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Resumen & Abstract XV

Mejoramiento genético de una levadura Saccharomyces cerevisiae aislada en

territorio colombiano para la fermentacion de xilosa

Resumen

Saccharomyces cerevisiae es la principal levadura utilizada en biotecnologia en todo el
mundo, gracias a que su metabolismo y fisiologia son conocidos permitiendo su
aprovechamiento en diversos procesos industriales. Este microorganismo es excelente en
la fermentacion de azucares como las hexosas, sin embargo, ha sido considerado como
incapaz de metabolizar pentosas como la arabinosa y la xilosa presentes en la biomasa
lignocelulésica. Esta biomasa es una materia prima ampliamente disponible que contiene
xilosa, el segundo azlcar mas abundante de la naturaleza, en aproximadamente el 35 %
de los azlcares totales. Esta fraccidon de azUcar podria ser aprovechada para la obtencion
de productos quimicos de alto valor agregado como el xilitol. Utilizando ingenieria genética
algunos investigadores han obtenido cepas recombinantes de S. cerevisiae con capacidad
reducida de fermentar xilosa. El Grupo de Investigacion en Procesos Quimicos y
Bioquimicos de la Universidad Nacional de Colombia realizé el aislamiento de algunos
microorganismos obtenidos en Colombia, donde se identificé una cepa de S. cerevisiae,
denominada como 202-3, que en presencia de hidrolizados lignocelulésicos mostré un
consumo de xilosa del 2 % al 5 %, caracteristica que no se encuentra asociada a la
especie. En esta investigacion se confirm6 mediante tres enfoques distintos que la cepa
202-3 efectivamente corresponde a una S. cerevisiae: mediante observacién morfologica
de la cepa por microscopia Optica y de barrido, por amplificacion de un fragmento de 150
pb con iniciadores especificos para la especie, y por secuenciacion de la regiéon ITS. Su
secuencia consenso mostrd una similitud superior al 99 % respecto a las secuencias de
S. cerevisiae reportadas en la base de datos gendmica Blastn del NCBI.
Experimentalmente, la cepa 202-3 no mostr6 un mejor consumo de xilosa que otras
especies de levaduras analizadas consumidoras de esa pentosa, pero si una
metabolizacién significativa con un consumo del 9,8 %, lo cual hasta ahora no habia sido
reportado para ninguna cepa de S. cerevisiae. Sin embargo, para mejorar esa capacidad
e intentar producir etanol a partir de la xilosa, la cepa 202-3 fue sometida a ingenieria
genética y evolutiva. Determinada la ploidia de la cepa, se procedié a silenciar el gen
GAL80 implicado en la represion de los genes GAL para que sean expresados

continuamente y mejorar la captacion y asimilacion de esa pentosa. Para las
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recombinantes obtenidas los consumos de xilosa fueron de hasta el 18 % con rendimiento
de xilitol de hasta 0,407 g/g y no se obtuvo valores significativos de etanol. Mediante
ingenieria evolutiva a la cepa parental y a dos recombinantes se obtuvo cepas mejoradas
después de ocho indculos sucesivos de 144 horas cada uno. De la cepa parental 202-3
gue consumio 7 % de xilosa, se obtuvo otra cepa que consumio 14 % de xilosa y la
produccién de xilitol aumentd en 345 % desde 0,236 g en el indculo inicial a 1,050 g en el
final. Con la cepa obtenida de la recombinante R2-MAPL (202-3, GAL80/gal80g :KanMX)
el consumo de xilosa fue de 20 % v la produccion de xilitol aument6 196 % de 0,996 g
inicial a 2,951 g final. Con la cepa obtenida de la recombinante B2G-MAPL (202-3,
gal80qp :KanMX/gal80 :Ble") el consumo final de xilosa fue de 28 % y la produccion de
xilitol pasé de 1,115 g inicial a 4,876 g final representando un incremento de 337 %. Estos
resultados muestran que las estrategias utilizadas mejoraron el fenotipo de la cepa nativa

202-3 frente al consumo de xilosa y la produccién de xilitol.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, xilosa, produccién de xilitol,

recombinantes, silenciamiento génico, ingenieria evolutiva



Resumen & Abstract XVII

Genetic improvement of a Saccharomyces cerevisiae yeast isolated in Colombian

territory for xylose fermentation

Abstract

Saccharomyces cerevisiae is the most used yeast in biotechnology throughout the world
because its metabolism, and physiology are well known, and it has been widely used in
various industrial processes. This microorganism is excellent in the fermentation of sugars
such as hexoses. However, it does not metabolize pentoses such as arabinose and xylose
which are present in lignocellulosic biomass. This biomass constitutes a widely available
raw material, with xylose content, the second most abundant sugar in nature,
corresponding to approximately 35 % of total sugars. This sugar fraction could be used to
obtain high added value chemical products such as xylitol. Through genetic engineering
some researchers have obtained recombinant yeast strains of S. cerevisiae with reduced
xylose fermentation capability. The research group in Chemical and Biochemical
Processes of the Universidad Nacional de Colombia performed the isolation of some
microorganisms obtained in Colombia, where a S. cerevisiae strain called 202-3 was
identified. This strain showed a xylose consumption between 2 % and 5 % in presence of
lignocellulosic hydrolysates, characteristic that is not associated with the lineage. In this
research, it was confirmed through three different approaches that the 202-3 strain is
indeed a S. cerevisiae: morphologic strain observation by optical and SEM microscopy,
amplification of a 150 bp fragment with species-specific primers, and sequencing its ITS
region, whose consensus sequence showed similarity greater than 99 % with the S.
cerevisiae sequences reported in the NCBI Blastn genomic database. Experimentally,
strain 202-3 did not show to be better than other yeast species with the capability to
consume xylose, but it did show a significant metabolization of that pentose with a
consumption of 9,8 %, which until now had not been reported for S. cerevisiae. However,
to improve that ability and try to produce ethanol from xylose, the strain was subjected to
genetic and evolutionary engineering. Once the ploidy of the strain was determined, the
GALS8O0 gene involved in the repression of the GAL genes was deleted so that they are
continuously expressed and improve the uptake and assimilation of the pentose. For the
recombinant strains obtained, the xylose consumptions were up to 18 % with a xylitol yield
of up to 0,407 g/g and no significant ethanol values were obtained. By evolutionary

engineering to the parental strain and to two recombinants, improved stains were obtained
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after eight successive inoculum of 144 hours each. From the parental strain 202-3 that
consumed 7 % of xylose, another strain was obtained that consumed 14 % of xylose and
the xylitol production increased 345 %, from 0,236 g in the initial inoculum to 1,050 g in the
final one. With the strain obtained from recombinant R2-MAPL (202-3,
GAL80/gal80ga:KanMX), the xylose consumption was 20 % and xylitol production increase
196 %, from 0,996 g initial to 2,951 g final. With the strain obtained from recombinant
B2G-MAPL (202-3, gal80ga:KanMX/gal80a:Ble") the final xylose consumption was 28 %
and xylitol production went from 1,115 g initial to 4,876 g final, representing a 337 %
increase. These results show that the strategies used improved the phenotype of the native

strain 202-3 against the consumption of xylose and the production of xylitol.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, xylose, xylitol production, recombinant,

gene deleting, evolutionary engineering
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Introduccidén

Las levaduras son organismos eucariotas, clasificados como hongos microscépicos que
crecen como células individuales (Kurtzman, Fell y Boekhout, 2011). Estos
microorganismos se han empleado en la produccion de bebidas alcohdlicas por miles de
afos (Hammond, 2003). Las levaduras proporcionan un sistema genético flexible y rapido
para el estudio de eventos celulares. Con un tiempo aproximado de generaciéon de 90
minutos, se producen colonias que contienen millones de células después de sélo 2 dias
de crecimiento. Pueden propagarse tanto en la forma haploide como diploide, facilitando
su andlisis genético. Las levaduras haploides pueden ser mutadas para tener
requerimientos nutricionales especificos o fenotipos genéticos auxétrofos, los cuales
permiten realizar modificaciones genéticas utilizando diversos marcadores de seleccion

(Grunstein y Gasser, 2013).

Las levaduras principalmente de origen industrial se han entrecruzado ampliamente para
la obtencion de células diploides saludables capaces de esporular y producir cuatro
ascosporas viables. La cepa S. cerevisiae S288C es la cepa modificada genéticamente
mas utilizada en estudios de laboratorio a nivel mundial. Esta cepa se produjo en los afios
1950 y mas del 85% de su genoma nuclear se deriva de una cepa de levadura de vino
encontrada en la descomposicion de higos en California en 1938 (Mortimer y Johnston,
1986).

S. cerevisiae es una levadura reconocida como segura (Generally Recognized as Safe i
GRAS) para su uso en alimentos (Lin y Tanaka, 2006), excelente fermentadora de
azUcares para producir etanol, tanto en la presencia de oxigeno como en la ausencia de
este, tolera bien su producto de fermentacion (més del 15% de etanol), soporta condiciones
de acidez, variaciones de temperaturas y estrés osmoético (Reis, 2012). Es el
microorganismo mas utilizado en la produccién de etanol de segunda generacién a partir
de hidrolizados de lignocelulosa (Zhang, Rodriguez y Keasling, 2011) presentando una

elevada resistencia a los compuestos inhibitorios producidos en los hidrolizados
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lignocelulodsicos, pudiendo convertir compuestos fendlicos en compuestos menos téxicos
(Jonsson, Alriksson y Nilvebrant, 2013). Sin embargo, esta levadura no puede metabolizar
eficientemente pentosas como la xilosa y arabinosa, presentes en la abundante biomasa
lignocelulésica. La xilosa es el segundo azlcar mas abundante en la naturaleza, disponible
en los hidrolizados lignoceluldsicos. Dado que S. cerevisiae posee una baja expresion de
los genes que codifican para las enzimas xilosa reductasa (XR), xilitol deshidrogenasa
(XDH) y xilulosa quinasa (XK), se considera incapaz de metabolizar xilosa (Li et al., 2016;
Mcllwain et al., 2016; Sato et al., 2016; Turner et al., 2016). Aunque existen estudios que
muestran que la sobreexpresion de estos genes en levaduras S. cerevisiae permiten una
mejor asimilacién de xilosa, la eficiencia y las velocidades de fermentacién han sido
reportadas como reducidas (Moysés et al., 2016) y aun deben ser mejoradas para su uso
viable a nivel industrial. Esto ha abierto un amplio campo de investigacion en la busqueda
de cepas con la habilidad de fermentar pentosas para el aprovechamiento completo de los
azucares disponibles en la biomasa lignoceluldsica en la obtencion de productos quimicos
de alto valor agregado como alcoholes, enzimas y quimicos finos entre otros (Howard
et al., 2003).

El grupo de investigacion de Procesos Quimicos y Bioquimicos de la Universidad Nacional

de Col ombia por medio del proyecto titulado AAi sl
cepas nativas del Municipio de Puerto Lopez (Meta) paralapr oducci - n deenet anol 0,
2010 una cepa de levadura que present6 un consumo modesto de xilosa y que presentaba

caracteristicas similares a las levaduras S. cerevisiae. En el trabajo de (Cifuentes, 2016)

se realizdé una secuenciacion inicial de esta cepa 202-3 y se caracteriz6 su genoma,

proponiendo posibles genes candidatos asociados al consumo de xilosa.

Considerando las observaciones preliminares del consumo de xilosa por esta cepa y su
potencial para la utilizacién de esta pentosa, en esta investigacion se realiz6 el analisis y
caracterizacion fenotipica para el consumo de xilosa. Se aplicaron metodologias de
ingenieria genética y metabdlica en levaduras para su mejoramiento de acuerdo con el

proposito de la investigacion.

En este sentido, el objetivo general de esta investigacion fue obtener recombinantes de la
cepa aislada en territorio colombiano Saccharomyces cerevisiae 202-3 que presenten una
mejor asimilacion de xilosa. Los objetivos especificos se citan a continuacion:

1 Establecer el perfil fenotipico en consumo de xilosa de la cepa Saccharomyces

cerevisiae 202-3.
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1 Determinar el efecto del silenciamiento del gen GAL80 en la metabolizacion de
xilosa en la cepa Saccharomyces cerevisiae 202-3.

1 Determinar los pardmetros fermentativos para las cepas recombinantes obtenidas
usando xilosa como fuente de carbono.

1 Realizar ingenieria evolutiva en la cepa salvaje de Saccharomyces cerevisiae 202-

3 y recombinantes usando xilosa como fuente de carbono.

En este trabajo se confirmo el linaje de la cepa 202-3 y que tiene la habilidad de consumir
xilosa. Se obtuvieron cepas recombinantes con unay dos copias del gen GAL80 silenciado
(galB0ad y se obtuvieron cepas mejoradas por ingenieria evolutiva que presentaron un
aumento considerable en el consumo de xilosa, asi como una mayor produccion de xilitol

comparada con la parental.

En el primer capitulo se hace una revision del consumo de xilosa por cepas S. cerevisiae
no recombinantes, es decir, como la cepa 202-3 aislada de un ambiente natural. Se
describe la fermentacion, el crecimiento y consumo, el transporte, la ruta metabdlica, el

andlisis transcriptomico y la mejora de utilizacion de xilosa por este tipo de levaduras.

En el segundo capitulo se muestran los resultados de la confirmacion de la especie por
medio de la observacién morfoldgica a través de microscopia oOptica y de barrido (SEM),
se realiz6 un analisis de especie especifico utilizando iniciadores (primers) que permiten
identificar especies del clado Saccharomyces, se realizé secuenciacion de la region ITS
gue mostrdé una similitud superior al 99 % de la cepa 202-3 respecto a las secuencias de
S. cerevisiae reportadas en la base de datos gendmica Blastn del NCBI. Se analizé el perfil
fenotipico de la cepa 202-3 en xilosa. Los resultados confirman que la cepa 202-3 presenta
un modesto consumo de xilosa y produccién de xilitol haciéndola una candidata muy
interesante de mejoramiento genético, teniendo en cuenta que esta no es una
caracteristica de este linaje de levadura. Como se consider6 silenciar el gen GAL80, por
amplificacién de mating y citometria de flujo se determiné que la cepa es diploide con el fin

de establecer las copias de dicho gen en el microorganismo.

En el tercer capitulo se describe la metodologia para el silenciamiento del gen GAL80 en
la cepa 202-3, la obtencion y verificacion de recombinantes obtenidas y se determinan los
parametros fermentativos usando xilosa como fuente de carbono. GAL80 codifica para un

represor transcripcional de los genes GAL en ausencia de galactosa inhibiendo la
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activacion transcripcional de Gal4. Se obtuvieron cepas recombinantes que muestran un

mejor consumo de xilosa con relacion a la cepa parental y una mayor produccion de xilitol.

En el cuarto capitulo se describe la ingenieria evolutiva que se realiz6 con la cepa parental
202-3 y con las cepas recombinantes R2-MAPL (202-3, GAL80/gal80qa:KanMX) y B2G-
MAPL (202-3, gal80ga:KanMX/gal80qa:Ble"). Las cepas obtenidas por evolucion adaptativa
mostraron consumos considerablemente mayores de xilosa y produccion de xilitol frente a

la cepa parental.

En el quinto capitulo se presentan las conclusiones de los resultados de este trabajo y las
recomendaciones para futuras investigaciones. Finalmente se encuentran los anexos y la

bibliografia utilizada en el desarrollo de la tesis.



l.Consumo de XSialcasharmamry ce s
cerevin®i aecombinantes

Basado en el articulo de revision publicado por Margareth Andrea Patifio, Juan Pablo Ortiz,
Mario Velasquez, y Boris U. Stambuk, DZXylose consumption by nonrecombinant
Saccharomyces cerevisiae: A review. Yeast. 2019; 36:541i 556.
https://doi.org/10.1002/yea.3429

1.1 Fermentacion de pentosas por S. cerevisiae

La xilulosa es la Unica pentosa que puede ser fermentada por S. cerevisiae (Chiang et al.,
1981; Jeppsson, Yu y Hahn-Hagerdal, 1996; Suihko y Poutanen, 1984; Wang y Schneider
1980; Wang, Shopsis, y Schneider, 1980; Yu, Jeppsson, y Hahn-Hagerdal, 1995). Esto es
posible porque esta levadura tiene una xiluloguinasa funcional (XK) que fosforila la xilulosa
en xilulosa-5-fosfato la cual ingresa a la parte no oxidativa de la via de las pentosas fosfato,
y finalmente a la glucdlisis, como se muestra en la Figura 1-1. El gen que codifica XK de
S. cerevisiae (XKS1) se aisl6 mediante la complementacion de un XK mutante de
Escherichia coli (Chang y Ho, 1988; Ho y Chang, 1989), y mas tarde se demostré que se
encuentra en el cromosoma VIl (ORF YGR194C) de S. cerevisiae (Richard, Toivari y
Penttila, 1999; Rodriguez-Pefia et al., 1998). Esta enzima es el paso que limita la velocidad
en la fermentacion de xilulosa por S. cerevisiae, y su sobreexpresion aumenta el consumo
de xilulosa y la fermentacién por las células de levadura (Deng y Ho, 1990; Lee et al., 2003;
Richard, Toivari y Penttila, 2000). Ademas de XK, la via no oxidativa de la pentosa fosfato
también controla la velocidad de fermentacién de la xilulosa y la sobreexpresiéon de las
cuatro enzimas involucradas (ribulosa-5-fosfato epimerasa codificada por el gen RPE1,
ribosa-5-fosfato cetoisomerasa codificada por el gen RKI1, transaldolasa codificada por el
gen TAL1 y transcetolasa codificada por el gen TKL1) aumenta significativamente el
consumo de xilulosa y la fermentacion por las células de levadura (Johansson y Hahn-
Hagerdal, 2002). Aunque la xilulosa es un azlcar raro en la naturaleza (Granstrom et al.,
2004), la capacidad de S. cerevisiae para fermentar esta pentosa ha atraido una atencién

considerable ya que la xilosa presente en la biomasa lignocelulésica puede ser
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isomerizada en xilulosa mediante la adicion de xilosa (glucosa) isomerasa comercial al
medio (una enzima bacteriana utilizada en la produccion industrial de jarabe alto en
fructosa), permitiendo la fermentacion de esta abundante fuente de carbono (De Bari et al.,
2014; Gong et al., 1981; Hahn-Héagerdal, Berner y Skoog, 1986; Lindén y Hahn-Hagerdal,
1989; Milessi et al., 2018; Rao et al., 2008; Yuan et al., 2011; 2012).

Oxidativa Ruta pentosa fosfato

6-fosfogluconolactona 4 ﬁ
H,0

Mg2* NADPH+H* NADP*

6-fosfogluconato

NADP*
Mg2*

NADPH+ H* Glucolisis
co,
: Glucosa
Ribulosa 5-fosfato No oxidativa Ruta pentosa fosfato
Ribosa 5-fosfato Sedoheptulosa 7-fosfato Fructosa 6-fosfato =) Glucosa 6 fosfato =
I TKL TAL
I Fructosa 6-fosfato

Xilulosa 5-fosfato Gliceraldehido 3-fosfato Eritrosa 4-fosfato

PFK
TKL .
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XK XK 1 oH
ADP ATP ATP
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NADH+ H* NAD*
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Figura 1-1 7 Fermentacion de la pentosa (D-xilulosa) por S. cerevisiae. Xilosa es fosforilada por xiluloquinasa
(XK), y xilulosa 5-fosfato por la accion de la transcetolasas (TKL) y transaldolasas (TAL) en la parte no oxidativa
de la ruta de las pentosas fosfato (PPP), es convertida en fructosa 6-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato que
finalmente entra a la glucdlisis a través de la accion de la fosfofructoquinasa (PKF) y gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasas (TDH), permitiendo la produccion de etanol.

Sin embargo, las tasas de crecimiento celular, consumo de xilulosa y produccion y
rendimiento de etanol de esta fuente de carbono son significativamente bajas en
comparacion con los resultados obtenidos de la fermentacion de otros azlcares por S.
cerevisiae, como glucosa o galactosa (Jeppsson, Yu, y Hahn-Hagerdal, 1996; Mittelman y
Barkai, 2017; Tamari et al., 2014; Yu, Jeppsson, y Hahn-Hagerdal, 1995). De hecho, existe
una amplia variaciéon fenotipica en la capacidad de las cepas de S. cerevisiae para

consumir y fermentar xilulosa (Eliasson et al., 2000; Matsushika et al., 2009; Mittelman y
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Barkai, 2017; Tamari et al., 2014; Yu, Jeppsson, y Hahn-Hagerdal, 1995), que podria ser
en parte explicado por las diferencias en la regulacion génica global, incluidas las
variaciones en histonas deacetilasas (Tamari et al., 2016). El andlisis del transcriptoma
indica que los bajos rendimientos de etanol obtenidos durante el crecimiento en xilulosa se
dan probablemente como consecuencia de una mayor expresion de genes respiratorios,
incluidos genes del ciclo TCA, fosforilacion oxidativa, cadena de transporte de electrones
y gluconeogénesis, durante el crecimiento en esta pentosa (en comparacién con las células
cultivadas en glucosa), que se correlaciona con los primeros resultados que indican que la
actividad mitocondrial fue necesaria para el metabolismo de la xilulosa por las células de
levadura (Maleszka y Schneider, 1984). Una induccién de genes de biosintesis de
aminodcidos ocurrié solo en presencia de xilulosa, que fue no correlacionada con la tasa
de crecimiento en esta fuente de carbono, a pesar de la presencia de aminoacidos en el

medio de crecimiento (Mittelman y Barkai, 2017; Tamari et al., 2014).

Como es el caso de otros azUcares fermentables, el crecimiento de xilulosa puede mejorar
significativamente a través de la ingenieria evolutiva mediante la propagacion en serie de
cepas de levadura de S. cerevisiae durante ~ 300 generaciones en medios que contienen
xilulosa (Tamari et al., 2016). Las cepas evolucionadas y mejoradas mostraron pérdida de
la induccion del gen de biosintesis de aminoécidos por la xilulosa, fuertemente
correlacionada con la mejora en la tasa de crecimiento, lo que sugiere que el agotamiento
interno de aminoacidos presenté un cuello de botella importante que limita el crecimiento
en esta pentosa (Tamari et al., 2016). Un analisis de la fermentacion de xilulosa por 411
mutantes metabdlicos y reguladores asociados con el metabolismo del carbono central
(cepas con genes silenciados 0 heterocigotos no esenciales o esenciales,
respectivamente) reveld que se requerian 55 genes para el crecimiento de xilulosa, siendo
30 de ellos también necesarios para el crecimiento en galactosa y otros 21 necesarios para
el crecimiento en glicerol (Mittelman y Barkai, 2017). De hecho, la mayoria de estos 51
genes estan involucrados en el crecimiento en fuentes de carbono que son respiradas vy,
por lo tanto, solo cuatro genes (TKL1, TAL1l, PFK2 y TDH1) son especificamente
necesarios para el crecimiento en xilulosa, lo que confirma que las enzimas de la via de
las pentosas fosfato y las enzimas que unen esta via a la glucdlisis (Figura 1-1) son

esenciales para el crecimiento de xilulosa.

Finalmente, estos autores también encontraron 10 genes que, cuando se silenciaron,

produjeron cepas con niveles de etanol de tipo salvaje pero con niveles mas bajos de
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biomasa, lo que indica una mayor productividad especifica de etanol durante el crecimiento
con xilulosa (no observado durante el crecimiento con glucosa o galactosa). Por ejemplo,
el silenciamiento del gen IRA2, que codifica una proteina activadora de GTPasa necesaria
para reducir los niveles de AMPc en condiciones limitantes de nutrientes, promovié un
aumento de ~ 50% en la produccion especifica de etanol de xilulosa, lo que indica que un
aumento en los niveles de AMPc intracelular enlacepaira2qgp t i ene un ef
la fermentacion de xilulosa. Desafortunadamente, estos interesantes resultados de claras

implicaciones biotecnoldgicas no se han explorado mas a fondo (Mittelman y Barkai, 2017).

Otro tema que no ha sido explorado es como la xilulosa ingresa a la célula de levadura, y
aungue es asumido que la xilulosa es probablemente transportada por transportadores de
azucar (tipo hexosa), una cepa hxt-null con los principales transportadores de hexosas
presentes en S. cerevisiae silenciados (HXT1 a HXT7) es capaz de consumir xilulosa con
tasas que corresponden a > 50% de los observados en cepas de tipo salvaje (Hohenschuh,
Hector y Murthy, 2015), sugiriendo que la captacion de xilulosa probablemente esté

mediada por otras permeasas presentes en las células de levadura. De hecho, en solucion

la forma de cadena abietade | a xi |l ul osa s eo cApXilllodduransar a

(Figura 1-2), la cual es diferente de los anillos de piranosa formados por hexosas (0 xilosa)

en solucidn, la estructura reconocida y transportada por permeasas candénicas de HXT.

1.2 Crecimiento y consumo de xilosa por S. cerevisiae

Aunque es generalmente aceptado que S. cerevisiae es una especie de levadura conocida
como incapaz de asimilar la xilosa (Barnett, Payne y Yarrow, 1990), los primeros estudios
mostraron que varias cepas de Saccharomyces pueden consumir algo de xilosa (Gong
et al., 1983; Hsiao et al., 1982), con una amplia variacion fenotipica en la capacidad de
esta levadura para consumir la pentosa. Por ejemplo, Gong y colaboradores (1983)
analizaron la capacidad de 21 levaduras Saccharomyces de diferentes cepas y especies,
gue no pueden crecer en xilosa, para consumir 50 g/L xilosa en medios enriquecidos.
Aunqgue la mayoria de ellas consumieron solo 0,1 a 0,5 g/L de xilosa en 3 dias, una cepa
de S. cerevisiae (ATCC 26497) fue capaz de consumir 1,6 g/L de xilosa aerdbicamente en
el mismo periodo de tiempo, produciendo xilitol como producto principal. La conocida cepa
de laboratorio BY4741 también puede consumir hasta 2 g/L de xilosa en 10 dias
(produciendo xilitol) a partir de una concentracion inicial de 40 g/L (Traff, Jonsson y HahnZ

Hagerdal, 2002). El andlisis de otras cuatro cepas, capaces de consumir Xxilosa

ecto

posi

f or mar
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aerébicamente, revel6 que la presencia de otros sustratos (azlUcares, acidos organicos,
polioles o etanol), o incluso extracto de levadura, mejoro significativamente el consumo de
xilosa aerdbica por las células: de 3-7 g/L de xilosa fueron consumidos en 6 dias, a partir
de una concentracion inicial de 10 g/L. El uso de *C-xilosa radiomarcada como sustrato
revel6 que més del 91% del marcador se convirtié en xilitol y menos del 2% en biomasa,
lo que indica que el azucar no fue asimilado por las células de S. cerevisiae (Batt et al.,
1986; Van Zyl et al., 1989; van Zyl et al., 1993).

