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Resumen

La produccion eficiente y sustentable de biocombustibles a partir de material
lignocelulésico sigue siendo un area de intensa actividad investigativa en la cual S.
cerevisiae (Sc) continua siendo el organismo por excelencia que mas se emplea. En el
presente trabajo se construye el modelo metabdlico i1583Je2015 de una cepa mutante de
Sc que contiene el gen codificante de xilosa isomerasa, proteina de transporte de xilosa
proveniente de P. stipitis y el gen adhll de Z. mobilis, con el fin de evaluar su desempefio
en la produccién de etanol al utilizar como sustrato xilosa y glucosa. EI modelo contiene
1583 reacciones, 1228 metabolitos y 901 genes. La validacion del modelo se realizd
mediante la simulacién de datos experimentales usando FBA, delecion de genes 'y FVA. A
partir de las simulaciones realizadas con FBA se generaron estrategias en ingenieria
genética para mejorar la produccién de etanol, obteniendo que mediante la insercion de la
reaccion catalizada por la enzima GAPN, la produccion de etanol de la cepa mutante

aumenta aproximadamente en un 8%.
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Abstract

Nowadays, an efficient and sustainable production of biofuels from lignocellulosic material
is still an area of intense research; for this, Saccharomyces cerevisiae (Sc) maintains its
position as the most prominent organism for this purpose. This work evaluates the
development and performance of the genome-scale metabolic model i1583Je2015 of Sc
mutant strain which contains the xylose isomerase encoding gene, a transport protein from
P. stipitis and the adhll gen from Z. mobilis, in the use of xylose and glucose as carbon
source for ethanol production. The reconstructed metabolic model comprises 1583
reactions, 1228 metabolites, and 901 genes. The model was validated through simulation
of experimental data using FBA, gene knockout and FVA. Genetic Engineering strategies
aim at improving cell performance were generated by means of an FBA analysis. It was
observed that, the insertion of the GAPN-catalyzed reaction would render an increment of

8% in ethanol biosynthesis, using the recombinant organism.
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Introduccidén

La lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa y lignina) es una de las fuentes de carbono
renovable mas prometedora en la solucién de los problemas actuales de generaciéon de
energia (Eliasson, Hofmeyr, Pedler, & Hahn-Hagerdal, 2001; Yong-Su Jin, Alper, Yang, &
Stephanopoulos, 2005; Parachin, Bergdahl, van Niel, & Gorwa-Grauslund, 2011; Tejeda et
al., 2010). No obstante, a pesar de su gran potencial, el aprovechamiento exitoso de los
hidrolizados del material lignocelulésico como materia prima en procesos fermentativos se
ha visto reducido, principalmente, por las limitadas capacidades metabdlicas de los
organismos que simultaneamente pueden catabolizar hexosas (D-galactosa, D-manosa,
L-ramnosa, L-fructosa) y pentosas (D-xilosa, L-arabinosa) (Meinander, Boels, & Hahn-
Héagerdal, 1999; Parachin et al., 2011).

La xilosa es el segundo azucar de mayor contenido en el material lignoceluldsico después
de la glucosa. Este monosacérido es el segundo azicar mas abundante en la naturaleza,
después de la celulosa, y su utilizaciébn, como fuente alternativa para la obtencion de
energia, representa un reto para la industria biotecnolégica (Parachin et al., 2011).

Algunas levaduras fermentan xilosa para obtener etanol, entre ellas se encuentran Pichia
stipitis, Pachysolen tannophilus y Candida saeta; dado que estas levaduras tienen baja
tolerancia a altas concentraciones de etanol, los rendimientos de producto se ven
reducidos (Parachin et al., 2011; J.-P. Pitk&nen, Aristidou, Salusjarvi, Ruohonen, & Penttil&,
2003). Adicionalmente, estos organismos requieren ambientes microaerobios no
claramente especificados y son sensibles a inhibidores presentes en los hidrolizados de
lignocelulosa sintetizados durante el proceso de pretratamiento (acidos organicos y
derivados fendlicos) (Chu & Lee, 2007; Parachin et al., 2011). El pretratamiento fisico y/o
guimico para la remocién de estos contaminantes genera sobrecostos en el bioproceso
para la sintesis de etanol (Meinander et al., 1999).

De otra parte, Saccharomyces spp. s un microorganismo ideal para la produccion de
etanol a nivel industrial dado que presenta un alto rendimiento de producto y tolera altas
concentraciones de etanol; sin embargo, Saccharomyces tiene la limitacién de no poder
utilizar efectivamente xilosa como Unica fuente de carbono (Eliasson et al., 2001; Parachin
et al.,, 2011; J.-P. Pitkédnen et al., 2003). En este sentido, se han realizado diversos
esfuerzos a nivel molecular para transformar Saccharomyces cerevisiae de manera que
convierta eficientemente xilosa a etanol. De manera general, inicialmente se requiere la
expresion de genes heter6logos que le permitan convertir xilosa en xilulosa y mejoren el
consumo de xilulosa, dado que S. cerevisiae crece en este sustrato a una tasa maxima
diez veces menor que en glucosa (J.-P. Pitk&nen et al., 2003). En los ultimos afios, se han
integrado dos rutas diferentes al genoma de S. cerevisiae buscando facultarla para la
utilizacién de xilosa como fuente de carbono; primero, la ruta de 6xido/reduccién, la cual
utiliza la enzima xilosa reductasa (XR) y xilosa deshidrogenasa (XDH) obtenida
generalmente de Pichia stipitis para convertir xilosa en xilulosa, con xilitol como
intermediario (Parachin et al., 2011); segundo, la ruta de isomerizacion en la que xilosa es
convertida directamente a xilulosa por la accion de xilosa isomerasa (XI) (Parachin et al.,
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2011; J.-P. Pitkanen et al., 2003). En ambas rutas, la xilulosa entra a la ruta pentosa fosfato
para ser posteriormente metabolizada. A pesar de que la expresion de las enzimas XR y
XDH en S. cerevisiae ha sido exitosa, la velocidad de consumo de xilosa continta siendo
baja y el desbalance de los cofactores NADP* y NAD* generado en los primeros pasos de
la ruta (Hjersted, Henson, & Mahadevan, 2007; Parachin et al., 2011, J.-P. Pitkdnen et al.,
2003) aparentemente limita la conversion a etanol (Parachin et al., 2011; J.-P. Pitkanen et
al., 2003; van Maris et al., 2006).

Un reconocido grupo de investigacion en Colombia, adelanta un proyecto a nivel doctoral
relacionado con el mejoramiento genético de Saccharomyces cerevisiae para la
produccion de etanol, a partir de xilosa y glucosa como derivado de material
lignocelulésico. Como resultado parcial, se cuenta con una cepa mutante que incluye el
gen codificante de la enzima xilosa isomerasa (gen xylA codificante de la enzima xilosa
isomerasa procariota) y de proteina transportadora de xilosa provenientes de Pichia stipitis.
La cepa transformada también incluye el gen adhll, codificante de la enzima Alcohol
deshidrogenasa Il de Zymomonas mobilis, con esta modificacion se buscé redireccionar el
flujo del carbono hacia la generacion de etanol. Aunque de manera eficiente la cepa
consume glucosa y xilosa, presenta bajos rendimiento de etanol.

Las limitaciones en la capacidad metabdlica de un organismo, eventualmente pueden ser
identificadas mediante un analisis sistémico del metabolismo celular, basado
principalmente en el modelado y simulacion de procesos metabdlicos. El andlisis de flujo
metabodlico, MFA por sus siglas en inglés, ha surgido como la herramienta mas
ampliamente usada en la representacion y simulacién del metabolismo celular (Yong-Su
Jin & Jeffries, 2004; Stephanopoulos, 1999). A partir de su uso, es posible identificar la
distribucion de flujos metabdlicos al interior del ambiente celular y con base en él, generar
hipé6tesis de mejoramiento genético que pueden ser evaluadas experimentalmente.

Este trabajo de investigacion estuvo orientado a estudiar las limitaciones metabdlicas de
la cepa mutante de S. cerevisiae que emplea como fuente de carbono xilosa y glucosa
simultdneamente. En primera instancia, se desarrolla el modelo metabdlico i1583Je2015
de la cepa mutante de Saccharomyces cerevisiae, a partir de reportes de literatura y bases
de datos en linea (KEGG (Ogata et al., 1999), COPASI (Biocomplexity Institute of Virginia
Tech, University of Heidelberg, & University of Manchester, n.d.)), luego, empleando el
modelo se simulan diversos eventos de la actividad metabdlica de la cepa transformada,
con el objetivo de identificar limitaciones asociadas al catabolismo de glucosa y xilosa vy,
generar hipétesis de mejoramiento genético factibles de ser probadas experimentalmente.
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1.Capitulo 1 S. cerevisiae como biofabrica
para la produccion de etanol a partir de
material lignocelulésico

El indice de consumo energético muestra una fuerte tendencia al alza. Se proyecta que
entre el 2014 y el 2040 la demanda de energia se incrementard en un 37% (International
Energy Agency, 2014), lo que genera preocupacion mundial sobre como responder a este
aumento de manera sostenible, sin tener una alta dependencia de los combustibles fésiles,
gue son causantes del cambio climatico y que han desencadenado innumerables
consecuencias tanto ambientales, como econdmicas, sociales y politicas.

Realizar la transicibn de una economia basada en el petréleo, a una que explota el
potencial de energias alternativas como la biomasa, requiere solucionar retos tecnoldgicos,
ecoldgicos y de sostenibilidad (Arora, Behera, & Kumar, 2015; Khoo, 2015; Kumar, Singh,
Baskar, & Ramakrishna, 2015). La conversion de fuentes de biomasa a combustibles como
el bioetanol, ha ganado mucha importancia en los Ultimos afios; sin embargo, lograr que el
proceso sea sostenible aun requiere de estudios y desarrollo de tecnologias innovadoras
gue aumenten rendimientos y eficiencia (Choi, Lee, Jang, & Lee, 2014; Khoo, 2015; Kumar
et al., 2015).

El incremento del uso de biomasa como sustrato para la produccion de combustibles ha
generado un aumento en el numero de hectareas dedicadas a este proceso, lo cual genera
problemas en el ecosistema y mas aun, puede llegar a competir con el suministro de
alimentos en diferentes regiones del mundo. Para salvaguardar esta problematica, el
material lignoceluldsico, compuesto por celulosa, hemicelulosa y lignina, representa una
de las alternativas mas atractivas en la generacion de energia renovable. Esta linea de
trabajo, sigue teniendo una intensa actividad investigativa ya que su tecnologia se
encuentra aun en desarrollo (Wei, Oh, Million, Cate, & Jin, 2015; Zhao et al., 2011).

Uno de los topicos de trabajo mas dinamicos en el area, ha sido el buscar alternativas de
solucién al problema de limitaciones de tipo fisiologico que algunos microorganismos
poseen, mediante mejoramiento genético, buscando aprovechar el gran contenido de
sustratos que el material lignocelulésico posee. Especificamente, se viene trabajando en
generar cepas modificadas de S. cerevisiae que puedan utilizar xilosa para producir
eficientemente etanol; contrario a lo que ocurre con diversas levaduras que fermentan
xilosa, S. cerevisiae produce altas concentraciones de etanol a partir de glucosa y puede
soportar concentraciones elevadas antes de ser inhibida (Moon, Lewis Liu, Ma, & Slininger,
2013; Rozanov, Kotenko, Akberdin, & Peltek, 2015; Sakihama, Hasunuma, & Kondo,
2015), lo que la perfila como el organismo mas prometedor para ser empleado en la
produccion de biocombustibles a partir de material lignocelulésico. Levaduras como
Candida intermedia, Pichia stipitis y Arabidopsis thaliana pueden ser inhibidas por
productos generados en la hidrélisis del material lignocelulésico o por concentraciones
altas de etanol, provocando bajos rendimientos de producto y costos de operacion mas
elevados (Akinori Matsushika, Inoue, Kodaki, & Sawayama, 2009; Sedlak & Ho, 2004).
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S. cerevisiae exhibe una alta tolerancia a sustancias inhibidoras como los derivados del
furano, acidos débiles y fenoles, presentes en los hidrolizados de material lignocelulésico
y es capaz de crecer a pH bajos, lo que minimiza el riesgo de contaminacion y disminuye
los costos asociados a procesos de esterilizacion a escala industrial (Hohenschuh, Hector,
& Murthy, 2015). Sin embargo, la levadura no metaboliza eficientemente azlcares de cinco
carbonos como xilosa, ya que a pesar de poseer una ruta metabodlica especifica para
metaboliza xilosa, los genes involucrados presentan un nivel de expresion bajo, (Young,
Lee, & Alper, 2010) ocasionando que el crecimiento de la levadura en xilosa como Unica
fuente de carbono no se vea favorecido (Eliasson et al., 2001; Parachin et al., 2011; J.-P.
Pitkanen et al., 2003; Young et al., 2010). Para que la produccion de bioetanol a partir de
material lignocelulésico sea econdmicamente viable, se requiere que la levadura pueda
emplear todos los azlcares presentes en el hidrolizado como fuente de carbono
(Hohenschuh et al., 2015; J.-P. Pitkdnen et al., 2003; Shin et al., 2015; Stephanopoulos,
2007; Walfridsson, Hallborn, Penttila, Kerdanen, & Hahn-Héagerdal, 1995; Wasylenko &
Stephanopoulos, 2015)

1.1 Metabolismo de S. cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es indudablemente el organismo eucariota mejor estudiado; su
genoma fue el primer genoma eucariotico en ser totalmente secuenciado a finales de los
noventa. (Bro, Birgitte, Forster, & Nielsen, 2006; Chu & Lee, 2007; Gofieau, Barrell, Bussey,
& Davis, 1996; Ostergaard, Olsson, & Nielsen, 2000; Wills, 1990). S. cerevisiae es una
importante biofabrica que se emplea para la produccion biotecnolégica de alimentos,
cerveza, vino, nutracéuticos, farmacéuticos, quimicos y combustibles (Cherry et al., 1997,
Osterlund, Nookaew, & Nielsen, 2012; van Gulik & Heijnen, 1995; Wasylenko &
Stephanopoulos, 2015). También sirve como organismo modelo para entender cémo
funciona la célula eucaridtica, inclusive de organismos superiores como el ser humano,
dado que a nivel gendmico comparten ciertas caracteristicas (Bro, Birgitte, et al., 2006;
Gofieau et al., 1996).

El etanol es uno de los productos de mayor importancia biotecnolégica, derivado
directamente del metabolismo central de la levadura (Jochen Forster, Famili, & Fu, 2003;
Meinander et al., 1999; Ostergaard et al., 2000). La produccién industrial de etanol a
partir de S. cerevisiae se realiza utilizando azlcares fermentables como la glucosa en un
medio anaerobio. Este proceso presenta un alto rendimiento de producto debido a que
el microorganismo tolera altas concentraciones de etanol y de inhibidores presentes en los
hidrolizados de las materias primas (Parachin et al., 2011; J.-P. Pitkédnen et al., 2003;
Wasylenko & Stephanopoulos, 2015). A nivel tedrico, S. cerevisiae bajo condiciones de
anaerobiosis y empleando glucosa como fuente de carbono, convierte el 93% en etanol y
el 7% restante lo emplea para la produccion de biomasa (Kurylenko et al., 2016).
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En la Figura 1 se observan los diferentes sustratos que la levadura puede emplear como
fuente de carbono para la produccion de etanol.
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Figura 1 Metabolismo de los azlcares para la produccion de etanol (Nookaew et al.,
2008)

1.1.1 Metabolismo de hexosas: Principales rutas

Respiracion y fermentacion

La principal fuente de energia de esta levadura es la glucosa y la ruta de asimilacion del
azlcar comienza con la glicdlisis. En esta ruta la glucosa se convierte en piruvato y la
energia producida en forma de ATP, se acopla con la generacion de intermediarios
metabdlicos y poder reductor en la forma de NADH en las rutas de biosintesis (Feldmann,
2012; Kricka, Fitzpatrick, & Bond, 2015).

El piruvato puede ser empleado para realizar actividades de respiracion y fermentacion.
En respiracion (con presencia de oxigeno), el piruvato entra a la matriz mitocondrial donde
el complejo enzimético piruvato descarboxilasa, lo descarboxila a acetil-CoA. Esta reaccion
articula la glicélisis con el ciclo del &cido citrico, ruta en la que el acetil-CoA es oxidado
completamente para generar dos moléculas de dioxido de carbono y equivalente
reductores en la forma de NADH y FADH,. Es importante aclarar que el ciclo del acido
citrico es una ruta anfibdlica, es decir, combina funciones tanto catabdlicas como
anabdlicas. Algunos de los metabolitos finales de esta ruta, se forman a partir de la
produccion de intermediarios en las rutas de sintesis de aminoacidos y nucleoétidos. La
renovacion de los metabolitos requeridos para que se dé el ciclo del acido citrico, como el
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oxaloacetato y a-cetoglutarato, se hace a través de la fijacion de dioxido de carbono al
piruvato por la acciébn de las enzimas piruvato carboxilasa, y fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa, y por medio del ciclo del glioxilato, el cual es importante cuando la levadura
crece con dos fuentes de carbono como acetato y etanol (Feldmann, 2012; Kricka et al.,
2015).

Durante la fermentacion, la levadura re-oxida NADH a NAD* en el proceso de
descarboxilacién de piruvato hasta etanol, empleando dos reacciones: primero la
catalizada por piruvato descarboxilasa para convertir piruvato a acetaldehido, seguido de
la reduccion de acetaldehido a etanol, mediado por la enzima alcohol deshidrogenasa. De
esta manera, los aceptores de los electrones transportados por la cadena de electrones
durante el proceso fermentativo son metabolitos intermediarios. La regeneracion del NAD*
se requiere para mantener el balance redox y permitir que la glicllisis siga activa
(Feldmann, 2012; Kricka et al., 2015).

Ciclo de la pentosa fosfato

Conocida también como la ruta hexosa monofosfato. Esta ruta provee a la célula de
azucares de cinco carbonos y NADPH citosolico, necesarios para las reacciones
biosintéticas como la produccién de acidos grasos y aminoacidos. En esta ruta metabdlica
se forma ribosa, la cual se emplea para la biosintesis de precursores de acidos nucleicos
y coenzimas. EI NAD* y FAD, se reducen durante la ruptura de azlcares en NADH vy
FADH,, respectivamente, y son reoxidados en la cadena transportadora de electrones
localizada en el interior de la membrana mitocontrial. La energia liberada durante la
transferencia de electrones se relaciona con el proceso de la fosforilacion oxidativa
(Feldmann, 2012; Kricka et al., 2015).

La ruta de la pentosa fosfato tiene dos fases oxidativa y no oxidativa. En la fase oxidativa,
compuesta por reacciones irreversibles, a partir de glucosa-6-fosfato se obtiene ribulosa-
5-fosfato y dos moléculas de NADPH y en la fase no oxidativa, compuesta por reacciones
reversibles, se emplean tres moléculas de ribulosa-5-fosfato para formar gliceraldehido-3-
fosfato y dos moléculas de Fructosa-6-fosfato (Kruger & von Schaewen, 2003).

