 2000).

3.3 Estructura tridimensional de glucoamilasas.

La mayoria de glucoamilasas son enzimas multidominio,
constituidas por un dominio catalitico (CD, catalytic domain)
conectado mediante una regién glicosilada de longitud variable, a un
dominio de unidn al almidén (SBD, starch binding domain). Las GAs de
ascomicetos y basidiomicetos tienen generalmente el CD localizado en
el extremo amino de la proteina y el SBD en el exiremo carboxilo
(Coutinho y Reilly, 1997); sin embargo, en algunos casos estos dos
dominios se disponen en orden inverso, como en el ascomiceto Arxula
adeninivorans (Bui et al., 1996) y en dos zygomicetes, Rhyzopus oryzae
(Ashikari et al., 1986) y Mucor circinelloides (Houghton-Larsen y Pedersen,
2003). La glucoamilasa de S. cerevisiae se caracteriza por poseer un
dominio rico en serina y freonina en lugar de un dominio de unidn al

almiddn en su region amino terminal (Figura 5).
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Glucoamilasas fingicas

L SBD )
" -COOH
Glucoamilasa de S.cerevisiae

Ascomicetos vV Basidiomicetos
N-- D STRD

-COOH
-COOH

Arxula adeninivorans,
Rhyzopus oryzae y
Mucor circinelloides

Figura 5. Representacion de la posicidn relativa que ocupan los dominios que forman
las glucoamilasas fungicas y la glucoamilasa de S. cerevisiae. Donde CD se refiere al
dominio catalitico; SBD es el dominio de unién al almiddn y STRD es el dominio rico en
serina y freonina. -COOH y -N representan a los extremos carboxi y amino terminal de
la proteing, respectivamente. Y el péptido senal se representa por un cuadrado negro.
La informacion estructural de las proteinas se obtiene
fundamentalmente por cristalografia de Rayos X y, en determinados
Casos, por resonancia magnética nuclear. En la familia 15GH se conoce
la estructura tridimensional de cinco enzimas. De ellas, dos son GAs
fungicas (Aspergillus awamori y Saccharomycopsis fibuligera) y tres
bacterianas (Termoanaerobacterium thermosaccharolyticum,
Arthrobacter globiformis y Thermoactinomyces vulgaris)
(hitp://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/fam/GH15.html).

La informacion aportada por las estructuras resueltas indica que la

mayoria de los dominios cataliticos de glucoamilasas presentan una

arquitectura similar que comprende como minimo doce hélices alfq,
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que se presentan apareadas dos a dos formando un barril (a/a)s. La GA
de Saccharomycopsis fibuligera contiene catorce hélices, doce de las
cuales constituyen el motivo (a/a)s, idéntico en su organizacion al de A.
awamori y A. niger (Coutinho y Reilly, 1997). Existen en el dominio
catalitico regiones muy conservadas de la secuencia que comprenden
los bucles o loops que rodean al centro activo (Coutinho y Reilly, 1994a).
Estos loops, que carecen de estructura secundaria definida, se han
relacionado, por sus diferencias en longitud y composicion, con la
estabilidad y especificidad de substrato que presentan las diversas GAs
(Coutinho y Reilly, 1997).

Las caracteristicas estructurales de las proteinas no resueltas
tridimensionalmente se estudian en base a los alineamientos tanto de
estructura primaria como secundaria. Los alineamientos de las
diferentes glucoamilasas existentes muestran una homologia clara entre
las glucoamilasas de Aspergillus sp, y cierta relacion entre las GAs de
Rhizopus y Arxula. Las GAs de Methanococcus y Clostridium son
significativamente distintas al resto y tienen como punto en comun la
localizacion de importantes deleciones en regiones presentes en el resto
de glucoamilasas lo que podria tener implicaciones en su estabilidad y
funcion. Las glucoamilasas de Saccharomycopsis y Saccharomyces
presentan una estrecha relacion ya que las inserciones y deleciones se
han producido en los mismos sitios y ademds ambas carecen de un
dominio de unién al almidén (Coutinho y Reilly, 1997).

Los modulos de unidon a carbohidratos (CBMs) se han clasificado,
al igual que los dominios cataliticos en familias que intentan reflejar las
similifudes en su secuencia aminoacidica y en su estructura
tridimensional. La funcién primordial de los CBMs es la de incrementar la
eficiencia catalitica del enzima frente a substratos insolubles.  Actuan,
principalmente, aproximando espacialmente enzima y substrato, vy
alterando la superficie del polimero a degradar (Boraston et al., 2004;
Hashimoto, 2006).
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Los dominios de unidn al almidén (SBDs) se encuenfran
clasificados en varias familias de CBMs. La familia CBM20, una de las
mas estudiadas, engloba los SBDs en posicion C-terminal de las amilasas
microbianas (Machovic y Janecek, 2006). En esta familia destaca la
estructura, resuelta por espectroscopia de RMN, del SBD de Aspergillus
niger (Sorimachi et al., 1997; Sorimachi et al., 1996). En contraste con el
alto contenido en a-hélices del dominio catalitico de glucoamilasas, el
SBD estd compuesto por un conjunto de ocho cadenas B formando un
motivo denominado B-sandwich. Este motivo es el plegamiento
dominante entre los mddulos de unidn a substrato encontrados en
glicosil hidrolasas.

Si bien la mayoria de las glucoamilasas de la familia 15GH poseen
un SBD, una caracteristica estructural, muy importante desde el punto
de vista funcional, de las GAs de levadura es la ausencia de este
dominio (Sevcik et al., 1998). La falta del SBD no reduce la eficacia de
los enzimas cuando actuan sobre almiddn soluble, pero diversos estudios
han confirmado la importancia de este elemento en la degradaciéon de
moléculas grandes de almiddn insoluble (Cornett et al., 2003; Boraston
et al., 2004).

Las GAs que presentan los dos dominios poseen una region que
los conecta. La estructura y longitud de la region conectora varia
sustancialmente entre glucoamilasas, lo que sugiere una independencia
funcional entre el CD y el SBD (Coutinho y Reilly, 1994ay 1997).

La glicosilacion es una importante caracteristica estructural de las
GAs fungicas, En algunos casos, como ocurre en la GA de
Saccharomyces cerevisiae, puede alcanzar un grado extremo (Adam
et al. 2004). En la GA de A. niger, la mayor densidad de glicosilacion la
presenta la regidon conectora, o que contribuye a aumentar la
separacion fisica del CD y el SBD (Coutinho y Reilly, 1997).

Aunque las GAs presentan multiples sitios potenciales de N-
glicosilacion, solo tres de ellos aparecen conservados en las GAs de

distintas subfamilias y los tres estan localizados en el CD, en concreto, en
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loops de la cadena polipeptidica desprovistos de estructura secundaria
(Coutinho y Reilly, 1997).

Los carbohidratos asociados a glucamilasas parecen que tienen
un efecto estabilizador y que, ademads, dirigen el correcto plegamiento
de la proteina (Coutinho y Reilly, 1997). Estudios de la GA de
Saccharomycopsis fibuligera, que comparan los pardmetros cinéticos
del enzima glicosilado y no dlicosilado, permiten deducir que la
glicosilacion no juega un papel critico en la actividad enzimdatica pero
que es importante en la estabilidad térmica del enzima (Solovicova et
al., 1999). Estudios adicionales con la GA de A. niger también confirman

el papel estabilizador de la glicosilacion (Jafari-Aghdam et al., 2005).
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Como hipdtesis de partida, la combinacion de la capacidad
fermentativa de Saccharomyces cerevisiae con la capacidad
amilolitica de las cepas pertenecientes a la variedad diastaticus podria
resultar una estrategia eficaz para producir bioetanol industrial con
mayor eficacia.

Debido a que S. cerevisiae secreta la glucoamilasa en bagja
cantidad y a que este enzima posee una actividad muy limitada frente
a almiddn insoluble, los dos objetivos principales planteados en esta tesis
son, por un lado, la obtencidn de nuevas estirpes de S. cerevisiae
productoras de mayor actividad amilolitica y por ofro, la mejora de las

propiedades cataliticas de este enzima.

Los aspectos fundamentales que se abordan en este trabajo son los

siguientes:

1. Estudio y seleccion de cepas de levadura, de distintos origenes,
gue actuen como hospedador adecuado para la sobreproduccion de

la glucoamilasa de S. cerevisiae.

2. Construccion y andlisis de versiones modificadas de la
glucoamilasa de superior capacidad hidrolitica frente a almidén
insoluble, dotando al enzima de la capacidad de unirse al almiddén por

la adicion de un dominio de unién al substrato.

3. Mejora de la actividad hidrolitica del enzima y de su capacidad
desramificante sobre los enlaces a-1,6 de la molécula de almidoén por

técnicas de mutagénesis dirigida y aleatoria.
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1. ESTIRPES MICROBIANAS.

Las cepas de Saccharomyces utilizadas en este trabajo aparecen
listadas en la tabla 3.

ESTIRPE

PROCEDENCIA GENOTIPO

S. cerevisiae

SPX15-3D
X180184C-1A

IVPX2-1C

Sc340
BY4741
BY4741 mnn9

Y427

X180184C-1A
[STAT]n
IVPX2-1C
[STAT]n

Sc 340 [STAI]a

BY4741 [STAT]a

BY4741
[GALIp_STAT]n
BY4741 mnn9
[STAT]n
BY4741
[STA1A].
BY4741
[SBD_STAT]n
BY4741
[STA1_SBD]n
Y453

Y455

Y456

Y457

Polaina y Wiggs,

1983.
J Polaina

Adam y Polaing,

1991.

Mylin et al., 1990.

Brachmann et al.,

1998.

Este trabagjo

Y453 x Y427

Este frabajo

MATa, leul, thrl, STA1, stal0.

MATa, ade2, lys7, trpl, stal0, ura3, sta°.

MAT¢q, ilv2, ura3, trpl, STAL0, sta°.

MATa, adel, leu2, ura3, his3::(GAL10pGAL4, URA3), sta°.
MATa, his3, leu2, metl5, ura3, sta°.

MATa, his3, leu2, met15, ura3,(ypl050c::Kan MX4), sta°.
MAT ¢, trpl, ilv2, his3::(GAL10pGAL4, URA3), staC.

Cepa X180184C-1A transformada con el pldsmido pS2.
Cepa IVPX2-1C transformada con el pldsmido pS2.
Cepa Sc340 transformada con el pldsmido pS2.

Cepa BY4741 transformada con el plasmido pS2.
Cepa BY4741 transformada con el pldsmido pYS2.
Cepa BY4741 mnn9 transformada con el pldsmido pS2.

Cepa BY4741 transformada con el pldsmido pS2A.

Cepa BY4741 transformada con el pldsmido pSS4.
Cepa BY4741 transformada con el pldsmido pSS2.

Cepa BY4741 transformada con el pldsmido pSI2.
MATa, his3, leu2, metl5, ura3, RDN1::(leu2d, STA1).

MATa/MAT ¢, his3/his 3::(GAL10pGAL4::URA3),
RDNZ1::(leu2d, STAL).

MAT a, met5, his 3::(GAL10pGAL4, URA3),
RDN1::(leu2d, STAL).

MATa, ilv2, his 3::(GAL10pGAL4, URA3),
RDN1::(leu2d, STAL).
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ESTIRPE PROCEDENCIA GENOTIPO

Y459 Y456 x Y457 MATa/MAT ¢, his3/his 3::(GAL10pGAL4, URA3),
RDN1:(leu2d, STAL).

Y466 Este frabajo MATa/MATa, his3/his 3::(GAL10pGAL4, URA3),
RDN1:(leu2d, STAL).

Y448 ! MAT a/MAT a, his3/his 3::(GAL10pGAL4, URA3),
RDN1::(leu2d, STAL).

Y469 Y466 x Y468 MATaa/MAT aq, his3/his 3::(GAL10pGAL4, URA3),

RDN1::(leu2d, STAL).

FJF135 Benitez et al., 1983 Cepa Vinica. Jerez, sta®.

FJF305 " Cepa Vinica. Jerez, sta°.

YKP1 Latorre-Garcia et Cepa procedente de Kéfir, sta®.

al., 2007.
Y370 Cedida por J.A. Cepa Panadera, sta®.
Prieto.

FJF135 Este tfrabajo  Cepa FJF135 transformada con el pldsmido pSK2.

[KAN STA1]n

FJF305 " Cepa FJF305 transformada con el plasmido pSK2.

[KAN STA1]n

YKP1 ! Cepa YKP1 fransformada con el plasmido pSK2.

[KAN STA1]n

Y370 " Cepa Y370 transformada con el pldsmido pSK2.

[KAN STA1]n

S. pastorianus

NCYC452 National Collection of Cepa Cervecera, sta®.
Yeasts Cultures. UK.

NCYC512 " Cepa Cervecerq, sta®°.

NCYC519 " Cepa Cervecerq, sta®°.

NCYC520 " Cepa Cervecerq, sta®.

NCYC529 ! Cepa Cerveceraq, sta®.

NYCY719 " Cepa Cervecerq, sta®.

NYCY985 " Cepa Cervecerq, sta®°.

NYCY1295 " Cepa Cervecerq, sta®°.

NYCY1296 " Cepa Cervecerq, sta®.

NCYC452 Este trabajo. Cepa NCYC452 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STA1]n

NCYC512 " Cepa NCYC512 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STA1]a
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ESTIRPE PROCEDENCIA GENOTIPO
NCYC519 Cepa NCYC519 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STAI1]n
NCYC520 Cepa NCYC520 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STAT]n
NCYC529 " Cepa NCYC529 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STAT]n
NYCY719 ! Cepa NYCY719 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STA1]n
NYCY985 ! Cepa NYCY985 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STA1]n
NYCY1295 ! Cepa NYCY1295 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STA1]n
NYCY1296 " Cepa NYCY 1296 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STA1]n
S. bayanus
NYCY1324 National Collection of Cepa laboratorio, sta®.
Yeasts Cultures. UK.
NYCY1324 Este frabajo  Cepa NYCY1324 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STAI1]n
S. boulardii
Y111 Ultralevura liofilizada. Probidtico, staP.
Bristol_Myers, SAE.
Y111 Este frabajo  Cepa Y111 transformada con el pldsmido pSK2.
[KAN STA1]n

Tabla 3. Estirpes de Saccharomyces utilizadas en este trabajo. La notacién sta® hace
referencia a la ausencia de una copia del gen STAT en el genoma de esa estirpe. NCYC:
National Collection of Yeasts Cultures, Norwich, UK

En este estudio se ha utilizado la cepa SPX15-3D como control de

actividad glucoamilasa. Esta estirpe contiene una copia gendmica del

gen STAIl y carece del gen STAIO, que ha sido descrifo como un

represor transcripcional de la expresion del gen STAT en S. cerevisiae

(Polaina y Wiggs, 1983).

Todas las estirpes utilizadas son isogénicas de la cepa silvestre

estandar de S. cerevisiae S288C, a excepcion de las cepas industriales.
Las estirpes X180184C-11A, IVPX2-1C, Sc340, BY4741 y BY4741 mnn9

se uftilizaron como posibles cepas productoras de glucoamilasas ya que
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poseian caracteristicas diferenciales que podian modificar el patrén de
produccion de la glucoamilasa. En concreto X180184C-11A es una
estirpe de laboratorio stal0 mientras que IVPX2-1C contfiene el gen
STA10 activo.

La estirpe Sc340 se utilizd para incrementar la expresion de los
genes clonados bajo control de los promotores inducibles por galactosa
GALlp y GALIOp. Para la induccion de estos promotores se necesita la
interacciéon con la proteina Galdp. Esta proteina es poco abundante y
en algunos casos limita la expresion de los genes de interés. La estirpe
Sc 340 tiene integrado en su genoma un casete de expresion del gen
GAL4 integrado en el locus his3, regulado por el promotor del gen
GALI0. Esta construccion aumenta la sintesis de la proteina inductora
(Galdp) lo que a su vez favorece la produccion de las proteinas
reguladas por los promotores GAL. Tanfo el gen de interés como el gen
GAL4 se regulan por la adicién galactosa (Mylin et al., 1990; Johnston vy
Hopper, 1982).

Las estirpes BY4741 (Brachmann et al., 1998) e BY4741mnn9 son
cepas isogénicas que fueron suministradas por S. cerevisiae-EUROFAN
(consorcio europeo para el andlisis funcional de Saccharomyces
cerevisiae). La estirpe mutante BY4741 mnn9 es incapaz de extender
las cadenas de manosa en los procesos de hiperglicosilacion (Tsai et al.,
1984).

Las estirpes industriales tienen origenes diversos: cerveza, vino,
pan y kéfir.

La cepa de Aspergillus niger, CECT 2775, utilizada como fuente de
glucoamilasa control, se obtuvo de la Coleccion Espanola de Cultivos

Tipo (http://www.cect.org/).

En los procesos de clonacion de acidos nucléicos se utilizd la cepa
de Escherichia coli DH5a, cuyo fenotipo es supE44, AlacU169[®80
lacZAM15], hsdR17, recAl, endAl, gyrA9%6, thi-1, relA1 (Hanahan, 1983).
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2. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

2.1 Medios y condiciones de cultivo.

2.1.1 Crecimiento de levaduras.

Los medios para el crecimiento de levaduras en condiciones de
laboratorio se describen a confinuacion. En todos los casos, el
crecimiento de cultivos en medio liquido se estimd inicialmente
realizando una curva de crecimiento para ello se midid la densidad
Optica del cultivo a 600nm de longitud de onda (DOe¢w) a distintos
tiempos.

Medio rico (YP): Se compone de exiracto de levadura 1% (p/v).
bactopeptona 2% (p/v), y como fuente de carbono, glucosa al 2% (p/v)
(medio rico YPD). Y en algunos casos, galactosa al 1% (p/v) (medio de
induccion YP,1%D,1%Gal). Las placas de medio sdlido contenian
ademds 2% (p/v) de agar bacteriolégico.

Para la seleccion de fransformantes de levadura industrial, el
medio rico se suplementd con geneficina o G418 (GIBCO) 200 mg/I
segun el marcador utilizado en el DNA fransformante.

Medio minimo (SD): Se compone de base nitrogenada para
levadura (YNB) sin aminodcidos 0,17% (p/v). y sulfato amodnico,
(NH4)2SO4, 0,5% (p/v) suplementado con glucosa al 2% (p/v). En los
casos en los que la cepa albergaba auxotrofias, los requerimientos
necesarios fueron anadidos a una concentracion final de 20 mg/I
(histidina, triptéfano, adenina, uracilo y metionina), 30 mg/I (Isoleucina y
lisina) o 100 mg/l (leucina). Las placas de medio sélido contenian
ademds 2% (p/v) de agar bacterioldgico.

Medio de esporulacion: Se compone de Acetato potdsico 1%
(p/Vv) y agar bacterioldgico 2% (p/v). Enlos casos necesarios se anadian
los requerimientos necesarios para la cepa.

Los cultivos se incubaron a 30°C y en el caso de crecimiento en

medio liquido se utilizdé agitacion orbital a 200rpm.
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2.1.2 Crecimiento de la bacteria E. coli.

Como se ha indicado anteriormente, en todas las construcciones
de pldsmidos se utilizd la cepa DH5a de E. coli. Para cultivar esta cepa
se utilizd medio de Luria-Bertani (LB) compuesto por extracto de
levadura 0.5% (p/v), peptona 1% (p/v) y cloruro sodico 1% (p/v)
(Sambrook et al., 1989). Las placas de cultivo se solidificaron con 2%
(p/v) de agar bacteriologico.

Para el cultivo de bacterias con pldsmidos portadores del gen
AmpR se anadid ampicilina al medio LB, a una concentracion final de
50mg/I. Los cultivos liquidos se incubaron a 37°C y 200rom de agitacion

orbital. Los cultivos sélidos se incubaron en estufa a 37°C.

2.1.3 Crecimiento del hongo A. niger.

Aspergillus niger CECT 2775, se cultivd en un medio rico que
contenia almidon soluble 1% (p/v) como fuente de carbono, peptona
0.2% (p/v), extracto de levadura 0.1% (p/v), Casaminodcidos 0.15%
(p/Vv) y una soluciéon compleja de sales y vitaminas descritas por Cove
(1966).

2.1.4 Crecimiento de levaduras portadoras de plasmidos
episomicos.
La produccién de glucoamilasa por estirpes portadoras del gen

STAT en un pldsmido episdémico se realizd, en todos los casos, en medio
liuido a 30°C con una agitacion orbital de 200rom. En cada caso
segun la composiciéon del medio y las caracteristicas de la estirpe, el
cultivo se crecid en el medio de crecimiento el tiempo adecuado para
llevarlo hasta saturacion, posteriormente se pasd al medio de induccidon
y se adiciond la galactosa (inductor).

En los casos en los que el fransformante contenia un pldsmido con
un marcador auxotrofico seleccionable (generalmente el gen URA3 o
Leu2d) se refresco la estirpe transformada sembrdndola en placas de
medio minimo, con los requerimientos auxofréficos necesarios para

cada estirpe a excepcion de uracilo o leucing, e incubdndola durante
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48h/30°C. Posteriormente se realizd un preinoculo del transformante en
5ml de medio minimo sin uracilo que crecid durante 24 horas. Se inoculd
Iml de este cultivo a 25ml de medio minimo sin uracilo y se dejo crecer
durante 48h. Las células se recogieron por cenfrifugacion
(6000rpm/10min) y se resuspendieron en 25ml de medio de induccion
(YP,1%D,1%Gal) creciendo durante 24h. Posteriormente, los cultivos se
centrifugaron (6000rpm/10min) y se recogid el sobrenadante de cultivo
para determinar la actividad glucoamilasa. En general las muestras se
recogieron a las 24horas desde el momento de la induccidon con
galactosa. En algunos casos, los cultivos se almacenaron a -80° C para
su andlisis posterior. Previo al andlisis de actividad, las muestras fueron
dializadas frente a tampodn citrato/fosfato 100mM pH 5.5 para eliminar
posibles restos de glucosa o galactosa en el medio.

En los casos que las estirpes contuvieran el gen STAT en un
pldsmido episdmico portador de un marcador dominante de resistencia
al antibiético geneticina las placas para refrescar los transformantes
contenian YPD y G418 (200 mg/l) y se incubaron durante 24h. Los
preinoculos se realizaron en 5ml de medio rico, YPD, con el antibidtico
geneticina a la misma concentracion y se cultivaron durante toda la
noche. Posteriormente se fransfirid 1ml del preinoculo a 50ml de YPD
con G418. El cultivo, tras 8 o 12h de crecimiento a 30°C, se indujo con
galactosa con concentracién final de 1%. Los sobrenadantes se

recogieron a las 24 y 48h para realizar los ensayos de actividad.

2.1.5 Crecimiento de levaduras portadoras del gen STA1 integrado
en su genoma.
La produccién de glucoamilasa en estirpes con el gen STAI

intfegrado en el genoma se realizd en las mismas condiciones que los
transformantes que contenian un pldsmido con un marcador
auxotrofico seleccionable (Apartado 2.1.4). En el caso de los estudios

de induccidn para comprobar si el promotor GAL funcionaba
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correctamente, se recogieron muestras a las 24, 48 y 72 horas desde el

momento de la induccién con galactosa.

2.1.6 Crecimiento de levaduras transformadas con versiones
mutantes del gen STAT.
Las condiciones de cultivo de las levaduras transformadas con

versiones mutantes de STA] se adaptaron para facilitar la busqueda y
seleccion de estirpes que presentaran mayor actividad glucoamilasa.
Los crecimientos se readlizaron en medio liquido a 30°C con una
agitacion orbital de 200rpm.

Las estirpes transformadas se sembraron en 5ml de medio minimo
sin uracilo y con los requerimientos auxofréficos necesarios y se
incubaron durante 48h/30°C. Posteriormente las células se recogieron
por centrifugacion (6000rom/10min), se pasaron a 5ml de medio de
induccioén (YP,1%D,1%Gal) cultivindose durante 24h. Posteriormente, los
cultivos se centrifugaron (6000rpm/10min) vy se recogid el sobrenadante

de cultivo para determinar la actividad glucoamilasa.

2.2 Transformacion de microorganismos.

2.2.1 Transformacién de la bacteria E. coli.

Las tfransformaciones de cepas de E. coli se realizaron siguiendo el
sistema de fransformacion bioldgica artfificial descrito por Hanahan
(1983).

2.2.2 Transformacién de levaduras.

Las distintas cepas de S. cerevisiae se transformaron siguiendo el
protocolo basado en la incubacién con acetato de litio optimizado por
Gietz et al., (2002). En el caso de la fransformacion de levaduras con la
técnica de recombinacion in vivo (Cherry et al., 1999) se transformd la
levadura con una mezcla (en proporcion molar 1:5) del vector
previamente linealizado por amplificacion por PCR junto con el DNA a

transformar en vez de transformar con un pldsmido circular. En el caso
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de las fransformaciones con pldsmidos que complementaban
auxoftrofias propias de la cepa, tras el choque térmico, la seleccidon se
llevd a cabo en medio minimo SD sin el complemento nutricional objeto
de la seleccion.