B-D-Xilopiranosa B-D-Xilulofuranosa
0. OH o OH
OH HO
OR CH-OH
OH OH
OH OH OH
NADPH + H* NADP* NAD* NADH 4+ H*
XR XDH o Y o,
o~ OH HO OH HO™ H l “OH
GRE3 XyL2
OH OH Gev1 OH OH SOR1 0 OH
YPR1 SOR2
D-Xilosa YIROS6W Xilitol XDH1* D-Xilulosa
YDL124W
” XKS1
1
HO 00— Fl’:0
o}
D-Xilulosa 5-P

Figura 1-2 7 Via de utilizacién de DZilosa en S. cerevisiae. La xilosa se reduce primero a xilitol por la enzima
xilosa reductasa (XR) usando NADPH, luego el xilitol se oxida a xilulosa por la enzima xilitol deshidrogenasa
(XDH) usando NAD", seguido de la fosforilacion de xilulosa por la xiluloquinasa (XK) que entrara en la parte no
oxidativa de la via de las pentosas y a la glucdlisis, como se muestra en la Figura 1-1. También se muestran
los genes putativos presentes en el genoma de S. cerevisiae que codifican las tres enzimas. El asterisco indica
un gen que se encuentra solo en algunas cepas de levadura de vino. También se muestran las formas ciclicas
de las pentosas piranosa y furanosa en solucién.

Recientemente, otras publicaciones han reportado que cepas de levadura de S. cerevisiae
aisladas a partir de jugos de frutas son capaces de consumir algo de xilosa de manera
aerodbica (Nasir et al., 2017; Sharma et al., 2018). En un estudio de seis cepas industriales

para el desarrollo de levaduras recombinantes capaces de fermentar xilosa, una cepa
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(YB2625, aislada de bagazo) después de la transformaciéon con una via de utilizacion de
xilosa mostré un crecimiento mas rapido en xilosa y mayores rendimientos de etanol, en
comparacion con las otras cepas industriales recombinantes (Hector et al., 2011). Esta
cepa se mostrd capaz de consumir naturalmente algo de xilosa (Cheng et al., 2018). Bajo
condiciones de co-fermentacion de glucosa/xilosa (80 g/L de glucosa mas 20 g/L de xilosa),
la cepa no recombinante YB2625 pudo consumir 15,2 g/L de xilosa en 96 horas, mientras
gue la conocida cepa de laboratorio S288C (la que tuvo su genoma publicado en 1996; ver
(Goffeau et al., 1996) consumié solo 7,6 g/L de xilosa en las primeras 10 horas, deteniendo
el consumo de la pentosa después de ese tiempo. En estas condiciones, la cepa YB2625
produjo 10,9 g/L de xilitol y la cepa S288C produjo 3,1 g/L, sin diferencias significativas en
la concentracién de etanol en el medio de fermentacién. Sin embargo, se observaron
diferencias significativas en la produccion de glicerol y acido acético (mayor con S288C),
asi como una biomasa ligeramente mayor producida por la cepa YB2625 en todo el cultivo
(Cheng et al., 2018).

Otros estudios han demostrado que algunas cepas de S. cerevisiae pueden de hecho
crecer en xilosa, aunque pobremente. (Attfield y Bell, 2006), utilizando seleccién natural y
reproduccion (esporulacion sucesiva y mating) durante un periodo prolongado de tiempo
en un medio minimo que contiene xilosa, pudieron obtener una cepa con tasas de
crecimiento significativamente mejoradas en esta fuente de carbono. Un andlisis de alto
rendimiento del crecimiento de 647 cepas de Saccharomyces (425 cepas de S. cerevisiae
de diversas fuentes, incluyendo vino, cerveza, panaderia, laboratorio y aislados clinicos,
asi como 222 levaduras Saccharomyces sensu stricto e hibridos) en placas selladas de 96
pozos que contienen xilosa revel6 que menos del 7% de las levaduras S. cerevisiae (un
total de 29 cepas) tuvieron algunos aumentos de la densidad 6ptica, en comparacién con
el mismo medio sin fuente de carbono, y estas cepas positivas a xilosa (con modesto
crecimiento) fueron predominantemente cepas de vino (Wenger, Schwartz y Sherlock,
2010). El andlisis genético (esporulacién, cruces con la cepa S288C, y andlisis de tétrada)
reveld6 que el fenotipo xilosa positiva es dominante y que un solo gen (locus) era

responsable del rasgo en estas cepas de vino.

1.3 Transporte de xilosa por S. cerevisiae

Los primeros estudios que tratan de la captacion de xilosa por las células de levadura

utilizaron este azucar (en su forma ciclica de DZilopiranosa; ver Figura 1-2) como un
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analogo de glucosa "no metabolizado" para estudiar la especificidad, las propiedades
cinéticas y la regulacion del sistema de captacion de glucosa en S. cerevisiae (Alonso y
Kotyk, 1978; Cid, Gancedo y Lagunas, 1987; Heredia, Sols y Fuente, 1968; Kotyk, 1967;
Kotyk y Kleinzeller, 1963; Lagunas etal., 1982; Ledo y van Uden, 1985; Serrano y
Delafuente, 1974). Se us6 xilosa con el mismo propdésito en varias investigaciones
relacionadas con el transporte de hexosas por otras especies de levaduras (egj., K.
marxianus, S. pombe). conocidas por ser incapaces de la utilizacion y/o fermentacion de
xilosa (Sa-Correia y van Uden, 1983; Hofer y Nassar, 1987). La xilosa también se utilizd
para inactivar irreversiblemente las hexoquinasas y glucoquinasas de levadura tanto in vivo
como in vitro (Bergdahl etal., 2013; DelaFuente, 1970; Fernandez etal., 1984;
Schuddemat, Van den Broek y Van Steveninck, 1986).

Los estudios iniciales de la captacién de monosacaridos por S. cerevisiae trataron con la
especificidad del transporte (Heredia, Sols y Fuente, 1968; Kotyk, 1967), y posteriormente
(Serrano y Delafuente, 1974), midiendo la captacion inicial de tasas, fueron los primeros
en reconocer que la absorcion de monosacaridos por S. cerevisiae exhibe una cinética
compleja, que podria resolverse en dos componentes que representan transportadores de
alta y baja afinidad. El componente de baja afinidad fue constitutivo y expresado por células
gue crecen en medios con alta concentracion de glucosa, con un K, para glucosa, fructosa
y manosa de 20 a 70 mM. El componente de alta afinidad fue expresado por células en
medios con baja concentracion de glucosa, afirmando de alguna manera ser dependiente
de hexosa quinasa, reprimida e inactivada por altas concentraciones de glucosa, y capaz
de absorber los mismos azucares mencionados arriba con Ky's de 1 a 7 mM ( Bisson y
Fraenkel, 1983; Preez et al., 2000; McClellan y Bisson, 1988; Petit et al., 2000; Postma,
Scheffers y van Dijken, 1989; Ramos, Szkutnicka y Cirillo, 1988). Por otro lado, todas las
especies de levadura capaces de fermentar xilosa en general tienen actividades de
transporte de xilosa de baja y alta afinidad, que cubren un amplio rango de concentraciones
de azucar que se extiende al menos dos o tres 6rdenes de magnitud, por ejemplo (Does y
Bisson, 1989; Kilian, Prior y Preez, 1993; Stambuk etal., 2003). Sin embargo, las
afinidades por la xilosa (Kn 0,1 mM i 1,5 M) son méas bajas que las encontradas para la
glucosa (Km 10 pM 7 100 mM). Aunque la mayoria de las levaduras presentan tanto el
simportador de xilosa-H* de alta afinidad como el transporte facilitado de baja afinidad del
azucar, en S. cerevisiae, la xilosa se transporta Unicamente mediante el transporte

facilitado mediado por las permeasas de hexosa. De hecho, todos los transportadores de
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baja afinidad de xilosa caracterizados hasta la fecha también transportan glucosa, con
mayor afinidad por este azlcar. La glucosa también reprime los sistemas de transporte de
alta afinidad, que son permeasas que también comparten ambos azlucares. Como
consecuencia, la xilosa siempre se utiliza solo después de que la glucosa se haya agotado
significativamente del medio (Berttilsson, Andersson y Lidén, 2008; Hsiao et al., 1982;
Panchal et al., 1988; Sanchez et al., 2002; Webb y Lee, 1990; Yablochkova et al., 2003).

El genoma de S. cerevisiae contiene una gran familia de 18 genes transportadores de
azucar relacionados (HXT1 a HXT17 y GAL2) que permiten la fermentacion eficiente de
glucosa y otras hexosas (Bisson, Fan, y Walker 2016; Boles y Hollenberg 1997; Elbing
et al., 2004; Kruckeberg 1996; Lin y Li 2011; Ozcan y Johnston 1999; Wieczorke et al.,
1999). Estos genes codifican facilitadores de monosacaridos con 12 dominios
transmembrana y, en condiciones normales, solo siete transportadores (HXT1 a HXT7)
son responsables de la captacién de glucosa por S. cerevisiae, transportadores que
exhiben diferentes afinidades para sustratos (Tabla 1-1), asi como diferentes perfiles de
expresion durante el crecimiento (Diderich et al., 1999; Reifenberger, Boles, y Ciriacy 1997;
Reifenberger, Freidel, y Ciriacy 1995). En experimentos de captacion de *C Zxilosa con
células de S. cerevisiae, dos componentes de captacién cinéticamente distintos con Kn,
con valores de aproximadamente 100-200 mM (alta afinidad) y 1,5-2,0 M (baja afinidad),
lo que indica que el sistema de transporte de hexosas en S. cerevisiae tiene una afinidad
entre 100 y 200 veces menor por la xilosa que por glucosa (Kétter y Ciriacy 1993; Kotyk
1967; Lagunas et al., 1982; Lee et al., 2002).

La contribucién de los diferentes transportadores de hexosas a la captaciéon de xilosa se
ha analizado en una cepa recombinante hxt-null que alberga enzimas para el metabolismo
de la xilosa, y un informe inicial revelé que solo las transformantes que expresan las
permeasas HXT4, HXT5, HXT7 y GAL2 (todas las permeasas HXT fueron probadas,
excepto HXT2) tuvieron crecimiento en esta fuente de carbono (Hamacher et al., 2002).
Sin embargo, se publicaron resultados contradictorios con respecto al crecimiento en xilosa
de otra cepa recombinante hxt-null que alberga la permeasa HXT1, que también mostraron
evidencia de captacion de xilosa por las células hxt-null que expresan los transportadores
HXT1, HXT2, HXT4, HXT5, HXT7 y GAL2 (Sedlak y Ho, 2004). Ademas, células cultivadas
con maltosa de la cepa hxt-null expresando las diferentes permeasas HXT mostré
claramente que HXT1 podia transportar xilosa (Saloheimo et al., 2007), pero con muy baja

afinidad (Tabla 1). La falla de las permeasas de baja afinidad HXT1 y HXT3 para permitir



Capitulo 1. Estado del arte 41

el crecimiento o fermentacion de xilosa es probablemente una consecuencia de la rapida
endocitosis y degradacion vacuolar de estos transportadores en la ausencia de glucosa,
incluso si otras fuentes de carbono (galactosa, lactato, etanol o xilosa) estan presentes en
el medio (Hovsepian et al., 2017; Nijland et al., 2016; Roy et al., 2014). De hecho, en una
cepa recombinante hxtZiull la expresion de la permeasa HXT1 permite el consumo de
xilosa durante las co-fermentaciones de xilosa-glucosa (pero no con xilosa sola),
previniendo su ubiquitinacién (y por lo tanto endocitosis) también permite el crecimiento de
las células de levadura en xilosa (Gongalves, 2014; Nijland et al., 2016). Sin embargo, las
cepas recombinantes hxt-null con genes para el metabolismo de la xilosa son adecuadas
plataformas para la clonacion y caracterizacion de nuevos transportadores de xilosa de
otras levaduras fermentadoras de xilosa, por ejemplo (de Sales et al., 2015; Saloheimo
et al., 2007; Young et al., 2011). Las comparaciones de secuencia y el andlisis estructural
de varios transportadores de azucar han permitido el desarrollo de permeasas de
"hexosas" (mutantes GAL2 o HXT7) con mayor afinidad (o preferencia) por xilosa (Farwick
et al., 2014; Young et al., 2014). Sin embargo, su contribucién a la utilizacién de xilosa por
cepas S. cerevisiae sigue siendo un tema abierto. Por lo tanto, los enfoques para disefiar
transportadores de HXT para aumentar su afinidad hacia las pentosas, o para evitar su
degradacién, son estrategias prometedoras para mejorar la produccion de bioetanol de

segunda generacion por levaduras de S. cerevisiae.

Tabla 1-17 Afinidad de los transportadores de hexosas de S. cerevisiae por xilosa o glucosa.

Gen transportador D-glucos D-xilosa
HXT1 90¢ 130 880
HXT2 15¢45 340
HXT3 34-65 n.a’
HXT4 6,2¢94 170
HXT5 6,1-10 n.a.
HXT& HXT? 05¢21 130- 200
GAL2 15¢1,6 225

ADatos obtenidos de (Buziol et al., 2002; Diderich, J. A. et al., 2001; Farwick et al., 2014; Maier et al., 2002;
Reifenberger, Boles, y Ciriacy 1997; Saloheimo et al., 2007). YNo disponible. $Esos dos transportadores son
99% idénticos.
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1.4 Ruta metabdlica en xilosa de S. cerevisiae

En las secciones anteriores hemos demostrado que S. cerevisiae fermenta xilulosa (Figura
1-1), puede transportar y consumir algo de xilosa (produciendo principalmente xilitol), y que
incluso pocas cepas pueden crecer (modestamente) en esta fuente de carbono, lo que
indica la presencia de una via metabdlica de xilosa completa en esta levadura. En otras
especies de levaduras que crecen y fermentan xilosa (por ejemplo, Scheffersomyces
stipitis) esta aldopentosa es primero convertida en la cetopentosa xilulosa mediante dos
reacciones secuenciales catalizadas por la xilosa reductasa (XR, codificada por XYL1) y la
enzima xilitol deshidrogenasa (XDH, codificada por XYL2), seguida por la fosforilacion de
xilulosa por XK (codificado por XYL3) para ingresar a la via no oxidativa de la pentosa-
fosfato hacia la glucdlisis (Chiang y Knight, 1959; Han et al., 2010; Jeffries et al., 2007;
Lee, 1998; Smiley y Bolen, 1982; Yablochkova et al., 2003). En esta via canonica de
reduccion-oxidacion, la xilosa es primero reducida a xilitol por XR usando NAD(P)H + H*
como donante de protones y electrones, generando NAD(P)*, y en un segundo paso el
xilitol se oxida a xilulosa por XDH usando exclusivamente NAD* como proton y aceptor de
electrones, que produce NADH + H* (Figura 1-2).

El genoma de la cepa de laboratorio S. cerevisiae S288C (Goffeau et al., 1996) tiene cinco
genes que codifican enzimas putativas XR (GCY1, GRE3, YDL124W, YJR096W y YPR1),
tres genes homologos para enzimas XDH (SOR1, SOR2 y XYL2) y XKS1 que codifica para
XK (Tabla 1-2). Aunque existe evidencia contradictoria que xilosa puede inducir las
actividades XR y XDH, o incluso de algunos de los genes (SOR1 y XYL2) implicados en el
metabolismo de la xilosa, las actividades especificas de estas enzimas son de cinco a diez
veces mas bajas en S. cerevisiae en comparacion con otras levaduras fermentadoras de
xilosa (Han etal., 2010). Por otra parte, también hay resultados contradictorios con
respecto a la capacidad de crecer en xilosa por las células de S. cerevisiae que
sobreexpresan los genes enddgenos de metabolizacién de xilosa (GRE3, SOR1 o XYL2),
cuando comparado con células de levaduras que sobreexpresan los genes XYL1 y XYL2
para la fermentacion de xilosa, que crecieron mas rapidamente y acumularon menos xilitol
(Batt etal., 1986; Toivari etal., 2004). La acumulacién de xilitol en estas cepas
recombinantes de S. cerevisiae con genes enddgenos esta causada principalmente por el
desequilibrio redox entre la XR y enzimas XDH que exhiben diferente especificidad por las

coenzimas (Tabla 1-2), y otras levaduras fermentadoras de xilosa pueden presentar
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actividad XR con NADPH y NADH, lo que permite la regeneracion de NAD* requerido para
la actividad XDH (Bruinenberg et al., 1984; Cadete et al., 2016; Hou, 2012).

Tabla 1-2 7 Genes que codifican para las enzimas metabdlicas de la xilosa en S. cerevisiae.

EnZmasy genes:

Descripcion’t

Afinidad aparenté (Km)

Xilosareductasas

Glcerol deshidrogenas, miembrode la familiaaldo-ceto

para:

Xilosa= n.m.a8

GCYXYOR120W redl,Jctasa(AKR)mdumda por galactos&CY liene un NADPH = 0.012 niM
paralogo, YPR1
Aldosareductas; involucrada en einetabolismo de xviose = 25 mM
GRE3YHR104\W metilglioxal, D-xylos, arabinos ygalactosaestrés induddo y Y _
p NADPH = n.a.
reguledo por la vitHOG.
Alfa-ceto amida reductase dependiente 8EADPH; reduckas _ .
. o . et Xlosa=trazas de actividad
YDL124W alfacetoamidasarométicas losalfa-cetoésteres alifaticos y _
) e L NADPH =0.023 mM
los alfacetoésteres aromaticos; miembro de la familia AKR
. _ . Xilosa= 116 mM
YJR096W Xlosay arabinos reductas; miembrode la familiaAKR. NADPH = 0.37 mM
Aldo-ceto reductasa dependiente de NADPH; reduce
multiples sustratos que incluyenr@etilbutiraldehidoy D,1+ | Xlosa= 37 mM
YPRIYDR368W gliceraldehido, la expresion es inducida por estrés osmétic NADPH = n.a.
oxidativo; YPRL1 tiene un pardmetro, GCY1.
Xilitol deshidrogenasas
Sorbitol deshidrogenasa, la proteina es 99% idéntica a So Xilitol= n.a.
SORTYJR159W la expresion es inducida en la presencia de sorbitol o xilos NAD = n.a.
. . Xilitol = n.a.
SORZYDL246%C Sorbitoldeshidrogenasa NAD = na.
Xilitol deshidrogenasa,; involucrado en la utilizacién de xilo
como fuente de carbono, no presente en S288C, pero xilitol = n.a
XDH1 ubicado en una insercion de 65 kb en el brazo derecho de NAD‘—_n .a.
cromosoma XV en muchas cepas de vino como EC1118y e
AWRI1631
Xilitol deshidrogenasa, convierte xilitol emxulosa, ﬁﬂg_: 12§Oml\l<|/l
XYLAYLRO70LC expresion inducida por xilosa, mutante nulo tiene defecto ¢ e H
la pared celular e L
P : NADH = 240 pM
Xiluloguinasa
Xiluloguinasa; convierte-Kilulosa y ATP en xilulosddsfato
XKSAYGR194C y ADP; paso de limitacién de velocidad en la fermentacién Xlulosa= 310 uM

xilulosa; requerido para la fermentacion de xilosa por cepa
recombinantes dé&. cerevisiae

ATP = 1.55 mM

AObtenido de la base de datos Saccharomyces Genome Database (Cherry et al. 2012). YDatos obtenidos from
Chang et al. (2007), Garay-Arroyo & Covarrubias (1999), Petrash et al. (2001), Richard et al. (1999), Richard
et al. (2000), Rodriguez-Pefia et al. (1998), Sarthy et al. (1994), Traff et al. (2002), Wenger et al. (2010). 8Sin
medida de actividad. "Determinado con otros sustratos de aldehido, no xilosa. No disponible.

Como se menciond anteriormente, algunas cepas de vino pueden crecer modestamente
sobre xilosa, y el analisis genético revelo que el fenotipo xilosa positiva esté vinculado a

un locus Unico y dominante (Wenger, Schwartz y Sherlock, 2010). Estos autores utilizaron
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andlisis segregante (bulk segregant analysis) y matrices de mosaico de levadura en un
cruce entre una cepa de vino xilosa positiva y la cepa de laboratorio xilosa negativa S288C,
y sus resultados sefialaron una regién en el brazo subtelomérico derecho del cromosoma
XV como responsable para el locus dominante. Posteriormente, aplicaron analisis
segregantes a granel y secuenciacion de proxima generacion de alto rendimiento en tres
grupos de segregantes xilosa positivos derivados de tres cruces diferentes, y por
ensamblaje de novo de las lecturas que no se asignaron al genoma de referencia S288C,
pudieron identificar un nuevo gen homélogo XDH a SOR1 (denominado XDH1; Tabla 1-2)
en una regién subtelomérica de 65 kb del cromosoma XV presente en varias cepas de
vino, una region que pudo transferirse horizontalmente de una levadura no Saccharomyces
(Borneman et al., 2012; Novo et al., 2009). Esta region es probablemente derivada de la
levadura Torulaspora microellipsoides y contiene varios genes implicados en las funciones
clave de la fermentacion del vino, incluido un transportador por simporte de alta afinidad
de fructosa-H* codificado por el gen FSY1, asi como dos genes duplicados en tAndem
FOT1 y FOT2 que codifican para transportadores de oligopéptidos, asi como otro
homélogo de SOR2 (Coelho et al., 2013; Marsit et al., 2015).

Los autores confirmaron que el gen XDH1 era el responsable del crecimiento en xilosa al
eliminar el gen de una cepa de vino (que pierde la capacidad de crecer en esta fuente de
carbono) y mediante la clonacién del gen de una cepa de vino (incluidas las secuencias
aguas arriba y aguas abajo) en un plasmido, que conferia crecimiento a la xilosa cuando

se transformaba en la cepa S288C.

Ademas, realizaron un analisis exhaustivo de la participacion de todos los demas genes
enumerados en la Tabla 1-2 en el fenotipo xilosa positiva de una cepa de vino, mediante
el silenciamiento de cada gen y todas las combinaciones posibles de varios de los genes
involucrados, y confirmaron que XDH1, XKS1 y dos genes XR (GRE3 y YPR1) son
necesarios para el crecimiento utilizando xilosa como fuente de carbono. Por otro lado,
cuando fueron eliminados cualquiera de los tres genes XDH (sorlg,sor2¢p xyl2p)
fenotipo de crecimiento en xilosa mejoro, e incluso mejoré aun mas cuando los tres genes
fueron silenciados totalmente, indicando que las enzimas xilitol deshidrogenasas putativas
presentes en el genoma de S. cerevisiae en realidad pueden inhibir la utilizacién de xilosa
por cepas no recombinantes (Wenger, Schwartz y Sherlock, 2010). Ademas de toda esta

informacion genética sobre la importancia del gen XDH1 para el crecimiento de cepas de
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vino en xilosa, desafortunadamente no hay informacién sobre las propiedades bioquimicas

(incluidas las afinidades por los sustratos) de la enzima XDH codificada por XDH1.

1.5 Analisis transcriptémico de cepas S. cerevisiae no
recombinantes que usan xilosa

Para comprender mejor la capacidad natural de algunas cepas de S. cerevisiae para
consumir/crecer en xilosa, se han reportado dos publicaciones de andlisis transcriptomico
comparativo de cepas de levadura no recombinantes durante el consumo de xilosa (Cheng
et al., 2018; Wenger, Schwartz y Sherlock, 2010).

Cheng y colaboradores (2018) utilizaron la cepa no recombinante YB2625 en condiciones
de co-fermentacion de glucosa/xilosa y compararon esta cepa con la cepa de laboratorio
S288C en dos condiciones: fase de utilizacion de xilosa para ambas cepas (primeras 7
horas de fermentacién), y después de 48 horas cuando solo la cepa YB2625 continu6
consumiendo xilosa. Los resultados de ARN-seq mostraron que 1.637 genes se
expresaron diferencialmente (1.313 down-regulated y 324 up-regulated) en la cepa de
levadura no recombinante a las 7 horas de fermentacion, y 2.004 genes (1.727 down-
regulated y 277 up-regulated) fueron diferencialmente expresados en la cepa YB2625
durante la etapa de utilizacién de xilosa. El analisis de términos de ontologia genética (GO)
revelé cambios significativos en los genes enriquecidos en el ciclo celular, el metabolismo
de los nucledtidos, la sintesis y replicaciéon del ADN y el metabolismo de las vitaminas y
los cofactores en ambas etapas. La cepa YBZ2625 también mostré una expresion
enriguecida de genes involucrados en la fermentacién del alcohol, la biosintesis de
ribosomas vy la traduccion durante la fermentacion de azlcares mixtos, lo que indica que

la sintesis de proteinas fue mas activa en YB2625 que en S288C.

Durante la utilizacién de xilosa, los genes expresados diferencialmente en la cepa YBZ
2625 estuvieron involucrados en la modificacion/respuesta de dafio del ADN, metabolismo
de lipidos, fosfatos y azufre, asi como en la desintoxicacion, en el peroxisoma y
homeostasis, indicando que la respuesta al estrés fue mas evidente durante el consumo
de xilosa. Por otro lado, varios factores de transcripcion relacionados con la respuesta al
estrés fueron enriquecidos, pero MSN4 fue down-regulated en YB2625 (en comparacion

con S288C) en ambas etapas, lo que concuerda con los resultados que indican que la
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eliminacion de MSN4 mejora la fermentacion de xilosa durante las fermentaciones de

azucares mixtos por cepas recombinantes de S. cerevisiae (Michael et al., 2016).

