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RESUMEN

El acido succinico (AcSuc) es el precursor principal en la sintesis de una gran variedad de compuestos organicos y de
la produccion de productos terminados como el caucho. Actualmente, algunas empresas lo producen mediante la
levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual debe ser modificada por ingenieria metabolica. Las estrategias de
ingenieria metabolica se basan en dos objetivos principales: (i) generar cepas de levadura que alcancen titulos de
produccion mayores a 50 g/L y rendimientos cercanos al maximo teorico (1.7 molacsuc/moleic), Y (i) desarrollar cepas
de levadura capaces de crecer y sintetizar AcSuc en fermentaciones con pH acido, por debajo del pKa del AcSuc, el

cual es 4.2.

En este trabajo se implementaron diferentes estrategias para incrementar la disponibilidad de poder reductor
intracelular, con el objetivo de aumentar la produccién de AcSuc. Para ésto se cloné un plasmido con una ruta de
produccion de AcSuc que no es nativa de la levadura. Con esta estrategias se logrd incrementar la sintesis de AcSuc
de 0a 1.7 g/L en medio rico, y de 0 a 0.65 g/L en medio minimo, ambos medios con 50 g/L de glucosa (GLC) como
fuente de carbono. Estos titulos representan rendimientos de 61 y 48 mmol acsue/molcic para cada uno de los medios
de cultivo. Estos experimentos demuestran que aumentar la disponibilidad del poder reductor intracelular sirve para

aumentar la produccion de AcSuc en S. cerevisiae.

Para aumentar la tolerancia de la levadura a pH < 4.2 se secuenciaron los genomas de 2 cepas que generaron tolerancia
apH =4.0y 12 g/L de &cido acético (AcAce) en un ensayo de evolucién adaptativa en laboratorio que se realiz6
previamente en nuestro grupo de investigacion. Con la secuenciacion de estas cepas y mediante ingenieria inversa
determinamos que la insercién de una timina en el terminador de la transcripcion del gen RAS2 es la responsable de
la tolerancia al pH bajo y a la elevada concentracion de AcAce en las cepas evolucionadas. Esto permitiré transferir
ésta mutacion a cepas productoras de AcSuc para que generen tolerancia a un pH menor al pKa y la acumulacién del

4cido en el medio de cultivo.
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1. INTRODUCCION

Por mas de cien afios, la humanidad ha usado fuentes de carbono no renovables como el petrdleo, el carbén y el gas
natural como materias primas para producir combustibles y compuestos quimicos que son la base para generar los
servicios de transporte y los productos terminados que sustentan el estilo de vida de la mayor parte de la poblacion.
Sin embargo, el agotamiento de éstas y la contaminacion generada por los procesos de produccion asociados plantean
retos importantes para las sociedades modernas. En este sentido, los azlicares contenidos en la materia lignocelulésica
pueden utilizarse como fuente de carbono por diferentes microorganismos para producir un juego de quimicos basicos
y energéticos muy similar al que se puede obtener a partir de las fuentes no renovables. Ademas, el CO- producido en
los procesos industriales y de combustion entraria al ciclo de carbono, lo cual presupone una disminucion de la

cantidad neta de CO2 y otros gases de efecto invernadero acumulados en la atmésfera.

Entre los quimicos bésicos que se pueden sintetizar a partir de la glucosa contenida en la biomasa vegetal destaca el
cido succinico (AcSuc). Este acido orgénico de cadena media es el precursor principal en la sintesis de distintos
quimicos basicos como el 1,3-butadieno y el 1,4-butanodiol, asi como de productos terminados como el caucho.
Actualmente, el AcSuc es producido por empresas que lo generan mediante procesos basados en microorganismos.
Uno de los microorganismos es la levadura Saccharomyces cerevisiae (Biddy et al., 2016; Debabov, 2015). Para la
produccion industrial de AcSuc utilizando esta levadura se debe enfrentar dos retos: (i) incrementar los titulos (g/L)
por encima de 50 g/L, y rendimientos (mol/mol) a niveles cercanos al maximo teérico obtenido con glucosa (GLC)
como fuente de carbono (1.7 molacsuc/molcic); Y (ii) desarrollar cepas de levadura que sean capaces de crecer y

sintetizar AcSuc en condiciones 4cidas de pH (< 4.2).

Un ejemplo de estas estrategias es la reportada por Yan y sus colaboradores en 2014. Ellos reportaron un titulo de
12 g/L de AcSuc y un rendimiento de 0.36 molacsuc/molcLc en fermentaciones con medio minimo con 50 g/L de GLC
el cual se mantuvo a un pH 6 durante toda la fermentacién. Este titulo es uno de los mas altos que se han reportado
hasta hoy, sin embargo, el rendimiento fue de 0.2 veces el maximo teérico. Esto representa un amplio margen para
intentar aumentar la concentracion y el rendimiento de AcSuc en un medio de cultivo con un pH menor a 6 y al del
pKa de este acido (4.2).

En este proyecto de doctorado, se utilizaron herramientas de ingenieria genética, evolutiva e inversa, asi como de
biologia de sistemas para desarrollar estrategias de ingenieria metabélica para aumentar los titulos y rendimientos de

AcSuc en S. cerevisiae, asi como su tolerancia a elevadas concentraciones de 4cido a pH < 4.2.



2. ANTECEDENTES
2.1. Acido succinico: importancia, aplicaciones y sintesis

El &cido succinico, o acido-1,4-butanodioico es un acido dicarboxilico de 4 carbonos, el cual tiene dos valores de pKa,
4.2y 5.6. Este es considerado como una molécula base para la sintesis de otros compuestos quimicos organicos como
el 1,3-butadieno y sus derivados, los cuales son importantes en la industria petroquimica (Biddy et al., 2016;
Debabov, 2015; McKinlay, et al., 2007; Pinazo, et al., 2015). Por lo que la aplicacién principal del AcSuc es la
sintesis del caucho para producir llantas y empaques para automdviles. Ademas, también se utiliza como surfactante,
quelante de iones y aditivo en la agricultura y en algunos alimentos. Dado lo anterior, la produccion anual de AcSuc
se increment6 de 30,000 a 50,000 toneladas métricas (Tm) entre los afios 2015 y 2017, y su valor en el mercado
supero los 30 billones de ddlares anuales. Ademas, las proyecciones de mercado del Departamento de Energia de EUA
(DOE) muestran que la produccion de esta molécula tendré un crecimiento promedio anual de alrededor del 18 %, por
lo que se proyectd que su produccion excederia las 500,000 Tm a partir del afio 2020 (Biddy et al., 2016).

En la actualidad, la mayor produccién de AcSuc proviene de la conversion de &cido maleico, un residuo de las
refinerias de petréleo. Sin embargo, la contaminacién generada por los procesos asociados de sintesis quimica, asi
como la necesidad de prescindir de fuentes de carbono no renovables, ha impulsado la busqueda de alternativas
tecnoldgicas como la fermentacion de azlcares. Es por esto que, desde hace més de 10 afios, diferentes compafiias
tienen procesos industriales en etapas de demostracion para la produccion de acido succinico por fermentacion, y se
proyecta que en los proximos afios, estas empresas abran plantas de produccion industrial. En conjunto, se cree que la
capacidad de produccion con la instalacion de nuevas plantas aumente la capacidad de produccion de AcSuc en unas
400,000 toneladas tm anuales a partir de glucosa (Tabla 1. Principales compaiifas que producen acido succinico en procesos

demostrativos y a gran escala (Cavani, & Basile, 2016).).

Tabla 1. Principales compafiias que producen acido succinico en procesos demostrativos y a gran escala (Cavani, & Basile,
2016).

Compaiiia Ubicacién de la planta Capacidad instalada (Tm) Inicio de operacién
BioAmber Pomacle, Francia 3,000 2010
Sarnia, Canada 30,000 2015
América del Norte 200,000 2018
Reverdia Cassano Spinola, Italia 10,000 2012
Myrian Lago Providence, USA 13,600 2013
Succinity Montmel6, Espafia 10,000 2014
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Uno de los microorganismos que han sido empleados por las empresas para la produccion de AcSuc es la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Esto se debe a que esta levadura es uno de los microorganismos mejor caracterizados y
mas utilizados a nivel industrial (Strope et al., 2015; Verduyn, 1991); fue el primer organismo eucariota del cual se
secuencid el genoma (Goffeau et al., 1997); existen técnicas microbioldgicas para su propagacion y utilizacion
exhaustivas en fermentaciones (Herskowitz, 1988); asi como herramientas de biologia molecular bien establecidas
que permiten hacer modificaciones genéticas estables, sobreexpresar genes en vectores de replicacion auténomay en
el cromosoma de este microorganismo (Siewers, Nielsen, & Mortensen, 2012). Lo anterior ha permitido implementar
estrategias de Ingenieria Metabolica que han aumentado la produccion de diferentes compuestos, incluyendo el AcSuc
(Yanetal.,, 2014). Asimismo, se han secuenciado los genomas de cientos de diferentes cepas de este microorganismo,
por lo que hay una gran cantidad de informacién gendmica disponible (Strope et al., 2015). Esto ha permitido hacer
un catalogo molecular de los componentes celulares, y mas importante adn, esta informacién se ha utilizado para
generar modelos de escala gendmica (GEMs) (Heavner & Price, 2015; Sanchez & Nielsen, 2015). Con los GEMs
se han realizado simulaciones in-silico para identificar estrategias que permitan aumentar la produccion de compuestos
como el AcSuc (Agren, Otero, & Nielsen, 2013; Heavner & Price, 2015; Otero et al., 2013; Sanchez & Nielsen,
2015).

2.2. Rutas bioquimicas para la sintesis del AcSuc

En las cepas silvestres de S. cerevisiae el AcSuc se produce en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) y en la ruta
del glioxilato. EI AcSuc se disocia a pH intracelular de 7 y entonces se acumula en su forma ionizada o succinato.
Esta forma ionizada también es la forma comun que se acumula en el medio de cultivo, el cual se mantiene entre 5y

6 para favorecer el crecimiento de S. cerevisiae.

En S. cerevisiae, el TCA vy la ruta del glioxilato son menos favorecidas por su metabolismo que la glicélisis y la
fermentacién. Por lo que el AcSuc no se acumula de manera natural en los cultivos controlados de laboratorio. Sin
embargo, se ha reportado que se puede acumular en concentraciones tan bajas como 0.1-0.3 g/L en vinos y cervezas
producidos con esta levadura. En el TCA, el succinato se produce mediante la succinyl-CoA sintasa a partir de
succinil-CoA. En el mismo ciclo, el succinato se oxida a fumarato reduciendo al flavin-adenin-dinucleétido (FAD) a
FADH, mediante la enzima succinato deshidrogenasa. En la ruta del glioxilato se sintetiza succinato y glioxilato a
partir de isocitrato en la reaccion catalizada por la isocitrato liasa. Posteriormente, el succinato se incorporaal TCA 'y
puede ser utilizado como sustrato por la succinato deshidrogenasa. Una limitante para la sintesis de AcSuc via TCA
es que este ciclo s6lo esta completo en la mitocondria. Ademas, el TCA es un proceso metabdlico para la sintesis de
intermediarios cuya salida del ciclo impone restricciones para la sintesis y acumulacion de AcSuc. Por otro lado, la
via del glioxilato esta negativamente regulada por la presencia de glucosa y su utilizacion implica la desregulacion del
fendmeno de represion catabdlica, el cual es altamente regulado en microorganismos de tipo Crabtree positivos como

S. ceeviciae.

Existen microorganismos silvestres que sintetizan AcSuc de forma eficiente como las bacterias anaerobias

Anaerobiospirillum succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes, Mannheimia succiniciproducens y Basfia
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succiniciproducens. Estos microorganismos poseen un ruta reductiva que es altamente eficiente para la sintesis tanto
de succinato como fumarato a partir de fosfoenolpiruvato o piruvato. Sin embargo son deficientes en la sintesis de
oxaloacetato que es el precursor de la sintesis de glutamato. Por lo que estos microorganismos son auxétrofos a este
y otros aminoacidos derivados de precursores sintetizados en el TCA, y su cultivo s6lo se puede realizar en presencia
de medios de cultivo complejos preparados con las auxotrofias. Ademas, estos microorganismos son anaerobios
estrictos o facultativos, esto quiere decir que no utilizan de forma eficiente la rama oxidativa del TCA, incluso, algunos
como A. succinogenes no poseen los genes que codifican para las enzimas de ésta rama del TCA. Esta caracteristica
provoca que en los productores naturales el NADH que se genera en la glucolisis tenga que ser reoxidado por la rama
reductiva del TCA, cuyo producto final es el succinato. Esta ruta tiene la ventaja de consumir CO,, NADH y ATP, lo

que le permite a esta ruta alcanzar un rendimiento teérico mas alto comparado con las rutas oxidativas y del glioxilato.

Los productores naturales de succinato normalmente no resisten las condiciones de cultivo prevalentes en
biorreactores de escala industrial, lo que reduce el titulo maximo de produccidn que se obtiene a escala de laboratorio.
Es decir, su escalamiento a nivel de produccidn se dificulta. Ademas, son bacterias que requieren que el pH del medio
de cultivo se mantenga cercano al neutro durante toda la fermentacion, lo que hace necesario que se agregue
continuamente una base débil al cultivo. Dado que la forma atil a nivel industrial del compuesto es la forma no
disociada, es decir el AcSuc y no el succinato, al final de la fermentacidn con estas bacterias es necesario acidificar el
cultivo con un &cido débil para su posterior purificacion. Estos pasos adicionales aumentan el costo de produccion,
por lo que las empresas productoras de AcSuc han optado por no usar productores naturales y en su lugar han explorado
la expresién de rutas reductivas en S. cerevisiae. Sin embargo, para lograr altos titulos de produccién de AcSuc a
través de rutas reductivas en ésta levadura es necesario modificar su metabolismo oxidativo-reductivo (redox) de
forma eficiente.