En el proceso de transformacion de levaduras industriales se utilizd
tanto el método de acetato de litio (Gietz et al., 2002) como el método
de protoplastos (Adams et al., 1997), dependiendo de la capacidad de
transformacion de la cepa receptora. En el método de protoplastos se
utilizd Zymolyase™-20T (Seikagaku Co., Tokyo, Japan) a concentracion
final de 2 U/ml para degradar la pared celular de S. cerevisiae. En las
transformaciones de levaduras industriales el pladsmido poseia un
marcador dominante de resistencia al antibidtico geneticina por lo que

las células se sembraron en medio YPD con G418 (200mg/l).

2.3 Obtencion de levaduras amiloliticas con diferente ploidia.

Para la obtencidn de estirpes diploides y tetraploides con

actividad amilolitica se realizaron los siguientes procesos.

2.3.1 Conjugacién sexual.

Las levaduras se refrescaron en medio minimo con los
requerimientos necesarios excepto el marcador de seleccidon y se
dejaron crecer 48h/30°C. Una vez crecidas, se mezcld un indculo de
células de cada estirpe en placa de medio rico (YPD) incubando toda
la noche a 30°C. Posteriormente se pasd el inoculo a una placa con
medio de seleccion (medio minimo con los requerimientos necesarios si
se produce la conjugacion) y se incubd durante 48n/30°C. Las colonias
que crecieron (presuntos diploides) se sembraron para colonias aisladas
en medio minimo con requerimientos y se comprobaron las auxotrofias y

la actividad glucoamilasa.
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2.3.2 Esporulacion y diseccion de tétradas.

Los diploides mds activos se sembraron en medio de esporulacion
con los requerimientos necesarios y se incubaron durante 24h/30°C. La
esporulacion se comprobd observando la formacion de tétradas de
esporas (ascas) al microscopio. Para la diseccion de las ascas se digirid
un inéculo de biomasa esporulada con jugo digestivo de caracol,
(Glusulasa de Roche) durante 15 minutos a temperatura ambiente con
el objeto de degradar la pared de las ascas. Posteriormente se
separaron las 4 esporas con ayuda de un micromanipulador (Lawrence
Precision Machine. Co., Hayward. California). Se crecieron en medio
YPD a 30°C hasta aparicion de colonias. El andilisis posterior de las cepas
obtenidas consistio en comprobar sus auxotrofias, tipo sexual y actividad

glucoamilasa.

2.3.3 Andlisis de las levaduras obtenidas por conjugacion y
esporulacion.
Para comprobar las auxotrofias, las levaduras se sembraron en

placa de medio minimo con tfodos los requerimientos excepto uno y se
comprobd el crecimiento en esas condiciones, fras una incubacion de
48h a 30°C.

El tipo sexual de cada cepa se comprobd cruzdndola, por
separado, con otras dos estirpes de tipo sexual conocido (cepas tester,
ay a), en placa de YPD, durante 2-3h/30°C y observando al microscopio
Sptico la formaciéon de zigotos, que sélo tiene lugar con una de ellas.

La integracion del casete de expresion de la proteina Gal4p en las
levaduras obtenidas por cruzamiento se comprobd por amplificacion
de un fragmento de DNA de 1.7kb del casete. Para ello se disenaron los
oligonucledtidos LL407 y LL408 (tabla 5) y se utilizd como molde el DNA

gendmico de las levaduras de interés.
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2.3.4 Obtencidon de estirpes diploides homocigoéticas para el tipo
sexual.
Los diploides con mayor actividad amilolitica fueron crecidos en

Sml de YPD liquido a 30°C durante toda la noche. El cultivo se sembrd
en placas de YPD para obtener colonias aisladas. Inmediatamente,
estas placas se sometieron a una dosis subletal de radiacion ultravioleta
durante un tiempo variable (0, 5, 15, 30s y 1min), comprobdndose el
crecimiento tras 48-72h a 30°C.

Por otfro lado, a partir de una suspensidn de dos estirpes haploides
de tipo sexual conocido, se sembraron placas de YPD en césped vy se
incubaron durante 24h/30°C.

Las levaduras irradiadas se cruzaron con las levaduras ftester ay a
replicando ambas placas con terciopelo estéril a placas de medio
selectivo, que se dejaron crecer durante 48h/30°C. Los diploides
homocigoticos para el tipo sexual se identificaron porque eran capaces
de crecer en ese medio.

Las colonias que conjugaron se recuperaron de las placas de YPD
originales, se sembraron para colonias aisladas y se comprobd de nuevo
el tipo sexual, auxotrofias y la actividad glucoamilasa. Los tetraploides
se construyeron por cruzamiento de los diploides homocigdticos para el

tipo sexual.

3. TECNICAS DE MANIPULACION Y ANALISIS DE DNA.

3.1 Tratamientos enzimdaticos del DNA.

Los fratamientos de digestion con endonucleasas de restriccion,
desfosforilacion de los extremos de vectores de clonacion con fosfatasa
alcalina, fosforilacion de los extremos de DNA amplificados por PCR con
T4 polinucledtido quinasa, rellenado de los extremos de DNA con el

fragmento klenow (Fragmento grande de la DNA polimerasa ) y las
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reacciones de ligacidon con la T4 ligasa se readlizaron siguiendo las

recomendaciones descritas en Sambrook et al., 1989.

3.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La amplificacion por PCR se utilizd para la obfencion de
fragmentos de DNA que posteriormente se clonaron en los pldsmidos
correspondientes. Estas reacciones se llevaron a cabo en un volumen
final de 25ul o 50ul segun fuese a escala analitica o preparativa,
respectivamente.

La amplificacion se realizd en un termociclador "Gene Amp PCR
System 2400" de Perkin Elmer. Las reacciones de amplificacion
contenian DNA molde a concentracion 1-10 ng/ml, 3-5 unidades de la
polimerasa correspondiente (Tabla 4), y el tampdn de reaccion
apropiado para el enzima. La concentracion final de dNTPs fue 0.2 mM
y la de oligonucledtidos iniciadores fue 0.2 uM. La concentracion de

MgCl, varid, segun el enzima utilizado para amplificar, entre 1y 5 mM.

Caracteristicas
Enzima Casa
comercial Actividad Capacidad  Actividad
exonucleasa amplificacién transferasa
3-5 terminal
Expand High F|del|’ry DNA Roche N Hasta 9 kb N
polymerase mix
Pfu DNA polymerase Stratagene S Hasta 5 kb NO
Pfu Turbo® DNA polymerase Stratagene N Hasta 15 kb NO
Netzyme® DNA polymerase Need NO Hasta 5 kb S

Tabla 4. Polimerasas de ADN utilizadas para la amplificacién de fragmentos mediante
PCR.
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El programa tipo estdndar, que fue modificado en funcion del
molde y los cebadores, consta de una desnaturalizacion inicial de 5min
a 95°C, 25 ciclos de amplificacion compuestos por tres procesos:
desnaturalizacion, 30s a 95°C; hibridacion, Tmin a 55-60°C (segun los
oligonucledtidos iniciadores) y extension a 72°C o 68°C (el tiempo de
extension varia segun el tamano de DNA molde y la temperatura segun
el enzima utilizado para amplificar). El programa finaliza con un periodo

de extension de 10min a 72°C o 68°C.

3.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La separacion de fragmentos de DNA se realizd en geles de
agarosa a una concentracion de 0,7 % (p/v). En la preparacion de los
geles se utilizd tampdn TBE (0,5x) compuesto por Tris 44,5 mM, dcido
bdérico 44,5 mM, EDTA 1,25 mM, que también fue utilizado como tampdn
de electroforesis. Las muestras se disolvieron en tampdn de carga (azul
de bromofenol 0,25% (p/v). xilene cianol 0,25% (p/v), glicerol 30% (p/V)).

La electroforesis se realizd a voltaje constante entre 2y 10 V/cm.

3.4 Extraccion de DNA a partir de geles de agarosa.

Las electroforesis con fines preparativos se efectuaron en tampodn
TAE 1x (p/v) (Tris 40 mM, acido acético glacial 4 M, EDTA 1 mM, pH 8,0)
que también fue usado como tampodn de electroforesis. La agarosa
utilizada fue de bajo punto de fusion para facilitar la recuperacion del
DNA. Para la obtencion de los fragmentos se utilizd el kit comercial

“QlIAquick Gel extraction kit” de Qiagen.

3.5 Obtencion de DNA.

3.5.1 Aislamiento de plasmidos a partir de E. coli.
Para la extraccion de pldsmidos a pequena escala, se inocularon

cultivos de 5ml en medio LB con ampicilina, y se siguid el método de lisis
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alcalina descrita por Sambrook et al.,(1989). Para la extraccién a mayor
escala se partid de cultivos de 50ml y se utilizd un kit comercial de
extraccion de pldsmidos de Roche o Quiagen, siguiendo las

instrucciones recomendadas por el fabricante.

3.5.2 Aislamiento de DNA gendmico de levadura.
La obtencién de DNA gendmico de levadura se llevd a cabo a
partir de 5ml de cultivo en medio YPD siguiendo el método rdpido de

aislamiento descrito por Polaina y Adam (1991).

4. CONSTRUCCIONES DEL GEN STAT.

La relacion de pldsmidos utilizados o construidos en este trabajo se

describe en la Tabla 5.

PLASMIDO DESCRIPCION PROCEDENCIA

puUCi8 Vector de clonacién utilizado  Sambrook et al., 1989.
para E. coli. Contiene un
marcador de seleccion de
resistencia a ampicilina.

pYES2 Pldsmido episdmico que Invitrogen.
contiene el marcador de
seleccion URA3. Los genes
clonados estdn bajo control
del promotor del gen GALI.

pEMBLYex4 Pldsmido episbmico que Cesareniy Murray, 1987.
contiene los genes marcadores
URA3 y Leu2d. Los genes
clonados estdn bajo el control
del promotor CYCGALIO.

YEplac195 Pladsmido episdmico que Gietz y Sugino, 1988.
contiene el gen marcador
URAS.
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PLASMIDO

DESCRIPCION

PROCEDENCIA

p3003

pAAT11

pUCS2

pUCS2A

pYS2

pKS2

pSI2

pS2

pS2A

Pldsmido episdémico basado en
YEplac195 (Wach et al., 1994)
con el marcador KANMX4 que
contiene el gen de resistencia
a geneticina (G418).

Pldsmido basado en pUCI8
construido  para  dirigir la
integracién del gen de interés
en copia multiple en el locus
RDN1 de S. cerevisiae.

Pl&dsmido pUC18 con un inserto
Sacl/Xbal de 2.5 kb que
contiene el gen STAI.

Pldsmido pUC18 con un inserto
Sacl/Xbal de 1.8 kb que
confiene el gen STAIA.

Pldsmido pYES2 con un inserto
Sacl/Xbal de 2.5 kb que
contiene el gen STAI.

Pldsmido p3003 con un inserto
Stul/Xbal de 3.5 kb que
contiene el fragmento
CYCGALpP-STAT.

Pldsmido pAAT1 con un inserto
Sacl/Xbal de 3.5 kb que
contiene el fragmento
CYCGALp- STAI.

Pldsmido pPEMBLYex4 con un
inserto Sacl/Xbal de 2.5 kb que
contiene el gen STAI.

Pldsmido pPEMBLYex4 con un
inserto Sacl/Xbal de 1.8 kb que
confiene el gen STAIA.

Coleccion del
laboratorio.

Adam et al., 1995.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.
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PLASMIDO DESCRIPCION PROCEDENCIA
pSS2 Pldsmido pPEMBLYex4 con un Este frabajo.
inserto Sacl/Xbal de 3.0 kb que
contiene el fragmento
STA1_SBD.
pSS4 Pldsmido pPEMBLYex4 con un Este trabajo.

inserto Sacl/Xbal de 3.0 kb que

contiene el
SBD_STAT.

fragmento

Tabla 5. Pldsmidos utilizados o construidos en este trabajo. Se describen brevemente las
caracteristicas mds importantes de cada construccién y su procedencia.

Los oligonucledtidos disenados en este frabajo se usaron como

cebadores en reacciones de PCR, y se adquirieron a la casa comercial

Isogen (Life Science, Barcelona).

La secuencia y el uso concreto de cada uno de ellos se detalla en

la Tabla é.
NUC(Z)I!-IIEgﬁDO SECUENCIA APLICACION
(Direccion 5'- 3)
AC271 GTGACGCAATAACCGTAGAAG Cebador para secuenciar el gen
AAAC STAT.
AC272 GTTTCTTCTACGGTTATT GCGTCA Cebador para secuenciar el gen
C STAI.
AC282 CGGGGTACCTACAGCACG Cebador en 5'para la
amplificacién del fragmento SBD.
AC283 CGCICTAGACAATICCGICGGT Cebador en 3'para la
CG amplificacion del fragmento SBD.
AC284 CGGGGTACCCAAACTCTGTAA Cebador en 3'para la clonacién
AAC STAT1_fragmento SBD.
AC329 CTTCATTCTGGGATGCCTATC Cebador para secuenciar la zona
de unién del hibrido STAT_SBD.
AC357 TITGACTITGGCAAGGGCATT Cebador en 5 para construir
STAIA.
AC358 TGTAGAAGAAACAGAAGTITC  Cebador en 3"para construir

STAITA.
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U0 SECUENCIA APLICACION
(Direccion 5'- 3)

LL330 CGCGAGCTICACCATGGTAGG Cebador en 5para la clonaciéon
CCTCAAA de STAT en pEMBLyex4.

LL407 CCACTGTCACCTGGTTIGGACG Comprobacion

de la integraciéon del casete
his 3::(GAL10pGAL4, URA3) en
estirpes con diferente ploidia.

LL408 CCACAACTAACTITITCCCG Comprobacion

de la integraciéon del casete
his 3::(GAL10pGAL4, URA3) en
estirpes con diferente ploidia.

LL442 CGGGGTACCAGTATCGTIGGCT Cebador en 5para la clonacién

del fragmento SBD en pS2.

LL454 ACTTACGCGTCTTCTTTCTITACTIT Cebador en 5'para la
ACTGGTACAACTGTICTIGC mutagénesis dirigida del loop 3 del

gen STAT.

LL455 TTCCTCCCATAGATCAAATCCG Cebador en 3'para la
G mutagénesis dirigida del loop 3 del

gen STAT.

LL456 GAGGACGTCTATATGGGAGGT Cebador en 5'para la
GGCGITGGCGAGGGAAATCC mutagénesis dirigida del loop 5 del
CTGGGTCCTIGG gen STAT.

LL457 CGCATACCGGCCCACGGCA Cebadoren 3'parala
ATACCCGTIGCATTTITIGGAGCT mutagénesis dirigida del loop 5 del
ATCG gen STAI.

LL458 GCAGATATCTITGATGATATTGTA Cebador para secuenciar el loop
CcG 3 del gen STAT.

LL460 CCTGCCGTCCTGAACACGTTIG Cebador para secuenciar el loop
C 5 del gen STAT.

LL461 GCGTTCGATATACCCCATCAAC Cebador para secuenciar el gen
GATAGCTCC STAT.

LL462 CGCTIGGAAGTGTACTIGTCAGC Cebador para secuenciar el gen
ACTCAGAGC STAT.

LL464 TCCCATATAGACGTCCTICCGC Cebadoren 3'parala deleciéon
ATACCG delloop 5 del gen STAI.

LL465 TCCCATATAGACGTCCTCCGC Cebadoren 5 para la delecion

ATACCGGCCCAGGGCAATAC
CCGTTIGC

delloop 5 del gen STAT.
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OLIGO

NUCLEOTIDO SECUENCIA APLICACION

(Direccion 5'- 3)

LL470 GCGGATCCCCGCCAGGTGTA Cebador en 3'parala

CGTCACCGICGCGG amplificacién del fragmento SBD
en pS2.
LL477 GCGCTAGCGGAAACTTTTITCTG  Cebador para secuenciar el gen
TCGCTGG STAT.
LL481 GGTTITGTATTACTICTTATTCAAAT  Cebador en 5'para la
GTAAT amplificacién de STAT desde
pYS2.
LL482 TACTAACATAACTATAAAAAAAT Cebador en 3'para la
AAATAGG amplificacién de STAT desde
pYS2.

LL483 GCTCGGTACCAAGCTTAATATT  Cebador en 5'para la
CCCTATAG amplificacién de pYES2.

LL484 GCATCATGTAATTAGTTATGTCA  Cebador en 3'para la
CGCTTAC amplificacién de pYES2.

PB161 GCTICTAGAGGAAATACACTTIGT Cebador en 3'para la clonaciéon
G de STA1 en pEMBLyexA4.

Tabla 6. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados en este trabajo. Las secuencias
subrayadas indican los sitios de restriccién utilizados para clonar.
A continuacidn se detalla el proceso de construccion de cada uno

de los pladsmidos descritos en la tabla 5.

4.1 Proceso de construccion de plasmidos episomicos.

4.1.1 Construccion de pS2 y pYS2.

La regidén codificante del gen STAT fue amplificada con el kit
Expand High Fidelity PCR System a partir de DNA gendmico de la cepa
SPX15-3D. La secuencia amplificada corresponde a la descrita por
Yamashita et al., (1985b) con correcciones infroducidas por Henrissat et
al., (1994). Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del gen
fueron LL330 y PB161 (Tabla 6). Estos oligonucledtidos contienen los sitios
de restriccion Sacl y Xbal respectivamente. El fragmento de DNA

amplificado, de 2.5 kb de tamano, fue clonado en los pldsmidos
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PEMBLyex4 (Murray et al., 1987) y pYES2 (Invitrogen), vectores lanzaderas
capaces de replicarse en E. coli y S. cerevisiae. En estas construcciones,
el gen STAT queda bajo control de promotores inducibles por galactosa,
en concreto el promotor CYCGALIO para pEMBLyex4 y GALI para
PYES2. Las construcciones resultantes se denominaron pS2 y pYS2,

respectivamente.

4.1.2 Construccion de pKS2.

La construccion pKS2 se obtuvo para transformar estirpes de
levadura de origen industrial usando como marcador de selecciéon la
resistencia a geneticina (G418). Para ello se clondé el fragmento
portador de CYCGALp-STAI, de 3.5 kb de tamano, obtenido de pS2
mediante digestion parcial con Stul y Xbal, en el vector p3003, en los
sitios de restriccion Smal/Sacl.  p3003 es un vector basado en el
pldsmido YEplac195 (Gietz y Sugino, 1988) que contfiene el moddulo
KANMX4 (Wach et al., 1994) que aporta la resistencia a G418.

4.1.3 Construccion de pUCS2.

El gen STAI fue amplificada con el kit Expand High Fidelity PCR
System a partir de la construccion pS2 utilizando los oligonucledtidos
LL330 y PB161 (Tabla 6) que contienen los sitios de restriccion Sacl y Xbal
respectivamente. El fragmento de DNA amplificado, de 2.5 kb de
tamano, se digirid¢ y fue clonado en el pldsmido pUC18 (Sambrook et al.,
1989) para que fuera capaz de replicarse en E. coli. La construcciéon
resultante se denomind pUCS2 y se utilizd como molde para realizar

otras construcciones.

4.2 Construccion integrativa (pS12).

Para la integracion de STA1 en el genoma de S. cerevisiae se
realizd la construccidn denominada pSI2 que dirige la integracion del

gen en copia multiple al locus RDNI, en concreto a las secuencias
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repetidas del DNA ribosémico. Para ello el fragmento CYCGALpP-STAT
obtenido como en la construcciéon pKS2, se clond en el vector pAATI
(Adam et al., 1995) que habia sido digerido con Sacl, tratado con el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa (Fermentas) para dejar romos

los extremos digeridos y digestidon posterior con Xbal.

4.3 Construccion de una version de STA1 con una delecién parcial
(pS24).

Para construir una version del gen STA1 (denominada STATA),
portadora de una delecidon correspondiente al dominio N-terminal de la
proteina, se amplificd el pladsmido pUCS2 completo con un par de
oligonucledtidos con orientaciéon divergente, que flanqueaban la zona
a delecionar). Los oligonucledtidos usados fueron AC357 y AC358
(Tabla 6). Las amplificaciones fueron llevadas a cabo con la DNA
polimerasa Pfu, enzima polimerasa sin actividad transferasa terminal y
que por tanto deja los extremos sin colas de Adenina. (La Figura 6

muestra un esquema del proceso).

Regidon a delecionar

PCR

Fosforilacion
Autoligacion
pUCS2 puUCsS2 A

Figura 6. Esquema del proceso de deleciéon de pUCS2, (Los circulos rojos, son los
pldsmidos indicados). Se disenaron dos oligonucledtidos divergentes (Flechas negras)
y que flanqueaban a la zona a delecionar (cuadrado azul). Se ampilificé el pldsmido
completo y se obtuvo la construccidn pUCS2A tras fosforilar y autoligar el fragmento
amplificado (Hemsley et al., 1989).
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El fragmento lineal de DNA producto de la amplificaciéon fue
tratado con PNK (enzima polinucledtido quinasa de Roche) para
fosforilar sus extremos, posteriormente se autoligd (con T4 DNA ligasa de
Fermentas) para generar un pldsmido circular y portador del alelo STATA
denominado pUCS2A. La version STATA fue transferida posteriormente a
PEMBLyex4, mediante obtencidon del gen modificado STATA por

digestion Sacl/Xbal. La construccion resultante se denomind pS2A.

4.4 Construccion de glucoamilasas hibridas (pSS2 y pSS4).

El esquema de la construccion de las GAs hibridas se muestra en
la Figura 7, al final de este apartado.

Para la construccion pSS2, se realizé una amplificacion de STAI
con los oligonucledtidos LL330 y AC284 (Tabla 6). El oligonucledtido
AC284 intfroduce un sitio de restriccion Kpnl que permite la fusion en fase
de STA1 con un fragmento de DNA de Aspergillus niger. Este fragmento
codifica el dominio de unién al almidén (SBD o Starch Binding Domain)
de la glucoamilasa del hongo junto con la regidn conectora de éste
con su dominio catalitico. El fragmento de 600pb, se amplificd a partir
de DNA gendmico de A. niger CECT 2775 con los oligonucledtidos
AC282 y AC283 (Tabla 6), infroduciendo los sitios de restriccion Kpnl y
Xbal, respectivamente. El fragmento de DNA que contenia el dominio
se defini6 en base a la estructura tridimensional resuelta del SBD
(Sorimachi et al., 1997; Sauer et al., 2000) y a la secuencia conocida de
la glucoamilasa de A. niger (Boel et al., 1984).

Los fragmentos que contenian STAT y el SBD de A. niger fueron
posteriormente digeridos con los enzimas correspondientes y ligados
simultdneamente en pEMBLyex4 en los sitios Sacl y Xbal.

El pldsmido resultante, denominado pSS2, confiene una
glucoamilasa hibrida bajo confrol del promotor CYCGALIO. La
secuencia de la proteina hibrida, en el lugar donde se produce la

fusion, es VLQSLGTYSS, en la que los cinco primeros aminodcidos
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corresponden al extremo carboxi terminal de la glucoamilasa de S.
cerevisiae y los cinco Ultimos pertenecen a la glucoamilasa de A. niger.
Esta zona fue secuenciada, utilizando el oligonucledtido AC329 (Tabla
6), para comprobar que la pauta de lectura del gen hibrido era
correcta.

Para la construccion pSS4 se utilizaron los sitios de restriccion
BamHI que se encuentran al final del péptido senal del gen STAT y al
principio del SBD de A. niger. Para ello se digirid la construccion pS2 con
BamHI y se traté con fosfatasa alcalina, que elimina los grupos fosfatos
de los extremos del fragmento de DNA para evitar la autoligacion. A la
vez se amplificé el SBD de A. niger, usando como molde la construccion
pSS2, con el oligonucléotido LL442 y LL470 (Tabla 6), que introduce un
siio BamHI al final del SBD. Posteriormente se ligé el inserto (SBD)
digerido y el vector (pS2) abierto y se comprobd la construccion por
andlisis de restriccion.

Todos las amplificaciones de fragmentos de DNA se realizaron con
la mezcla de enzimas DNA polimerasa del kit Expand High Fidelity PCR
System(Roche).

La Figura 7 muestra el esquema de construccion de las GAs
hibridas.
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BarmHI

Sac| Xpal
URA 2 —- SBD] ﬁ STA1
PGAL
pSS4
1.9kb 2p
Amp Leu 2-d _/
4+ PpS2
T LL442 / LL4TO
LL442
AC282
il BamHI
. U
Ser-Thr-rich domain Catalytic domain —|— SBD
1
AC2384 AC283

STA1
LL470

LL330/AC284 | AC282 / AC283

+ pEMBLyex4

!

Sac | Kpnl ¥oal
u
URA 3 —. n STA1 ﬁ SBD
pGAL
pSS2
11.9kb Zu

Leu 2-d —/

Figura 7. Esquema de construccidon de pSS2 y pSS4. STAT y el fragmento que contiene
el SBD de A. niger (en el centro de la figura) se amplificaron con los oligonucledtidos
que se indica y se ligaron con los pldsmidos pEMBLyex4 y pS2, para dar las
construcciones pSS2 y pSS4 respectivamente (Modificado de Latorre-Garcia et al,,

2005).

Amp
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5. DETERMINACION DE ACTIVIDAD GLUCOAMILASA.

Uno de los objetivos de la tesis es obtener estirpes con elevada
capacidad amilolitica capaz de degradar eficientemente almiddn, por
lo tanto una de las caracteristicas mds importante a determinar para
cada estirpe es su actividad glucoamilasa. Una forma indirecta de
cuantificar la cantidad de proteina sintetizada, y por tanto la expresion
enddgena del gen es calcular la actividad glucoamilasa especifica (por
ml de cultivo) de cada cepa en condiciones de crecimiento e
induccion idénticas para que resulten comparables.