Con respecto a los transportadores de hexosa, HXT3, HXT4 y HXT7 (Tabla 1-1) fueron up-
regulated en la cepa YB2625 durante la utilizacion de xilosa, y los transportadores
codificados por HXT5 y HXT13 se expresaron mas en ambas etapas, en comparacion con
la cepa S288C. Es importante notar que los genes homélogos para HXT13 también estan
presentes en el fragmento de ADN de 65 a 80 kb ubicado en el subtelomero derecho del
cromosoma XV de cepas de vino capaces de crecer en xilosa, donde XDH1 y otro
homélogo de SOR2 son encontrados (Borneman et al., 2012; Coelho et al., 2013; Marsit
et al., 2015; Novo et al., 2009). HXT13 ha sido recientemente descrito (con HXT15, HXT16
y HXT17) como transportadores de poliol permitiendo la utilizacion de manitol y sorbitol por
la levadura (Jordan et al., 2016). Este estudio también revelé6 como transportadores de
xilitol HXT11 y HXT15.

Con respecto a los genes putativos de la via de utilizacion de la xilosa, en la cepa YB2625
fueron inducidos los genes que codifican para la enzima xilosa reductasa (XR) GCY1,
GRE3y YPR1 durante la fermentacién de azlcares mixtos y durante el consumo de xilosa
solo YPR1 fue up-regulated. El gen que codifica para la enzima xilitol deshidrogenasa
(XDH) XYL2 fue levemente inducido en YB2625 durante ambas etapas (sin expresion
significativa de SOR1 o deteccion de SOR2), y XKS1 y TKL2 también fueron
significativamente inducidos en ambas etapas. Todos estos perfiles de expresion indican
gue los genes XDH endégenos son un cuello de botella para que la levadura natural
metabolice xilosa. Los datos disponibles también sugieren que la cepa YB2625 muestra
una menor represion de glucosa, mayor expresion de genes sensibles a estrés oxidativo,
asi como de genes implicados en la gluconeogénesis, ciclo de TCA y biosintesis de

ergosterol (Cheng et al., 2018).

Wenger y colaboradores (2010) también realizaron un analisis de transcriptoma utilizando
microarrays de las cepas de vino que pueden crecer modestamente sobre xilosa,
comparando con los datos obtenidos con cepas que carecen del gen XDH1, y también en
presencia/ausencia de xilosa en el medio de crecimiento. Un total de 1.266 genes
mostraron diferencias de expresion a lo largo del tiempo entre las cepas positivas y
negativas, y a la presencia o ausencia de xilosa. Con respecto a los genes de la via de
utilizacion de la xilosa, los datos del microarray mostraron que los genes XR GCY1, GRE3

y YPR1 fueron up-regulated solo en presencia del gen XDHL1, y durante incubacién en
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xilosa, lo mismo ocurre con el gen XDH XYL2, y los genes SOR1 y SOR2 también fueron
up-regulated solo en cepas xilosa positivas, tanto en presencia como en ausencia de
xilosa. Por otro lado, no se observo diferencia en el nivel de expresién de XKS1 entre las
cepas Yy las condiciones de crecimiento. La agrupacion de la expresion de patrones y el
andlisis de término GO de cada grupo revel6 que los genes involucrados en la traduccién,
la biogénesis de los ribosomas, el transporte mediado por vesiculas y la localizacion celular
(entre otros procesos relacionados) fueron up-regulated durante el crecimiento en xilosa
por las cepas que tienen la deshidrogenasa XDH1, lo que confirma que las células de
levadura estaban creciendo. Otros genes up-regulated durante el crecimiento en xilosa
fueron enriquecidos para el proceso metabdlico de pentosas y respuesta al estrés
oxidativo, como también lo demostraron Cheng y colaboradores (2018). También fue
observado que algin conjunto de genes inducidos por el consumo de xilosa o el
crecimiento en xilosa estan up-regulated durante la fermentacion de xilulosa (Mittelman y
Barkai, 2017; Tamari et al., 2014).

Aunque las cepas de S. cerevisiae tienen todos los genes necesarios para la utilizaciéon y
fermentacion de xilosa, la expresion de los transportadores y enzimas requeridas es
extremadamente baja, especialmente en la presencia de xilosa, lo que indica que esta
levadura no tiene un sistema de deteccion y sefalizacion para la utilizacion de esta fuente

de carbono.

De esta manera, en general, las cepas de levadura genéticamente modificadas se
transforman con los genes requeridos bajo el control de promotores fuertes y constitutivos
para asegurar la expresion adecuada de las enzimas/transportadores, los cuales en
general no son totalmente apropiados para el fenotipo deseado. Este problema se ha
abordado recientemente por (Endalur Gopinarayanan y Nair, 2018) utilizando el sistema
regulador de galactosa en S. cerevisiae. Para la utilizacion eficiente de la galactosa, el
sensor/regulador GAL3, que en presencia de galactosa y ATP se une a GAL80, disminuye
la inhibicion de GAL4 (un activador transcripcional de la familia de grupos de zinc i zinc
cluster family) por GAL80, lo que permite la induccion de todos los genes GAL de la via de
Leloir, y varios otros genes requeridos para el crecimiento/fermentacién, pero no
directamente involucrados en la asimilacion de galactosa (Malakar y Venkatesh, 2014;
Peng y Hopper, 2002). Los autores demostraron que en una cepa galdg(con el gen GAL4
silenciado) la expresion constitutiva (a través de promotores fuertes) de las enzimas

intracelulares necesarias para la utilizacién de galactosa (codificadas por GAL1, GAL7 y
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GAL10), produce una cepa de levadura que crece poco en esta fuente de carbono, como
también observado en la utilizacion de xilosa por cepas de levadura recombinantes
actuales. Ademas, muestran la importancia de los sistemas reguladores mediante la
seleccién de una biblioteca de reguladores GAL3 mutantes que pueden reconocer la xilosa
y analizar el impacto de este "nuevo" sistema regulador en la utilizacién de xilosa por
células de levadura. No es sorprendente que cuando los genes necesarios para la
utilizacion de xilosa (xilosa isomerasa codificada por XYLA, la permeasa GAL2 y XKS1y
TAL1) se colocaron bajo el control de los promotores GAL1 y GAL10 en las células GAL4,
la cepa que alberga el regulador GAL3 mutado (que reconoce la xilosa) crecié mas rapido
y consumié toda la xilosa en el medio, y una cepa con expresion constitutiva de estos
genes crecid a tasas especificas mas bajas y no pudo consumir completamente la xilosa
(Endalur Gopinarayanan y Nair, 2018). Para comprender mejor los efectos del regulén
sintético de xilosa, se realiz6 un analisis transcriptémico utilizando RNA-seq, que reveld
mas de 3.314 genes expresados diferencialmente al comparar las células xilosa -
"regulada” con la cepa constitutiva de xilosa durante el crecimiento en xilosa. Una
comparacion con cepas galactosa-regulada y galactosa-constitutiva durante el crecimiento
en galactosa revel6 que las cepas reguladas tenian en comun 452 genes up-regulated y
507 down-regulated. El andlisis de término GO revel6 que las cepas reguladas tenian
genes up-regulated asociados con 36 términos GO, incluida la traduccién mitocondrial y

transporte, division celular, produccion de ATP, importacion de proteinas, entre otros.

En el caso de genes down-regulated, se encontraron 11 términos GO involucrados en
procesos como el metabolismo de acidos grasos y lipidos, reparacién de ADN y respuesta
al estimulo (particularmente la respuesta al estrés). En efecto, en las cepas constitutivas,
un total de 27 factores transcripcionales involucrados en respuesta al estrés, la falta de
nutrientes y el estrés en la replicacion del ADN fueron up-regulated, lo que indica que las
cepas constitutivas exhiben una respuesta similar al estrés y a la inanicién cuando se
cultivan en fuentes de carbono para las cuales los sistemas de deteccion de nutrientes

estan ausentes (Endalur Gopinarayanan y Nair, 2018).

Se ha demostrado que la xilosa promueve la represion de algunos de los genes reprimidos
por glucosa (Belinchon y Gancedo, 2003). Sin embargo, esto probablemente no sea la
consecuencia de la interaccion de esta pentosa con hexoquinasa Il (codificada por HXK2),
un componente conocido de la via de sefializacion de represion/desrepresion de glucosa,

porque xilosa promueve una conformacion HXK2 similar a la observada en condiciones de
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baja glucosa (Moreno, Vega y Herrero, 2016; Shoham y Steitz, 1982). Otras publicaciones
han demostrado que S. cerevisiae carece de una respuesta de sefalizacion para la xilosa
extracelular, pero la xilosa intracelular ejerce un efecto parcial desrepresivo, diferente a la
falta de glucosa (Brink etal., 2016). Cuando se analizaron células de levaduras
recombinantes capaces de asimilar la xilosa, los resultados indicaron que la xilosa
intracelular desencadena una sefial similar a la falta de carbono en las células que
metabolizan activamente la xilosa, probablemente causando las bajas tasas de asimilacién
observadas con esta fuente de carbono (Osiro et al., 2018). Por tanto, los mecanismos por
los cuales la xilosa desencadena una respuesta de sefializacion en S. cerevisiae aun no
estan claros, y se requieren analisis con evidencia que indiquen la necesidad de redefinir
las rutas de los factores de transcripcion, rutas sefializadoras, y proteinas estructurales y
regulares para alcanzar la asimilacion eficiente de pentosas en S. cerevisiae (Endalur

Gopinarayanan y Nair, 2019).

1.6 Mejoramiento de la utilizacion de xilosa por cepas S.
cerevisiae

Como se sefialé anteriormente, la composicion de los medios puede tener un impacto
significativo sobre el consumo de xilosa por cepas de levadura no recombinantes.
Utilizando la metodologia de superficie de respuesta y la optimizacion estadistica de las
variables de entrada, Sharma y colaboradores (2018) pudieron mejorar la utilizacion de
xilosa en co-fermentaciones de glucosa/xilosa en una cepa de levadura LN natural ITCC
8246, que en un trabajo anterior mostrd buen crecimiento en hidrolizados de paja de arroz,
produciendo etanol (Arora et al., 2016). Se demostrd que esta cepa consume 3,7 g/L de
xilosa (a partir de una concentracion inicial de 20 g/L) en 72 h, produciendo 1,1 g/L de
etanol (un Yex de 0,30 g de etanol/g de xilosa, con una eficiencia de fermentacion del 58%).
Durante las co-fermentaciones de glucosa/xilosa, la adiciébn de pequefias cantidades de
peptona (0,25%) y extracto de levadura (0,36%) permitié la utilizacion del 33% de la xilosa
presente en el medio, aumentando las concentraciones de etanol. Aunque la actividad
especifica de las enzimas XR y XDH fue muy baja después del crecimiento sobre xilosa al
2%, se observaron actividades mas altas después del crecimiento sobre glucosa al 2%

mas xilosa al 2%.

Otro enfoque que se puede tomar para mejorar la via nativa de utilizacion de xilosa por S.

cerevisiae, en el contexto de la autoclonacion, utiliza promotores enddgenos para
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sobreexpresar los genes XR, XDH y XK presentes en el genoma de esta levadura. Un
informe reciente que compara la sobreexpresion del gen XYL1 de S. stipitis con el gen
GRE3 de S. cerevisiae, asi como la sobreexpresion del gen XYL2 de S. stipitis con los
genes SOR1/XYL2 de S. cerevisiae, mostré que las enzimas de S. cerevisiae tenian
actividades similares (SOR1) o incluso mas altas (GRE3) que sus contrapartes de S. stipitis
(Konishi et al., 2015). Por otra parte, una cepa de levadura industrial (la levadura de sake
Kyokai No. 7) que sobreexpresa la XKS1 enddgena de S. cerevisiae y los genes GRE3 y
SOR1 (todos integrados en el genoma), se desempefié mejor durante la co-fermentacion
de mezclas de glucosa/xilosa, que la misma cepa industrial que sobreexpresa los genes
heterélogos XYL1 y XYL2 de S. stipitis, una modificacién genética clasica para promover
la fermentacion de xilosa por S. cerevisiae. Sin embargo, durante la fermentacién de xilosa
pura (50 g/L), la cepa industrial sobreexpresando los genes XYL1 y XYL2 de S. stipitis
funcion6 mejor, que la misma cepa que sobreexpresa GRE3 y SORL1 de S. cerevisiae (que
produjo menos etanol y mayores cantidades de xilitol y glicerol). Debido a que el suministro
de NAD* para XDH es critico, la reductasa XYL1 de S. stipitis parece ser mas adecuada
para la fermentacion de xilosa ya que esta enzima utiliza tanto NADPH como NADH (y
GRE3 es estrictamente NADPHZlependiente) para reducir la xilosa y, por lo tanto, el
desequilibrio del cofactor en la via XR-XDH debe superarse mediante la optimizacién del

suministro de oxigeno (Konishi et al., 2015).

Para mejorar aun mas el rendimiento de la levadura autoclonada, los autores
sobreexpresaron los genes enddégenos GRE3, SOR1, XYL2 y XKS1 en la levadura de sake
industrial Kyokai No. 7 y realizaron un modelo de simulacion cinética de la produccion de
etanol con analisis sensible para revelar las reacciones metabdlicas de cuello de botella
en la fermentacion de xilosa. Ya se conocian dos de las estrategias de manipulacion mejor
clasificadas: la actividad de XDH y la captaciéon de xilosa. Debido a que las enzimas XDH
ya estaban sobreexpresadas, y dada la complejidad de transporte de azucar en S.
cerevisiae (Tabla 1-1), los autores decidieron buscar en la tercera reaccién enzimatica
clasificada (alcohol deshidrogenasa, codificada por ADH1) la cual podria tener un impacto
en la produccién de etanol, porque su simulacion indic6 que un aumento doble de su
actividad aumentaria la productividad del etanol en un ~ 13% (Fukuda et al., 2018). La
cepa industrial que sobreexpresa la via endégena XR-XDH sobreexpresando ADH1
produjo un 10% més de etanol (y menos xilitol) a partir de 50 g/L de xilosa (Yexde 0,27 g
de etanol/g de xilosa), en comparacion con la cepa isogénica que no sobreexpresa ADH1

(Yex de 0,25 g de etanol/g de xilosa). Sin embargo, durante co-fermentaciones glucosa/
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xilosa, la sobreexpresion de ADH1 no aumentoé el rendimiento de etanol, a menos que se
controlara el oxigeno disuelto en el medio. Cuando se mantiene a 0,2 ppm, fue observado
un aumento del 9,5% en la produccién de etanol en la cepa que sobreexpresa ADH1,
alcanzando el 73,3% del rendimiento méximo de etanol (Yes de 0,38 g de etanol/g de
azucar total), lo que indica que las células de S. cerevisiae autoclonadas para el uso de
xilosa pueden alcanzar rendimientos de etanol cercanos a los informados para las cepas

de levadura OGM que expresan genes heterélogos.

Basado en los datos del transcriptoma de la cepa natural YB2625 capaz de consumir
xilosa, la cual mostré una mayor expresion de genes sensibles al estrés oxidativo, Cheng
y colaboradores (2018) fueron capaces de mejorar en un 13-18% el consumo de xilosa
mediante una cepa recombinante de levadura (isogénica para YB2625) que sobreexpresa
la catalasa citosolica codificada por CTT1 o la peroxidasa mitocondrial codificada por
PRX1. Desafortunadamente, estos autores no evaluaron si esas sobreexpresiones
aumentarian el consumo de xilosa por la cepa nativa YB2625. De hecho, existen varias
publicaciones que muestran varias modificaciones genéticas (deleciones o
sobreexpresiones) en cepas recombinantes fermentadoras de xilosa que mejoran el
consumo de xilosa y/o fermentacién (Bengtsson et al.,, 2008; Kobayashi et al., 2018;
Michael et al., 2016; Nijland et al., 2017; Parachin et al., 2010; Sato et al., 2016; Wei et al.,
2013; Wei etal., 2018), y seria interesante ver si esas intervenciones mejorarian la
fermentacion de xilosa por cepas de S. cerevisiae consumidoras naturales de xilosa o
autoclonacion. Por ejemplo, un objetivo interesante es el gen PHO13 de S. cerevisiae, un
gen que codifica una fosfatasa alcalina conocida por suprimir la utilizacién de xilosa por
cepas recombinantes de levadura (Bamba, Hasunuma y Kondo, 2016; Kim et al., 2013; Ni,
Laplaza y Jeffries, 2007; Van Vleet, Jeffries, y Olsson 2008). En efecto, se ha reportado
qgue la delecién de PHO13 conduce a una up-regulation de los genes pentosa fosfato,
incluido TAL1 (que codifica transaldolasa) y TKL1 (que codifica la transcetolasa), una up-
regulation mediada por el factor de transcripcion de cllster zinc STB5 responsable de la
regulacion de la via de las pentosas fosfato (Larochelle et al., 2006), mejorando la
fermentacion de xilosa por células S. cerevisiae recombinantes (Kim et al., 2015; Xu et al.,
2016). Se espera que muchas de estas modificaciones podrian mejorar la utilizacion de
xilosa por cepas S. cerevisiae con una via nativa de xilosa, y siendo optimistas veremos
los resultados de tales esfuerzos en un futuro proximo. Desafortunadamente no hay datos

de la secuencia del genoma de cepas naturales capaces de consumir o crecer en xilosa,
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aunque hay afirmaciones (pero no hay datos publicos disponibles) de al menos dos cepas
secuenciadas (Cheng et al., 2018; Cifuentes et al., 2015). Otros enfoques que podrian ser
utilizados para mejorar la utilizacion de xilosa por cepas S. cerevisiae autoclonadas o no
recombinantes son mutagénesis aleatoria (p. Ej., (Kahar, Taku y Tanaka, 2011; Ni, Laplaza
y Jeffries, 2007; Wahlbom et al., 2003), o incluso ingenieria evolutiva colocando las células
en cultivo continuo bajo presion selectiva utilizando xilosa como fuente primaria de
carbono, como ya se ha realizado con cepas recombinantes de levadura que expresan
vias heterdlogas XR/XDH (Garcia Sanchez et al., 2010; Novy et al., 2017; Scalcinati et al.,
2012; Sonderegger y Sauer, 2003; Zha et al., 2014). Por ejemplo, up-regulation de los
genes de biosintesis de vitamina B1 y B6 indicaron que la tiamina servia como un cofactor
importante en el metabolismo de la xilosa (Zeng et al., 2017), una caracteristica compartida
con cepas de levadura industriales robustas utilizadas para la produccién eficiente de
bioetanol (Della-Bianca et al., 2013; Mcllwain et al., 2016; Stambuk et al., 2009).

1.7 Conclusiones

Todos los datos disponibles obtenidos durante décadas de estudios sobre la fermentacion
de xilosa por levaduras han revelado que la diversidad genética natural de S. cerevisiae
incluye cepas capaces de consumir parte de la xilosa presente en el medio o incluso cepas
gue crecen (modestamente) en esta fuente de carbono. Todos los transportadores vy
enzimas requeridos para la utilizacién de xilosa estan presentes en el genoma de esta
levadura, pero su cinética y/o expresion es demasiado baja para asegurar una
fermentacion de xilosa eficiente. Los enfoques de autoclonacidén para sobreexpresar las
enzimas (y transportadores) necesarios son estrategias prometedoras para desarrollar
cepas de levadura de S. cerevisiae fermentadoras de xilosa no transgénicas, y se esperan
mas mejoras a partir del conocimiento ya adquirido con el desarrollo de S. cerevisiae
recombinantes con genes heterélogos para la via XR/XDH/XK, incluyendo mutagénesis e

ingenieria evolutiva.
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Se ha planteado como dogma cientifico que S. cerevisiae no puede metabolizar xilosa
como Unica fuente de carbono (Hou et al., 2017; Zha et al., 2014; Matsushika et al., 2009;
Hanly y Henson, 2013; Hahn-Hagerdal et al., 1991). Sin embargo, existen reportes que
han mostrado que algunas aislados naturales de S. cerevisiae han sido capaces de crecer
en este azucar (Attfield y Bell, 2006; Wenger, Schwartz y Sherlock, 2010; Patifio et al.,

2019) aunque de forma modesta.

Otros estudios reportan que algunas cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae han
presentado metabolizacion de xilosa, pero la mayoria se refieren a cepas modificadas
genéticamente, con eficiencia y velocidades de fermentacién de xilosa relativamente bajas
(Goncalves et al., 2014; Matsushika et al., 2009; Matsushika, Goshima y Hoshino, 2014;
Matsushika, Watanabe, Kodaki, Makino, Inoue, et al., 2008; Turner et al., 2016; Wei et al.,
2013).

La cepa 202-3, microorganismo de estudio en este proyecto de investigacion, es una cepa
de levadura que muestra una capacidad innata de metabolizar xilosa, con la atractiva
caracteristica de pertenecer al género y la especie Saccharomyces cerevisiae. Esta cepa
fue aislada en 2010 por el Grupo de Investigacion en Procesos Quimicos y Bioquimicos de
la Universidad Nacional de Colombia, a partir de mieles de cafia de azlcar obtenidas de
un tanque de almacenamiento de seis meses en el municipio de Puerto Lopez,
departamento del Meta, Colombia (Veldsquez y Grupo de Investigacion en Procesos
Quimicos y Bioquimicos 2015).

En este capitulo se muestran las metodologias y resultados para el cumplimiento del
objetivo especifico que consiste en establecer el perfil fenotipico en consumo de xilosa de

la cepa Saccharomyces cerevisiae 202-3. Se confirmé la especie de la cepa 202-3, se
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analizé su capacidad de producir biomasa usando como Unica fuente de carbono xilosa,
se analiz6 su ploidia y la presencia de los genes involucrados en la metabolizacion de
xilosa. En las diferentes condiciones analizadas se muestra que la cepa 202-3 crece,

consume xilosa y produce xilitol.

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Microorganismos

En este trabajo fueron empleadas levaduras y bacterias. La cepa de estudio 202-3 se
encuentra depositada en el Banco de Cepas y Genes del Instituto de Biotecnologia con el
cbédigo IBUN 090-03602 bajo la certificacion IB-159-17. Las levaduras CEN.PK2-1C
(MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-2 8 9 h i s 3  a8° QUCNACENR.PK2-1D (MATU
3,112 ura3-52trpl-2 8 9 hi s 3 &8°SUCH SEN2PK2 (MATa leu2-3,112 ura3-52 trpl-
289his3D1 MAL2-8° SUC2/ MAT U 43,812 2ra3-52 trp1-289his3D1 MAL2-8° SUC2),
Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis), Candida tropicalis 116-3, Candida tropicalis 116-
5, S. cerevisiae Q1, Ethanol Red y Lalvin EC 1118® fueron usadas como control en algunos
de los ensayos. Los microorganismos fueron conservados usando glicerol como

criopreservante a una concentracion de 25 % y almacenados en ultracongelador a -70 °C.

2.1.2 Medio de cultivo

Para el crecimiento de las levaduras analizadas fueron utilizados el medio sintético Yeast
Nitrogen Base Without Amino Acids (Y0626-SIGMA-ALDRICH) también conocido como
YNB, el medio rico completo YP, medio completamente definido (Verduyn et al., 1992) y el
medio Chloramphenicol Glucose Agar i CGA.

El medio sintético YNB fue enriquecido con diferentes concentraciones de los azlcares a
analizar. Este medio contiene vitaminas esenciales, elementos traza y sales inorganicas

necesarias para el crecimiento de levaduras, pero no contiene aminoacidos.

El medio rico completo contiene 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona
bacteriologica y fue enriquecido con el azucar de interés en las concentraciones a analizar.
El pH fue ajustado a 6,0 con acido clorhidrico (HCI) 1 M. Se denominé medio YPD (Yeast
Extract Peptone Dextrose) cuando fue enriquecido con glucosa, YPX cuando fue

enriguecido con xilosa, YPXD cuando fue enriquecido con xilosa y glucosa. El extracto de
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levadura contiene los aminoacidos necesarios para el crecimiento de las cepas y la

peptona es utilizada como fuente de nitrégeno.

El medio completamente definido (Verduyn et al., 1992) estéd constituido por sulfato de
potasio K2SO4 6,6 g/L; fosfato de potasio K2PO4 3,0 g/L; sulfato de magnesio Mg>S0O4.7H.0
0,5 g/L; urea 2,3 g/L; solucién de elementos traza 1mL/L; solucién de vitaminas 1 mL/L y
se enriquecié con el azucar de interés en la concentracion analizada. El pH fue ajustado a
6,0. El azlcar, la urea, elementos traza y las vitaminas se adicionaron después del proceso

de esterilizacion.

El medio Chloramphenicol Glucose Agar es un medio que favorece el crecimiento de
levaduras e inhibe el crecimiento de bacterias. Este medio fue empleado para crecer

algunas de las levaduras usadas en este estudio.

Los medios fueron esterilizados a 121 °C, 103 kPa (15 Ibf/in?) de presion, durante 15
minutos. Cuando la fuente de carbono fue xilosa, esta se esterilizaba por separado del
medio para evitar su caramelizacion. En la preparacion de los medios sélidos, se adicion6

agar 20 g/L al medio a ser utilizado.

2.1.3 Microscopia O6pticay de barrido

Las cepas de levadura fueron crecidas en medio liquido YPD (2% de glucosa), YPX (2%
de xilosa) y YPXD (2% de glucosa+2% de xilosa). Se tomaron alicuotas de los diferentes
medios a diferentes tiempos de crecimiento, se prepararon las ldminas de observacién en
frescoy se realizé la observacion en el microscopio Olympus BX41, iniciando en el objetivo

de aumento 10X hasta el objetivo 100X.

Para la observacion de la cepa 202-3 y de otras cepas control en el Microscopio Electrénico
de Barrido (SEM), las levaduras fueron crecidas previamente en tubos de plastico de 50 mL

de capacidad y 20 mL de medio.