2.3. Regulacidn del estado redox en S. cerevisiae y su implicacion en la sintesis de AcSuc

En quimica se le llama redox al equilibrio quimico entre los componentes de una reaccién de reduccién-oxidacion. En
esta clase de reacciones, el compuesto que se oxida le cede un electrén al compuesto que se reduce. EI metabolismo
de cualquier célula contiene cientos de estas reacciones. En las células, los principales receptores de los electrones de
las fuentes de carbono son el NAD*y el NADP*, estos compuestos se reducen a NADH y NADPH respectivamente.
Estos compuestos reducidos forman parte del poder reductor de la célula y tienen un papel central en la generacion de

energia quimica y en la sintesis de las macromoléculas celulares.

Cuando S. cerevisiae consume glucosa como fuente carbono, regula el balance redox manteniendo un cociente
[NADH]/[NAD*] con un valor cercano a uno (Villadsen et al. 2011). Esto se logra principalmente mediante dos
reacciones: una catalizada por la gliceraldehido-3-fostfato-deshidrogenasa (G3P-deshidrogenasa) y la segunda
catalizada por la alcohol deshidrogenasa (ALDH) (iError! La autoreferencia al marcador no es valida.). La G3P-
deshidrogenasa produce un mol de NADH y oxida un mol de gliceraldehido-3-fosfato (G3P) a un mol de 1,3-difosfo-
glicerato (1,3-DPG), mientras que la aldehido deshidrogenasa (ALDH) reoxida éste mol de NADH a un mol de NAD*
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por cada mol de etanol que produce. Es decir, cuando las levaduras estan consumiendo glucosa como fuente de
carbono, la reaccién que produce la mayor parte del NADH de la célula es la G3P-deshidrogenasa y la enzima que lo
reoxida a una velocidad similar es la ALDH. Mantener el cociente [NADH]/[NAD®] en un valor cercano a uno es
esencial para la levadura, ya que si el NADH no se reoxida a NAD* durante la produccion de etanol, el G3P no puede
convertirse en 1,3-BPG. Ademas, la glucolisis no puede continuar y por lo tanto no pueden crecer en medios minimos
con glucosa como Unica fuente de carbono. Este es el caso de las cepas PDC- en cuyos fondos genéticos se eliminaron
los genes que codifican para las 3 isoenzimas de la piruvato decarboxilasa (PDC). Estas enzimas catalizan la
conversion de piruvato a acetaldehido, éste dltimo es el sustrato de la ALDH. Estas cepas no consumen glucosa, sin
embargo, puede restablecerse esta funcion biolégica mediante ingenieria evolutiva (van Maris, et al., 2004). Estas
cepas que tienen un fenotipo PDC/GLC*, pueden consumir glucosa sin producir etanol y se ha demostrado que tienen
una mayor disponibilidad intracelular de NADH, por lo que se han utilizado en la produccién de compuestos cuya

sintesis requiere de poder reductor como lo es el caso del AcSuc (Van Maris et al., 2004; Jansen & Verwaal, 2010).

Glucosa
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G3P  NAD* <+

S NnaoH

NAD' NADH 13BPG  \\nADH NAD:

/ v »CO
MAL %3-: Fi‘? PIR <— AADO lz. Etanol

fumC I CO; “AceCoA —=CIT
FUM
NADH .
&

F.twsr_(,v NAD ( I » SUC
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v : M
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Figura 1. Pasos principales en el metabolismo de glucosa (glc) y las tres rutas principales de produccion de AcSuc que
parten del piruvato (pir). ver texto principal para los detalles de las abreviaturas

2.4. Estrategias de ingenieria de reacciones para incrementar la sintesis y acumulacién de
AcSuc en S. cerevisiae

Una cepa con fenotipo PDC/GLC* fue usada junto con una ruta reductiva de produccion de acido succinico por Yan
y sus colaboradores en el 2014 (Figura 2. Ejemplo de dos rutas reductivas con las que se han alcanzado los titulos de

produccion.Figura 2). Usaron un primer plasmido para clonar los genes de S. cerevisiae que codifican para la piruvato
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carboxilasa (PYC2) que cataliza la conversién de piruvato (PYR) a oxalacetato (OAA), y la malato deshidrogenasa
(MDH3) que cataliza la conversion de malato (MAL) a OAA. En un segundo plasmido clonaron la fumarato reductasa
(FRDS1) nativa de S. cerevisiae que transforma fumarato (FUM) a succinato y la fumarasa de Escherichia coli
(FUMC) que convierte malato (MAL) a fumarato (FUM). Estos plasmidos fueron transformados en una cepa PDC-
/GLC*y se realizaron cultivos en matraces con medio minimo suplementado con 50 g/L de GLC y dos pulsos de
CaCO3 como fuente de carbono organico e inorganico respectivamente. EI primer pulso de CaCO3 lo hicieron al inicio
del cultivo y fue de 5 g/L, el segundo pulso lo hicieron en la fase exponencial del crecimiento y fue de 30 g/L. Con
esta estrategia lograron un titulo de produccion de 8 g/L.. Escalaron la produccion a bioreactores de 3 L con un volumen
de trabajo de 1L, en estas condiciones donde controlaron el pH, la tensién de oxigeno disuelto, entre otros parametros,
lograron elevar el titulo hasta 12.9 g/L, con un rendimiento de 0.32 molacsuc/moleLc (Figura 2). Es importante destacar
que en todos sus ensayos mantuvieron el pH del medio en un valor de 6 a lo largo de todo el cultivo, es decir, no

sometieron a las células productoras de AcSuc a un estrés cido.

Por su parte, Jansen y Verwaal (2010) construyeron un brazo reductor del TCA en dos plasmidos (Figura 2). En el
primer plasmido clonaron el gen que codifica para la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK) de Actinobacillus
succinogenes que convierte el fosfoenolpiruvato (PEP) en OAA y el gen que codifica para la fumarato reductasa
(FRDg) de Trypanosoma brucei que convierte el fumarato a succinato. En un segundo plasmido clonaron el gen que
codifica para la malato deshidrogenasa nativa de la levadura (MDH3) y un gen sintetizado quimicamente que codifica
para la fumarasa de Rhizopus oryzae. Ademas de los pldsmidos con la ruta reductiva, construyeron un plasmido donde
clonaron el transportador mitocondrial de malato MAE de Schizosaccharomyces pombe. Estos tres plasmidos fueron
transformados en la cepa RBWO064 (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289 adhl::lox adh2::lox gpdl::KanMX). La cepa
que obtuvieron se denominé SUC-200 y con esta realizaron ensayos en medio minimo en cultivos tipo lote alimentado.
La alimentacion de GLC se mantuvo por debajo de 1 g/L y el cultivo se mantuvo con limitacién de oxigeno. Asimismo,
la alimentacion de gas tuvo un flujo de 0.33 vvm de aire suplementado con 10 % de CO,. El CO; es necesario para la
sintesis de OAA a partir del PEP. Este cultivo se llevé a cabo por 90 horas y se reporté un titulo maximo de produccion
de 16 g/L.
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Figura 2. Ejemplo de dos rutas reductivas con las que se han alcanzado los titulos de produccién.

ny los rendimientos de conversion de glucosa a AcSuc mas altos. Estas dos vias difieren en la forma en que se limita
la formacidn de etanol y la sintesis de acido oxalacético (OAA). A) En esta estrategia la sintesis de etanol se evita
eliminando la actividad de PDC y se genera OAA mediante piruvato carboxilasa (PYC2). B) En la segunda estrategia
se elimina actividad de ADH vy se sintetiza OAA mediante la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK).

En la Tabla 2 se presenta un resumen de las estrategias que se han usado previamente para aumentar la produccion de
AcSuc mediante la ruta oxidativa (Raab et al., 2010; Agren et al., 2013), el ciclo del glioxilato (Otero et al., 2013)
y dos rutas reductivas distintas (Jansen & Verwaal, 2010; Yan et al., 2014).

Tabla 2. Estrategias de ingenieria metabolica utilizadas para aumentar la produccién de acido succinico en S.

cerevisiae.
Ruta de Titulo Rendimiento
Estrategia Referencia
sintesis (g/L) (Mo-acsuc/molaic)
Eliminaron los genes SDH1, (Raab et al.,
TCA oxidativo 3.6 0.11
SDH2, IDH1Y IDP1 2010)
Ciclo del (Otero et al.,
GEM-iFF708. 0.9 0.076
glioxilato 2013)
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Evolucion adaptativa.

Eliminacion de los genes SDH3 y

SER3/SER33
GEM-iFF708. Eliminacion del gen (Agren et al.,
TCA oxidativo 0.23 0.030
Dic1 2013)
Expresaron la PEP carboxicinasa
(Jansen &
de A. succinogenes, fumC de E. X
TCA reductivo 16 0.44 Verwaal,
coli, MDH y FRDS de S.
2010)
cerevisiae.
Expresaron los genes fumC de E.
(Yanetal.,
TCA reductivo coli, PYC2, MDH y FRDS de S. 12.9 0.32%**
2014)
cerevisiae.

*Este rendimiento fue calculado por nosotros a partir de los datos del cultivo continuo que reportaron Jansen & Verwaal, 2010; **
Este rendimiento fue convertido por nosotros a moles a partir del rendimiento reportado en gramos por los autores.

Para lograr que S. cerevisiae acumulara mayores concentraciones de AcSuc Raab y sus colaboradores (2010)
eliminaron los genes SDH1, SDH2, IDH1 Y IDP1, que codifican para la succinato deshidrogenasa y para una
isoenzima mitocondrial de la isocitrato deshidrogenasa respectivamente. Con esta estrategia se alcanzé un titulo de

3.6 g/L y un rendimiento de 0.11 molsy/molgic.

Otras modificaciones genéticas que mejorarian la sintesis de AcSuc fueron identificadas con base en simulaciones in
silico del metabolismo, utilizando el modelo metabdlico a escala gendmica (GEM) iFF708 y el algoritmo OptGene.
Este método se utiliza para la busqueda de genes cuyas enzimas favorezcan el flujo de carbono hacia la formacion del
producto deseado (Patil et al., 2005). Otero et al. (2013) se basaron en los resultados de Patil et al. (2005) para
generar una cepa a la que se le eliminaron los genes Sdh3 que codifica para el citocromo b del complejo succinato
deshidrogenasay Ser3p/Ser33 que codifica para las isoenzimas de 3-fosfoglicerato deshidrogenasa. Con esto se acoplo
la produccion de AcSuc al crecimiento celular a través del ciclo del glioxilato. Con esta primera aproximacion se
obtuvo un rendimiento de 0.14 gacsc/Obiomasa. POSteriormente realizaron un ensayo de evolucion adaptativa, con lo que
se gener6 una cepa que acumuld 0.69 gacse/gbiomasa- EN €sta Ultima cepa se realiz6 un analisis transcriptomico y se
identifico que la isocitrato liasa (ICI1) se modificé en el ensayo de evolucion, lo que le permiti6 a la cepa evolucionada

aumentar la produccion de AcSuc.

En otro estudio se utilizé el GEM iFF708 y un andlisis del balance de flujos metabolicos FBA para establecer
estrategias de ingenieria metabdlica para aumentar la produccion de &cido succinico (Agren et al., 2013). De acuerdo
con los resultados de las simulaciones, Agren y sus colaboradores (2013) construyeron mutantes individuales de los

genes Mdh1, Oacl y Dicl que codifican la malato deshidrogenasa mitocondrial, un transportador de la membrana
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interna mitocondrial y un transportador de dicarboxilato mitocondrial, respectivamente. Las simulaciones también
identificaron que la produccion de succinato es sensible a la velocidad de consumo de oxigeno. El andlisis
transcripcional de la mutante DIC1 sugiere que la cadena de transporte de electrones, la sintesis de ATP, el transporte
de esteroles y los procesos metabdlicos para la formacion de energia se asocian con la formacién de succinato (Agren,
et al., 2013). Por otra parte, la limitacion del potencial redox restringe los rendimientos que pueden alcanzarse en un
proceso de fermentacidn anaeroébico (el cual es deseable); por lo que, controlar las concentraciones de cofactores redox

para manipular los flujos metabdlicos parece un enfoque Gtil para aumentar los rendimientos en las levaduras.

2.5. El rendimiento maximo teérico de AcSuc depende de la ruta metabdlica

Los pardmetros estequiométricos mas importantes que se deben considerar en el disefio de microorganismos para la
produccion de compuestos de interés comercial son los rendimientos. En especial el rendimiento de produccién en
funcion de la cantidad de sustrato consumido, el cual es la cantidad de producto (gramo o mol) que se obtiene por
cantidad de sustrato consumido, y se abrevia Ysp. Sin embargo, aumentar el Ysp de un metabolito que deriva de una
via metabolica que conecta con la red intrincada de reacciones propia de los microorganismos tiene diferentes
restricciones, entre las que destacan: (i) la ruta metabélica que conecta el sustrato con el producto; (ii) el contenido
energético del sustrato y el producto; (iii) la eficiencia energética de la ruta; (iv) el consumo o produccién de NADH
por la ruta metabdlica; y, (v) la dificultad para expresar la ruta heteréloga de sintesis en un organismo huésped. Por
estos motivos, Dugar y Stephanopoulos (2011) presentaron una forma simple para calcular el rendimiento maximo
tedrico (Y1) de un producto a partir de un sustrato especifico. Este se calcula usando el contenido energético del
sustrato y del producto con la ecuacion Yt=As/Ap. Donde As representa los moles de electrones por mol del sustrato y
e los moles de electrones por mol del producto. El Y+ de AcSuc a partir de glucosa es 24 mole/molgic/14 mole.
/molacsuc = 1.7 molacsue/moleic. Por otra parte, la eficiencia de las rutas para la sintesis de AcSuc a partir GLC puede
calcularse Gnicamente mediante la estequiometria de las rutas (Dugar y Stephanopoulos, 2011). En la Tabla 3 se
muestra el rendimiento que puede alcanzarse usando la ruta oxidativa es 1 molacsuc/moleLc, mientras que con la ruta

reductiva es posible alcanzar un rendimiento de 1.7 molacsue/molcLc.