1.2 Metabolismo de otros azlUcares: xilosa

La xilosa puede ser metabolizada via fermentativa usando bacterias, levaduras y
hongos filamentosos (Hinman, Wright, Hoagland, & Wyman, 1989; Akinori Matsushika
et al., 2009). En bacterias y algunas levaduras como Pyromices sp. y Orpinomyces sp
(Wasylenko & Stephanopoulos, 2015; Weyda, Lubeck, Ahring, & Liibeck, 2014), el primer
paso luego del consumo de xilosa es su isomerizacion a xilulosa utilizando la enzima
xilulosa isomerasa (XI) (ver Figura 2).
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Figura 2 Ruta de consumo de xilosa en hongos y bacterias. Adaptada de (Akinori
Matsushika et al., 2009)

En la mayoria de hongos filamentosos y levaduras fermentadoras de xilosa como Pichia
stipitis, Candida shehatae y Pachysolen tannophilus, la xilosa es reducida inicialmente a
xilitol mediante XR, enzima que puede emplear tanto NADH como NADPH,;
posteriormente, el xilitol es oxidado a xilulosa mediante la enzima xilulosa deshidrogenasa
(XDH) dependiente de NAD+ (Karhumaa, Garcia Sanchez, Hahn-Hagerdal, & Gorwa-
Grauslund, 2007; Weyda et al., 2014). Finalmente, la xiluloquinasa fosforila la xilulosa
en xilulosa-5-fosfato, que luego es metabolizada a través de la via pentosa fosfato (ver
). Esta reaccion requiere de ATP, lo cual ocasiona que la velocidad de reaccion
dependa de la carga energética y del potencial de fosforilacién de la célula. Aunque S.
cerevisiae no puede utilizar xilosa, los genes que codifican para XR (GRE3) (Traff,
Jonsson, & Hahn-Hagerdal, 2002), XDH (YLRO70c, ScXYL2) y XK (XKS1) estan
presentes en su genoma; sin embargo, los niveles de expresion de estos genes son muy
bajos para que puedan dar lugar a una actividad metabdlica que permita utilizar la xilosa
de manera eficiente (Hahn-Hégerdal et al., 2001; J.-P. Pitkanen et al., 2003). En el estudio
de Toivari et al.,, (2004) se observé que, en un medio con glucosa y xilosa, al
sobreexpresar los genes que codifican para XR, XDH y XK en una cepa de S. cerevisiae
se presenta una reduccion en la velocidad especifica de crecimiento y una acumulacion de
xilitol (Toivari, Salusjarvi, Ruohonen, & Penttila, 2004).
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Existen tres etapas reaccionantes que son consideradas como controlantes del proceso
de fermentacion con S. Cerevisiae usando xilosa como sustrato. La primera de ellas es
la conversién de xilosa a xilulosa. Para que el carbono presente en la xilosa llegue a la
ruta pentosa fosfato, luego a glicdlisis y finalmente se produzca etanol, debe convertirse
primero en xilulosa. Para ello se han estudiado dos alternativas, la primera es el uso
de las enzimas XR (Xilosa reductasa) y XDH (Xilitol deshidrogenasa) de levaduras y la
segunda es la enzima Xl (Xilosa isomerasa) de origen procariote o eucariote. Las
enzimas XR y XDH desencadenan un desbalance de los cofactores NADH y NADPH que
la célula no es capaz de compensar, dando lugar a la acumulacion de xilitol debido a la
dificultad para regenerar la forma oxidada del transportador NAD+ (Chu & Lee, 2007,
Akinori Matsushika et al., 2009; Parachin et al., 2011; J.-P. Pitkdnen et al., 2003). La
enzima Xl no afecta el balance redox de la célula; sin embargo, los estudios iniciales de
su aplicacion no generaron resultados positivos, principalmente debido al caracter inactivo
de la proteina obtenida. El descubrimiento de la enzima X| asociada a nuevas bacterias
como C. phytofermentans, Burkholderia cenocepacia y levaduras como Piromyces sp. E2
han generado un nuevo interés en el uso de esta alternativa (Brat, Boles, & Wiedemann,
2009a; Kuyper et al., 2005; Vilela et al., 2015; Wasylenko & Stephanopoulos, 2015).

La segunda limitante son las enzimas que participan en la ruta no oxidativa de la pentosa
fosfato, especificamente, transcetolasa (TKL) y transaldolasa (TAL). Esta ruta es la Unica
entrada por la cual la xilulosa llega a la glicélisis, sin embargo, en S. cerevisiae el flux de
carbono es insuficiente comparado con otras especies, lo que genera una acumulacién de
metabolitos y bajos rendimientos de fermentacion cuando se emplea xilosa como sustrato.
(Chu & Lee, 2007; Akinori Matsushika et al., 2009).

Finalmente, la etapa mas critica en el uso de xilosa como sustrato es su asimilacion, dado
gue la levadura carece de transportadores especificos de xilosa. S. cerevisiae usa los
transportadores de hexosas para transportar xilosa al interior de la célula, usando un
mecanismo de difusion facilitada. El transporte de xilosa es inhibido competitivamente por
glucosa, provocando que en un medio con glucosa y xilosa, S. cerevisiae presente un
crecimiento diauxico al metabolizar xilosa luego que la glucosa haya sido consumida
(Akinori Matsushika et al., 2009; Sedlak & Ho, 2004).

1.2.1 Transporte de xilosa

S. cerevisiae crece débilmente en presencia de xilosa como Unica fuente de carbono y
bajo condiciones anaerdbicas (Attfield & Bell, 2006; Chu & Lee, 2007; Toivari et al., 2004).

El primer paso en la fermentacion de xilosa, es su transporte a través de la membrana
plasmatica. En su estructura, esta membrana posee enzimas permeasas que permiten el
paso de hexosas y pentosas mediante un mecanismo de difusion facilitada; estos



Capitulo 1. S. cerevisiae como biofabrica para la produccién de etanol a partir de 28
material lignocelulésico

transportadores presentan constantes de afinidad mas altos por glucosa que por xilosa
(Hahn-Hagerdal et al., 2001).

La mayoria de las levaduras que fermentan xilosa tienen al menos dos sistemas de
transporte de xilosa cinéticamente diferentes. El transporte de baja afinidad, que
generalmente es utilizado para analogos estructurales de la glucosa, mientras que el
transporte de alta afinidad es especifico para xilosa. EI mecanismo de simporte de
protones con alta afinidad por xilosa, usa la diferencia en la concentracion de protones
como fuerza motriz. Por otra parte, los sistemas de transporte de baja afinidad, transportan
xilosa por difusién facilitada utilizando un gradiente de concentracion como fuerza motriz
(Buttner & Sauer, 2000; Chu & Lee, 2007; Hahn-Héagerdal et al., 2001; Hamacher, Becker,
Gérdonyi, Hahn-Hagerdal, & Boles, 2002).

El sistema de transporte de hexosas de S. cerevisiae se da por difusién facilitada. La
difusion facilitada de xilosa en S. cerevisiae ocurre a través de los transportadores de
hexosas, es decir, no existe un mecanismos de transporte especifico para este aztcar (Chu
& Lee, 2007). Este sistema de transporte de azlcares esta compuesto por una familia de
18 genes llamados HXT (Transportadores de hexosas) (Chu & Lee, 2007; Hamacher et al.,
2002).

La familia HXT estd formada por genes cuyos productos de expresion presentan alta,
moderada y baja afinidad por la glucosa y se activan bajo condiciones de alta, moderada y
baja concentracion de glucosa, respectivamente (Chu & Lee, 2007; W.-J. Lee, Kim, Ryu,
Bisson, & Seo, 2002; Sedlak & Ho, 2004)

Los transportadores HXT de alta y baja afinidad tienen valores de Km para xilosa de
aproximadamente 137-190 mM y 1.5M, respectivamente. Estos valores tan altos indican
gue el consumo de xilosa mediado por estos transportadores es significativamente menos
eficiente comparado con el de glucosa (Chu & Lee, 2007; Hamacher et al., 2002).

Dado que el transporte de xilosa es significativamente menos eficiente cuando se compara
con el transporte de glucosa mediado por la familia de transportadores HXT, (Hamacher et
al., 2002; Vilela et al., 2015), se han desarrollado varias estrategias para solventar este
problema; el enfoque principal es el aislamiento de transportadores heter6logos de azucar
con buenas propiedades de transporte de xilosa. Sin embargo, hasta el momento se han
caracterizado pocos transportadores heterélogos en S. cerevisiae; recientemente se ha
comprobado que de los 34 trasportadores heter6logos conocidos de siete organismos
diferentes, solo la mitad de las permeasas expresadas permiten un uso significativo de
xilosa (Chu & Lee, 2007; de Sales et al., 2015).

P. stipitis ha sido por excelencia la fuente principal de genes para el uso de xilosa en cepas
modificadas de S. cerevisiae, no solo de genes para llevar xilosa a xilulosa sino también
para el transporte intermembranal. Hasta ahora 15 transportadores de monosacaridos de
este microorganismo han sido identificados y analizados en S. cerevisiae, entre ellos se
encuentran transportadores de hexosas como SUT1-SUT4, y se han identificado genes
con carcter putativo que codifican para transportadores como XUT1-XUT7, AUT1, HGT2,
RGT2 y STL1. A pesar de que el uso de estas proteinas ha mostrado un transporte
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favorable de xilosa, aln se requieren mas estudios que permitan la caracterizacion de
nuevos transportadores de xilosa y un mejor conocimiento de los procesos de
transformacion efectiva de cepas de S. cerevisiae, facultdndolas para el transporte y
asimilacién de pentosas (de Sales et al., 2015).

1.2.2 Conversion de xilosa a xilulosa

S. cerevisiae puede metabolizar efectivamente xilulosa; asi, la conversion de xilosa a
xilulosa es una etapa de suma importancia para la produccién de etanol. Actualmente se
tiene conocimiento de dos alternativas para inducir la conversion de xilosa a xilulosa, el
uso de las enzimas XR y XDH o la enzima Xl. Ambas alternativas presentan ventajas y
desventajas.

El uso de las enzimas XR y XDH en cepas modificadas, genera un desbalance de
cofactores que para muchos autores constituye la etapa controlante en el proceso de
fermentacién de xilosa usando organismos (levaduras) genéticamente modificados (Chu
& Lee, 2007; J.-P. Pitkénen et al., 2003). Ante la dificultad de la célula de regenerar la
forma oxidada del transportador NAD+, esta experimenta un desbalance energético serio
en la ruta metabdlica oxido-reductiva que no es capaz de compensar, dando lugar a la
acumulacién de xilitol (J.-P. Pitkénen et al., 2003).

En levaduras que fermentan naturalmente xilosa y que consumen el azticar empleando la
ruta XR y XDH, no se presenta desbalance de cofactores bajo condiciones aerobias
(Hector, Qureshi, Hughes, & Cotta, 2008), pero bajo condiciones de oxigeno limitado el
desbalance aparece. En ausencia de O, como aceptor de electrones, el NADPH puede ser
regenerado via fructosa-6-fosfato en la ruta pentosa fosfato, y el NADP+ es usado por las
enzimas isocitrato deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, lo que ocasiona que se
minimice la acumulacion de NADP+ (Matsushika et al., 2009; Nissen, Anderlund, Nielsen,
Villadsen, & Kielland-Brandt, 2001). Sin embargo, las bajas cantidades de NAD+ son
recicladas para la reaccion catalizada por XDH, lo cual trae como consecuencia que haya
mas disponibilidad de NADPH con respecto a NAD+ para las enzimas XR y XDH,
respectivamente.

P. stipitis es Unica entre las levaduras que metabolizan xilosa, dado que bajo condiciones
microaerobias puede fermentar Xilosa sin que se produzca el desbalance de cofactores;
esta facultad especifica de P. stipitis se debe a la propiedad de su enzima xilosa reductasa
de utilizar indistintamente NADH y NADPH (Hector et al., 2008; Skoog & Hahn-Hégerdal,
1990).

Levaduras como Candida tropicalis y Candida guillermondii, acumulan grandes cantidades
de xilitol debido al desbalance de cofactores (Lin et al., 2010). Guo, (2006) observé que
Candida maltosa acumula xilitol cuando se encuentra en un medio con condiciones
limitadas de oxigeno y altas concentraciones de xilosa (280 g/L). Aunque la enzima XR de
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Candida maltosa es exclusivamente dependiente de NADPH, se detecté que XDH utiliza
NADP+. Ademas, se encontré que Candida maltosa presenta caracteristicas metabdlicas
similares a las de S. cerevisiae para fermentar glucosa y obtener etanol bajo condiciones
aerobias; este gran potencial metabodlico convierte a esta especie en candidata para
estudios de produccion de etanol a escala industrial, (Lin et al., 2010).

En S. cerevisiae, la enzima xilosa reductasa es especifica para NADPH, mas que para
NADH. La afinidad de esta enzima por xilosa presenta un Km de 14.8-27.9 mM (Ford
& Ellis, 2001; Jeong, Sopher, Kim, & Lee, 2001) valor muy similar a otras XR de levaduras
como P. tannophilus CBS 4044 (Km igual a 14mM). Aunque la afinidad de XR de S.
cerevisiae es similar a la de otras levaduras, no es claro sila xilosa induce la expresiéon
de XR 0 si es reconocida por S. cerevisiae como un sustrato potencial (Yong-Su Jin &
Jeffries, 2004, Akinori Matsushika et al., 2009; J.-P. Pitkénen et al., 2003). La enzima xilitol
deshidrogenasa (XDH), requiere como cofactor especifico el NAD+. Las constantes
cinéticas aparentes de XDH son Km (xilitol)=25 mM, Km(NAD+)=240 pM, Km
(xilulosa)=1.1mM y Km NADH=55 yM (Hamacher et al., 2002; Akinori Matsushika et al.,
2009). Estas constantes cinéticas sugieren que la reaccion favorecida por la enzima es
la reduccion de xilulosa a xilitol, lo cual podria no soportar un alto flujo de xilosa a través
del metabolismo central de carbono evitando que se alcance altas concentraciones de
etanol (Akinori Matsushika et al., 2009).

Saleh et al (2006) construyd una cepa recombinante de S. cerevisiae la cual expresa la
enzima XDH y XR (especifica para el cofactor NADH) de P. stipitis. La especificidad del
cofactor de la enzima XR fue dirigida hacia NADH para aliviar el desbalance de
cofactores, utilizando mutagénesis dirigida. Los resultados mostraron que la cepa
modificada fue capaz de fermentar la xilosa a etanol en un cultivo batch bajo condiciones
anaerdbicas y la cepa mutante R276H, produjo un maximo de 5.94g/l de etanol cuando el
medio de cultivo contiene xilosa al 1.5% y glucosa al 0.5% (Akinori Matsushika et al.,
2009; Saleh, Watanabe, Annaluru, Kodaki, & Makino, 2006).

El estudio de Lee et al (2012) emplea la cepa de S. cerevisiae D452-2 fue transformada
para sobre-expresar los genes de P. stipitis que codifican para la XR que presenta mayor
afinidad por NADH (XRMYT) y la XDH dependiente de NAD+ y la xiluloguinasa endégena
(XK). A nivel in vitro se confirmé la expresion funcional de XRM'T, XDH y XK. Esta
transformacién permitié que en un medio de cultivo microaerobio la acumulacion de xilitol
disminuyera y en consecuencia la produccion de etanol aumentara (S.-H. Lee, Kodaki,
Park, & Seo, 2012).

El desbalance de cofactores ocasionado al emplear las enzimas XR y XDH genera un
aumento en la produccion de xilitol y por ende una disminucién en la produccion de etanol
en cepas modificadas de S. cerevisiae. Este aspecto es comun para la mayoria de
levaduras fermentadoras de xilosa, excepto en algunas como Pichia stipitis y Pachysolen
tannophilus en donde la XR bajo condiciones anaerobias presenta una especificidad por el
cofactor NADH, lo que evita el desbalance. Aparentemente S. cerevisiae no posee los
mecanismos de regulacion presentes en Pichia stipitis para evitar que el desbalance se
presente. Sin embargo, la alta produccién de xilitol en cepas genéticamente modificadas
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de S. cerevisiae no esté asociada exclusivamente al desbalance de cofactores, ya que en
Pichia stipitis no se forman altas concentraciones de xilitol al fermentar xilosa, generando
un interrogante adicional acerca de como este microorganismo metaboliza xilosa.

Lo anterior, deja ver el limitado alcance que a la fecha se tiene sobre las posibles
estrategias que se deben emplear para sobrellevar el desbalance de cofactores, ya que a
pesar de que se han empleado diversas metodologias, como alterar la afinidad de la XR o
XDH a los cofactores o regular el metabolismo de los cofactores para balancear el reciclo
de cofactores y disminuir la formacion de xilitol, no siempre se ha logrado alcanzar una
produccion eficiente de etanol a partir de xilosa; de esta manera, el desbalance de
cofactores no es la Unica limitacion que existe en la ruta de la XR y XDH (Stefan Krahulec
et al., 2010; Zha, Shen, Hu, Song, & Yuan, 2014) o P. stipitis posee mecanismos que aun
no se conocen y que compensan el desbalance ocasionado por las enzimas XR y XDH.

Con respecto a la insercion de la enzima Xl de bacterias y hongos para solucionar las
consecuencias generadas por el desbalance de cofactores en S. cerevisiae, los resultados
no han sido contundentes ya que cuando los genes heterdlogos que codifican para la xilosa
isomerasa son expresados en S. cerevisiae, las proteinas sintetizadas no se pliegan
correctamente (S Krahulec, Klimacek, & Nidetzky, 2009; Verho, Putkonen, Londesborough,
Penttila, & Richard, 2004; Wasylenko, 2014).

La expresiéon de los genes heterélogos de Actinoplanes missouriensis y Clostridium
thermosulfurogenes en S. cerevisiae genera proteinas inactivas. La expresion del gen
heterdlogo xylA de E. coli, Bacillus subtilis y Streptomyces rubiginosus en S. cerevisiae
sintetiza proteinas insolubles que son cataliticamente inactivas (Brat, Boles, & Wiedemann,
2009b; Wasylenko, 2014).

La primera Xl funcional expresada en S. cerevisiae provino de Thermus thermophilus
(Walfridsson et al., 1996). Esta enzima requiere de temperaturas de aproximadamente
85°C para alcanzar su maxima actividad, por lo que los rendimientos relacionados con la
fermentacion de la xilosa fueron bajos dado que la levadura no crece bajo esas condiciones
de temperatura.

Por otra parte, se han desarrollado estudios con los genes Xl de los hongos Piromyces y
Orpinomyce (Madhavan et al., 2009) que aunque se ha logrado su expresién de manera
funcional a niveles altos en S. cerevisiae, la velocidad de crecimiento y formacion de
etanol es baja (Brat et al., 2009b; Wasylenko, 2014).

En el estudio de Kuyper et al (2005) se emplea una cepa mutante que expresa la xilosa
isomerasa del hongo Piromyces sp. E2 y se sobre-expresan los genes de todas las enzimas
involucradas en la conversion de xilulosa a los intermediarios de la ruta de la glicélisis. Las
enzimas sobre-expresadas fueron la xiluloquinasa, ribulosa-5-fosfato isomersa, ribulosa-5-
fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa. Adicionalmente se eliminé el gen GRE3
gue codifica para la aldosa reductasa con el objetivo de disminuir la produccion de xilitol.
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Se observé que la cepa crece anaerdObicamente en xilosa, y no se detecta formacién de
xilulosa ni xilitol (Kuyper et al., 2005).