Por cada cepa de levadura se realizaron 3 muestras separadas. Las muestras fueron
centrifugadas durante 15 min a 6000 rpm. El sobrenadante fue descartado y el pellet de
levaduras fue congelado durante la noche a -20 °C. Al dia siguiente fueron transferidos los
tubos con los pellets congelados a -70 °C. Posteriormente, se hizo el montaje de las
muestras en el liofilizador Labconco™ FreeZone™ y se liofilizd por 8 horas. El

recubrimiento de las muestras con oro se realiz6 en el equipo Quorum Q150R ES.
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2.1.4 Extraccién de ADN gendmico de levaduras

Para la extraccion del ADN gendémico de levaduras fueron utilizados los protocolos
descritos por (Harju, Fedosyuk y Peterson, 2004; Ldoke, Kristjuhan y Kristjuhan, 2011;
Maqueda et al., 2010) y el kit comercial YeaStarTM Genomic DNA Kit (Zymo Research)
siguiendo las instrucciones del fabricante (ver Anexo E).

2.1.5 Reaccion en cadenade la polimerasa PCR

Los iniciadores (primers) para la amplificacion de los fragmentos de interés fueron
construidos segun (Ye et al., 2012) con el software on-line Iniciador-BLAST de la NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/Iniciadorblast) teniendo como base la secuencia
gendmica de la levadura S. cerevisiae encontrada en la base de datos SGD

(Sacharomyces Genome Database en www.yeastgenome.org).

Para la amplificacion del fragmento deseado fue usada la enzima de alta fidelidad Q5®
High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs). Las reacciones se realizaron de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.

2.1.6 Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos de ADN fueron analizados por electroforesis en gel de 1 % de agarosa
usando como solucién amortiguadora TBE 0,5 X (1 mM de EDTA en buffer 45 mM Tris-
borato pH 8,0). La tincion del gel de agarosa se realizé con HydraGreen™ Safe DNA Dye
de ACTGene. El voltaje aplicado al gel fue de 90 mV. Los geles fueron observados en un

fotodocumentador.

2.1.7 Identificacion de especie usando iniciadores especificos

Para la determinacion de especie se realizé la amplificacion de un fragmento de 150 pb
por PCR usando los iniciadores ScerF2 (5'-GCGCTTTACATTCAGATCCCGAG-3) vy
ScerR2 (5'-TAAGTTGGTTGTCAGCAAGATTG-3') descritos para la diferenciaciéon de la

especie S. cerevisiae (Muir, Harrison y Wheals, 2011).
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2.1.8 Confirmacion de especie por secuenciacion de las regiones
ITS

La secuenciacion de las regiones ITS (Intergenic Transcribed Spacer) por extension del

iniciador de la cepa 202-3 se realiz6 con el objetivo de confirmar que perteneciera a la

especie Saccharomyces cerevisiae. Para esto fueron realizadas extracciones de ADN

gendmico de las levaduras (cepa de interés y cepas control). Posteriormente se realizo la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias ITS en cada

una de las levaduras.

Para la realizacion de la PCR se tomaron en cuenta las recomendaciones del fabricante
de la enzima de alta fidelidad utilizada (Tabla 2-1).

Tabla 2-17 Condiciones de PCR para obtener los fragmentos de la region ITS en levaduras.

5X Q5Buffer 5 1X

10 mM dNTPs 0,5 L 200 pM
10 pM Forward Iniciador 1,25 | 0,5 uM

10 uM Reverse Iniciador 1,25 W 0,5 uM
ADN variable <1,000 ng
Q5 HighFidelity DNA Polymerase 0,25 WL 0,02 U/
5X Q5 High GC Enhancer (opcional) G W (aX)
Aguaultrapura completara 25 L -

Las condiciones del alineamiento de los iniciadores se determinaron utilizando la
herramienta NEB Tm Calculator, del proveedor de la enzima Q5. Las condiciones de la
amplificacién fueron: desnaturalizacién inicial 98 °C (1ciclo i 30 s), desnaturalizacion 98
°C (35ciclosi 10 s), alineamiento 63 °C (35 ciclos i 20 s), extension 72 °C (35 ciclos 7 20
s), extension final 72 °C (1ciclo i 2 min), almacenamiento 4°C (indefinido), usando los
iniciadores ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") descritos por (White et al., 1990; Korabecna, 2007).

El servicio de secuenciacion tipo SANGER se realizé a través de CORPOGEN. La
secuenciacion es realizada por Macrogen Inc. en Corea del Sur. Para ello se
utilizéo |1 a gu2 mi ca del kit i ABI PRI SME BigDbyeTM
electroforesis capilar y el secuenciador ABI PRISM® 3730XL Analyzer (96

capillary type).
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2.1.9 Concentracion celular

Para determinar la biomasa celular se realizaron medidas de absorbancia a 600 nm a
diferentes tiempos de las fermentaciones para conocer el aumento de la masa celular. Las
lecturas que se aceptaron son las que se estaban dentro del rango de 0,03 y 0,3 debido a
la linealidad del equipo, valores por debajo o por encima subestiman o sobreestiman la
cantidad de biomasa. Por tanto, concentraciones por encima del rango se diluian para

realizar la correcta medicion.

La viabilidad de las células de levaduras analizadas fueron realizadas por los métodos
descritos en (Kwolek-Mirek y Zadrag-Tecza, 2014).

2.1.10 Crecimientos y fermentaciones

Las células de levaduras fueron crecidas previamente en medio YPD con glucosa o xilosa
como fuente de carbono. Una vez se obtuvo el crecimiento deseado las células fueron
centrifugadas a 6000 rpm y lavadas con solucién salina para ser usadas como indculo.
Dependiendo de la concentracion de células necesaria para iniciar el ensayo, se realiz6 la
medicion de la absorbancia y se calculé el volumen de indculo a usar, usando la férmula

de diluciones quimicas representada en la Ecuacién (1).
W wd Ec. (1)

V1= volumen inicial en mL

C,=concentracion inicial absorbancia de la muestra a 600 nm

V2= volumen final en mL

Cz.=concentracion final absorbancia de la muestra a 600 nm
Las fermentaciones fueron realizadas en medios con diferentes concentraciones de
glucosa, xilosa y glucosa+xilosa a temperatura entre 28 °C y 30 °C. Fueron tomadas
alicuotas del medio en diferentes tiempos para el andlisis del consumo de azUcares,

produccion de etanol y otros productos.

En algunos ensayos de caracterizacion de la cepa 202-3 fueron utilizados frascos tapa
rosca con capacidad de 100 mL, con 20 mL de medio. También fueron usados frascos
taparosca con un sistema airlock el cual no permite el ingreso de aire y facilita la

evacuacion de los gases, generando una condicién anaerobia (Figura 2-1).
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Figura 2-1 7 Frascos utilizados en los crecimientos y fermentaciones. a) Frasco tapa rosca con medio YPD y
b) Frasco con sistema airlock con hidrolizado.

En el ensayo de comparacion de crecimientos de 5 cepas de levaduras, los cultivos fueron
realizados en 20 mL de medio YPD (20 g/L de glucosa), 20 mL de medio YPX (20 g/L de
xilosa) y 20 mL de YPDX (20 g/L de glucosa+20 g/L de xilosa).

El uso de glucosa como fuente de carbono constituye un control para analizar el
comportamiento de las cepas en xilosa como Unica fuente de carbono y en xilosa+glucosa.
Las cepas fueron crecidas por un periodo de 120 horas y se hizo medicién de absorbancia

periddicamente en el espectrofotébmetro a 600 nm durante los crecimientos.

Las alicuotas de cada una de las muestras tomadas fueron analizadas posteriormente por
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) para determinar el consumo de los

azucares y los productos obtenidos.

En los ensayos que diferencian condiciones aerobias, microaerobias y anaerobias en
medio Verduyn, fueron utilizadas diferentes configuraciones en el volumen del medio y en
los erlenmeyers utilizados. En la condicién aerobia fueron utilizados erlenmeyers con
deflectores (protuberancias hacia adentro que con agitacion aumentan la turbulencia del
liguido promoviendo el intercambio de gases entre la fase liquida y gaseosa permitiendo
un mayor suministro de oxigeno) con capacidad de 500 mL y 100 mL de medio. En la
condicion microaerobia fueron utilizados erlenmeyers clésicos con capacidad de 500 mL y
100 mL de medio. En la condicién anaerobia fueron utilizados erlenmeyers acoplados a un
sistema que no permitia el ingreso de aire con capacidad de 500 mL, con un volumen de
medio de 300 mL. El pré-indculo se realizé usando como fuente de carbono 20 g/L de
xilosa. En la Figura 2-2 se encuentra la representacion grafica de las condiciones aerobias,

microaerobias y anaerobias de los matraces de Erlenmeyer.
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Figura 2-2 i Matraces de Erlenmeyer usados en los ensayos a) en condiciones aerobias, b) microaerobias y
) anaerobias respectivamente.

Los ensayos en reactor fueron realizados en bioreactores Labfors 5 de INFORS HT. Las
sales fueron esterilizadas por vapor y los demas compuestos fueron adicionados en la
cabina de flujo laminar (antiespumante, vitaminas, elementos traza, fuente de carbono y
agua). El termostato se encendio Unicamente cuando los sensores estaban sumergidos y
se programoé la temperatura de trabajo. Estos reactores tienen un volumen de 2 L, usados
con volumen maximo de trabajo de 1,2 L y minimo de 0,5 L. Para mantener el pH en el
biorreactor se utiliz6 Hidréxido de potasio (KOH) 2 M.

Los ensayos en hidrolizados fueron realizados en frascos tapa rosca con sistema airlock
de 50 mL de capacidad, con un volumen de medio de 40 mL (Figura 2-1).

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y las barras de error en cada gréafica
representan la desviacién estandar. Los céalculos de rendimientos y balances para cada

uno de los productos obtenidos son mostrados en el Anexo G.

2.1.11 Determinacion de biomasa celular

En los crecimientos y fermentaciones realizadas se determinaron la concentracion de la
biomasa celular en g/L de los linajes de levadura. Se realizaron mediciones de absorbancia
por triplicado a 600 nm de cada in6culo del microorganismo. Una vez se conocieron las
medidas de absorbancia se filtran las muestras usando un filtro con poro de 0,2 um, cuyo
peso seco fue determinado previamente usando la balanza analitica de precision Sartorius
Lab Instruments GmbH & Co, ENTRIS224 i 1S. Previamente, ese filtro fue secado en
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estufa por 16 h a 60 °C y después de filtradas las muestras, nuevamente es secado a las

condiciones mencionadas midiendo el peso de los filtros usados una vez mas.

La determinacion de la Biomasa fue calculada con la Ecuacion (2) descrita en (Dario 2012)

Ceelutar = AbSmuestra - D - FC Ec. (2)
Ceeuiar €S la concentracion de la biomasa celular de la muestra en g/L,
AbSmuestra es la absorbancia de la muestra a 600 nm,
D es el factor de dilucién de la muestra,
FC es el factor de conversion de la absorbancia para peso seco en g/L.

2.1.12 Cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC

El consumo de los azucares glucosa, xilosa, arabinosa y los productos obtenidos en las
fermentaciones (xilitol, glicerol, etanol) fueron identificados por comparacion con los
tiempos de retencién y elucién de las soluciones usadas como patrones, teniendo en
cuenta lo descrito en ( Mo n cetiat, R013). También se analizaron acidos organicos como
piruvato, lactato, acetato, acido acético y los aldehidos furfural e hidroximetilfurfural (ver
Anexo H).

Las muestras fueron filtradas mediante filtros para jeringa de 0,22 um de tamafio de poro.
Cuando fue requerido se realizaron diluciones con agua estéril ultrapura para completar el
volumen de andlisis. La fase movil utilizada fue H,SOsde 5 mM con un flujo de 0,6 mL/min,
a una temperatura de 65 °C, con una columna HPX-87H de Bio-Rad y un volumen de

inyeccion de 20 pL.

2.1.13 Amplificacion genes involucrados en la
metabolizacion de xilosa

La secuencia de los genes putativos GRE3, GCY1, YPR1, YJR096W, YDL124W, XYL2,
SOR1, SOR2, XKS1, involucrados en la metabolizacion de xilosa fue obtenida de la base
de datos de Saccharomyces Genome Database (SGD 2018). Fueron realizados andlisis
bioinformaticos para el disefio de iniciadores (primers) usando el software en linea
Primer-Blast de NCBI. En la Tabla 2-2 se tabulan los iniciadores seleccionados. Se tuvo
en cuenta que las temperaturas de anidamiento entre ellos fueran de méaximo 5 °C de
diferencia para el forward y reverse. Las reacciones en cadena de la polimerasa para las
amplificaciones de estos genes se realizaron por separado usando la enzima de alta
fidelidad Q5® High-Fidelity DNA Polymerase New England BioLabs®n.
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Tabla 2-2 i Secuencia de iniciadores para amplificacién de los genes involucrados en la metabolizacion de
xilosa

Tamafio VEmED
Iniciador Secuencigp € Q Cromosoma  del gen

PCR (pb) (pb)
GRE&F MP GTCAGTGCAATCCTTCAAGACG 1070 VI 984
GRER MP ACTGGCTGGATCAGGCAAAA
GCYI MP ACCGGGAGAATCAAGACATTC 1255 XV 939
GCYIRR MP TTCTGGCATCTGCGGGATTT
YPRIF MP TTTGGAAAAGACTGTGGGCT 1342 v 939
YPRIR MP AGAAGCACTACAGGTTGCTGG
YJRO96\WF MP TAAGCGCGCCATTTTTCCCT 1313 X 849
YJRO96\AR MP ACATCGAAGTCATCGCATCCA
YDL124WF MP ACCCTAAAGAAACGGAGGTCA 1070 v 939
YDL124\WR MP GGATGGGTAACGGGGTGATA
XYL2F MP GCCATTCGTTTGGGCAATGG
XYL2R MP GAAATTTCGGCCGCTTGTGA A8 2l e
SORIF MP TCACCTTGCTAACCGCATTTC 1309 X 1074
SOR1IR MP CATGAACCAGTGCCGAAAAGT
SORZ MP AGGCTCAATGTCTTACCGTTC 1215 v 1074
SORR MP GGACATGAACCAGTGCCGA
XKSIF MP GCAATCTCAGGCGGACGAAT
XKSiIR MP CTCTCTCGTTGCTGGTCGC 2 Vil L

2.1.14 Amplificacion gen XDH1

En el estudio de (Wenger, Schwartz y Sherlock, 2010) se reporté un nuevo gen
denominado XDHL1. Las cepas que presentaban este gen tuvieron un fenotipo positivo para
xilosa. Se analizé la presencia de este gen en la cepa 202-3 usando como control positivo
la cepa Lalvin EC 1118®. Los iniciadores utilizados para la amplificacién fueron los
descritos en ese trabajo GSP44 (5-ATGGCTCCAATCGAAAATCC-3) y GSP45 (5'-
TCAGGCCCAAAAATAATGGT-3)).

2.1.15 Determinacion de ploidia en levaduras

Para determinar la ploidia de la cepa 202-3 se realiz6 la amplificacion de los genes MATa
y MATU uJasReacdén en Cadena de la Polimerasa (PCR). Las condiciones de la
amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial 98 °C (1ciclo i 30 s), desnaturalizacion 98
°C (30 ciclos i 5 s), alineamiento 63 °C (30 ciclos 1 20 s), extension 72 °C (30 ciclos i 20
s), extension final 72 °C (1ciclo i 2 min), almacenamiento 10 °C (indefinido) usando los
iniciadores MAT (5'-AGTCACATCAAGATCGTTTATGG-3)), MATa (5'-
ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG-3) y MA BUGCACGGAATATGGGACTACTTCG-



Capitulo 2. Perfil fenotipico de la cepa 202-3 en xilosa 63

3') descritos por (Huxley, Green y Dunham, 1990). En la Tabla 2-3 se describen los

componentes para una reaccion de la PCR.

Tabla 2-3 7 Mezcla de reaccion de PCR para la amplificacionde MATa y .MATU

5X Q5Buffer 5 L 1X

10 mM dNTPs 0,5 pL 200 pM
10 uM IniciadorMAT 1,25 pL 0,5 uM

10 uM IniciadorMATa 1,25 uL 0,5 uM
Mn xa LYAOAIR2NJ al! ¢h 1254 0,5 uM
ADN variable < 1,000 ng
Q5 HighFidelity DNA Polymerase 0,25 pL 0,02 U/uL
5X Q5 High GEnhancer (opcional) (5 L) (aX)

Agua ultrapura Completar a 25 pL

Se realiz6 un andlisis de citometria de flujo usando el equipo MUSE® Cell Analyzer (EMD
Millipore) y el kit de conteo celular, una herramienta que permite monitorear el contenido
de ADN y determinar la distribucion del ciclo celular. Los materiales usados fueron: medio
YPD, buffer PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH;PO. pH 7,4),
Etanol 70%, RNase Ay Yoduro de Propidio (PI).

Las células fueron crecidas en YPD con agitacion de 150 rpm a 30 °C. Una vez las células
se encontraban en la fase estacionaria, se colectaron por centrifugacion, se lavaron en el
buffer PBS, después se resuspendieron en buffer PBS con solucién de etanol al 70% y se
almacenaron a -20°C durante la noche teniendo en cuenta los protocolos descritos por
(Bradbury et al., 2006; Sabatinos y Forsburg, 2009).

2.2 Resultados y discusion

2.2.1 Crecimiento y observacion microscopica cepa 202-3

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo eucariota, clasificado como hongo
microscopico que crece como células individuales (Kurtzman, Fell y Boekhout, 2011). Su
tiempo aproximado de generacion es de 90 minutos y se producen colonias que contienen

millones de células después de sélo 2 dias de crecimiento (Grunstein y Gasser, 2013).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura reconocida como segura (Generally
Recognized as Safe-GRAS) (Lin y Tanaka, 2006; Turner etal.,, 2016), excelente
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fermentadora de azUcares para producir etanol, tanto en la presencia de oxigeno como en
la ausencia del mismo, tolera bien su producto de fermentacion (més del 15% de etanol),
y soporta condiciones de acidez, variaciones de temperaturas y estrés osmatico (Reis,
2012). Es el microorganismo més utilizado en la produccion de etanol de segunda
generacion a partir de hidrolizados de lignocelulosa (Zhang, Rodriguez y Keasling, 2011).
Presenta una elevada resistencia a los compuestos inhibitorios producidos en los
hidrolizados lignocelulésicos, pudiendo convertir compuestos fendlicos en compuestos
menos toéxicos (Jonsson, Alriksson y Nilvebrant, 2013). Sin embargo, segun la literatura
cientifica, esta levadura no puede metabolizar eficientemente pentosas como la xilosa
presente en esos hidrolizados dado que posee una baja expresion de los genes que
codifican para las enzimas xilosa reductasa (XR), xilitol deshidrogenasa (XDH) y xilulosa
guinasa (XK) necesarias para la metabolizacién de esta pentosa (Li et al., 2016; Sato et al.,
2016; Mcllwain etal., 2016; Turner etal., 2016), lo cual corresponde con el dogma
cientifico respecto a que S. cerevisiae no puede crecer en xilosa (Hou et al., 2017; Zha,
et al., 2014). Contrariamente, algunos reportes muestran que cepas naturales de esta
especie pueden crecer en esta fuente de carbono aunque muy lentamente (Attfield y Bell,
2006; Wenger, Schwartz y Sherlock, 2010).

La cepa 202-3, microorganismo de estudio en este proyecto de investigacion, es una
levadura que muestra una capacidad innata de metabolizar xilosa, con la atractiva
caracteristica de pertenecer al género y la especie Saccharomyces cerevisiae. Aunque
existen estudios que muestran que algunas cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae
son capaces de fermentar xilosa, se refieren a cepas modificadas genéticamente
(Matsushika, Watanabe, Kodaki, Makino y Sawayama, 2008; Matsushika, Watanabe,
Kodaki, Makino, Inoue, et al., 2008; Matsushika et al., 2009; Wei et al., 2013; Matsushika,
Goshima y Hoshino, 2014; Gongalves et al., 2014; Turner et al., 2016).

Con el objetivo de encontrar la capacidad de utilizacién de xilosa para su proliferacién, la
cepa fue crecida en diferentes medios sélidos: medio minimo YNB, medio rico YPX 'y medio
Verduyn, usando como fuente de carbono 20 g/L de xilosa. La formacion de biomasa en
presencia de xilosa indica un fenotipo positivo en su asimilacién, probablemente por la
presencia de una o mas enzimas involucradas en el metabolismo de esta fuente de
carbono (Devadas et al., 2017; Bhukya, Banoth y Anthappagudem, 2019). Como se

observa en la Figura 2-3 las colonias son lisas, planas y de color crema.
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Figura 2-3 7 Crecimiento de la cepa 202-3 usando xilosa como Unica fuente de carbono. a) Imagen de la cepa
en medio sélido YNB, b) Imagen de la cepa en medio YPX 'y c) Imagen de la cepa en medio Verduyn.

Se usaron diferentes tipos de medios porque se buscaba confirmar que efectivamente la
cepa 202-3 produjera biomasa usando xilosa como fuente de carbono (Figura 2-3). Los
medios YNB y Verduyn son medios completamente definidos donde se garantiza que el
crecimiento del microorganismo ocurre por la fuente de carbono con la que se

suplementan.

En todos los experimentos realizados se realizaron analisis de microscopia Optica para
garantizar la pureza de la cepa. Algunas imagenes obtenidas se muestran en la Figura 2-4
(a, b, ¢, d), donde se puede observar el organismo unicelular, con forma caracteristica de
levadura. Las células de la cepa 202-3 se observan ovoides, globosas, aisladas o
agrupadas, morfologia caracteristica de la especie S. cerevisiae. Particularmente, en la
Figura 2-4 (d) se puede observar la cepa 202-3 a un aumento de 100x, donde se ven

algunas células en estado de gemacion.

Q

Figura 2-4 7 Observacién por microscopia Optica de la cepa 202-3. a) Imagen de la cepa 202-3 a 40 X en
glucosa, b) Imagen de la cepa 202-3 a 40 X en xilosa, c) Imagen de la cepa 202-3 a 40 X en glucosa+xilosa,
d) Imagen de la cepa 202-3 a 100 X.
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Estas observaciones fueron muy utiles en todos los ensayos realizados porque permitian
controlar que no habia problemas de contaminacion, las cuales fueron realizadas en cada
tiempo donde se tomaban alicuotas para medicién de consumo de azlcares y obtencion

de productos.

Por medio del microscopio electronico de barrido (SEM) Tescan Vega 3 SB del
Departamento de Fisica de la Universidad Nacional de Colombia se realizaron
observaciones adicionales de las cepas 202-3, Candida tropicalis 116-5, S. cerevisiae Q1
y Ethanol Red. Dicho microscopio opera con un filamento de tungsteno a voltajes de
aceleracion de electrones desde 200 V hasta 30 kV, con presiones de vacio de 0,009 Pa
a 2000 Pa. El microscopio posee actualmente tres detectores: electrones secundarios
(SE), electrones retrodispersados (BSE) para observaciéon de imagenes, y de
espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDX) para analisis elemental, logrando

una resolucion de imagen de hasta 3 nm.

Las cepas 116-5, Q1 y Ethanol Red se usaron como control para comparacion de
morfologias con la cepa 202-3. Las observaciones se realizaron desde una magnificacién
de 1 000X hasta 35 000X. Las imagenes de la Figura 2-5 (a, b y ¢) corresponden a la cepa
202-3 mostrando las caracteristicas tipicas de una levadura S. cerevisiae, con células
redondeadas, de tamafio entre 5 um y 10 um, algunas con cicatrices de gemacion y otras

en proceso de gemacion.

La micrografia de la Figura 2-5 (d) muestra la imagen de la cepa de levadura C. tropicalis
116-5 en la magnificacion de 20 000 X. Se puede observar una clara diferencia de
morfologia con la cepa 202-3, hongo levaduriforme con forma mas ovalada que redonda.
La micrografia de la Figura 2-5 (e) muestra la imagen de la cepa de levadura S. cerevisiae
Q1. Aunque es una levadura del género Saccharomyces, se aprecia una diferencia con
relaciéon a la cepa 202-3. El tamafio de esta cepa es menor y sus células presentan
invaginaciones, vale la pena mencionar que la cepa Q1 fue obtenida a partir de una cepa
nativa S. cerevisiae por proceso de mutagénesis con N-metil-N éitro-nitrosoguanidina
(MNNG). En la Figura 2-5 (f) se aprecia la micrografia de la cepa Ethanol Red, cepa de

levadura S. cerevisiae usada en la industria para la produccién de biocombustibles.

Las imagenes de microscopia SEM permitieron confirmar el tamafio esperado de las
células de la cepa 202-3, observar la morfologia tipica de este tipo de levaduras y

compararla con otras cepas de levadura de su mismo tipo como la cepa Q1 y Ethanol Red



Capitulo 2. Perfil fenotipico de la cepa 202-3 en xilosa 67

y con otra cepa de levadura de otra especie como la C. tropicalis 116-5. Asi como la
obtencion de muestras liofilizadas de la cepa para conservacion. Estas muestras
liofilizadas después de un afio de su conservacion presentaban sus mismas

caracteristicas.

Figura 2-5 7 Micrografias obtenidas por observacion SEM. a) Micrografia cepa 202-3 con una magnificacion

de 3 000 X, b) Micrografia cepa 202-3 con una magnificacion de 10 000 X, c) Micrografia cepa 202-3 con una
magnificacion de 35 000 X, d) Micrografia cepa 116-5 con una magnificacién de 20 000 X, e) Micrografia cepa

Q1 con una magnificacién de 10 000 X, f) Micrografia cepa Ethanol Red con una magnificacion de 10 000 X.

2.2.2 Confirmacion de la especie usando iniciadores especificos

En el estudio de (Muir, Harrison y Wheals, 2011) fueron identificadas correctamente 42
levaduras como S. cerevisiae utilizando iniciadores (primers) especificos disefiados por
ellos, que permiten determinar las diferentes especies del clado Saccharomyces
(Saccharomyces species sensu stricto). Dicha rama esté constituida por: Saccharomyces
arboricola, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cariocanus, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces kudriavzevii, Saccharomyces mikatae, Saccharomyces
paradoxus y Saccharomyces pastorianus, conocido como Saccharomyces species sensu
stricto. Los iniciadores descritos para S. cerevisiae fueron ScerF2 (5-GCGCTTTACAT
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TCAGATCCCGAG-306) Yy SAdARAGRILGTIGTCAGCAAGATTG-3 6Usando estos
iniciadores se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa con el ADN de la cepa
202-3, donde se obtuvo un fragmento de tamafio esperado de 150 pb para la especie S.

cerevisiae.