La metodologia propuesta por Dugar y Stephanopoulos (2010) es una guia inicial para elegir la ruta de produccion
con la que se pueda alcanzar un rendimiento mas alto respecto a otra que lleve al mismo producto. Sin embargo, esta
metodologia es un modelo de caja negra con el que podemos saber qué es lo que entra y lo que sale de la célula en
estado estacionario. Esto representa una limitacion desde el punto de vista del disefio del microorganismo, ya que no
se puede manipular los componentes internos del sistema. Una alternativa es el uso de modelos del metabolismo a

escala genémica.
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2.6. Modelamiento del metabolismo mediante biologia de sistemas

A la coleccion completa de los genes y la versién especifica de éstos contenidos en el genoma de un organismo en
particular se le conoce como genotipo. Asimismo, la forma y la funcion del organismo se conoce como fenotipo.
Comprender la relacién que existe entre el genotipo y el fenotipo a escala gendémica es un problema fundamental en
la biologia actual (Palsson, 2006). En este sentido, las técnicas de secuenciacion masiva en conjunto con el amplio
acervo de conocimiento sobre las transformaciones bioquimicas en un organismo dado pueden convertirse a un
formato matematico del que emanan las relaciones mecanisticas entre los genotipos y los fenotipos metabélicos de las
células (Palsson, 2006). Este formato matematico que subyace al conjunto de conocimientos bioquimico, genético y
gendémico (BiGG) ha facilitado la construccion de lo que se ha llamado Modelos de Escala Genédmica (GEMs). Estos
modelos son una reconciliacién de las propiedades bioquimicas de las enzimas y los genes que las codifican en un
organismo determinado (Palsson, 2006). Los GEMs pueden construirse y analizarse usando la metodologia
COnstraint-Based Reconstruction and Analysis (COBRA). Los métodos COBRA permiten el anélisis de sistemas
bioldgicos a escala gendmica (como es el caso de los GEMs) - Biologia de Sistemas del Metabolismo - sin la necesidad
de contar con grandes cantidades de datos de entrada, como valores de las constantes cinéticas de las enzimas, datos
fluxémicos, metabolémicos, etc. Estos métodos se basan en datos fisicoquimicos (capturados en la matriz
estequiométrica) para calcular los estados fenotipicos posibles para un GEM particular bajo una condicién dada
(Figura 3).

Tabla 3. Rendimientos de produccidn de acido succinico.

Balance general de las rutas de produccion de AsSc en S. cerevisiae

Méximo teérico

Y =ks/Ap=(24 mol-e/mol-GLC)/(14 mol-e/mol-AcSc)=1.7 mol-AcSc/mol-GLC

Ruta oxidativa
CeH1206 + Ho0O + 4 ADP + 4 Pi — C4HgO4 + 5 NADH + 2CO, + 4 ATP

Yo =1 mol-AcSc/1 mol-GLC = 1 mol-AcSc/mol-GLC

Ruta reductiva

1.16 CeH1206 + 4 NADH + CO2 — 2 C4HesOs+ 4 NAD* + 3 H20
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Yr =2 mol-AcSc/1.16 mol-GLC = 1.7 mol-AcSc/mol-GLC

Uno de los métodos COBRA mas utilizados es el flux balance analysis (FBA). EI FBA convierte el conocimiento
BiGG contenido en los GEMs en un formato matematico conocido como matriz estequiométrica (S). S puede
resolverse para dar un espacio de soluciones en el que se optimizan los flujos (bordes del cono en la Figura 3) que
llevan a optimizar una funcién objetivo. Actualmente los GEMs traen precargada la velocidad especifica de
crecimiento (i) como funcion objetivo. Para obtener un espacio de solucion que describa fielmente los flujos
metabdlicos del sistema es necesario restringir el espacio de solucién con datos experimentales como la velocidad
especifica de crecimiento (p), la velocidad especifica de consumo de la o las fuentes de carbono (rs) y las velocidades

especificas de produccion de metabolitos (rp1, Fpz... 7pn).

— _----
_----
mm 1 0o 1 o0 1 |

Figura 3. Representacion esquematica resumida de la forma en que el metabolismo de un organismos puede ser representado en
un matriz de coeficientes estequiométricos de las reacciones bioquimicas, las cuales se modelan mediante flujos metabolicos
basados en limites de operacion termodindmicos calculados con el software COBRA. Para su interpretacion, la matriz
estequiométrica se puede interpretar mediante graficas que representan la relacion entre los flujos metabdlicos de un organismo y
sus limites de operacion que dan origen a un fenotipo. Esta interpretacion se puede realizar mediante métodos matematicos
contenidos en COBRA, el cual realiza estos calculos a partir de la reconstruccion completa del metabolismo (GEM).

19



S. cerevisiae fue el primer organismo eucariota para el cual se desarroll6 un GEM (Forster et al., 2003) y es uno de
los organismos que cuenta con mayor nimero de GEMs publicados (Lopes & Rocha, 2017). El GEM mas reciente,
mas curado y completo que se ha publicado para S. cerevisiae es el Yeast8 (Lu et al., 2019). Este GEM tiene versiones
para COBRA Toolbox (MATLAB) y COBRAPYy (Python). Elegimos la version para COBRAPY, ya que Python es un
lenguaje de programacion libre y gratuito. Con este modelo y los métodos COBRA se evaluaron perfiles metabolicos,

los cuales se presentaran mas adelante en este manuscrito.

2.7. Tolerancia de S. cerevisiae a pH acido y altas concentraciones de 4cidos débiles

Para la sintesis del caucho y de otros compuestos quimicos es necesario que el AcSuc esté en su forma oxidada. Por
lo que la produccién de AcSuc se enfoca en presentar éste en forma de solucién en estado no ionizado. Dado lo
anterior, es recomendable que la fermentacion de glucosa a AcSuc se realice en un valor de pH por debajo del pKa
del AcSuc (4.72) para disminuir los esfuerzos en la purificacion y formulacién del producto final envasado. Sin

embargo, este valor est4 por debajo del pH éptimo para el crecimiento de S. cerevisiae (5.0-6.0).

A un pH menor al valor de pKa del AcSuc, éste se encuentra principalmente en su forma protonada y no cargada. Esta
forma puede atravesar la membrana plasmatica a una velocidad que se controla por la permeabilidad de la propia
membrana. Una vez en el citosol, donde el pH es cercano al neutro en S. cerevisiae, el AcSuc se disocia generando
asi dos protones y el anion correspondiente. Estas moléculas cargadas no pueden simplemente difundir a través de la
membrana hacia el medio extracelular. Esto puede causar la acidificacion del citoplasma causando efectos deletéreos
en la célula. Sin embargo, para aliviar esta condicién de estrés, la levadura utiliza la bomba de protones citosélica y
vacuolar, PMA1y VMAL, respectivamente. Estas proteinas consumen ATP para lograr bombear los protones al medio
extracelular (PMAL) y al interior de la vacuola (VMAL). Este consumo de ATP limita el crecimiento asi como los

recursos celulares para la sintesis de productos metabélicos.

Sin &cido en el medio de cultivo, pocas levaduras industriales crecen en pH menor o igual a 2.5 (Taherzadeh et al.
1997; Della-Bianca et al. 2013). Un pH por debajo de 4.5 es vital para que S. cerevisiae prospere a una concentracion
de acido débil de 10 g/L, mientras que a un pH 3 la concentracion de acido no debe ser mayor a 3 g/L (Taherzadeh
et al. 1997). Esto es que, conforme la concentracion de acido débil se incrementa, el nivel del pH debe aumentar para
que S. cerevisiae pueda prosperar. Lo anterior porque, si el nivel de acido no disociado se incrementa en el medio de
cultivo, este difunde al interior de la célula acidificando el citosol. Por ejemplo, el pH citos6lico disminuye a 5.7 0 5.1
si las células se exponen a 4.8 0 9.6 g/L de acido acético cuando el pH del medio es de 4.5 (Fernandez-Nifio et al.
2015; Giannattasio et al. 2013). Se ha demostrado que si el pH citosélico disminuye por debajo de 5.2 las células

mueren (Taherzadeh et al. 1997). Entonces, 9.6 g/L de acido con un pH 4.5 es letal para S. cerevisiae.

En un medio sin &cido y pH 5, las levaduras no crecen a una temperatura superior a 40 °C (Van Uden 1985; Walsh

and Martin 1977). En presencia de 1 o 3 g/L de acido acético y pH 3.3, las temperaturas maximas de crecimiento son
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37 °Cy 35 °C, respectivamente (Pinto et al. 1989). Lo anterior demuestra que la presencia de un acido débil en el

medio de cultivo a un pH &cido hace que temperaturas subdptimas no letales se vuelvan letales en presencia del acido.

Se ha observado que la actividad de PMAL incrementa con el incremento de la temperatura de cultivo y con la adicion
de un &cido débil (Coote et al., 1994; Ullah et al., 2012). Por lo tanto, el consumo de ATP también se incrementa
sustancialmente (Lahtvee et al., 2016; Verduyn et al., 1992; Watson, 1970). Para evitar el consumo excesivo de
ATP, las células moderan la actividad de PMA1 sobre expresando la proteina de choque térmico HSP30 (Meena et
al., 2011; Piper et al., 1994), por lo que el pH citosdlico disminuye ligera- y transitoriamente con el choque térmico.
Un uso excesivo de ATP también puede incrementar el consumo de glucosa y de oxigeno para la oxidacion completa
de la glucosa y produccion maxima de ATP por mol de azlcar. Lo que se acompafia de un incremento en el volimen
de la mitocondria (Lahtvee et al., 2016; Verduyn et al., 1992). El incremento en la actividad de la mitocondria puede
causar un aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las actividades de la superéxido dismutasa y catalasa
(Giannattasio et al., 2005). Si la eliminacién de ROS no es eficiente, esto causa la respuesta retrograda y la muerte

celular programada.

Un pH intracelular acido puede disminuir la actividad de las enzimas glicoliticas. Se ha observado que la actividad de
varias de las enzimas de la glicolisis disminuye a un pH menor a 6.8 (Kumar et al., 2004; Pampulha and Loureiro-
Dias, 1990). Sorprendentemente, la transcripcion de algunos genes que codifican enzimas de la glucdlisis aumenta
con el estrés oxidativo, el choque térmico y el &cido. Entre estos, los genes que codifican para la hexocinasa (HXK2)
y la fosfofructocinasa (PFK1) (Almeida et al., 2009; Gasch et al., 2000; Mira et al., 2010; Schuller et al., 2004).
La expresién de estos genes tiene una influencia importante en la represion catabdlica causada por la glucosa
(Broach, 2012; Gancedo, 1998). Dicha represion parece ser importante para la resistencia a 4cido ya que mutaciones
en GPR1, GPA2, RGT2 y SNF3, los cuales codifican para enzimas reguladoras de las vias de sefializacién de glucosa
(RAS/cAMP/PKA y SNF1/SNF3), promueven la resistencia en cepas aisladas en ambientes &cidos (Isom et al., 2018;
Orij etal., 2011). Esto es que, si disminuye la actividad de la via de sefializacion por glucosa disminuye la activacion
de las respuestas al estrés. Aunque por otro lado, la disminucién también disminuye la actividad fermentativa y la
activacion de PMAL. Por ejemplo, mutaciones en SNF1, TPK2 y RAS2 los cuales son elementos rio abajo del sistema
de regulacion causan la acidifican el citosol (Som et al., 2018), aunque disminuyen la formacion de ROS
(Lastauskiené and Citavi¢ius, 2008; Leadsham and Gourlay, 2010; Salas-Navarrete et al., 2022).

Las vias de sefializacion de de glucosa, en combinacion con las de nitrogeno también regulan la acidificacion de la
vacuola, que, entre otras cosas previenen la acidificacion del citosol y la respuesta retrograda causada por el mal
funcionamiento de la mitocondria (Bishop and Guarente, 2007; Broach, 2012; Hughes and Gottschling, 2012).
Por lo tanto, estas vias controlan la expresién de la ATPasa vacuolar y se ha observado que mutantes en VMAL, VMA2
y VMAS3, asi como la proteina ensambladora VPH2 causan la acidificacion del citosol y la imposibilidad de la levadura
para alcanzar la homeostasis del pH citosélico (Martinez-Mufioz and Kane, 2008; Preston et al., 1992). La
sefializacion entre la vacuola y el citosol es importante para el metabolismo de Fe y Cu que juegan un papel importante

en la tolerancia a &cido acético (Hu et al., 2019; Li and Kaplan, 2004). Se ha observado que los genes involucrados
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en el transporte de Fe (FET3), reduccion del Fe (FRE1 y FRE3) y facilitadores del transporte de Fe (FIT2 y FIT3)
juegan un papel importante en la resistencia (Fletcher et al., 2016; Hu et al., 2019; Mira et al., 2010).

