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1 RESUMEN

La produccion de biocombustibles de 1¢ra-generacidn requiere de areas exclusivas
de cultivo, compitiendo con plantaciones con fines alimenticios y desplazando
habitats naturales. Esto impulsé la produccién de biocombustibles de 2da-
generacion como el bioetanol, a partir de biomasa lignocelulésica. La misma esta
compuesta de: celulosa, hemicelulosa y lignina. La hemicelulosa contiene

mayoritariamente xilosa, glucosa y arabinosa.

La levadura Saccharomyces cerevisiae, usualmente empleada para producir
bioetanol de 1¢ra-generacién por fermentacion de hexosas, es incapaz de fermentar
xilosa y arabinosa. Obtener una cepa capaz de fermentar todos los aztcares
fermentables contenidos en la biomasa lignoceluldsica permitira mejorar los
rendimientos de produccion de este biocombustible. Las estrategias desarrolladas
involucran la expresion heterdloga de genes de las vias oxo-reductiva o xilosa

isomerasa.

El objetivo de este trabajo fue obtener cepas modificadas de S. cerevisiae capaces
de producir etanol como producto mayoritario de la fermentacion de xilosa. Para
ello, se dispuso de dos cepas recombinantes de S. cerevisiae CAT-1, obtenidas por
insercion en el cromosoma de genes involucrados en la asimilacion y transporte de
xilosa. La cepa CAT-1-XRT contiene dos genes de la via oxo-reductiva de
Scheffersomyces stipitis. La cepa CAT-1-XIT contiene el gen que codifica para xilosa
isomerasa (XI) de Streptomyces coelicolor. Ademas, ambas cepas contienen copias
extra de los genes homologos XKS1 (xilulosa quinasa), TAL1 (transaldolasa) y
Gal2-N376F (transportador). Estas cepas no lograron crecer en xilosa de forma
apreciable. Estimando que el fenotipo obtenido se debe a la ausencia o baja
expresion de los genes heterdlogos, construimos un plasmido de alto nimero de
copias (pRS42K::XI), con el gen xylA (XI) de Piromyces sp.. Este plasmido fue
transferido a CAT-1, CAT-1-XRT y CAT-1-XIT. Luego de 10 etapas de evolucion, se
evalud el consumo de xilosa y produccion de etanol. El cultivo obtenido luego del
ultimo paso de evolucion de la construccién CAT-1-XIT (pRS42K::XI), fue capaz de

asimilar el 91,26% de xilosa contenida en un medio de cultivo con 20 g/L de xilosa



inicial y producir 6,78 g/L de etanol con un rendimiento muy bueno (0,404 g de

etanol/g de xilosa).

En el marco de esta tesina se logré construir una cepa modificada de S. cerevisiae
capaz de producir etanol como producto mayoritario de la fermentacién de xilosa a

través de la via de isomerizacion.



2 INTRODUCCION

El anunciado agotamiento de las reservas petroleras, combinado con la creciente
demanda mundial de energia, han promovido el interés hacia la producciéon de
biocombustibles en los ultimos 20 afiosl. Otra preocupacién en aumento esta
relacionada con los problemas ambientales que genera el consumo de los
combustibles fosiles. Un claro ejemplo son las emisiones de gases con efecto
invernadero. El uso de biocombustibles suele ser una opcion mas amigable con el
medio ambiente. Esto se debe a que el balance de carbono de los mismos (en cuyo
calculo se incluye el consumo de carbono por fotosintesis) es casi neutro en
comparacién con el de los combustibles derivados del petréleo (como la gasolina,

el diesel o el queroseno)?.

2.1 Biocombustibles
Los biocombustibles se definen como aquellos combustibles que derivan de la

biomasa, es decir, de organismos vivos o de sus desechos metabdlicos?.