2.2.3 Secuenciacion de las regiones ITS

Una vez extraido el ADN gendmico de la cepa 202-3 se realizé la cuantificacion de cada
uno de los ADN obtenidos con el fin de verificar su calidad para la realizacion de la PCR.
La Tabla 2-4 resume los resultados de cuatro extracciones de ADN.

Tabla 2-4 7 Resultados extraccion de ADN gendmico para la cepa 202-3

Cepa 20231 20232 20233 2023
[ 2y OSY (NI OAs 4079 4507 11253 19588
A260/280 2,08 2,04 2,06 2,05
A 260/230 2,14 2,15 2,06 2,08

Todas las extracciones de ADN realizadas fueron exitosas ya que se obtuvieron
concentraciones de ADN Isysprelaciorode absorbancia foesde
A 260/280, superior a 1,8, lo que indica que el ADN tenia una pureza adecuada para la
amplificacién de la region ITS en la cepa 202-3.

Una vez realizada la PCR se obtuvo un fragmento de las regiones ITS para la cepa 202-3
con el tamafno esperado para Saccharomyces cerevisiae, el cual es de aproximadamente

880 pb, teniendo en cuenta lo descrito por (Korabecna, 2007).

Obtenidos los resultados de la secuenciacién de ITS1 e ITS4 (Anexo H) se analizo la
calidad de las secuencias y se construyo la secuencia consenso usando el programa Serial
Cloner 2.0.

La secuencia consenso obtenida se encuentra a continuacion:

ACCAAAATGTTCCTTCCTGAGAGATTATACACAATACAAAGGAGGCCTCCCCCTTTTTTCCTGAAGGGGA
GATGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAG
AGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTT
GCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAAT
TAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAA
TCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTC
GTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCG
CCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGA
GTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTC

100

ng/l ¢
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El andlisis de esta secuencia fue realizado con la ayuda de BLAST® (Benson et al. 2003),
y su resultado permitié concluir que la regién ITS de la cepa de levadura 202-3 pertenece
a S. cerevisiae, teniendo en cuenta que la similitud de las secuencias es superior al 99%
(Figura 2-6). Considerando estos y los anteriores resultados se confirmo que la cepa 202-3

es una Saccharomyces cerevisiae.

Sequences producing significant alignments Download ' [ZI Select columns ' Show 2]
select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  [ZEMSA Viewer
Max Total Query E Per.
Description Scientific Name Score | Score . \dent Acc.Len  Accession
-

Saccharomyces cerevisiae strain YCH497 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal ... Saccharomyces. 1179 1179 91% 0.0 99.39% 1162  KM982975.1

Saccharomyces cerevisiae isolate 28 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;_internal transcribed spa... Saccharomyces 175 175 90% 00 99.69% 837 JX497730 1

Saccharomyces cerevisiae strain YBA 08 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tra... Saccharomyces. 1173 1173 89% 0.0 100.00% 840 MN158119.1

Saccharomyces cerevisiae strain UCDFST 11-194 internal transcribed spacer 1, partial sequence, 58S rib... Saccharomyces. 173 1173 89% 0.0 100.00% 841 MH595427 1

Saccharomyces cerevisiae isolate CM310 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal ... Saccharomyces 173 173 89% 00 100.00% 772 MG817620.1

Saccharomyces cerevisiae strain SA01 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tran... Saccharomyces. 1173 1173 89% 0.0 100.00% 842 MK038975.1

Saccharomyces cerevisiae strain FC3468 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal fr... Saccharomyces... 1173 173 89% 0.0 100.00% 840 MK439495 1

Saccharomyces cerevisiae IFM 57370 genes for 18S rRNA _ITS1, 585 rRNA, ITS2, 285 rRNA, partial an... Saccharomyces 173 173 89% 0.0 100.00% 768 LC4137731

Saccharomyces cerevisiae IFM 40210 genes for 18S rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial an... Saccharomyces. 1173 1173 89% 00 100.00% 839 LC413771.1

Saccharomyces cerevisiae culture CBS:2888 large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Saccharomyces... 1173 173 89% 0.0 100.00% 1661 KY109257.1

Saccharomyces cf cerevisiae/paradoxus culture CBS:6458 small subunit ribosomal RNA gene, partial se... Saccharomyces... 1173 1173 89% 0.0  100.00% 782 KY105185 1

Saccharomyces cerevisiae culture CBS:5287 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; intern... Saccharomyces. 1173 1173 89% 00 100.00% 842 KY105035.1

Saccharomyces cerevisiae culture CBS:2888 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; intern... Saccharomyces... 1173 173 89% 0.0 100.00% 925 KY105016.1

Saccharomyces cerevisiae culture CBS:459 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence:_internal .. Saccharomyces 1173 1173 89% 0.0 100.00% 835 KY105003 1

Saccharomyces cerevisiae internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and ... Saccharomyces. 1173 1173 91% 00 99.23% 845 KT764941.1

Saccharomyces cerevisiae strain AUMC 10265 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribos... Saccharomyces. 1173 1173 89% 0.0 100.00% 776 KX011599.1

Saccharomyces cerevisiae isolate 28 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RNA - Saccharomyces 1173 1173 90% 00 99 69% 824 KT175189 1

Saccharomyces cerevisiae isolate 27 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;_internal transcribed spa... Saccharomyces. 1173 1173 89% 00 100.00% 840 KT175188 1

Saccharomyces cerevisiae YJM681 chromosome Xl sequence Saccharomyces 1173 84509 89% 0.0 100.00% 1693948 CP006454.1

[N NN ECE <N NN NN E< N <H<N<H<

Saccharomyces cerevisiae YJM1573 chromosome XI| sequence Saccharomyces 1173 71598 89% 0.0 100.00% 1540968 CP006431.1

Figura 2-6 i Resultados de identidad del analisis de la secuencia consenso.

2.2.4 Crecimientos y parametros cinéticos de cinco levaduras

Aunque la levadura S. cerevisiae es una excelente fermentadora de azUcares para producir
etanol, no puede metabolizar eficientemente pentosas como la xilosa presente en los
hidrolizados lignocelul6sicos, dado que posee una baja expresion de los genes que
codifican para las enzimas que participan en la metabolizacion de la xilosa (Hahn-Hagerdal
et al., 1991; Matsushika et al., 2009). Como fue mencionado anteriormente, la cepa de
levadura S. cerevisiae 202-3 aislada en Colombia tiene la capacidad de metabolizar xilosa
de forma reducida. Con el fin de conocer el perfil fenotipico de consumo de xilosa de la
cepa 202-3 frente a otras especies de levaduras consumidoras de xilosa y otra S.
cerevisiae, fueron realizados crecimientos de 5 cepas de levaduras en glucosa, xilosa y

glucosatxilosa. Las cepas de levaduras comparadas fueron: S. cerevisiae 202-3,



70 Mejoramiento genético de una levadura Saccharomyces cerevisiae

Scheffersomyces stipitis (ATCC® 90023E ) también conocida como Pichia stipitis, Candida
tropicalis 116-3, Candida tropicalis116-5 y S. cerevisiae Q1.

En la Figura 2-7 se representa el resultado de perfil de crecimiento de las levaduras en las
diferentes fuentes de carbono utilizadas.

Para el crecimiento en glucosa (Figura 2-8) se observé que la mayoria de las cepas
consumié la glucosa en menos de 36 horas y produjo etanol a partir de este azucar. En la
presencia de xilosa (Figura 2-9) el consumo del azucar fue lento e incompleto para la cepa
202-3. La cepa S. stipitis usada como referencia en este experimento mostré un consumo
del aztcar completo.

La co-fermentacion de los azlcares glucosa+xilosa es importante para la eficiente
conversion de la biomasa lignocelulésica en combustibles y quimicos. Se analiz6 el
comportamiento de las cinco cepas de levaduras en la presencia de estos dos azUcares.
Los crecimientos de las cepas S. stipitis, 202-3, Q1, 116-3 y 116-5 graficados y mostrados
en la Figura 2-10 muestran que el consumo de xilosa fue inhibido por el consumo de la

glucosa en todas las cepas analizadas.
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Figura 2-7 7 Crecimientos de las cepas S. stipitis, 202-3, Q1, 116-3 y 116-5. a) 20 g/L de glucosa, b) 20 g/L de

xilosa y 20 g/L de glucosa+20 g/L de xilosa.
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Figura 2-8 1 Crecimientos de las cepas en 20 g/L de glucosa, consumo del aztcar y produccién de glicerol y
etanol. a) S. stipitis, b) 202-3, ¢) 116-3, d) 116-5, €) Q1 y f) Comparacién de consumo de glucosa en las 5

cepas.

En la Tabla 2-5 se encuentran tabulados los valores de los parametros cinéticos para las
cepas S. stipitis, 202-3, 116-3, 116-5 y Q1 en presencia de 20 g/L de glucosa con su

respectiva desviacion estandar.

Tabla 2-5 1 Parametros cinéticos de las cepas: S. stipitis, 202-3, 116-3, 116-5 y Q1 en glucosa.

CepdGlucosa s

[9/g]
S stipitis 0,152+0001 0,168+Q001
2023 0,134+Q001 @ 0,418+Q001
1163 0,155+0001 0,223+Q001
1165 0,130+Q001 | 0,194+Q001
Q1 0,088+0001 0,183+Q001

0,012+0001
0,021+0001
0,006+Q001
0,010+0001
0,029+Q001

Qp EtOH Px
o/l h] [/l ]
0,152+Q001 0,103+Q001 0,028+Q001
0,360+Q001 0,091+Q001 0,125+Q001
0,198+Q001 0,028+Q004 0,146+Q001
0,173+Q001 0,023+Q003 ' 0,102+Q001
0,102+Q001 0,020+Q001 0,071+Q001
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Se presenta en la Figura 2-9, los crecimientos de las cepas S. stipitis, 202-3, 116-3, 116-5
y Q1 en 20 g/L de xilosa, consumo del azucar y produccion de xilitol y la comparacion del

consumo de xilosa por las cinco cepas en 20 g/L de xilosa.
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Figura 2-9 1 Crecimientos de las cepas en 20 g/L de xilosa, consumo del aziicar y produccion de xilitol. a) S.
stipitis, b) 202-3, ¢) 116-3, d) 116-5, €) Q1 y f) Comparacion de consumo de xilosa en las 5 cepas.

En la Tabla 2-6 se encuentran los valores de los pardmetros cinéticos para las cinco cepas
de levaduras en la presencia de 20 g/L de xilosa. Como se puede observar en los
resultados mostrados en la Figura 2-9, las mejores cepas productoras de xilitol fueron las
cepas S. stipitis, C. tropicalis 116-3 y 116-5, como era de esperarse dadas sus
caracteristicas para metabolizar el azUcar xilosa. Sin embargo, en cuanto al parametro
rendimiento de xilitol las que presentaron los mejores valores fueron las cepas 202-3 y
116-3.
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En este ensayo, cuando fueron comparadas las cepas S. cerevisiae 202-3 y Q1, se
observaron diferencias significativas en su comportamiento en xilosa, registrandose para
la cepa 202-3 un consumo de hasta el 9,8 % de la fuente de carbono usando este disefio
experimental, mientras que la cepa Q1 no tuvo consumo del azucar, tal como se puede
observar en la Figura 2-9. Este comportamiento metabdlico en xilosa para una cepa
S. cerevisiae es muy interesante teniendo en cuenta que se considera que S. cerevisiae
no puede metabolizar xilosa como Unica fuente de carbono, a pesar de que en la literatura
cientifica ha sido reportado que algunas cepas de esta especie han logrado consumir
xilosa, aunque minimamente. La cepa S. cerevisiae BY4741 presenté consumo de hasta
5 % del azucar en 10 dias con una concentracion de xilosa de 40 g/L (Traff, Jénsson y
HahnZHagerdal, 2002; Patifio et al., 2019).

En el trabajo de (Gong et al., 1983) fue reportado el consumo de xilosa en algunas cepas
de S. cerevisiae en condiciones fermentativas y aerobias alcanzado en 3 dias con una
concentracion de xilosa de 50 g/L: ATCC 4126 (consumo de 1,18 % de xilosa), ATCC 9763
(0,84 %), ATCC 24553 (0,88 %), ATCC 24857(1,35 %), ATCC 24859 (1,32 %), ATCC
26497 (1,32 %), ATCC 26603 (0,51 %), ATCC 26785 (0,68 %). En este mismo estudio en
condiciones aeroébicas las que presentaron un mejor consumo de la pentosa fueron las
cepas ATCC 26497 (3,25 %) y la cepa ATCC 26603 (1,04 %). Por otra parte, los resultados
de nuestra investigacion en las condiciones de trabajo reportadas muestran que la cepa

202-3 objeto de estudio alcanzo un consumo de xilosa muy superior (9,8 %) en 5,2 dias.

Tabla 2-6 i Parametros cinéticos de las cepas S. stipitis, 202-3, 116-3, 116-5y Q1 en xilosa.

S stipitis 0,081+Q001 0,178+Q002 0,017+Q001 0,056+0001

202-3 0,304+Q001 0,233+Q004 0,010+Q002 0,034+0001
1163 0,081+Q001 0,227+Q006 0,010+Q001 0,122+0002
1165 0,095+Q001 @ 0,216+Q005 0,010+Q001 0,061+0001
Q1 0,393+Q002 0,000+Q001 0,001+Q001 0,009+0001

De las cinco cepas analizadas, la 202-3 y la 116-3 fueron las que presentaron mejores
rendimientos de xilitol en las condiciones evaluadas (ver Anexo I). En el caso de la cepa
116-3 es de esperarse un consumo del azlcar y una produccion de xilitol dado que es una

caracteristica tipica de las levaduras C. tropicalis. Por tanto, la cepa 202-3 se configura
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como objeto de estudio y de mejoramiento dada su especie, su capacidad innata de crecer
en la pentosa de interés y de metabolizarla.

En la presencia de xilosa, S. cerevisiae sufre represion por la glucosa cuando ambos
azucares son usados como fuente de carbono (Trumbly, 1992; Carlson, 1999; Jeffries y
Shi, 1999; Westergaard et al., 2007; Zhong et al., 2009; Subtil y Boles, 2012). En el
crecimiento con las fuentes de carbono glucosa+xilosa (Figura 2-10) se observé una
preferencia de cada una de las cepas por la glucosa, siendo consumida totalmente. El
consumo de xilosa fue incompleto para todas las cepas, aunque el mejor perfil fue el
presentado por la cepa S. stipitis. Los resultados en la produccién de etanol para esa

condicién pueden ser atribuidos al consumo de esa hexosa (glucosa).
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En la Tabla 2-7 se encuentran los valores de los pardmetros cinéticos para las cinco cepas
analizadas en la presencia de 20 g/L de glucosa+20 g/L xilosa.

Tabla 2-7 7 Parametros cinéticos de las cepas S, stipitis, 202-3, 116-3, 116-5y Q1 en glucosa+xilosa.

CepalG+X Y xus Yais Y EoH/S Q EOH

S stipitis 0,101+Q001 0,402+Q001 0,040+Q001 0,108+Q001 0,033+Q001 0,031+Q001 0,042+Q001

2023 0,132+Q001 = 0,178+Q003 = 0,025+Q001 0,171+Q001 0,160+Q001 0,022+Q001 @ 0,099+Q001
1163 0,179+Q001 0,363+Q001 0,007+Q001 0,168+Q001 0,029+Q001 0,031+Q001 0,111+Q001
1165 0,169+Q001 0,445+Q001 0,011+Q001 0,168+Q001 0,028+Q001 0,028+Q001 @ 0,117+Q001
Q1 0,106+Q001 0,000+0,001 0,052+Q003 0,191+Q001 0,036+Q001 0,016+Q001 0,040+Q001

2.2.5 Comparacion comportamiento cinético de la cepa 202-3 en
diferentes recipientes

En la Figura 2-11 se muestran los resultados de un experimento que se realizé con la cepa
202-3 usando 20 mL de medio YPX en frasco tapa rosca de volumen de 100 mL (muestras
A, B, C, D) y 50 mL de medio YPX en Erlenmeyer con capacidad de 250 mL (E, F, G, H).
Este ensayo se disefid y realiz6 porque en experimentos preliminares (datos no mostrados)
no se observaron diferencias significativas en relacion con la asimilacion de azlcares
usando frascos taparosca o Erlenmeyer con un volumen de medio de 1/5 en relacion con
el volumen del frasco. Conocer las diferencias permitiria usar una menor cantidad de medio
y reactivos para los diferentes ensayos con la cepa. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos con relacién al etanol, es posible que haya una evaporacién mayor en los

Erlenmeyer que en los frascos taparosca.

Las muestras denominadas Ay E contenian 20 g/L de glucosa, las muestras By F 20 g/L
de xilosa, las muestras C y G 10 g/L glucosa+10 g/L de xilosa, las muestras D y H se

denominaron controles negativos del experimento.



76 Mejoramiento genético de una levadura Saccharomyces cerevisiae

Comparacién conteo celular células/mLA - E a ComparacionpH A - E b
500000000
800000000 » B _—y
; /. ~a
N o8-
_j 60000000C / - ========—=—==—==—9
€ e
~. 500000000 v a
K Ve x
S 400000000 Vs a
= 7
© 300000000 4
2
7
100000000 ——=== ‘
S = ==== .
o 1 2 3 a s 6 7 8 3 10 o s 10 15 ) s 30
Tiempo [h] Tiempo [h]

~®-células/mLA  —C-células/mLE ~@-pHA ~G-pHE

Comparacién en glucosa A - E c

Biomasa, Glicerol, Etanol [g/L]

Tiempo [h]

Glucosa A —£+Glucosa E —#—Biomasa A——Biomasa E

—#—Glicerol A Glicerol E —@-Etanol A —O—Etanol E

Figura 2-111 Relacion de la cepa 202-3 en diferentes recipientes condicion A (frasco taparosca) y condicion
E (Erlenmeyer) en medio YPD [20 g/L glucosa). a) Comparacién conteo celular, b) Comparacion variacion de
pH y c) Comparacion en glucosa, consumo del azlcar y produccion de biomasa, glicerol y etanol.

Comparacién conteo celular células/mLB - F a ComparaciénpHB - F b

células/mL

Tiempo [h] Tiempo [h]

—8—células/mLB —@—Células/mLF ~8-pHB —O-pHF

Comparacién Xilosa B - F C
2
EY o
e S el _:.’_-'
oo
—_— 15 —_—
= ]
- =
2 10 e
o e ——» )
= kil ——"; jut
= //t = < £
s /w I | b%
» L
- =
ol o
o 0 P 0 P 10 120 120
Tiempo [h]
XilosaB ——XilosaF —#-Xilitol B

Xilitol ' —#—Biomasa B——Biomasa F

Figura 2-12 1 Relacion de la cepa 202-3 en diferentes recipientes condicion B (frasco taparosca) y condicién
F (Erlenmeyer) en medio YPX [20 g/L xilosa]. a) Comparacion conteo celular, b) Comparacion variacion de
pH y ¢) Comparacion en xilosa, consumo del azlcar y produccién de biomasa vy xilitol.



Capitulo 2. Perfil fenotipico de la cepa 202-3 en xilosa 77
Comparaci6n conteo celular células/mL C- G a Comparacién pH C-G b

300000000 . '!‘Q.

oo ===k ========—=—=—=—=—==—=—=—————3®8
_y 600000000
f J—
= ) ] Tz
S aouo00000 B - a

200000000 ,/’/ !

100000000 ;‘

o — __.( _ ]
Tiempo [h] Tiempo [h]
~@-células/mLC —O-células/mL G ~®-pHC ~-O-pHG
Comparacion Glucosa+ Xilosa C-G c

Glucosa, Xilosa [g/L]
Biomasa, Xilitol, Etanol [g/L]

Tiempo [h]

Glucosa C £+ Glucosa G Xilosa C Xilosa G
—#-XilitolC --XilitolG —@—EtanolC -C—Etanol G

- #-Biomasa C <—Biomasa G
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2.2.6 Caracterizacion fenotipica de la cepa S. cerevisiae 202-3 en
diferentes condiciones

Con el fin de establecer el perfil fenotipico de la cepa 202-3 frente al consumo de xilosa,
fueron realizados ensayos de crecimiento y fermentacion en diferentes condiciones de
concentracion del sustrato inicial, disponibilidad de oxigeno, medios y ubicacién
geografica, teniendo en cuenta que se realizaron ensayos en Bogota, Colombia a
2600 msnm y en S&o Paulo, Brasil a 760 msnm. En medio rico YPD se utiliz6 glucosa como
fuente de carbono, en medio YPX se usé xilosa, y en medio YPDX glucosa+xilosa. En
medio Verduyn se hicieron crecimientos en glucosa, xilosa, y glucosa+xilosa como fuente

de carbono.

Adicionalmente, se realiz6 una fermentacion en un hidrolizado lignocelulésico obtenido
del

nuestro Grupo de Investigacion (Lancheros-Castaneda, Fonseca, y Lozano 2015), basado

medi ante el procedi mi ento protocol o

en el trabajo de (Carvalho et al., 2004).

iObt en
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A continuacién, se muestran los resultados de la cepa en relacion con el consumo de
glucosa y la produccién de etanol, en condiciones microaerobias (frasco taparosca) y en
condiciones anaerobias (con adaptacion del sistema airlock). Estos crecimientos fueron
realizados en medio rico YPD en Bogot4. Durante la pasantia en la Universidade de Sao
Paulo en Brasil, se tuvo disponibilidad de ingredientes necesarios para la preparacion del
medio completamente definido Verduyn, medio sintético compuesto con sales, elementos
traza y vitaminas, en el cual la Unica fuente de carbono es el azlcar de interés. Por esa
razon, se realizd un crecimiento en glucosa en condiciones microaerobias usando este
medio. Teniendo en cuenta los resultados mostrados anteriormente del fenotipo de la cepa
en glucosa, se hizo acompafiamiento al ensayo por 12 horas. Al igual que en el medio rico
YPD, el azucar fue consumido en menos de 12 horas, lo cual demostré que independiente
del tipo de medio utilizado, la cepa 202-3 es una excelente fermentadora de hexosas como

la glucosa, mejor aun que cepas industriales ampliamente utilizadas (Li et al., 2015).

En la Figura 2-14 (a) se muestra el crecimiento de la cepa 202-3 en glucosa en condiciones
microaerobias en medio rico YPD (Bogota, Colombia), Figura 2-14 (b) en medio Verduyn
(Séo Paulo, Brasil) y en la Figura 2-14 (c) el consumo de glucosa y produccion de etanol
por la cepa 202-3 en condiciones anaerobias (airlock) en medio YPD (Bogota, Colombia).

En la Tabla 2-8 se tabulan los valores de los parAmetros cinéticos para la cepa 202-3 en
condiciones microaerobias y anaerobias. Para las condiciones evaluadas se observa un
consumo completo de glucosa en un tiempo menor a 12 horas y para condicién anaerobia
un rendimiento de produccién de etanol de 0,491 g/g, cercano al tedrico de 0,511 g/g. Para
la condiciéon microaerobia en medio rico YPD se obtuvo rendimiento de 0,491 g/g y en
medio Verduyn con glucosa de 0,467 g/g. Los altos rendimientos observados para la
produccion de etanol en ambas condiciones pueden indicar una menor expresion de genes
respiratorios en la levadura. Esto permitiria, teniendo en cuenta el ciclo de Krebs, que la

cepa realice glucdlisis en lugar de producir biomasa.

Los valores de rendimiento alcanzados de esta cepa en glucosa son superiores a valores
descritos para cepas industriales de S. cerevisiae (Li et al., 2015; Basso et al., 2008), lo
cual es muy interesante porque podria ser utilizada para la obtencién de etanol de primera

generacion.
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Figura 2-14 7 Crecimiento de la cepa 202-3 en glucosa en condiciones microaerobias. a) en medio rico YPD
(Bogota i Colombia), b) en medio Verduyn (S&o Paulo i Brasil) y c) en condiciones anaerobias (airlock) en
medio YPD (Bogota i Colombia).

Tabla 2-8 i Parametros cinéticos de consumo de glucosa por la cepa 202-3.

202-3/Glucosa Y Etonis Px Qo EtoH
[g/g] [g/l.h] [g/1.n]
Microaerobio-YPD 0,144+Q010 0,034+Q005 0,491+Q030 0,102+Q003 0,357+Q0023 0,631+Q006
Microaerobio-Verduyn Glucosa 0,141+Q001 0,020+Q001 0,467+Q010 0,289+Q002 @ 0,965+Q033 0,383+Q002
Airlock-YPD 0,100£Q001 0,035+Q003 0,491+Q003 0,084+Q001 1,091+Q008 0,291+Q001

Con la intencién de conocer el perfil fenotipico en la cepa 202-3 se analizé el consumo de
la pentosa xilosa en condiciones microaerobias y anaerobias en medio YPX. En la Figura
2-15 se muestra el consumo de xilosa y produccion de xilitol por la cepa 202-3 en
condiciones microaerobias en dicho medio. Igual que para los graficos anteriores, las

barras de error indican la desviacion estandar para 3 ensayos realizados.



80

Mejoramiento genético de una levadura Saccharomyces cerevisiae

202-3 Xilosa condicion microaerobia a 202-3 Xilosa condicion microaerobia b
2 , 2
0
i 1 1 = =
i T & &
— - z —_ 25 —_
3 ‘1l 3 E
= = 5 * =
B 1 x ] B —_——— 1
4 3| g g . I s 4 P
= _ -~ i 3 = - @
= ¥ P E r E
%2 G S - @ 15 .(.0———0/ I A 2
b - S
A A ‘.,/ —
— — e
= 0 10 ¥ == o
a0 w0 50 w00 120 10 o 0 w0 w0 M 100 120 10
Tiempo [h] Tiempo [h]
Xilosa —#—Biomasa -~/ Xilitol Xilosa —e—Biomasa - Xilitol
202-3 Xilosa condicién microaerobia C 202-3 Xilosa airlock d
‘ 2 2
20 5Tl
T —_ —_
=< <
35 o0 &
] ER 2
o 1% © 1
@ 0 N 3 N
o o O 15 L)
= 2 = a
= g = E
Y _ ——— e ———
- g —— — +* —
® et — g === | 2 — s
PR T - o - el
’a’ = A ——
w PR [} =! 0
(1] 20 40 &0 80 100 120 140 80 80 100 120 140
Tiempo [h] Tiempo [h]
Xilosa —#—Biomasa ——Xilitol Xilosa —#—Biomasa ——Xilitol
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En la Tabla 2-9 se encuentran los valores de los parametros cinéticos de crecimiento para
la cepa 202-3 en condiciones microaerobias y anaerobias relacionados con el consumo de
xilosa.