La difusion de un &cido débil hacia el citosol requiere que éste interaccione con la membrana citoplasmatica de las
células. Por lo que se ha sugerido que la composicion de esta esta relacionada con la resistencia al estrés acido. Del
tal forma que las células que se someten a evolucion adaptativa muestran cambios en la secuencia de genes que
codifican para enzimas relacionadas con la reestructuracion de la membrana, por ejemplo ERG3, ERG4, ERG13,
ERG24 YDC1 y SUR2 (Fletcher et al., 2016; Mira et al., 2010). Ademas de la reestructuracion de la membrana, S.
cerevisiae también altera la secuencia de genes que codifican para transportadores de acidos y bases débiles como
AQR1, TPO2, JEN1y PDR12 (Casal et al., 1999; Mira et al., 2010).

Cuando las células se someten a un estrés &cido o térmico activan la expresién de varios cientos de genes (Caspeta et
al., 2016a; Gasch et al., 2000; Lee et al., 2015; Mira et al., 2010). Esto hace pensar que, ademas de los genes cuyas
funciones se relacionan individualmente con el fenotipo tolerante, existen otro grupo de genes que si bien no participan
“directamente” con alguna funciéon individual si se encargan de regular la transcripcion de otros genes que
complementan la respuesta, como los factores transcripcionales (FTs). En este sentido, el analisis de secuencias
promotoras de la transcripcion ha sido Gtil para identificar FTs que participan en la respuesta a estrés general como
MSN2/MSN4, o en respuesta a estrés por choque térmico como HSF1 (Gasch et al., 2000). Ademaés, también se han
identificado factores transcripcionales que regulan las respuestas particulares a estreés oxidativo como YAP1, estrés
&cido como WARL, y complementan la regulacién de la respuesta a choque térmico como SKN7 (Mira et al., 2010;
Schaller et al., 2004).

Como se puede detectar de este pequefio resumen, es posible identificar genes cuyas funciones aportan a un fenotipo
termo-acido tolerante en S. cerevisiae. Estos genes se pueden usar para el disefio de cepas resistentes mediante los
conceptos y técnicas de la ingenieria inversa, la cual se centra en la generacion de fenotipos tolerantes transfiriendo
las funciones genéticas que determinan la resistencia en otras cepas. para generar estas cepas se usan procesos de
evolucién adaptativa, los cuales, cabe mencionar que operan también en los procesos industriales de produccion.

Aunque estos procesos se pueden operar en el laboratorio.

2.8. Obtencion de cepas de S. cerevisiae resistentes a pH acido y altas concentraciones de
AcSuc: la ingenieria evolutiva y los andlisis a escala genomica.

Cepas de S. cerevisiae tolerantes a acido, pH &acido y temperaturas supradptimas se han aislado en la industria y en
experimentos de evolucién adaptativa en laboratorio (EAL) (Mira et al., 2010; Schiiller et al., 2004). Ademaés, el uso
de herramientas de analisis de funciones en el genoma completo ha permitido la identificacién de genes cuyas
funciones aportan al fenotipo tolerante observado en experimentos tipicos de fisiologia microbiana. Estas funciones
han sido evaluadas mediante ingenieria inversa para develar los aspectos basicos de los mecanismos celulares
responsables de la tolerancia en las cepas aisladas (Mans et al. 2018). Por ejemplo, el andlisis fisiolégico molecular

de cepas industriales tolerantes a concentraciones elevadas de acido acético y pH acido mostré cambios estructurales
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en genes relacionados a la via de sefializacion de glucosa RAS/CAMP/PKA y a la regulacién de la disponibilidad de
nitrégeno como: IRA2, SNF4, CUP2, GRT1, MET4, HAA1, SAM3, SAM4, y TRT2 (Della- Bianca et al. 2013:
Meijnen et al. 2016; Stojiljkovic et al. 2020). En particular, resulta interesante que mutaciones en los genes de la via
RAS/cAMP/PKA, como IRAL, IRA2, CYR1 y BCY1, también se detectaron en cepas termotolerantes aisladas en la
industria (Parts et al. 2011).

En experimentos de EAL también se han aislado cepas tolerantes a ambientes acidos, por ejemplo en presencia de 15
g/L de &cido acético y pH 4.5 (Fletcher et al. 2016; Gonzalez-Ramos et al. 2016; Wright et al. 2011). Las
mutaciones encontradas en estas cepas se detectaron en genes relacionados con el estrés oxidativo, el balance de 6xido-
reduccion como FRE1, ADH3; El metabolismo de lipidos y esteroles (ASG1y ERG5) y la respuesta a la disponibilidad
de glucosa como SKS1 (Fletcher et al. 2016; Gonzalez-Ramos et al. 2016). En otros experimentos de EAL bajo
ambientes con elevada temperatura se aislaron cepas resistentes a 38-42 °C (Caspeta et al. 2014; Hyun-Soo Kim et
al. 2011; Satomura et al. 2016). En estas cepas se identificaron mutaciones en genes relacionados con el metabolismo
de lipidos (ERG3 y LCB3), con la respiracion y la generacion de energia en forma de ATP (ATP3, ATP2, MTML,
CCM1y MDL2), la via RAS/CAMP/PKA (IRA2 y CDC25), la replicacion del DNA (RAD9, RAD24, PAN2, CSM3 y
CMK2) y las respuestas multiples al estrés (SSK2 y MSN2) (Caspeta et al. 2014; Hyun-Soo Kim et al. 2011;
Satomura et al. 2016).

En experimentos de EAL recientemente se aislaron cepas tolerantes a valores de pH menores a 4.2, altas
concentraciones de acido acético y elevada temperatura (Caspeta et al. 2019). Para tales experimentos se partid de la
cepa silvestre S288C y de la cepa termotolerante denominada TT23. Este antecedente es relevante para nuestro trabajo
ya que estas cepas lograron crecer en medio minimo con 20 g/L de GLC y 12 g/L de &cido acético, con pH 4 a 30 °C
y 250 RPM.
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3. JUSTIFICACION

En S. cerevisiae se ha caracterizado ampliamente la produccion de AcSuc mediante rutas metabélicas oxidativas. Sin
embargo, los titulos de produccién mas altos de este compuesto se han alcanzado a través de rutas metabdlicas

reductivas. Las cuales se analizaron en este proyecto de tesis.

Los cambios que ocurren en el metabolismo central de S. cerevisiae cuando produce AcSuc mediante una ruta
reductiva no estan bien caracterizados debido al alcance que esto tiene en el metabolismo global. Esto justifica aplicar
estrategias de Biologia de Sistemas que permitan comprender los cambios que ocurren en el metabolismo de S.
cerevisiae cuando produce AcSuc mediante una ruta reductiva. A partir de este conocimiento serd posible disefiar
estrategias de Ingenieria de Vias Metabdlicas a nivel de sistemas que permitan aumentar los titulos y los rendimientos

de produccion de este metabolito.

La obtencion de fenotipos &cido tolerantes es importante para generar cepas productoras de AcSuc que puedan
acumular este 4cido débil en cultivos con pH &cido menor al pKa del AcSuc. Esto permitiria la recuperacion del acido
en su forma no disociada que es la forma méas habitual en que se formulan las presentaciones de este acido para la
comercializacién como reactivo. Por lo que esto presupone un ahorro en los procesos de separacion y purificacién del

AcSuc del medio de cultivo.

La obtencién de cepas tolerantes a ambientes acidos representa un reto ya que no es atractivo generar disefios
experimentales para evaluar todas las posibles mutaciones que podrian dar origen al fenotipo tolerante. Para solucionar
este problema se han utilizado estrategias de EAL para generar cepas tolerantes. Mediante analisis a escala genémica

es posible generar conocimiento sobre los cambios genotipicos que generan la tolerancia.
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4. HIPOTESIS

El incremento en la sintesis de acido succinico y la resistencia a la acidez en la levadura Saccharomyces cerevisiae se
conseguiran mediante la ingenieria del metabolismo redox, e inversa de fenotipos tolerantes generados por ingenieria

evolutiva.

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Aumentar la produccion de acido succinico y la resistencia a ambientes acidos en S. cerevisiae modificando
el metabolismo redox mediante ingenieria de vias metabolicas a nivel de sistemas y la estructura del genoma

mediante ingenierias evolutiva e inversa.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Construir una cepa de S. cerevisiae productora de AcSuc mediante una ruta reductiva.

* Determinar una estrategia que aumente el flujo de carbono hacia la produccion de AcSuc mediante

simulaciones in-silico.
* Secuenciar los genomas de las cepas de S. cerevisiae evolucionadas para tolerar un pH < 4.2.

* Transferir mutaciones clave a la cepa parental S288C para determinar su efecto sobre la tolerancia al pH.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Métodos para la ingenieria genética de S. cerevisiae: oligonucleotidos, plasmidos y cepas

Los oligonucleotidos que se enlistan en la Tabla 4 fueron utilizados para generar los productos de PCR para la
construccién de los plasmidos y las mutaciones cromosomales que se reportan en esta tesis doctoral. Los
oligonucleotidos de 70 pares de bases (pb) se utilizaron para hacer mutaciones cromosomales. En su extremo 3’ tienen
20 pb de homologia con el casete KANMX del plasmido pUG6, mientras que en el 5’ tienen homologia con el gen
respectivo que se eliminara. Los oligonucle6tidos de 50 y de 20 pb se utilizaron para clonar los marcos de lectura de
la ruta reductiva en el plasmido pSAL4 de forma individual y posteriormente armar un plasmido con las 4 unidades
transcripcionales de la ruta completa. Los oligonucleodtidos de 50 pb son oligos que amplifican en el sentido 3’ tienen
20 pares de bases (pb) de homologia con el templado del cual se amplifica el marco de lectura o la regién reguladora
que se va a ensamblar. El1 5 de estos oligonucledtidos tiene homologia con el 3’ del fragmento que se ensamblara al
5’ del producto de PCR que amplifica. Los oligonucle6tidos de 20 pb son oligos que amplifican en antisentido, por lo

que solo tienen homologia con el fragmento que se usard como templado.

En la Tabla 5 se describen brevemente los plasmidos que se construyeron en este trabajo, asi como los plasmidos de
los que se partié para construir cada uno. El plasmido pSAL4 reportado por Mascorro-Gallardo, et al. 1996, es al
que nos referiremos como plasmido vacio. Este es un plasmido de 6140 pb con un origen de replicacion auténoma
para S. cerevisiae con aproximadamente 40 copias por célula; tiene la version silvestre del gen URA3, que
complementa la auxotrofia a uracilo en cepas con el alelo mutante ura3-1. Para su replicacion en E. coli tiene un
origen de replicacion derivado del plasmido pBlueScript. En esta bacteria se encuentran 200 copias por célula
aproximadamente y tiene el gen que codifica para la beta lactamasa que confiere resistencia a ampicilina en las células
transformadas. Dado que el resto de los plasmidos para la ruta reductiva son derivados de éste, tienen estos mismos
elementos de replicacion y marcadores de seleccion para E. coli y para S. cerevisiae. Todos los marcos de lectura que
se clonaron se encuentran bajo el control del promotor del factor de elongacion de la transcripcion 1 (TEF1) de la cepa
S288C de S. cerevisiae. Este promotor es constitutivo, fuerte y no se ha reportado que se reprima por ninguna fuente
de carbono. El terminador que se clon6 para controlar el término de la transcripcion de los genes clonados es el
terminador del citocromo C1 (CYC1) de la cepa S288C de S. cerevisiae. Este es un terminador fuerte que evita que se

formen fusiones transcripcionales que pueden dar origen a proteinas no funcionales.

Tabla 4. Oligonucleodtidos empleados en este estudio.

Oligonucle6tido Secuencia (Todos estande 5a3 ) afio (pb) rencia

pSal4-R GGC TCG AGA ATT CGT TAC AG 20 Este estudio

CYC1-SAL4F GTT TTG GGA CGC TCG AAG GCT TTAATT TGC CAC | 50 Este estudio
GTC GTG GAATGCCTT CG
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SALA4-TEF1F GAA AAA CAA ACT GTA ACG AAT TCT CGA GCC 50
CAT AGCTTC AAAATGTTTCT

TEF1-R CTT AGATTA GAT TGC TAT GC 20 Este estudio

TEF1-PYC2F TAG AAA GAA AGC ATA GCA ATC TAATCT AAG 50 Este estudio
ATG AGC AGT AGC AAG AAATT

PYC2-R TTACTTTTT TTG GGA TGG GG 20 Este estudio

PYC2-CYC1F GAA ACC CTACCCCCATCC CAAAAAAAGTAA 50 Este estudio
TCATGT AAT TAGTTATGT CA

CYCI-R GCA AAT TAAAGCCTT CGA GC 20 Este estudio

TEF1-MDH3F TAG AAA GAA AGC ATA GCA ATC TAATCT AAG 50 Este estudio
ATG GTC AAAGTC GCAATTCT

MDH3-R GGA AGA GTC TAG GAT GAA AC 50 Este estudio

MDH3-CYC1F AAA GGC AAG AGT TTC ATCCTAGACTCTTCCTCA | 50 Este estudio
TGT AATTAG TTATGT CA

TEF1-FR1F TAG AAA GAA AGC ATA GCA ATC TAATCT AAG 50 Este estudio
ATG TCT CTCTCT CCCGTT GT

FR1-R TTACTT GCG GTC ATT GGC AA 20 Este estudio

FR1-CYC1F GCT GAATCT ATT GCC AAT GAC CGC AAG TAA 50 Este estudio
TCATGT AAT TAGTTATGT CA

TEF1-FumCF TAG AAA GAA AGC ATA GCA ATC TAATCT AAG 50 Este estudio
ATG AAT ACA GTA CGC AGC GA

FumC-R TTA ACG CCCGGCTTT CAT AC 20 Este estudio

FumC-CYC1F ATG GTC GGC AGT ATG AAA GCC GGG CGT TAA 50 Este estudio
TCATGT AAT TAGTTATGT CA

FUM1-TEF1F ATG TTG AGATTT ACC AAT TGT AGT TGC AAG ACT | 70 Este estudio
TTC GTAAAATCG TCATAC ATAGCT TCA AAATGT
TTCT

CYCI1-FUM1R TTATTT AGG ACC TAG CAT GTG TTC AGG AAC 70 Este estudio
AAC CCATTC ATC AAATTC CTG CAA ATT AAA
GCCTTCGAGC

PDC1-TEF1F ATG TCT GAAATT ACTTTG GGT AAATATTTGTTC | 70 Este estudio
GAA AGA TTA AAG CAA GTC ATA GCT TCA AAA
TGTTTCT

PDC1-CYCI1R TTATTG CTT AGC GTT GGT AGC AGC AGT CAACTT | 70 Este estudio

AGCTTG TTC AAC CAAGTG CAA ATT AAAGCC
TTCGAGC
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Tabla 5. Plasmidos que se emplearon para el desarrollo de este trabajo.