La actividad enzimdtica de la glucoamilasa producida por S.
cerevisiae fue detectada y evaluada tanto de forma semicuantitativa

como cuantitativa.

5.1 Determinacién semicuantitativa de actividad glucoamilasa.

La determinaciéon semicuantitativa se realizé observando los halos
de hidrdlisis alrededor de las colonias transformadas u obtenidas por
conjugacion, en placas de YP1%D1%Gal y almiddn insoluble al 1%. La
observacion de los halos mejora precipitando el almiddén en frio o con
etanol (Polaina and Wiggs 1983). Los ensayos para la busqueda de
variantes mutantes del enzima con actividad desramificante se
realizaron de forma similar, sobre medio sélido que contenia pululano al
1% en vez de almidon.

El ensayo de actividad en placa resulta muy Util para seleccionar
estirpes con actividad en el caso de la buUsqueda de mutantes de
glucoamilasa y para comprobar la actividad de las levadura
transformadas con pldsmidos que contienen el gen STAT o versiones de

este gen.
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5.2 Determinacion cuantitativa de actividad glucoamilasa.

Los andlisis cuantitativos de actividad enzimdatica se realizaron
midiendo la cantidad de glucosa liberada a partir de almiddn soluble al
0.5%, almidodn insoluble o pululano al 1%. La glucosa se determind con el
ensayo de glucosa oxidasa-peroxidasa y o-dianisidina (Sigma). Ademas
se empled para la determinacion de glucosa, la cromatografia de
infercambio anidnico usando un sistema Dionex (Sunnyvale, CA, USA)
equipado con una columna CarboPaxPA-1 y una unidad de deteccion
de pulso amperiométrico. Utilizando para la elucidn un sistema

isocratico de 16 mM NaOH a un flujo de Tml min-.

5.3 Definicion de actividad.

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima
capaz de liberar 1 mol de glucosa por minuto a 37°C.

La actividad enzimdtica se expres6 como unidades por ml de
cultivo, en lugar de usar la actividad especifica, ya que las proteinas
glicosiladas no pueden ser cuantificadas mediante procesos

convencionales de determinacion proteica (Fountoulakis et al., 1992).

6. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA GLUCOAMILASA.

6.1 Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida.

La proteina presente en los sobrenadantes de cultivo de las
estirpes de S. cerevisiae transformadas con plasmidos que contenian el
gen STAT] o versiones de éste, se recuperaron en forma soélida por
liofilizacion. Para ello muestras del volumen adecuado se congelaron a

-80°C y se sometieron a liofilizaciéon durante 8-12h.
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Las muestras para el ensayo eran pequenas alicuotas del material
liofilizado (aproximadamente 200-500ul de sobrenadante) resuspendidas
en tampodn citrato-fosfato 50 mM pH 5.5, tampdn de carga de proteinas
1x y B-mercaptoetanol al 0.1% que se incubaron 5min/100°C.

Estas alicuotas se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% (1h/100mV y 60mA). Los geles se prepararon con
sistema comercial de electroforesis de proteinas de BioRad segun la
composicion indicada por Sambrook et al., (1989).

Los geles se analizaron por finciéon con un fampon con Coomassie
R250 (Coomassie brilliant blue R250 0.25% (p/v), metanol 50% (v/v) y
dcido acético 10% (v/v)) en agitacion durante 20min y destincion con la
solucion de destfincion (Metanol 50% (v/v) y acido acético 10% (v/v)

hasta observacion de las bandas.

6.2 Transferencia de proteinas a filtros de nitrocelulosa.

Para los andlisis western blot, las proteinas se separaron por
electroforesis y se transfirieron a filtros de nitrocelulosa (1h, 100V) con el
sistema comercial de transferencia Mini Trans-BlotR (BioRad).

Después de un tratamiento de blogueo con leche en polvo al 5%
en Tween/PBS (0.1% de Tween 80 en tampdn PBS, Sambrook et al., 1989)
durante 2 horas a temperatura ambiente o durante toda la noche a
4°C, los filtros se incubaron con antisuero de conejo frente a las
glucoamilasas de S. cerevisiae o de A. niger, diluido 1:1000 en
Tween/PBS/1%Leche, durante 2 horas a temperatura ambiente o
durante toda la noche a 4°C.

Tras varios lavados con Tween/PBS se realizé la incubacién con el
anficuerpo secundario, inmunoglobulina G anti-conejo conjugada con
fosfatasa alcalina, diluida 1:2000 en Tween/PBS, durante 2 horas a

temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C.
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Tras los lavados con Tween/PBS se utilizaron Nitro blue tetrazolium
chloride (NBT) y 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate (BCIP), como
substratos para la deteccidn colorimétrica con fosfatasa alcalina.

Los anticuerpos confra la glucoamilasa de S. cerevisiae se
produjeron por inoculacion al conejo con un péptido conjugado
sinfético que contenia la secuencia VEELRQTRRDISK, correspondiente a
las posiciones 555-567 de la proteina Stalp. El antisuero contra la
glucoamilasa de A. niger fue un obsequio de B. Svensson, Laboratorios

Carlsberg, Copenhague, Dinamarca.

6.3 Proceso de desglicosilacion.

Para comprobar la importancia de la glicosilaciéon en Stalp se
realizd un proceso de desglicosilacion. La desglicosilacion se realizd
tratando el enzima desnaturalizado con endoglucosidasa H (endo H) de
Streptomyces plicatus. Para ello muestras de sobrenadantes de cultivo
liofilizadas y resuspendidas en tampodn citrato-fosfato 50 mM pH 5.5, SDS
al 0.4% y PB-mercaptoetanol al 1% se hirvieron durante 10min con
agitacion. La desnaturalizacion de la proteina facilita el acceso al
enzimma endo H. Posteriormente se anadi® 1TmM de PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride) y 5mU del enzima EndoH y se incubd a
37°C durante 16 horas con agitacion. Tras la incubacion las muestras se

analizaron en geles de poliacrilamida (Apartado 6.1).

6.4 Ensayo de la capacidad de la glucoamilasa para unirse al almidén.

El ensayo de unidn de la glucoamilasa a almiddn insoluble se
realizd incubando a 0° C durante 10 minutos y con agitaciéon una
cantidad conocida de glucoamilasa con una suspension de almiddn de
maiz al 1% en tampon citrato-fosfato 50 mM, pH 5.5, Cl,Ca 5 mM y BSA
0.5%.

El almiddén utilizado es de elevado peso molecular y resulta

insoluble en agua. Después de la incubacion, se centrifugd la suspension
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para separar dos fases: una inferior, correspondiente al almiddn
sedimentado y una fase acuosa superior que contenia el material
soluble. Se determind la actividad glucoamilasa en la fase superior, la
actividad de la fraccion unida al almidén se obtuvo calculando la
diferencia entre la actividad inicial y la obtenida en la fracciéon soluble.
La Figura 8 muestra un esquema del método seguido para valorar la

unidn del enzima al almidon.

Actividad inicial = Actividad en el sobrenadante de cultivo

1.-Incubacion del Enzima + el AlImidon Insoluble (0°C/10min/200rpm)

2.-Separacién de fases por centrifugacién (13000rpm/5min):

Fase superior: Enzima no unido

Fase inferior: AlImiddn insoluble y enzima unido

3.-Determinacion de la actividad:

Actividad del enzima no unido = Ensayo de Actv de la fase superior.

Actividad del enzima unido = Actv inicial - Actv enzima no unido.

Figura 8. Ensayo de la capacidad de unidn de la GA al almiddn insoluble. Actv, se
refiere a actividad. Se determina experimentalmente la actividad inicial del enzima y
la actividad en la fase acuosa (enzima no unido a substrato). La actividad del enzima
unido al almidén se calcula por la diferencia entre ambos valores.

7. ANALISIS DE SECUENCIA Y MODELADO POR HOMOLOGIA.

Para el andlisis de las secuencias del gen STAT y las diferentes
versiones, se utilizd el programa DNAMAN Version 4.03 (Lynnon Biosoft® ).

La buUsgueda de secuencias homodlogas a los dominios que
componen la glucoamilasa codificada por el gen STAl se realizd
mediante andlisis BLAST (Altschul et al., 1997).

Para la busqueda de estructuras resueltas relacionadas con las

regiones de Stalp se utilizd el programa GenTHREADER (Jones, 1999a).
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Los modelos estructurales se obtuvieron haciendo uso del servidor
Swiss-Model (Guex y Peitsch, 1997; Guex et al., 1999). El modelado del
dominio catalitico de Stalp se realizd utiizando como molde la
estructura de la glucoamilasa de Saccharomycopsis fibuligera
(Identificador PDB: 1AYX). Para el modelado de la region rica en serina
y treonina se escogi® como molde la estructura de la invasina de
Yersinia pseudotuberculosis (Identificador PDB: TCWV). (En la Figura 3 se
presentan ambas regiones en el gen STAT).

Las estructuras proteicas modelizadas fueron analizadas con el

programa grafico Swiss-PDB Viewer (Guex y Peitsch, 1997).

8. MUTAGENESIS .

La mutagénesis del gen STAT fue generada mediante técnicas de

mutagénesis aleatoria y dirigida tal como se detalla a continuacion.

8.1 Mutagénesis Aleatoria.

La mutagénesis aleatoria del gen STAT se realizd por error prone-
PCR y recombinacién de DNA in vitro (también denominado DNA-

shuffling).

8.1.1 Mutagénesis por error prone-PCR.

La mutagénesis por error prone-PCR se inicid utilizando como DNA
molde el pldsmido pYS2 que contiene STAT (Tabla 5). El gen se amplificd
utilizando como cebadores los oligonucledtidos LL481 y LL482 (Tabla 5).
Se llevaron a cabo cuatro reacciones paralelas de PCR, cada una de
las cuales contenia un dNTP en exceso a una concentracion final de 0,5
MM frente a los demds dNTPs que fueron utilizados a la concentracion
estandar, 0.2 mM.

La amplificacion se realizé6 mediante 25 ciclos con las siguientes

etapas: 30s a 94°C (desnaturalizacion), 30s a 55°C (hibridaciéon) y 3min a
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72°C (extension). El enzima empleado fue la Tag DNA polimerasa
(Netzyme).
Se comprobd la amplificacion del DNA mediante electroforesis en

gel de agarosa.

8.1.2 Mutagénesis por DNA-Shuffling.

El material amplificado se sometid a un procedimiento adicional
de mutagénesis aleatoria mediante DNA-Shuffling (Stemmer, 1994a vy b).

El DNA de partida se digirid con DNAsa | (Roche), a concentracion
de 5u/ul, durante un tiempo variable de entre 5 a 10 minutos a
temperatura ambiente, dependiendo de la concentracién inicial de
DNA. El proceso de digestion se monitorizé tomando alicuotas a
diferentes tiempos (4, 6 ,8 y 10min) y observando la reduccion de
tamano de los fragmentos de DNA en un gel de agarosa a
concentracion 1.5%. Cuando la digestion generd mayoritariamente los
fragmentos del tamano deseado (entre 250 y 500 pares de bases) se
inactivd el enzima anadiendo EDTA a concentfracidon 0.05M vy
calentando 10min a 80°C. Los fragmentos de DNA digeridos se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa y se purificaron utilizando
un kit comercial (QIAGEN).

Tomando como DNA molde estos fragmentos, se realizd una
segunda reaccion de amplificacion en ausencia de oligonucledtidos
iniciadores. Esta etapa pretende la obtencidn de fragmentos
autoensamblados de mayor peso molecular, mediante la hibridacion
de zonas complementarias. La cantidad de DNA molde utilizada fue de
50 a 100ng. La amplificacion por PCR se realizé en 20 ciclos, con etapas
de 30s a 94°C (desnaturalizacion), 30s a 55°C (hibridacion) y 40s a 72°C
(extension). El material resultante se analizd por electroforesis en un gel
de agarosa para comprobar el aumento de tamano producido por el
autoensamblaje de los fragmentos. En los casos en los que el
rendimiento de este proceso de PCR se consideraba insuficiente, se

continud la amplificacion con 25 ciclos adicionales, aumentando el
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tiempo de extension a Tmin y anadiendo una cantidad suplementaria
del enzima Tag DNA polimerasa (1-2 unidades).

Posteriormente se realizd una tercera reaccion de amplificacion
por PCR usando como molde 10-50ng del DNA autoensamblado. Esta
PCR se llevd a cabo utilizando como cebadores oligonucledtidos
correspondientes a las regiones flanqueantes del gen (LL481 y LL482).
Esta amplificacion se realizd mediante 25 ciclos, con etapas de
desnaturalizacion 30s a 94°C, hibridacion 30s a 55°C y extension 3min a
72°C. El enzima empleado fue Tag DNA polimerasa (Netzyme).

El producto de esta Ultima amplificacion se purificd y se utilizd
para fransformar levaduras por recombinacion in vivo (Apartado 2.2.2).
El DNA mutagenizado por shuffling se mezcld con una preparacion del
vector pYES2 en forma lineal. Este vector se amplificd con la mezcla de
enzimas Expand High Fidelity DNA polymerase mix (Roche) y los
oligonucledtidos LL483 y LL484 (Tabla 5). Estos oligonucledtidos dejan
zonas complementarias de unas 100 pares de bases con el fragmento
resultante del DNA shuffling, lo que permite la recombinacion
homologa in vivo entre el gen mutagenizado y el vector linealizado, una
vez que ambos fragmentos de DNA han sido introducidos por
transformacion en la levadura (Cherry et al.,, 1999; Bulter y Alcalde,
2003).

En la Figura 9 se muestra un esquema del proceso de DNA-
shuffing y de la recombinaciéon homodloga in vivo que ocurre en

levaduras.
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C Técnica de DNA-shuffling )
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Figura 9. Representacién esquemdtica de los procesos de DNA-Shuffling in vitro y de
recombinacién in vivo en la levadura. El gen de interés (1) sufre un proceso de
digestion con DNasal (2) y varios procesos de amplificado por PCR (3) hasta recuperar
su tamano original (Proceso de "Shuffling"). Posteriormente se trasforma en levadura el
DNA mutagenizado (1) con un vector linealizado (2), ambos fragmentos presentas
zonas homologas en sus extremos. El pldsmido se recirculariza dentro de la levadura
por recombinaciéon in vivo (4) y obtenemos levaduras transformadas con versiones
mutantes del gen de interés (5).
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8.2 Mutagénesis dirigida.

La mutagénesis dirigida se realizd segiun una adaptacion del
protocolo descrito por Hemsley et al., (1989). Este método consiste en
amplificar la secuencia completa de un pldsmido portador del gen o
fragmento que se pretende mutagenizar con dos oligonucledtidos
divergentes, cuyos puntos de inicio estdn situados en posiciones
nucleotidicas adyacentes, uno de los cuales contiene la mutacién a

introducir (Ver esquema en Figura 10).

Mutacién a introducir Mutacién puntual

PCR
—_—

Fosforilar
Autoligar

Figura 10. Esquema del proceso de mutagénesis dirigida. La construccion a
mutagenizar (Circulo rojo) se amplifica con dos oligonucledtidos adyacentes vy
divergentes (Flechas negras) uno de ellos se ha disenado con la mutacién a introducir
(estrella azul). El pldsmido circular se recupera tras fosforilar y autoligar el fragmento
amplificado que contiene la mutacion (Hemsley et al., 1989).

La amplificacion se realizé con una DNA polimerasa correctora
(con proof-reading) (Pfu, Stratagene) que produce extremos romos. El
DNA lineal recuperado como producto de la amplificacién por PCR se
fosforild con polinucledtido quinasa (Roche), se autoligd mediante
tratamiento con T4 DNA ligasa (Fermentas) para generar una version
circular del pldsmido que lleva incorporada la mutacidén deseada, y se
utilizd para transformar E. coli. La existencia de las mutaciones se
verificd por secuenciacion del DNA. Estas construcciones se clonaron

posteriormente en vectores de expresion de levadura.
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1. EXPRESION DEL GEN STAT EN Saccharomyces cerevisiae BAJO
CONTROL DE UN PROMOTOR INDUCIBLE.

Mediante amplificacién por PCR a partir de DNA gendmico de la
estirpe de S. cerevisiae SPX15-3D (Polaina y Wiggs, 1983), se clond un
fragmento de 2502pb que contenia la regidon codificante del gen STAI
correspondiente a la glucoamilasa secretada por las estirpes amiloliticas
de S. cerevisiae (var. diastaticus). En los extremos del fragmento
amplificado se introdujeron sitios adecuados de restriccion (Sacl y Xbal),
que permitieron situar el gen bajo control del promotor CYCGAL, en el
vector de clonacion pEMBLyex4 (Cesareni y Murray, 1987). Al plasmido
resultante se le denomind pS2 (Figura 11). Este pldsmido se utilizd para
transformar diversas estirpes de S. cerevisiae, descritas en Materiales y
Métodos (Tabla 3).

URA 3 _. Y stat
n
GALp

pS2
1.3kb

[ Leu 2-d —J

Amp

Figura 11. Representacién esquemdtica del pldsmido pS2. En la construccién pS2 se
cloné el gen STA 1 en el vector pEMBLyex4 (Apartado 4.1.1).

Las colonias transformantes, seleccionadas como Ura* o Leut, se
replicaron a un medio que contfenia el agente inductor (galactosa) y
almiddn insoluble, y se comprobd la actividad amilolitica mediante la
aparicion de halos claros alrededor de las colonias por la hidrdlisis del
almiddn.  Todas las estirpes transformadas con el pldsmido pS2,
X180184C-11A [STAT]n, IVPX2-1C [STAT]n, Sc340 [STAT]n, BY4741 [STAIl]n Yy
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BY4741mnn9 [STAT]n (Tabla 3) presentaron actividad glucoamilasa. Las
colonias no fransformadas de las mismas estirpes (X180184C-11A, IVPX2-
1C, Sc340, BY4741 y BY4741mnn9) se utilizaron como control negativo y
no mostraron halo en ningun caso. Se utilizd la cepa SPX15-3D como

conftrol de actividad glucoamilasa.

Se readlizaron medidas de actividad glucoamilasa en los
sobrenadantes de cultivo de las cepas fransformadas con la
construccion pS2 tras su induccidn con galactosa. La figura 12 muestra
los valores de actividad obtenidos para cada estirpe. Cada valor
representa la media de al menos tres determinaciones realizadas en

experimentos independientes.
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Figura 12. Actividad glucoamilasa obtenida en diversas estirpes de S. cerevisiae (Tabla
3) que han sido transformadas con el pldsmido pS2 (Tabla 5). [STAT]n indica que la
levadura transformada posee el gen STAT en copia multiple. Se utilizd la cepa BY4741
sin fransformar como conftrol negativo y la cepa SPX15-3D como confrol de actividad
glucoamilasa.
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La estirpe silvestre SPX15-3D (Polaina y Wiggs, 1983) posee una
Unica copia cromosdmica del gen STAl, como corresponde a la
constitucion genética de la var. diastaticus. Como confrol negativo se
utilizd la estirpe BY4741 sin transformar. Las estirpes fransformadas,
portadoras del gen STAI baqjo control del promotor inducible con
galactosa CYCGALp, mostraron distintos niveles de actividad tras la

adicion del inductor (Figura 12).

La mayor actividad correspondid a BY4741[STA 1], una cepa de
laboratorio, transformada con pS2. Las estirpes X180184C-11A, IVPX2-1C
y Sc340 y BY4741 poseen igual fondo genétfico que la cepa silvestre
estandar $288C.

La actividad glucoamilasa detectada en las estirpes estudiadas es
un reflejo de los niveles de expresion del gen STAT, de forma que a
mayor expresion del gen, mayor actividad glucoamilasa. Una de las
causas de las diferencias de actividad observada en las distintas estirpes
puede ser la saturacion de los sistemas celulares responsables del
transporte y de la secrecidon de la proteina una vez sintetizada
(Mattanovich et al., 2004; Gasser y Mattanovich, 2007) o diferencias

debidas a mutaciones genéticas puntuales entre las estirpes estudiadas.

La estirpe Sc340[STAT]n presentd bajos niveles de actividad
glucoamilasa pese a ser portadora de una construccion genética que
potencia la expresion del gen GAL4 y por tanto la sintesis de Gal4p. Esta
proteina es poco abundante y en algunos casos limita la expresion de
los genes que se encuentran regulados por los promotores GAL (Mylin et
al., 1990; Johnston y Hopper, 1982). Con el aumento de la sintesis de
Galdp se intentdé aumentar la expresion de STAl ya que en la
construccion pS2 este gen se encuentra situado bajo control del
promotor CYCGAL.

Los niveles de actividad de la levaduras X180184C-11A[STAI]n e

IVPX2-1C[STA1]n fueron similares y mayores a los de la cepa silvestre,
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SPX15-3D. El aumento de actividad respecto al silvestre es facilmente
explicable si tenemos en cuenta que estas estirpes presentan un mayor
nUmero de copias del gen STAT que la estirpe silvestre, por ser pS2 un
pldsmido multicopia. Una diferencia fundamental entre las estirpes
X180184C-11A e IVPX2-1C es la presencia del gen STA10. Este gen se ha
descrito como un represor transcripcional de la expresion del gen STAT
en S. cerevisiae (Polaina y Wiggs, 1983). Los valores de actividad
similares obtenidos en X180184C-1TA[STAT]n e IVPX2-1C[STAI]n nNOs
indican que STAT0 Unicamente tiene influencia en la expresion del gen

cuando STA 1 se encuentra regulado por su promotor natural.

También estudiamos el comportamiento de la estirpe BY4741
mnn9[STAI]n, portadora de una mutacion que impide la
hiperglicosilacion de proteinas para comprobar si este factor favorecia
la produccidon del enzima. La cepa BY4741[STAT], fue la que produjo
mayor cantidad de proteina y por tanto la que poseia mayor actividad
glucoamilasa. Esto puede deberse a que la cepa BY4741 mnn9 muestra
un crecimiento poco vigoroso en medio rico (Deutschbauer et al., 2005),
lo que descarta a BY4741 mnn9 como una levadura apropiada para

sobreproducir glucoamilasa.

BY4741 fue la estirpe seleccionada para realizar los estudios

posteriores sobre glucoamilasa.

2. ESTUDIO DE LA REGION AMINO TERMINAL DE LA SECUENCIA PRIMARIA
DE LA GLUCOAMILASA DE Saccharomyces cerevisiae.

Como se ha descrito previomente (Apartado 2 de introduccion),
los genes STAI, STA2 y STA3 codifican formas casi idénficas de
glucoamilasa. Nosotros estudiamos el gen STA1 como representante de

la familia de genes STA.
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La Figura 13 muestra la estructura primaria de la glucoamilasa
(Stalp), deducida de la secuencia nucleotidica del gen STAI
(Yamashita et al., 1985b) con las correcciones infroducidas por Henrissat
et al., (1994). En la secuencia de la proteina pueden distinguirse fres
regiones bien definidas: Una senal de secrecidon de proteinas
extracelulares, una region en la zona amino terminal correspondiente a
un dominio de la proteina madura rico en residuos de serina y tfreonina y
una tercera regidn idéntica a la glucoamilasa de esporulacion
codificada por el gen SGAT que muestra gran similitud con los dominios

cataliticos de las glucoamilasas de ofros hongos (Vivier et al., 1997).

Proteina Stalp

U
N‘.Dominio fico SerThey  Dominio cataliico EJl c

Peptido senal

MVGLKNPYTHTMQRPFLLAYLVLSLLFNSALGFPTALVPRGSSSSN I TSSGPSSTPFSSATESE
STGTTVTPSSSKYPGSKTETSVSSTTETTIVPTTTTTSVITPSTTTITTTVCSTGTNSAGETTS
GCSPKTITTTVPCSTSPSETASESTTTSPTTPVTTVWSTTVVTTEYSTSTKQGGE ITTTFVTKN
IPTTYLTTIAPTSSVTTVTNFTPTTITTTVCSTGTNSAGETTSGCSPKTVTTTVPCSTGTGEYT
TEATAPVTTAVTTTVVTTESSTGTNSAGKTTTSYTTKSVPTTYVFDFGKG I LDQSCGGVFSNNG
SSQVQLRDVVLMNGTVVYDSNGAWDSSALEEWLQRQKKVS IER I FENIGPSAVYPSILPGVVIA
SPSQTHPDYFYQWIRDSALT INS 1VSHSADPAIETLLQYLNVSFHLQRTNNTLGAG IGYTNDTV
ALGDPKWNVDNTAFTEPWGRPQNDGPALRSIAILK I IDY IKQSGTDLGAKYPFQSTADIFDDIV
RWDLRF I I DHWNSSGFDLWEEVNGMHFFTLLVQLSAVDRSLSYFNASERSSPFVEELRQTRRDI
SKFLVDPANGF INGKYNY IVETPMIADTLRSGLD I STLLAANTVHDAPSASHLPFD INDPAVLN
TLHHLMLHMRS I'YP INDSSKNATG I ALGRYPEDVYDGYGVGEGNPWVLATCAASTTLYQL1YRH
1 SEQHDLVVPMNNDCSNAFWSELVFSNLTTLGNDEGYL ILEFNTPAFNQT 1QK I FQLADSFLGQ
AESHVGTDGELSEQFNKYTGFMQGAQHLTWSYTSFWDAYQ IRQEVLQSL

Figura 13. Representacién esquemdtica de la estructura primaria de la glucoamilasa
(Stalp) de S. cerevisiae. La secuencia primaria de Stalp muestra el péptido senal
(negrita), la regién rica en serina y treonina (rosa) y el dominio catalitico (azul).
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La regidn rica en serina y treonina de la glucoamilasa de S.
cerevisiae es una regidn caracteristica de la levadura que no se
encuentra en ofras glucoamilasas fungicas. S. cerevisiae también
presenta la singularidad, al igual que otras levaduras, de no poseer un
dominio de unidn a almidon presente en otfras glucoamilasas y en
muchas glicésido hidrolasas. El resto de glucoamilasas fungicas poseen
una regidn rica en serina y treonina pero con caracteristicas
estructurales y funcionales distintas. En concreto la GA de Aspergillus
niger, poseen una region rica en residuos de Ser y Thr mds pequena y
que estd situada después del dominio catalitico, conectdndolo con un
dominio de unidn al almiddén que, como ya hemos comentado, no
existe en el enzima de la levadura (Coutinho y Reilly, 1997; Sauer et al.,
2000).