Los biocombustibles se clasifican en tres grupos generacionales dependiendo de la
biomasa de la que parten. Los de primera generaciéon se producen a partir de
biomasa vegetal o animal, involucrando los polisacaridos o dcidos grasos presentes
en la misma, que podrian eventualmente usarse para la alimentacién humana y/o
animal. Los biocombustibles de segunda generacién son producidos a partir de
diferentes materias primas, en especial (aunque no exclusivamente) de biomasa
lignoceluldsica no comestible. Los biocombustibles de tercera generacion estan
relacionados con la biomasa de algas y con la utilizacion de didxido de carbono
(CO2) como materia primal. La produccién de biocombustibles de primera

generacion es el area industrial mas desarrollada hasta el momento.

El bioetanol es uno de los biocombustibles mas utilizados en el continente
americano. Los otros biocombustibles, incluyendo el biodiesel, suelen ser
comunmente utilizados en otras regiones como Europa y Asial. Liderados por
Brasil y Estados Unidos, la produccion mundial de bioetanol se duplicé en un
lustro, pasando de 31300 millones de litros (L) en 2005 a mas de 85600 millones
de L en 20102. En el 2017, la produccién de bioetanol alcanz6 los 26724 millones L



por parte de Brasil (principalmente a partir de cafia de azdcar) y 59809 millones

de L por parte de EE. UU. (principalmente a partir de maiz)3.

Sin embargo, el rapido crecimiento de la producciéon de biocombustibles no ha
estado exento de controversia. El amplio apoyo por los biocombustibles de
primera generacion se redujo a medida que algunos estudios destacaron que su
producciéon requeria el uso de materias primas que podian tener fines
alimenticios?, cuestionando su capacidad para desplazar la energia fésil y

analizando su potencial contribucién al monocultivo y la deforestacion?.

Desde el punto de vista econémico, la produccion de etanol a partir de cana de
azdicar se encuentra en estrecha competencia con el mercado del aztcar. La
materia prima se esta volviendo cada vez mas costosa, afectando el costo final del

bioetanol?.

El impacto de estos efectos combinados ha estimulado la produccién de
biocombustibles producidos a partir de biomasa no alimentaria (segunda o tercera
generacion), aprovechando el area destinada a otros cultivos y disminuyendo los

gastos asociados; incluyendo el riego y los fertilizantes2.

2.2 Produccion de biocombustibles de segunda generacion

La biomasa lignoceluldsica utilizada para la producciéon de biocombustibles de
segunda generacion suele dividirse en tres categorias: homogénea, como las
astillas de madera blanca; cuasi homogénea, como el desecho agricola y forestal; y
no homogénea, incluyendo materia prima de bajo valor como desechos soélidos
municipales*. El precio de esta biomasa es significativamente menor que el precio
del aceite vegetal, el maiz y la cafia de azlcar, lo cual es un incentivo para utilizarla
como materia prima. A su vez, algunas biomasas, como el maiz, permiten generar
una variedad de productos a partir de la misma materia prima, adhiriéndose asi al
concepto de "biorrefineria"l. Dicho concepto abarca una amplia gama de
tecnologias capaces de separar los recursos de biomasa (madera, pastos, maiz, etc.)
en sus componentes basicos (carbohidratos, proteinas, triglicéridos entre otros)
que pueden convertirse en una gran variedad de productos y energia
comercializables, es decir, productos con valor agregado, biocombustibles y

productos quimicos®.