Plasmido Caracteristicas principales Fuente
pSAL4 Origenes de replicacion y marcadores de seleccion para S. cerevisiae | Mascorro et al. 1996.
y E. coli. Proveido amablemente por
el Dr. Ramon Suarez
pSCMDH3 Derivado del pSAL4 tiene clonado el gen MDH3 de S. cereveisiae. Este trabajo
pSCFRDS1 | Derivado del pSAL4 tiene clonado el gen FRDS1 de S. cereveisiae. | Este trabajo
pSCPYC2 Derivado del pSAL4 tiene clonado el gen PYC2 de S. cereveisiae. Este trabajo
pSCFUMC Derivado del pSAL4 tiene clonado el gen fumC de E. coli. Este trabajo
pSCREDO1 | Derivado del plasmido pSCPYC2. Adicionalmente se le clond la Este trabajo
unidad transcripcional que contiene el marco de lectura del gen
MDH3 de S. cerevisiae.
pSCREDO02 | Derivado del plasmido pSCFUMC. Adicionalmente se le clond la Este trabajo
unidad transcripcional que contiene el marco de lectura del gen
FRDS1 de S. cerevisiae.
pSCREDO06 | Derivado del plasmido pSCREDOL. Adicionalmente tiene clonados Este trabajo
los genes fumC y FRDS1 como unidades transcripcionales
independientes.
puUG6 Este plasmido tiene clonado el cassette KANMX bordeado por sitios | De Antoni and Gallwitz,
loxP. Para eliminar genes del cromosoma de S. cerevisiae se amplifica | 2000.Proveido
esta region del plasmido con la que se transformaron células | amablemente por el Dr.
competentes de la levadura. Paul Rosas Santiago
pSH47 Este plasmido tiene clonada una regién que codifica para la De Antoni and Gallwitz,

recombinasa CRE. Esta enzima reconoce los sitios loxP y los
recombina, en este proceso se elimina el cassette KANMX y la cepa
puede utilizarse para eliminar otro gen.

2000.
Proveido amablemente por
el Dr. Paul Rosas Santiago

La cepa de S. cerevisiae W30301A se utiliz6 como cepa parental para generar la cepa productora de AcSUc (Tabla

6). Por otra parte, la cepa S288C se utiliz6 como control para los ensayos relacionados con la resistencia al pH &cido

y acido acético. A esta Gltima se le extrajo ADN cromosomal que se usé como templado para los PCRs necesarios

para construir el plasmido con la ruta reductiva.
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Tabla 6. Cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas en esta tesis.

Cepa

Genotipo relevante

Descripcion

Fuente

W3031-A

MATa leu2-3,112 trp1-1 canl-
100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15.

Cepa de laboratorio. Tiene la mutacion
ybpl-1 (I7L, F328V, K343E, N571D)
que suprime la funcion Ybplp,
aumentando la sensibilidad al estrés
oxidativo.

Donada por el
Dr. Ramon
Suarez
Rodriguez

SCWO06

W3031-A
PDC1::LoxP

FUM1::LoxP

Se le elimind el gen que codifica para
la fumarasa mitocondrial y citos6lica.
También se le eliminé el gen que
codifica para la isoenzima de la PIR
con mayor nivel de expresion con
glucosa como fuente de carbono.

Este estudio

SCW07

W3031-A PDCL1::LoxP
pPDC5::KANMX

Se le elimind el gen que codifica para
la isoenzima de la PIR con mayor nivel
de expresion con glucosa como fuente
de carbono. También se le elimind
parte del 5° del promotor que codifica
para la otra isoenzima de la PIR
carboxilasa que es activa con glucosa
como fuente de carbono.

Este estudio

S288C

MATo. SUC2 gal2 mal2 mel
flol flo8-1 hapl ho biol bio6.

Cepa modelo para proyectos de
secuenciacion masiva de ADN.

Cepario del
laboratorio

TT23

Derivada de la S288C

Obtenida por un proceso de evolucién
adaptativa en laboratorio para tolerar
temperaturas superiores a 39 C.

Caspeta et al.
2020

AT22

Derivada de la S288C

Obtenida por un proceso de evolucién
adaptativa en laboratorio para tolerar
pH < 4.2 y concentraciones de AcAce
mayores a 12 g/L

Salas-
Navarrete et
al., 2022

TAT12

Derivada de la cepa TT23
RAS2

Obtenida por un proceso de evolucién
adaptativa en laboratorio para tolerar
pH < 4.2 y concentraciones de AcAce
mayores a 12 g/L

Salas-
Navarrete et
al., 2022

6.2. Medios nutritivos definidos para de cultivo de S. cerevisiae

El medio de cultivo que se usé en este trabajo para las cinéticas de produccién de AcSuc y para los ensayos de
tolerancia al pH &cido y altas concentraciones de &cido acético es el medio definido DELFT. Este medio esta
formulado a base de sales, metales traza, vitaminas y glucosa como fuente de carbono. La composicion del medio y

las cantidades para la preparacion de un litro se muestran en la Tabla 7.
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Las soluciones de glucosa 100X, sales 4X y elementos traza 1000X se esterilizan por separado en una autoclave a

121°Cy 15 libras/pulgada cuadrada (PSl), por 15 minutos. La solucion de vitaminas 1000X se esteriliza por filtracion

con filtros de 0.2 um. Los elementos traza se almacenan en un frasco &mbar porque algunos de sus componentes son

fotosensibles.

Para algunos ensayos se utilizé acido acético en diferentes concentraciones como fuente de carbono adicional y se

ajusté el pH de acuerdo a las necesidades

del ensayo con HCI 5 M.

Tabla 7. Componentes del medio definido DELFT.
Formula Descripcién Cantidad
Glucosa 100X 10 mL
CeH1206 Glucosa 200 g/L
Sales 4X (pH 6) 250 mL
(NH4)2S04 Sulfato de amonio 20 g/L
KH2PO4 Fosfato de potasio 15¢g/L
MgSO,*7H,0 Sulfato de magnesio 2g/L
Elementos traza 1000X (pH 4) 1mL
EDTA 15g/L
etilendiaminotetraacético
ZnS04 7H20 Sulfato de zinc 45¢g/L
MnCl,. 2H,0 Cloruro Manganeso 0.84 g/L
CoCl,. 6H,0 Cloruro de cobalto 0.3¢g/L
CuSOa4. 5H,0 Sulfato de cobre 0.3¢g/L
Na;Mo004-2H,0 Molibdato de sodio 0.4 g/L
CaCl,-2H,0 Cloruro de Calcio 45¢g/L
FeSO.. 7H,0 Sulfato de hierro 3g/L
H3BO3 Acido borico 1.0 g/L
Kl loduro de potasio 0.10 g/L
Vitaminas 1000X (pH 6.5) 1mL
Biotina 0.05 g/L
Acido p-amino benzoico 0.2 g/L
Acido nicotinico 1g/L
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Ca-pantotenato 1lg/L
piridoxina-HCI lg/L
tiamina-HCI lg/L
myo-inositol 25 g/L
Agua estéril Aforarall

Para la replicacion de las cepas de S. cerevisiae en los protocolos de biologia molecular utilizamos el medio complejo
“extracto de levadura-peptona-dextrosa” o YPD (por sus siglas en inglés). Este medio contiene 20 g/L. de peptona, 10
g/L de extracto de levadura, 10 g/L de dextrosa y 15 g/L de agar en el caso de que se requiriera en sélido.

6.3. Estrategias para la construccion de cepas de S. cerevisiae productoras de AcSuc mediante
la incorporacion de una ruta heteroéloga reductiva: cepas W3031A/pSAL4, SCW06/pSAL4
y SCWO06/SCRED

La construccién del plasmido con la ruta reductiva se realiz6 mediante el método de recombinacion homologa
reportado por van Leeuwen et al. (2015). Los genes que codifican para la PIR carboxilasa, malato deshidrogenasa y
la fumarato reductasa se amplificaron a partir del DNA cromosomal de la cepa de S. cerevisiae S288C. La fumarasa
se amplificé a partir del DNA cromosomal de la cepa de E. coli IM107. En la Tabla 4 se resumen los oligonucleotidos

disefiados para construir la ruta reductiva de produccién de AcSuc.

Con el plasmido generado se transformaron las cepas W3031A y su derivada SCW06 mediante el método de alta

eficiencia de acetato de litio reportado por Gietz & Schiestl (2008).

6.4. Cultivos de las cepas de S. cerevisiae W3031ApSAL4, SCWO06/pSAL4 y SCW06/SCRED

productoras de AcSuc.

El tren de cultivo se inici6 estriando cada una de las cepas en una caja de petri con 20 mL de medio sélido DELFT
con 20 g/L de GLC como fuente de carbono. En estas cajas se adicionaron soluciones con los factores de crecimiento
necesarios para complementar las auxotrofias de cada cepa (Tabla 6). Estas cajas se incubaron sin agitacion a 30 °C
entre 2 y 6 dias, dependiendo de la cepa. A partir de una colonia aislada de cada cepa se inoculé un tubo de vidrio de
16x150 mm que contenia 4 mL del mismo medio donde venian cada una de las cepas. Estos tubos se incubaron en
una agitadora orbital a 30 C y 250 RPM entre 2 y 4 dias dependiendo de la cepa. Con el cultivo de cada cepa se inocul6
un matraz con deflectores de 250 mL, en estos matraces se alicuotaron 50 mL de medio DELFT y se inocularon a 0.3

densidades dpticas medidas a 600 nm (DOsno). L0s cultivos de produccidn de AcSuc se realizaron en medio DELFT
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con pH 6 y 20 g/L de GLC. Este paso se realizd para adaptar el metabolismo celular al medio de cultivo y a las
condiciones de oxigenacién dentro del matraz. Para el experimento principal se utilizaron matraces con deflectores de
250 mL, en estos matraces se alicuotaron 50 mL de medio DELFT y se inocularon a 0.3 DOsgqo. L0s cultivos principales
se monitorearon entre 24 y 76 horas. Se midié el aumento de la biomasa celular indirectamente a través de la DOgoo Y
se tomd 0.1 mL del cultivo que se congel6 a -20 C para analizarse posteriormente por cromatografia liquida de alta
definicidon (HPLC). Con los resultados del HPLC se realizaron los calculos de los parametros cinéticos tal como los

reportaron Viladsen y sus colaboradores en el 2011.

6.5. Simulaciones del metabolismo de la cepa productora de AcSuc

Para realizar las simulaciones del flujo metabélico global de S. cerevisiae se utilizaran las plataformas COBRApy y
cameo (Ebrahim et al., 2013; Cardoso et al. 2014). Estas plataformas contienen diferentes métodos computacionales
para realizar simulaciones utilizando modelos metaboélicos a escala gendmica (GEMs), asi como herramientas de
analisis y visualizacion de los resultados. En el presente trabajo se us6 el GEM Yeast8 (Lu et al., 2019) para las
simulaciones. Este y todos los GEMs se restringieron con los pardmetros cinéticos como: velocidad especifica de
crecimiento, velocidad especifica de consumo de GLC y las velocidades especificas de produccion de los metabolitos
de fermentacién como acidos organicos, glicerol, etanol, etc. Como control negativo se utiliz6 la cepa de S. cerevisiae
W3031A transformada con el plasmido vacio. Una vez hechas estas restricciones se realizé un analisis del balance de
los flujos metabdlicos (FBA) utilizando la velocidad especifica de crecimiento (1) como funcién objetivo para
inspeccionar los flujos que calcula el modelo. Posteriormente utilizamos el algoritmo de escaneo de flujos con base
en un flujo reforzado o Flux Scanning basado en Enforced Objective Flux (Park, et al. 2012) para optimizar la
produccion de AcSuc. A partir de las simulaciones se identificaron blancos genéticos que potencialmente permiten

redirigir el flujo de carbono hacia la produccion de AcSuc.