La presencia de la region rica en serina y treonina en la
glucoamilasa de S. cerevisiae es una de las caracteristicas diferenciales
del enzima, para su estudio se realizdé una busqueda de secuencias
homodlogas en la base de datos de Swiss-Prot (www.expasy.org/sprot).
Se analizaron con detalle una seleccién de 80 secuencias con similitud
significativa (Valores de E menores de e10). Este grupo incluye varios
tipos de proteinas fungicas secretadas (floculinas, aglutininas y enzimas
extracelulares), mucinas animales de distinfo origen y una proteina
bacteriana (endoglucanasa de Cellulomonas fimi). Analizando la
relacion de esta zona de STAT con otros genes de levadura con los que
presenta elevada homologia (Tabla 7) se observa que las proteinas
encontfradas son extracelulares y su funcidn no esta relacionada con la
capacidad amilolitica. Algunas estdn relacionadas con los procesos de
adhesion y floculaciéon, ofras poseen capacidad catalitica como la
endoquitinasa y otras tienen funciones relacionadas con la biogénesis
de la pared celular o con la division celular. Esto sugiere que el dominio
rico en Ser y Thr de S. cerevisiae puede estar relacionado con la

secrecion o con procesos de interaccion enfre proteinas (Interaccion
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célula-célula, infectividad). Ademds, este dominio aporta numerosos

sitios de O-glicosilacion.

Gen Alias SwissProt id. Actividad/ Funcion
MUCTI FLOT1, STA4 P08640 Adhesién cel-cel

FLO1 FLO2, FLOA4 P32768 Adhesién cel-cel

FLOS P38894 Adhesion cel-cel

FLO9 P39712 Adhesién cel-cel

WSC2 P53832 Biogénesis pared celular
WSC3 Q12215 Biogénesis pared celular
WSC4 YHCS8 P38739 Biogénesis pared celular
SEDI1 Q01589 Biogénesis pared celular
KRE1 P17260 Biogénesis pared celular
AGAI P32323 Aglutinacién-mating
FIG2 P25653 Adhesidon-mating

MSB2 P32334 Osmorregulacién

PRY3 P47033 Osmorregulacion

EGT2 P42835 Endoglucanasa

CTS1 P29029 Quitinasa

MID2 P36027 Division celular

DAN4 P47179 Posible proteina de pared

Tabla 7. Genes de S. cerevisiae con elevada homologia (E < e ™) con el dominio rico
en serina y tfreonina de STAT.

Para comprobar si la region rica en serina y treonina es esencial
para la estructura y funcion de Stalp, construimos una forma
modificada (que denominamos Staldp) carente de la mayor parte de
esta region, en concreto se elmind el fragmento de proteina
comprendido entre los residuos Thr79 y Val289, ambos inclusive (Figura
14). Para readlizar esta delecion se disenaron oligonucledtidos que la
flanqueaban y se amplificd el resto del gen y la construccion pUCS2, tal

y como se indica en materiales y métodos (Apartados 4.3y 4.1.3).
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Proteina Staldp

N—l Dominio catalitico E: &

Peptido sefial

MVGLKNPYTHTMQRPFLLAYLVLSLLFENSALGFPTALVPRGSSSSNITSSGPSSTPESS

ATESFSTGTTVTPSSSKYPGSKTETSVSS[TTETTIVPTTTTTSVITPSTTTITTTVCSTGTNS

AGETTSGCSPKTITTTVPCSTSPSETASESTTTSPTTPVTTVVSTTVVTTEYSTSTKQGGEITTTEVTKN
IPTTYLTTIAPTSSVTTVINFTPTTITTTVCSTGTNSAGETTSGCSPKTVTTTVPCSTGTGEYTTEATAP

VTTAVTTTVVTTESSTGTNSAG KTTTSYTTKSVPTTYV] FDFGKGI LDQSCG GVFSNNG SSQVQ L
RDVVLMNGTVVYDSNGAWDSSALEEWLQRQKKVS IERIFENIGPSAVYPSILPGVVIAS
PSQTHPDYFYQWIRDSALTINS 1VSHSADPAIETLLQYLNVSFHLQRTNNTLGAGIGYT
NDTVALGDPKWNVDNTAFTEPWGRPQNDGPALRSIAILK I 1DY 1KQSGTDLGAKYPFQS
TADIFEDDIVRWDLRF I I DHWNSSGFDLWEEVNGMHFFTLLVQLSAVDRSLSYFNASERS
SPFVEELRQTRRD I SKFLVDPANGF INGKYNY IVETPMIADTLRSGLD I STLLAANTVH
DAPSASHLPFD INDPAVLNTLHHLMLHMRS I YP INDSSKNATG I ALGRYPEDVYDGYGV
GEGNPWVLATCAASTTLYQL 1'YRH I SEQHDLVVPMNNDCSNAFWSELVFSNLTTLGNDE
GYLILEFNTPAFNQT I1QK I FQLADSFLGQAESHVGTDGELSEQFNKY TGFMQGAQHLTW
SYTSFWDAYQIRQEVLQSL

Figura 14. Esquema de la estructura primaria de Stalp de S. cerevisiae. Se indica la
region eliminada en Staldp [subrayada]: Péptido senal (negrita), region rica en serina
y tfreonina (rosa) y dominio catalitico (azul).

El gen STAIA que codifica la version delecionada de la
glucoamilasa fue clonado en pEMBLyex4 (Apartado 4.3 de materiales y
métodos). La construccion resultante denominada pS2A fue introducida
por transformacidén en la estirpe BY4741. Como control se utilizd la
estirpe BY4741[STAT]n (Tabla 3). Ambos transformantes mostraron
actividad amilolitica, manifestada por la presencia de halos de hidrdlisis

alrededor de las colonias en placas de medio con almidén (Figura 15).
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BY4741[STAI]n

BY4741[STA1A].

Figura 15. Halos de hidrdlisis formados por las estirpes
BY4741[STAI]n que produce la glucoamilasa (Stalp) vy
BY4741[STAI1A]n productora de la glucoamilasa delecionada
(Staldp), creciendo en placas de medio rico con almidén.

La Figura 16 resume los resultados de la actividad glucoamilasa
determinada en sobrenadantes de cultivos de levaduras tras la
induccion (condiciones de crecimientos indicadas en el apartado 2.1.4).
Estas estirpes eran portadoras, del gen STAT en pldsmidos multicopia
(estirpe BY4741[STAT1]n) o de su version delecionada STATA (estirpe
BY4741[STA1A]n). Ambos genes bajo control del promotor inducible
CYCGALp, por lo que las estirpes comenzaron a sintetizar el enzima tras
la adicion del inductor, en este caso galactosa. La estirpe silvestre,
SPX15-3D, con una copia de STAT en su genoma, mostré un nivel de
actividad constitutivo, no afectado por la adicion de galactosa. El
control negativo (BY4741) no tuvo actividad glucoamilasa. Los valores
de actividad producidos por la proteina Staldp fueron inferiores a los
obtenidos con el enzima completo. El hecho de que la versidon
delecionada presente actividad demuestra que la region rica en serina

y treonina no es indispensable para la funcidén catalitica del enzima.
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Figura 16. Medidas de la actividad GA en el sobrenadante de diferentes cultivos de S.
cerevisige (Tabla 3) fras la adicién del inductor al medio.

--o-- Cepa BY4741.

--A-- Cepa SPX15-3D.

--Xx-- Cepa BY4741[STA1A]n contiene el pldsmido episdmico pS2A (Tabla 5).

--m—- Cepa BY4741[STAT]n contiene el pldsmido episémico pS2 (Tabla 5).

3. CARACTERIZACION DE LA GLUCOAMILASA DE S. cerevisiae (MASA
MOLECULAR E HIPERGLICOSILACION DEL ENZIMA).

Como ocurre con otfros enzimas secretados por S. cerevisiae, la
glucoamilasa nativa sufre un complejo proceso de glicosilacion. Esta
modificacién consiste en una adicion de carbohidratos (glicanos) que
se produce durante o posteriormente al proceso de sintesis proteica.
Aunque en la actualidad existen numerosos tipos de enlaces

glicosidicos, los enlaces N- y O-glicosidicos son los mds comunes.

En los procesos de O-glicosilacion el carbohidrato se une a la
cadena lateral de un residuo de serina o de treonina aunque no existe

una secuencia consenso que defina cuales son los residuos puntos de
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O-glicosilacion. Los oligosacdridos unidos a la proteina tienen un

tamano que suele oscilar entre 1y 20 azdcares.

En la N-glicosilacion los glicanos se unen a la cadena lateral de un
residuo de asparragina de la proteina. La secuencia consenso que
dirige la N-glicosilacion es un tripéptido Asn-Xaa-Ser/Thr, donde Xaa es
cualquier aminodcido excepto prolina, a estos puntos de N-glicosilacion
se les denomina secuones. Las cadenas de glicano pueden alcanzar
un gran tamano, hasta 200 residuos de aziUcar, fundamentalmente
manosa, este proceso recibe el nombre de hiperglicosilacion (Munro,
2001; Mitra et al., 2006).

Para estudiar el tamano de Stalp utilizamos electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), ya que las
técnicas cromatogrdficas usuales, como la filfracidn molecular, no son
aplicables a proteinas hiperglicosiladas debido a la heterogeneidad de
tamanos que presentan estas proteinas (Robertson y Kennedy, 1996;

Kleinman et al., 1988).

La masa del enzima nativo mostré ser muy heterogénea con un
valor medio de alrededor de 300 kDa (Figura 17, calle 3). Este dato
contrasta con el tamano tedrico esperado para el polipéptido,
calculdndolo en base a su secuencia primaria, que es de 80 kDa. Este
resultado implica un contenido en carbohidratos cercano al 80%, lo que

coincide con estimaciones previas (Kleinman et al., 1988).

La glucoamilasa, pese a estar hiperglicosilada, se libera casi
completamente al medio. Se enconfraron niveles muy bajos de
actividad asociada a células (<1%) lo que contrasta con otros enzimas
muy glicosilados también secretados por levaduras, como la invertasa
(Tammi et al., 1987).

La Figura 17 muestra un gel con la glucoamilasa producida por las
estirpes BY4741[STAT]ny BY4741mnn9[STAT]n. La estirpe mnn9 no produce

hiperglicosilacion por ser incapaz de elongar las cadenas de manosa.
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120-

Figura 17. Andlisis de la glucoamilasa de S. cerevisiae en SDS-PAGE. Calles 1y 7 Patrén
de masas moleculares. Calle 2, Cepa BY4741; Calle 3, Cepa BY4741[STAT]n; Calle 4,
Cepa BY4741mnn9[STA1]n; Calles 5 y 6, material analizado en 3 y 4, respectivamente,
después de un tratamiento con el enzima endo-H (Apartado 6.3 de materiales y
métodos).

La hiperglicosilacion de la proteina da lugar a una banda dispersa
de elevado peso molecular que contrasta con la banda discreta
producida por la expresion del gen en la estirpe mnn9. La digestion de
ambas formas del enzima con endo-H reduce su masa molecular hasta
valores de unos 150 kDa, el doble de la masa tedrica esperada para el
polipéptido codificado por STAI. Que la masa del enzima no coincida
con el valor esperado para la masa tedrica puede ser debido a que la
digestion con el enzima endo-H no haya sido completa o a la presencia
de enlaces O-glicosidicos que incrementen el peso molecular del

polipéptido.

Para comprobar la importancia de los enlaces O-glicosidicos en la
glicosilacion de la proteina se realizd sobre el sobrenadante de culfivo
de la estirpe BY4741[STA1]» un fratamiento con hidréoxido sédico 100mM
durante 30min a temperatura ambiente, con el fin de degradar este
tipo de enlace. Pero el tratamiento no produjo una reduccion

apreciable de la masa de la proteina en SDS-PAGE (Figura 18).
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Figura 18. Andlisis de la glucoamilasa de S. cerevisiae en SDS-PAGE. Calles 0 Patrén de
masas moleculares. Las calles 1 y 2 contienen muestras de glucoamilasa
correspondientes a los cultivos de BY4741[STAI]n; Calle 1. Sobrenadante sin tratar y
calle 2. Sobrenadante con tratamiento con hidréxido sédico.

El proceso de hiperglicosilacion de Stalp podria afectar a la
produccion del enzima en condiciones de sobrexpresion de STAT en
pldsmido multicopia. La hiperglicosilacion implica un importante gasto
metabdlico y supone una sobrecarga de la ruta de secrecion de
proteinas. Estos procesos podrian fdcilmente verse colapsados en
condiciones en las que se fuerce la sintesis y secrecidon de una proteina

determinada (Mattanovich et al., 2004; Gasser y Mattanovich, 2007).

Para investigar esta hipdtesis, comparamos la actividad
amilolitica producida, en condiciones de expresion forzada de STAIT, por
la estirpe BY4741[STAI1]n y la estipe isogénica BY4741mnn9[STA1]n
portadora de la mutacidon mnn9 que impide la hiperglicosilacion. Los
resultfados obtenidos fueron en cierto modo contradictorios. Al
comparar la actividad amilolitica de ambas estirpes examinando los
halos formados por colonias crecidas en medio sdlido con almidon,
parecia que BY4741mnn9[STA 1]» tenia mds actividad que BY4741[STAT]n,

puesto que daba lugar a halos mayores y mdas claros (Figura 19).
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BY4741 [STAT]n BY4741 mnn9[STAI]n

Figura 19. Colonias de levaduras BY4741[STAT]n ¥
su mutante  isogénico  BY4741mnn9[STAT]n,
deficiente en hiperglicosilacién, creciendo en
placas de medio rico con almiddn y expresando
la glucoamilasa (Stalp).

Sin embargo, las medidas de actividad en el sobrenadante de
cultivo de las mismas estirpes (Tabla 8) indicaron que la cepa
BY4741[STA1]» tenia mayor actividad glucoamilasa en sobrenadante de
cultivo. Una posible explicacion a esta aparente paradoja es suponer
qgue los halos mayores y mds claros formados por el mutante mnn9
pueden ser debidos a que la glucoamilasa producida tenga un menor
peso molecular (como se observa en la figura 17, calle 3 y 4) y difunda

mejor en el medio.

Cepa Actividad glucoamilasa

(mU/ml)
BY4741 4
SPX15-3D 285
BY4741mnn9[STA]n 4920
BY4741[STAT]n 8050

Tabla 8. Actividad medida en el sobrenadante de cultivos de las estirpes de levadura
indicadas (Tabla 3). Condiciones de cullivo indicada en el Apartado 2.1.4 de
materiales y métodos. [STAI]n hace referencia a la presencia del gen en copia
multiple. Cada valor de actividad representa la media de al menos ftres
determinaciones independientes.
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Algunos trabajos han relacionado la glicosilacion de enzimas con
una mayor resistencia a la desnaturalizacion por agentes fisicos vy
quimicos (Mitra et al., 2006). Para comprobar este efecto en el caso de
Stalp, realizamos ensayos de estabilidad térmica tanto en la proteina

nativa como en la version no hiperglicosilada.

Se midid la actividad tras realizar un tratamiento a 65°C durante
distintos tiempos de incubacion a sobrenadantes de cultivo de las
estirpes BY4741[STAT]n y BY4741mnn9[STA 1] (Figura 20). Con estos datos
de actividad se calculd el porcentaje de actividad residual, fomando la
actividad inicial del sobrenadante, como 100% de actividad. Como
puede observarse, la hiperglicosilacion no parece afectar a la
estabilidad térmica de la proteina ya que ambas versiones muestran la

misma cinética de inactivacion.

Inactivacion térmica 65°C

100
—e— BY4741mnn9 [STALJn

80 - —B— BYA4741 [STALJn
T
3
2 60 1
g
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=
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Figura 20. Porcentaje de actividad glucoamilasa residual obtenido tras la aplicacion
de un choque térmico al sobrenadante de cultivos de levadura, a 65°C durante el
fiempo indicado.
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4. MODELADO ESTRUCTURAL DE LA GLUCOAMILASA DE S. cerevisiae.

La estructura primaria de Stalp muestra la existencia de dos
dominios bien definidos, el dominio catalitico y el dominio rico en
residuos de serina y freonina. Los resultados de la deleciéon de la regidn
rica en serina y treonina que da lugar a la variante del enzima Staldp
(Apartado 2 de resultados), muestran que la presencia del dominio
carboxi terminal, que engloba Unicamente al dominio catalitico, es

suficiente para que el enzima sea activo.

El modelo del dominio catalitico de la glucoamilasa de
Saccharomyces cerevisiae se obtuvo con ayuda de un servidor Swiss-
Model (Guex y Peitsch, 1997; Guex et al., 1999). Este servidor genera
modelos estructurales de proteinas en funciéon de alineamientos de
secuencia con oftras profeinas de elevada homologia y estructura
conocida. En nuestro caso el alineamiento de secuencias se realizd
entre Staldp y la glucoamilasa de S. fibuligera. La secuencia de Staldp
es muy similar (alrededor de 40% de identidad) a la de la glucoamilasa
de Sacharomycopsis fibuligera, cuya estructura tridimensional ha sido
resuelta (Codigo PDB: TAYX) (Sevcik et al., 1998).

El modelo obtenido para el dominio catalitico de Stalp
constituido, como en la mayoria de las glucoamilasas de la familia, por

doce hélices alfa que forman un barril (a/a)s. s€ muestra en la Figura 21.

También muestra el centro activo del enzima, que se encuentra
localizado en el centro de la estructura de barril. Segin se deduce de
los datos existentes sobre la glucoamilasa de S. fibuligera y otros enzimas
de la familia 15 de glicosilhidrolasas, E521 y E770 deben ser los residuos

cataliticos dcido/base respectivamente.

Tras el modelado realizado por el servidor Swiss-Model (Guex y
Peitsch, 1997; Guex et al., 1999) se estudid la exactitud y validez del

modelo propuesto.

-89 -



Resultados

) )J,

\

Figura 21. Modelo del dominio catalitico de Stalp basado en la estructura de la
glucoamilasa de Saccharomycopsis fibuligera. (A) Representacién del barril (a/a)s. (B)
Detalle del centro activo formado por los residuos cataliticos E521 y E770.
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La glucoamilasa de S. cerevisiae presenta un mecanismo de
hidrolisis de inversion (Apartado 3.2 de introduccion). La posicion y
distancia de los residuos cataliticos varia segun el mecanismo de
hidrolisis del enzima (Figura 4). En nuestro caso la situacion de los
residuos y la distancia entre ellos, de alrededor de 10A, confirman la
validez del modelo, ya que concuerdan con la configuracion esperada
para los residuos cataliticos de una glicosidasa que opera mediante un

mecanismo de inversion (McCarter y Withers, 1994; Sauer et al., 2000).

Para el andlisis estructural de la regidon N-terminal, rica en serina y
treonina, utilizamos GenTHREADER (Jones, 1999a; McGuffin y Jones
2003). Este programa nos permitio identificar dos proteinas de estructura
conocida que mostraban un significativo grado de similitud con el
dominio rico en Ser y Thr de Stalp. Las profeinas eran la invasina de
Yersinia pseudotuberculosis (codigo PDB: TCWYV) y la infimina de E. coli
(codigo PDB: 1F00). Estas proteinas estdn implicadas en el mecanismo
de adhesion de bacterias patdégenas a células humanas (Hamburger et
al., 1999; Luo et al., 2000).

La Figura 22(A) muestra un modelo de la regién N-terminal de
Stalp basada en la invasina de Yersinia pseudotuberculosis. La
secuencia del dominio N-terminal de Stalp y la de la invasina presentan
13% de residuos idénticos y cambios conservados que representan un
21% adicional. La estructura resultante estd compuesta por una
sucesion de cadenas beta que conforman tres barriles beta
consecutivos. Las predicciones de la estructura secundaria usando fres
métodos diferentes (Cuff y Barton, 2004; Jones, 1999b; Rost y Sander,

1994) concuerdan con el modelo.

Un hecho interesante es que cada uno de los tres barriles tienen
una similitud apreciable con el dominio de unién al almidén de la
glucoamilasa de Aspergillus niger (Sorimachi et al., 1996 y 1997) (Figura

22B), un resultado que no se podia anticipar comparando sus
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secuencias de aminodcidos ya que no presentan homologia

significativa.

Figura 22. (A) Modelo de la regién amino terminal (rica en Ser/Thr) de la glucoamilasa
de S. cerevisiae basada en la estructura de la invasina de Yersinia pseudotuberculosis
(PDB: 1CWV). (B) Estructura del dominio de unién al almidén de la glucoamilasa de
Aspergillus niger determinada por espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(Sorimachi et al., 1996 y 1997).

La similitud estructural mencionada nos condujo a la hipotesis de
que la zona amino terminal de Stalp tuviera una funcidén de unidn al
almidén ya que los dominios que presenta son similares a los B-sandwich,
uno de los dominios mds frecuentes entre los mdédulos de unidn a

carbohidratos (Apartado 3.3 de introduccion).
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Para comprobar esta idea se readlizaron ensayos de unién al
almidén con las versiones completa (Stalp) y delecionada (Staldp) de
la glucoamilasa de S. cerevisiae comparando su comportamiento con
el de la glucoamilasa de A. niger que posee un SBD funcional. Se
determind la actividad inicial en un cultivo que producia el enzima
Stalp o Staldp, tras readlizar el ensayo de unidn (Apartado 6.4 de
materiales y métodos) vy separar las fases, se determind
experimentalmente la actividad de la fase superior, que corresponde a
la actividad del enzima que no se ha unido al almidén (libre) y por
diferencia se calculd la actividad del enzima que se habia unido al
substrato (Tabla 9).

Como se puede observar en la tabla ni la version completa ni la
delecionada se unen al almiddén, mientras que la GA de A. niger si tiene
esa capacidad. Con estos resultados se pudo descartar la hipdtesis de
que la regioén rica en serina y treonina actuara como un dominio de

unidn a substrato.

Actividad tras incubacién con almidén
insoluble y separacién de fases

Actividad inicial

ENZIMA (mU/ml) Actividad enzima Actividad enzima
libre unido
(fase superior) (fase inferior)
A. niger GA 2060 1130 930 (45%)
S. cerevisiae Stalp 10050 9850 200 (2%)
S cerevisiae Staldp 3500 3380 120 (3%)

Tabla 9. Actividad glucoamilasa asociada al almiddn insoluble. La actividad del
enzima libre se corresponde con la fraccidon del enzima no unido al almiddén y que ha
quedado libre en la fase superior. La actividad del enzima unido se determina por
diferencia entre la inicial y la actividad del enzima libre. Entre paréntesis se indica el
porcentaje de acftividad asociada a este substrato. Cada valor de actividad
representa la media de al menos tres determinaciones independientes.
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5. CONSTRUCCION DE UNA GLUCOAMILASA HiBRIDA PORTADORA DE UN
DOMINIO DE UNION A ALMIDON.

El hecho de que la regiéon rica en serina y treonina no actuara
como un dominio de union a substrato en la GA de S. cerevisiae dirigio
los experimentos hacia la produccion de un enzima dotado de un

dominio que cumpliera esta funcion.

La adicién de un dominio de unidén a substrato a enzimas de
intferés biotecnoldgico se ha convertido en una aproximacion utilizada
con frecuencia para mejorar su eficiencia (Ohdan et al., 2000; Limon et
al., 2001; Wernerus et al., 2001; Levy et al., 2004). Nosotros utilizamos este
procedimiento con la glucoamilasa de S. cerevisiae. Para ello,
amplificamos la regién que codifica el SBD (Starch binding domain) de
la glucoamilasa de Aspergillus niger mediante PCR y el fragmento de
DNA resultante se unié en fase con el gen STAT de S. cerevisiae, en el

vector pEMBLyex4 (Apartado 4.4 de materiales y métodos).

El SBD se localiza, generalmente, en posicion carboxi ferminal y en
algunos casos en posicion amino terminal (Apartado 3.3 de la
infroducciéon), por lo que en nuestro experimento realizamos dos
construcciones, esquematizadas en la Figura 23, introduciendo el SBD en
ambos extremos de la proteina. A los pldsmidos que contenian estas
construcciones con el SBD en posicion amino y carboxi terminal de la

proteina, se les denomind pSS4 y pSS2, respectivamente (Tabla 5).