Se investigan numerosas estrategias para producir biocombustibles de segunda
generacion, pero en general se basan en dos vias: termoquimica o bioquimica. La
primera consiste en un tratamiento térmico de la biomasa a una concentracion
baja o ausente de un agente oxidante. Los procesos de esta categoria conducen a la
conversion de biomasa en tres fracciones: un so6lido conocido como biocarbén, un
liquido denominado aceite pirolitico o bio-aceite, y un gas conocido como gas de
sintesis, que generalmente estd compuesto de monoéxido de carbono (CO),
hidrégeno (Hz), alcanos de cadena corta y CO2. Cuando se procesa sin oxigeno (02)
a bajas temperaturas (250 a 350°C), la biomasa se somete a un proceso de
torrefaccion y el principal producto de conversion es el biocarbon. A mayores
temperaturas (550 a 750°C), también sin Oz, el proceso se conoce como piroélisis y
el principal producto es el bio-aceite. A temperaturas mas altas (750 a 1200°C) y
con entradas de O limitadas, se produce gasificacion, siendo el producto principal
el gas de sintesis (con bio-carbén y bio-aceites como subproductos). La via
bioquimica se basa en el uso de microorganismos, generalmente levaduras, para la
conversion de biomasa en biocombustibles. Para que el proceso sea eficiente y
economico, el enfoque bioquimico requiere la utilizacion completa del contenido
de carbono de la biomasa lignocelulésica, transformando asi al procesamiento de
la biomasa, y a las tecnologias utilizadas para el mismo, en una "biorrefineria"

capaz de producir una amplia gama de biocombustibles y productos quimicos!.

La biomasa lignocelulésica, utilizada para la produccién de biocombustibles de
segunda generacidn, consta de tres unidades estructurales principales: celulosa,
hemicelulosa y lignina. La celulosa es un biopolimero de mondémeros de glucosa
unidos por enlaces [(-1-4-O-glucosidicos. La hemicelulosa se compone por
heteropolisacaridos  formados por diversos monomeros, incluyendo
principalmente xilosa, glucosa, arabinosa y galactosa. Por ultimo, la lignina esta
constituida por polimeros complejos, incluyendo compuestos poli-aromaticos que

muchas veces resultan toxicos y de dificil degradacion.

La conversion de biomasa lignoceluldsica en alcohol requiere de un proceso de
cuatro pasos: un pretratamiento de la biomasa, una etapa de hidrolisis acida o
enzimatica, una etapa de fermentaciéon y por ultimo la etapa de destilacion®. La

hidroélisis de la biomasa lignocelul6sica genera, ademas de una mezcla de pentosas



y hexosas, compuestos inhibidores, como por ejemplo, furfural, fenoles, acido
acético y disolventes téxicos producidos durante el pretratamiento; los cuales

dificultan la etapa de fermentacion microbiana’.

Las hemicelulosas representan entre el 15 y 25% del peso seco de la biomasa
lignoceluldsica y su composicion depende del vegetal de donde proviene. La
principal ventaja de las mismas es que, debido a su estructura altamente
ramificada, pueden hidrolizarse facilmentel. Como se mencion6 anteriormente,
estd compuesta por polimeros altamente ramificados de carbohidratos de 5y 6
carbonos. Dichos polimeros, se clasifican segin la composiciéon de su cadena
principal en: xilanos, xiloglucanos, glucanos, mananos, glucomananos, etc8. Los
xilanos estan constituidos por una cadena lineal de residuos de xilosa con diversas
ramificaciones y sustituciones (arabinosa, glucosa, galactosa y glucuronato)®8. La
xilosa es el azicar mas abundante de la hemicelulosa y el segundo, luego de la

glucosa, en la biomasa lignocelulésica.

2.3 Produccion de bioetanol
A nivel industrial, el bioetanol generalmente se produce por la fermentacion de
azucares de 6 carbonos, utilizando cepas salvajes seleccionadas de Saccharomyces

cerevisiael.