6.6. Secuenciacion de los genomas de las cepas evolucionas e ingenieria reversa para transferir
mutaciones que ayuden a la cepa silvestre a tolerar pH bajo y altas concentraciones de
AcAce

Las cepas tolerantes a temperaturas elevadas (TT23), concentraciones elevadas de acido acético y pH acido (AT22),
y ambas condiciones (TAT12) fueron generadas en trabajos previos en el grupo. A estas cepas y su cepa parental
S288C se les extrajo el ADN total con la metodologia reportada por Sambrook y Rusell (2000). Brevemente, éste
método de extraccion se basa en la digestion enzimatica de la pared celular utilizando liticasa. Posteriormente los
esferoplastos formados se lisan quimicamente con dodecil sulfato de sodio (SDS). A continuacion, el ADN total se
precipitd con acetato de amonio y etanol absoluto. Las sales contenidas en la precipitacion del ADN se eliminaron
con etanol al 70 % y el DNA se sec6 en una centrifuga con vacio. Finalmente, el ADN se suspendié en TE pH 8 y se

verifico su integridad y concentracién.
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El ADN obtenido mediante el método descrito se envié a secuenciar a la unidad de secuenciacion masiva y
bioinformatica del Instituto de biotecnologia UNAM. La secuenciacién se realiz6 con la tecnologia Miseq illumina®
de lecturas de extremos pareados 2x75 ph. Esto fue seguido por un analisis de control de calidad inicial de las lecturas
con el software FastQC version 0.11.9. Se utilizd el software TrimGalore version 0.6.5 para eliminar las secuencias
del adaptador con los pardmetros predeterminados para los datos de secuenciacion pareada. Posteriormente repetimos
el andlisis de calidad con FastQC. Las lecturas se mapearon contra el genoma de referencia S288C utilizando
MosaikAligner (Lee et. Al, 2014). El llamado de variantes se realizé con Freebayes y los datos obtenidos se filtraron
con un puntaje de calidad > 54 con el médulo Pandas de Python. Los datos obtenidos se cargaron en la plataforma
YeastMine de la base de datos Yeastgenome para caracterizar las mutaciones en las regiones genémicas de las cepas

evolucionadas.

Para la cepa TAT12, algunas de las inserciones y deleciones (INDELS) y las variaciones simples de nucle6tidos
(SNVs) fueron validados por secuenciacion de Sanger. Para comprobar que las mutaciones observadas en la doble
evolucionada estan relacionadas con el fenotipo acido tolerante seleccionamos algunas de ellas para transferirlas a la
cepa silvestre. A partir del genoma de la cepa TAT12 se amplificaron los genes candidatos y con este producto de
PCR se transformd la cepa silvestre S288C. A partir de esta transformacién se seleccionaran colonias aisladas que
sean capaces de crecer en medios de cultivo con estrés por &cido y se volvieron a secuenciar por metodologia de

Sanger para determinar que la mutacion que transferimos es la misma que la contenida en la cepa TAT12.
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7. RESULTADOS

7.1. Construccién de una ruta reductiva para producir AcSuc en S. cerevisiae.

Para cumplir con el primer objetivo especifico de este trabajo de tesis se clonaron los marcos de lectura de los genes
PYC2, MDH3, FRDS1 y FUMC que codifican para la piruvato carboxilasa, la malato deshidrogenasa, la fumarasa y
la fumarato reductasa respectivamente. Estos se clonaron bajo el control del promotor constitutivo fuerte TEF1 y el
terminador CYC1 (Figura 4). Debido al tamafio del marco de lectura del gen PYC2 (3544 pb), éste se tuvo que
ensamblar con el terminador CYC1 por la metodologia de overlap extension reportada en (Heckman & Pease, 2007).
Antes de realizar la técnica de recombinacién homdloga. Con estas clonaciones obtuvimos cuatro plasmidos

individuales, cada uno con una unidad transcripcional independiente (Figura 4).

Overlap
extenssion

plasmido pSCRED

Figura 4. Obtencion del plasmido pSCRED. Este plasmido contiene los genes de la via reductiva de sintesis de AcSuc.

En un segundo paso de recombinacién homoéloga se unieron las unidades transcripcionales TEF1-PYC2-CYC1/TEF1-
MDH3-CYC1l y TEF1-FUMC-CYC1/TEF1-FRDS1-CYC1 en plasmidos individuales. Finalmente, a partir de los
plasmidos con dos unidades transcripcionales se construy6 el plasmido con la ruta reductiva completa. A este plasmido

se le denomin6 pSCRED (Figura 4).
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7.2. Construccion de una doble mutante de S. cerevisiae para generar una cepa productora de
AcSuc

La segunda parte del primer objetivo especifico consistio en eliminar los genes PDC1 y FUM1 que codifican a la
piruvato decarboxilasa y la fumarasa de la cepa W3031A mediante la metodologia de CRE-loxP. Posteriormente se

genero la cepa doble mutante W3031A PDC1::loxP, FUM1::loxP y la cual se denomind SCWO06 (Figura 5).
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Figura 5. Estrategia general para la construccion de la ruta reductiva de produccion de AcSuc.

7.3. Construccion de una cepa de S. cerevisiae productora de AcSuc

La cepa SCWO06 se transformd con el plasmido pSCRED para generar la cepa SCWO06/pSCRED (Figura 6). De esta
cepa se esperaba atenuar la produccion de etanol porque se eliminé el gen PDCL1, el cual presenta la mayor actividad
de piruvato carboxilasa de las tres enzimas que contiene S. cerevisiae. Ademas se esperaba que disminuyera la sintesis
de malato a partir de fumarato, dada la eliminaciéon de FUM1. Entonces, el fumarato se convertiria en succinato por
la enzima FRDS1. Cabe destacar que la via de sintesis se esperaba que operara en el citosol para evitar el transporte

de succinato si este se sintetiza en algun organelo.
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Figura 6. Esquema de la reconstruccion de los flujos metabélicos de la cepa SCWO06/pSCRED para incrementar la sintesis de

AcSuc por la via reductiva.

7.4. Cultivos de produccion de AcSuc con la cepa SCW06/pSCRED

La cepa SCWO06/pSCRED se utilizé para la produccion de AcSuc en cultivos tipo lote. Para esto se utilizé el medio

minimo DELFT con 20 g/L de GLC. Los cultivos se realizaron en matraces agitados a 30 °C y 250 RPM.

En la Figura 7 se muestran las velocidades especificas de crecimiento (), consumo de glucosa (qeLc) Y produccion de
etanol (qeton), glicerol (geLy), acetato (gace) Y succinato (gsuc) de las cepas W3031A/pSALA4 (azul), SCW06/pSAL4
(naranja) y SCWO06/pSCRED (verde).
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Figura 7. Pardmetros cinéticos de la cepa productora de AcSuc mediante una ruta reductiva. El cultivo se hizo en
medio minimo con 20 g/L de GLC.

En esta figura se puede ver que la velocidad especifica de produccion de succinato paso de cero, o imperceptible en
la cepa de referencia transformada con el plasmido vacio (W3 031A/pSAL4) a 0.147 mmolSUC/gPSC/h en la cepa
mutante en PDC1 y FUM1 transformada con el plasmido vacio (SCWO06/pSAL4), y 0.266 mmolSUC/gPSC/h en la
cepa mutante en PDC1 y FUML1 transformada con el plasmido que contiene la ruta reductiva de produccion de AcSuc
(SCWO06/pSCRED).

En estos resultados también destaca que la velocidad especifica de acumulacion de etanol disminuy6 en un 35.6 % en
la cepa SCWO06/pSCRED respecto a la cepa de referencia transformada con el pldsmido vacio. Esté resultado
presuponia que la actividad de PDC1 mutada en el la cepa SCWO06 estaba siendo reemplazada posiblemente por la
actividad de PDC5.

La velocidad de acumulacion de acido acético aument6 alrededor de 10 veces en las cepas SCW06 con el plasmido
vacio y el plasmido pSCRED. Siendo en este ultimo 37% menor que en la cepa con el pldsmido vacio. Este fue un
resultado inesperado porque el acido acético tiene un grado de éxido-reduccion de 8, lo que significa que produce una
molécula de NADH. La acumulacién de este poder reductor junto con lo que se acumula en la glicélisis presupone
una disminucion en la velocidad de consumo de glucosa lo cual no ocurrié en las cepas SCWO06/pSAL4 y
SCWO06/pSCRED. Parecia entonces que este poder reductor estaria siendo utilizado en la sintesis de AcSuc. Esto
podria ocurrir por un incremento en las actividades de ALD4 y ALD5. Las isoenzimas ALD4 y ALD5 que catalizan
la conversion de acetaldehido a acetato pueden utilizar NAD+ o NADP+ como cofactor y producir las respectivas
versiones reducidas de estas moléculas. Este aumento en la produccion de acetato podria ser una estrategia de la célula

para generar poder reductor extra a los dos moles de NADH que se generan en la glucdlisis.

En las cepas productoras de AcSuc también se observo la disminucién en la velocidad especifica de acumulacion de
glicerol. Esta disminuy6 un 12% en la cepa SCWO06/pSAL4 y un 29 % en la cepa SCW06/pSCRED respecto a la cepa
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control. Esto es interesante porque esta ruta consume la mayor parte del NADPH para balancear el menor estado de

oxidorreduccién de la biomasa, la cual disminuy6 su velocidad de formacion en estas dos cepas.

7.5. Modelado de escala gendémica para disefiar nuevas estrategias para aumentar la
produccion de AS

7.5.1. Modificaciones iniciales del GEM Yeast8 para simular auxotrofias propias de la cepa
W3031A

Los modelos del metabolismo a escala gendmica funcionan con la premisa de que los organismos limitan sus flujos
metabdlicos de acuerdo a sus capacidades. Por lo que, para realizar las simulaciones para detectar posibles cambios
en la cepa W3031A necesarios para aumentar la sintesis de AcSuc primero se adecu6 el GEM Yeast8 a utilizarce con
Cobrapy. Primero se establecieron las auxotrofias a triptfano (TRP), uracilo (URA), leucina (LEU), histidina (HIS)
y adenina (ADE) en este GEM. El nuevo modelo con las auxotrofias se nombré Yeast8 W3031A_CSN. Sobre este
modelo se simularon las eliminaciones cromosomales de los genes PDC1y FUML, y esta segunda versién del modelo
se le denomind Yeast8 SCWO06_CSN. A continuacién se simul6 la sobreexpresiéon de las enzimas nativas PYC2,
MDH3y FRDS1. También se restringid la direccionalidad de los flujos a través de las reacciones catalizadas por éstas,
para que el flujo de carbono a partir del piruvato forme un brazo reductor del TCA. Finalmente, le agregamos la
reaccion catalizada por la enzima FUMC de E. coli y restringimos el flujo de carbono hacia el sentido reductor. A esta

Gltima version que se genero del modelo se nombré Yeast8 SCWRED_CSN.

7.5.2. Andlisis del balance de flujos metabdlicos con el modelo Yeast8 SCWRED_CSN

Para realizar los célculos del balance de flujos metabolismos con los modelos Yeast8 W3031A_CSN,
Yeast8 SCWO06_CSN y Yeast§ SCWRED_CSN primero se restringieron los flujos de entrada de nutrientes para
identificar que los célculos se realizaran utilizando la formulacion de un medio minimo. Para simular la velocidad de
consumo de los compuestos que complementan las auxotrofias utilizamos las reportadas previamente (Agren et al.,
2013). Restringimos las simulaciones de las tres cepas con los datos cinéticos obtenidos de los cultivos en medio
minimo con 20 g/L de GLC como fuente de carbono (Figura 7). Una vez hechas estas restricciones se realizaron las
simulaciones utilizando un FBA con la i como funcidn objetivo. Los resultados obtenidos de estas simulaciones se

presentan en la Tabla 8.

Los resultados del FBA que se muestran en la Tabla 8 indican que el modelo s6lo es capaz de producir AcSuc con las
dos mutaciones cromosomales y con la ruta reductiva, como se presenta en la cepa SCW06/pSCRED. La simulacion
con la doble mutante (SCWO06/pSAL4) nos muestra que estas mutaciones no son suficientes para que el modelo
asociado produzca AcSuc. Aunque el modelo predice la disminucion en la velocidad de sintesis de etanol. Sin

embargo, el modelo también predice que las cepas modificadas pueden acumular isobutanol y alcohol isopropilico en
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lugar de succinato como sucede en la cepa SCW06/pSAL4. Esto sugiere un desbalance redox en el metabolismo
simulado lo cual desemboca en la sintesis de estos alcoholes. No obstante, eso puede ocurrir en la cepa
SCWO06/pSAL4, esta parece derivar el poder redox hacia la sintesis de AcSuc (Figura 7). Esto es que, el modelo predice
que es mas eficiente el desvio de NADH hacia la sintesis de estos alcoholes que hacia AcSuc.

Tabla 8. Resultados del analisis de flujos metabélicos generados con los GEMs Yeast8_W3031A_CSN, Yeast8 SCW06_CSN y
Yeast8_SCWRED_CSN. Las unidades de los flujos son mmol/gpsc/h.