Seleccionamos colonias transformantes de S. cerevisiae con
ambas construcciones en medio sin uracilo a las que denominamos
BY4741 [SBD_STAT1]ny BY4741 [STA1_SBD]n, segun si el dominio de unidn a
substrato estuviera localizado en posicion 5° o 37, respectivamente vy
comprobamos la capacidad amilolitica de estas estirpes observando la

formacion de los halos en placas con almidon (Figura 23).
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pSS2 (SBD C-Terminal)

|
. Ser-Thr-rich domain s Catalytic domain E: SBD
Signal pepfide

BY4741 [STA1_SBD]n

pSS4 (SBD N-Terminal)

| 8] ; .
l SBD Ser-Thr-fich dormain Catalytic domain E:
I

Signal peptide

STA1

BY4741 [SBD_STAI]n

Figura 23. (A) Representacién esquemdtica de los insertos de DNA presentes en las
construcciones pSS2 y pSS4 (Apartado 4.4 de materiales y métodos). Estos insertos
contienen el gen STAI de S. cerevisiae unido al fragmento que codifica el SBD de A.
niger en posicién carboxi terminal (pSS2) o amino terminal (pSS4) (B) Actividad
amilolitica detectable en placa de Petri, en medio completo con almiddn y galactosa,
de las estirpes de levadura BY4741[STAT_SBD]n y BY4741[SBD_STA1]n expresando ambas
construcciones.

El enzima producido por el pldsmido pSS2 mostrd actividad
considerablemente superior a la producida por la construccion pSS4
(Figura 23B, determinacién semicuantitativa de la actividad
glucoamilasa). Para cuantificar la actividad glucoamilasa en
sobrenadante de cultivo, se selecciond la estirpe BY4741[STA1_SBD]n,
gue contiene la construccion pSS2, por tener mds actividad en el
ensayo semicuantitativo. Esta estirpe se cultivd segun las condiciones
indicadas en el apartado 2.1.4 de materiales y métodos para favorecer

la produccidon de la proteina hibrida Sta1-SBDp.

La actividad glucoamilasa se determind en dos ensayos
independientes (Apartado 5.2 de materiales y métodos) utilizando

almiddn soluble o insoluble como substrato ya que el enzima de
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Saccharomyces no posee actividad catalitica apreciable frente al
almidén insoluble. Los resultados de la Figura 24 muestran que los
cultivos que expresan el enzima hibrido tienen una actividad menor que
los de la cepa control BY4741[STAT], frente a almiddn soluble, pero

presentan actividad frente al substrato insoluble.

10000 -

——
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6000 -

——

4000 -

Act (mU/ml)

2000 -

BY4741 [STAL]n BY4741 [STAL SBDJn
140 -
120 | -[
100 | J
£ 801
)
E
5 60
<
40 | -
20 |
0
BY4741 [STAL]n BY4741 [STAL SBDJn

Figura 24. Actividad glucoamilasa producida por tfransformantes de S. cerevisiae
(Cepas BY4741[STAI]ln y BY4741[STA1_SBD]n). La actividad se determiné en
sobrenadante de cultivo, tras 24 de induccidn, usando como substrato almiddn soluble
(A) o almiddn insoluble (B).
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Para comprobar que el dominio de unidn al almiddn presente en
la glucoamilasa hibrida en posicion carboxi terminal es funcional,
determinamos experimentalmente la capacidad de unidn al substrato
qgue poseia Stal_SBDp. (Apartado 6.4 de materiales y métodos). Se
utilizd la glucoamilasa de A. niger como confrol de enzima con
capacidad de uniéon al almiddén. Los resultados de la Figura 25 muestran
que el enzima hibrido, en contraste con el enzima nativo de .
cerevisiae, tiene capacidad de unidén a almidon, comparable a la de la

glucoamilasa de A. niger.

120

O Total
O Unbound
W Bound

100 1

80 1

80

Activity (%)

40

20 +

Figura 25. Porcentaje de actividad glucoamilasa obtenida en ensayos de unidén a
almidoén insoluble para (1) la estirpe BY4741[STA1]n, (2) BY4741[STA1_SBD]n vy (3) A. niger.
La GA de la estirpe de A. niger se utiliza como control de unién al substrato.

Para caracterizar las propiedades de la proteina hibrida
Stal1_SBDp realizamos un gel proteinas en condiciones desnaturalizantes

(Apartado 6.1 de materiales y métodos).

Este gel (Figura 26) mostré que la masa molecular del enzima
hibrido es ligeramente mayor que la de la GA nativa, lo que tiene
sentido ya que se estd sintetizando una proteina con un nuevo dominio

que modifica la masa molecular total. El peso molecular aparente de la
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GA hibrida, es mucho mayor que el correspondiente a su masa tedrica,
lo que indica que, al igual que la glucoamilasa nativa, estd
hiperglicosilada. Esto se confimdé tras un tratamiento con endo-H
(Figura 26, calles B y D) ya que en ambos casos, GA y proteina hibrida
muestran una disminucién en su masa molecular, debido a la perdida

de parte del carbohidrato.

1 2 2 a4
[ TR
200 kDo
120 kDa @
Figura 26. Andlisis SDS-PAGE de preparaciones enzimdticas obtenidas de

sobrenadantes de cultivos de S. cerevisiae que expresan la GA hibrida y nativa. Las
calles 1 y 2 contienen muestras del enzima hibrido Stal_SBDp. Las calles 3 y 4
confienen muestras del enzima nativo Stalp. Las muestras de las calles 2 y 4 fueron
fratadas con el enzima desglicosilante endo-H.

Para comprobar la naturaleza hibrida del enzima se realizd un
andlisis Western que confirmara que el enzima hibrido poseia ambos
dominios (el catalitico y el SBD adicional) (Figura 27). Los resultados de
este andlisis mostraron que el enzima hibrido contiene dominios
antigénicos reconocidos por anticuerpos policlonales especificos para
las glucoamilasas de S. cerevisiae y de A. niger. Muestras de cada una
de estas dos glucoamilasas ensayadas como control, fueron

reconocidas Unicamente por su anticuerpo especifico.
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- 120 kDa -

-80 kDa -

Anficuerpo anti-GA A. niger Anficuerpo anfi-GA Stalp

Figura 27. Andlisis western blot de las glucoamilasas producidas por cultivos de A. niger
y S. cerevisiae. Calle A, marcador de peso molecular. Calle B, glucoamilasa de A.
niger. Calle C, glucoamilasa hibrida. Calle D, Glucoamilasa Stalp de S. cerevisiae.

Los andlisis de la proteina hibrida mostrados (SDS_PAGE y Western
blot, Figuras 26 y 27) permiten deducir que los cultivos de §S. cerevisiae
que expresan la glucoamilasa hibrida producen menos enzima que los
cultivos que expresan la version nativa. La cantidad de proteina
cargada en los geles se ajustd (de 2 a 4 veces mds volumen de muestra
para la proteina hibrida) para obtener bandas comparables. La
actividad menor (Figura 24) respecto al substrato soluble detectada en
Stal1_SBDp puede deberse a que esta version se produce en menor

cantidad.

Debido a que conocemos todos los componentes que conforman
Stal_SBDp se compuso un modelo de la estructura del enzima hibrido,
que se presenta en la Figura 28 (Latorre-Garcia et al., 2005). La proteina
hibrida presenta tres dominios bien definidos. El dominio catalitico (rojo)
y la region rica en serina y freonina (amarillo), corresponden a la
glucoamilasa de S. cerevisiae, a los que se une en posicidon carboxi
terminal el dominio de unidn al almiddn de la glucoamilasa de A. niger

(azul) cuya estructura ha sido resuelta (Sorimachi et al., 1997).
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Figura 28. Modelo de la glucoamilasa hibrida Stal_SBDp. El CD se representa en rojo,
el STRD en amarillo, ambos de S. cerevisiae, y el SBD de A. niger en azul.

6. ANALISIS COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD GLUCOAMILASA EN
ESTIRPES DE Saccharomyces DE DISTINTO ORIGEN Y CONSTITUCION
GENETICA.

Con el objetivo de obtener estirpes de levaduras con elevada
capacidad amilolitica, que permitieran su aplicacion industrial posterior,
se plantearon dos experimentos alternativos. Por un lado estudiamos
estirpes industriales a las que aportamos capacidad amilolitica para
combinarla con la elevada capacidad fermentativa que presentan
estas estirpes. Y por ofro lado generamos, por ingenieria genética de
levaduras, estirpes con multiples copias del gen STAT integradas en su
genoma, en este caso el objetivo era obtener estirpes en las que la
capacidad amilolitica no estuviese ligada a la presencia de presion

selectiva en el medio de crecimiento.
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6.1 Estudio de la actividad glucoamilasa en estirpes industriales de S.

cerevisiae.

Una importante aplicacion industrial de S. cerevisiae es la
produccion de etanol a partir de almidon. Esta transformacion podria
ser redlizada eficazmente por una estirpe de levadura que posea una
elevada capacidad fermentativa y produzca elevados niveles de
actividad glucoamilasa. Para obtener una estirpe con estas
caracteristicas partimos de una seleccidon de levaduras industriales
(Tabla 3) a las que fransformamos con el gen STAI. Las estirpes
industriales poseen una reconocida eficiencia fermentativa por lo que
dotarlas de capacidad amilolitica mejoraria  sus aplicaciones

industriales.

La transformacion de levaduras industriales presenta  dos
dificultades resenables. Por una parte, se trata de estirpes dificimente
transformables, en general; por otra parte, son diploides, aneuploides o
poliploides y protétrofos por lo que para la seleccidn de clones
transformantes es necesario el empleo de marcadores genéticos

dominantes.

Para la introducciéon del gen STAl en cepas industriales
construimos el pldsmido, pKS2 (Figura 29), (Apartado 4.1.2 de materiales

y métodos).

1]
KANMX4 —. 0 STA1
/ CYCGAL

pKS2
10.1 kb

2n
L Amp [r— URA 3 _/

Figura 29. Representacién esquemdtica del pldsmido pKS2. En esta construccion se ha
infroducido el gen STAT en el pldsmido p3003. Vector que tiene como marcador de
seleccién un gen que confiere resistencia al antibidtico geneticina.
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Utilizamos pKS2 para transformar las estirpes industriales de
Saccharomyces que seleccionamos de diferentes colecciones de
cultivos o de fuentes naturales. En estos experimentos incluimos como
control de actividad glucoamilasa la estirpe de S. cerevisiae SPX15-3D.
La tabla 10 muestra la eficiencia de transformacién obtenida para cada
estirpe y el fenotipo amilolitico de los tfransformantes, determinado por el
tamano de los halos de hidrdlisis formados por las colonias
transformantes en medio sélido con almidén. La tabla también muestra
datos cuantitativos de actividad amilolitica (mU/ml), determinada
Unicamente para los fransformantes que mostraron mayor actividad en

el ensayo de actividad en placa.

Los resultados obtenidos muestran grandes diferencias en la
expresion de STAT en las distintas estirpes ensayadas. Algunas estirpes,
como por ejemplo las procedentes de vino de jerez y kéfir, no dan
niveles de actividad detectable lo que puede deberse a que no estdn
expresando o traduciendo correctamente el gen STAI. La estirpe
industrial mds activa (S. pastorianus NCYC519) mostrd actividad muy
superior a la cepa control SPX15-3D que contiene una copia del gen
STAT en su genoma, lo que puede deberse a que en NCYC519 el gen se

encuentra en multiples copias.

Con este experimento, en la mayoria de los casos dotamos de
actividad amilolitica a las estirpes industriales transformadas ya que los
controles de estas estirpes sin transformar no producen halo en ningun
caso. Las diferencias en los niveles de sintesis y secrecion de
glucoamilasa entre las levaduras industriales son probablemente

debidas a la diferente constitucion genética de las estirpes.
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Estirpe de levadura Transformabilidad :';:\:hc:lc:;
Origen ufc/ Fenotipo Sta
ugDNA (%) (mU/ml)
S. cerevisiae
SPX15-3D Polaina y Wiggs, 1983 - - + 150
FIFISSIRAN STAT L \B/Ie?wﬁecziee‘rJ §|r.,e1z983 03 (0015 i 0
FIROSIRAN STATI: \B/Ie?wﬁecziee‘rJ §|r.,e1z983 40 (2) " nd
YKP1[KAN STAT]n K&Fir 1 (0.05) ) 0
Y370[KAN STAT]n Pan 5 (0.25) i nd
S. pastorianus
NCYC452[KAN STAIln  Cerveza 0.1 (0.005) + nd
NYCYS12[KAN STA1]n  Cerveza 2 (0.1) + nd
NYCY519[KAN STAT]n  Cerveza 0.4 (0.02) ++ 4000
NYCYS520[KAN STA1]n  Cerveza 0.1 (0.005) + nd
NYCYS529[KAN STA1]n Cerveza 0.3 (0.015) + nd
NYCY719[KAN STA1]ln  Cerveza 0.7 (0.035) ++ 500
NYCY985[KAN STAT]n  Cerveza 1 (0.05) + nd
NYCY1295[KAN STAT]n Cerveza 0.1 (0.005) + nd
Y100 [KAN STAT]n Cerveza 14 (0.7) + nd
S. bayanus Cepa laboratorio 0.5  (0.025) + nd
NCY 1324 [KAN STAI]n
“S. boulardii” Probidtico 1.5 (0.075) ++ 1700

Y111[KAN STAT]x

Tabla 10. Actividad amilolitica de estirpes de levaduras industriales transformadas con
el pldsmido pKS2 (Tabla 5 de materiales y métodos). Donde:
NCYC: National Collection of Yeasts Cultures, Norwich, UK.

[KAN STAT]n indica que la estirpe contiene el gen STAT en copia multiple y es resistente

a geneficina. nd: no determinado. (-,

amilolitica nula, media y alta.
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6.2 Andlisis de estirpes poliploides de S. cerevisiae portadoras del gen

STA1 en copia multiple.

Generalmente, las estirpes poliploides o aneuploides poseen
propiedades ventagjosas frente a las haploides, como son mejor
crecimiento y mayor capacidad fermentativa (Marin et al., 2001). Las
levaduras con propiedades idéneas para la produccion de etanol
deberian ser estipes con elevada actividad amilolitica, estabilidad
mitdética y crecimiento rdpido; por ello, nos planteamos la obtencién de
estirpes poliploides que presentaran estas caracteristicas.

Con objeto de obtener estirpes de levadura con capacidad
amilolitica elevada y asegurar la estabilidad genotipica, se integrd el
gen STAI en el genoma de la levadura, mediante la tfransformacion de
la estirpe BY4741 con el pladsmido pSI2 (Apartado 4.2 de materiales y
métodos).

El pldsmido pSI2 (Figura 30) contiene el gen STAT bajo control del
promotor CYCGALp y un fragmento de DNA ribosdmico de S. cerevisiae
que dirige la integracién en copia multiple de STAT en el genoma de la
estirpe receptora dirigida a las secuencias repetidas de DNA ribosémico
del locus RDN1 (Adam et al., 1995).

Y stat
n
CYCGALp

pSI2
10.2 kb

K‘ leu 2d

Amp — DNAr

Figura 30. Representacién esquemdtica del pldsmido pSI2. En esta construccion se ha
clonado STAT en el vector pAAT1 que permite la integracidn del gen en las secuencias
repetidas del DNA ribosémico del genoma de la levadura transformada.
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Utilizamos el pldsmido pSI2 para transformar la estirpe BY4741 vy
seleccionamos uno de los fransformantes que presentaba mayor
actividad amilolitica en el ensayo de actividad semicuantitativa. A la
estirpe seleccionada, que presuntamente contenia el gen STAI en
copia multiple integrado en el locus RDN1 de DNA ribosémico, se les
denomind Y453 (Tabla 3).

Por otro lado se obtuvo la estirpe Y427 por cruzamiento de las
estirpes IVPX2-1C (MATa) y Sc340 (MATa) y andlisis de tétradas tras
esporulacion del diploide. Y427 es una estirpe con tipo sexual o que
contiene el casete de expresion de Galdp, construccidon que aumenta
la expresion del inductor Gal4p y por tanto de los genes regulados por el
promotor inducible por galactosa (Mylin et al., 1990; Johnston y Hopper,
1982).

La estirpe Y453 (MATa) se cruzd con Y427 (MATa) para generar
diploides que contuvieran el casete de expresion de Gald4p y el gen
STA1 integrado, con el promotor inducible, en copia multiple. Al diploide
que presentd mayor capacidad amilolitica en placa de Petri con
almidon, se le denomind Y455.

Este diploide fue esporulado (Apartado 2.3.2 de materiales y
métodos) y tras la diseccion de tétradas y el andlisis de las levaduras
producidas, se seleccionaron diferentes estirpes haploides que
presentaban elevada capacidad hidrolitica, entre ellas las estirpes Y456
e Y457. Estas estirpes también presentaba integracion multicopia del
gen STAT y el casete de expresion de Gal4p.

Se realizaron todos los cruzamientos posibles entre los haploides de
diferente tipo sexual y se seleccionaron de nuevo de los diploides que
producian mayor halo (en concreto Y459). Este diploide fue sometido a
tratamiento con luz ultravioleta y posteriormente se analizd su tipo sexual
para seleccionar los diploides homocigdticos para el fipo sexual, se
seleccionaron las cepas Y466 (MATa/MATQ) e Y468 (MATa/MATa) que
presentaban también gran capacidad amilolitica en YPD con almidon y

galactosa.
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A partir del cruzamiento de los diploides (Y466 e Y468) se
generaron diversos tetraploides entfre los que se selecciond Y469 como
el de mayor actividad glucoamilasa en placa.

En todas las estirpes generadas se comprobd la presencia del
casete de expresion de Galdp por dos métodos, por un lado
amplificando un fragmento del casete mediante PCR utilizando los
oligonucledtidos LL407 y LL408 (Tabla 6) y por otro lado, de forma
funcional, cultivando las estirpes e induciendo la expresion del gen STAT
mediante la adicion de galactosa. Ambas metodologias demostraron
que las estirpes habian infegrado el gen STA1 correctamente y poseian
el casete de expresion del gen GAL4.

La tabla 11 muestra los valores de actividad glucoamilasa en
sobrenadante de cultivo inducidos de las distintas estirpes (Apartado

2.1.5 de materiales y métodos).

Estirpes de Casete Ploidia Genotipo Actividad

levadura Mating Type GAL10pGAL4 STA mU/ml
SPX15-30D MATa NO n STAT 180+ 50
Y427 MATa Sl n Stad 0
Y453 MATa NO n [STAI]n 2000+ 500
Y455 MATa/MATa Sl 2n [STAT]n 3300+ 900
Y456 MATa Sl n [STAT]n 3900+1000
Y457 MATa Sl n [STAT]n 3000+ 700
Y459 MATa/MATa Sl 2n [STAT]n 7300£1200
Y446 MATa/MATa Sl 2n [STAT]n 80001800
Y468 MATo/MATa Sl 2n [STAT]n 62001600

N
)

Y469 MATaa/MATaa S [STAT]n ?400+2100

Tabla 11. Actividad glucoamilasa de estirpes con diferente ploidia. Todas las estirpes a
excepcion de SPX15-3D (Polaina y Wiggs, 1983) e Y453 poseen el casete de expresion
de Galdp. Todas las estirpes a excepcion de Y427 poseen el gen STAI integrado en
copia multiple en su genoma. El genotipo completo de las estirpes se encuentra en la
Tabla 3.

Todas las estirpes portadoras de integraciones multiples del gen

STAT mostraron niveles de actividad significativamente superiores a la
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estirpe de referencia SPX15-3D (Polaina y Wiggs, 1983) portadora de una
Unica copia de STAT en su cromosoma. Los diploides y tetraploides con
la integracion en copia multiple y casete de expresion (Y459, Y466, Y468
e Y469) mostraron valores de actividad superiores a los de las estirpes
haploides (Y453, Y456 e Y457) y presentaron una actividad comparable
entre ellos. EIl hecho de que los teftraploides no aumenten
significativamente su actividad respecto a los diploides puede ser
debido a limitaciones en los procesos de secrecion e hiperglicosilacion
del enzima. Para comprobar el grado de hiperglicosilacion de las
glucoamilasas producidas por las diversas estirpes se realizd un andlisis
western blot de las proteinas presentes en los sobrenadantes de cultivos
(Figura 31).

El tetraploide (Y469) produjo una glucoamilasa con masa
molecular menor y mas variable que el diploide (Y459) o la cepa salvaje
(SPX15-3D), como muestra la banda mds extensa que aparece para la

glucoamilasa producida por Y469 en el andlisis western blot.

SDS-PAGE WESTERN BLOT
-
3
Q . e .,i
MW SPX15-3D Y459 Y469 MW SPX15-3D Y459 Y449
(n) (2n)  (4n) (n) (2n)  (4n)

Figura 31. SDS-PAGE y western blot con anticuerpos frente a la GA de S. cerevisiae de
las proteinas secretadas por estirpes de diferente ploidia. MW; Molecular weight, (n,
2n, 4n) ploidia de la estirpe indicada.

Este resultado puede deberse a que el enzima producido por Y469

estd glicosilado solo en parte debido al colapso del proceso de
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hiperglicosilacion por sobreproducir la proteina. Los procesos de
secrecion también podrian verse afectados por el mismo motivo, lo que
limitaria el uso de cepas poliploides en la sobreproduccion de

glucoamilasa.

7. MODIFICACION ESTRUCTURAL DE LA GLUCOAMILASA DE S. cerevisiae
PARA MEJORAR SU ACTIVIDAD CATALITICA.

La mejora de la actividad catalitica de la glucoamilasa de S.
cerevisiae se realizd mediante la aplicacion de técnicas de mutagénesis

dirigida y aleatoria.

7.1 Mutagénesis dirigida.

El modelo estructural de la glucoamilasa de S. cerevisiae (Figura
21) muestra que el dominio catalitico consiste en un barril (a/a)s. Por
similitud con las glucoamilasas de estructura tridimensional conocida,
puede deducirse que los residuos cataliticos acido y base son E521 y
E770.

El dominio catalitico de las glucoamilasas de estructura resuelta
contfiene regiones desprovistas de estructura secundaria (denominadas
bucles o loops), constituidas por segmentos cortos, muy conservados
qgue conectan las hélices a, creando el sitio de unidon del substrato y
favoreciendo el posicionamiento adecuado de los residuos cataliticos
(Coutinho y Reilly, 1994b). Las diferencias en la longitud y composicion
de los loops se han relacionado con las diferencias de especificidad de
enlace (a-1,4 o a-1,6) o de substrato (polimeros u oligosacdridos) que
presentan las diversas glucoamilasas fungicas (Coutinho y Reilly, 1997).

En la mayoria de las glucoamilasas, la velocidad de hidrdlisis de
los enlaces o-1,4 es mayor que la de los enlaces a-1,6. Entfre las
glucoamilasas de actividad bien caracterizada, la del hongo

Hormoconis resinae es la que presenta mayor eficiencia catalitica frente
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a enlaces glucosidicos ao-1,6. Esta mejora de la capacidad
desramificante se ha relacionado con las diferencias que presenta el
enzima de H. resinae en los loops 3y 5. Mediante mutagénesis dirigida
de los residuos que se encuenfran en estos loops se ha conseguido
mejorar las propiedades de hidrdlisis de los enlaces o-1,6 en la
glucoamilasa de Aspergillus, confirmdndose, por tanto, la importancia
de los loops en la especificidad de enlace del enzima (Fierobe et al,.
1996).

Siguiendo una aproximacion similar, hemos modificado los
residuos de las regiones de los loops 3 y 5 de la glucoamilasa de S.
cerevisiae por mutagénesis dirigida (Apartado 8.2 de materiales vy
métodos), con el objetivo de mimetizar la estructura de la GA de H.
resinage y comprobar el posible efecto en la capacidad desramificante

del enzima. La tabla 12 muestra las GAs mutantes obtenidas.

Glucoamilasas fungicas

Loop 3 Loop 5
H.resinae DLWEETYASSFFT...//.._ANGRYAEDMYME. - ... GNPWYL
A. niger DLWEEMNGSSFFT...//. . .ANGRYBEDTYYN. .. .. GNPWFL

S. cerevisiae DLWEEMNBMHFFT . . .7/ . . . ALGRYPEDWYDEYGVGEGNPWVL

Versiones mutantes de glucoamilasa de S. cerevisiae

L3 DLWEETYASSFFT...// .. _ALGRYPEDVYDGYGVGEGNPWVL
L3L5 DLWEETYASSFFT. . .// .. _.AVGRYAEDVYMGYGVGEGNPWVL
LS AVGRYAEDVYMGYGVGEGNPWVL
LDS AVGRYAEDVYMG GNPWVL

Tabla 12. Alineamientos de secuencia proteica de las regiones de los loop3 y loop5 de
las GA de H. resinae, A. nigery S. cerevisiae. Versiones mutantes de STAT obtenidas por
mutagénesis dirigidas (denominadas L3, L3L5, L5 y LD5).
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En los mutante L3 y L5 se modificaron los loops 3 0 5 por separado,
realizando los cambios en base a la secuencia de la GA de H. resinae,
el mutante L3L5 combina los dos grupos de cambios y en el mutante
LD5 se modifico el loop5 eliminando una regién no conservada de cinco
aminodcidos que estd presente en S. cerevisiae.