Tabla 2-9 i Parametros cinéticos de crecimiento de la cepa 202-3 en xilosa en condiciones microaerobias y
anaerobias.
Y xivs

Y xis Px HUmax

[9/g] [9/g] [g/1.h] i

0,412+Q032 0,368+Q016 0,006+Q001 0,014+Q004
0,253+Q037 = 0,121+Q009 @ 0,007+Q001 @ 0,013+Q001
0,129+Q001 0,188+Q014 0,003+Q001 0,063+Q001
0,410+Q007 | 0,230+Q010 0,004+Q001 = 0,005+Q004

202-3/Xilosa

Micro-YPX 20 g/L
Micro-YPX 30 g/L
Micro-YPX 40 g/L
Airlock-YPX 20 g/L

En la Figura 2-16 se grafican los resultados de consumo de xilosa y glucosa en condiciones
microaerobias por la cepa 202-3 (a) y en condiciones anaerobias (b) en medio YPDX (20
g/L glucosa+20 g/L xilosa). En la Tabla 2-10 se encuentran los parametros cinéticos de
crecimiento.
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En la Figura 2-17 se muestra el crecimiento de la cepa 202-3 en presencia de 2 g/L de
glucosa y 8 g/L de xilosa. Aunque la pequefia cantidad de glucosa permitié un consumo
de 27,69 % de la xilosa en las primeras 14 horas, al cabo de mas de 200 horas de
experimento solo se consumio 33,22 % del azlcar.
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Figura 2-17 i Crecimiento de la cepa 202-3 en medio Verduyn [2 g/L glucosa+8 g/L xilosa].

Sin embargo, es muy interesante lo que ocurri6 en este ensayo porque al parecer la
cantidad adicionada de glucosa le permiti6 a la cepa mejorar su captacion por xilosa
favoreciendo el transporte de este azlcar a la célula. La captacién de xilosa en S.
cerevisiae ocurre por difusion facilitada (Batt et al., 1986; Van Zyl et al., 1989) siendo
transportada por algunas permeasas de hexosas con baja afinidad por la pentosa de la
familia de genes HXT (Stambuk et al., 2008; Smith, van Rensbeurg y Gorgens, 2014). Se

sugiere que la cantidad de glucosa permitié la sobreexpresion de esos genes permitiendo
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gue en las primeras horas del experimento la xilosa ingresara al interior de la célula con
mayor facilidad.

Se realiz6 una fermentacion con la cepa 202-3 en un hidrolizado de bagazo de cafia de
azucar. La glucosa fue consumida totalmente en menos de 12 horas y se observé un
consumo de la xilosa de 35% y un consumo de arabinosa del 11% al completar 96 horas.
Se midié presencia de &cido acético (3 g/L) y de hidroximetilfurfural (0,05 g/L) en el
hidrolizado inicial. Estos valores no tuvieron una variacion significativa durante el desarrollo
del experimento. En la Figura 2-18 se observa el consumo de azlcares y la obtencion de
productos.
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Figura 2-181 Fermentacion de la cepa 202-3 en hidrolizados.

El consumo de xilosa por la cepa 202-3 en hidrolizados es superior a lo reportado
previamente por el grupo de investigacion, pero estos resultados no son comparables pues
la duracion de sus ensayos fue de 48 horas comparados con las 96 horas de este trabajo.
Adicionalmente, los hidrolizados de bagazo de cafia usados en el trabajo previo del grupo
son diferentes en cuanto a concentracion de azucares e inhibidores. En ese trabajo la
concentracion de glucosa fue de 70 g/L, de xilosa de aproximadamente 30 g/L, acido
acético 7 g/L, furfural 0,2 g/L e hidroximetilfurfural 0,6 g/L (Velasquez y Grupo de
Investigacion en Procesos Quimicos y Bioquimicos 2015).
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En la Tabla 2-10 se encuentran los valores de los parametros cinéticos para la cepa 202-3
en condiciones microaerobias y anaerobias relacionados con el consumo de

glucosa+xilosa en medio YPX, en medio Verduyn y en hidrolizados de cafia de azlcar.

Tabla 2-10 i Parametros cinéticos de crecimiento de la cepa 202-3 en glucosa+xilosa.

Micro-YPDX 20 g/L  0,143%Q017 0,421+0090 0,016+Q004 0,476+Q005 0,024+Q002 0,998+0004 0,078+Q008
Airlock-YPDX 20 g/L  0,110+0002 0,370+Q055 0,031+Q002 0,481+Q005 0,020+Q001 0,403+Q001  0,035+Q001
Micro-Verduyn G+X 0,197+Q003 0,040+0001 0,018+Q001 0,000+Q001 0,005+Q001 0,000+Q001  0,044+0001
Airlock-Hidrolizados  0,072+Q001 0,521+0009 0,067+Q002 0,513+Q005 0,013+Q001 0,176+Q001  0,028+0001

A continuacion, en la Figura 2-19 se observan los resultados del crecimiento de la cepa
202-3 en medio Verduyn usando xilosa como fuente de carbono. En este ensayo se
utilizaron diferentes configuraciones de matraces de Erlenmeyer que simularon las
condiciones aerobias, microaerobias y anaerobias. En la condicion denominada aerobia
se usaron matraces de Erlenmeyer que presentan deflectores (protuberancias en la base)
gue con la agitacién promueven el intercambio de gases permitiendo un mayor suministro
de oxigeno. En la condicién denominada microaerobia se usaron matraces clasicos de
Erlenmeyer con tapén de algoddn y en la condicion denominada anaerobia fueron usados
matraces de Erlenmeyer acoplados a un sistema que no permitia el ingreso de aire (Ver
Figura 2-2). Con este ensayo se pudo realizar un analisis del consumo de xilosa por la
cepa y la produccién de xilitol en las condiciones analizadas. Dado que reportes de la
literatura han descrito para otras cepas de levaduras fermentadoras de xilosa que la
disponibilidad de oxigeno es un factor importante en la produccién de xilitol, fue analizado
el comportamiento de la cepa frente a esta condiciébn en medio completamente definido

Verduyn a una concentracion de 10 g/L del azlcar.

Dados los resultados obtenidos en la produccion de xilitol se sugiere que para esta cepa
las mejores condiciones de cultivo son las denominadas microaerobias (ver Anexo J). De
acuerdo con los resultados obtenidos en este experimento con medio Verduyn y en
experimentos anteriores con medio YPX, se observé que la mejor condicion para la
produccion de xilitol es la que se considerd microaerobia. Es bien conocido que el oxigeno
juega un papel importante en la produccién de xilitol por la levadura siendo favorecida en
condiciones microaerobias (Morais et al., 2013). Esto podria ser explicado porque en la

ruta de las pentosas fosfato de levaduras la enzima xilosa reductasa XR dependiente del
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cofactor NADPH reduce la xilosa a xilitol; la enzima xilitol deshidrogenasa XDH
dependiente del cofactor NAD+ oxida el xilitol para convertirlo en xilulosa; se genera un
desbalance redox entre esos cofactores que permite la acumulacién del metabolito xilitol
si la regeneracién de NAD* resulta ineficiente pues ambos cofactores tienen diferentes
requerimientos de oxigeno. En otros estudios se ha demostrado que este tipo de condicién
es ventajosa para la produccién de xilitol en Candida magnoliae alcanzando un rendimiento
de 0,75 g/g, correspondiente al 82% del rendimiento tedrico (Nakano et al., 2000). El

rendimiento de xilitol alcanzado en esta condicién fue de 0,249 g/g.
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Figura 2-19 i Crecimiento de la cepa 202-3 en medio Verduyn 10 g/L de xilosa, aerobio, anaerobio y
microaerobio. a) Comparacion consumo de xilosa en las diferentes condiciones, b) Comparacion produccion
de xilitol en las diferentes condiciones y ¢) Comparacion produccion de biomasa en las diferentes condiciones.

El resultado obtenido en este ensayo puede estar relacionado a que en condiciones
microaerobias ocurre una acumulacion de NADP* y NADH (Bruinenberg et al., 1984),
generando el desequilibrio redox intracelular. Por lo cual se puede sugerir que con las
condiciones microaerobias se esta favoreciendo la regeneracion del NADPH en la ruta de

las pentosas fosfato mejorando la obtencion de xilitol.

La Figura 2-20 representa el resultado de una fermentacion en reactor INFORTS HT que
se realizé con la cepa 202-3 en medio Verduyn usando como fuente de carbono 20 g/L de
xilosa. Durante todo el proceso, el pH se mantuvo en aproximadamente en 6,0, la

temperatura en 28 °C y la agitacién en 800 rpm.
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Figura 2-201 Crecimiento de la cepa 202-3 en biorreactor en medio Verduyn 20 g/L de xilosa.

En la Figura 2-21 se muestran los resultados de crecimiento de la cepa 202-3 en reactor

INFORS HT con 10 g/L y 20 g/L de xilosa respectivamente en medio rico YPX. Durante

todo el proceso, se control6 el pH en 6,0, la temperatura en 28 °C, la agitacién en 600 rpm
para el reactor 2A, y para el reactor 2B en 200 rpm. En la Tabla 2-11 se tabulan los

pardmetros cinéticos del crecimiento en los biorreactores.
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Figura 2-217 Crecimiento de la cepa 202-3 en dos biorreactores. a) con 10 g/L y b) en medio completo YPX

20 g/L de xilosa.

Tabla 2-117 Parametros cinéticos de la cepa 202-3 en los biorreactores.

Y xis Y xils Px Hmax
[9/9] [9/9] [g/1.h] [h-]]
Bioreactor 4A 0,096+Q001 0,014+Q001 0,001+Q001 0,006+Q003

Bioreactor 2A 0,080+Q003 0,091+Q002 0,009+Q001 0,011+Q004
Bioreactor 2B 1,208+Q007 0,174+Q005 0,024+Q003 0,053+0002

202-3
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2.2.7 Amplificacion de los genes involucrados en la
metabolizaciéon de xilosa en la cepa 202-3

En la Figura 2-22 se presenta el gel con la amplificacion de los genes involucrados en la

metabolizacién de xilosa en la cepa 202-3 lo cual confirma que la levadura posee la

magquinaria genética para la metabolizacion de xilosa.

Figura 2-22 i Amplificaciéon de los genes involucrados en la metabolizacion de xilosa en S. cerevisiae 202-3.
Marcador de peso molecular 1kb; Pozo 1: GCY1 1255 pb; Pozo 2: YPR1 1342 pb; Pozo 3: SOR2 1215 pb;
Pozo 4: YDL124W 1070 pb; Pozo 5: GRE3 1070 pb; Pozo 6: YIJR096W 1313 pb; Pozo 7: XYL2 1486 pb; Pozo
8: SOR1 1309 pb; Pozo 9: XKS1 2112 pb.

En el trabajo de Wenger, Schwartz y Sherlock, 2010 se vinculé el fenotipo consumo
positivo de xilosa de algunas cepas de vino a un locus Unico y dominante. Sus resultados
sefialaron una region en el cromosoma XV como responsable para este locus identificando
un nuevo gen homologo denominado XDH1 presente en varias cepas de vino que pudo
transferirse horizontalmente de una levadura no S. cerevisiae a las levaduras S. cerevisiae
analizadas en este estudio. Teniendo en cuenta que la cepa 202-3 fue aislada de un
ambiente natural de mieles de cafia, en esta investigacion se quiso analizar la posible
presencia de este en la cepa 202-3. Como observado en la Figura 2-23, la cepa 202-3 no
mostré amplificacion de este gen denominado XDH1. Permitiendo concluir que su fenotipo
positivo de consumo de xilosa esta asociado a alguno de los otros genes involucrados a la

metabolizacion de xilosa.
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Figura 2-23 7 Amplificacion del gen XDH1 en S. cerevisiae 202-3. Marcador de peso molecular 1 kb; Pozo 1:
Sc 202-3, Pozo 2: Lavin EC1118 (control positivo), Pozo 3: Control negativo.

2.2.8 Determinacién de ploidia de la levadura

Se realiz6 la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) usando los iniciadores descritos

por (Huxley, Greeny Dunham, 1990)p ar a MATa y MATU usepasdeo el AD
levaduras CEN.PK2-1C, CEN.PK2-1D, CEN.PK2, 202-3, Q1 y 204-2. Se pudo concluir que

la cepa 202-3 era diploide (Figura 2-24).

Figura 2-24 i Gel de electroforesis analizando la ploidia de las cepas de levaduras. 1: CEN.PK2-1C, 2:
CEN.PK2-1D, 3: CEN.PK2, 4: Sc 202-3, 5: Q1, Pozo 6: 204-2, Pozo 7: Q1, 8: Q1, 9: Q1, 10: Marcador de peso
molecular 1 Kb.

Conocida la ploidia de la cepa 202-3 a través de la amplificacion de los genes MAT fue
realizada citometria de flujo. El ciclo celular representa uno de los procesos fundamentales
mas importantes en las células eucariotas, permitiendo el crecimiento celular y la division
de dos células hijas. La Figura 2-25 muestra los resultados obtenidos del analisis de
citometria de flujo realizado con el equipo MuseE Cell Analyzer. Las cepas de levaduras
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analizadas fueron: 202-3, CEN.PK-2, CEN.PK-1C y CEN.PK-1D. Las cepas CEN.PK-2
(diploide), CEN.PK-1C (haploide), CEN.PK-1D (haploide) fueron usadas como controles
ya que su nivel de ploidia era conocido. En cada parte de la Figura 2-25 (a, b,c y d), se
muestra a la izquierda el indice de contenido de ADN vs el indice de tamafio celular para
cada una de las cepas analizadas. A la derecha de cada parte, se muestra el histograma
de la distribucién de las fases del ciclo celular (GO/G1, S y G2/M). De los resultados de la
citometria de flujo se puede observar que la cepa 202-3 es similar a la cepa diploide
CEN.PK-2 (ay b) pero diferente a la poblacién de células de las cepas haploides CEN.PK-
1C y CEN.PK-1D (c y d), lo cual permite inferir que la cepa 202-3 es diploide pues los
porcentajes de células en cada fase y las distribuciones del ciclo celular son similares
(% Gated).
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Figura 2-25 i Resultados citometria de flujo. a) cepa 202-3, b) cepa CEN.PK2, C) cepa CEN.PK-1C y d)
cepa CEN.PK-1D.

Con estos resultados se logro confirmar la ploidia de la levadura y por lo tanto establecer
gue para el silenciamiento de un gen de interés en esta cepa se requiere eliminar dos

copias de este.
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2.2.9 Conclusiones

1 La cepa de levadura 202-3 aislada en Colombia pertenece a la especie S.
cerevisiae. Esto fue confirmado usando iniciadores especificos para la
identificacion de especie y por secuenciacion de la regiéon ITS, que por medio de
un analisis de la secuencia consenso mostré mas del 99% de similitud de esta
region con otras S. cerevisiae reportadas.

1 El aislado natural de S. cerevisiae 202-3 presenta una capacidad innata de
metabolizar el azucar xilosa y de producir xilitol. Esto se pudo corroborar por medio
de diferentes ensayos en los cuales la Unica fuente de carbono fue este azlcar con
un consumo relativamente lento e incompleto. También se verificé la presencia de
los genes involucrados en la metabolizacién de la xilosa. No hubo amplificacion del
gen XDH1 encontrado en levaduras con fenotipo positivo para xilosa, por lo cual se
sugiere que su fenotipo frente a esta fuente de carbono puede estar relacionado
con la expresion de sus genes enddgenos.

1 La condicién microaerobia en los diferentes ensayos realizados con xilosa como

fuente de carbono favorecio la produccion de xilitol en la cepa 202-3.
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S. cerevisiae es la plataforma preferida para realizar ingenieria microbiana, teniendo en
cuenta que es un microorganismo robusto, simple de manipular genéticamente y capaz de
permitir flujos elevados de carbono a través de las rutas metabdlicas centrales (Zhang,
Rodriguez y Keasling, 2011).

Usando ingenieria genética de levaduras se silencié el gen GAL80 en la cepa 202-3. La
region gendémica de interés presente en el genoma de la cepa fue modificada por medio
recombinacion homologa usando metodologias basadas en PCR (PETRACEK vy
LONGTINE 2002).

En este capitulo se describen las metodologias usadas y los resultados obtenidos para
alcanzar los objetivos especificos propuestos para determinar el efecto del silenciamiento
del gen GALB8O en la metabolizacién de xilosa en la cepa Saccharomyces cerevisiae 202-3,
y para determinar los pardmetros fermentativos para las cepas recombinantes obtenidas

usando xilosa como fuente de carbono.

3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Microorganismos, plasmidos y medios de cultivo

Para el silenciamiento génico de GALBO se utilizé la cepa de estudio 202-3 depositada en
el Banco de Cepas y Genes del Instituto de Biotecnologia con el cédigo IBUN 090-03602
bajo la certificacion IB-159-17. En la construccién de los modulos de silenciamiento fueron
usados los plasmidos descritos en la Tabla 3-1, donados gentilmente por el Dr. Johannes
Hegemann de la Universitat Disseldorf para fines de investigacion. La conservacion de

plasmidos fue realizada en la bacteria Escherichia coliD H 5.0
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Tabla 3-17 Plasmidos utilizados para la construccion de los moédulos de silenciamiento.

pUG6 loxRPTERKanMXTTEHoxP Glldeneret al., 1996
puUG66 loxRPTEMIe-TTEHOXP Gueldeneret al., 2002

En la seleccién de las cepas recombinantes fueron utilizados antibi6ticos (p. e. Geneticina
200 mg/L, (G418 i Sigma) y Pleomicina 20 pg/mL para levaduras (P9524 Sigma). Estos
antibioticos se esterilizaron por filtracion utilizando filtros estériles de 0,2 um, Se obtuvieron
las cepas recombinantes R1-MAPL, R2-MAPL y B2G-MAPL.

3.1.2 Preparacion de celulas competentes bacterianas

Unacolonmde | a bact el icdi esindchlabda enanedio LB durante la noche
hasta saturacion. Al otro dia cuando las bacterias estan crecidas, 1 mL del pré-indculo es
transferido para 100 mL de medio LB e incubado a 37 °C con agitacién hasta alcanzar una
absorbancia de 0,6 a 600 nm. El cultivo de las bacterias se transfiere para tubos de 50 mL,
se deja en hielo 10 min y se centrifuga 10 min a 4000 rpm. El sobrenadante es descartado
y se resuspende el precipitado en 10 mL de solucion de calcio (Ca) a 0 °C (CaCl, 60 mM,
glicerol 15%, PIPES 10 mM, pH 7,0). La suspension se deja 30 min en hielo, Después de
ese tiempo se centrifuga a 4000 rpm durante 10 min, se retira el sobrenadante y se realiza
un nuevo lavado con la solucién de Ca. El precipitado se resuspende en 2 mL de solucién
de Cay se mantiene 15 minutos en el hielo, Se realizan alicuotas de 80 pL en tubos de 1,5
mL estériles y son almacenadas a -80°C hasta su uso (Ausubel et al., 1992; Sambrook y
Russell 2001). Las células competentes permiten inserir plasmidos de interés en bacterias

por medio de transformaciones con el fin de obtener mayor cantidad de estos.

3.1.3 Transformacion de bacterias

Son adicionados de 1-5 pL (aproximadamente 50 ng) de plasmido de interés a cada
al2cuota de |l as c®l ulas competent gSambbobksyU si gui en:
Russell, 2001). Se mantienen en hielo por 10 min y son incubadas en bafio de Maria a 42
°C durante 2 min. Las células son colocadas en hielo por 1 min y después son adicionados
500 pl de medio LB. Las células son incubadas por 1 hora a 37 °C con agitacion. Después
las células son centrifugadas y resuspendidas en 200 yL de LB. La suspension es
plagueada en medio sdlido con el antibiético de seleccion e incubada a 37 °C por 24 i 48

horas como descrito en (Ausubel et al., 1992).
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3.1.4 Extraccion de ADN plasmidico de bacterias

La técnica de Miniprep es utilizada para la extraccion de plasmidos (Maniatis, Fritsch y
Sambrook, 1982). Una colonia de las transformantes es inoculada en medio LB con el
antibidtico de seleccion e incubada durante la noche a 37 °C con agitacion. Son
transferidos 1,5 mL del cultivo a un microtubo, el cual es centrifugado por 3 min a 6000
rpm, el sobrenadante es descartado y el pellet resuspendido en 100 pL de GTE (50 mM
de glucosa, 10 mM de EDTA y buffer 25 mM Tris-HCI, pH 8,0). Después es adicionado 1
pL de la enzima (RNAse Ribonuclease) a una concentracion de 1 mg/uL, se mezcla
invirtiendo el tubo y se deja 5 min a temperatura ambiente. Después, se adicionan 200 mL
de solucién de NaOH/SDS (0,2 M de NaOH y 1% de SDS), se mezcla y se incuba en hielo
por 5 min. Después se adicionan 150 L de solucién de acetato de potasio 5 M con un pH
de 4,8 y se deja en hielo por 5 min y se agita. Se centrifuga a 9000 rpm por 5 min. Se
transfieren a un tubo 400 pL del sobrenadante, se adicionan 800 pL de etanol a una
concentracion de 95 % y se dejan a -20 °C por 30 min. El tubo es centrifugado 15 min a
12000 rpm y el sobrenadante es descartado. El precipitado es lavado con 1 mL de etanol
a una concentracion de 70 %, nuevamente se centrifuga por 5 min a 12000 rpm y el
sobrenadante es descartado. El tubo con el pellet es secado en la cabina de flujo laminar

en condiciones estériles y el ADN resuspendido en 40 pL de agua ultrapura estéril.

3.1.5 Disefio de iniciadores para el silenciamiento de GAL80

La secuencia del gen GAL80 se obtuvo de la base de datos de Saccharomyces Genome
Database (SGD, 2018), particularmente en Gene/Sequence Resources, después fue
seleccionado el archivo fasta de la secuencia codificante.

El gen GAL80/YMLO51W tiene un tamafio de 1308 pb, se encuentra en el cromosoma Xll|
en las coordenadas 171594 a 172901 (Figura 3-1).

GALB8O Location: Chromosome XII1 171594..172901

| | [ ) (7] +

SUR7 GALSO AIM32

CyB2 RSE1
166000 167000 168000 169000 170000 171000 172000 173000 174000 175000 176000 177000 178000

Genetic Position: -33cM

Figura 3-1 7 Ubicacién del gen GAL80 en el cromosoma Xlll de la levadura S. cerevisiae. Obtenida de SGD,
2017.
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Secuencia del gen GAL80
YMLO51W Chr 13

ATGGACTACAACAAGAGATCTTCGGTCTCAACCGTGCCTAATGCAGCTCCCATAAGAGTC
GGATTCGTCGGTCTCAACGCAGCCAAAGGATGGGCAATCAAGACACATTACCCCGCCATA
CTGCAACTATCGTCACAATTTCAAATCACTGCCTTATACAGTCCAAAAATTGAGACTTCT
ATTGCCACCATTCAGCGTCTAAAATTGAGTAATGCCACTGCTTTTCCCACTTTAGAGTCA
TTTGCATCATCTTCCACTATAGATATGATAGTGATAGCTATCCAAGTGGCCAGCCATTAT
GAAGTTGTTATGTCTCTTGGAATTCTCCAAAAATAATCCGAACCTCAAGTATCTTTTC
GTAGAATGGGCCCTTGCATGTTCACTAGATCAAGCCGAATCCATTTATAAGGCTGCTGCT
GAACGTGGGGTTCAAACCATCATCTCTTTACAAGGTCGTAAATCACCATATATTTTGAGA
GCAAAAGAATTAATATCTCAAGGCTATATCGGCGACATTAATTCGATCGAGATTGCTGGA
AATGGCGGTTGGTACGGCTAGEZCTGTTAAATCACCAAAATACATCTATGAAATC
GGGAACGGTGTAGATCTGGTAACCACAACATTTGGTCACACAATCGATATTTTACAATAC
ATGACAAGTTCGTACTTTTCCAGGATAAATGCAATGGTTTTCAATAATATTCCAGAGCAA
GAGCTGATAGATGAGCGTGGTAACCGATTGGGCCAGCGAGTCCCAAAGACAGTACCGGAT
CATCTTTTATTCCAAGGCACATTGTTAAATHIGCRAGTGTCATGCAGTTTCAAA
GGTGGCAAACCTACCAAAAAATTTACCAAAAATTTGGTCATTGACATTCACGGTACCAAG
GGAGATTTGAAACTTGAAGGCGATGCCGGCTTCGCAGAAATTTCAAATCTGGTCCTTTAC
TACAGTGGAACTAGAGCAAACGACTTCCCGCTAGCCAATGGACAACAAGCTCCTTTAGAC
CCGGGGTATGATGCAGGTAAAGAAATCATGGAAGTATATBATTARBSPGCC
ATTGTGGGTAATATTCATCGACTGTATCAATCTATCTCTGACTTCCACTTCAATACAAAG
AAAATTCCTGAATTACCCTCACAATTTGTAATGCAAGGTTTCGATTTCGAAGGCTTTCCC
ACCTTGATGGATGCTCTGATATTACACAGGTTAATCGAGAGCGTTTATAAAAGTAACATG
ATGGGCTCCACATTAAACGTTAGCAATATCTCGCATTATAGTTTATAA

Para el disefio de los iniciadores de los modulos de silenciamiento es necesario incluir
19-22 nt de homologia al plasmido que tiene el marcador loxP, complementarios a las
secuencias 3', y 45 nt de homologia al gen de interés complementarios a las secuencias
5'. Se realizé el disefio de 2 pares de iniciadores para la construccién del denominado
moédulo de delecion externa. Estos iniciadores deben ser disefiados a 400-500 pb
aproximadamente antes del codén de inicio y después del codén de terminacién del gen,
teniendo en cuenta no afectar la region codificante de los genes que estan antes y después
del GAL80. En el disefio de los iniciadores se tuvo en cuenta la localizacion en el
cromosoma Xl del gen SUR7 170402 a 171310, y del gen AIM32 localizado en la posicion
173139 a 174074 del cromosoma. Teniendo en cuenta esas indicaciones se escogio la
secuencia para el disefio de los iniciadores que no afectara los genes aledafios. Para el
disefio de estos iniciadores se uso el programa fMBLAST primeroy se escogi6 el par de
iniciadores que presentaba las mejores caracteristicas en cuanto a diferencia de
temperatura de alineamiento entre ellos y complementariedad entre otras caracteristicas.
Esto ultimo también fue aplicado para la seleccion de todos los iniciadores disefiados tanto

para la obtencion de los médulos de silenciamiento como para las diferentes verificaciones.
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Los iniciadores usados en la construccion del moédulo de delecion interna fueron disefiados
teniendo en cuenta la secuencia inmediatamente anterior al codon de inicio del gen GAL80
y al final del codon de parada. Los iniciadores seleccionados para la construccion de los
moédulos presentan 45 nt de homologia al gen GAL80 y 19-22 nt con homologia a loxP.