Por lo tanto, a pesar de que se ha expresado correctamente la XI de levaduras y bacterias,
la proteina recombinante no se pliega correctamente (Kim, Park, Jin, & Seo, 2013a) o no
se alcanzan velocidades de crecimiento y formacion de etanol requeridas para que la cepa
pueda ser empleada a nivel industrial. El uso de técnicas como la optimizacion de codones
constituye otra alternativa en evaluacién (Kim et al., 2013a); esta se lleva a cabo
cambiando los codones originales de los genes heterdlogos por aquellos genes que
tienen una alta expresién en S. cerevisiae como pueden ser los genes que hacen parte
de la ruta de la glicélisis (Kim et al., 2013a).

Comparando las dos estrategias antes mencionadas, no se puede afirmar que hay una
mejor que otra, porque en ambas se observa que aln existen barreras que se deben
solventar para que la conversion de xilosa a xilulosa sea exitosa y no genere
repercusiones a nivel energético en la célula. Empleando las enzimas XR y XDH, el
consumo y produccion de etanol es mayor que empleando la XI, pero hay produccién
de xilitol que es un producto que disminuye la cantidad de etanol que se forma y se
presenta el desbalance de cofactores.

No obstante, se requieren més estudios dirigidos a entender el papel del oxigeno
cuando se emplea la ruta XR y XDH; se ha observado que el desbalance de cofactores
puede verse disminuido al controlar la cantidad de oxigeno en el medio. Entre las
estrategias que pueden emplearse, se encuentra el uso de modelos metabdlicos que
mediante simulaciones permitan evaluar el papel del oxigeno, como factor controlante
del desbalance de cofactores. Con respecto a la enzima Xl, es recomendable realizar
un estudio sistémico que permita evaluar la variabilidad de los fluxes intracelulares
de las rutas metabdlicas mas representativas que participan en la asimilacién de la
xilosa para la formacién de etanol, con el fin de identificar puntos de bifurcacion vy re-
direccionamiento del flux de carbono, originalmente dirigido a la sintesis de producto.

1.2.3 Enzimas de la ruta no oxidativa de la pentosa fosfato

En los estudios de (Fiaux et al., 2003; KUYPER et al., 2005a; Akinori Matsushika et al.,
2009; Rozanov et al., 2015).se ha encontrado que en las cepas de S. cerevisiae con
mutaciones para emplear xilosa como sustrato, el flux de carbono a través de la ruta
pentosa fosfato, comparado con el de otras levaduras como P. stipitis, es insuficiente y
causa la acumulacion de metabolitos en la ruta de la pentosa fosfato, disminuyendo la
fermentacion de xilulosa

Se ha encontrado que las enzimas transcetolasa (TKL) y transaldolasa (TAL), limitan la
fermentacién de la xilosa, ya que participan en la acumulacion del intermediario
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seudoheptulosa-7-fosfato de la via pentosa fosfato durante la fermentacion de xilulosa
(Chu & Lee, 2007; Akinori Matsushika et al., 2009). La transcetolasa cataliza la conversion
de xilulosa-5-fosfato y ribosa-5-fosfato a seudoheptulosa-7-fosfato y gliceraldehido-3-
fosfato, mientras que la transaldolasa cataliza la conversion de seudoheptulosa-7-fosfato
a gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y de fructosa-6-fosfato (F6P) a eritrosa-5-fosfato. Los
intermediarios GAP y F6P se encuentran presentes tanto en la ruta de la pentosa fosfato
como en la glicdlisis, y la no formacion de alguno de los dos puede generar una
fermentacion ineficiente de xilosa (Chu & Lee, 2007; Akinori Matsushika et al., 2009).

Para evitar que estas enzimas dificulten la fermentacién de xilosa, se han disefiado
diversas estrategias que comprenden la sobreexpresion de los genes TAL1 y/o TKL1 de
S. cerevisiae.

En las publicaciones relacionadas con la sobreexpresion del gen TAL1 de S. cerevisiae
se han encontrado resultados inconsistentes. En el estudio de Walfridsson et al, (1995)
en el cual XYL1 y XYL2 de Pichia stipitis CBS6054 (genes que codifican para la sintesis
de XR y XDH respectivamente), fueron clonados en S. cerevisiae y los genes enddégenos
TAL1 y TKL1 fueron sobreexpresados. Se encontr6 que la cepa mejoraba
significativamente su crecimiento en xilosa; sin embargo, Johansson y Hahn- Hagerdal
(2002) reportaron que la sobreexpresion de ScTAL1 no afecta la velocidad de
fermentacién, ni la velocidad de crecimiento en la cepa TMB3001. Jin y colaboradores
(2005) mostraron que, a diferencia de lo observado en el estudio de Johansson y Hahn-
Héagerdal (2002), la sobreexpresion del gen TALL en una cepa de S. cerevisiae modificada
genéticamente trae beneficios tanto en la velocidad de crecimiento como en la produccién
de etanol a partir de xilosa.

Las diferencias en estos estudios radican en las cepas utilizadas en la investigacion. En
la investigacién de Johansson y Hahn-Hagerdal la cepa modificada de S. cerevisiae
contiene los genes XYL1y XYL2 de Pichia stipitis y sobreexpresa el gen endégeno XKS1,
diferente a lo que presenta Jin et al (2005) en la cual, la cepa utilizada presenta una ruta
metabdlica funcional para la xilosa debido a que expresa los genes heter6logos XYL1,
XYL2, XYL3 (xiluguinasa) y TAL1 de Pichia stipitis.

Entender como las enzimas de la ruta no oxidativa de la pentosa fosfato pueden favorecer
la velocidad de fermentacién de la xilosa juega un papel importante en el disefio de una
cepa recombinante capaz de metabolizar eficientemente xilosa. La optimizacién de las
reacciones presentes en la via metabdlica para metabolizar xilosa, requiere que técnicas
cldsicas y de nueva generacion como el analisis del transcriptoma, proteoma,
metaboloma, fluxoma y la ingenieria metabdlica, se combinen para generar estrategias
gue permitan desarrollar cepas de S. cerevisiae que puedan fermentar xilosa a nivel
industrial con altos rendimientos.
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2.Capitulo 2 Biologia de sistemas

El advenimiento de nuevas tecnologias experimentales, ha motivado a los biélogos a ver
la célula como un sistema, en vez de enfocarse en sus componentes celulares
particulares. Entender completamente el comportamiento de un sistema complejo,
requiere que se estudie como un todo, mas que la suma de sus componentes. Las
propiedades sistémicas incluyen la conectividad del sistema y como los componentes
interactlan uno con otro. Comprender esas propiedades sistémicas, ayuda a entender la
complejidad de los sistemas biolégicos (Osterlund, 2014; Palsson, 2006).

La biologia de sistemas estudia los sistemas bioldgicos desde una perspectiva holistica,
monitoreando genes, proteinas y la respuesta de las rutas metabdlicas a cambios en el
ambiente extracelular. Para ello, la biologia de sistemas integra datos y formula modelos
matematicos que describen la estructura del sistema bioldgico y su respuesta a diversas
perturbaciones individuales (Akesson, Férster, & Nielsen, 2004; Ideker, Galitski, & Hood,
2001; Nielsen & Jewett, 2008; Osterlund et al., 2012; Osterlund, 2014; Sauer U. &
Zamboni, 2007).

La biologia de sistemas nace gracias a tecnologias que han permitido a los investigadores
la habilidad de generar listas detalladas de los componentes biolégicos, determinar las
interacciones y generar conjuntos de datos genémicos. Estos sistemas son complejos e
involucran procesos como el metabolismo, crecimiento celular, division celular y
mecanismos de regulacién, entre otros. La complejidad de estos procesos surge de la
interaccién entre muchos componentes, como genes, proteinas y metabolitos (Akesson
et al., 2004; Ideker et al., 2001; Nielsen & Jewett, 2008; Osterlund et al., 2012; Osterlund,
2014; Palsson, 2006; Sauer U. & Zamboni, 2007).

La implementacion de un sistema biolégico comprende cuatro pasos principales, primero,
generar la lista de los componente bioldégicos que participan en el proceso de interés;
segundo, estudiar las interacciones entre los componentes para realizar la reconstruccion
de la red metabdlica, tercero, la red reconstruida se traduce a un lenguaje matematico
para generar un modelos que se emplea para analizar, interpretar y predecir las funciones
biolégicas que puedan surgir de la red reconstruida y cuarto, el modelo matematico se
usa para analizar, interpretar y predecir resultados experimentales. Las predicciones
ayudan a generar hipétesis especificas que puedan ser evaluadas experimentalmente
(ver Figura 3). Estos modelos in silico se mejoran de una manera iterativa (Ideker et al.,
2001; Osterlund, 2014; Palsson, 2006; Sauer, Heinemann, & Zamboni, 2007).

En pocas palabras, modelar y predecir el desempefio del metabolismo celular es el
objetivo de la Biologia de sistemas (ldeker et al., 2001; Osterlund, 2014; Palsson, 2006;
Sauer et al., 2007).
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Figura 3 Reconstruccion de un modelo a escala gendémica Informacion de: (Osterlund,
2014: Palsson. 2006)

2.1 Ciencias 6micas

Las ciencias émicas analizan un gran nimero de datos relacionados con los niveles de
informacion biolégica: genoma, transcriptoma, proteoma y metaboloma (Lindon, Holmes,
& Nicholson, 2007; Ostankovitch & Stagljar, 2015). La gran cantidad de datos a nivel
genémico ha promovido el crecimiento exponencial de literatura y bases de datos
encargadas de condensar esta informacién para su uso en el estudio de sistemas
biologicos; el uso racional de estos contenidos ha permitido desarrollar herramientas
computacionales que permiten predecir el comportamiento de la célula bajo diferentes
condiciones ambientales y genéticas (Mo, Palsson, & Herrgard, 2009b; Osterlund,
Nookaew, Bordel, & Nielsen, 2013; Saha, Chowdhury, & Maranas, 2014; Van Assche et
al., 2015).

La integracion de la informacién puede realizarse mediante la construccion de modelos
metabolicos. Estos modelos exhiben la informacién bioldgica del organismo mediante una
representacion matematica de sus componentes bioquimicos y como interactdan entre si
(Heux, Meynial-Salles, O’Donohue, & Dumon, 2015; Kauffman, Prakash, & Edwards,
2003; Wittmann, 2014). Inicialmente se comenzd con el desarrollo de modelos cinéticos,
pero la falta de una considerable cantidad de parametros cinéticos de los procesos
celulares generd la necesidad de desarrollar un nuevo tipo de aproximacion (Famili,
Forster, Nielsen, & Palsson, 2003; J. M. Lee, Gianchandani, & Papin, 2006; Raman &
Chandra, 2009; Saha et al., 2014).

La reconstruccion a escala genémica o GENRE por sus siglas en inglés, da lugar a
representaciones de datos bioquimicos y genéticos que puede ser analizadas empleando
métodos in silico. Al imponer restricciones a las GENRE, ya sean las relaciones
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estequiométricas y direccionalidad de las reacciones, consumo de sustrato, presencia de
mutaciones, entre otras, se construye un modelo a escala genémica o GEM (Becker &
Palsson, 2005; Nookaew et al., 2008b; Osterlund et al., 2013; Van Assche et al., 2015; C.
A. Vargas Garcia, Garcia Sanchez, Arguello Fuentes, & Gonzalo Torres Sdez, 2013).

Los GEM son modelos predictivos que permiten estimar fluxes o velocidades de las
reacciones que conforman la red metabdlica, y la tasa de crecimiento de un organismo,
bajo diferentes condiciones medioambientales y de cultivo. Estos hacen uso de hipétesis
para estudiar como responde el metabolismo de un organismo especifico expuesto a
diversos ambientes y a partir de ahi, identificar puntos de mejoramiento genético que
permitan potenciar la produccion de un metabolito de interés, aumentar la tasa de
crecimiento, estudiar de genes que desencadenan en el desarrollo de enfermedades,
entre otros aspectos (Karhumaa et al., 2007; Osterlund, 2014; Smith & Robinson, 2011).

2.2 Modelos metabdlico a escala gendmica

Un modelo metabdlico a escala gendmica es una coleccion de reacciones metabdlicas,
metabolitos y genes que se interconectan para simular el comportamiento de la célula
(Aung, Henry, & Walker, 2013; Bordbar, Monk, King, & Palsson, 2014; Osterlund et al.,
2012; Osterlund, 2014; Sauer U. & Zamboni, 2007).

Estos modelos son construidos empleando la informacién del genoma del organismo, y
correspondientemente, la informacion de las reacciones catalizadas por el grupo de
enzimas que codifica el genoma. Estos modelos predicen la distribucion de fluxes de
carbono en la célula, bajo diferentes perturbaciones y han sido exitosamente empleados
en ingenieria metabodlica para incrementar la produccion de metabolitos de interés
industrial o para la generacion de biomasa. La congruencia entre el comportamiento
metabdlico simulado y el experimental recae en la precisién de la representacion de la red
metabolica en el modelo (Aung et al., 2013; Osterlund et al., 2012; Osterlund, 2014).

El principal desafio al realizar una representacion del sistema bioldgico de un organismo
empleando un modelo metabdlico a escala gendmica, es la capacidad de predecir de
forma precisa cudles seran los efectos metabdlicos generados al realizar una
manipulacién genética. Esto se debe a la complejidad de las redes metabdlicas, ya que
pueden ser redundantes, tener altos niveles de interconexion, presencia de rutas
metabdlicas alternativas y mecanismos de control. Por lo tanto es recomendable tener
una vision sistémica para eventualmente entender como funcionan las células (Osterlund,
2014; Sauer U. & Zamboni, 2007; C. A. Vargas Garcia, Arguello Fuentes, & Torres Séez,
2012).
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Entre las aplicaciones de los modelos metabdlicos a escala gendmica se encuentran:

e Ingenieria metabdlica: Antes de la llegada de los modelos metabdlicos, la ingenieria
metabdlica se enfocaba en realizar cambios intuitivos en las rutas metabdlicas que
estaban conectadas con el producto de interés, un enfoque que fue exitoso para
ciertas aplicaciones. Sin embargo, este enfoque no permitié la identificacion de otros
tipos de cambios. A partir de los modelos metabdlicos, la ingenieria metabdlica
comenzd a estudiar los organismos desde una perspectiva sistémica permitiendo
generar una nueva lista de potenciales manipulaciones (Sang Yup Lee et al., 2009;
Vemuri & Nielsen, 2009; Walhout, Vidal, & Dekker, 2012).

e Descubrimientos bioldgicos: Al presentarse inconsistencias entre las predicciones del
modelo y los datos experimentales las hip6tesis generadas para dar posibles
explicaciones a las discrepancias, pueden desembocar en nuevas invenciones
(Vemuri & Nielsen, 2009; Walhout et al., 2012).

Prediccion de fenotipos y evaluacién: Un uso comun de los modelos metabdélicos es la
evaluacién y prediccion de fenotipos bajo diferentes estados (cepa salvaje vs
manipulaciéon genética). Este proceso es ciclico, los "fracasos" guian experimentos
gue resultan en modificaciones iterativas en el modelo, lo cual mejora la precisiéon para
seguir desarrollando experimentos. Areas adicionales de enfoque en esta categoria
incluye la incorporacion de datos del tipo termodinamico, metabolémico y de fluxoma
para generar limites a las restricciones y asi identificar componentes esenciales como
genes, metabolitos y reacciones (Vemuri & Nielsen, 2009; Walhout et al., 2012).

e Analisis de gran cantidad de datos: la interpretacion de grandes cantidades de datos
obtenidos de técnicas de alto-rendimiento presenta un creciente desafio para las
ciencias naturales. Estos datos pueden emplearse para restringir los modelos, o los
modelos pueden usarse para la visualizacion de estos datos (Walhout et al., 2012).

2.2.1 Modelos metabdlicos de S. cerevisiae

El uso de modelos matematicos para entender el metabolismo de Saccharomyces
cerevisiae comenzd con la reconstruccion realizada por van Gulik & Heijnen en 1995 (van
Gulik & Heijnen, 1995), la cual se realizé a partir de la informacién disponible de las rutas
bioquimicas consignada en la literatura cientifica. EI modelo construido permitia predecir
el crecimiento de la levadura en un medio de cultivo con dos sustratos glucosa y etanol.
En 1996, Vanrolleghem et al, construyé un modelo mejorado que fue validado a partir de
datos experimentales (Ver Fig. 4).

En 2003 se publica el primer modelo a escala gendémica (J. Forster, Famili, Fu, Palsson,
& Nielsen, 2003). El modelo llamado iFF708, donde FF hace referencia a los nombres de
los creadores Forster y Famili, consiste de 708 genes, 1175 reacciones y 733 metabolitos;
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el modelo consideré tres compartimentos celulares, citosol, mitocondria y espacio
extracelular. EI modelo hizo uso del método de andlisis de balance de flujo (FBA por sus
siglas en inglés); la validacion y el caracter predictivo del modelo presentaron una buena
aproximacion al comportamiento de los datos experimentales (J. Forster et al., 2003;
Osterlund et al., 2012).

Desde la publicacion del modelo iFF708 se han desarrollado otros modelos que difieren
en alcance y objetivo, pero que tienen como base la misma informacion. El modelo iLL672
se caracteriza por la eliminacion de reacciones con metabolitos dead-ends y adicion de
reacciones con isoenzimas y de transporte (Kuepfer, Sauer, & Blank, 2005). iND750
contiene cinco compartimentos adicionales (peroxisoma, nucleo, aparato de golgi,
vacuola, reticulo endoplasmatico), mayor cantidad de genes y nuevas asociaciones gen-
proteina (Duarte, Herrgard, & Palsson, 2004). Ademas de tener mas genes y reacciones
gue los anteriores, el modelo iIN800 contiene una descripcibn mas detallada del
metabolismo de los lipidos, sintesis de ARN; procesos de transporte y una nueva
ecuacion de biomasa (Nookaew et al., 2008a).

Los modelos mencionados se construyeron de manera independiente lo que genero
inconsistencias y poco caracter predictivo (Aung et al., 2013; Kim, Park, Jin, & Seo, 2013;
S. Y Lee, Nielsen, & Stephanopoulos, 2015; Osterlund et al., 2012). Para resolver este
problema, varios grupos de investigacion en el campo de Biologia de sistemas se unieron
para construir el modelo yeast 1 (Herrgard et al., 2008), el cual se ha convertido en el
modelo estandar (Aung et al., 2013; Osterlund et al., 2012; Varios, 2015). El modelo
contiene 857 genes, 1857 reacciones y 1168 metabolitos (Herrgard et al., 2008; Osterlund
et al.,, 2012). Cada metabolito en la red fue escrito empleando la homenclatura InChi
(Identificador Quimico Internacional) y los identificadores de la Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG); esta estandarizacion permitié conectar redes con datos
metabdlicos. El modelo se ha mejorado y actualizado hasta llegar la version yeast 7.0 (S.
Y Lee et al., 2015; Osterlund et al., 2012; Varios, 2015).

El modelo iMM904 tiene ocho compartimentos, lo que representa menos compartimentos
con respecto al modelo yeast 5, que tiene 15 (Zomorrodi & Maranas, 2010). En este se
incluye nueva informacion relacionada con genes y reacciones. iTO977 contiene cuatro
compartimentos y mayor cantidad de reacciones y genes (Osterlund, 2014).

S. cerevisiae es una levadura de interés industrial y gracias al surgimiento de nuevas
técnicas que permiten generar datos sobre el genoma de un organismo, los modelos
metabdlicos se actualizan constantemente a partir de esta informacion.