Los oligonucledtidos utilizados para realizar cada mutacion se
indican en la tabla 6. La comprobaciéon de los cambios infroducidos se
realizd por secuenciacion de la region del loop3 (oligonucledtido LL458)
y delloops (oligonucledtido LL460).

Las GAs mutantes se clonaron en el vector de expresion de
levadura pYES2. Y los construcciones obtenidas se transformaron en la
estirpe BY4741. La seleccion de mutantes con actividad glucoamilasa
se realizdé en base al diametro de los halos producidos por Ias colonias
transformantes de levadura, sembradas en placas de Petri con almiddn
insoluble al 1% o con pululano al 1%.

Ninguno de los transformantes mostré una mejora en la actividad
desramificante (ensayada con pululano como substrato). Ademds, la
mayoria perdian su actividad para degradar enlaces o-1,4. El estudio
del modelo de la estructura fridimensional del enzima puede explicar,
en parte, este descenso en la actividad glucoamilasa.

El modelo (Figura 21) muestra la complejidad estructural que
presenta el dominio catalitico de la GA. Esta complejidad dificulta
enormemente la modificacion de la especificidad del enzima frente a
un tipo concreto de enlace glicosidico, por infroduccion de mutaciones
en los loops. En concreto el loop3 se encuentra muy proximo al residuo
catalitico E521 y cualquier modificacion en este entorno es previsible
que afecte la configuracion del sitio catalitico. Por otro lado, las
modificaciones en el loop5 no se prevé que afecten de forma tan
dréstica al residuo catalitico, por lo que podria esperarse el
mantenimiento de la actividad a-1,4 y una mejora de la eficiencia
frente a los enlaces a-1,6. Sin embargo, los ensayos del mutante L5 no

mostraron actividad de ningun tipo.
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Para explicar estos resultados se analizd un modelo estructural de
la region que engloba el loop 5. En esta regidon de la GA de S.
cerevisiae se encuenitra presente un segmento de 5 residuos, no
presente en ofras glucoamilasas de la familia, que puede estorbar el
acceso del substrato al centro catalitico y dificultar, por tanto, la
hidrolisis de los enlaces a-1,6 (Figura 32). Basdndonos en esta
observacion, disenamos una variante del enzima con una delecion de
los cinco residuos presentes en S. cerevisiae acompanada de los
cambios puntuales en el loop5 conforme a la secuencia de H. resinae.
Este mutante (LD5) mostré actividad a-1,4 reducida pero no actividad
desramificante.

La falta de éxito de la aproximacion descrita, tanto en la region
del loop3 como del loop5, probablemente es debida a la dificultad de
infroducir cambios en residuos proximos al centro catalitico sin causar
modificaciones no deseadas que afecten a la actividad,

modificaciones dificilmente predecibles en base al modelo estructural.

Loop 5
I
R
~
\._ f
¢ y
S. cerevisiae GA A. niger GA

Figura 32. Esquema comparativo de la regién del loop 5 en las glucoamilasas de S.
cerevisiae y A. niger.
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7.2 Mutagénesis aleatoria.

El gen STAT vy las distintas versiones modificadas por mutagénesis
dirigida y por error prone-PCR, se sometieron a un proceso de DNA-
shuffling (Apartado 8.1.1 y 8.1.2 de materiales y métodos).

Posteriormente se infrodujeron por transformacién en la levadura
BY4147, junto con una forma linealizada del vector pYES2. Para ello, los
productos a transformar (Vector lineal e insertos mutagenizados) se
amplificaban con sus oligonucledtidos especificos (De LL481 a LL484,
Tabla 6) de forma que ambos fragmentos presentaran una homologia
de unas 100pb en sus extremos. Esta homologia permite la
recombinacidn directa en levadura y evita un paso intermedio de
clonaciéon en E. coli. En algunos casos, el paso por la bacteria, limita la
generacion de una biblioteca de mutantes representativa del shuffling
por problemas en la ligacién de los insertos en el vector de levaduras
(Bulter y Alcalde, 2003).

Como control de actividad glucoamilasa se utilizd la estirpe
BY4147[GALIp_STA1]n, estirpe transformada con la construccion pYS2
(Tabla 5). En el plasmido pYS2 el gen STAT sin modificar estd clonado en
el vector pYES2 y se encuentra regulado por el promotor del gen GALI
(Apartado 4.1.1 de materiales y métodos).

Se transformd la estirpe BY4147 con ambos fragmentos (vector e
inserto) y se seleccionaron los tfransformantes en placas de medio
minimo sin uracilo. Estas placas se replicaron, con ayuda de un
terciopelo, a placas de YPD con almiddn insoluble y galactosa para
detectar aquellos ftransformantes que presentaban  actividad
glucoamilasa (Figura 33). Se ensayaron aproximadamente unos 10.000
transformantes, obtenidos en 3 experimentos independientes de

mutagénesis aleatoria.
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Figura 33. Halos de hidrdlisis en placa con almiddn
insoluble de la estirpe BY4741 transformada vy
expresando versiones mutantes de la glucoamilasa.

Se seleccionaron aproximadamente 1.000 colonias que
presentaban un halo mds grande o mds claro en placas con almidén
insoluble. Tras el de cultivo de los clones (Apartado 2.1.6 de materiales y
métodos) se ensayd la actividad glucoamilasa en sobrenadante de
cultivo. De las mil colonias ensayadas solo una, el Clon24 (Cl24),
presentd un incremento significativo de la actividad glucoamilasa en
sobrenadante de cultivo.

Dado que con las técnicas de mutagénesis dirigida y el andlisis del
modelo no habiomos obtenido variantes del enzimma mds activos,
secuenciamos el mutante de glucoamilasa generado por mutagénesis
aleatoria, a la que denominamos Cl24p, para investigar qué cambios
eran los que originaban el incremento de la actividad. Para secuenciar
la version mutante del gen STA1 que producia Cl24p se utilizaron los
oligonucledtidos PB161, AC271, AC272, AC329, AC357, AC358, LL330,
LL458, LL461, LL462, LL477 (Tabla 6).

Los cambios en la secuencia nucleotidica de Cl24p se muestran
en la tabla 13. En esta tabla aparecen listados los nucledtidos que han
cambiado, las alteraciones que se producen tanto en el gen como en
la proteina y la region donde se encuentra el cambio dentro de los

dominios de la GA de S. cerevisiae.
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Cambio en DNA Cambio en proteina Localizacién
(STAT) (Glucoamilasa)

nt. 198 ACT_ACC STRD
nt. 220 TCA__ACA Ser 74 Thr STRD
Ant. 325 a nt. 646 AThr109 a Pro215 STRD
nt. 857 ACG__ATG Thr 286 Met STRD
nt. 909 TI1_11¢ STRD
nt.1023 AAC_AAT - STRD
nt.1061 CAG__CIG GIn 354 Leu STRD
nt.1530 GAT_GAC CD
nt. 2247 ccr._cce CD

Tabla 13. Cambios infroducidos en la version mutante del gen STAI. La notacion nt. n°,
indica el nucledtido cambiado; A, indica una delecién con ambos residuos incluidos;
STRD (Ser/Thr rich domain) y CD (Catalitic domain) son los dominios de la glucoamilasa
de S. cerevisiae.

La secuenciacidon mostrd nueve cambios en la secuencia
nucleotidica de la version mutante del gen STAT aungue Unicamente
cuatro de ellos producen alteraciones en la proteina Cl24p con
respecto a la glucoamilasa nativa. En el resto de los cambios, las
alteraciones de la secuencia de nucledtidos no se traducen en la
secuencia proteica.

La Figura 34 muestra los residuos reemplazados en la secuencia
primaria de la glucoamilasa. Como puede observarse los cambios se
han producido en la region rica en serina y treonina sin afectar en

ningun caso al dominio catalitico.
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MVGLKNPYTHTMQRPFLLAYLVLSLLFENSALGFPTALVPRGSSSSNITSSGPSSTPESS

ATES FSTGTTVTPSIS KYPGSKTETSVSSTTETTIVPTTTTTSVITPST
GTNSAGETTSGCSPKTITTTVPCSTSPSETASESTTTSPTTPVTTVVSTTVVTTEYSTSTKQGGEITTTFE
VTKNIPTTYLTTIAPTSSVTTVTN FTP1 TTITT|TVCSTGTNSAGETTSGCSPKTVTTTVPCS

TGTGEYTTEATAPVTTAVTTTVVITTESSTGTNSAGKTTSYTTKSVPTTYVFDFGKGIL
DQSCGGVFSNNGSSQVQLRDVVLMNGTVVYDSNGAWDSSALEEWLJRQKKVS IER IFEN
IGPSAVYPSILPGVVIASPSQTHPDYFYQWIRDSALT INS IVSHSADPAIETLLQYLNV
SFHLQRTNNTLGAG IGYTNDTVALGDPKWNVDNTAFTEPWGRPQNDGPALRS IAILKI I
DY 1KQSGTDLGAKYPFQSTAD I FDD I VRWDLRF I I DHWNSSGFDLWEEVNGMHFETLLV
QLSAVDRSLSYFNASERSSPFVEELRQTRRD I SKFLVDPANGF INGKYNY IVETPMIAD
TLRSGLDISTLLAANTVHDAPSASHLPFD INDPAVLNTLHHLMLHMRS 1'YP INDSSKNA
TGIALGRYPEDVYDGYGVGEGNPWVLATCAASTTLYQL 1 YRHISEQHDLVVPMNNDCSN
AFWSELVFSNLTTLGNDEGYL ILEFNTPAFENQT I1QK I FQLADSFLGQAESHVGTDGELS
EQFNKYTGFMQGAQHLTWSYTSFWDAYQIRQEVLQSL

Figura 34. Estructura primaria de la glucoamilasa de S. cerevisiae. En negrita se senala
el péptido senal; en rosa el dominio rico en serina y treonina; y en azul el dominio
catalitico. Los cambios existentes en la forma mutante del enzima se indican en
sombreado negro y son S74T, T286M y Q354L. La secuencia de 107 aminodcidos
perdida, desde T109 hasta P215 ambos inclusive, se indica entre corchetes en negrita.

Los cambios Ser74Thr, Thr286Met y GIn354Leu parecen poco
significativos porque se localizan en la superficie de la proteina, en una
zona que no es previsible afecte de forma significativa a su estructura
tridimensional.

El cambio mds notable fue la delecion de 107 aminodcidos
producida al principio de la regién rica en serina y treonina. Como se
observa en la Figura 34 la delecion generada por el proceso de DNA
shuffling se ha visto favorecida por la existencia de secuencias repetidas
en la secuencia de nucledtidos que permiten su apareamiento y la
posterior amplificacion durante el proceso de shuffling. En concreto, la
presencia de una secuencia palindromica, TTITT que aparece en la zona

adyacente ala delecidon ha favorecido la generacion de esta version.
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Este cambio como se observa en el modelo (Figura 35) elimina
uno de los tres barriles beta que forman la regidon rica en serina y
treonina, en concreto el primero, y altera la estructura secundaria del

segundo.

Figura 35. Modelo de la regidn amino terminal (rica en Ser/Thr) de la glucoamilasa de
S. cerevisiae (rojo) y de la version mutante Cl24p (verde).

Dado que la version mutante (Cl24p) presenta mayor actividad
que la cepassilvestre y el cambio mds notable que se produce en ella es
la presencia de una delecién, podemos comparar esta versidn con la
version Staldp (descrita en el apartado 2 de Resultados). La actividad
del mutante Cl24p es superior a la actividad mostrada por el silvestre y

por la version Staldp cuya actividad es notablemente inferior (Tabla 14).
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Versiones de la -
Enlaces que hidroliza

GA de

S. cerevisiae a-1,4 (mu/ml) a-1,6 (mu/ml)
Stalp 7500 10
Staldp 3500 3
Cl24p 14200 11

Tabla 14. Actividad de diferentes variantes de GA de S. cerevisiae. Se muestra la
actividad frente alos enlaces a-1,4y a-1,6.

En ninguna de las variantes de la glucoamilasa de S. cerevisiae se
ha obtenido una mejora de la actividad frente a enlaces o-1,6. Sin
embargo, el proceso de mutagénesis aleatoria ha permitido obtener
una version mas activa que el enzima nativo. El estudio estructural de
Cl24p ha mostrado que la mayor actividad se debe a una mejora en la
produccion del enzima ya que la versibn mutante no posee ninguna
alteraciéon de la proteina que afecte al dominio catalitico.

Seria necesario contfinuar con el proceso de mejora de Stalp
hasta obtener variantes con mayor eficiencia catalitica vy
posteriormente combinar esta estrategia con la utilizacidon de estirpes

superproductoras del mutante mds activo.
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1. SOBREPRODUCCION DE GLUCOAMILASA ENDOGENA EN
Saccharomyces cerevisiae.

1.1 Expresion del gen STA1 en Saccharomyces cerevisiae bajo control
de un promotor regulable.

La glucoamilasa codificada por STAI, un gen de la propia
levadura, es sintetizada y secretada por S. cerevisiae de forma natural
sin los problemas inherentes a la expresion de genes heterdlogos. Con el
objetivo de obtener cepas de levadura capaces de degradar vy
fermentar eficientemente el almiddn, la sobreproduccion del enzima
enddgeno era una alternativa viable a la expresion heterdloga de
genes que codifican amilasas procedentes de ofros microorganismos.
Un estudio previo de distintas estirpes de laboratorio y de distintas
construcciones genétficas en las que el gen STAT se expresd en
pldsmidos episdmicos condujo a la seleccion de la estirpe BY4741[STAT]n
como mejor opcion para la produccion del enzima.

Las construcciones se realizaron bajo control de expresion de un
promotor regulable por galactosa en pldsmidos episdmicos que
mejoraron la produccién de la glucoamilasa. Los promotores de los
genes GAL son una buena opcidn cuando se quiere controlar
eficientemente la produccién de una proteina en levaduras (Johnston,
1987). En nuestro caso el promotor CYCGAL funciond correctamente en
todas las estirpes estudiadas. En el caso de Sc340[STA 1] la produccion
de la glucoamilasa no mejord, pesar de que esta estirpe produce la
proteina inductora (Gal4p) (Mylin et al., 1990; Johnston y Hopper, 1982)
qgue mejora la expresion de los genes regulados por los promotor GALIO0.
En nuestro caso la disminucion de la actividad de Sc340[STA 1], respecto
a las ofras estirpes no sobreproductoras de Galdp puede deberse tanto
a problemas en la traduccidén como a saturacidon en los procesos de
secrecion y fransporte (Mattanovich et al., 2004; Gasser y Mattanovich,
2007).
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1.2 Estudio de la actividad glucoamilasa en estirpes industriales de S.

cerevisiae.

La obtencidon de estirpes industriales que expresen construcciones
derivadas del gen STAI tiene inferés biotecnoldgico porque permifiria el
empleo de estas levaduras en la degradacion del almiddén y posterior
fermentacion de la glucosa generada.

Por este motivo transformamos una serie de estirpes industriales
con pldsmidos portadores del gen STAI. Para estas construcciones
utilizamos como marcador de seleccidon la resistencia a un antibidtico
(geneticina), ya que la ausencia de otro tipo de marcador en las cepas
industriales no permite el uso de los habitualmente uftilizados para
estirpes de laboratorio.

Las cepas de levaduras industriales presentaron una eficiencia de
transformacion mucho menor que las cepas de laboratorio aunque en
algunos casos se han descrio alta eficiencia en la transformacion de
levaduras industriales (Guerra et al, 2006). La produccion de la
glucoamilasa por cepas industriales fue variable, pero entre las estirpes
ensayadas obtuvimos algunos transformantes con elevada actividad
glucoamilasa que podrian ser interesantes para ser utilizados la

fermentacion directa del almidon.

1.3 Andlisis de estirpes poliploides de S. cerevisiae portadoras del gen

STA1 en copia multiple.

Las estirpes transformadas con pldsmidos episdmicos requieren
una presion selectiva para el mantenimiento del pldsmido con el fin de
evitar la pérdida del éste durante la division celular. Las estirpes
productoras de glucoamilasa, transformadas con los pldsmidos
episdmicos, se crecieron en medio minimo carente de un requerimiento
nutricional esencial para la levadura, requerimiento que fue

suplementado por el marcador de seleccion del plasmido.

- 120 -



Discusion

Una aproximacion alternativa que asegura elevados niveles de
expresion, sin riesgo de pérdida del gen por inestabilidad mitdtica, es la
infegracion del gen en el DNA gendmico de la estirpe hospedadora.
Ademds para conseguir niveles elevados de expresion es Util lograr la
infegracion del gen en multiples copias, con este fin se dirige el gen de
interés a secuencias repetidas del genoma de la levadura.

En nuestro caso se obtuvieron estirpes de levaduras con el gen
STAT integrado en su genoma utilizando las secuencias repetidas del
DNA ribosomico (Adam et al., 1995). Para mejorar todavia mas la
produccion enzimdtica las estirpes se cruzaron con estirpes que poseian
el sistema de control del promotor de GALI0 bajo el que se encontraba
regulado el gen STAT y se aumentd el nimero de copias del gen
integrado obteniendo levaduras diploides y tetraploides. Las estirpes
obtenidas mejoraron la produccion de enzima en comparacion con la
estirpe haploide, ya que poseioan una actividad superior, pero el
aumento de la actividad no crecidé en proporcidon a la ploidia. Esto
puede deberse a que si el sistema de control del promotor GALIO
funciona bien se estdn produciendo elevados niveles de expresion
génica que pueden provocar una saturacion de los sistemas de
traduccion, secreciéon y, en el caso de la glucoamilasa, de glicosilacion
de la levadura, sobre todo en el caso de las estirpes tetraploides
(Vanoni et al 1989; Mattanovich et al.,, 2004; Gasser y Mattanovich,
2007).

Adam et al., (1995) construyeron estirpes con genes infegrados en
copia multiple y a la vez sobreproductoras de la proteina inductora
Gal4p, componente esencial del sistema de control del promotor GALIO
y en el caso de estirpes de elevada ploidia estas caracteristicas
producian la lisis celular. En nuestro estudio las estirpes diploides vy
tetraploides presentaron mayor actividad por volumen de cultivo que
las haploides y la expresion de Gal4p favorecid la sobreproduccion del
enzima hasta niveles elevados pero que no colapsen otros sistemas

celulares.
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2. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA GLUCOAMILASA DE Saccharomyces
cerevisae.

El andlisis de la secuencia de la glucoamilasa de S. cerevisiae
pone de manifiesto distintas propiedades del enzima y revela su relacion
evolutiva con otras proteinas (Yamashita et al., 1985a, Yamashita et al.,
1987). La version delecionada de la glucoamilasa demuestra la
existencia de dos dominios estructural y funcionalmente diferentes: Un
dominio catalitico que comprende aproximadamente la mitad carboxi
terminal de la proteina y ofro dominio, situado a continuacion del
péptido senal, rico en residuos de serina y freonina que presenta una
secuencia homodloga a la de la proteina codificada por el gen
FLO11/MUCT de S. cerevisiae.

La existencia de enzimas con estructura tfridimensional resuelta
que presentan elevada similitud con las proteinas de interés permite la
obtenciéon de modelos estructurales. En nuestro caso se modeld el
dominio catalitico del enzima utilizando las coordenadas cristalograficas
de la glucoamilasa de S. fibuligera (Sevcik et al., 1998). Las propiedades
de la estructura resultante, en concreto la configuracion y tamano del
centro catalitico, se ajustan bien con los valores esperados.

El estudio estructural y funcional de la regiéon rica en serina vy
treonina resultd, sin embargo, mds complicado. Los resultados de un
andlisis  BLASTP  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) mostraron la
existencia de diferentes tipos de proteinas eucariotas con regiones ricas
en serina y freonina filogenéticamente relacionadas con la
glucoamilasa. Estas proteinas fienen como Unica conexion clara el ser
extracelulares lo que sugiere que el dominio comun a todas ellas podria
ser importante en los procesos de secrecion.

En una busqueda de proteinas resueltas estructuralmente, con
coordenadas atdmicas depositadas en la base de datos Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org), encontramos similitud significativa entre el

dominio rico en serina y freonina de la glucoamilasa y determinadas
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proteinas bacterianas (invasina e intimina) implicadas en la adhesion de
bacterias patdgenas a células eucariotas. Invasina e intimina actian
mediante la interaccidn con otras proteinas de membrana de la célula
del hospedador en la fase previa a la invasion de esta célula por parte
de la bacteria (Hamburger et al., 1999; Luo et al., 2000). La existencia de
esta homologia nos ha permitido obtener un modelo para la region
amino terminal de la glucoamilasa. La estructura resultante muestra una
apreciable similitud con el dominio de unidn al amiddén de la
glucoamilasa de Aspergillus niger (Sorimachi et al., 1996; 1997) pero los
resulfados de los experimentos de unidn a substrato descartaron esta
funcion, ya que ni Stalp ni Staldp eran capaces de unirse al almidon
insoluble.

Es importante destacar que el estudio de los modelos estructurales
es una potente herramienta para el andlisis de los procesos que se
producen a nivel molecular. En nuestro caso el modelo estructural del
STRD de Stalp permite relacionar diferentes procesos no conectados a
priori. Ademds de la relacién estructural con la invasing, la regidn rica en
serina y treonina presenta homologia con proteinas codificadas por los
genes FLO de levaduras lo que puede tener implicaciones interesantes.

Los genes FLO codifican proteinas extracelulares relacionadas con
los fendmenos de floculacion, formacion de pseudohifas, biofims vy
crecimiento invasivo (Gancedo, 2001; Gagiano et al., 1999). La similitud
en la secuencia del gen STAT y MUCIT/FLOI1 se extiende a la zona del
promotor por lo tanto los genes STA son, al menos en algunos casos, co-
regulados con genes que codifican proteinas extracelulares
relacionadas con estos procesos de crecimiento diferencial.

Debido a que la estructura terciaria de las proteinas estd mucho
mas conservada que la estructura primaria, es légico predecir que las
floculinas y adhesinas de levaduras deben presentar plegamientos
similares al de las invasinas bacterianas. Las adhesinas de
Saccharomyces se han relacionado con fendmenos de patogénesis

tales como la formacién de biofilms (Verstrepen y Klis 2006; Reynolds y
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Fink, 2001; Guo et al., 2000). También hay evidencias de que los genes
FLO de las levaduras patdégenas del género Candida estdn
directamente relacionados con su patogénesis (Cormack et al., 1999).
Por lo tanto, el mecanismo molecular subyacente en los procesos de
patogénesis podria ser el mismo que el de las interacciones invasina

bacteriana-proteinas del hospedador.

3. HIPERGLICOSILACION.

La glicosilacion de proteinas en células eucariotas juega un papel
esencial en muchos procesos tales como el plegamiento, el tfransporte
de biomoléculas, el mantenimiento de las estructuras proteicas y
celulares, la adhesidn y el reconocimiento celular. En S. cerevisiae la
mayoria de glicoproteinas extracelulares sufren procesos de
hiperglicosilacion (Conde et al., 2004).

En contraste con estudios previos (Kleinman et al., 1988; Modena
et al., 1986; Yamashita et al., 1985c), las bandas observadas en los geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes indican que la
glucoamilasa se sintetiza como un mondmero hiperglicosilado.

La fraccion del carbohidrato representa cerca del 80% del peso
de la proteina, como se puede calcular al comparar el peso tedrico del
polipéptido y el obtenido experimentalmente. La elevada glicosilacion
puede ser explicada en base a la secuencia y al modelo estructural de
la proteina. La glucoamilasa es un substrato ideal para la
hiperglicosilacion ya que contiene trece residuos de asparraging,
localizados en la secuencia primaria (Figura 36), que son susceptibles de
N-glicosilacion. Ademds, contiene multiples sitios de O-glicosilacion en

la region rica en residuos de serina y freonina (Jentoft, 1990).
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MVGLKNPYTHTMQRPFLLAYLVLSLLFNSALGFPTALVPRGSSSSEISSGPSSTPFSSATESF
STGTTVTPSSSKYPGSKTETSVSSTTETTIVPTTTTTSVITPSTTTITTTVCSTGTNSAGETTS
GCSPKTITTTVPCSTSPSETASESTTTSPTTPVTTVVSTTVVTTEYSTSTKQGGEITTTFVTKN
IPTTYLTTIAPTSSVTTVTlIPTTITTTVCSTGTNSAGETTSGCSPKTVTTTVPCSTGTGEYT
TEATAPVTTAVTTTVVTTESSTGTNSAGKTTTSYTTKSVPTTYVFDFGKG ILDQSCGGVFSN
BSQVQLRDVVLMEVVYDSNGAWDSSALEEWLQRQKKVSIERIFENIGPSAVYPSILPGVVIA
SPSQTHPDYFYQWIRDSALTINSIVSHSADPAIETLLQYLNEFHLORTNNELGAGIGY TREE
ALGDPKWNVDNTAFTEPWGRPQNDGPALRSITAILKI IDY IKQSGTDLGAKYPFQSTADIFDDIV
RWDLRF I 1 DHWVlIGFDLWEEVNGMHFFTLLVQLSAVDRSLSY FlIERSSPFVEELRQTRRDI
SKFLVDPANGF INGKYNY IVETPMIADTLRSGLD I STLLAANTVHDAPSASHLPFD INDPAVLN
TLHHLMLHMRS 1YP | llSKIlIG 1 ALGRYPEDVYDGYGVGEGNPWVLATCAASTTLYQLI'YRH
I SEQHDLVVPMNNDCSNAFWSELVFS|lTLGNDEGYL I LEFNTPAFJlJ1 OK 1 FQLADSFLGQ
AESHVGTDGELSEQFNKYTGFMQGAQHLTWSYTSFWDAYQIRQEVLQSL

Figura 36. Secuencia primaria de la glucoamilasa Stalp de S. cerevisiae en la que se
indican los posibles puntos de N-glicosilacion (NXS/T). En negro péptido seial; en rosa
el dominio rico en serina y freonina; el resto de la secuencia (azul) corresponde al
dominio catalitico.