Para la verificacion de la correcta insercion de los mddulos y del silenciamiento del gen
GALS8O en las recombinantes obtenidas se disefiaron diferentes conjuntos de iniciadores.
Los llamados como de fverificacion lejoso fueron disefiados a aproximadamente 300 pb
upstream y 300 pb downstream de la region de integracion del modulo en el genoma, con
los cuales se obtiene un fragmento mayor a 2000 pb. El par de iniciadores llamados como
de fverificacion dentroofueron disefiados teniendo en cuenta la secuencia codificante del
gen, con los cuales se obtuvo un fragmento de 458 pb. Los demas iniciadores permiten la
verificacion de la insercion correcta del modulo de silenciamiento como en el caso del
V-BLE-F forward y V-KAN-R reverse. Haciendo las diferentes combinaciones de los
iniciadores se verifico el silenciamiento del gen GAL80 en las recombinantes obtenidas.
Para verificar el disefio adecuado de los iniciadores se utilizé el programa Serial Cloner
con el cual se realizaron PCRs sintéticas para evaluar los tamafios esperados de los

fragmentos en la amplificacion.

Los iniciadores seleccionados se encuentran en la Tabla 3-2 a continuacion. Los
nucledétidos subrayados en negrita en los iniciadores denominados: F-GAL80-EXT-MAPL,
R-GALB0O-EXT-MAPL, F-INT-GAL80-MAPL, R-INT-GAL80-MAPL son los que tienen

homologia al plasmido que tiene el marcador loxP.

Tabla 3-2 i Secuencia de iniciadores para las estrategias de silenciamiento del gen GAL80 en la cepa
S. cerevisiae 202-3.

FGALBCGEXT TATCACTGCTGGTCCTTGCCGACCAGCGTATACAATCAGGABABGCTTCGTACGC
ll\iéill__SGEXT CAGTATTCGTTTTTATAACGTTCGCTGCACTGGGGGGUMBCETAACTAGTGGATCTC
gﬁ\lﬁ)l'l-_GALSO TCATGGACTACAACAAGAGATCTTCGGTCTCAACCGUBCGCTANAGCTTCGTACGC
'\R/lﬁ\lPleGALSQ GCGAGATATTGCTAACGTTTAATGTGGAGCCCATCABERATNGITCACTAGTGGATCTG
MAPL

FVERIF CAGCGAGTCCCAAAGACAGT
DENTRO GALSC
RVERIF TCCATCAAGGTGGGAAAGCC

DENTRO GALS8C(
FVERLEJOSA ATTGACTGCCACTGGACCTG
GAL8BGA
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Iniciador Secuenciap -0 Q
RVERLEJOSD = CCACCTAAATGGGAGCGCAA
GAL8GD

V-BLEF CCTTCTATGAAAGGTTGG
V-KANR GGAATCGAATGCAACCGG
BM-BLE GGATGTATGGGCTAAATG
CMBLE CCTCGACATCATCTGCCC

3.1.6 PCR para generar el casete de disrupcion

En la Reaccion en Cadena de la Polimerasa realizada para la obtencién de los casetes de
disrupcién se utilizé la enzima de alta fidelidad Q5: Polimerasa de alta fidelidad: Q5® High-
Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), 10X PCR buffer: 750 mM Tris-HCI, pH
9,0, 200 mM (NH4)2S04, 0,1% (w/v) Tween 20. En la Tabla 3-3 se describen los
componentes para unareacciéon de 25 L y en la Tabla 3-4 las condiciones para la reaccién

en el termociclador.

Tabla 3-37 Mezcla de reaccion de PCR para la obtencion de casetes de silenciamiento gen GAL80 (NEB
2017).

Componente Reaccion de 25l Concentracion final Reacciones 13x (29.u
5X Q5 reaction buffer 5 L 1X 65 L

5X Q5 High GC Enhancer 5L 1X 65 L

10 mM dNTP's 0,5 1L 200 pM 6,5 1L

10 pM ForwardPrimer (GAL8() 1,25 1L 0,5 uM 16,25 |L

10 pM Reversdrimer(GAL80) 1,25 1L 0,5 uM 16,25 L
Aguaultrapura 11,25 1L 146,25uL

Q5 HighFidelity DNA Polymerase 0,25 |L 0,02 U/ |L 0,25 |Lx reaccion
DNA (plasmido pUG6 pUG66 Variable <1000 ng °0,5 p/reaccion

Tabla 3-4 7 Condiciones PCR para generacion casete silenciamiento GAL80.

Paso Temperatura (°C) Tiempo

Desnaturalizacion inicial 98 °C 1:30 minutos
Desnaturalizacién 98 °C 20 segundos
Alineamiento 70 °C 35 segundos | 35 ciclos
Extensién 72 °C 0:55 segundos
Extension final 72 °C 8 minutos

Almacenamiento 4°C Indefinido



Capitulo 3. Silenciamiento del gen GAL80 97

3.1.7 Electroforesis en gel de agarosa

Conforme a lo descrito en el capitulo 2.

3.1.8 Purificacién del ADN del gel de agarosa

Las bandas de los fragmentos de interés fueron cortadas para purificacion del ADN usando
el kit llustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), teniendo en

cuenta las indicaciones del fabricante.

3.1.9 Preparacion de células competentes de levaduras

Las levaduras son inoculadas en 5 mL de medio liquido (SC o YPD) e incubadas toda la
noche a 28 °C sobre agitacién orbital a 160 rpm. En el siguiente dia se determina el
crecimiento de la levadura a través de la absorbancia a 600 nm y se inicia un in6culo a una
absorbancia de ~0,1 en 50 mL de medio. Ese inéculo se deja creciendo hasta alcanzar
una absorbancia de 1,0. Una vez alcanzado este valor de absorbancia el cultivo se
transfiere para un tubo de 50 mL, se centrifuga a 3000 rpm durante 5 min y se descarta el
sobrenadante. Después las células son lavadas con agua destilada y nuevamente
centrifugadas. Finalmente, las células son resuspendidas en 1 mL de 0,1 M de acetato de
litio y se transfieren para un tubo estéril. El tubo es centrifugado a 4000 rpm durante 2 min
y se descarta el sobrenadante. Se adiciona un volumen de acetato de litio 0,1 M a las
células dependiendo del valor de absorbancia presentado. Se realizan alicuotas de 100
uL, se centrifugan a 13000 rpm a temperatura ambiente y el sobrenadante es removido de
acuerdo con los métodos descritos en la literatura (Ito et al., 1983; Gietz et al., 1992; Gietz
y Woods, 2002).

3.1.10 Extraccion de ADN gendmico de levaduras

Como descrito en el capitulo 2 (Anexo E).

3.1.11 Transformacion de las levaduras

La transformacion de las levaduras fue realizada de acuerdo con los métodos descritos en
la literatura (Ito et al., 2010; Gietz et al., 1992; Gietz y Woods, 2002; Gueldener et al., 2002;
Guldener et al., 1996). Las células previamente crecidas durante la noche anterior son

resuspendidas en 50 mL de YPD para un nuevo inéculo. Se inicia con una absorbancia de
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0,2 a 600 nm y se crecen hasta alcanzar una absorbancia de 0,7-1,0. Después son
centrifugadas a 4000 rpm durante 5 min y resuspendidas en 10 mL de agua ultrapura. Las
células nuevamente se centrifugan y se resuspenden en 1 mL de agua, luego se transfieren
a un tubo de pléstico estéril de 1,5 mL. Nuevamente, las células son centrifugadas a 5000
rpm por 1 min y resuspendidas en 1,5 mL de solucion estéril de TE/LIOAc (10X TE=0,1 M
Tris-HCI, 0,01 M EDTA, pH 7,5; 10 X LIOAC= 1M LiOAc pH 7,5). De nuevo, se centrifugan
las células y se resuspenden en 200 pl de TE/LIOAc, Para el silenciamiento génico se
mezclan: ~5 ug ADN del modulo de silenciamiento, 50 ug de ADN de esperma de salmon
desnaturalizado, 50 pl de células en TE/LIOAc y 300 pl de PEG 4000 al 40 %. Después de
incubar las células a 42 °C durante 30 min, son centrifugadas a 13000 rpm durante 10 sy
resuspendidas en 1 mL de YPD. Posteriormente son incubadas de 3-5 horas a 30 °C.
Transcurrido el tiempo las células son centrifugadas y resuspendidas en 200 pl de YPD y
plagueadas con asa de Drigalsky en medio YPD con el antibiético de seleccién. Las placas
se incuban finalmente a 30 °C hasta que aparezcan colonias (ver Anexo K). Una vez

obtenidas transformantes, fueron seleccionadas de 10 - 20 colonias para evaluacion.

3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Obtencion de transformantes bacterianas con los plasmidos
gue se usaran en los moédulos de silenciamiento de genes
Para la obtencion de médulos de silenciamiento de genes es necesario tener una cantidad
considerable de ADN de los plasmidos que seran utilizados para dichos médulos. Por esa
razén se realizaron las metodologias de obtencion de células competentes y
transformacién bacteriana utilizando los plasmidos pUG6 y pUG66 con los que se
obtuvieron transformantes de forma exitosa. A partir de las transformantes se pudo obtener
ADN puro de los plasmidos (Tabla 3-5) y se inicié la obtencién de los mdédulos para

alcanzar el silenciamiento completo del gen GALS8O.

Tabla 3-5 7 Resultados extraccion de ADN de los plasmidos pUG6 y pUG66.

[ 2y OSY(iNI OA: 8293 3415 759 415,2 871,3 4529  4164,9 282
A 260/280 1,94 1,91 1,95 1,94 2,09 2,04 2,08 1,94
A 260/230 2,42 2,30 2,12 1,83 2,48 2,28 2,22 2,44
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3.2.2 Obtencion de moédulos de silenciamiento

Los genes que codifican las enzimas requeridas para el metabolismo de la galactosa en
S. cerevisiae son controlados a nivel de la transcripcion por un interruptor genético que
consiste en tres proteinas: un activador transcripcional Gal4; un represor transcripcional
Gal80; y un sensor de ligando Gal3 (Timson, Ross y Reece, 2002). Gal80 es un regulador
de la transcripcién implicado en la represién de los genes GAL en ausencia de galactosa.
Silenciar el gen GAL80 para que los genes GAL pasen a ser expresos de forma continua

podria mejorar la fermentacion en pentosas como la xilosa.

El gen GAL8O0 se encuentra localizado en el cromosoma XllI del genoma de la levadura S.
cerevisiae (SGD 2017). Con el silenciamiento de este gen en la cepa de levadura S.
cerevisiae 202-3 se estima que el consumo de xilosa por la levadura aumentara
permitiendo una mejor captacion del azucar por la posible sobreexpresion de GAL2. Por
otro lado, el silenciamiento del gen GAL8O0 podria también permitir la expresion del gen

GCY1 debido a que este gen también esta regulado por el factor de transcripcion GALA4.

Gal4 es un factor de transcripcion de unién al ADN requerido para la activacion de los
genes GAL en respuesta a la galactosa (Matsushika, Goshima y Hoshino, 2014). Esta
proteina de 881 aminoéacidos tiene un dominio de unién al ADN tipo cluster Zn-Cys
binuclear, un dominio linker, un dominio de dimerizacion y dos dominios acidos de
activacion (IRA y ARII) (Lohr, 1997).

Gal4 media la expresion de la mayoria de los genes implicados en la utilizacién de
galactosa, una fuente de carbono de asimilacion pobre que se utiliza sélo si la glucosa y
otras fuentes no estan disponibles. La galactosa induce la expresion de los genes
regulados por Gal4, que incluyen los genes de utilizacion de galactosa GAL1, GAL2, GALS,
GAL7,GAL10y GALS8O0, asi como GCY1, LAP3, MTH1, PCL10, REE1y FUR4 (Ren et al.,
2000). La activacion por Gal4 ocurre en la regién C-terminal que estimula la transcripcion
y la unién a Gal80 (Ma y Ptashne 1987). Gal4 puede inducir la expresion del gen GCY1
gue codifica para una glicerol deshidrogenasa (Ahmad, Shim y Kim, 2012) con actividad
xilosa reductasa, la cual puede estar participando en la conversién de xilosa a xilitol en la
cepa 202-3. GCY1/YOR120W codifica para una enzima glicerol deshidrogenasa
involucrada en una ruta alternativa para el catabolismo de glicerol. GCY1/YOR120W

pertenece a la familia de las aldoceto reductasas.
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Dado que la cepa 202-3 es diploide, dos copias del gen GAL80 fueron silenciadas una por
cada cromosoma XIII. La Figura 3-2 muestra un esquema de la construccion de 2 médulos
de silenciamiento, uno de ellos utilizando el plasmido pUG6 y el otro utilizando el plasmido
pUG66 descritos por (Glldener et al., 1996; Gueldener et al., 2002). Esta metodologia se

uso para la obtencion de los modulos de silenciamiento mencionados.

a

\ 1614 pb |

| 1

Reverse 19nt
45nt
[ LoxP I KanMX I LoxP ]
Forward 45nt
PCR 22nt
pUG6 ﬂ
[ 45nt ILOXPI KanMX ILoxPI 39nt ]
I I
1704 pb

\ 1185 pb | b

I
19nt

o [ LoxP I Ble" I LoxP ]

Reverse

Forward 45nt
UG66 PCR ﬂ 22nt
p
[ 450t | Loxp | Ble’ | Loxp | 45nt |
| 1275 pb i

Figura 3-2 i Estrategia construccion modulos de silenciamiento gen GAL80 (Patifio, 2015). a) Médulo de
silenciamiento usando el marcador KanMX (1704 pb) y b) Modulo de silenciamiento usando el marcador Ble'
(1275 pb). Los iniciadores utilizados poseen una region de homologia (19-22 nt) a los plasmidos pUG6 y pUG66
y una regiéon de homologia al genoma de la levadura (45 nt). En el denominado médulo de delecién externa
la region de homologia se encuentra en la regién externa del gen GAL80 y en el denominado médulo de
delecion interna esta region de homologia se encuentra inmediatamente antes del coddn de inicio y del codén
de terminacion del gen.

La imagen del gel de electroforesis con la amplificacion correcta de los médulos de
silenciamiento para el gen GAL80 se presenta en la Figura 3-3. Los pozos 1, 2, 3y 4 de la

imagen representan el resultado de la amplificaciéon del médulo de delecién usando el
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marcador Ble' con un tamafio de 1275 pb. Los pozos 5, 6, 7 y 8 representan la amplificacion
para el modulo de silenciamiento usando el marcador KanMX con un tamafio de 1704 pb.

Figura 3-3 i Gel de electroforesis que confirma la construccion de los médulos de silenciamiento del gen
GAL80, mostrando los pozos 1-4: médulo delecion con marcador de seleccion Ble'; 5-8: modulo delecién con
marcador de seleccion KanMX.

3.2.3 Obtencion de recombinantes

Una vez obtenidos los modulos de silenciamiento se realizé la purificaciéon del fragmento
de ADN. Posteriormente fueron realizados diferentes procesos de transformacién en la
cepa S. cerevisiae 202-3 usando los métodos de transformacion quimica (Schiestl y Gietz,
1989; Gietz y Woods, 2002; Gietz et al., 1992; Gietz y Schiestl, 2007) y por electroporacion

descrito por (Thompson y colaboradores en 1998).

Dado que la cepa 202-3 es diploide, para el silenciamiento completo del gen GAL80 se
necesitaba silenciar dos copias del gen, razon por la cual se construyeron dos médulos de
silenciamiento denominados médulo de delecién externa y mddulo de delecién interna.
Cada modulo cuenta con un gen marcador que confiere resistencia a un antibiético. El gen
KanMX presente en el plasmido pUG6 (Guldener et al., 1996; Gueldener et al., 2002)
confiere resistencia al antibidtico Geneticina. El gen Ble" presente en el plasmido pUG66
(Guldener et al., 1996; Gueldener et al., 2002) confiere resistencia a los antibiéticos

Pleomicina y Zeocina.

3.2.4 Verificaciéon de recombinantes

A continuacion, se describen los procesos de verificacion realizados para confirmar el

silenciamiento del gen GAL80 en las recombinantes obtenidas. Las imagenes que se
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muestran en cada verificacion a continuacion son representativas de los tamafios de
fragmentos obtenidos. En la parte superior de cada figura a continuacion (parte a) se
encuentra una descripcion del tamafio esperado de la amplificacién y la ubicacion de los
iniciadores de verificacion utilizados en cada caso con flechas. Estas verificaciones fueron
realizadas con los iniciadores disefiados para esta finalidad descritos anteriormente en la
Tabla 3-2. Inicialmente se realizaron dos procesos de transformacién por separado; en uno
de ellos se realizo la insercion del modulo de silenciamiento con el marcador de seleccion
KanMX en la cepa 202-3 y en el otro se insertd el médulo de silenciamiento con el marcador
de seleccion Ble'. Los pozos 2 y 3 de la Figura 3-4 hacen referencia a la amplificacién del
fragmento esperado para las recombinantes que presentan resistencia al antibiético
Geneticina. En los pozos 5-8 se observa la amplificacion del fragmento esperado para las
recombinantes con resistencia al antibiético Pleomicina. La amplificacion de ambos
fragmentos mostré el tamafio esperado para cada uno, mayor a 2000 pb. Los iniciadores
utilizados fueron los denominados: F-VER. LEJOS GAL80-A y R-VER. LEJOS GALS80-D,

descritos en la Tabla 3-2.

F-V.L.

a = o 250t | Loxe | KanMX | Loxp [ 450t | coan =
-
| RVL |
‘ FL 2638 pb l
0L
=[chrxm I I LoxP I Ble™ [ LoxP I I Chr Xl ':n
| R*V‘L.l
‘ 2209 pb I
b

Figura 3-4 1 Verificacion de recombinantes usando iniciadores de verificacion lejos, a) mdédulos de
silenciamiento, b) electroforesis con los pozos 1: marcador de peso molecular; 2-3: transformantes mddulo
KanMX; 5-8: Transformantes modulo Ble"; 9-10: Control negativo.

Posteriormente se seleccionaron 2 recombinantes con la presencia del médulo de
silenciamiento KanMX denominadas R1-MAPL y R2-MAPL (Tabla 3-6) para analizar el

silenciamiento génico de GALS80.
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Tabla 3-6 T Descripciéon recombinantes obtenidas con moédulo KanMX.

Cepa Genotipo o descripcion Fuente o referencia
RIMAPL 202-3, GAL80/gal8fi XanMx Este trabajo
R2MAPL 202-3, GAL80/gal8f XanMX Este trabajo

En la Figura 3-5 se muestra por medio de la imagen de electroforesis la verificacion de las
recombinantes R1-MAPL y R2-MAPL con resistencia a Geneticina usando los iniciadores
de verificaciéon (Tabla 3-2) para la comprobacién de la insercion correcta del gen KanMX.
En ese mismo gel se realizd la verificacion de la presencia del gen GAL80 en las
recombinantes con resistencia a geneticina, demostrando que a pesar de que la
transformacion fue exitosa alin quedaba una copia del gen GALB80 por silenciar, dado que
hubo amplificacion del fragmento de 458 pb que representa la presencia de una copia del

gen GALSO0.

\ \
a F-vL! 1322 pb ‘

=)
=[ 45 nt I LoxP I KanMX I LoxP l 45 nt }:l
=]

V-KANr-R

Figura 3-5 7 Verificacién de recombinantes. a) modulo de silenciamiento con ubicacion de los primers de
verificacién indicados con flechas, b) electroforesis mostrando los pozos 1: Marcador de peso molecular; 2:
R1-MAPL; 3: R2-MAPL, 4: Sc 202-3 ninguna amplificacion; 5: Control negativo; 6: R1-MAPL; 7: R2-MAPL; 8:
202-3. La presencia de bandas en los pozos 6 y 7 confirman la presencia de una copia del gen GAL80 en las
recombinantes.

Las verificaciones mostradas permiten concluir que las cepas recombinantes R1-MAPL y
R2-MAPL tienen inserto el médulo de silenciamiento con el marcador KanMX

correctamente. Sin embargo, s6lo una copia del gen GALB8O fue silenciada. Por esta razén
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se realizaron procesos de transformacion adicionales con el médulo de silenciamiento que
presenta el marcador Ble' tanto con la recombinante R1-MAPL como con la recombinante
R2-MAPL, buscando silenciar completamente el gen GAL80 en la cepa 202-3. Estas
recombinantes fueron seleccionadas porque de las evaluadas fueron las que presentaban
la insercion correcta del modulo de seleccion con el marcador KanMX. Fueron realizadas
otras verificaciones, pero la mostrada en la Figura 3-5 es la contundente para esta
afirmacion. Otros procesos de transformacion adicionales fueron realizados usando las
recombinantes R1-MAPL y R2-MAPL con la intencion de silenciar la segunda copia del

gen presente en el genoma de la cepa 202-3.

En estos procesos de transformacién fueron obtenidas mas de 30 recombinantes de las
cuales se seleccionaron 13 de cada proceso para verificacion de esta segunda
transformacion (13 para las recombinantes obtenidas de R1-MAPL y 13 para las obtenidas
de la recombinante R2-MAPL). La Figura 3-6 y la Figura 3-7 muestran la amplificacién
obtenida en las recombinantes de Ble" usando los iniciadores de verificacion LEJOSO - F
VER. LEJOS Ay de R-VER. LEJOS D de la Tabla 3-2.

F-V.L.

a
\:{ [hrxlll] I LoxP I Ble" l LoxP I Ichrxm }::
‘ R—V.L.l
‘ 2209 pb |
F-V.L.
=)
A:{ Chr X1l I GAL80 I Chr Xl ':|
| R-V.L.‘
I 2332 pb |

b g 6 7 8 9 10 11 12 1314 15

Figura 3-6 i Verificacion de recombinantes del médulo Ble' con iniciadores de verificacion fi L E J @pniddulo
de silenciamiento y ubicacion del gen GAL8O0, b) Electroforesis mostrando los pozos 1: marcador de peso
molecular; 2: B1; 3: B2; 4: B3; 5: B4; 6: B5; 7: B6; 8: B7; 9: B8; 10: B9; 11: B10; 12: B11; 13: B12; 14: S1; 15:
Control negativo.



Capitulo 3. Silenciamiento del gen GAL80 105

7 8 9 1011 12 13 14 15 16

Figura 3-7 1 Electroforesis de verificacion de recombinantes con el médulo Ble" usando iniciadores de
verificacion LEJOSO mo st r a n d d: marcasor ge pes@msolecular; 2: B1; 3: B2; 4: B3; 5: B4; 6: B5; 7:

B6; 8: B7; 9: B8; 10: B9; 11: B10; 12: B11; 13: B12; 14: S1; 15: 202-3; 16: Control negativo.

La Figura 3-8 muestra la amplificacion de la recombinante B2G-MAPL usando los
iniciadores de verificacion i L E J FS/&R. LEJOS Ay R-VER. LEJOS D de la Tabla 3-2),
con los cuales se obtuvo un fragmento de 2209 pb para la insercion correcta del médulo,
En el caso de la parental se obtuvo un fragmento de 2332 pb.

- 2 3 456178

Figura 3-8 i Verificacion de recombinantes con el médulo Ble" con iniciadores de verificacion lejos, mostrando
los pozos 1: marcador de peso molecular; 4: B1; 5: B2; 6: B3; 7: 202-3; 8: Control negativo.

La Figura 3-9, Figura 3-10 y Figura 3-11 muestran las principales verificaciones de la
correcta insercién de modulo Ble', con la obtencion de la recombinante B2G-MAPL la cual

presenta el gen GALBO silenciado.
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Figura 3-9 1 Verificacion de recombinantes con el médulo Ble' con iniciadores F-BLE y R-VER. LEJOS, a)
maddulo de silenciamiento, b) electroforesis mostrando los pozos 1: marcador de peso molecular; 2: B8; 3: B2;
4: B5; 5: Control negativo; 6: B8; 7: B2; 8: B5; 9: 202-3; 10: Control negativo.
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Figura 3-10 7 Verificacién de recombinantes con el mddulo Ble' con iniciadores F-V. D. y R-V. L. a) modulo de
silenciamiento, b) electroforesis mostrando los pozos, marcador de peso molecular 1 Kb NEB; Pozo 1: 202-3;
Pozo 2: B2G-MAPL,; Pozo 3: B8; Pozo 4: control negativo.
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Figura 3-11 1 Verificacion de silenciamiento completo del gen GAL8O0, a) representacion copia 2 gen GALS0,
b) Electroforesis mostrando los pozos 1: marcador de peso molecular; 2: B8; 3: B2G; 4) 202-3.

En la Tabla 3-7 se encuentra la descripcion de la cepa recombinante B2G-MAPL que
presenta el silenciamiento completo del gen GAL80 y la presencia de los médulos de
silenciamiento con los marcadores de seleccion KanMX y Ble".

Tabla 3-7 i Descripcion recombinante obtenida con silenciamiento completo del gen GAL80.