El objetivo final de los modelos a escala gendmica es construir una red metabdlica
estructurada correctamente que incluya todos los elementos que hacen parte del
metabolismo del organismo; sin embargo, para el caso de S. cerevisiae todavia no es
posible dado el limitado conocimiento acerca de su metabolismo (Aung et al., 2013; S. Y
Lee et al., 2015).
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En la Figura 4 se muestra a manera de esquema algunos de los modelos metabdlicos de
S. cerevisiae que se han construido desde 1995.

Metabolismo central Modelo metabélico a escala gendmica
Pitkanen, et al iFF708 > iINg0D 01977
Nissen, et al Metabolismo
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Figura 4 Modelos de S. cerevisiae - Informacion de (Osterlund et al., 2012)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reconstruccion del Modelo Metabdlico 11583Je2015

El primer insumo para la reconstruccion de un modelo metabdlico es un borrador de la red
metabdlica que describa la relacibn entre genes, reacciones y metabolitos de
microorganismo de interés. En este trabajo se utilizé una cepa mutante la cual contiene
tres mutaciones dirigidas a atacar las limitaciones metabdlicas que se han identificado a
partir de la literatura. La primera es la introduccion del transportador Sutl de P. stitipis el
cual se ha reportado tiene una buena afinidad por la glucosa comparado con otros
transportadores del mismo organismo (Katahira et al., 2008). Segundo, la enzima XI que
permite la asimilacion de xilosa a xilulosa sin generar desbalance de cofactores y la
introduccion del gen adhll, codificante de la enzima Alcohol deshidrogenasa Il de
Zymomonas mobilis para mejorar la produccién de etanol (ver Tabla 1).

Tabla 1 Modificaciones genéticas realizadas a la cepa de S. cerevisiae

Nombre de lareaccion Descripcion de la reaccion
xylA Isomerizacion de xilosa
XYLt Transporte de xilosa
PSETHANOL Alcohol deshidrogenasa Il

Para tener un borrador de la red metabdlica de un organismo se pueden emplear diversas
alternativas, como el uso de un software para la construccién automética de la red o partir
de un modelo metabdlico desarrollado previamente. Existen herramientas computaciones
como RAVEN (Agren et al., 2013), SEED (DeJongh et al., 2007), AUTOGRAPH (Notebaart,
van Enckevort, Francke, Siezen, & Teusink, 2006), IdentiCS (Sun & Zeng, 2004), los cuales
hacen uso de modelos metabdlicos existentes y base de datos como KEEG para disefiar
una red metabdlica (Cazzaniga et al.,, 2014a; E. Pitkdnen et al., 2014a). Estas
reconstrucciones automaticas presentan algunas limitaciones principalmente relacionadas
con errores en la estequiometria de las reacciones y la inclusion de genes cuya funciéon
aln no se encuentra validada. No obstante, constituyen una gran herramienta cuando no
se cuenta con modelos metabdlicos preexistentes (Cazzaniga et al., 2014b; E. Pitkdnen et
al., 2014b). Para el desarrollo del modelo i1583Je2015 se emple6é como punto de partida
el modelo iIMM904 (Mo et al., 2009b); este modelo presenta una descripcion detallada del
metabolismo de S. Cerevisiae, reproduce de manera confiable condiciones experimentales
y contiene abundante informacion bioquimica.

El modelo iMM904 (Mo et al., 2009b) toma como referente las reconstrucciones iIND750
(Duarte et al., 2004) e iFF750 (J. Forster et al., 2003), pero incluye informacion actualizada
y una reaccion de sintesis de biomasa modificada que mejora el carécter predictivo del
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modelo (Mo et al., 2009b; C. A. Vargas Garcia et al., 2013). EI modelo incluye 904 genes,
1228 metabolitos, 1577 reacciones y 8 compartimentos (mitocondria, citosol, peroxisoma,
nucleo, aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico, vacuola y espacio extracelular).

El modelo iIMM904 en formato SBML fue suministrado por el estudiante de doctorado de
la Universidad de Delaware, César Augusto Vargas (Fuente: http://hdspgroup.com/cesar-
vargas/).

3.1.1 Curado del modelo iIMM904

Para conocer mejor el tipo de informacion que se encuentra consignado en el modelo
metabolico de partida y realizar las modificaciones pertinentes, se hace una revision por
niveles del modelo:

Nivel 1 Entradas y Salidas: Inicialmente se hace una revisién global del modelo, es decir,
se identifican cuales son los sustratos, productos metabdlicos y ecuacion de biomasa.

Nivel 2 Rutas metabdlicas asociadas al catabolismo y anabolismo: Se hace una
revision detallada de los grupos de reacciones que hacen parte de los procesos catabélicos
(degradacion de sustratos a través de rutas metabdlicas que convergen y producen
precursores biosintéticos) y anabdlicos (grupo de reacciones divergentes que a partir de
los precursores biosintéticos forman monémeros o bloques de construccién para la
biosintesis de macromoléculas) (Palsson, 2006).

Nivel 3 Reacciones individuales: Es el nivel dénde se concentra el mayor esfuerzo, ya
gue se estudian todas las transformaciones bioquimicas que incluye el modelo. Una
reaccion metabdlica es un proceso de conversién de sustrato a producto, frecuentemente
mediado por una enzima. Cada reaccién debe cumplir con las leyes fundamentales de la
fisica y quimica, por lo tanto, deben balancearse en términos de carga y composicion
elemental (Palsson, 2006; Varios, 2009; Walhout et al., 2012).

Para cada reaccion se verifica el sustrato, producto y cofactor.

La localizacion o compartimento donde ocurre la reaccion, se verifica, y si no se cuenta
con informacion certera, se asume que ocurre en el citosol. Este paso es de suma
importancia, ya que la localizacidn precisa de las reacciones incrementa el poder predictivo
del modelo (Palsson, 2006; Varios, 2009).

La asociacion gen-proteina para cada reaccion también se verifica. Estas se describen
como relaciones booleanas entre genes o proteinas, e incluyen informacion de isoenzimas,
actividades enzimaticas secundarias y participacion de complejos proteinicos. Es
necesario prestar especial atenciéon a tal asociacién dado que esta informacion afecta la
confiablidad de las simulaciones, mas especificamente las relacionadas con delecion de
genes (Osterlund, 2014; Palsson, 2006; Varios, 2009).
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Una vez se ha corroborado la informacion anterior y se tienen todas las reacciones, se
verificar que estas estén correctamente balanceadas. Si se cometen errores en el balance
de masa se puede bloquear el funcionamiento de las rutas y predecir por ejemplo, una
produccion infinita de ATP.

La revision de los niveles se realiza cotejando la informacion del modelo metabdlico de
partida iMM904, con la consignada en la literatura (Aung et al., 2013; Heavner, Smallbone,
Barker, Mendes, & Walker, 2012; Heavner, Smallbone, Price, & Walker, 2013; Nookaew et
al., 2008a; Osterlund, 2014) y las bases de datos listadas en la Tabla 2. En esta etapa se
presta una atencién especial a los temas relacionados con compartimentalizacion,
reacciones de transporte, especificidad de cofactores y asociacién gen-proteina-reaccion
(GPR). Se emplean varias bases de datos con el propésito de garantizar que la informacion
consignada es correcta.

Se emplea la funcién writeCbModel de MATLAB, la cual permite convertir el archivo SBML
del modelo iIMM904 a Excel, para facilitar la evaluacién y andlisis del modelo.

Tabla 2 Base de datos empleadas para la construccion del modelo metabdlico

BASES DE DATOS

Rutas Metabdlicas

KEGG http://www.genome.jp/kegg/
MetaCyd http://metacyc.org/
Enzimas
KEGG http://www.genome.jp/kegg/
BRENDA http://www.brenda-enzymes.org/

S. cerevisiae
SGD (Saccharomyces Genome

http://www.yeastgenome.org/

Database)
http://www.helmholtz-
CYGD muenchen.de/en/ib?s/in;titute/groups/f
ungal-microbial-
genomics/resources/index.html
Genomas Microbianos
GenBank (NCBI) http://www.nchi.nim.nih.gov/genbank/

Para continuar con el proceso de andlisis del modelo iIMM904, se emplea la herramienta
computacional MC3 (Model and Constraint Consistency Checker) (Yousofshahi, Ullah,
Stern, & Hassoun, 2013) para la identificacibn de otras inconsistencias en la red
metabdlica. Esta permite hacer un analisis de topologia de la red evaluando los siguientes
aspectos:
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Metabolitos finales (dead-end metabolite): Estos pueden ser de dos clases, SCM
(Single Connected Metabolite), metabolitos internos que participan en una sola
reaccion como metabolitos finales, y DEM (Dead end metabolite), metabolitos internos
que se solo se consumen o solo se producen, pero no ambas circunstancias (Klamt,
Stelling, Ginkel, & Gilles, 2003).

Reacciones en bloque: Reacciones cuyos fluxes bajo cualquier condicién son cero.
Este problema puede ser causado por varias razones, por ejemplo, la reaccién puede
estar directamente conectada a un metabolito final o a una reaccién de flux cero o la
especificaciéon de reversibilidad de la reaccion es incorrecta. Estas reacciones se
detectan analizando el espacio nulo para asegurarse que cada fila tiene al menos una
entrada que no es cero (Terzer, 2009).

Reacciones que no satisfacen la condicion de reversibilidad: Existen reacciones
gue en el modelo aparecen como reversibles, pero que segun la herramienta
computacional MC3 (Model and Constraint Consistency Checker), solo tienen lugar en
una Unica direcciéon; una vez identificadas las reacciones, se hace una revision de sus
propiedades termodindmicas, a partir de la literatura, para confirmar su verdadera
direccionalidad.

Reacciones acopladas: Permiten la identificacion de reacciones faltantes.

Para solucionar las discrepancias se emplearon fuentes bibliograficas (Aung et al., 2013;
Heavner et al., 2012, 2013; Nookaew et al., 2008; Osterlund, 2014) y bases de datos (ver
Tabla 2) para validar la informacién arrojada por la herramienta.

Las funciones de COBRA - MATLAB empleadas para realizar los fueron las siguientes:

changeGeneAssociation: se emplea para rectificar falsas asociaciones gen-reaccion.
model.changeRxnBounds: cambia los limites superior e inferior de los fluxes. addReaction:
adicién de reacciones faltantes o para eliminar reacciones bloque.

removeRxns: remocion de reacciones que no se validan con la informacién existente.

3.2 Modificaciones realizadas al modelo iMM904 para dar
origen al modelo i11583Je2015

La reconstruccion del modelo i1583Je2015 se hizo a partir del modelo iMM904, un modelo
a base gendémica compartimentalizado para Saccharomyces cerevisiae.
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Los cambios realizados al modelo base consistieron en dos instancias: la primera se
relaciona con la adicion de las reacciones bioquimicas responsables de mutaciones
genéticas de la cepa para el transporte, consumo de xilosa y mejoramiento de la
produccién de etanol y la segunda, toma como referente los hallazgos observados al
realizar el proceso de curado manual y los resultados arrojados por el software MC3. En
la segunda parte se adicionaron al modelo reacciones faltantes, se cambié la
direccionalidad de algunas reacciones, se eliminaron reacciones que no se integraban a la
red y a partir del nuevo conocimiento bioquimico y genético del microorganismo, se
actualizaron las asociaciones gen-proteina-reaccion (GPR).

En la Tabla 3 se encuentran consignados las modificaciones realizadas al modelo base.

Tabla 3 Modificaciones realizadas al modelo iMM904

REACCIONES ADICIONADAS

Reaccion Descripcion de lareaccion
PPItp Transporte de ppi
AKGtm Transporte de citrato-oxaloacetato
EX_fola(e) Transporte de Folato al exterior
FOLAt Transporte de folato: citosol - espacio extracelular

CAMBIOS RELACIONADOS CON LA ASOCIACION GEN-PROTEINA

Gen

Descripcién

YARO73W YARO75W

Los genes YARO73W y YARO75W se retiran de la reaccion
IMPD porque codifican para una proteina no funcional.

YHLO12W

YHLO12W es una proteina putativa cuya funcion se
desconoce y se asign6 a la reacciéon GALU por su secuencia
similar, por lo tanto se retira.

YJL200C

YJL200C se retira de la reaccion ACONTm porque es una
isoenzima aconitasa mitocondrial putativa y se asigné a esta
reaccion solo porque su secuencia es similar. Ademas
actualmente no existe evidencia relacionada con la supresion
de este gen.

YMLO96W

YMLO096 se retira de la reacciébn ASNS1 porque es un gen
putativo del cual se desconoce su funcién y se asigné a esa
reaccion solo por su secuencia similar.

Gen

Descripcion

YMR278W

Se asocia a la reaccion PGM3

YMR241W (YHM2)

Se asocia a la reaccion AKGtm

YGR012W

YGRO012W se elimina de la reaccién CYSS ya que es una
proteina putativa cuya funcion se desconoce y se asigno a
esta reaccién solo por su secuencia similar.

La reaccion CYSS también se elimina.

44
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CAMBIOS RELACIONADOS SEGUN EL SOFTWARE MC3
Reaccion reversible airreversible
Reaccidn Descripcién de la reaccion
ACCOACrm Acetyl-Coa carboxylase, mitochondrial
ACGAMG6PS N-acetylglucosamine-6-phosphate synthase
ACONT3m aconitase, mitochondrial
AKGtm oxoglutarate dehydrogenase (lipoamide)
ALATA Lm L-alanine transaminase, mitochondrial
AMAOTTr adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate transaminase
BTSr biotin synthase
DBTSr dethiobiotin synthase
Metabolito final
23CAPPD | ADP-ribose 2,3-cyclic phosphodiesterase cysteine synthase

Los cambios mencionados dan origen al modelo i1583Je2015, el cual cuenta con 1583
reacciones, 1228 metabolitos, 901 genes y 8 compartimentos (citosol, mitocondria, reticulo
endoplasmatico, nicleo, aparato de Golgi, vacuola, peroxisomay espacio extracelular). El
modelo se encuentra en formato SBLM y esta disponible a solicitud del interesado.

3.3 Analisis de balance de flujo

3.3.1 Conversion de la red metabodlica en un modelo matematico

Para que el modelo metabdlico generado, pueda emplearse como una herramienta con
potencial predictivo, los datos se llevan a un lenguaje matematico mediante una
representacion en forma matricial. Las reacciones y los metabolitos que componen la red
se representan en la matriz S, o matriz de coeficientes estequiométricos y, en el vector v
los fluxes metabdlicos tanto internos como externos (Kauffman et al., 2003; Palsson, 2006;
Walhout et al.,, 2012). Cada elemento S; de la matriz corresponde al coeficiente
estequiométrico del metabolito i en la reaccion j. Los metabolitos que son consumidos en
las reacciones tienen valores negativos, los que se producen, positivos y los que no
participan en una reaccion determinada, se les asigna el valor de cero. Por lo tanto, si en
la reaccion j, el metabolito i es consumido y tiene un coeficiente estequiométrico de 1,
entonces Sij= -1. La matriz S tiene dimensiones MxN, donde M es el nimero de
metabolitos y N, el nimero de reacciones (Kauffman et al., 2003; Palsson, 2006; Walhout
et al., 2012).

La matriz S se organiza de forma tal, que cada una de las columnas corresponde a una
reaccion y cada fila es un metabolito, es decir, en una matriz donde se describen cuantas
reacciones participan y coOmo se encuentran interconectadas o en pocas palabras una
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representacion en dos dimensiones de lo que sucede en una célula (Kauffman et al., 2003;
Palsson, 2006; Walhout et al., 2012).

3.3.2 Restricciones

Al realizar la representacion matematica de la red metabdlica en forma de matriz S, el
siguiente paso es identificar las restricciones e imponerlas en el modelo. Las células estan
sujetas a una variedad de restricciones desde ambientales, fisicoquimicas, evolutivas y
regulatorias. Estas restricciones estequiométricas generan un espacio de posibles
soluciones (Kauffman et al., 2003; Llaneras & Pic6, 2008; Palsson, 2006; Walhout et al.,
2012).

La restriccibn mas importante que debe satisfacer el modelo es la relacionada con el
balance de masa, que en forma matricial se escribirse como:

dx
—=5v (1
7t S.v (1)

Donde cada elemento xi, del vector x corresponde a la concentracion intracelular del
metabolito i, y cada elemento v; del vector v corresponde a la velocidad neta de conversion
en la reaccion j.

A continuacién y de manera especifica, se definen restricciones individuales relacionadas
con la velocidad de consumo de sustratos, reversibilidad e irreversibilidad de las
reacciones y procesos de transporte. Estas restricciones tienen como objetivo limitar aln
mas el espacio de posibles soluciones.

3.3.3 Andlisis de Balance de flujo (FBA)

Dado que el nimero de reacciones es mayor al nimero de metabolitos (N: 1577 >M: 1228),
el sistema es subdeterminado y para solucionarlo se requiere plantear un problema de
optimizacion lineal previa definicion una funcién objetivo. El problema de programacion
lineal (PL) se formula de la siguiente manera (Kauffman et al., 2003; Llaneras & Pic0, 2008;
Palsson, 2006; Walhout et al., 2012):
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Maximizar: Z = cT v
Sujetoa:S.v=20 2

Umin sv=s Umax

En esta representacion Z es la funcién objetivo, c™ es el vector que define el objetivo del
sistema, v son los fluxes, S es la matriz de coeficientes estequiomeétricos Y Vmin Y Vmax SON
los valores minimos y méximos de los fluxes de cada reaccion. La solucién del problema
no solo arroja el valor de Z sino que también se obtiene la distribucion éptima de fluxes
gue permiten maximizar o minimizar la funcion objetivo Z (Kauffman et al., 2003; Llaneras
& Pico, 2008; Palsson, 2006; Walhout et al., 2012).

3.3.4 Restricciones del problema lineal

Como se mencion6 anteriormente, la matriz S define las restricciones por balance de masa
gue debe cumplir el modelo. Para estimar el comportamiento de un sistema biolégico
empleando un modelo metabdlico basado en restricciones, se asume que dado el alto valor
del numero de recambio para la conversion de metabolitos intracelulares, la escala de
tiempo de las reacciones metabolicas intracelulares, es relativamente corta comparada con
otras reacciones celulares (Palsson, 2006). De esta manera es posible aplicar la
consideracion de estado pseudo estable para el balance de materia, dando lugar a:

Sv=0 (3)

La segunda restriccion que se impone en el modelo se hace sobre los valores de los
fluxes de cada reaccién asi:

Umin Sv< Umax (4)

Las restricciones de los valores de fluxes se determinan calculando el rendimiento tedrico
maximo para un metabdlico. Si las reacciones son irreversibles vimin €s cero. Similarmente,
si la capacidad enzimatica se encuentra definida experimentalmente, vmax Seria ese
namero. Si no existe informacion consolidada para imponer una restriccion a un flux v,
entonces Vmin Y Vmax SON -1000 y +1000, respectivamente, esto permite que puedan tomar
todos los valores de fluxes posibles.
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Bajo condiciones anaerobias las restricciones de los fluxes cambian para algunas
reacciones, dado que S. cerevisiae no sintetiza algunas moléculas que son esenciales para
sus supervivencia (Fornairon-Bonnefond, Demaretz, Rosenfeld, & Salmon, 2002; Heavner
et al., 2012; C. a. Vargas Garcia, Arguello Fuentes, & Torres Séez, 2012), es decir, las
restricciones relacionadas con vmin de las reacciones de transporte desde la membrana
extracelular de ergosterol, zymosterol, octadecenoato, octadecenoato, hexadecenoato y
octadecadienoato se modifcan. Estas reacciones de intercambio de metabolitos pasan de
ser irreversibles a ser reversibles, lo que es equivalente a decir, que el limite inferior es
Vmin= —1000 en cada una de las velocidades de reaccion de estos componentes. Las
restricciones de entrada de sustrato varian de acuerdo al estudio que se va a realizar.
Estas restricciones se especifican en los siguientes apartados.