La hiperglicosilacion ocurre por extension de un nicleo de glicano
unido a una asparragina (Munro, 2001). Dado que la extension del
carbohidrato puede conducir a moléculas de gran tamano, este
proceso estd sujeto a restricciones estéricas. La accidon de la
maquinaria enzimdtica implicada en el proceso de hiperglicosilacion se
verd favorecida por senales de glicosilacion que se encuentren en la
superficie de la proteina y que permitan la progresion del carbohidrato
de manosa hacia el exterior. En la glucoamilasa de S. cerevisiae existen
numerosos puntos de N-glicosilacion situados en la zona exterior de la

proteina (Figura 37).
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Figura 28. Representacion estructural de la glucoamilasa de S. cerevisiae. La figura
muestra dos puntos de vista diferentes del dominio catalitico en los que los residuos de

Asn, posibles puntos de glicosilacion (Secuones NXT/S) se destacan en amarillo.

La dlicosilacion contribuye al plegamiento del polipéptido
naciente durante su sintesis y favorece la estabilizacion de la proteina
madura (Mitra et al., 2006; Wang et al., 1996). La expresion del gen
STAl en una estirpe mnn9 (BY4741 mnn® [STAT]n), incapaz de
hiperglicosilar, condujo a una variante de glucoamilasa con menor

contenido en carbohidrato, este enzima no hiperglicosilodo es menos
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activo que la variante nativa, como indican los datos de actividad
obtenida tras la produccidn de ambas versiones del enzima. Seria
interesante determinar si el descenso de actividad observado en la
estirpe mnn9 es debido a un descenso en la produccidon de enzima
correctamente plegado, o a un descenso en la secrecion. Los estudios
de estabilidad térmica en las dos variantes enzimdaticas no confirmaron
el papel protector de la hiperglicosilacion frente a la desestabilizacion
térmica descrito para ofros enzimas como las glucoamilasas de A. niger
y S. fibuligera (Safari-Aghdam et al., 2005; Solovicova et al., 1996).

La hiperglicosilacion tiene un papel critico en los procesos de
secrecion (Agaphonov et al, 2002) ya que ambos procesos,
glicosilacion/secrecion, se saturan cuando se expresan elevados niveles
de proteina secretable presumiblemente porque surgen competencias
por moléculas limitantes (Vanoni et al., 1989; Mattanovich et al., 2004;
Gasser y Mattanovich, 2007). Debido a las caracteristicas de la
glucoamilasa podria esperarse una incompleta glicosilacion de la
proteina cuando se expresa a niveles muy superiores a los que se dan
en el tipo silvestre. Inmunoensayos de la glucoamilasa secretada en las
estirpes tetraploides muestran que las levaduras transformadas secretan
formas de glucoamilasa parcialmente glicosiladas (Figura 31). E
proceso de dlicosilacion que fiene lugar en el Golgi, previo a la
secrecion del enzima, podria ser el principal paso limitante a la

sobreproduccion de la glucoamilasa en S. cerevisiae.

4. CONSTRUCCION DE UNA GLUCOAMILASA HIiBRIDA Y EXPRESION EN S.
cerevisiae.

La glucoamilasa de levadura no puede unirse a los grdnulos de
almiddn insoluble debido a que carece de un dominio de unidn a
substrato. Este hecho la hace muy ineficiente frente a las formas no
procesadas de almiddn que son las que generalmente se utilizan en los

procesos industriales. Con el objetivo de mejorar la actividad frente a
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este tipo de substrato insoluble, proyectamos la construccion de
enzimas hibridos que contuviesen un dominio de unidén al almidén
(Latorre-Garcia et al., 2005).

Los dominios de unidn a substrato son estructuras proteicas
modulares, relativamente pequenas e independientes de los dominios
cataliticos. Su adicidon a una proteina enddgena de la levadura
deberia representar una menor carga genética para la estirpe
hospedadora que la expresion de un gen heterdlogo. La ingenieria de
proteinas mediante la adicion de un dominio de unidn a substrato se ha
convertido en una aproximacion relativamente frecuente utilizada para
mejorar las propiedades funcionales de distintos tipos de enzimas. A
menudo, el dominio de unidn se usa para incrementar la eficiencia
catalitica, pero también se utiliza como dominio de afinidad que facilita
la purificacion de la proteina. El uso de dominios de unidon a almiddn o
celulosa para estos propdsitos se ha descrito en numerosas
publicaciones (Shoseyov et al., 2006; Levy et al.; 2004; Ji et al., 2003;
Wernereus et al., 2001; Limon et al., 2001; Ohdan et al., 2000).

Como solucién concreta abordamos la adicion del dominio de
unidn a almiddén de la glucoamilasa de A. niger en las zona amino y
carboxi terminal de la proteina Stalp. Las glucoamilasas fungicas
presentan dominios de unidn a almidén en los dos exiremo de la
proteina y la localizacidn de dominio de unidn afecta, por razones
estéricas, a la capacidad de uniéon y de hidrdlisis del enzima (Cornett et
al., 2003). La version de enzima hibrido portador del dominio de unién a
almidén en el extremo N-terminal mostré una capacidad de hidrolizar
almiddn muy limitada, lo que podria deberse a que esta versidon no se
estd sinfetizando o secretando adecuadamente. También Ia
localizacion amino terminal podria interferir estructuralmente con el
dominio rico en serina y treonina. Afortunadamente, la adicion del
dominio en el extremo C-terminal, condujo a una forma enzimdatica
activa, con capacidad de unirse al substrato y de hidrolizar almiddn

insoluble, capacidad que no posee el enzima nativo de levadura.
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Las medidas de actividad enzimdtica indicaron que el enzima
hibrido poseia una actividad similar a la del enzima nativo frente a
almiddn soluble, aunque es producido por la levadura en menor
cantidad. La menor produccion de enzima hibrido podria deberse a su
mayor masa molecular que dificultaria la sintesis y secrecion del enzima
o a caracteristicas asociadas a la secuencia del dominio de unién de A.
niger que no permitan el correcto procesado del enzima hibrido por
parte de la levadura.

La obtencion de una cepa de S. cerevisiae capaz de producir una
variante del enzima enddgeno capaz de unirse e hidrolizar almiddn
insoluble supone un avance importante para una futura aplicacion

biotecnoldgica.

5. MEJORA DE LAS PROPIEDADES ENZIMATICAS DE LA GLUCOAMILASA
POR TECNICAS DE INGENIERIA DE PROTEINAS.

La ingenieria de proteinas y mdas en concreto la evolucion dirigida
permite la mejora de enzimas con aplicacion industrial. Este proceso,
gue mimetiza la evolucidén natural, se lleva a cabo mediante etapas
alternas de generacion de proteinas mutantes, con ofras de seleccion
de clones con propiedades mejoradas.

Las mutaciones se infroducen en la secuencia nucleotidica tanfo
en lugares especificos mediante mutagénesis dirigida (denominando el
proceso de "diseno racional') como al azar por mutagénesis aleatoria
(Often y Quaz, 2005). Numerosos enzimas relacionados con la
biosintesis, modificacion y degradacion de carbohidratos han mejorado
sus propiedades utilizando esta metodologia (Yuan et al., 2005).

La mejora de las propiedades de la glucoamilasa de S. cerevisiae
abordada en este trabajo tiene un obvio interés biotecnoldgico debido
a su posible aplicacion en la bioconversidon de almiddn en etanol y en

otros productos de fermentacion.
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Con el objetivo de mejorar la capacidad desramificante de la
glucoamilasa se utilizd el modelo estructural del enzima para disenar
variantes actuando sobre los loops 3 y 5 de la proteina. La informacion
relativa a otras glucoamilasas de Ia misma familia, indicaba que estas
regiones tenian influencia en la especificidad sobre los enlaces a-1,6 de
la molécula de almiddén (Fierobe et al., 1996). Esta aproximacion, por
“diseno racional”, no proporciond resultados positivos, ya que ninguna
de las variantes obtenidas poseia actividad desramificante y en la
mayoria de los casos perdian su capacidad de hidrolizar enlaces a-1,4.
Probablemente, Ias modificaciones en la secuencia primaria causan
distorsiones estructurales que impiden la produccidon de un enzima
funcional. Por ofra parte, los conocimientos actuales sobre Ias
relaciones estructura-funcion en proteinas suelen ser insuficientes para
hacer del diseno racional una aproximacion viable en los procesos de
evolucioén dirigida (Yuan et al, 2005).

Los experimentos de mutagénesis aleatoria permiten encontrar
caminos para la mejora enzimdtica que no pueden ser anticipados por
un diseno racional (Bulter et al., 2003). En este trabajo aplicamos la
técnica de DNA-shuffling (Stemmer, 1994 a y b) al gen STAT de S.
cerevisiae y a versiones del mismo (L3, L5, L35, L35D) obtenidas por
mutagénesis dirigida. Para simplificar el proceso de introduccién de las
versiones mutantes obtenidas por shuffling en S. cerevisiae, utilizamos la
recombinacion homaloga in vivo, mezclando el DNA del gen sometido
a shuffing y el de un vector de clonacion de S. cerevisiae, vy
transformando con esta mezcla una cepa receptora de levadura (Bulter
y Alcalde, 2003; Swers et al., 2004), de este modo se evitd la generacion
de bibliotecas de mutantes en E. coli, paso limitante a la hora de
obtener el mayor nUmero de variantes posibles.

Tras un proceso de screening o busqueda de mutantes con mayor
actividad glucoamilasa se selecciond una versiobn con mayor actividad,
designada Cl24p. Su secuenciacion mostrd que la proteina mutante

tenia tres mutaciones puntuales y una deleciéon parcial.
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El estudio de las mutaciones en el modelo estructural de la
glucoamilasa parece indicar que las mutaciones puntuales no son
significativas ya que se localizan en el dominio rico en serina y tfreonina y
no es previsible que afecten a la estructura del dominio catalitico. La
delecién, en cambio, supone la pérdida de 2 de los 3 barriles beta del
dominio rico en serina y freonina y da lugar a un aumento de la
actividad del enzima. La version de glucoamilasa delecionada descrita
en la seccion 2 de resultados, en la cual se elimind la casi totalidad del
dominio rico en serina y tfreonina, muestra menor actividad que la
version Cl24p. Puede deducirse que el STRD no es necesario para la
actividad enzimdtica pero estabiliza la estructura del dominio catalitico.

No es probable que la delecion de Cl24p produzca una mejora
infrinseca de la capacidad catalitica del enzima, ya que no existen
mutaciones que afecten directamente a la estructura del centro
catalitico. La mayor actividad detectada en la cepa de levadura que
produce la versibn mutante puede deberse por un lado al menor
tamano de la proteina mutante, ya que prescinde de un fragmento no
esencial que facilitaria su produccidén, y por ofro lado a la conservacion
de la estabilidad estructural del dominio catalitico por no perder por
completo el dominio rico en serina y freonina.

Seria necesario confirmar experimentalmente cuales son las causas
del incremento de actividad de la version Cl24p. Para ello deberian
introducirse puntualmente todas las mutaciones que producen un
cambio en la proteina nativa y proceder al estudio de la actividad de
los mutantes simples. Por otro lado seria necesario, partiendo del gen
mutante STAT que produce la version Cl24p, continuar con la aplicacion
del método de DNA-shuffling y de otras técnicas de evolucion dirigida,
hasta obtener versiones de glucoamilasa con actividad catalitica

mejorada.
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CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral se resumen

en las siguientes conclusiones:

1. Se han estudiado diversas estirpes de la levadura S. cerevisiae, de
distinta procedencia y fondo genético, con el fin de opfimizar la
produccion de la glucoamilasa extracelular, codificada por el
gen STAI. La estirpe que muestra mayor actividad glucoamilasa
es BY4741[STA1]n portadora de un plasmido episémico con el gen

STA1 bajo control de un promotor inducible por galactosa.

2. Los niveles de actividad obtenidos por la integracion del gen en
copia multiple en el genoma de la levadura y utilizando como
receptoras estirpes poliploides, fueron similares a los obtenidos con

cepas de laboratorio y pldsmidos episdmicos.

3. Las levaduras industriales estudiadas, fransformadas con
pldsmidos multicopia portadores del gen STAI, mostraron
diferencias en los niveles de sintesis y secrecién de la glucoamilasa

probablemente debido su diferente constitucion genética.

4. El estudio bioquimico de la glucoamilasa de S. cerevisiae indica
que el enzima se sintetiza como una Unica subunidad
(mondmero) que sufre un proceso de hiperglicosilacion extremo.
Todo el enzima producido se secreta al medio extracelular ya que
no se detecta actividad apreciable asociada a células. Los
procesos de secrecion e hiperglicosilacion pueden dificultar la

sobreproduccioén del enzima al actuar como pasos limitantes.

5. La construccion de una versidbn modificada de Stalp

(denominada Staldp), en la que se ha delecionado la mayor
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parte de la regidon rica en Ser/Thr de la proteina, presenta
actividad glucoamilasa. Por lo que se puede concluir que la
region rica en Ser/Thr, procedente de un evento de fusion génica,

no es critica para la actividad.

La consfruccion de una forma hibrida de Stalp, a la que se le ha
unido el dominio de unidon al almidén de la glucoamilasa de A.
niger, posee capacidad amilolitica frente a almiddn insoluble, de

la que carece la glucoamilasa nativa de S. cerevisiae

Los modelos estructurales del dominio catalitico y de la regidn rica
en Ser/Thr de la glucoamilasa de S. cerevisiae explican muchas
propiedades del enzima y nos han permitido disenar nuevas

versiones con el objeto de mejorar su actividad.

La mutagénesis aleatoria por el método de DNA-Shuffling ha
permitido obtener una variante de glucoamilasa de S. cerevisiae
con actividad mejorada respecto al enzima nativo. El estudio de
la secuencia del mutante indica que la mejora podria deberse a
una delecidén parcial de la regidn amino terminal de STAT. El éxito
de esta aproximaciéon sugiere la posibilidad de nuevas mejoras

por evolucioén dirigida de las versiones mds activas del enzima.

134 -



Bibliografia




BIBLIOGRAFIA.

Adam AC, Latorre-Garcia L y Polaina J (2004). Structural analysis of glucoamylase
encoded by the STAT gene of Saccharomyces cerevisiae (var. diastaticus). Yeast 21:
379-388.

Adam AC y Polaina J (1991). Construction of a Saccharomyces cerevisiae strain able
fo ferment cellobiose. Curr. Genet. 20: 5-8.

Adam AC, Rubio-Texeira M y Polaina J (1995). Induced expression of bacterial beta-
glucosidase activity in Saccharomyces. Yeast 11: 395-406.

Adams A, Gotischling DE, Kaiser CA y Stearns T (1997). En Methods in yeast genetics.
pp 145-146. A Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor. New York, USA.

Agaphonov MO, Romanova NV, Trushkina PM, Smirnov N y Ter-Avanesyan MD (2002).
Aggregation and retention of human urokinase type plasminogen activator in the yeast
endoplasmatic reticulum. BMC Mol. Biol. 3: 15.

Altschul SF, Madden TL, Schaffer AA, Zhang JH, Zhang Z, Miller W y Lipman DJ (1997).
Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programes.
Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402.

Ashikari T, Nakamura N, Tanaka Y, Kiuchi N, Shibano Y, Tanaka T, Amachi Ty Yoshizumi
H (1986). Rhizopus raw-starch-degrading glucoamylase: its cloning and expression in
yeast. Agric. Biol. Chem. 50: 957-964.

Bhella RS y Altosaar | (1987). Production of multiple forms of glucoamylase in Aspergillus
awamori. Biochem. Cell. Biol. 65:762-765.

Berfoldo C y Antranikian G (2002). Starch-hydrolyzing enzymes from thermophilic
archaea and bacteria. Curr. Opin. Chem. Biol. 6: 151-160.

Boel E, Hjort I, Svensson B, Norris F, Norris KE y Fiil NP (1984). Glucoamylases G1 and G2
from Aspergillus niger are synthesized from two different but closely related mRNAs.
EMBQO J. 3: 1097-1102.

Boraston AB, Bolam DN, Gilbert HJ y Davies GJ (2004). Carbohydrate-binding modules:
fine-tuning polysaccharide recognition. Biochem. J. 382: 769-781.

Brachmann CB, Davies A, Cost GJ, Caputo E, Hieter P y Boecke JD (1998). Designer
deletion strain derived from Saccharomyces cerevisiae $288C: a useful set of strain and
plasmids for PCR-mediated gene disruption and other applications. Yeast. 14: 115-132.

Bui DM, Kunze |, Forster S, Wartmann T, Horstmann C, Manteuffel R y Kunze G (1996).
Cloning and expression of an Arxula adeninivorans glucoamylase gene in
Saccharomyces cerevisiae. Appl. Microbiol. Biotechnol. 44: 610-619.

Bulter T, Alcalde M, Sieber V, Meinhold P, Schlachtbauer C y Arnold H (2003). Functional
expression of a fungal laccase in Saccharomyces cerevisiae by directed evolution.
Appl. Environ. Microbiol. 69: 987-995.

Bulter T y Alcalde M (2003). Preparing Libraries in Saccharomyces cerevisiae. En
Methods in Molecular Biology, vol 231: Directed Evolution Library Creation: Methods



Bibliografia

and Protocols. pp. 17-22. Editado por F.H. Arnold y G. Georgiu. Humana Press Inc.,
Totowa, NJ. USA.

Carlson M y Botstein D (1983). Organization of the SUC gene family in Saccharomyces.
Mol. Cell. Biol. 3: 351-359.

Cesareni G y Murray AH (1987). Plasmid vector carrying the replication origin of
filamentous single-stranded phages. En Genetic Engineering. Editado por J.K. Setlow.
Vol. 9, pp.135-154. Plenum Press, New York, USA.

Charron MJ, Read E, Haut SR y Michels CA (1989). Molecular evolutions of the telomere-
associated MAL loci of Saccharomyces. Genetics. 112: 307-316.

Cherry JR, Lamsa MH, Schneider P, Vind J, Svendsen A, Jones A y Pedersen AH (1999).
Direct evolution of a fungal peroxidase. Nat. Biotechnol.17: 379-384.

Colonna WJ y Magee PT (1978). Glycogenolytic enzymes in sporulafing yeast. J.
Bacteriol. 134: 844-853.

Conde R, Cueva R, Pablo G, Polaina J y Larriba G (2004). A search for
hyperglycosylation signals in Yeast Glycoproteins. J. Biol. Chem. 279: 43789-43798.

Cormack BP, Ghori N y Falkow S (1999). An adhesin of the yeast pathogen Candida
glabrata mediating adherence to human epithelial cells. Science 285: 578-582.

Cornett CAG, Fang TY, Reilly PT and Ford C. (2003). Starch-binding domain shuffling in
Aspergillus niger glucoamylase. Protein Eng. 16: 521-529.

Cove DJ (1966). The induction and repression of nitrate reductase in the fungus
Aspergillus nidulans. Biochim. Biophys. Acta 113: 51-56.

Coutinho PM y Henrissat B (1999). Carbohydrate-active enzymes: an integrated
database approach. En Recent Advances in Carbohydrate Bioengineering. pp. 3-12.
Editado por H.J. Gilbert, G. Davies, B. Henrissat y B. Svensson. The Royal Society of
Chemistry. Cambridge, England.

Coutinho PM y Reilly PJ (1997). Glucoamylase structural, functional, and evolutionary
relationships. Proteins. 29: 334-347.

Coutinho PM y Reilly PJ (1994a). Structural similarities in glucoamylases by hydrophobic
cluster analysis. Protein Eng 7: 749-760.

Coutinho PM y Reilly PJ (1994b). Reading-frame shift in Saccharomyces glucoamylases
restores catalytic base, extends sequence and improves alignment with other
glucoamylases. Protein Eng 7: 1281-1282.

Crabb WD y Shefty JK (1999). Commodity scale production of sugars from starches.
Curr. Opin. Microbiol. 2:252-256.

Crabb WD y Mitchinson C (1997). Enzymes involved in the processing of starch to
sugars. Trends Biotechnol. 15: 349-352.

Cuff J y Bartfon GJ (2004). Application of enhanced multiple sequence alignment
profiles to improve protein secondary structure predictions. Proteins. 40: 502-511.

Davies G y Henrissat B (1995). Structures and mechanisms of glycosyl hydrolases.
Structure. 3: 853-859.

-137 -



Bibliografia

Deutschbauer AM, Jaramillo DF, Proctor M, Kumm J, Hillenmeyer ME, Davis RW, Nislow C
y Giaever G (2005). Mechanisms of haploinsufficiency revealed by genome-wide
profiing in yeast. Genetics. 169: 1915-1925.

Doman-Pytka M y Bardowski J (2004). Pullulan degrading enzymes of bacterial origin.
Crit. Rev. Microbiol. 30: 107-121.

Ducki A, Grundmann O, Konermann L, Mayer F y Hoppert M (1998). Glucoamylase from
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum: sequence studies and analysis of
the macromolecular architecture of the enzyme. J. Gen. Appl. Microbiol. 5: 327-335.

Eksteen JM, van Rensburg P, Cordero Otero RR y Pretorius IS (2003). Starch fermentation
by recombinant Saccharomyces cerevisiae strains expressing the a-amylase and
glucoamylase genes from Lipomyces kononenkoae and Saccharomycopsis fibuligera.
Biotechnol. Bioeng. 84: 639-646.

Fierobe HP, Stoffer BB, Frandsen TP y Svensson B (1996). Mutatfional modulation of
substrate bond-type specificity and thermostability of glucoamylase from Aspergillus
awamori by replacement with short homologue active site sequences and
Thiol/Disulfide engineering. Biochemistry. 35: 8696-8704.

Filho EAS, de Melo HF, Antunes DF, dos Santos SKB, Resende AM, Simoes DA y de Morais
MA (2005). Isolation by genetic and physiological characteristics of a fuel-ethanol
fermentative Saccharomyces cerevisiae strain with potential for genetic manipulation.
J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 32: 481-486.

Ford C (1999). Improving operating performance of glucoamylase by mutagenesis.
Curr. Opin. Biotech. 10: 353-357.

Fountoulakis M, Juranville JF y Manneberg M (1992). Comparison of the Coomassie
brilliant blue, bicinchoninic acid and Lorry quantitation assays, using non-glycosylated
and glycosylated proteins. J. Biochem. Biophys. Methods. 24: 265 - 274.

Gagiano M, van Dyk D, Bauer FF, Lambrechts MG y Pretorius IS (1999). Msn1p/Mss10p,
Mss11p and Muclp/Flo11p are part of a signal transduction pathway downstream of
Mep2p regulating invasive growth and pseudohyphal differentiation in Saccharomyces
cerevisiae. Mol. Microbiol. 31: 103-116.

Gancedo JM (2001). Control of pseudohyphae formation in Saccharomyces
cerevisiae. FEMS Microbiol. Rev. 25: 107-123.

Gasser B y Mattanovich D (2007). Antibody production with yeasts and filamentous
fungi: on the road to large scale? Biotechnol. Lett. 29: 201-212.

Gietz RD y Woods RA (2002). Transformation of yeast by lithium acetate/single-stranded
carrier DNA/polyethylene glycol method. Methods Enzymol. 350: 87-96.

Gietz RD y Sugino A (1988). New yeast-Escherichia coli shuttle vectors constructed with
in Vitro mutagenized yeast genes lacking six-base pair restriction sites. Gene. 74 527-
534.

Gray KA, Zhao L y Emptage M (2006). Bioethanol. Curr. Opin. Chem. Biol. 10: 141-146.
Guerra OG, Rubio IG, da Silva FCG, Bertani RA, Dos Santos GRC y Vicente EJ (2006). A

novel system of genetic tfransformation allows multiple integrations of a derived gen in
Saccharomyces cerevisiae chromosomes. J. Microbiol. Methods. 67: 437-445.

- 138 -



Bibliografia

Guex N, Diemand A y Peitsch MC (1999). Protein modelling for all. Trends Biochem. Sci.
24: 364-367.

Guex N y Peitsch MC (1997). SWISS-MODEL and the Swiss-PdbViewer: An environment
for comparative protein modeling. Electrophoresis. 18: 2714-2723.

Guo B, Styles CA, Feng Q y Fink GR (2000). A Saccharomyces gene family involved in
invasive growth, cell-cell adhesion, and mating. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97: 12158-
12163.

Guzman-Maldonado H y Paredes-Lopez O (1995). Amylolytic enzymes and products
derived from starch: A review. Crit. Rev. Food Sci. 35: 373-403.