Las levaduras utilizadas en la produccion industrial de etanol emplean la glucolisis
para degradar la glucosa y producir etanol a partir de los intermediarios generados
en este proceso metabolico. Dicho proceso convierte la glucosa en un producto
parcialmente oxidado, el piruvato, al mismo tiempo que suministra ATP para la
producciéon de biomasa. Posteriormente, en condiciones anaerobias, el piruvato
puede fermentarse generando varios productos, entre ellos el etanol. Este proceso
ocurre mediante reacciones secuenciales de la piruvato descarboxilasa (PDC) y la
alcohol deshidrogenasa (ADH), en las cuales el piruvato pierde un carbono en
forma de CO;°. Las cepas industriales de S. cerevisiae, tienen varias ventajas,
incluyendo una alta productividad de etanol a partir de hexosas, una gran
tolerancia a altas concentraciones del producto de fermentacionl? y ademas, una
respuesta al estrés osmotico (provocado por un medio hipertdnico) a través de la

producciéon y acumulacion de glicerol intracelular (para contrarrestar la



concentracion de soluto exterior)!l. Sin embargo, las pentosas no son

metabolizadas por las cepas nativas de S. cerevisiael?.

Se han desarrollado multiples estrategias con el objetivo de aprovechar todos los
azucares fermentables contenidos en la biomasa lignocelulésica. Estas incluyen la
bio-prospeccion de nuevos organismos capaces de consumir hexosas y pentosas y
el desarrollo de técnicas de ingenieria metabolica e ingenieria genética de algunas
cepas de S.cerevisiae'3. La modificacion de cepas industriales de S. cerevisiae
intenta aprovechar las instalaciones industriales ya disponibles, ademas de las
ventajas de la levadura mencionadas previamente. Cabe agregar que al disponer de
la secuencia del genoma (12 Mb) de S. cerevisiae, estos organismos son modelos

ideales para la investigacion basica y aplicadal4.

El disefio de cepas recombinantes de S. cerevisiae capaces de metabolizar
eficientemente xilosa ha sido desarrollado considerando distintos pasos
limitantes14. Las estrategias utilizadas pueden resumirse de la siguiente manera:
(1) identificacién y expresién de enzimas con mejores actividades cataliticas en la
levadura; (2) control de flujo de intermediarios y precursores; (3) eliminacion de
vias competitivas; (4) equilibrio redox y regeneracion de cofactores; y (5)

modificacion de los mecanismos reguladores®.
2.4 Transporte y metabolismo de xilosa en S.cerevisiae

2.4.1 Permeasas

Uno de los problemas claves en el metabolismo de xilosa es la ausencia de un
transportador de xilosa de alta afinidad. Principalmente se han empleado dos
estrategias: insercion de transportadores de xilosa heterdlogos o ingenieria
genética sobre los transportadores presentes en S. cerevisiaels. Esta levadura
contiene 18 genes identificados como codificadores de permeasas implicadas en el
transporte de hexosas (Hxtl-17 y Gal2). Dichas permeasas tienen diferentes
funciones durante la fermentacion alcohdlica. Por ejemplo, Hxt-2 esta involucrado
en la etapa inicial de crecimiento y Hxt-6 y/o Hxt-7 son requeridos en la etapa final
de la fermentacion alcoholical®. Las permeasas Hxtl, Hxt4, Hxt5, Hxt7 y Gal2
pueden transportar xilosa, pero sus afinidades son 200 veces menores en

comparacién con las determinadas para glucosal’. Sin embargo, se ha logrado



modificar los genes de transporte enddgenos de S. cerevisiae, obteniendo cepas con
mejor capacidad para transportar xilosal4. Farwick y col. (2014) analizaron una
colecciéon de mutantes en los genes de transporte Gal2 y Hxt718. La sustitucion del
codon de asparagina en la posicidon 376 por el de fenilalanina en el gen Gal2 (Gal2-
N376F) fue la modificacién mas efectiva, ya que eliminé la actividad de transporte

de glucosa, obteniendo una tnica afinidad por D-xilosals.