3.3.5 Funcion objetivo

Como funcién objetivo se selecciona la velocidad especifica de crecimiento de biomasa
porque es la que se ha encontrado predice con mayor exactitud los datos experimentales
(Nookaew et al., 2008; Wintermute, Lieberman, & Silver, 2013). En los estudios de
(Edwards, Ibarra, & Palsson, 2001; Garcia Sanchez, Vargas Garcia, & Torres Séaez, 2012;
Wintermute et al., 2013) se ha evaluado la pertinencia de emplear otras funciones
objetivos, diferentes como las velocidades de reaccion correspondientes a la produccion
y/o consumo de ATP, NADH, NADPH, diéxido de carbono, entre otros, pero se ha
encontrado que las mejores predicciones se obtienen al emplear velocidad especifica de
crecimiento como funcion objetivo.

La reaccién de biomasa empleada en el modelo es una versién modificada de la contenida
en el modelo IND750 (Ver Anexo A). Esta ecuacion se basa en resultados experimentales
de los principales constituyentes celulares encontrados en la fase de crecimiento de la
levadura y se incluyen cantidades traza de cofactores adicionales y metabolitos (Mo,
Palsson, & Herrgéard, 2009a).

3.4 Validacion del modelo 11583Je2015

3.4.1 Crecimiento de la cepa en condiciones aerobias y
anaerobias

La capacidad metabdlica de S. cerevisiae se evalia empleando el modelo metabdlico y
FBA para simular la velocidad de crecimiento bajo condiciones aerobias y anaerobias.
Como funcion objetivo se usé la maximizacion de la biomasa. Los datos experimentales
empleados para la validacion del modelo se presentan en Tabla 4 y Tabla 5; esta
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informacion es extraida de articulos cientificos en los cuales se realizaron estudios en
guimiostato a diferentes tasas de dilucion bajo condiciones aerobias y anaerobias.

Las simulaciones bajo condiciones anaerobias, requieren que el modelo sea
modificadopara incluir esteroles y algunos acidos grasos que la célula que no puede
producir bajo esas condiciones; experimentalmente se ha comprobado que las levaduras
gue crecen en un medio estrictamente anaerobio no tienen la capacidad metabdlica para
sintetizar estos compuestos que son esenciales para la integridad de la membrana
plasmatica (Fornairon-Bonnefond et al., 2002; Heavner et al., 2012; C. a. Vargas Garcia et
al., 2012). Por lo anterior fue necesario modificar las restricciones relacionadas con vmin de
las reacciones que involucran transporte de ergosterol, zymosterol, octadecanoato,
octadecenoato, hexadecenoato y octadecadienoato, desde la membrana extracelular.
Estas reacciones de intercambio de metabolitos pasan de ser irreversibles a ser
reversibles, lo que es equivalente a decir, que el limite inferior es vmin=—1000 en cada una
de las velocidades de reaccion de estos componentes.

En las simulaciones aerobias se modifica el flux de oxigeno de acuerdo a los datos
experimentales presentados en la Tabla 5.Para todas las condiciones experimentales se
fij6 el valor de consumo de glucosa de acuerdo al valor experimental (ver Tabla 4 y Tabla
5)
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Tabla 4 Datos experimentales en condiciones anaerobias empleados para la validacion del modelo i1583Je2015

ANAEROBIO
Min vivo | Sustrato 02 Etanol CO2 Glicerol | Acetato Succinato Piruvato Referencia
0,03 23 0 3 0,38 0 0 0 nd (Tai et al., 2007)
0,047 2,86 0 374 | 478 0,26 0 0,02 nd (N'Sse\r/‘i’niggg'rieigg%se”’ &
0,1 5,555 0 8,2825 9,0658 0,0768 0,0333 0,025 0,0111 (Nissen et al., 1997)
0,1 6,3 0 9,05 nd 1,05 0 Nd nd (Jouhten etal., 2008)
0,1 6,58 0 9,47 nd 1,11 0 Nd nd (Jouhten et al., 2008)
0,19 11,31 0 16,84 18,53 2,06 0,1 0,05 0,05 (Nissen et al., 1997)
0,2 11,5022 0 17,1153 | 18,8406 | 2,0934 0,1035 0,0518 0,046 (Nissen et al., 1997)
0,281 16,75 0 24,82 26,83 3,18 0,3 0,05 0,1 (Nissen et al., 1997)
0,3 17,3667 0 25,7374 | 27,8214 | 3,2997 0,3126 0,0521 0,1042 (Nissen et al., 1997)
0,369 22,18 0 33,07 34,73 4,83 0,67 0,07 nd (Nissen et al., 1997)
0,4 23,6541 0 35,2682 | 37,0423 | 5,1566 0,7096 0,071 0,1892 (Nissen et al., 1997)

La velocidad especifica de crecimiento |, se encuentra en h-1. Los fluxes se encuentran en unidades de mmol((gPS*h). Los flujos de sustrato y Oz

corresponden a metabolitos de entrada, los demas corresponden a los fluxes de los metabolitos excretados. nd: Dato no disponible.
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Tabla 5 Datos experimentales en condiciones aerobias empleados para la validacién del modelo i1583Je2015

AEROBIO
linvivo | Sustrato 02 Etanol CO2 Glicerol | Acetato Succinato Piruvato Referencia
0,1 1,15 2,74 nd 2,85 nd nd Nd nd (Daran-Lapujade et al., 2004)
0,1 1,28 2,7 0 nd 0 0 Nd nd (Jouhten et al., 2008)
0,1 1,97 1,7 1,56 nd 0 0 Nd nd (Jouhten et al., 2008)
0,1 2,78 1,2 291 nd 0 0 Nd nd (Jouhten et al., 2008)
(Van Hoek, Van Dijken, & Pronk,

0,3 4,5 6,1 2,3 8,8 0 0,41 Nd 0,01 1998)

(Papin, Price, Wiback, Fell, &
0,33 6,2 7 5 12 0 0 0 nd Palsson, 2003a)
0,35 8,6 51 9,5 14,9 0,05 0,62 Nd 0,03 (Jouhten et al., 2008)
0,4 11,1 3,7 13,9 18,9 0,15 0,6 Nd 0,05 (Jouhten et al., 2008)

(Papin, Price, Wiback, Fell, &
0,38 13,39 3 18 22 0,65 0 0 nd Palsson, 2003b)

La velocidad especifica de crecimiento |, se encuentra en h-1. Los fluxes se encuentran en unidades de mmol((gPS*h). Los flujos de sustrato y Oz
corresponden a metabolitos de entrada, los demas corresponden a los fluxes de los metabolitos excretados. nd: Datos no disponible
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3.4.2 Delecién de genes

Continuando con el proceso de validacién del modelo i1583Je2015 se determinan los
fenotipos de crecimiento bajo condiciones definidas empleando delecion de genes. Las
simulaciones in silico para la delecion de genes se realizan a 694 de los 901 genes que
componen el modelo y en un medio minimo con glucosa. Para este propdsito, se restringe
a cero el flux de todas las reacciones asociadas a cada uno de los genes y luego se estima
la velocidad de crecimiento empleando FBA. Para este analisis, se emplea la herramienta
COBRA, especificamente la funcion singleGeneDeletion.

La evaluacion de la letalidad de la mutacién se evalla realizando el calculo de la relacién
entre la velocidad de crecimiento de la mutante sobre la velocidad de crecimiento de la
cepa salvaje, si el valor es menor a 0.9, la mutacion es considerada letal (Osterlund et al.,
2013).

Los datos de los fenotipos de crecimiento obtenidos a partir de las simulaciones con FBA
se comparan con los datos experimentales obtenidas de (Kuepfer et al., 2005) y (Jochen
Forster, Famili, Palsson, & Nielsen, 2003). A partir de los datos experimentales se obtiene
una lista de genes que se consideran esenciales y aquellos que causan auxotrofias bajo
condiciones de glucosa minima en el medio. La lista completa considera 4856 genes
(Osterlund et al., 2013).

La capacidad de prediccion del modelo empleando delecion de genes se evalla con los
paradmetros usados en (Nookaew et al., 2008) de la siguiente manera:

Procision: (VP +VN) )
eSO (WP ¥ VN + FP + FN)
Sensibilidad: Ve (6)
ensibilida WP T FN
E ificidad: N @)
specificidad: VN T FP)
Prediccion d l itivos: e (8)
rediccion de valores positivos: P+ FD)
VN
Prediccion de valores negativos: 9

(VN + FN)
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Donde VN: Verdadero Negativo, VP: Verdadero positivo, FP: Falso Positivo, FN: Falso
Negativo.

3.4.3 Soluciones 6ptimas alternativas

Dado que el problema a solucionar es lineal, la distribucion de fluxes generada por el FBA
generalmente no es la Unica solucién 6ptima que existe ya que puede suceder que el
modelo metabdlico alcance el mismo valor de la funcidon objetivo empleando ruta
metabdlicas alternativas, es decir, se pueden obtener soluciones Optimas alternativas con
fenotipos diferentes. El andlisis de variabilidad de fluxes o FVA por sus siglas en inglés, es
un método que identifica los posibles fluxes maximos y minimos para una reaccién en
particular cuando el valor de la funcidn objetivo se restringe a su valor 6ptimo. Para realizar
este andlisis se hace uso de las herramientas de COBRA, especificamente de la funcion

FluxVariability.

Este andlisis consiste en optimizar el valor de v; mediante dos problemas de optimizacion,
el primero consiste en minimizar v;

Minimizar v;
Sujetoa:S.v=20
(10)

Ui = Umin

Vi < Umax

Y el segundo consiste en maximizar v;

Maximizar v;
Sujetoa: S.v=20
Vi 2 VUpmin (11)
Vi < Vmax

Z=cTv

Los datos empleados para realizar FVA se describen en la Tabla 6.
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Tabla 6 Datos experimentales empleados para realizar FVA

ANAEROBIO

Condicion | yin vivo | Sustrato 02 Etanol CO2 Glicerol | Acetato | Succinato | Piruvato Referencia
1 0,1 5,555 0 8,2825 | 9,0658 | 0,0768 0,0333 0,025 0,0111 | (Nissen et al., 1997)
2 0,1 6,3 0 9,05 nd 1,05 0 nd nd (Jouhten et al., 2008)
3 0,19 11,31 0 16,84 | 18,53 2,06 0,1 0,05 0,05 (Nissen et al., 1997)
4 0,281 16,75 0 24,82 26,83 3,18 0,3 0,05 0,1 (Nissen et al., 1997)

AEROBIO

Condicion | | in vivo | Sustrato 02 Etanol CO2 Glicerol | Acetato | Succinato | Piruvato Referencia
2 0,1 1,97 1,7 1,56 nd 0 0 nd nd (Jouhten et al., 2008)
3 0,4 11,1 3,7 13,9 18,9 0,15 0,6 nd 0,05 (Jouhten et al., 2008)

La velocidad especifica de crecimiento U, se encuentra en h'l. Los fluxes se encuentran en unidades de mmol((gPS*h). Los flujos de sustrato y
O:2 corresponden a metabolitos de entrada, los demas son los fluxes de los metabolitos excretados. nd: Datos no reportados.
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3.5 Analisis de las limitaciones metabdlicas de la cepa
mutante en condiciones aerobias y anaerobias
empleando FBA

Para estudiar las limitaciones metabdlicas de la cepa mutante de S. cerevisiae al emplear
xilosa y/o glucosa como fuentes de carbono para la produccién de etanol, se simula el
crecimiento del organismo en un medio que contiene glucosa, xilosa y la combinacion de
ambas bajo condiciones aerobias y anaerobias.

Los datos experimentales empleados para realizar las simulaciones se describen en la
Tabla 7

Tabla 7 Datos experimentales empleados para realizar las simulaciones

AEROBIO - ANAEROBIO

Porcentaje % Glucosa (mmol/gPSh) Xilosa (mmol/gPSh)
100 11,1 0
70 7,77 3,33
50 5,55 5,55
30 3,33 7,77

Las simulaciones se realizaron empleando FBA (Flux balance Analysis).

Para simular las condiciones experimentales empleando el modelo i1583Je2015 se
realizan cambios en las restricciones relacionadas con Vmin ¥ Vmax €n reacciones especificas
de acuerdo a las condiciones de aerobiosis 0 anaerobiosis.La condicién anaerobia significa
gue el medio en el que crece el microorganismo no hay flux de entrada de oxigeno,
empleando FBA, lo anterior equivale a decir que Vmin EX_02(€) Y v EX_02(e), siendo
EX _02 el flux de entrada de oxigeno, son cero. Adicionalmente bajo estas condiciones es
necesario que el modelo tenga acceso a acidos grasos y esteroles que en ausencia de
oxigeno no se producen, por lo tanto se modifican también las restricciones relacionadas
€oN Vnin de las reacciones relacionadas con el transporte desde la membrana extracelular
de ergosterol, zymosterol, octadecanoato, octadecenoato, hexadecenoato vy
octadecadienoato. Estas reacciones de intercambio de metabolitos pasan de ser
irreversibles a ser reversibles, lo que es equivalente a decir, que el limite inferior €s Vmin=
—1000 en cada una de las velocidades de reaccion de estos componentes.

El flux de entrada de glucosa, xilosa y la combinacion de ambas se establece para cada
simulacion. Esta entrada es representada fijando vminEX_glc(e) y vmaxEX_glc(e) a cada uno
de los valores experimentales.
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Para los ensayos de simulacion se empleé un computador Dell con 8GB de memoria, y
procesador Intel® Core i7. Matlab R2012b (MathWorks, Natick MA) y COBRA 2.0.5.

3.5.1 Estrategias de ingenieria genética para el mejoramiento de
la cepa mutante de S. cerevisiae

A partir del andlisis de las limitaciones metabdlicas de la cepa mutante en condiciones
aerobias y anaerobias empleando FBA (ver pagina 55) se generan estrategias de
ingenieria genética susceptibles de ser validadas experimentalmente para la construccion
de una cepa de S. cerevisiae hiperproductora de etanol.

Los resultados del FBA (Seccion 3.5) muestran que en condiciones aerobias y anaerobias
se generan productos diferentes al etanol como el glicerol, cuyo flux de formacién es
sustancialmente mayor (mas del 75%) que el de otros productos como acetato o CO; (ver
Tabla 18). Ademas se observa que cuando se emplea xilosa como sustrato, la enzima
fosfoglucosa isomerasa (PGI) favorece la formacién de G6P lo que disminuye el flux aguas
debajo en la ruta de la glicélisis.

De lo anterior, las estrategias se concentran en dos objetivos, disminuir la produccion de
glicerol (se hace uso de los datos de (Bro, Regenberg, Forster, & Nielsen, 2006; Hjersted
et al., 2007)) y favorecer la produccién de F6P (Fructosa-6-fosfato) sobre G6P (Glucosa-
6-fosfato).

Para disminuir la produccién de glicerol, se hace uso de las estrategias planteadas en (Bro,
Regenberg, et al., 2006; Hjersted et al., 2007) las cuales se enfocan en:

e Cambiar los requerimientos de los cofactores que se emplean en la sintesis de
biomasa, dado que en la ruta de formacion de glicerol bajo condiciones anaerobias,
el NADH originado de la formacion de biomasa es reoxidado a NAD+.

e Sustituir las reacciones de formacion de glicerol por las de formacién de etanol.

Para favorecer el flux de formacion de F6P sobre G6P se restringe vmin @ cero, lo que
implica que la reaccion reversible catalizada por la enzima fosfoglucosa isomerasa (PGI)
pase a ser irreversible.

Las estrategias de ingenieria genética propuestas involucran la insercién de genes, sobre-
expresion de genes y cambio en las restricciones sobre reacciones especificas del modelo.
En la Tabla 8, se describen las estrategias que se evaluaron empleando el modelo
i1583Je2015. El flux de glucosa y xilosa empleado se encuentra descritos en la Tabla 7.

A partir de los resultados se cuantifica el porcentaje de incremento en la produccion de
Biomasa y etanol y el porcentaje de reduccion en la produccion de glicerol.
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Tabla 8 Estrategias para el mejoramiento genético de la cepa mutante

Estrategia

Reaccién Insertada

Delecién de GLUDyi y sobre-expresion
de GLUSX

Insercion Glicina deshidrogenasa
dependiente de NAD+

Insercidn orotate reductasa dependiente
de NADP+

Insercion transhidrogenasa
Estrategia
Insercion NADH Quinasa

Insercion de glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP+

liceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
dependiente de NADP+

PGI (Irreversible)

Glioxilato + NH3 + NADH -> glicina + NAD+
H20

S-Dihidro-orotate + NADP+ -> Orotate + NADPH

NADH + NADP+ -> NADPH + NAD+
Reaccioén Insertada
NADH + ATP -> NADPH + ADP

Glicerol-3-fosfato + NADP+ -> Gliceraldehido-3-
fosfato + NADPH

Gliceraldehido-3-fosfato + NADP+ -> 3-
fosfoglicerato + NADPH

Las estrategias se evalian haciendo uso de FBA. La sobre-expresion de genes consiste
en retirar las restricciones sobre la reaccion, es decir, Vmin €S -1000 Y Vmax €S 1000.
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4.Capitulo 4 Resultados y Analisis

4.1 Construccion del modelo 11583Je2015

El modelo iIMM904 sirve como punto de partida para la reconstruccion del modelo
metabodlico de una cepa mutante de S. cerevisiae que emplea como fuente de carbono
xilosa y glucosa para la obtencién de etanol.

A partir del curado manual se realizaron cuatro tipos de modificaciones, adicion de
reacciones, eliminaciéon de reacciones, cambios en la asociacidon-gen-proteina y cambios
en la direccion de las reacciones.

4.1.1 Reacciones adicionadas

Las modificaciones relacionadas con la adicion de reacciones se presentan en la Tabla 9:

Tabla 9 Modificacion del modelo base: Reacciones adicionadas

Reaccién Descripcién de la Reaccién Referencia
reaccion
PPItp Transporte de ppi ppi[x] -> ppi[c] (Visser et al.,
2005a)
AKGtm | Transporte de citrato- akg[c] + citfm] -> (Castegna et al.,
oxaloacetato akg[m] + cit[c] 2010a)
EX fola(e) | Transporte de Folato al folale] <=>
exterior (lliades, Meshnick,
FOLAt Transporte de folato fola[e] <=> folajc] & Macreadie,
desde el espacio 2004a)
extracelular al citosol

Metabolismo del Folato

Segun la literatura (lliades, Meshnick, & Macreadie, 2004b), una cepa que contenga la
delecion del gen FOL1 (YNL256W), el cual participa en la ruta metabdlica de biosintesis
del folato, puede crecer si el medio de cultivo se encuentra suplementado con acido félico.
En el modelo iMM904 el acido félico no hace parte del grupo de metabolitos involucrados;
por lo tanto se adicionan las reacciones EX_ fola(e) y FOLAt que dan cuenta del
intercambio/transporte del citosol al ambiente extracelular. No fue necesario adicionar
otras reacciones para conectar el 4cido folico con la red metabdlica dado que en el modelo
se encuentra el gen DFR1, relacionado con la sintesis de las enzimas 5,6,7,8-
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tetrahidrofolato:NAD+ oxidoreductasa y dihidrofolate:NADP+ oxidoreductasa, las cuales
participan en la produccién de folato.