Flujos de entrada Flujos de salida Funcion objetivo
W3031A/pSAL4
Identificador Flujo Identificador Flujo Identificador Flujo
(mmol/gps*h) (mmol/gps*h) (mmol/gps*h)
GLC_e 11.53 CO2_e 23.38 biomass 0.29
02 e 451 EtOH_e 17.50 - -
H_e 1.66 H20 e 8.57 - -
L Leu_e 1.66 s_0235_ e 1.56 - -
- - GLY e 0.27 - -
SCWO06/pSAL4
Identificador Flujo Identificador Flujo Identificador Flujo
(mmol/gps*h) (mmol/gps*h) (mmol/gps*h)
GLC e 11.53 COo2 e 20.95 biomass 0.32
02 e 2.50 EtOH_e 12.98 - -
H e 1.68 H20 e 7.48 - -
L Leu_e 1.66 IsoBut_e 2.10 - -
- - formate_e 1.86 - -
- - IsoOH_e 1.54 - -
- - GLY e 0.27 - -
SCWO06/pSCRED
Identificador Flujo Identificador Flujo Identificador Flujo
(mmol/gps*h) (mmol/gps*h) (mmol/gps*h)
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GLC e 11.53 CO2 e 13.94 biomass 0.31
02 e 2.50 EtOH_e 12.84 - -
H_e 1.67 H20 e 6.16 - -
L Leu e 1.66 formate_e 3.61 - -
- - SUCC_e - }
- - IsoOH_e 1.54 - -
- - GLY e 0.27 - -
- - PYR e 0.15 - -

7.5.3. Andlisis del modelo Yeast8 SCWRED_CSN con la herramienta flux-phase plane

Entonces, las actividades de deshidrogenasa asociadas a la sintesis de alcoholes parecia ser mas eficiente en el uso de
poder reductor para mantener el crecimiento como funcién objetivo. A continuacién se realiz6 un analisis de
superficie de respuesta en el que le pedimos a cada uno de los modelos que nos mostrard como cambia la velocidad
de produccion de AcSuc respecto al cambio en las velocidades de las reacciones catalizadas por la G3P-

deshidrogenasa y la alcohol-deshidrogenasa (Figura 8).
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Figura 8. Andlisis de plano fase del cambio de la velocidad de produccién de AcSuc respecto al cambio en las
velocidades de produccion de etanol y 1,3-BP-glicerato. A) W3031A/pSAL4, B) SCW06/pSAL4y C)
SCWO06/pSCRED.

Este resultado nos mostré que la velocidad de produccién de AcSuc puede ser cuatro veces mas alta con la cepa
SCWO06/pSCRED si se aumenta la velocidad de la 1,3-BP-glicerato hasta 19 mmolsuc/gesc/h. También llamé la
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atencion el hecho de que el andlisis de superficie de respuesta con las dos variables indicaba que la produccién de
AcSuc solo se afectaba por la velocidad de la 1,4-BP-glicerato sintasa pero no se veia afectada por la velocidad de la
alcohol-deshidrogenasa, ya que este resultado es contraintuitivo.

7.5.4. Anélisis del modelo Yeast8 SCWRED_CSN con la herramienta FSEOF

Por otra parte, con los parametros cinéticos del cultivo con 20 g/L de GLC se realiz6 un anélisis “Flux Scanning based
on Enforced Objective Flux” (FSEOF), el cual viene precargado en el mddulo cameo que corre junto con cobrapy. La
caracteristica principal de este método de optimizacion es que puede definirse una funcion objetivo primaria y una
funcion objetivo reforzadora. Esto permite optimizar la produccién de un metabolito y evitar que el modelo asigne un
valor de cero a la reaccion que simula el crecimiento. En este caso usamos la reaccion de biomasa como objetivo
primario y la reaccién de produccion de AcSuc como objetivo reforzado. Esta herramienta de optimizacién nos dice
que para aumentar la velocidad de produccion de AcSuc debemos disminuir la velocidad de la alcohol-deshidrogenasa
62 % (Figura 9).

Este resultado es muy interesante, ya que nos dice que la . de la cepa SCW06/pSCRED puede mantenerse en 0.31y
que la gsuc puede pasar de 1 a 9 mmolsuc/gesc/h si se disminuye el flujo de carbono hacia la produccién de etanol en
62 %. Esto abre la posibilidad de modular la expresion de los genes que codifican para las enzimas de la ruta de etanol
y aumentar la produccion de AcSuc.

Fluxes in SCW06/pSCRED strain
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Figura 9. Resultados principales del analisis de flujos metabdlicos con la herramienta de optimizacion FSEOF.
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7.5.5. Aplicacion de las estrategias obtenidas a partir del modelado con los GEMs que
generamos

Una estrategia sencilla para aumentar la velocidad de la G3P-deshidrogenasa es aumentar la velocidad de la glucélisis.
Esto se puede lograr aumentando la velocidad especifica de consumo de GLC, por lo que la siguiente estrategia fue
aumentar la concentracion de GLC en el medio de cultivo para aumentar la geLc. Con esta estrategia se incrementd en
un 59.8 % la velocidad especifica de consumo de GLC de la cepa SCW06/pSCRED respecto al cultivo con 20 g/L de
GLC (Figura 10). La cepa WSCO06 con el plasmido pSAL4 también incrementd su velocidad de consumo de glucosa
en un 40% respecto a la control con el plasmido vacio y en un 18% con respecto a su cultivo en 2% de glucosa (Figura
7). La cepa control, W3031A con el plasmido pSCRED, la SCWO06 con el plasmido vacio y la cepa SCW06/pSCRED
disminuyeron la velocidad especifica de acumulacién de etanol en un 40% respecto a la cepa control, cuando estas se
cultivaron con 50 g/L de glucosa. Una disminucidn semejante también es observada con respecto a los cultivos con

2% de glucosa.

En los cultivos a 5% de glucosa también se observd un incremento en la acumulacion de &cido acético en la cepa
SCWO06/pSCRED el cual fue de un 45% respecto a las otras cepas, las cuales mostraron velocidades de acumulacién

de etanol semejantes. Estas velocidades se asemejan a la velocidad de la cepa SCWO06/pSCRED en 2% de glucosa.

La velocidad especifica de acumulacion de piruvato fue mayor en las cepas SCWO06 con el plasmido pSCRED vy vacio.
Lo cual se esperaba ya que estas cepas tienen mutado el gen PDC1 el cual codifica para la piruvato descarboxilasa.
Llama la atencidn que la cepa con el plasmido pSCRED acumulé piruvato a una velocidad muy baja. Esto sugeria que
la actividad de la piruvato carboxilasa, codificada en el gen PYR2, contenida en el plasmido pSCRED era significativa
para competir con PDC1 de la cepa control. Esto se vio reflejado en una mayor velocidad de acumulacién de

oxaloacetato y malato que la cepa SCWO06 sin el plasmido pSCRED.

La velocidad de formacion de oxaloacetato se vio mayormente incrementada en la cepa SCW06/pSCRED. Esta
alcanz6 velocidades alrededor de tres veces mayores a las de las otras cepas. La velocidad de acumulacion de acido
malico fue mayor en la cepa W3031A con el plasmido pSCRED. Esta cepa, al no contar con la mutacién en el gen

FUML1, el cual codifica para la enzima que convierte el fumarato en malato, acumula preferente este Gltimo metabolito.
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Figura 10. Parametros cinéticos de la cepa productora de AcSuc mediante una ruta reductiva. El cultivo se hizo en
medio minimo con 50 g/L de GLC con las cepas W3031A/pSal4 (barra azul), W3031A/pSCRED (barra naranja),
WSCO06/pSAL4 (barra verde) y WSCO06pSCRED (barra roja).
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De hecho, la mutacion en FUML1 parece ser la responsable de una mayor velocidad de acumulacién de fumarato y
succinato en las cepas SCWO06 con el plasmido de la ruta reductiva (SCWO06/pSCRED) vy sin el (SCWO06/pSAL4).
Estas dos cepas fueron practicamente las Gnicas que sintetizaron fumarato y succinato de forma significativa.

7.6. Disminucién de la actividad de PDC5 en la cepa SCW06/pSCRED

Aunque con el incremento en la velocidad de consumo de glucosa se logré aumentar la rapidez de la acumulacién de
succinato en un 50% (de 0.25 a 0.38 mmolsuc/gesc/h), esto aln representaba una concentracion de alrededor de 1 g/L
de AcSuc. Recordar que la formacién de este acido depende de la disponibilidad de NADH, el cual ain estaba siendo
principalmente utilizado en la sintesis de etanol. Esto también se puede deducir de la disponibilidad de fumarato que
se observaban en los cultivos con las cepas WSC06/pSAL4 y WSCO06pSCRED.

Dado que la cepa WSCO6 tenia mutado PDC1, la actividad deberia provenir de la piruvato decarboxilasa, isoenzima
5 (PDC5). Por lo que, para disminuir la velocidad de produccién de etanol decidimos truncar el promotor del gen
PDCS5. Con esto esperdbamos modular la expresion de este gen para modular la actividad de la piruvato descarboxilasa
y lograr un efecto analogo al que nos sugeria el modelo. Para hacer esta mutacion disefiamos dos versiones del

oligonucledétido reverso (Figura 11) para tener dos versiones de la mutacién con distinto nivel de severidad.

Contexto genémico de la regiéon promotora del gen PDC5

Inicio de la transcripcion

del gen PDCS
Regién promotora del gen PDCS

- TATA 2 TATA
Sitio de L e
) ! ! . Sitio de Sitio de ATG
3'ORF CKIl| 3'UTRCKIl | recombinacion recombinacién  recombinacion PDC5
sentido
Reverso 2 Reverso 1

Figura 11. Disefio de dos estrategias para truncar el promotor del gen PDC5.

La mutacién menos severa se realizé en la cepa que tenia eliminado el gen PDC1 solamente. Con esto generamos la
cepa W3031A PDCL1::FRT PDC5pV2::KANMX. Estas eliminaciones generan un fenotipo GLC-, es decir, esta cepa
no es capaz de crecer con glucosa como Unica fuente de carbono (Hohmann, 1991). Con esta cepa se realizd un
ensayo de evolucion adaptativa (Figura 12) el cual inicié en un medio con 40 g/L de peptona, 20 g/L de extracto de
levadura y 20 g/L de glucosa. Durante los primeros cuatro pases se centrifugd toda la biomasa contenida en el tubo de
cada pase, aproximadamente 0.5 DO. En el quinto pase la DO aument6 visiblemente (no se midié). El pase 6 se

inoculd con una dilucion 1:10 de la biomasa del pase 5, y esta dilucion se continu6 del pase 6 al 14. Asimismo, a partir
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del pase 6 el medio de cultivo tuvo una composicion de 20 g/L de peptona, 10 g/L de extracto de levadura 'y 20 g/L

de glucosa.

YEP 30 g/L
SCWO02 PDC5V2 | = — = ~
\ =% cacaplINNE | NN [N =c-=- >
\\\\ /,,/ / | { | {
— K—/ W W W A 4
YPE 30g/L para hacer Pases secuenciales Pase 14
biomasa de la poblacion YPD 1X 20 g/L de
SCWO02 PDC5V2  completa en YPD 2x 20 lucosa
g/L de glucosa g

Figura 12. Proceso de evolucion adaptativa para recuperar el fenotipo GLC+ en la cepa SCW02PDC5V2::KANMX.

Se hizo un glicerol de la poblacién en algunos de los pases, incluyendo la poblacion del pase 14. También se sembrd
la poblacién en una caja con medio YPD 1X, se selecciond la colonia mas grande y se guardé en glicerol. Con esta
cepa se inici6 un cultivo en medio YPD 1X y se monitoreé la biomasa, el consumo de glucosa y la produccion de

metabolitos (Figura 13).

Cepa PDC1::loxP PDC5::pPDC5V2
YPD 20 g/L glucosa
30°C 250 rpm

Piruvato
A
20 [ A“A"A\‘ Etanol
— —e— Biomasa
\A —4#— Succinato
15 —a— Glucosa
=
—
210
5
0 SRalidd_— —s——0
0 10 20 30 40
(h)

Figura 13. Comportamiento cinético de la produccion de AcSc, acidos organicos totales y etanol en la cepa
SCWO02PDC5V2::KANMX.
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El titulo de &cido succinico que se obtiene a la hora 70 es de 0.60 g/L. Es importante destacar que este titulo es uno de
los mas elevados que hemos obtenido en el presente trabajo y con un nimero de intervenciones moleculares menor
que en otras estrategias que hemos aplicado. En segundo lugar, debemos resaltar que en esta cepa el rendimiento de

acido organicos totales (ORGT) es de 0.88 gorat/geLc Y €l de etanol es de 0.28 geion/geLc. ES de particular interés que

el titulo de &cido pirdvico es de 8.65 g/L, y representa un rendimiento de 0.65 grir/goLc.

Con esto hemos conseguido cambiar la proporcion de los productos de la fermentacion acido mixta. Lo que implica
que el metabolismo del poder reductor en esta levadura se ha modificado sustancialmente, y el acetaldehido ha dejado

de ser el aceptor final de electrones del NADH generado en la glicdlisis. Por otra parte, transferimos esta mutacion a

la cepa SCWO06/pSCRED?2, sin embargo no se logré que creciera en medio minimo con glucosas como Unica fuente

de carbono, esta cepa logra crecer sélo en medio YPD.

7.7. Balance redox

Para determinar si las estrategias de produccion de AsSc que implementamos estaban redirigiendo el poder reductor
hacia la formacidn de este compuesto realizamos un balance redox. Este balance se realiza calculando los rendimientos

c-mol-compuesto/c-mol-glucosa y este rendimiento se multiplica por el estado de reduccién del propio compuesto

(Villadsen et. al., 2011).
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Figura 14. Balance redox de los metabolitos secretados por cada una de las cepas que se probaraon para la produccion
de AsSc.

En la Ficura 14 podemos observar que con cada estrategia de ingeniria metadlica que probamos se desviaba una parte
del poder reductor hacia la sintesis de acidos organicos. Esto nos demuestra que la hip6tesis de neustro trabajo es

verdadera. Es decir, es posible redirigir el poder reductor que normalmente se consume en la ruta de etanol hacia la
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sintesis de AcSc, aunque como también podemos observar en la FIGURA 14, parte del poder reductor se queda en

algunos de los intermediarios de la ruta reductora de biosintesis de AcSc.