Por otro lado, Weierstall y col. (1999) describieron la presencia de tres
transportadores de azicar en Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis): Sutl, Sut2 y
Sut31°. Aunque los tres transportadores tienen mayor afinidad por glucosa que por
xilosa, el transportador Sutl tiene mayor velocidad maxima de transporte de xilosa
en comparacion con la de los otros dos transportadores (Sutl Vmax132 + 1,0 unid,
Sut2 Vimax41 + 1,0 y Sut3 Vimax 87 + 2,0). A partir de estos datos, Katahira y col.
(2007) introdujeron el gen Sutl de S. stipitis en una cepa recombinante de S.
cerevisiae capaz de asimilar xilosa, e investigaron las propiedades de fermentacién
de la cepa utilizando como fuente de carbono xilosa, glucosa o una mezcla de
ambas?0. La expresion de Sutl en la cepa recombinante de S. cerevisiae aumento la
actividad de transporte y la productividad de etanol durante la fermentacion de
xilosa. Ademas, la actividad de transporte de glucosa y la productividad de etanol
durante la fermentacién de glucosa también aumentaron al expresar Sutl. El
rendimiento de etanol durante la co-fermentacion de xilosa y glucosa de la cepa
que expresa Sutl (0,44 g/g de azicar consumido) fue significativamente mayor
que el de la cepa salvaje (0,39 g/g de azucar consumido). Estos rendimientos
fueron determinados a partir de cultivos de ambas cepas incubados por 24 hs en

un medio que contenia 50 g/L tanto de xilosa como de glucosa?1.

Hector y col. (2008) disefiaron cepas recombinantes de S. cerevisiae capaces de
producir etanol a partir de xilosa por expresion de la via oxo-reductiva (se explica
mas adelante). Dichas cepas contenian dos transportadores heterélogos
At5g59250 y At5g17010 (uno por cepa) de Arabidopsos thaliana, que codifican
para transportadores de xilosa. Los ensayos de producciéon en un medio que
contenia 20 g/L de glucosa y 50 g/L de xilosa inicial, les permitieron alcanzar
rendimientos de etanol de 0,23 g/g de azicar consumido por parte de la cepa

parental (cepa con la via oxo-reductiva sin transportador de xilosa agregado) y



0,26 g/g de azucar consumido en las dos cepas modificadas con los genes de

transporte heterdlogos, At5g59250y At5g1701022,

2.4.2 Vias metabdlicas para la asimilacion de xilosa

Se han identificado diferentes vias metabdlicas para asimilar xilosa. Por un lado
estan las rutas Weimberg?? y Dahms24 que se encuentran en algunas bacterias y
arqueas; y son independientes de la ruta de la pentosa fosfato (PPP). Ambas rutas
forman el intermediario 2-keto-3-deoxi-xilonato a través de una xilosa
deshidrogenasa y otras enzimas, que luego puede convertirse en a-cetoglutarato

por la via Weimberg o en piruvato y glicolaldehido por la ruta Dahms?3.

Por otro lado, para ingresar en el metabolismo central del carbono, la xilosa
también puede convertirse primero en xilulosa-5-fosfato, un compuesto
intermediario de la ruta PPP. Basicamente, se han descrito dos vias diferentes para
la conversion de pento-aldosas a xilulosa: rutas basadas en reacciones de
reduccidon/oxidacion y vias basadas en la isomerizacion. En las levaduras, hongos
filamentosos y otros eucariotas?¢ que crecen utilizando pentosas como fuente de
carbono, la xilosa se reduce primero mediante la xilosa reductasa (XR) a xilitol??,
que a su vez se oxida a xilulosa por la xilitol deshidrogenasa (XDH). Esta via es
conocida como via oxo-reductiva?8. En bacterias y algunos hongos anaerobios, la
xilosa isomerasa (XI) es responsable de la conversion directa de xilosa a xilulosa.
Luego, en ambas vias, la xilulosa se fosforila finalmente a xilulosa-5 fosfato por la

xiluloquinasa (XK)?27(Figura 1).
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Figura 1 Via de la xilosa isomerasa y via oxo-reductiva. Figura extraida y modificada de
Malan y col., (2016). La reaccién especifica para la via de la xilosa isomerasa se muestra en verde y
las reacciones especificas para la ruta oxo-reductiva en azul. Las reacciones compartidas se
muestran en negro. A los costados de cada compuesto intermediario se detallan las estructuras
quimicas de los mismos. Entre paréntesis debajo de cada enzima, se muestra el nombre del gen que

codifica para cada una.