Transporte de fosfatos en la membrana peroxisomal

La membrana peroxisomal no es permeable a pequefias moléculas in vivo, lo que implica
gue deben existir transportadores especificos (Visser et al., 2005b). En el estudio de Visser
et al se demuestra que la membrana peroxisomal tiene transportadores que facilitan el
transporte de pirofosfato, el cual se requiere para apoyar las reacciones de activacion de
acidos grasos intraperoxisomal. Por lo anterior, el modelo mejorado incluyo la reaccion de
transporte de pirofosfato del peroxisoma al citoplasma.

Transporte citrato — oxoglutarato

Los transportadores mitocondriales son una familia de proteinas que facilitan el transporte
de metabolitos, nucle6tidos y coenzimas a través de la membrana mitocondrial (Castegna
et al., 2010b). La literatura disponible en relacién con la funcién y el sustrato asociado de
algunos de transportadores mitocondriales de Saccharomyces cerevisiae permanecen sin
ser estudiados. Castegna et al (2010), reporta que Yhm2p es una proteina transportadora
de citrato-oxoglutarato; lo anterior sustenta la inclusién de Yhm2p en el modelo

4.1.2 Cambios asociacién gen-proteina-reacciéon

Los cambios relacionados con la asociacién gen-proteina-reaccion se presentan en la
Tabla 10:

Tabla 10 Cambios relacionados con la asociacion gen-proteina-reaccion

Gen Descripcion Reaccion Referencia
h2o[c] + imp[c]
YARO73W | Los genes YARO73W'y YARO75W + nad[c] -> h[c]

y se retiran de la reaccién IMPD + nadh[c] + (Hyle, Shaw, &
porque codifican para una proteina xmp[c Reines, 2003)
YARO75W no funcional. IMP
dehydrogenase]
YHLO12W es una proteina putativa ~ 91p[c] + h[c] + (Hashimoto
cuya funcion se desconoce y se utp[c] <=> Sakakibara’

YHLO12W | asigno6 a la reacciéon GALU por su  ppi[c] + udpg]c]
secuencia similar, por lo tanto se UTP-glucose-1-

retira. phosphate

Yamasaki, & Yoda,
1997)
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Gen

Descripcién Reaccion Referencia
uridylyltransfera
se
YJL200C se retira de la reaccion
ACONTm porque es una isoenzima _ (Przybyla-Zawislak
aconitasa mitocondrial putativa y se citfm] <=> Gadde Ducharme,
asigno a esta reaccion solo porque icit[m] ' ’
YJL200C su secuencia es similar. Ademas Aconitate & MCQammon,
por el momento no existe evidencia hydratase 1999; Sickmann et
relacionada con la supresion de al., 2003)
este gen.
asp-L[c] + atp[c]
+ gln-L[c] +
_ y h2o[c] ->
YMLO96 se retira de la reaccion amplc] + asn-
ASNS1 porque es un gen putativo ) 1y gy [c] + (Giaever et al.,
YMLO96W | del cual se desconoce su funcion y X
se asigno a esa reaccion solo por hic] + ppI[C] 2002)
su secuencia similar. asparagine
synthase
(glutamine-
hydrolysing)
YMR278W Se asocia a la reaccion PGM3 (TIW;%gLS;Bhat’
akgle] + hle]
Y'(\AYﬁzl\j';)W Se asocia a la reaccion AKGtm <=> r<':1[k(g[c] + (Castzeoglnoa:) )et al.,
YGRO12W | YGR012W se elimina de la reaccion
CYSS ya que es una proteina acser[c] +
putativa cuya funcion se desconoce  h2s[c] -> ac|c]
y se asignd a esta reaccion solo por  + cys-L[c] + h[c] (Zahedi et al., 2006)
Su secuencia similar. cysteine
La reaccion CYSS también se synthase
elimina.

4.1.3 Eliminacién de reacciones y cambios relacionados con la

direccionalidad de lareacciones

Luego de realizar los cambios anteriormente mencionados se aplica la herramienta
computacional MC3. Los resultados se encuentran consignados en la Tabla 11:
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Tabla 11 Resultados obtenidos al aplicar la herramienta computacional MC3

Connectivity Checks:
186 dead-end metabolites (SCM)
197 dead-end metabolites (DEM)

Basis-based checks:
275 coupled Reactions (CR)
30 inconsistent coupling (RCR)

FVA-based checks:
327 zero flux reactions (ZFR)
363 unsatisfied reversible reactions (UR)

A partir de estos resultados se hizo uso de la literatura (Heavner et al., 2013; Nookaew et
al., 2008; Osterlund et al., 2013) y base de datos (Ver Tabla 2) para cotejar la informacion
dada por la herramienta y hacer los cambios necesarios.En la Tabla 12 se muestran los
cambios realizados a las reacciones que se encontraron no satisfacen el criterio de
reversibilidad y para las que dan origen a metabolitos finales con flux cero.

Tabla 12 Cambios realizados segun los resultados obtenidos del software MC3

CAMBIOS EN LA DIRECCION DE LA REACCION

Reaccioén

ACCOACIm

ACGAMG6PS
ACONT3m

AKGtm

ALATA Lm

AMAOTr

BTSr

DBTSr

23CAPPD

Descripcidon de la .
- Formula

reaccion

accoa[m] + atp[m] + hco3[m]

Acetil-Coa carboxilasa _> adp[m] + h[m] +

mitocondrial .
malcoa[m] + pi[m]
N-acetilglucosamina-6- accoa[c] + gamép[c] ->
fosfato sintasa acgamép|c] + coalc] + h[c]
Aconitasa mitocondrial 2mcit[m] -> micit[m]

oxoglutarato

deshidrogenasa akg[m] + h[m] + Ipam[m] ->

co2[m] + sdhlam[m]

(lipoamida)
L-alanina transaminasa akg[m] + ala-L[m] -> glu-
mitocondrial L[m] + pyr[m]

adenosilmetionina-8-
amino-7-oxononanoato
transaminasa

8aonn|[c] + amet[c] ->
amobic] + dann]c]

dtbt[c] + s[c] -> btn[c] + 2
h[c]
atp[c] + co2[c] + dann[c] ->
detiobiotina sintasa adp|c] + dtbt[c] + 3 h[c] +
pi[c]
REACCION ELIMINADA POR SER METABOLITO FINAL
ADP-ribosa 2,3-
fosfodiesterasa ciclica
cisteina sintasa

biotina sintasa

23camplc] + h[c] + h2o[c] ->
amp2p|c]

Referencia

Base de datos
KEEG y
Saccharomyces
Genome
Database
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Los cambios mencionados permiten obtener el modelo i1583Je2015, el cual contiene 1583
reacciones que se dividen en varios subsistemas como se observa en la Tabla 13.

Tabla 13 Clasificacion del sistema de reacciones que conforman el modelo i1581Je2015

REACCIONES DEL MODELO i1581Je2015 CLASIFICADAS POR SUBSISTEMA

SUBSISTEMA
Aspartato y alanina

Metabolismo de carbdén
alternativo
Reacciones anapleréticas

Arabinosa

Argininay Prolina
Asparagina
Ciclo del acido tricarboxilico

Metabolismo complejo de
etanol
Cisteina

Transporte extracelular
Biosintesis de &cidos grasos
Degradacion de acidos grasos
Acidos grasos
Folato
Fructosay Manosa
Galactosa
Glutamato
Glutamina
Glicerolipidos
Glisinay Serina

Glicdlisis/Gluconeogénesis
Glicoproteina

Histidina
Metano
Metionina
Biosintesis de NAD
Nitrégeno

Nucleétidos
Valina, Leucina e Isoleucina

#
Reacciones
9
27

11
3

33
2
13
27

9

166
63
44

30

13
17

12
19

21

14

20
24

83
19

SUBSISTEMA

Tirosina, Triptofano y
Fenilalanina

Otro metabolismo de
amino acidos

Fosforilaciéon oxidativa

Pantotenato y Biosintesis
de CoA
Pentosa Fosfato

Biosintesis de fosfolipidos
Fosfolipidos
Porfirina y clorofila

Biosintesis de purinay
primidina
Piridoxina

Piruvato
Biosintesis de Quinona
Riboflavina
Esfingolipidos
Almidén y sucrosa
Esterol
Taurina
Tiamina
Treoninay Lisina

Transporte al reticulo
endoplasmatico
Transporte extracelular

Transporte al aparato de
golgi
Transporte a la
mitocondria
Transporte al nicleo

Transporte al peroxisoma
Transporte a la vacuola
tRNA
Otras
Xilosa

#
Reacciones
44

13

19
21

13
44
8
13

52

9
19
17
14
63
2
49
1
14
19
16

155

122

28
45
26
35
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El modelo a escala gendmica i1583Je2015 es una versién actualizada del modelo de
partida iIMM904 que tiene como propésito brindar una completa descripcion del
metabolismo de la cepa mutante de S. cerevisiae que utiliza xilosa y glucosa para producir
etanol. En su actualizacién, modelo fue modificado para incluir la adicién de reacciones
relacionadas con mutaciones que habilitan a la célula para emplear xilosa y transportar
metabolitos a través de los diversos compartimentos; de igual forma, en el modelo se
eliminaron genes asociados a proteinas putativas cuya funcidén se desconoce 0 no son
funcionales. Finalmente, se considerd la direccionalidad de importantes reacciones de
manera que se atienda a los prinicpios termodindmicos que rigen las reacciones bildgicas.
A continuacion de hace una descripcion detallada del modelo obtenido.

4.1.4 Descripcion del modelo i1583Je2015

Los cambios realizados al modelo base consistieron en dos etapas, la primera relacionada
con las mutaciones a la cepa salvaje que consisten en la adicion de la ruta metabdlica para
el uso de la xilosa y la segunda, son resultado de las observaciones halladas al realizar el
curado manual del modelo. Estas ultimas generaron la adicion de reacciones a la ruta
metabdlica del folato y de transporte de metabolitos a través de los compartimentos,
eliminacion de reacciones que no se conectaban con la red metabdlica y cambio de
direccionalidad de reacciones reversibles que segun datos bioquimicos son irreversibles.
También se actualizaron algunas asociaciones GPR (Gene-protein-reactions) de acuerdo
a la nueva literatura con el objetivo de generar una representacion mas completa y
acertada.

Al comparar el nimero de metabolitos, se observa que el modelo i1583Je2015 tiene menos
gue el modelo Yeast 6, esto se debe a que este tiene diez compartimentos, es decir, dos
compartimentos mas, envoltura celular y particula lipidica, de los que se propone en este
nueva reconstruccion, lo que conlleva a que un mismo metabolito se presente en varios
compartimentos (ver Tabla 14). Debido a la forma en que se estructura una red metabdlica,
cuando un mismo metabolito se encuentra localizado en varios compartimentos se cuenta
como especies diferentes, por ejemplo, fosfoenolpiruvato mitocondrial y citosélico cuentan
como dos metabolitos diferentes, a pesar que en un estudio metabolémico solo es
considerado como una especie dado que no se puede distinguir de que compartimento
proviene.

Por lo tanto, al aumentar el nimero de metabolitos en el modelo Yeast 6 debido a la
cantidad de compartimentos, el nUmero de reacciones también se ve incrementado.

Tabla 14 Localizacion de los metabolitos en los modelos i1583Je2015 y Yeast 6

Metabolito i11583Je2015 Yeast 6
Zimosterol | c—e c—-e—-|l-r—ce
Ergosterol | c—e—r c—-e—l-ce
Triglicérido | © el
Glicerol-3-Fosfato | c—-m c-m-r—|

c: citoplasma, e: espacio extracelular, r: reticulo endoplasmatico, m:
mitocondria, I: particula lipidica, ce: envoltura celular.



64 Modelado metabolico de una cepa mutante de Saccharomyces cerevisiae que
utiliza xilosa y glucosa como sustrato para la produccion de etanol

El modelo con el mayor nimero de genes es el modelo iTO977, esto se debe a que en
este se adicionan dos nuevas rutas metabolicas relacionadas con la biosintesis de
oligosacaridos y Glicosilfosfaditilinositol, dos moléculas que se emplean en la modificacion
de proteinas, lo que le brinda al modelo iOT977 dar un paso adelante en conectar un
modelo metabdlico con un modelo para la secrecion de proteina.

Las modificaciones realizadas al modelo i1583Je2015 generan una versién actualizada del
modelo iIMM904 que a diferencia de otros modelos, permite estudiar las limitaciones
metabdlicas de una cepa de S. cerevisiae que puede utilizar como sustrato xilosa ya que
contiene el gen xylA codificante de la enzima Xl y proteina transportadora de xilosa
proveniente de Pichia stipitis. Los modelos metabdlicos donde se estudian las
modificaciones genéticas para conferirle a S. cerevisiae la posibilidad de emplear xilosa
como fuente de carbono, se enfocan principalmente en la insercion de las enzimas XR y
XDH (Ruta de las levaduras) dado que a nivel de laboratorio fue la primera estrategia que
dio resultado pero, los bajos rendimientos asociados a la produccion de etanol, generé la
busqueda de otras rutas como la de la xilosa isomerasa (XI). La insercion de la enzima Xl
en cepas de S. cerevisiae logro realizarse exitosamente a nivel de laboratorio hace un poco
mas de 10 afios (KUYPER et al., 2005a). Sin embargo, estas cepas mutantes a pesar de
poder emplear xilosa como sustrato, tienen rendimientos bajos en la produccion de etanol.
De ahi la importancia de tener un modelo como el i1583Je2015 para entender e identificar
las limitantes metabdlicas relacionadas de estas cepas.

4.2 Validacion del modelo i1583Je2015

4.2.1 Simulaciones de la velocidad de crecimiento de la cepa en
condiciones aerobias y anaerobias

La validacion del modelo se realiza mediante tres métodos, primero, comparando la
velocidad de crecimiento in silico con datos experimentales bajo condiciones aerobias y
anaerobias , segundo, comparando los datos in silico de viabilidad celular al realizar single
gene knockouts con datos experimentales de crecimiento de mutantes con delecién de
genes y tercero haciendo FVA.

Los datos de las simulaciones de crecimiento bajo condiciones aerobias y anaerobias se
encuentran en la Figura 5 y Figura 6.
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El modelo predice de forma adecuada el crecimiento de la cepa bajo condiciones aerobias
. . . valor experimental—valor simulado
y anaerobias, el porcentaje de error, medido como ( * 100|

valor experimental
no supera el 12%, como se observa en la Tabla 15y Tabla 16.
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Con respecto a la produccion de etanol, que es el producto de interés en el estudio, se
encontré que bajo condiciones de aerobiosis, el porcentaje de error varia generalmente
entre el 0.5 — 14% (ver Tabla 16). En anaerobiosis, el porcentaje de error varia entre 10 -
22% y cuando se emplean cantidades superiores a 22,18 mmol/gDWh de glucosa, el
porcentaje de error es mayor al 40% (ver Tabla 15). Por lo tanto, el modelo tiene
limitaciones en la prediccion de fluxes cuando se emplean cantidades superiores a 22,18
mmol/gDWh de glucosa en un medio anaerobio. Esto puede deberse a que segun el
estudio de (Vargas et al.,, 2011) el ciclo del &cido citrico en condiciones anaerébicas
presenta dos rutas, la oxidativa y la reductiva, ocasionando que los fluxes de succinil-CoA
ligasa y del complejo succinato deshidrogenasa se deban restringir a cero para que el
modelo metabdlico pueda simular esta condicién y los resultados sean mas cercanos a los
valores experimentales.

En los estudios de (Nookaew et al., 2008) y (Osterlund et al., 2013), los porcentajes de
error de las simulaciones empleando FBA con velocidad de crecimiento de biomasa como
funcién objetivo y bajo condiciones aerobias y anaerobias, se tiene que el porcentaje de
error relacionado con el crecimiento de biomasa para el primer estudio no supera el 10%
(Nookaew et al., 2008), contrario a lo que sucede para el segundo, en donde se alcanzan
errores mayores al 30% (Osterlund et al., 2013). A partir de estos resultados se concluye
gue el modelo i1583Je2015 predice de forma adecuada los fenotipos de crecimiento de la
cepa bajo diferentes fluxes de glucosa y oxigeno en el medio.

Referente a los porcentajes de error relacionados con la produccién de etanol, el modelo
predice de forma adecuada los niveles de produccién; los porcentajes de error no superan
el 25%. No obstante la alta reproducibilidad el modelo respecto de reportes
experimentales, presenta limitaciones de prediccion a altos niveles de concentracion de
glucosa; en medio anaerobio los niveles maximos tolerables se acercan a 22,18
mmol/gDWh.

Tabla 15 Datos experimentales e in silico del crecimiento de la cepa y su produccion de
etanol bajo diferentes fluxes de glucosa y en un medio anaerobio. Las cantidades de
sustrato y etanol se encuentran en mmol/gDWh

MEDIO ANAEROBIO

Sustrato U U Error Etanol Etanol Error

invivo (hY)  insilico (h) (%) (in vivo) (in silico) (%)

2,3 0,03 0,031 3,33 3 2,388 20,4
2,86 0,047 0,051 8,51 3,74 4,682 25,19
5,555 0,1 0,11 10 8,2825 9,28 10,75
6,3 0,1 0,1095 9,5 9,05 7,02 18,92
6,58 0,1 0,11 10 9,47 7,89 20,03
11,31 0,19 0,21 10,53 16,84 13,92 20,98
11,5022 0,2 0,22 10 17,1153 15,28 12,01
16,75 0,281 0,314 8,29 24,82 19,03 14,80
17,367 0,3 0,33 10 25,7374 21,07 22,15
22,18 0,369 0,4056 9,92 33,07 23 43,78
23,654 0,4 0,4374 9,35 35,2682 25,06 40,74
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Tabla 16 Datos experimentales e in silico del crecimiento de la cepa y su produccion de
etanol bajo diferentes fluxes de glucosa y en un medio aerobio. Las cantidades de
sustrato y etanol se encuentran en mmol/gDWh

MEDIO AEROBIO

Sustrato "('hlfllv)o m(;il:{c;o Error Etanol (in vivo) Etanol (in silico) Error

1,15 0,1 0,0997 0,3 nd 0,0078 nd

1,28 0,1 0,1017 1,7 0 0,002 nd
1,97 0,1 0,0878 12,2 1,56 1,41 9,62
2,78 0,1 0,0915 8,5 2,91 2,6873 7,65
3,88 0,29 0,32 10,34 1 1,059 5,90
4,5 0,3 0,31 3,33 o 1,99 13,48
6,2 0,33 0,3516 6,55 5 5,0519 1,04
8,6 0,35 0,3768 7,66 5 9,079 4,43
11,1 0,4 0,4072 1,80 13,9 13,83 0,50
13,39 0,38 0,3806 0,16 18 16,99 5,61

El modelo i1583Je2015 permite predecir de forma adecuada valor experimentales
relacionados con la velocidad de crecimiento y produccién de etanol bajo diferentes
condiciones en medio aerobio y anaerobio.