B2G-MAPL  202-3, gal80g:KanMX/gal80qa:Ble' Este trabajo

En la Figura 3-12 se muestran imagenes de microscopia electrénica de barrido SEM de
las recombinantes obtenidas que presentan el gen GAL8O0 silenciado parcialmente (R1-
MAPL, R2-MAPL) correspondientes a las muestras liofilizadas obtenidas para

conservacion de estas cepas.
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Figura 3-121 Micrografia SEM de las cepas recombinantes. a) Micrografia de R1-MAPL con una magnificacion
de 20 000 X y b) R2-MAPL con una magnificacién de 20 000 X.

Fue realizada amplificacion de la region ITS y de mating a las cepas recombinantes
obtenidas como se muestra en la Figura 3-13 y en la Figura 3-14. Sus regiones ITS también
fueron secuenciadas y analizadas usando la base de datos Blastn del NCBI (Benson et al.
2003) mostrando la similitud esperada para S. cerevisiae. Estos andlisis fueron realizados
para garantizar los resultados obtenidos.

Figura 3-13 1 Gel de electroforesis que muestra la amplificacion de las regiones ITS en las cepas analizadas,
mostrando los pozos 1: Marcador de peso molecular; 2: 202-3; 3: R2-MAPL 4: B2G-MAPL; 5: Control negativo
y 6: CEN.PK2.
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Figura 3-14 i Amplificacion mating en las cepas mostrando los pozos 1: 202-3; 2: Control negativo; 3: R1-
MAPL; 4: R2-MAPL y 5: B2G-MAPL; 6: Control negativo; 7: Marcador de peso molecular.

La asimilacion de xilosa fue evaluada en medio YPX con una concentracion de xilosa de
20 g/L en la cepa parental 202-3; en las recombinantes R1-MAPL y R2-MAPL (1 copia del
gen GAL80 silenciado); y B2G-MAPL (gen GAL80 completamente silenciado), Los
resultados se grafican en la Figura 3-15.
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Figura 3-157 Asimilacion de xilosa en la cepa parental y recombinantes en YPX 20 g/L de xilosa. a) 202-3, b)
R1-MAPL, c) R2-MAPL y d) B2G-MAPL.

Aunque después de la modificacion genética la xilosa no es consumida completamente, si
muestra una mejora en el consumo de esta pentosa en relacion con la cepa parental, asi
como una mayor produccion de xilitol. La cepa R1-MAPL consumié la xilosa en un 16 %,
la cepa R2-MAPL en un 16 %y la cepa B2G-MAPL en un 18 %. En la produccion de xilitol
fue alcanzado un rendimiento de 0,302 g/g para la cepa R1-MAPL, 0,374 g/g para la
R2-MAPL y 0,407 g/g para la cepa B2G-MAPL. Aunque para la produccion de xilitol existen
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cepas naturalmente consumidoras de xilosa como por ejemplo C. tropicalis, S. stipitis,
Debaromyces Hansenii y Debaromyces nepalensis, producir xilitol a partir de una cepa
S. cerevisiae mejorada es una excelente alternativa a nivel industrial dadas sus
caracteristicas y el conocimiento que se tiene para su manipulacion. Ademas, es
considerada un microorganismo GRAS (generalmente reconocido como seguro). Los
resultados obtenidos en cuanto al mejoramiento en el consumo de xilosa son similares a
los reportados por Cheng y colaboradores (2018), donde el consumo de xilosa fue
mejorado en un 13-18% por medio de la sobreexpresion de los genes CTT1y PRX1 en la

cepa natural de S. cerevisiae YB-2625.

En la Tabla 3-8 se muestran los pardmetros cinéticos correspondientes a la asimilacion de
xilosa por la cepa parental y las recombinantes obtenidas con el silenciamiento del gen
GALB8O. Fueron encontradas diferencias entre las cepas evaluadas, siendo que la cepa
gue mejor rendimiento presenté fue la B2G-MAPL, seguida de las cepas R2-MAPL y R1-
MAPL respectivamente (ver Anexo L).

Tabla 3-8 1 Pardmetros cinéticos de la asimilacion de xilosa por las cepas 202-3, R1-MAPL, R2-MAPL y B2G-
MAPL.

202-3 0,300 0,171 0,005 0,009
RI:MAPL 0,108 0,302 0,002 0,010
R2MAPL 0,116 0,374 0,002 0,010
B2GMAPL 0,136 0,407 0,003 0,016

Ha sido reportado que las proteinas transportadoras de hexosas codificadas por los genes
HXT1, HXT2, HXT4, HXT5, HXT7 y GALZ2 tienen la capacidad de permitir el ingreso de
xilosa a la célula (Saloheimo et al. 2007; Berttilsson, Andersson, y Lidén 2008). La
produccién de xilitol aumentada en las cepas recombinantes sugiere que el silenciamiento
del gen GAL80 podria fomentar la sobreexpresion de los genes GAL2 y GCY1, los cuales
son inducidos por el factor de transcripcion Gal4. Como se mencioné anteriormente, el gen
GAL2 permite la captacion de xilosa en S. cerevisiae, lo cual podria estar relacionado con
una mayor captacion de xilosa por las cepas recombinantes. La posible sobreexpresién
del gen GCY1 que codifica para una enzima xilosa reductasa, podria estar relacionado con
la mayor actividad de esta enzima en la cepa y por ende explicaria la mayor produccion de

xilitol alcanzada en las cepas recombinantes.
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3.2.5 Conclusiones

Se realizaron transformaciones genéticas en la cepa 202-3 utilizando la metodologia
descrita, obteniéndose exitosamente las recombinantes R1-MAPL y R2-MAPL con una
copia del gen GALS8O silenciado, y la recombinante B2G-MAPL con el silenciamiento
completo del mismo (2 copias). Las cepas recombinantes obtenidas exhiben un consumo

mayor de xilosa y producen al menos 2 veces mas xilitol que la cepa parental.

La Tabla 3-9 muestra el resumen de los resultados méas relevantes bajo las condiciones
analizadas.

Tabla 3-9 7 Resumen de resultados para las cepas 202-3, R2-MAPL y B2G-MAPL.

Cepas: parental y Consumo de xilosd60 h  Produccion de xilitol 160 Rendimiento de xilitol
recombinantes [g/L | %] h [g/L]
202-3 2,466 | 12 0,422 0,171
RI-MAPL 3,168 | 16 0,956 0,302
R2MAPL 3,227 | 16 1,202 0,374

B2GMAPL 3,590 18 1,462 0,407
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La ingenieria evolutiva ha sido aplicada en cepas de S. cerevisiae y ha permitido la
obtencion de cepas con caracteristicas mejoradas (Sonderegger y Sauer, 2003; Tamari
et al.,, 2016; Patifio, 2015; Zeng etal., 2017; Kuyper etal., 2005; Shen etal., 2012;
Scalcinati et al., 2012). Es una estrategia atractiva porque permite la obtencién de un
fenotipo deseado al promover la induccion de mutaciones en las cepas por presion
selectiva. Mutaciones espontaneas o inducidas han sido reportadas en algunos trabajos
realizados que muestran consumo de xilosa en cepas recombinantes de S. cerevisiae (Ni,
Laplaza, y Jeffries, 2007).

En este capitulo se describen las metodologias utilizadas, los resultados obtenidos y su
discusion, considerando la literatura cientifica disponible, con el fin de dar cumplimiento al
objetivo especifico de la investigacion respecto a realizar ingenieria evolutiva en la cepa
salvaje de Saccharomyces cerevisiae 202-3 y recombinantes usando xilosa como fuente

de carbono.

4.1 Materiales y métodos

4.1.1 Experimento de ingenieria evolutiva

Para el experimento de ingenieria evolutiva fueron seleccionadas las recombinantes
R2-MAPL y B2G-MAPL considerando que ésta ultima, con el silenciamiento completo del
gen GALS8O0, surgié a partir de la recombinante R2-MAPL. De esta manera se podia
comparar los resultados del proceso de evolucion en la cepa parental y en las
recombinantes, teniendo en cuenta que la parental 202-3 dio origen por ingenieria genética

a la recombinante R2-MAPL.

La cepa 202-3, la recombinante R2-MAPL vy la recombinante B2G-MAPL fueron crecidas

por separado en medio liquido YPX con una concentracion de xilosa de 20 g/L durante 144



114 Mejoramiento genético de una levadura Saccharomyces cerevisiae

horas. Transcurrido ese tiempo fueron tomadas células de levadura de cada uno de los
pre-indculos para realizar el inoculo inicial con una absorbancia a 600 nm de
aproximadamente 0,5. De cada una de las cepas, fueron realizados cultivos en triplicado.
Se realizaron medidas de crecimiento de biomasa en los tiempos 0, 96 y 144 horas. Se
tomaron alicuotas que fueron analizadas para determinar la obtencién de productos por
HPLC. A las 144 horas se realizé un nuevo in6culo con la muestra del triplicado que
present6 mayor crecimiento, seleccionada por la gue midié una mayor absorbancia. Este
proceso se realiz6 sucesivamente hasta el in6culo 8, completando en total 54 dias. En la

Figura 4-1 se representa esquematicamente el proceso de ingenieria evolutiva adaptativa.
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Figura 4-17 Diagrama experimento ingenieria evolutiva.

4.2 Resultados y discusion

4.2.1 Ingenieria evolutiva

La ingenieria evolutiva es una estrategia basada en el principio de seleccién y mutacion
natural para el mejoramiento de linajes permitiendo obtener cepas con caracteristicas
diferenciadas. El pre-indculo fue realizado en medio rico usando Unicamente la xilosa como
fuente de carbono, a pesar de que desde experimentos preliminares fue observado que la

cepa 202-3 mejora el consumo de esa pentosa cuando su pre-indculo es realizado en
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glucosa. Como en este experimento se buscaba realizar una presion selectiva a la cepa
para mejorar su fenotipo positivo en relacion con la xilosa, se creci6 la cepa en ese azucar
para iniciar el proceso de ingenieria evolutiva. El consumo inicial de xilosa por la cepa 202-
3 fue del 7 % (indculo 1) y al finalizar el in6culo 8 fue del 14%, mejorando en un 7% esa
habilidad de consumir la pentosa respecto al sustrato inicial de 20 g/L. En relacién con el
xilitol, la produccién aumentd al finalizar el proceso en 345%, es decir, 0,236 g/g en el

in6culo 1 a 1,050 g/g en el indculo 8.

Las cepas obtenidas en esta investigacion por ingenieria evolutiva adaptativa se describen
en la Tabla 4-1 con la nomenclatura utilizada para identificar las cepas de origen 202-3 y
recombinantes con la evolucion respectiva. Estas cepas aumentaron su capacidad de

consumo de xilosa como se muestra mas adelante en los gréaficos de crecimiento.

Tabla 4-1 7 Descripcion cepas obtenidas por evolucion adaptativa.

202-3-MA8 S cerevisia@02-3&ea? Este trabajo
R2MAPLS8 202-3, GAL80/gal8a XanMX&ea? Este trabajo
B2GMAPLS8 2023,31 f ynpnYYYLl ya&ea 3| f y Este trabajo
Nota: (a)evolucion adaptativa

En la Figura 4-2 (a) se muestran graficamente los resultados de la ingenieria evolutiva en
la cepa parental 202-3 desde el in6culo 1 al 8, respecto a la produccién de biomasa,
consumo de xilosa y produccion de xilitol. En la Figura 4-2 (b) se representan los resultados
de la ingenieria evolutiva en la cepa recombinante R2-MAPL desde el in6culo 1 al 8. El
consumo inicial de xilosa por la cepa R2-MAPL en este ensayo fue del 13% (inéculo 1) y
al finalizar, en el in6culo 8, fue del 20% mejorando el consumo en un 7% respecto a la
concentracion del sustrato inicial. En relacién con el xilitol, la produccién en el indculo 8
aumento6 en 196%, es decir, de 0,996 g/g en el in6culo 1 a 2,951 g/g en el dltimo. En la
Figura 4-2 (c) se grafican los resultados de la ingenieria evolutiva en la cepa recombinante
B2G-MAPL desde el indculo 1 hasta el in6culo 8. El consumo inicial de xilosa por la cepa
B2G-MAPL fue del 14% (in6culo 1) y en el in6culo 8 fue del 28%, mejorando en un 14%
respecto al sustrato inicial de 20 g/L de xilosa. En relacion con el xilitol, la produccion
aumentd en 337%, de 1,115 g/g en el inéculo 1 a 4,876 g/g en el in6culo 8. La cepa
B2G-MAPL es la que presentd las mejores condiciones de consumo del azucar, produccion

y rendimiento de xilitol (ver Anexo M).
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Figura 4-2 i Ingenieria evolutiva en la cepa parental y en las cepas recombinantes. a) cepa 202-3 inéculo 1,
cepa 202-3 in6culo 8 denominada 202-3-MA8, b) cepa R2-MAPL inéculo 1, cepa R2-MAPL in6culo 8
denominada R2-MAPLS, b) cepa B2G-MAPL inéculo 1, cepa B2G-MAPL in6culo 8 denominada B2G-MAPLS.

En la Figura 4-3 se compara con el diagrama de Pareto, los cambios ocurridos en la
biomasa, consumo de xilosa y rendimiento de xilitol para las cepas 202-3, R2-MAPL vy
B2G-MAPL parentales (para el inicio de la ingenieria evolutiva) con las cepas obtenidas al
finalizar la evolucién (in6culo 8). Se observan las diferencias significativas en el
rendimiento final de xilitol obtenido por las cepas modificadas por evolucién, como también
el incremento notable en el consumo de xilosa. El aumento en la biomasa también se
observa para las 3 cepas analizadas. Las barras de error representan la desviacion

estandar de los 3 ensayos repetidos.

La Figura 4-4 muestra una comparacién de la cepa parental 202-3 con la cepa
recombinante evolucionada B2G-MAPL8 en produccion de biomasa [g/L], consumo de
xilosa [g/L] y rendimiento de xilitol [g/g]. Esa representacion resume la mejora del fenotipo
alcanzado por la cepa parental 202-3 evolucionada a la cepa B2G-MAPL. La Figura 4-4
deja en clara evidencia que el abordaje utilizado permitié finalmente una mejora bastante
considerable en relacion con el consumo de xilosa de la cepa nativa 202-3, superior al
400 %. Por otra parte, se muestra que el rendimiento xilitol pasé de 0,170 g/g en la cepa

parental 202-3 a 0,869 g/g en la cepa evolucionada obtenida B2G-MAPL, lo que representa
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un incremento de mas del 500%. Por tanto, la cepa obtenida B2G-MAPL muestra un
potencial evidente para la obtencion industrial de xilitol implementando un proceso
biotecnoldgico adecuado. A pesar de que comercialmente el xilitol tiene un alto valor
agregado (del orden de USD$5 por kilogramo), si se quisiera convertir este producto
guimico en otro compuesto como el etanol, podria seguirse un abordaje en el que se
permitiera la sobreexpresion de una enzima xilosa deshidrogenasa y conducir ese flujo de

carbono hacia el etanol.

El trabajo con cepas nativas es bastante prometedor, asi como el abordaje seguido en este
proyecto de investigacion, pudiendo ser aplicado para la obtencién de otros productos
guimicos de muy alto valor agregado.

Comparacion de resultados de la ingenieria evolutiva en
las cepas 202-3, R2-MAPL y B2G-MAPL

Wl

202-3 202-3-MA8 R2-MAPL R2-MAPL8 B2G-MAPL B2G-MAPL8

M Biomasa [g/L] MXilosa[g/L] Xilitol [ g/g ]

Figura 4-3 1 Comparacion de resultados de ingenieria evolutiva sobre la cepa parental 202-3, recombinante
R2-MAPL y recombinante B2G-MAPL con relacién a produccion de biomasa [g/L], consumo de xilosa [g/L] y
rendimiento de xilitol [g/g].

Aunque la evidencia muestra que la xilosa puede inducir las actividades XR y XDH, o de
algunos de los genes implicados en el metabolismo de la xilosa, las actividades especificas
de estas enzimas son bajas en S. cerevisiae comparadas con otras levaduras como se
describe en el capitulo 1. En cambio, el silenciamiento del gen GAL8O0 si podria estar
habilitando la sobreexpresion del gen GCY1 que tiene una actividad xilosa reductasa
aumentando la produccion de xilitol como se muestra en la representacion de la ruta de

utilizacion de xilosa mostrada en la Figura 1-2.
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Comparacion de resultados Ingenieria evolutiva 202-3 y
B2G-MAPLS

T x
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Figura 4-4 i Comparacion de resultados de ingenieria evolutiva de la cepa parental 202-3 (inicial) y cepa
recombinante evolucionada B2G-MAPL (final) con relacion a produccién de biomasa, consumo de xilosa y
rendimiento de xilitol [g/g].

La acumulacién de xilitol en las cepas recombinantes de S. cerevisiae es una dificultad
para el aprovechamiento de xilosa para la produccion de etanol, asociado principalmente
por el desequilibrio redox entre la XR y enzimas XDH con diferente especificidad por las
coenzimas NADPH y NADH (Bruinenberg et al., 1984; Cadete et al., 2016; Hou, 2012).
Una propuesta preliminar de esta investigacion era obtener etanol a partir de xilosa, pero
el abordaje utilizado permitié conseguir el notable mejoramiento en el consumo de xilosa y
la produccién de xilitol. La produccién de xilitol de esta forma es muy atractiva porque
permitiria la utilizacion de la xilosa presente en los abundantes desechos agricolas,
agroforestales y otros recursos naturales renovables, abriendo una nueva perspectiva a la

produccion industrial de xilitol, la cual es costosa, de bajo rendimiento y dificil de obtener.

Este resultado de abundante produccién de xilitol tanto en la cepa parental y mayor ain
en las recombinantes podria estar relacionado a que la actividad xilosa reductasa se
favorece a lo largo del experimento de evolucion permitiendo una mayor produccién de
xilitol. En otras investigaciones que buscan el mejoramiento de la produccién de etanol por
cepas S. cerevisiae, se sugiere que el desbalance de los cofactores NADPH y NAD* es un
problema que favorece que el xilitol sea un producto abundante que no permite la
produccion de etanol (Kétter y Ciriacy, 1993). Sin embargo, para esta investigacion si fue
muy interesante alcanzar una elevada produccion de xilitol teniendo en cuenta que este es
un producto con un alto valor agregado a nivel comercial. El xilitol es un compuesto
ampliamente usado en las industrias alimenticia y médica, usado como un azlcar sustituto

para pacientes diabéticos (Zha et al., 2013). Su importante demanda se atribuye a su bajo
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contenido cal6rico, bajo indice glicémico y al hecho de no afectar el valor nutricional de los
alimentos (Espinoza-Acosta, 2020). Aunque existen microorganismos capaces de convertir
xilosa a xilitol, el rendimiento alcanzado por las cepas evolucionadas de S. cerevisiae
muestran su gran potencial de uso en la industria quimica con las ventajas que su uso

representa frente a otros procesos.

La cepa B2G-MAPLS8 fue obtenida a partir de diferentes procesos de mejoramiento de la
cepa parental 202-3 gue incluyeron el silenciamiento completo del gen GAL80 y el proceso
de ingenieria evolutiva, que dio como resultado consumo mejorado de xilosa en mas del
400 %, rendimiento mejorado de xilitol en mas de 500 % y produccién mejorada de xilitol
alas 144 h en poco menos del 2000 % respecto a la cepa parental 202-3, que de por si ya
presenta valores superiores a lo previamente reportado en la literatura cientifica. Para
llegar a este resultado se realizd la verificacion y confirmacién de la especie y de su
fenotipo positivo para xilosa, el silenciamiento completo del gen GAL80 que involucré

diferentes procesos de recombinacion y verificacion, y finalmente ingenieria evolutiva.

4.3 Conclusiones

La cepa parental 202-3 y las cepas recombinantes mejoraron su fenotipo en xilosa con la
utilizacion de la ingenieria evolutiva. Las cepas obtenidas del proceso de evolucién
presentaron una produccion de xilitol mayor que la cepa parental 0,373 g/g (202-3) con
valores de rendimientos de 0,736 g/g (R2-MAPL) y 0,869 g/g de xilosa (B2G-MAPL). La
cepa B2G-MAPL con el silenciamiento completo del gen GAL80 present6 el mejor perfil de
asimilacién en xilosa. En la Tabla 4-2 se presenta el resumen de resultados para las cepas
evolucionadas obtenidas después de 8 in6culos de 144 h cada uno, es decir, 54 dias

incluido los pre-indculos.

Tabla 4-2 7 Resumen de resultados mas significativos de las cepas obtenidas por evolucidon adaptativa.

2023 1,389 |7 0,236 0,170
202-3-MA8 2,812 | 14 1,050 0,373
R2MAPL 2,694 | 13 0,996 0,370
R2MAPLS8 4,012 |20 2,951 0,736
B2GMAPL 2,981 |14 1,115 0,374
B2GMAPLS8 5,613 | 28 4,876 0,869

B2GMAPLS8vs 202-3 404,2 % 1982,1 % 5112 %
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5, Concl usyomesomendaci ones

5.1 Conclusiones

La cepa de levadura 202-3 aislada en territorio colombiano fue confirmada como
perteneciente a la especie Saccharomyces cerevisiae. Esta confirmacion se realiz6
empleando iniciadores especificos para la identificacion de la especie y por la
secuenciacion de su region ITS, que por medio de un analisis de la secuencia consenso
mostré mas del 95% de similitud de esta regién respecto a otras S. cerevisiae reportadas

en la base de datos Blastn de NCBI.

Por medio de diferentes ensayos en los cuales la Unica fuente de carbono fue la xilosa, el
aislado natural de Saccharomyces cerevisiae 202-3 evidencié una capacidad innata de
metabolizar el azlcar xilosa con una produccién modesta del alcohol xilitol. En dicha cepa
se verificé la presencia de los genes putativos involucrados en la metabolizacién de la

xilosa en S. cerevisiae.

Mediante ingenieria genética se obtuvo exitosamente dos recombinantes de la cepa 202-3
con una copia del gen GALS8O silenciado (R1-MAPL y R2-MAPL) y otra recombinante con
el silenciamiento completo del mismo (B2G-MAPL). Estas cepas recombinantes muestran
un consumo mayor de xilosa, produciendo al mismo tiempo al menos 2 veces mas xilitol

gue la cepa parental salvaje.

Mediante ingenieria evolutiva, la cepa parental 202-3 y las cepas recombinantes
previamente obtenidas mejoraron su fenotipo en xilosa. Las cepas evolucionadas
obtenidas mostraron una produccion de xilitol mayor que las cepas parentales usadas
como indculo inicial asi: para la cepa 202-3-MAS8 el rendimiento de xilitol fue de 0,373 g/g,
mejor en 345%; para la cepa R2-MAPLS8 el rendimiento obtenido fue de 0,736 g/g, mejor
en 196%; y para la cepa B2G-MAPLS el rendimiento de xilitol fue de 0,869 g/g, mejor en
337% que la parental. La cepa B2G-MAPL con el silenciamiento completo del gen GAL80
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fue la que presento el mejor perfil de asimilacion en xilosa y produccion de xilitol, mejorando
en 404,2 % el consumo de xilosa respecto a la cepa parental, en 511.2 % el rendimiento
de xilitol y en 1982,1 % la produccion de ese polialcohol a las 144 horas.

De los resultados obtenidos se concluye finalmente que la combinacion de ingenieria
genética y evolutiva con el abordaje utilizado en esta investigacion para la levadura salvaje
202-3 mejoré considerablemente su fenotipo en la utilizacion de xilosa.

5.2 Recomendaciones y perspectivas

Se recomienda realizar una caracterizacion de la actividad enzimatica de las enzimas
enddgenas XR y XDH de la cepa 202-3. Esto permitira conocer la actividad de estas
enzimas involucradas en la metabolizacion de la xilosa y planear estrategias de

mejoramiento de esas actividades enzimaticas.

Dadas las caracteristicas de la cepa 202-3, se recomienda continuar con estrategias de
ingenieria genética y metabdlica de levaduras. El silenciamiento y sobreexpresion génica
en otros genes de interés permitiria no sélo mejorar el consumo de xilosa y produccion de
xilitol, sino también poder usar el microorganismo como plataforma en la obtencién de otros
productos de interés comercial, dado el conocimiento adquirido en la manipulacion de esta

levadura.

Dado que la cepa 202-3 es diploide se podria silenciar el gen de mating HO con el fin de
obtener células haploides que harian mas sencilla su manipulacibn en cuanto a

silenciamiento génico por la metodologia utilizada.

Considerando que la cepa 202-3 presenta rendimientos y productividades de etanol muy
altos en la presencia de glucosa, esta cepa nativa podria ser utilizada en la produccién

industrial de etanol de primera generacion.

Se recomienda realizar el silenciamiento del gen GAL80 en la cepa evolucionada
202-3MA8 para analizar un posible mejoramiento adicional en el consumo de xilosa y la

produccion de xilitol.

Se recomienda continuar con los trabajos de sobreexpresion adelantados en los
transportadores involucrados en la captacion de xilosa en S. cerevisiae y de genes

heterélogos que codifican para las enzimas con actividad xilitol deshidrogenasa y xilulosa
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guinasa. Estos trabajos fueron realizados en esta investigacion, pero no han sido
finalizados pues faltan procesos de verificacion que incluyen la sobreexpresion de los
genes transportadores HXT2, HXT7; el gen GCY1l que codifica para un glicerol
deshidrogenasa con actividad xilosa reductasa y el gen XYL2 que codifica para un xilitol
deshidrogenasa usando los propios genes de la cepa 202-3 y también de la cepa
CEN.PK2.

Se recomienda adelantar el abordaje de este trabajo realizando crecimientos en
biorreactores con condiciones controladas de oxigeno con el fin de analizar su relacién con
el consumo de xilosa u otras fuentes de carbono para la obtencion de productos de interés

de alto valor agregado.

Teniendo en cuenta los resultados fenotipicos de esta cepa, se podria estudiar la
aplicacion potencial del abordaje de este trabajo para el desarrollo y la obtencién de otros
productos de interés comercial como por ejemplo medicamentos, probiéticos (analizando
propiedades antifUngicas, antibacteriales, actividad antagonista contra patogenos

humanos, entre otros) y obtencién de enzimas entre otros.
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