Los estudios sobre produccién de bioetanol a partir de xilosa por S. cerevisiae se
han centrado en estas dos vias expresadas de forma heter6loga. La expresion
heterdloga de los genes que codifican para la via oxo-reductiva (XR/XDH) de S.
stipitis?® y la ruta XI (gen xylA) de Piromyces sp. han sido las estrategias mas

comunmente empleadas3°.

A pesar de tener todas las enzimas de la via oxo-reductiva, S. cerevisiae no puede
asimilar xilosa y producir etanol, produciendo principalmente xilitol31. Esta
incapacidad se debe a un desbalance redox en los niveles de nicotinamida adenina
dinucledtido (NADH) durante la conversion de xilosa a etanol32. El gen GRE3
codifica para una reductasa que sintetiza xilitol a partir de D-xilosa y utiliza
principalmente nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) como cofactor.
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Este gen es inducible por xilosa. Por otro lado, el gen XDH codifica para la xilitol
deshidrogenasa, la cual utiliza preferentemente NAD+ 26, E]l NADPH requerido en el
primer paso se genera en la ruta de hexosa mono-fosfato (HMP) por la actividad de
la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa3?. El
problema es que, bajo estas condiciones de crecimiento, no habria una fuente
renovable de NAD* en S. cerevisiae. El NADH podria reoxidizarse mediante la
formacién de glicerol32. Sin embargo, la fermentacion de xilosa en etanol requeriria
la conversion de una molécula de triosa fosfato a glicerol por cada molécula de
xilosa metabolizada. La cuestion es que no se puede metabolizar suficiente triosa
fosfato para producir etanol, dando como resultado una escasez de ATP. En
cambio, si las dos enzimas (XR y XDH) utilizaran el mismo cofactor, por ejemplo
NADH, teéricamente se daria una retroalimentacién positiva, en la cual el NADH

oxidado en una reaccion seria reducido en la siguiente.

Ademas, la sobreexpresion de la xilulosa quinasa o de algunas enzimas de PPP
como latransaldolasa (TAL1), transquetolasa (TKL1), L-ribulosa-5-fosfato 4-
epimerasa (RPE1) y ribosa-5-fosfato isomerasa (RKI1) de S. cerevisiae, puede

mejorar significativamente la produccion de etanol33.

2.4.2.1 Via Xilosa Isomerasa

La formacidn de xilitol y el desbalance redox pueden evitarse expresando la via de
la xilosa isomerasa (XI) en lugar de la via XR-XDH. La expresion heterdloga y
funcional de la enzima xilosa isomerasa en S. cerevisiae requirié 16 afios de
investigacion34. Los genes de la ruta XI se distribuyen principalmente en los
genomas bacterianos. Por consiguiente, los intentos iniciales para introducir la via
XI en S. cerevisiae emplearon genes de este origen. Sin embargo, la mayoria de ellos
no tuvieron éxito debido a la dificultad para expresar una enzima bacteriana
funcional en este organismo eucariotal>. De hecho, se intentaron expresar sin
resultado los genes XI de Escherichia coli3>, Bacillus subtilis3®y Clostridium
thermosulfurogenes3’ en S. cerevisiae. El resultado negativo se fundamenté por la
incapacidad de la levadura de expresar xylA o de sintetizar la enzima activa38. El
primer intento exitoso se realizd con el gen xylA de la bacteria termoéfila Thermus
thermophilus en una cepa de S. cerevisiae (H158(pMA91)), la cual fue capaz de

producir 1,3 g/L de etanol con un consumo de 10,4 g/L de xilosa3°.
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Ademas, se ha demostrado que la optimizaciéon de codones mejora el rendimiento
de las vias hetero6logas de xilosa isomerasa en S. cerevisiae, logrando un aumento
significativo en el rendimiento y la productividad del etanol?’. Por otro lado, la
evolucion dirigida también es una estrategia efectiva para mejorar las propiedades

cinéticas de XI en S. cerevisiaels.