4.2.2 Deleciéon de genes

Para determinar la capacidad del modelo de predecir genes esenciales, se realizaron
simulaciones para evaluar si existe crecimiento del organismo cuando se eliminan genes
especificos. La delecion se realiz6 sobre los genes que contaban con informacion bajo las
condiciones mencionadas en la sesion 3.4.2, los cuéles en total fueron 644 genes. La
viabilidad de las mutantes se contrasta con la informacion experimental consignada en
(Kuepfer et al., 2005) y (Jochen Fdrster, Famili, Palsson, et al., 2003).

Los resultados de las simulaciones realizando single gene deletion empleando FBA en un
medio minimo que contiene glucosa (10 mmol/h/gDW), amonio, oxigeno, sulfato y fosfato,
se encuentra en la Tabla 17. EI modelo predice que existe crecimiento en 629 de los 644
fenotipos que se evaluaron. Se presentaron 15 falsos negativos, es decir, se predice no
crecimiento a pesar de que el gen eliminado no es esencial. Por lo tanto el modelo tiene
un 97.7% sensibilidad relacionado con la prediccion de genes esenciales.
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La precision del modelo i1583Je2015 92.7% al contrastarla con las de los modelos iIN80O
(Nookaew et al., 2008) de 90.59% y iTO977 de 82.06% (Osterlund et al., 2013) mejora en
aproximadamente de 2% a 10% respectivamente. Este resultado puede explicarse debido
a que el modelo i1583Je2015 cuenta con una reaccion de formacién de biomasa
modificada que mejora las predicciones de letalidad con respecto a los modelos
antecesores (Mo et al., 2009a) y ademas, el nimero de compartimentos es mayor, lo que
permite tener una descripcion mas cercana al verdadero comportamiento de la actividad
metabodlica de la levadura. Las predicciones negativas pueden ser ocasionadas por
informacion faltante relacionada con la regulacion de genes, reacciones con metabolitos
finales o composicion de la biomasa.

Tabla 17 Resultados obtenidos de la delecion de genes

Analisis genes esenciales

Precision 92.7%
Sensibilidad 97.7%
Especificidad 48.6%

Prediccion de valores positivos 94.4%
Prediccion de valores positivos 70%

629 VP: Verdadero Positivo (El modelo
predice que existe crecimiento cuando un
gen no esencial es eliminado)

35 VN: Verdadero Negativo (El modelo
predice no crecimiento cuando se elimina
un gen esencial)

35 FP: Falso Positivo (EI modelo predice
crecimiento cuando un gen esencial es

15 FN: Falso Negativo (EI modelo
predice no crecimiento cuando genes no

eliminado) esenciales son eliminados)

2%
50 5%

= VP
= VN

FP
= FN

4.2.3 Andlisis de variabilidad de flujo

Flux Variability Analysis (FVA por sus siglas en inglés) permite conocer estructura de la red
metabdlica con mayor profundidad. Los resultados obtenidos (Anexo C) se pueden dividir
en 5 grupos: (1) Reacciones con flux igual a cero, (2) Reacciones con flux no variable y
diferente de cero, (3) Reacciones en el que el flux varia, pero no es cero, (4) Reacciones



70 Modelado metabolico de una cepa mutante de Saccharomyces cerevisiae que
utiliza xilosa y glucosa como sustrato para la produccion de etanol

gue pueden tener un flux igual a cero, (5) reacciones que pueden tener fluxes positivos,
negativos o igual a cero (Solo las reacciones que son reversibles pueden corresponder a
este grupo). Se realizaron dos tipos de FVA, el primero fijando el valor de la velocidad de
crecimiento éptima (100%) y el segundo, se fija un valor suboptimo de la velocidad de
crecimiento que equivale al 95% del valor.

Las simulaciones del FVA fueron realizadas empleando la funcion FluxVariability del
software COBRA.

Analizando el tamafio de los grupos, las reacciones que contienen un flux igual a cero son
el grupo mas grande con 48,19%; este grupo de reacciones pueden ser sustituidas por
otras con igual eficiencia. Este alto porcentaje es consecuencia de la existencia de
reacciones bloque en el modelo. Al realizarse el FVA con el valor subdptimo de la velocidad
de crecimiento, el nUmero de reacciones disminuye en un 15%, a causa principalmente de
las limitaciones en las restricciones impuestas sobre el FVA.

En el grupo de reacciones en el que el flux puede variar pero es diferente de cero, esta
compuesto por reacciones que participan en diversas rutas como la glicélisis, fosforilacién
oxidativa y sintesis de aminodcidos, algunas de ellas pueden ser sustituidas por otras que
pueden trabajar con la misma eficiencia. El grupo (5) contiene reacciones que pueden ser
sustituidas por otras con eficiencia similar.

En la Figura 7, Figura 8, Figura 9 y Anexo B y C se muestran los resultados del FVA
comparado con las soluciones de FBA para cuatro condiciones a nivel anaerobio y dos
para condiciones aerobias, empleando glucosa como fuente de carbono.

Cuando se hace FVA con el valor 6ptimo, los fluxes maximo y minimo de etanol para las
condiciones en un medio anaerobio no delimitan el intervalo donde se encuentra el valor
experimental, a diferencia de lo que sucede cuando se realiza FVA con un valor subéptimo.
Esto implica que fijar el crecimiento en un valor sub6ptimo, permite que la diferencia entre
la prediccion del FBA de crecimiento y su respectivo valor experimental pueda ser
empleada en la produccion de etanol (Veton(e)).

Para los fluxes de acetato, succinato, glicerol, piruvato el intervalo contiene el valor
experimental.

Para las condiciones aerobias, los intervalos de los fluxes de FVA 6ptimo y suboptimo
delimitan las condiciones experimentales, por lo que el modelo predice de manera precisa
los fluxes de los metabolitos de acetato, glicerol, etanol, succinato y piruvato
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Figura 7 Resultados de FBA y FVA para las condiciones experimentales anaerobias de la Tabla 6. En la abscisa se encuentra las
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4.3 Andlisis de las limitaciones metabdlicas de la cepa
mutante

4.3.1 Crecimiento de la cepa mutante emplean como fuente de
carbono glucosa y/o xilosa

La cepa mutante de S. cerevisiae se somete a diferentes cantidades de glucosa y xilosa
en el medio bajo condiciones aerobias y anaerobias para evaluar el efecto de la fuente de
carbono en el metabolismo. Los fluxes de glucosa y xilosa empleados, los fluxes de
formacion de etanol, glicerol y acetato y la velocidad de crecimiento se encuentran
descritos en la Tabla 18.

Crecimiento y produccién de etanol mediante co-fermentacion de glucosay xilosa

Tabla 18 Velocidad especifica de crecimiento (h~1) y velocidades de consumo y
formacion de producto (mmol/gDW h) bajo diferentes condiciones

Condicion Entrada de Etanol Glicerol Acetato Velocidad
sustrato de
crecimiento
Glucosa-Aerobio (GA) 11.1 15,52 1,4 0.20 0.40
Glucosa-Anaerobio (GAN) 115 17,22 1,8 0.03 0.23
Xilosa-Aerobio (XA) 11.1 12,35 0,7 0.18 0.37
Xilosa-Anaerobio (XAN) 115 15,18 1 0.04 0.18
G-X Aerobio (70%) 7.7 14,58 1,3 0.18 0,39
G-X Aerobio (50%) 5,55 13,93 1,3 0,17 0,38
G-X Aerobio (30%) 3,33 13,31 1,2 0,17 0,37
G-X Anaerobio (70%) 7.7 16,88 1,5 0,02 0,22
G-X Anaerobio (50%) 5,55 16,72 1,6 <0.01 0,22
G-X Anaerobio (30%) 3,33 16,53 14 <0.01 0,19
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En la Tabla 18 se observa que el mayor crecimiento de la cepa se da cuando se emplea
glucosa como fuente de carbono bajo condiciones aerobias, seguido de XA y GAN. La
velocidad de crecimiento bajo condiciones XAN fue significativamente menor, es decir 55%
menos con respecto a GA. El consumo especifico de la fuente de azlcar y la produccion
de etanol fue mayor con glucosa como fuente de carbono (en relacién a la xilosa) y bajo
condiciones anaerobias (en relacion a las condiciones aerobias). La produccion de glicerol
se incrementa significativamente bajo condiciones anaerobias para ambas fuentes de
carbono. Esto no sorprende dado que el glicerol actia como un sumidero de electrones y
su produccién permite la regeneracion de NAD+ cuando el oxigeno no se encuentra
disponible como aceptor final de electrones. La formacion de acetato fue bajo para las
condiciones evaluadas.

En los estudios de co-fermentacion, la mayor velocidad de crecimiento se presenta cuando
hay mayor porcentaje de glucosa en el medio y bajo condiciones aerobias. Bajo
condiciones de glucosa (30%), xilosa (70%) en condiciones anaerobias, se presento el
menor crecimiento de la cepa. El consumo especifico de la fuente de carbono y la
produccién de etanol es mayor cuando hay mayor cantidad de glucosa, en relacién con la
xilosa y en condiciones anaerobias, factor positivo dado que en el material lignocelulésico
la principal fuente de azucar es la glucosa seguido de xilosa. La produccion de glicerol, se
ve favorecida cuando hay condiciones de anaerobiosis y la produccién de acetato se ve
favorecido en condiciones aerobias.

El transporte de xilosa es fundamental para garantizar que no se produzca un crecimiento
diatxico cuando se co-fermenta glucosa y xilosa, por lo tanto, se necesita de un estudio a
nivel cinético que permita analizar las limitaciones del transportador Sutl de P. stipitis
empleado y de otras como Gxfl y At5g59250 de Candida intermedia y Arabidopsis
thaliana, respectivamente, para conocer las limitaciones que se tiene. Es importante
recordar que a nivel industrial se requiere el consumo al mismo tiempo de glucosa y xilosa
para garantizar un buen flux a través del metabolismo central de carbono que se traduce
en alta produccién de etanol que es un metabolito de gran interés.

4.3.2 Distribucion de fluxes de la cepa mutante empleando
glucosay xilosa

Los resultados de las simulaciones de la cepa mutante bajo condiciones aerobias y
anaerobias y empleando glucosa y xilosa como fuente de carbono se presentan en la
Figura 10.
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Ruta Pentosa Fosfato

Dado que S. cerevisiae prefiere emplear glucosa antes que xilosa, la modificacion genética
realizada a la cepa mutante con el transportador Sutl de P. stipitis le confiere la habilidad
de transportar este monosacérido, el cual entra por la via de la ruta de la pentosa fosfato
(RPF).

El flujo de carbono a través de la RPF no oxidativa cuando se emplea xilosa como fuente
de carbono es aproximadamente siete veces mas grande que al usar glucosa (ver Figura
10), resultado que se relaciona directamente con la topologia de la red, puesto la entrada
de xilosa es a través de esta ruta. Ademas, en condiciones fermentativas y cuando se
emplea glucosa, el flux de carbono va principalmente hacia la formacion de etanol,
generando que el flux a través de la RPF sea menor, como se observa en la Figura 10.

El carbono obtenido de la xilosa entra a la ruta de la pentosa fosfato no oxidativa a través
de X5P para luego pasar a la glicdlisis, caso contrario a lo que sucede con la glucosa donde
el flujo de carbono va directamente al metabolismo central y un pequefia fraccion, entre 1-
2 mmol/gDWh (ver Figura 10), va a la ruta de la RPF para producir NADPH para la
biosintesis y formacion de ribosa-5-fosfato (R5P) y eritrosa-4-fosfato (E4P) los cuales son
precursores de aminoacidos como la histidina y nucleoétidos.

En contraste, para todas las simulaciones realizadas (ver Figura 10) se observa que el flux
a través de la RPF oxidativa es bajo, dado que cuando se emplea xilosa el flux de carbono
Nno necesita pasar por esta ruta para ser asimilado sino que se va al metabolismo central.
En estudios donde la ruta para la asimilacion de xilosa empleada no es la Xl sino que es
la catalizada por las enzimas XR — XDH (Grotkjaer, Christakopoulos, Nielsen, & Olsson,
2005; J.-P. Pitkanen et al., 2003), se ha evidenciado que el flujo en la RPF oxidativa es alto
(aproximadamente 10 veces mas) cuando se usa xilosa, esto podria explicarse por el
desbalance de cofactores que aumenta la demanda del NADPH. Este alto flujo a través de
la ruta disminuye la cantidad de etanol que puede producirse (Grotkjaer et al., 2005; J.-P.
Pitkanen et al., 2003).

Una ventaja importante de emplear la XI para realizar la conversién de xilosa a xilulosa es
gue ademas de que el balance redox no se ve perturbado, puesto la enzima XI no necesita
cofactores, se requiere de un flux minimo en la RPF oxidativa para satisfacer las
necesidades de NADPH, lo que se traduce en la produccién de una mayor cantidad de
etanol.
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Figura 10 Distribucion de fluxes empleando glucosa y xilosa como fuente de carbono
bajo condiciones aerobias y anaerobias. Primer cuadro: Glucosa (11.1 mmol/gDWh) —
Aerobio. Segundo cuadro: Glucosa (11.5 mmol/gDWh) — Anaerobio. Tercer cuadro:
Xilosa (11.1 mmol/gDWh) — Aerobio. Cuarto cuadro: Xilosa (11.5 mmol/gDWh) —
Anaerobio.

Ruta de la glicolisis

El flujo de carbono proveniente de xilosa luego de pasar por la RPF no oxidativa entra a la
glicolisis a contribuir en la produccion de Fructosa-6-fosfato (F6P) y Gliceraldehido-3-
fosfato (GAP); estequiometricamente se producen 2 moles de F6P por cada mol de GAP.
Como el flux de carbono ingresa a la glicélisis aguas debajo de la reaccién de sintesis de
glucosa-6-fosfato, el flux a través de la enzima fosfoglucosa isomerasa (PGI) cuando se
emplea xilosa favorece la conversion de F6P a G6P, este flux permite la sintesis de
carbohidratos y aumenta el flux a la RPF oxidativa.
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El flujo reversible de F6P a G6P se ha encontrado que genera una disminucién de la
cantidad de G6P cuando hay xilosa en el medio (Wasylenko, 2014). La mayor parte de la
F6P generada en presencia de xilosa se emplea para la formacion de GAP, aunque este
flux se ve atenuado en presencia de xilosa porque algo del carbono que viene de la RPF
no oxidativa se convierte a GAP directamente

El flujo reversible de F6P a G6P se ha encontrado que genera una disminucién de la
cantidad de G6P cuando hay xilosa en el medio (Wasylenko, 2014). La mayor parte de la
F6P generada en presencia de xilosa se emplea para la formacion de GAP, aunque este
flux se ve atenuado en presencia de xilosa porque algo del carbono (aproximadamente 3
mmol/gDWh) que viene de la RPF no oxidativa se convierte a GAP directamente.

Una vez se forma GAP, el metabolismo de glucosa y la xilosa es el mismo.

Acidos tricarboxilicos (TCA)

Los fluxes a través del TCA son pequefios, entre 0 y 0,5 mmol/gDWh, comparados con los
de la glicdlisis, RPF y fermentacion, en todas las condiciones, ya que la mayoria del
carbono de piruvato se convierte a etanol en vez de ser transportado a la mitocondria y
oxidado para formar COx.

Bajo condiciones anaerobias el TCA es practicamente inactivo y las reacciones de la red
solo sirven para brindar carbono para biosintesis. La falta de flux a través del TCA en
condiciones anaerobias es de esperarse ya que no se cuenta con oxigeno como aceptor
terminal de electrones para la re-oxidacion del NADH en la mitocondria.

Cuando se emplea glucosa en condiciones aerdbicas, el flux a través de KDG (a-ceto
glutarato deshidrogenasa) es pequefio, casi cero. Este flux minimo a través del TCA puede
deberse a la represion por sustrato y es consistente con lo que se ha visto en trabajos
experimentales previos (Gombert, Moreira dos Santos, Christensen, & Nielsen, 2001).

En aerobiosis y empleando xilosa como sustrato, el pequefio (entre 0,01 a 0,54
mmol/gDWh) pero significativo flux a través del TCA, sugiere una induccion incompleta de
la respuesta de represion catalitica por carbono (RCC), que se ha observado también en
otros trabajos cientificos durante el uso de la xilosa como fuente de carbono (Y.-S. Jin &
Jeffries, 2004).

Por lo tanto, cuando se usa glucosa en condiciones aerobias, hay una represion por
sustrato del metabolismo respiratorio, mientras que en presencia de xilosa bajo las mismas
condiciones el metabolismo respiratorio esta activo, dado que se dispone de flux de
carbono en el TCA, donde en presencia de glucosa habria represion; cuando la cepa
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mutante crece con xilosa en el medio cambia del metabolismo fermentativo al respiratorio,
lo que disminuye los fluxes en la ruta de la glicélisis (ver Figura 10).

Crecimiento de la cepa mutante

De acuerdo a las simulaciones (ver Figura 10), cuando se emplea xilosa como sustrato
bajo condiciones anaerobias se experimenta el menor crecimiento (0.18 h), lo que lleva a
pensar que existe una limitante a nivel metabdlico.

Esa limitacidon puede estar directamente ligada con las reacciones de la glicélisis luego de
la formacién de GAP, evidenciando que pueda existir una activacion incompleta del
metabolismo fermentativo, porque como se menciono anteriormente, puede que exista una
disminucion en la expresiéon de los genes relacionados con las reacciones de la glicélisis
existentes después de la produccién de GAP inducido por el hecho que la enzima PGI
favorece la formacion de G6P.

En el metabolismo fermentativo, el NADH citosélico producido en la reaccion catalizada
por la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es re-oxidado a través de la
formacion de etanol. Por lo tanto, limitaciones metabdlicas en las etapas aguas abajo de
la glicolisis pueden llevar a la regeneracion ineficiente de NAD+ en el citosol. En
condiciones aerdbicas, este problema puede ser sobrellevado al llevar el NADH a la
mitocondria donde puede ser reoxidado en la cadena transportadora de electrones con
oxigeno como aceptor final de electrones.

Tomando en consideracion los resutados del andlisis de balance de flujo de la cepa
mutante de S. cerevisiae y estudios que se han realizado sobre el tema (Wasylenko &
Stephanopoulos, 2015), se sugiere que en presencia de xilosa como Unica fuente de
carbono existe una limitacién metabdlica en las reacciones que hacen parte de la glicélisis
desde GAP, pasando por la formacién de piruvato y finalmente etanol. También se observa
que existe una re-oxidacion ineficiente de NADH generado en la glicélisis, donde no hay
oxigeno como aceptor de electrones. Estos hallazgos no se tenian identificados a partir de
la literatura, sugiriendo que a pesar de tratar, mediante las mutaciones realizadas, que el
flux de carbono que se forma a partir de xilosa potenciara la formacién de etanol, adn
siguen existiendo otras limitantes que se deben sanear para generar una cepa
hiperproductora de etanol

Lo anterior se complementa con el hecho que el transporte de xilosa a través de la
membrana plasmatica continla siendo una limitante, ya que a pesar de que la introduccion
de genes heterdlogos le confieran la capacidad de emplear este azicar como fuente de
carbono, se encuentra que el mayor consumo de xilosa se presenta como hay poca
cantidad de glucosa en el medio (Katahira et al., 2008), y cuando hay poca glucosa en el
medio, segun se evidencia en la Tabla 18 hay menor produccion de etanol.
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4.3.3 Estrategias de Ingenieria Genética para el mejoramiento de
la cepa mutante

En condiciones anaerobias, la cepa mutante de S. cerevisiae produce principalmente
cuatro productos cuando emplea glucosa y/o xilosa como sustrato: CO», etanol, biomasa
y glicerol (Tabla 18 y Figura 10). Para mejorar la produccion de etanol se debe buscar
estrategias que permitan direccionar el flux de carbono que va a biomasa y/o glicerol a la
produccion de etanol.