7.8. Tolerancia al pH &cido

De forma paralela al desarrollo de las cepas productoras de AcSuc se realizd el analisis genomico de las cepas
tolerantes a elevada temperatura (TTY23), pH &cido y &cido acético (AT22), y la combinacién de ambas (TAT12). El
objeto de éste fue detectar las modificaciones genéticas que daban origen a la tolerancia de estas cepas. Estas
mutaciones fueron transferidas a la cepa parental S288C para generar tolerancia en esta cepa. A esta estrategia se le
conoce como ingenieria inversa. El proposito final es generar cepas productoras de AcSuc que puedan acumular este

acido en cultivos con pH acido menor al pKa del acido (4.23).

Los resultados que se presentan en esta seccion es un resumen de los resultados reportados en la publicacion
“Evolutionary and reverse engineering to increase Saccharomyces cerevisiae tolerance to acetic acid, acidic pH, and

high temperature” publicados en la revista Applied Microbiology and Biotechnology (https://doi.org/10.1007/s00253-

021-11730-z). En esta publicacion se puede consultar la informacion completa y detallada sobre los analisis.

7.8.1.  Analisis gendmico de cepas tolerantes a ambientes termo-4cidos

Mas del 90% de las lecturas de las cepas AT22 y TAT12 tuvieron un valor de calidad Q mayor a 34 y mas del 90%
de las lecturas de la cepa TT23 tuvieron un valor de calidad Q mayor a 30. Cada muestra proporcioné més de 3
millones de lecturas mapeables, lo que proporciond una cobertura del genoma superior a 80x para todas las cepas. El
criterio que se usé para la seleccién de las mutaciones es una vision de biologia de sistemas en la que se hace una
jerarquia de los procesos celulares. En esta jerarquia se propone que las rutas de sefializacion detectan el estrés
ambiental, pasan la sefial a las redes de transcripcién-regulacion para desencadenar una respuesta, y es el metabolismo
que finalmente cambia para enfrentar la condicién estresante. Basados en lo anterior, buscamos primero mutaciones
en genes que codifican proteinas involucradas en sefializacion y en proteinas que se localizan en la membrana, ya que
estas también estan en contacto fisico con el ambiente. Posteriormente, nos concentramos en la Tabla 9 factores de
transcripcion y en genes que codifican para enzimas relacionadas con el metabolismo vacuolar. La Tabla 9 muestra
un resumen de los genes, las mutaciones generadas, el cambio en los codones y el cambio en el nivel de transcripcion

respecto a la cepa silvestre.
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Tabla 9. Genes candidatos para pasar las mutaciones de la cepa TAT12 a la cepa silvestre. Se muestran las
caracteristicas principales de cada uno.

Gen Nucledtidos Aminoécidos Cambio en la
expresion
SC288C TAT12 SC288C TAT12
Sefializacion
GPA2 G T L(0.06)CUC L(0.13)CUU 1.7
RAS2 GTTTTTTC GTTTTTTTC 3'UTR 3'UTR -1.8
GSP2 T A Promotor Promotor 0.4
YPT52 C T Promotor Promotor -1.6
Transcripcion
SUM1 T A S(0.16)AGU C(0.63)UGU -1.1
HSF1 T A 3'UTR 3'UTR 13
CATS8 A T Promotor Promotor
Transporte

RTC2 T C 1(0.46)AUU T(0.35)ACU 2.4
JEN1 C A F(0.41)UUC L(0.28)UUA 0.9
AQY3 TAA TA LTTA *TAA 1.9
ECM3 C A S(0.16)UCC S(0.21)UCA -0.8
HXT3 C A S(0.21)UCA N(0.59)AAU -1.5
PHO90 A G N(0.41)AAC D(0.35)GAC 0.7
SLY41 TAT TT - - 1.2
ATG27 C A - - -0.6

Vacuola

VMA2 A G A(0.38)GCU A(0.22)GCC 1.7

De las mutaciones descritas en la Tabla 9 se eligieron 4 genes para realizar la ingenieria inversa de la cepa S288C:
VMAZ2, el cual codifica para la subunidad B del dominio membranal de la H+-ATPase vacuolar; YPT52, el cual es una
GTPase requerida para la seleccion de proteinas transportadas a la vacuola; RAS2 y GPA2 involucradas en la
sefializacion por glucosa. Estas Gltimas estan implicadas en la regulacion de la glicélisis y el metabolismo
fermentativo, asi como la activacion de las respuestas al estrés.
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Se sintetizaron oligos para los genes: VMA2, YPT52, RAS2 y GPA2. Extrajimos DNA cromosomal de la TAT12 e
hicimos los PCRs de estos genes. Posteriormente los transformamos en la cepa S288C y seleccionamos 10 candidatas
que mostraron un fenotipo resistente a pH 3 y 2 g/L de acido acético y 50 uL de HCI 1M (Tabla 10).

Tabla 10. Biomasa alcanzado en 48 horas por las poblaciones transformadas con los genes amplificados a partir de la
cepa TAT12.

S288C Poblacion 1 Poblacion 2 Poblacién 3

4 mL DELFT pH 3, 2.84 DOgo 1.92 DOswo 2.61 DOggo 1.88 DOsno
GLC 20 g/L, AcAce
2 2/L, 50 pL HCI
M

4 mL DELFT pH 3, 1.24 Dano 1.51 Dano 1.91 DOeoo 1.49 DOsoo
GLC 20 g/L, AcAce
2 2/L, 100 pL HCI
M

4 mL DELFT pH 3, 0.01 DOggo 0.02 DOggo 0.01 DOggo 0.01 DOg¢go
GLC 20 g/L, AcAce
2 2/L, 200 pL HCI
M

A continuacion caracterizamos estas cepas en cultivos con medio DELFT con 20 g/L de glucosa, 2 g/L de acido
acetico y pH3. En la Figura 15 se observan los pases que realizamos en la condicion estresante para alcanzar un estado
estacionario en la velocidad especifica de crecimiento. Cabe destacar que la cepa silvestre no resiste esta condicion de
estrés. También podemos notar que las candidatas 2 y 6 son las que resisten mejor esta condicion.

Medio DELFT pH3
20 g/L glucosa +2 g/L acido acético
30°C 250 rpm

-8- 5288C
1723
—e— SAT22
—4— TAT12
—i= €2
-o— C4
—9=C5
—%— C6
C7
—= (8

dias

Figura 15. Adaptacion de la biomasa de las cepas candidatas a la condicion de estrés.
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Una vez que estas cepas alcanzaron el estado estacionario realizamos cultivos en matraz para determinar la velocidad

especifica de crecimiento de cada una (Figura 16).

Mu
DELFT 20 g/L GLC
pH3 2g/L ACE
30 °C 250 RPM = s2s8C

0200 = T3

0.175 4 B TAT12
0.150 I E= RrAS2_C2

0.125 -

0.100 4 =

(1/h)

0.075 4 B RAS2 C9
0.050 4

0.025 4

0.000 - T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 16. Velocidad especifica de crecimiento de las cepas candidatas y las cepas control.

Ya que demostramos que estas candidatas resistian el pH 3y 2 g/L de acido acético secuenciamos los genes en las
cepas candidatas. Los datos de secuenciacion Sanger mostraron que la Unica mutacion que se transfirio de la cepa

TAT12 alas candidatas es la insercion en el 3’UTR del gen RAS2 (Figura 17).

Query 239 GTAAAGGaaaaaaaCAAACAACATCGCTATAACATAAAATTGGACATTGCAGAGAGTCAT 298

sict 27 STkt MAMAMCAATEEH ATkttt 33

Figura 17. Alineamiento de la secuencia de la candidata C2 contra la secuencia del gen silvestre.

En este sentido, caracterizamos las candidatas 2 y 6 en medio DELFT con 20 g/L de glucosa a pH 6y 39 °C. De la
misma manera que la condicion de estrés por acido y pH hicimos pases hasta que la velocidad especifica de
crecimiento alcanz6 un estado estacionario y realizamos cultivos en matraz. Los resultados de estos cultivos nos
muestran que las cepas candidatas tienen la misma velocidad especifica de crecimiento que la cepa silvestre (Figura

18).
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Mu
DELFT 20 g/L GLC pH®6
39 °C 250 RPM

0.35 4

0.30 A

(1/h)

Figura 18. Velocidad especifica de crecimiento de las cepas candidatas en medio DELFT con 20 g/L de glucosa pH 6
y 39 °C.

Con estos resultados podemos concluir que la mutacion en el gen RAS2 es especifica para la tolerancia a pH bajo y

altas concentraciones de acido. Esta mutacion puede transferirse a cualquier cepa productora de acido succinico y

caracterizarla en un medio con pH menor al del pka del &cido succinico.
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8. CONCLUSIONES

Las mutaciones en los genes PDC1 y FUML1 en la cepa SCWO06 fueron suficientes para redistribuir parte del poder
reductor, desde las reacciones para la sintesis del acetaldehido y etanol a las conversion de piruvato a metabolitos del
ciclo de los acidos tricarboxilicos. Cabe destacar que el consumo de glucosa no disminuyd en SCWO06 a pesar del

decremento en la velocidad de sintesis de etanol.

El potencial incremento del flujo de poder reductor asociado con el aumento en el consumo de glucosa de las cepas
con fondo genético SCWO06 favorecié el incremento de la velocidad de sintesis de los metabolitos del TCA y formacion
de piruvato. La mayor rapidez con la que el oxalacetato se acumulé sugiere una limitacion en la generacion de poder

reductor.

La eliminacién de la regiéon promotora del gen PDCS5, si bien fue suficiente para abatir la sintesis de etanol e
incrementar considerablemente la formacién de piruvato y succinato, ocasiond una disminucion drastica en el

consumo de glucosa y el crecimiento de la cepa mutante SCW02PDC5V2::KANMX.

El cambio en la secuencia de la region no traducible del extremo 5” del gen RAS2 fue suficiente para generar tolerancia

a ambientes &cidos en la cepa control W3031A.
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9. PERSPECTIVAS

Incrementar la disponibilidad de poder reductor mediante el consumo de formato y glucosa.

Incorporar el plasmido pSCRED en la cepa SCW02PDC5V2::KANMX. Esto posiblemente favorezca el consumo de

poder reductor para la produccion de succinato y restablezca la velocidad de consumo de glucosa.

Evolucionar la cepa SCW02PDC5V2::KANMX para incrementar su consumo de glucosa en medio minimo.
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10. PRODUCTOS GENERADOS EN ESTE TRABAJO DE TESIS

Acrticulos:

1) Salas-Navarrete PC, de Oca Miranda AIM, Martinez A, Caspeta L. 2022. Evolutionary and reverse
engineering to increase Saccharomyces cerevisiae tolerance to acetic acid, acidic pH, and high temperature.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 106:383-399. https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11730-z.

2) Salas-Navarrete PC, Rosas-Santiago P, Martinez A, Caspeta L. 2022. Adaptive responses of evolved

Saccharomyces cerevisiae strains tolerant to acidic pH, acetic acid, and supraoptimal temperature--. Enviado

Capitulos de libro:

1) Caspeta L, Salas-Navarrete PC. 2021. Reduction of the Saccharomyces cerevisiae Genome: Challenges and

Perspectives. Minimal Cells: Design, Construction, Biotechnological Applications, 117-139
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nSgfA70Z/qNcheAjLBUVTUOtCL59GOCRILTLCP+ZRSEWKY4Z/7eGdgh2tE2PjPul+9wYfE8IQrcrVIymdwQZ1yvifl8/kSjvcEYTvL6vucgL5dTDLbDiwiRlexXe39eWejnERoUycSSc
Fi9DzncUKIpBKIUeBzVi2q6kOJAHfHmM|OpBYxysPIBkrk65DE8Fy60JetKCdq8tvow==

LUIS CASPETA GUADARRAMA | Fecha:2022-12-05 19:26:48 | Firmante
sn3zW7uO5qJSExGpELzDFiVk2fCOgoNnxEJPD5wnhDQvc6aHRv7mg8FJIFCxnU23rBL2yCOaFI9lcOcOAyalatdNQ8Py9Qi2LmPb/9ljy8pKhTUrSF5nCgzNxKkddyMZJAsjcda/qM
C2Xe3KLH8TW/nrkKvumtCjboleGmY ctWzHeyahQ+E9IMAYAdOuxxyX6tRoFFh+6J7GfNi2yGHhIbdRWY 8inj+h8fivBCFhkD4srlolIBXDuOiwNLA++MDOOhXkmCN4aLyQuOAgpv48
gJosCdjOl07h7Y1Jv13+CU5FsatJ05QFxuTZ/SADWfuJT35VZWcMjFeu7u4f82GWe0GQ==

ALFREDO MARTINEZ JIMENEZ | Fecha:2022-12-06 21:32:06 | Firmante
JHLOXb4eVGvBfeTvwwDeHtOA2Tf/7HxIM3mjoF5/3seR+HYWSNZToocq+52qvbzsHnpw+zr6Kao6/5e060bm/uv6xBDECLYKERczMj6oFcxV8XEOF8KkYnPDIWMVedw2dUa4Abzm
/0srobll1riVsaeN8kcqAnTv2VqQRoN/1Bzle6jTtz1QoAyEISXQsOgmFIb3dCgAkKu51AB3fwpLuCpgAz6IVQVBSMg2EAX8G59j0K38LJIN/x4hz0bHrrZrf+h9btUzQWNAbOIMNXMEK
0074dmZ6foQ2MjBuwcsGxUt/rKVOKxagx8/wgpwdmgVjSAPVKEZrJ+L+HT3Ng74TmdQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electronica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

OBYEukndj

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/S2cZ7Qwb5d6MvmPCIQKUVING8P8Yengu



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/S2cZ7Qwb5d6MvmPC9QKUVrNG8P8Yengu