Cuando se combind la expresion XI de Piromyces sp. (eucariota del reino Fungi) en
plasmidos de copias multiples con extensos protocolos de evolucién, se obtuvo una
cepa de S. cerevisiae recombinante (RWB202-AFX) fermentadora de xilosa y capaz
de producir 84 g/L de etanol, con un consumo de 20 g/L de xilosa
aproximadamente*?, Esta cepa superé ampliamente (en cuanto a producciéon de
etanol) a la cepa H158(pMA91) que contenia el gen xylA de la bacteria termofila T.

thermophilus.

2.4.2.2 Via oxo-reductiva

La especificidad de la enzima XR de S. stipitis por su cofactor puede modificarse
parcialmente, sustituyendo la lisina en la posicién 270 por otros aminodacidos,
como la arginina o la metionina, sorteando el problema del desbalance redox*!. En
un estudio reciente, una cepa recombinante de S. cerevisiae, TMB 3057, con los
genes XR (modificado)-XDH de S. stipitis, mostr6 una tasa de consumo de xilosa y
una productividad de etanol significativamente mayor en comparacién con una
cepa isogénica TMB 3066 portadora de la via XI de Piromyces sp.#2. La cepa con los
genes XR-XDH de S. stipitis presentd una tasa de consumo de xilosa de 39,6 + 3,4
g/L en 100 horas mientras que la cepa isogénica portadora de la via XI de
Piromyces sp. alcanz6 16,8 + 3,8 g/L en 100 horas (h). Por otro lado, la
productividad celular de etanol para la primer cepa fue de 0,04 + 0,01 g de
etanol/g de células’h mientras que para la segunda fue de 0,02 + 0,01, generado
13,3 £+ 1,7 g/L 'y 7,3 + 2,1 de etanol, respectivamente*2. Sin embargo, el
rendimiento de etanol de la cepa TMB 3066 fue mayor que el de la cepa TMB 3057
(Tabla 1, pagina 16 y 17).

12



2.5 Estadisticas, cepas y actualidad

2.5.1 Avances politicos y estadisticas sobre la produccion de etanol

Desde el 2007, en Uruguay, se cred la ley N° 18.195 la cual tiene por objetivo
fomentar y regular la produccion, la comercializacion y la utilizacion de
agrocombustibles. Asimismo, tiene por objeto reducir las emisiones de gases de
efecto invernadero en los términos del Protocolo de Kyoto de la Convencion Marco
de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico, aprobados por la Ley N2 17.279,
de 23 de noviembre de 2000, contribuyendo al desarrollo sostenible del pais. En
esta ley se propuso la utilizacidon obligatoria de mezclas de biocombustible con
gasolina, en un 5% del total. En febrero de 2016 realizaron una modificacion de la
ley en cuanto al porcentaje de mezcla obligatorio proponiendo que: si el costo de
produccién en el pais del alcohol carburante es inferior al costo de produccién de
las naftas (gasolinas), la proporcién sera de hasta un 10% sobre el volumen total
de la mezcla entre dicho producto y las naftas. Por otro lado, si el costo de
produccién en el pais de alcohol carburante es superior en hasta un 20% al costo
de produccion de las naftas (gasolinas), la proporcion sera de hasta un 5% sobre el
volumen total de la mezcla entre dicho producto y las naftas. Y por dltimo, si el
referido costo de produccion es superior en mas de un 20% al costo de produccién

de las naftas (gasolinas), la proporcidén sera hasta un 2,5%.