El flujo de formacién de glicerol es mayor que el de otros productos como acetato. En
condiciones anaerobias y empleando glucosa y xilosa como sustrato (Tabla 18), se genera
un flux de 1.8 y 1 mmol/gDWh de glicerol respectivamente y 0.03 y 0.04 mmol/gDWh
respectivamente de acetato. Bajo aerobiosis y empleando las mismas fuentes de carbono,
se tiene un flux de formacién de glicerol 1.4 mmol/gDWh cuando se usa glucosa y 0.7
mmol/gDWh para xilosa y 0.2 y 0.18 mmol/gDWh respectivamente de acetato. Segun el
estudio de (Nissen, Hamann, Kielland-Brandt, Nielsen, & Villadsen, 2000) si se logra
direccionar el flux de carbono a etanol, segin estudios pueden aumentar la produccion de
etanol en un 10%.

Delecionar los genes involucrados en la biosintesis de glicerol no es una estrategia que
pueda llevarse a cabo, dado que la velocidad especifica de crecimiento disminuye
fuertemente (Nissen et al., 2000). Ademas, en condiciones anaerobias, la formacién de
glicerol es necesaria para el crecimiento de S. cerevisiae, ya que este producto juega un
rol importante en mantener el balance redox dentro de la célula puesto que el NADH
originado de la produccién de acidos organicos y biomasa, puede ser re-oxidado a NAD*
por la formacion de glicerol, ya que la respiracién no se puede dar y la produccion de etanol
es un proceso de redox-neutral.

En el estudio de Bro et al, 2006 se especifican cuatro estrategias para redireccionar el flujo
de carbono del glicerol hacia la formacién de etanol:

1. Sustitucién de las reacciones oxidantes de NADPH.

2. Sustitucion de la reacciones de reduccion de NAD+ en la formacion de biomasa.
3. Inclusién de reacciones que convierten NADH en NADPH.

4. Sustitucion de las reacciones de sintesis de glicerol por las de formacion de
etanol, empleando NADH.

Ademas de aplicar estrategias para la reduccion de la formacion de glicerol, a partir del
andlisis de los resultados de la Figura 10 se observa que al emplear xilosa como fuente de
carbono para la produccién de etanol, el flux para la glicélisis entra debajo del nodo de
G6P y el flux a través de la enzima que cataliza la reaccion reversible que convierte G6P
a F6P, denominada fosfoglucosa isomerasa (PGI), tiene un flux neto de F6P a G6P, lo que
no ocurre cuando se emplea glucosa como Unica fuente de carbono. Por lo tanto, se
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propone ambiar las restricciones de la enzima PGI a una reaccion irreversible, es decir,
Vmin = 0Y Vpmax = 1000.

En la Tabla 19 y Tabla 20 se muestran las estrategias que se evallan y se cuantifica el
porcentaje de mejoramiento en la velocidad de crecimiento, produccion de etanol y
disminucion de la produccién de glicerol bajo condiciones aerobias y anaerobias.

Segun la Tabla 19, se encuentra que las estrategias empleadas permitieron el aumento en
la produccién de etanol y la disminucion en la produccion de glicerol bajo condiciones
anaerobias y empleando glucosa y xilosa como fuentes de carbono. El aumento en el
porcentaje de la produccién de etanol se evidencia mas sobre las simulaciones en la cuales
se emplea glucosa en un 70% y 30%.

La mejor estrategia en ingenieria genética para aumentar la produccién de etanol en mas
del 8% bajo condiciones anaerobias y de co-fermentacién (glucosa/xilosa) es la insercién
de la reaccién heter6loga catalizada por la enzima GAPN. La insercion de la reaccion
genera una reduccion del 100% en la produccién de glicerol y permite aumentar la
formacion de biomasa.

En la cepa de S. cerevisiae mutante, la conversién de gliceraldehido-3-fosfato (g3p) en 3-
fosfoglicerato es una reaccion de dos pasos, catalizada por una deshidrogenasa y una
quinasa, la GAPN heterdloga permite que esta reaccion se de en un solo paso y es
dependiente de NADP+. Esta estrategia pertenece al grupo de estrategias que buscan la
sustitucion de las reacciones de sintesis de glicerol por las de formacion de etanol.

En el estudio de (Bro, Birgitte, et al., 2006) se encuentra que al emplear una cepa mutante
de S. cerevisiae que expresa las enzimas XR y XDH para emplear xilosa y la GAPN
heteréloga en un medio anaerobio y empleando 20 g/L glucosa y 50 g/L xilosa, se reduce
la formacion de glicerol en 58% e incrementa la produccion de etanol en 24%. Segun las
simulaciones (ver Tabla 19) el aumento en el porcentaje de produccion de etanol para la
cepa de estudio, comparada con este, es tres veces menor. Esta estrategia no se llevado
a laboratorio en cepas que contenga la Xl para asimilar xilosa, y como actualmente la
expresion de Xl en las cepa de S. cerevisiae ha sido exitosa (KUYPER et al., 2005b;
Wasylenko & Stephanopoulos, 2015), se recomienda evaluar esta estrategia.

Segun la Tabla 20, sélo una de las estrategias permite aumentar en mas de un 5% la
produccion de etanol bajo condiciones aerobias. Esta estrategia genera que el aumento
del flux de etanol sea a expensas de la produccion de biomasa.

La estrategia que genera el mejoramiento de la produccion de etanol es la delecion de
GLUDyi y sobre-expresion de GLUSX, la cual pertenece al grupo de sustitucion de las
reacciones oxidantes de NADPH. No hay estudios que permitan comparar esta estrategia
a nivel de laboratorio y bajo condiciones aerobias. Los estudios en los que se evallan
estrategias de ingenieria genética para mejorar la produccion de etanol empleando S.
cerevisiae y glucosa y xilosa como fuente de carbono se realizan bajo condiciones
anaerobias ya que son las que mejores rendimientos tiene.
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Tabla 19 Estrategias de ingenieria genética para el mejoramiento en la produccién de etanol de la cepa mutante de S. cerevisiae
bajo condiciones anaerobias. El % de sustrato empleado, equivale a la cantidad de glucosa en el medio, es decir, 30% significa 30%
glucosa y 70% xilosa (Adapatada de Bro, Birgitte, et al., 2006).

Estrategia

1. Delecién de GLUDyi y sobre-
expresion de GLUSXx
1. Insercion Glicina
deshidrogenasa dependiente
de NAD+

2. Insercién orotate reductasa
dependiente de NADP+
3. Insercién transhidrogenasa

3. Insercién NADH Quinasa

4. Insercién de glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente
de NADP+

4. Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente
de NADP+ (GAPN)

PGl (Irreversible)

Reaccion insertada

Glioxilato + NH3 +
NADH -> glicina +
NAD+ H20

S-Dihidro-orotate +
NADP+ -> Orotate +
NADPH

NADH + NADP+ ->
NADPH + NAD+

NADH + ATP ->
NADPH + ADP

Glicerol-3-fosfato +
NADP+ ->
Gliceraldehido-3-
fosfato + NADPH

Gliceraldehido-3-
fosfato + NADP+ -> 3-
fosfoglicerato +
NADPH

% de incremento en
la produccion de

% de incremento
en la produccion

% de reduccion de
la produccion de

Biomasa de Etanol glicerol
30% 50% 70% 30% 50% 70% 30% 50% 70%
10,53 0,00 4,55 4,17 3,11 4,27 59 59 60
15,79 -2,50 4,55 448 3,11 4,15 57 57 58
13,05 0,45 4,55 6,59 5,20 6,07 100 100 100
19,32 1,45 11,55 8,17 7,06 6,46 100 100 100
12,63 0,00 4,55 6,53 5,20 6,34 100 100 100
16,32 4,09 11,55 4,48 4,49 3,50 100 100 100
17,89 0,91 4,55 8,23 8,01 8,41 100 100 100
16,22 4,07 11,56 4,49 4,39 3,50 32 30 31
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Tabla 20 Estrategias de ingenieria genética para el mejoramiento en la produccion de etanol de la cepa mutante de S. cerevisiae
bajo condiciones aerobias. El % de sustrato empleado, equivale a la cantidad de glucosa en el medio, es decir, 30% significa 30%

Estrategia

1. Delecibn de GLUDyi vy
sobre-expresion de GLUSx

1. Insercion Glicina
deshidrogenasa
dependiente de NAD+

2. Insercidn orotate
reductasa dependiente de
NADP+

Estrategia

3. Insercién
transhidrogenasa
3. Insercion NADH Quinasa

4. Insercion de glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa
dependiente de NADP+

4. Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente
de NADP+

PGI (Irreversible)

Reaccién insertada

Glioxilato + NH3 +
NADH -> glicina +
NAD+ H20
S-Dihidro-orotate +
NADP+ -> Orotate +
NADPH

Reaccién insertada

NADH + NADP+ ->
NADPH + NAD+
NADH + ATP ->
NADPH + ADP

Glicerol-3-fosfato +

NADP+ ->
Gliceraldehido-3-
fosfato + NADPH

Gliceraldehido-3-
fosfato + NADP+ -> 3-
fosfoglicerato +
NADPH

% de incremento en
la produccion de

glucosa y 70% xilosa (Adaptada de Bro, Birgitte, et al., 2006).

% de incremento en la
produccién de Etanol

% de reduccion de la
produccién de

Biomasa glicerol
30% 50% 70% 30% 50% 70% 30% 50% 70%
-2,70 -2,89 -333 5,58 5,65 5,44 69 68 71
2,16 1,79 1,44 -2,10 0,00 0,00 55 61 58
2,16 1,84 1,49 0,00 0,00 -0,14 100 100 100

% de incremento en
la produccién de

Biomasa
30% 50% 70%
3,32 2,97 3,59
6,92 1,79 1,44
3,32 2,89 2,56
2,16 1,79 1,28
2,16 1,79 1,28

% de incremento en la
produccién de Etanol

30% 50% 70%
-0,45 nd nd

9,47 0,00 0,00
-0,45 -0,36 -0,48
0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 -0,07

% de reduccion de la
produccién de

glicerol
30% 50% 70%
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100

100 100 100
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

¢ Los modelos metabdlicos a escala gendémica son una herramienta valiosa en el &rea de
las ciencias biol6gicas que permiten plasmar el comportamiento celular mediante la
construcciéon de una red metabdlica en la que se hace una descripcién de las reacciones
bioquimicas, metabolitos y genes que conforman un organismo. A partir de esta red se
pueden analizar las limitaciones metabdlicas de un organismo y proponer estrategias
en ingenieria metabdlica para su mejoramiento.

e La reconstrucciéon del modelo metabdlico de un organismo requiere tiempo y esfuerzo
ya que el proceso es altamente complejo. Se debe estar conscientes que las bases de
datos sobre las cuales se construyen estas redes pueden presentar errores,
inconsistencias o falta de actualizacién, por tal motivo se debe trabajar de la mano con
literatura confiable. Estas inconsistencias pueden seguir por mucho tiempo, al menos
gue se dedique tiempo en evaluar y analizar cuidadosamente la red metabdlica. Una de
las formas de lograrlo, es el curado manual de rutas metabdlicas de mucho interés,
proceso que a pesar de requerir tiempo y esfuerzo, permite mejorar la precision de las
predicciones del modelo y alertar acerca de las limitaciones de este.

e A partir del curado manual del modelo iIMM904 se identificaron inconsistencias al
comparar la informacion contenida en el modelo y la literatura. Estas inconsistencias
incluyen asociaciones erréneas gen-proteina-reaccion, reacciones que no satisfacen la
restriccion de reversibilidad, reacciones de metabolito final con flux cero y reacciones
de transporte de metabolitos internos faltantes.

e La validacion del modelo metabdlico i1583Je2015 de S. cerevisia se realiz6 mediante
tres estrategias, simulacién de condiciones experiementales, deleciébn de genes y
variabilidad de fluxes. Se concluye que el modelo simula la formacién de biomasa con
un porcentaje de error menor al 12% para condiciones aerobias y anaerobias. Con
respecto a la produccion de etanol se obtiene un error menor del 14% para condiciones
aerobias y de aproximadamente 22% para condiciones anaerobias, aunque al emplear
condiciones mayores al 22,18 mmol/gDWh de glucosa bajo esta condicion el error
aumenta a mas del 40%, lo cual debe mejorarse en estudios futuros. La precision del
modelo i1583Je2015 mejora en un 2% con respecto a otros estudios.

e Las estrategias de mejoramiento genético se enfocaron en la disminucién de la
formacion de glicerol y llevar el flux de la enzima PGl a la formacién de F6P. La mejor
estrategia, insercion de la reaccion heteréloga catalizada por la enzima GAPN,
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increment6é en mas del 8% la produccion de etanol y redujo en 100% la formacion de
glicerol.

5.2 Recomendaciones

El curado del modelo se hizo uso de la herramienta computacional MC3, metodologia
gue permite analizar los problemas mas comunes que hacen que en el modelo se
presenten inconsistencias como metabolitos finales, reacciones acopladas,
reacciones que no satisfacen la reversibilidad, reacciones de flux cero, entre otros.
Ademés de emplear herramientas computaciones es interesante el desarrollo de una
metodologia global que permita documentar y reportar los errores de los modelos con
el objetivo de que todos hablemos el mismo idioma y se pueda realizar el proceso de
curado y mejoramiento de la precision de las simulaciones en menos tiempo.

Para mejorar los valores de prediccion relacionados con la produccién de etanol bajo
condiciones anaerobias, se puede emplear la metodologia de FBA empleando
funciones objetivo basado en compartimentos, la cual buscar dividir la célula en
diversos compartimentos para seleccionar en cada uno potenciales funciones objetivo
gue se analizan para obtener la mejor combinacion.

Todo los afios sale mas informacién acerca del metabolismo de las levaduras, por lo
gue estos modelos pueden nutrirse a partir de estos datos, generando un
mejoramiento continuo en el entendimiento de los sistemas bioldgicos, pero se
recomienda tener presente que incrementar el nimero de genes no implica mejorar la
precision de los modelos.

Se recomienda llevar a laboratorio la estrategia de mejoramiento genético encontrada
en este estudio para verificar su funcionamiento y mejorar las opciones de cepas que
se encuentran a nivel industrial para la produccién de etanol. En caso que se
compruebe que la estrategia funciona, se haria un aporte a las estrategias de
obtencién de biocombustibles que buscan disminuir el cambio climatico.
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A. Anexo: Ecuacidén de biomasa del
modelo 11583Je2015

1.1348 13BDglcn]c] + 0.4588 ala-L[c] + 0.046 amp|c] + 0.1607 arg-L[c] + 0.1017 asn-L|[c]
+ 0.2975 asp-L[c] + 59.276 atp[c] + 0.0447 cmp][c] + 0.0066 cys-L[c] + 0.0036 damp|c] +
0.0024 dcmpic] + 0.0024 dgmpc] + 0.0036 dtmp|c] + 0.0007 ergst[c] + 0.1054 gIn-L[c] +
0.3018 glu-L[c] + 0.2904 gly[c] + 0.5185 glycogen|[c] + 0.046 gmp[c] + 59.276 h2o0][c] +
0.0663 his-L[c] + 0.1927 ile-L[c] + 0.2964 leu-L[c] + 0.2862 lys-L[c] + 0.8079 mannan]c]
+ 0.0507 met-L[c] + 6e-06 pa_SCJc] + 6e-05 pc_SCjc] + 4.5e-05 pe_SCjc] + 0.1339 phe-
L[c] + 0.1647 pro-L[c] + 1.7e-05 ps_SCc] + 5.3e-05 ptdlino_SC|c] + 0.00099 ribflv[c] +
0.1854 ser-L[c] + 0.02 so4[c] + 0.1914 thr-L[c] + 0.0234 tre[c] + 6.6e-05 triglyc_SC|c] +
0.0284 trp-L[c] + 0.102 tyr-L[c] + 0.0599 ump]c] + 0.2646 val-L[c] + 0.0015 zymst[c] ->
59.276 adplc] + 58.7 h[c] + 59.305 pi[c]
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B. FVA (Condiciones anaerobias)

Datos FVA para condiciones anaerobias, los fluxes se encuentran en unidades de
mmol/gDWh.

Condicion experimental

Glicerol 1 2 3 4

Experimental 0,08 1,05 2,06 3,18
Max 0,09 1,07 2,01 3,29
Min 0,00 0,00 0,00 0,00
Max S 0,45 1,34 2,67 4,45
Min S 0,00 0,00 0,00 0,00
Glu 5,56 6,30 11,31 16,75
FBA 0,00 0,85 1,96 2,85

Condicion experimental

Succinato 1 2 3 4
Experimental 0,03 | nd 0,05 0,05
Mdx 0,52 |nd 1,35 1,70
Min 0,03 | nd 0,03 0,03
Max S 0,59 |nd 3,32 1,91
Min S 0,01|nd 0,02 0,04
Glu 5,56 6,30 11,31 16,75
FBA 0,05 | nd 0,11 0,10

Condicion experimental

Etanol 1 2 3 4
Experimental 8,2825 9,05 16,84 24,82
Max 9,3592664 | 9,01524249 | 14,1509304 | 21,9636125
Min 9,07257803 | 7,01071861 | 13,0488307 | 20,2692245
Max S 9,54399762 | 9,42876805 17,02| 24,9120418
Min S 8,27590821 | 5,46871395| 9,53372641 | 15,2065916
Glu 5,56 6,3 11,31 16,75
FBA 9,28 7,02 13,93 21,62
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Condicion experimental

Piruvato 1 2 3 4
Experimental 0,01|nd 0,05 0,10
Max 0,12 | nd 2,32 2,82
Min 0,00 |nd 0,05 0,00
Max S 0,38 | nd 3,06 3,95
Min S 0,00 |nd 0,00 0,00
Glu 5,56 6,30 11,31 16,75
FBA 0,00 | nd 1,05 0,32
Condicion experimental
Acetato 1 2 3 4
Experimental 0,0333 0 0,1 0,3
Max 0,75435247 0,81579753| 1,47906041 | 1,27410113
Min 0 0 0 0
Max S 1,41994862 1,35802246| 2,26309604 | 2,1046336
Min S 0 0 0 0
Glu 5,56 6,3 11,31 16,75
FBA 0 0 0 0
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C. FVA (Condiciones aerobias)

Datos FVA para condiciones aerobias, los fluxes se encuentran en unidades de
mmol/gDWh.

Condicidn experimental Condicién experimental
Acetato 1,00 2,00 Glicerol 1 2
Experimental 0,05 Experimental 0 0,15
Maéx 1,54 Max 0,05 0,19
Min 0,00 Min 0,00 0,00
Max S 1,84 Max S 0,25 0,95
Min S 0,00 Min S 0,00 0,00
Glu 1,97 11,10 Glu 1,97 11,10
FBA 0,06 FBA 0,00 0,00

Condicidn experimental Condicidn experimental
Etanol 1 2 Piruvato 1 2
Experimental 1,56 13,9 Experimental 0,05
Max 1,75| 14,47 Max 1,54
Min 0,64 9,92 Min 0,00
Max S 1,80 15,24 Max S 1,84
Min S 0,00 2,70 Min S 0,00
Glu 1,97 11,1 Glu 1,97 11,10
FBA 1,412 13,83 FBA 0,06
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