Hamburger ZA, Brown MS, Isberg RR y Bjorkman PJ (1999). Crystal structure of invasin: A
bacterial integrin-binding protein. Science. 286: 291-295.

Hanahan D (1983). Studies on transformation of E. coli with plasmids. J. Mol. Biol. 166:
557-580.

Hashimoto H (2006). Recent structural studies of carbohydrate-binding modules. Cell.
Mol. Life. Sci. 63: 2954-2967.

Hemsley A, Arnheim N, Toney MD, Cortopassi G y Galas DJ (1989). A simple method for
site-directed mutagenesis using the polymerase chain reaction. Nucleic Acids Res. 17:
6545-6551.

Henrissat B (1991). A classification of glycosyl hydrolases based on amino-acid
sequence similarities. Biochem. J. 280: 309-316.

Henrissat B y Bairoch A (1993). New families in the classification of glycosyl hydrolases
based on amino-acid sequence similarities. Biochem. J. 293: 781-788.

Henrissat B y Bairoch A (1996). Updating the sequence-based classification of glycosyl
hydrolases. Biochem. J. 316: 695-696.

Henrissat B, Coutinho PM y Reilly PJ (1994). Reading-frame shift in Saccharomyces
glucoamylases restores catalytic base, extends sequence and improves alignment with
other glucoamylases. Protein. Eng. 7: 1281-1282.

Henrissat B y Davies GJ (1997). Structural and sequence-based classification of
glycoside hydrolases. Curr. Op. Struct. Biol. 7: 637-644.

Horvathova V, Janecek $ y Sturdik E (2001). Amylolitic enzymes: molecular aspects of
their properties. Gen. Physiol. Biophys. 20: 7-32.

Houghton-Larsen J y Pedersen PA (2003). Cloning and characterisation of a
glucoamylase gene (GlaM) from the dimorphic zygomycete Mucor circinelloides. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 62: 210-217.

Jafari-Aghdam J, Khajeh K, Ranjbar B y Nemat-Gorgani M (2005). Deglycosylation of
glucoamylase from Aspergillus niger: Effects on structure, activity and stability. Biochim.
Biophys. Acta 1750: 61-68.

Jentoft N (1990). Why are proteins O-Glycosylated?. Trends Biochem. Sci. 15: 291-294.

- 139 -



Bibliografia

Ji Q, Vincken JP, Suurs LCJM y Visser RGF (2003). Microbial starch-binding domains as a
tool for targeting proteins to granules during starch biosynthesis. Plant. Mol. Biol. 51:
789-801.

Johnston M (1987). A model fungal gene regulatory mechanism: The GAL genes of
Saccharomyces cerevisiae. Microbiol. Rew. 51: 458-476.

Johnson MS, Sutcliffe MJ y Blundell TL (1990). Molecular anatomy: phyletic relationships
derived from three-dimensional structure of proteins. J. Mol. Evol. 30: 43-59.

Johnston SA y Hopper JE (1982). Isolation of the yeast regulatory gene GAL4 and
analysis of its dosage effects on the galactose/melibiose regulon. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 79: 6971-6975.

Jones DT (199%9a). GenTHREADER: An efficient and reliable protfein fold recognition
method for genomic sequences. J. Mol. Biol. 287: 797-815.

Jones DT (1999b). Protein secondary structure prediction based on position-specific
scoring matrices. J. Mol. Biol. 292: 195-202.

Kim MS, Park JT, Kim YW, Lee HS, Nyawira R, Shin HS, Park CS, Yoo SH, Kim YR, Moon TW
y Park KH (2004). Properties of a Novel Thermostable Glucoamylase from the
Hyperthermophilic Archaeon Sulfolobus solfataricus in relation to starch processing.
Appl. Environ. Microbiol. 70: 3933-3940.

Kleinman MJ, Wilkinson AE, Wright IP, Evans IH, y Bevan EA (1988). Purification and
properties of an extracellular glucoamylase form a diastatic strain of Saccharomyces
cerevisiae. Biochem. J. 249: 163-170.

Latorre-Garcia L, Adam AC, Manzanares P y Polaina J (2005). Improving the amylolytic
activity of Saccharomyces cerevisiae glucoamylase by the addition of a starch binding
domain. J. Biotech. 118: 167-176.

Latorre-Garcia L, Del Castillo-Agudo L y Polaina J (2007). Taxonomical classification of
yeast isolated from kefir based on the sequence of their ribosomal RNA genes. World J.
Microbiol. Biotechnol. 23: 785-791.

Levy I, Paldi T y Shoseyov O (2004). Engineering a bifunctional starch-cellulose cross-
bridge protein. Biomaterials. 25: 1841-1849.

Limon MC, Margolles-Clark E, Benitez Ty Penttila M (2001). Addition of substrate-binding
domains increases substrate-binding capacity and specific activity of a chitinase from
Trichoderma harzianum. FEMS Microbiol. Lett. 198: 57-63.

Lin Y y Tanaka S (2006). Ethanol fermentation from biomass resources: current state
and prospects. Appl. Microbiol. Biotechnol 69: 627-642.

Luo Y, Frey EA, Pfuetzner RA, Creagh AL, Knoechel DG, Haynes CA, Finlay BB, Strynadka
NC (2000). Crystal structure of enteropathogenic Escherichia coli intimin-receptor
complex. Nature. 405: 1073-1077.

Ma YJ, Lin LL, Chien HR y Hsu WH (2000). Efficient utilization of starch by a recombinant
strain  of Saccharomyces cerevisiae producing glucoamylase and isoamylase.
Biotechnol. Appl. Biochem 31: 55-59.

Machovic My Jenecek S (2006). Starch-binding domains in the post-genoma era. Cell.
Mol. Life Sci. 63: 2710-2724.

140 -



Bibliografia

Machovic M y Jenecek § (2007). Amylolytic enzymes: Types, structures and
specificities. En Industrial Enzymes, Structure, function and applications. pp. 3-18.
Editado por J. Polaina y A.P. MacCabe. Springer. Dordrecht, The Netherlands.

Marin D, Jiménez A, Ferndndez LM (2001). Construction of an efficient amylolytic
industrial yeast strain containing DNA exclusively derived from yeast. FEMS Microbiol.
Lett. 201: 249-253.

Mattanovich D, Gasser B, Hohenblum H y Sauer M (2004). Stress in recombinant protein
producing yeast. J. Biotechnol. 113: 121-135.

McCarter JD y Withers SG (1994). Mechanisms of enzymatic glycoside hydrolysis. Curr.
Opin. Struct. Biol. 4: 885-892.

McGuffin LJ y Jones DT (2003). Improvement of the GenTHREADER method for genomic
fold recognition. Bioinformatics. 19: 874-881.

Mitra N, Sinha S, Ramya TN y Surolia A (2006). N-linked oligosaccharides as outfitters for
glycoprotein folding, form and function. Trends Biochem. Sci. 31: 156-163.

Modena D, Vanoni M, Englard S y Marmur J (1986). Biochemical and immunological
characterization of the STA2-Encoded extracellular glucoamylase from Saccharomyces
diastaticus. Arch. Biochem. Biophys. 248: 138-150.

Munro § (2001). What can yeast tell us about N-linked glycosylation in the Golgi
apparatuse FEBS Lett. 498: 223-227.

Mylin LM, Hofmann KJ, Schuliz LD y Hopper JE (1990). Regulated GAL4 expressidon
cassette providing controllable and high-level output from high-copy galactose
promoters in yeast. Methods enzymol. 185: 297 — 308.

Naim HY, Lacey SW, Sambrook JF y Gething MJ (1991). Expression of a full-length cDNA
coding for human infestinal lactase-phlorizin hydrolase reveals an uncleaved,
enzymatically active, and transport-competent protein. J. Biol. Chem. 266: 12313-
12320.

Nakamura T, Maeda Y, Tanoue N, Makita T, Kato M y Kobayashi T (2006). Expression
profile of amylolytic genes in Aspergillus nidulans. Biosci. Biotechnol. Biochem. 70:
2363-2370.

Naumov G, Turakainen H, Naumova E, Aho S y Korhola M (1990). A new family of
polymorphic genes in Saccharomyces cerevisiae: alpha-galactosidase genes MELI-
MEL7. Mol. Gen. Genet. 224: 119-128.

Nichols BL, Avery S, Sen P, Swallow DM, Hahn D y Sterchi E (2003). The maltase-
glucoamylase gene: common ancestry to sucrase-isomaltase with complementary
starch digestion activities. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100: 1432-1437.

Nichols BL, Eldering J, Avery S, Hahn D, Quaroni A y Sterchi E (1998). Human small
intestinal maltase-glucoamylase cDNA cloning. Homology to sucrase-isomaltase. J.
Biol. Chem. 273: 3076-3081.

Ohdan K, Kuriki T, Takara H, Kaneko H y Okada § (2000). Introduction of raw starch-
binding domains into Bacillus subtilis o-amylase by fusion with the starch-binding domain

of Bacillus cyclomaltodexirin glucanotransferase. Appl. Environ. Microbiol. 66: 3058-
3064.

- 141 -



Bibliografia

Otten LG y Quax WJ (2005). Directed evolution: selecting today’s biocatalysts. Biomol.
Eng. 22: 1-9.

Okada S, Yokobayashi K, Sakano Y y Kitahata § (1988). Debranching Enzymes. En
Handbook of amylases and related enzymes. pp. 125-142. Editado por Amylase
Research Society of Japan. Pergamon Press plc. Oxford, England.

Paldi T, Levy | y Shoseyov O (2003). Glucoamylase starch-binding domain of Aspergillus
niger B1: molecular cloning and functional characterization. Biochem. J. 372: 9205-210.

Pandey A, Nigam P, Soccol CR, Soccol VT, Singh D y Mohan R (2000). Advances in
microbial amylases. Biotechnol. Appl. Biochem. 31:135-152.

Polaina J y Adam AC (1991). A fast procedure for yeast DNA purification. Nucleic.
Acids. Res. 19: 5443.

Polaina J y Wiggs MY (1983). STAT0: A gene involved in the control of starch utilization
by Saccharomyces. Curr. Genet. 7. 108-112.

Pretorius IS y Lambrechts MG (1991). The glucoamylase multigene family in
Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus: An overview. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol.
26: 53-76.

Reynolds TB y Fink GR (2001). Bakers' yeast, a model for fungal biofim formation.
Science. 291:. 878-881.

Robertson ER y Kennedy JF (1996). Glycoproteins: a consideration of the potencial
problems and their solutions with respect to purification and characterisation.
Bioseparation. 6: 1-15.

Rost B y Sander C (1994). Combining evolutionary information and neural networks to
predict protein secondary structure. Proteins. 19: 55-72.

Rye CS y Withers SG (2000). Glycosidase mechanisms. Curr. Op. Chem. Biol. 4: 573-580.

Sambrook J, Fritsch RF y Maniatis T (1989). En Molecular Cloning: a laboratory manual.
2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, New York (USA).

Saver J, Sigurskjold BW, Christensen U, Frandsen TP, Mirgorodskaya E, Harrison M,
Roepstorff P y Svensson B (2000). Glucoamylase: structure/function relationship, and
protein engineering. Biochim. Biophys. Acta 1543: 275-293.

Shigechi H, Koh J, Fujita Y, Matsumoto T, Bito Y, Ueda M, Satoh E, Fukuda H y Kondo A
(2004). Direct production of etanol from raw corn starch via fermentation by use of a
novel surface-engineered yeast strain codisplaying glucoamylase and a-amylase.
Appl. Environ. Microbiol. 70: 5037-5040.

Shoseyov O, Shani Z y Levy | (2006). Carbohydrate binding modules: biochemical
properties and novel applications. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 70: 283-295.

Seong KT, Katakura Y, Ninomiya K, Bito Y, Katahira S, Kondo A, Ueda M y Shioya $
(2006). Effect of flocculation on performance of arming yeast in direct ethanol
fermentation. Appl. Microbiol. Biotechnol. 73: 60-66.

Sevcik J, Solovicova A, Hostinova E, Gasperik J, Wilson KS, y Dauter Z (1998). Structure of

glucoamylase from Saccharomycopsis fibuligera at 1.7 A resolution. Acta. Crystallogr. D
Biol. Crystallogr. 54: 854-866.

142 -



Bibliografia

Solovicova A, Christensen T, Hostinova E, Gasperik J, Sevcik J y Svensson B (1999).
Structure-function  relationships  in glucoamylases  encoded by  variant
Saccharomycopsis fibuligera genes. Eur. J. Biochem. 264: 756-764.

Solovicova A, Gasperik J y Hostinova E (1996). High-yield production of
Saccharomycopsis  fibuligera glucoamylase in  Escherichia coli, refolding, and
comparison of the nonglycosylated and glycosylated enzyme forms. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 224: 790-795.

Sorimachi K, Jacks AJ, Le Gal-Coeffet MF, Williamson G, Archer DB y Williamson MP
(1996). Solution structure of the granular starch binding domain of glucoamylase from
Aspergillus niger by nuclear magnetic resonance spectroscopy. J. Mol. Biol. 259: 970-
987.

Sorimachi K, Le Gal-Coeffet MF, Wiliamson G, Archer DB y Williamson MP (1997).
Solution structure of the granular starch binding domain of Aspergillus niger
glucoamylase bound to B-cyclodexirin. Structure. 5: 647-661.

Specka U, Mayer F y Antranikian G (1991). Purification and properties of a
Thermoactive Glucoamylase from Clostridium thermosaccharolyticum. Appl. Environ.
Microbiol. 57: 2317-2323.

Stam MR, Danchin EG, Rancurel C, Coutinho PM y Henrissat B (2006). Dividing the large
glycoside hydrolase family 13 info subfamilies: towards improved functional
annotations of alpha-amylase-related proteins. Protein Eng. Des. Sel. 19: 555-562.

Stemmer WPC (1994a). Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling. Nat. 340:
389-391.

Stemmer WPC (1994b). DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: In
vitro recombination for molecular evolution. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91: 10747-10751.

Swers JS, Kellogg BA y Wittrup KD (2004). Shuffled antibody libraries created by in vivo
homologous recombination and yeast surface display. Nucleic Acids Res. 32: n° 3.

Synowiecki J, Grzybowska B y Zdzieblo A (2006). Sources, properties and suitability of
new thermostable enzymes in food processing. Crit. Rew. Food Sci. Nutr. 46: 197-205.

Synowiecki J (2007). The use of starch processing enzymes in the food industry. En
Industrial Enzymes. Structure, function and applications. pp. 19 — 34. Editado por J.
Polaina y A. MacCabe. Springer. Dordrecht, The Netherlands.

Tamaki H (1978). Genetic studies of ability to ferment starch in Saccharomyces: Gene
polymorphism. Molec. Gen. Genet. 164: 205-209.

Tammi M, Ballou L, Taylor A y Ballou CE (1987). Effect of glycosylation on yeast invertase
oligomer stability. J. Biol. Chem. 262: 4395-4401.

Tkaczuk KL, Dunin-Horkawicz S, Purta E, Bujnicki JM (2007). Structural and evolutionary
bioinformatics of the SPOUT superfamily of methyltransferases. BMC Bioinformatics. 58:
73.

Tsai P, Frevert J y Ballou CE (1984). Carbohydrate structure of Saccharomyces
cerevisiae mnn9 mannoprotein. J. Biol. Chem. 259: 3805 - 3811.

143 -



Bibliografia

Ueda S, Tsujisaka Y, Hayashida S, Yamamoto T y Hayashida $ (1988). Glucoamylase.
En Handbook of amylases and related enzymes. pp.116-124. Editado por Amylase
Research Society of Japan. Pergamon Press plc. Oxford, England.

Uotsu-Tomita R, Tonozuka T, Sakai H y Sakano Y (2001). Novel glucoamylase-type
enzyme from Thermoactinomyces vulgaris and Methanococcus jannaschii whose
genes are found in the flanking region of the a-amylase genes. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 56: 465-473.

Van der Maarel MJEC, van der Veen B, Uitdehaag JCM, Leemhuis H y Dijkhuizen L
(2002). Properties and applications of starch-converting enzymes of the a-amylase
family. J. Biotechnol. 94: 137-155.

Vanoni M, Lolti M y Alberghina L (1989). Expression of cloned Saccharomyces
diastaticus glucoamylase under natfural and inducible promoters. Biochim. Biophys.
Acta. 1008: 168-176.

Versirepen KJ y Klis FM (2006). Flocculation, adhesion and biofim formation in yeast.
Mol. Microbiol. 60: 5 -15.

Vivier MA, Lambrechts MG y Pretorius IS (1997). Coregulation of starch degradation and
dimorphism in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 32:
405-435.

Vivier MA, Sollitti P y Pretorius IS (1999). Functional analysis of multiple AUG codons in
the transcripts of the STA2 glucoamylase gene from Saccharomyces cerevisiae. Mol.
Gen. Genet. 261:11-20.

Wang C, Eufemi M, Turano C y Giartosio A (1996). Influence of the carbohydrate moiety
on the stability of glycoproteins. Biochemistry 35: 7299-7307.

Wach A, Brachat A, Pohimann R y Philippsen P (1994). New heterologous modules for
classical or PCR-based gene disruptions in Saccharomyces cerevisiae. Yeast. 10: 1793-
1808.

Wallis GL, Swift RJ, Hemming FW, Trinci AP y Peberdy JF (1999). Glucoamylase
overexpression and secretion in Aspergillus niger: analysis of glycosylation. Biochim.
Biophys. Acta. 1472: 576-586.

Wernereus H, Lehtio J, Teeri T, Nygren PA y Stahal S (2001). Generation of metal-binding
staphylococci through surface display of combinatorially engineered cellulose-binding
domains. Appl. Environ. Microbiol. 67: 4678-4684.

White JS y White DC (1997). En Source book of enzymes. p. 419. Editado por White
Technical Research Book. CRC Press LLC. Boca Raton, Nueva York.

Xu TJ, Zhao XQ y Bai FW (2005). Continuous ethanol production using self-flocculating
yeast in a cascade of fermentors. Enz. Microbiol. Technol. 37: 634-640.

Yamashita | y Fukui S (1985). Transcriptional confrol of the sporulation-specific
glucoamylase gene in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell Biol. 5: 3069-3073.

Yamashita I, Maemura T, Hatano T y Fukui S (1985a). Polymorphic extracellular

glucoamylase genes and their evolutionay origin in the yeast Sacharomyces
diastaticus. J. Bacteriol. 161: 574-582.

- 144 -



Bibliografia
Yamashita |, Nakamura M y Fukui S (1985c). Diversity of molecular structures in the yeast
extracellular glucoamylases. J. Gen. Appl. Microbio. 31: 399-401.

Yamashita I, Nakamura M y Fukui § (1987). Gene fusion is a possible mechanism
underlying the evolution of STAT. J. Bacteriol. 169: 2142-2149.

Yamashita I, Suzuki K y Fukui S (1985b). Nucleotide sequence of the extracellular
glucoamylase Gene STAT in the yeast Saccharomyces diastaticus. J. Bacteriol. 161: 567-
573.

Yuan L, Kurek I, English J y Keenan R (2005). Laboratory-directed protein evolution.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 69: 373-392.

Zechel DL y Withers SG (2000). Glycosidase mechanisms: Anatomy of a finely tuned
catalyst. Acc. Chem. Res. 33: 11-18.

- 145-






	PRESENTACIÓN
	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	ABREVIATURAS
	Introducción
	1. ALMIDÓN Y AMILASAS.
	1.1 Estructura química del almidón. Enzimas amilolíticas.
	1.2 Importancia agronómica y biotecnológica del almidón. Proceso Industrial
	1.3 Organismos productores de amilasas.

	2. EL SISTEMA AMILOLÍTICO DE Saccharomyces cerevisiae.
	2.1 Genes STA.
	2.2 Estructura y regulación de los genes STA.
	2.3 Caracterización bioquímica de la glucoamilasa de S. cerevisiae.

	3. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LAS GLUCOAMILASAS.
	3.1 Clasificación estructural de las amilasas.
	3.2 La familia 15 de glicósido hidrolasas.
	3.3 Estructura tridimensional de glucoamilasas.


	Objetivos
	Materiales y Métodos
	1. ESTIRPES MICROBIANAS.
	2. PREPARACIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO.
	2.1 Medios y condiciones de cultivo.
	2.1.1 Crecimiento de levaduras.
	2.1.2 Crecimiento de la bacteria E. coli.
	2.1.3 Crecimiento del hongo A. niger.
	2.1.4 Crecimiento de levaduras portadoras de plásmidos episómicos.
	2.1.5 Crecimiento de levaduras portadoras del gen STA1 integrado en su genoma.
	2.1.6 Crecimiento de levaduras transformadas con versiones mutantes del gen STA1.

	2.2 Transformación de microorganismos.
	2.2.1 Transformación de la bacteria E. coli.
	2.2.2 Transformación de levaduras.

	2.3 Obtención de levaduras amilolíticas con diferente ploidía.
	2.3.1 Conjugación sexual.
	2.3.2 Esporulación y disección de tétradas.
	2.3.3 Análisis de las levaduras obtenidas por conjugación y esporulación.
	2.3.4 Obtención de estirpes diploides homocigóticas para el tipo sexual.


	3. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DE DNA.
	3.1 Tratamientos enzimáticos del DNA.
	3.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
	3.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa.
	3.4 Extracción de DNA a partir de geles de agarosa.
	3.5 Obtención de DNA.
	3.5.1 Aislamiento de plásmidos a partir de E. coli.
	3.5.2 Aislamiento de DNA genómico de levadura.


	4. CONSTRUCCIONES DEL GEN STA1.
	4.1 Proceso de construcción de plásmidos episómicos.
	4.1.1 Construcción de pS2 y pYS2.
	4.1.2 Construcción de pKS2.
	4.1.3 Construcción de pUCS2.

	4.2 Construcción integrativa (pSI2).
	4.3 Construcción de una versión de STA1 con una deleción parcial (pS2∆).).
	4.4 Construcción de glucoamilasas híbridas (pSS2 y pSS4).

	5. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD GLUCOAMILASA.
	5.1 Determinación semicuantitativa de actividad glucoamilasa.
	5.2 Determinación cuantitativa de actividad glucoamilasa.
	5.3 Definición de actividad.

	6. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA GLUCOAMILASA.
	6.1 Electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.
	6.2 Transferencia de proteínas a filtros de nitrocelulosa.
	6.3 Proceso de desglicosilación.
	6.4 Ensayo de la capacidad de la glucoamilasa para unirse al almidón.

	7. ANÁLISIS DE SECUENCIA Y MODELADO POR HOMOLOGÍA.
	8. MUTAGÉNESIS .
	8.1 Mutagénesis Aleatoria.
	8.1.1 Mutagénesis por error prone-PCR.
	8.1.2 Mutagénesis por DNA-Shuffling.

	8.2 Mutagénesis dirigida.


	Resultados
	1. EXPRESIÓN DEL GEN STA1 EN Saccharomyces cerevisiae BAJO CONTROL DE UN PROMOTOR INDUCIBLE.
	2. ESTUDIO DE LA REGIÓN AMINO TERMINAL DE LA SECUENCIA PRIMARIA DE LA GLUCOAMILASA DE Saccharomyces cerevisiae.
	3. CARACTERIZACIÓN DE LA GLUCOAMILASA DE S. cerevisiae (MASA MOLECULAR E HIPERGLICOSILACIÓN DEL ENZIMA).
	4. MODELADO ESTRUCTURAL DE LA GLUCOAMILASA DE S. cerevisiae.
	5. CONSTRUCCIÓN DE UNA GLUCOAMILASA HÍBRIDA PORTADORA DE UN DOMINIO DE UNIÓN A ALMIDÓN
	6. ANÁLISIS COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD GLUCOAMILASA EN ESTIRPES DE Saccharomyces DE DISTINTO ORIGEN Y COSNTITUCI´N GENÉTICA.
	6.1 Estudio de la actividad glucoamilasa en estirpes industriales de S. cerevisiae.
	6.2 Análisis de estirpes poliploides de S. cerevisiae portadoras del gen STA1 en copia múltiple.

	7. MODIFICACIÓN ESTRUCTURAL DE LA GLUCOAMILASA DE S. cerevisiae PARA MEJORAR SU ACTIVIDAD CATALÍTICA.
	7.1 Mutagénesis dirigida.
	7.2 Mutagénesis aleatoria.


	Discusión
	1. SOBREPRODUCCIÓN DE GLUCOAMILASA ENDÓGENA EN Saccharomyces cerevisiae.
	1.1 Expresión del gen STA1 en Saccharomyces cerevisiae bajo control de un promotor regulable.
	1.2 Estudio de la actividad glucoamilasa en estirpes industriales de S. cerevisiae.
	1.3 Análisis de estirpes poliploides de S. cerevisiae portadoras del gen STA1 en copia múltiple.

	2. ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE LA GLUCOAMILASA DE Saccharomyces cerevisiae.
	3. HIPERGLICOSILACIÓN.
	4. CONSTRUCCIÓN DE UNA GLUCOAMILASA HÍBRIDA Y EXPRESIÓN EN S. cerevisiae.
	5. MEJORA DE LAS PROPIEDADES ENZIMÁTICAS DE LA GLUCOAMILASA POR TÉCNICAS DE INGENIERÍA DE PROTEÍNAS.

	Conclusiones
	Bibliografía