En Uruguay la unica empresa que produce bioeltanol es ALUR (Alcoholes del
Uruguay). La misma posee dos complejos agroindustriales en Paysandu y Bella
Union, con una capacidad de produccién anual de 102 millones de litros de
bioetanol (ALUR, 2015). Las materias primas que utilizan son sorgo BT y cafa de
azucar. El bioetanol producido es suministrado a ANCAP para la mezcla en las
naftas y ademas es exportado al mercado chileno  (ALUR,

http://www.alur.com.uy/productos/biocombustibles.php).

En 2017 se inform6 que en Eurasia habia aumentado el consumo de bioetanol y se
esperaba que esta tendencia de aumento se mantuviera durante el corriente afio*3.
La misma se debe principalmente al aumento del porcentaje de adicion de
biocombustibles a los combustibles fésiles, dictado por el mandato de la Unién
Europea 2020 y a la mejora de la competitividad de la produccién de bioetanol
frente a la gasolina®3.
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Recientemente, Colombia aumentdé su mandato de mezcla de biocombustibles al
10%. El aumento tiene como objetivo abordar los problemas de contaminacién en
las grandes ciudades metropolitanas, alcanzar los compromisos de Colombia en
materia de cambio climatico asumidos en el marco del Acuerdo Climatico de Paris
2015 COP21 e incentivar la produccion local. La produccién de etanol en Colombia
se deriva completamente de la cafia de azucar, desplazando cerca del 40% de las

exportaciones de azucar del pais*4.

En contraste, el desarrollo del sector de biocombustibles sigue teniendo una baja
prioridad para el gobierno ruso. Sin embargo, Rusia es el principal productor de
biomasa en el sector de chips (pellets) de madera y sigue siendo un actor global
importante. La publicacién pronostica que las exportaciones de pellets de madera
aumentaran pero a un ritmo moderado del 4% en el 2018. Este aumento se
atribuye a la fuerte demanda de la Uni6on Europea y nuevos mercados de

produccién de biocombustibles en Jap6n y China*>,

2.5.2 Produccion de etanol de segunda generacion a nivel industrial

No existen muchos datos sobre la producciéon industrial de biocombustibles de
segunda generacion a nivel mundial. Se hallaron tres notas periodisticas, las cuales
afirman que la produccion de etanol de segunda generacion se establecera en
Brasil para el afio 202546-48; las simulaciones para estimar dicho plazo se
realizaron sobre la base de diferentes escenarios tecnoldgicos a corto plazo (de

2015 a 2020), a medio plazo (de 2021 a 2025) y a largo plazo (de 2026 a 2030).

En las notas se abarcan tematicas econémicas en las cuales se afirma que en Brasil,
para el afio 2025, el costo de produccién del etanol celulésico sera igual al de
primera generacion (R$ 0,75 por litro) y que a partir de 2030 sera mas barato aun
(R$ 0,52 por litro). Esto sucedera siempre y cuando se superen los obstaculos

agricolas, industriales y tecnolégicos actuales*6-48,

En el area agricola, uno de los obstaculos para la produccién de etanol de primera
y segunda generacion como un biocombustible econ6micamente viable, es el alto
costo de la biomasa. Otro obstaculo es la falta de un sistema agricola e industrial
disefiado para hacer un uso integral de la cafia de azicar. Ademas, la produccién

debe prever otras alternativas de cultivo (ademas de la cafa de azticar) para que la

14



planta industrial pueda operar en periodos de temporada baja; llegando asi a un
trabajo constante de 300 a 330 dias al afio contra la actual media anual de 200 a

240 dias46-48,

En el area tecnolégica uno de los principales problemas es el pretratamiento de la
biomasa. En dicha etapa, la celulosa y la hemicelulosa se procesan para recuperar
los azudcares fermentables. El pretratamiento del material lignocelulésico todavia
estd en desarrollo y los equipos necesarios para realizarlo son muy costosos. Otro
problema es que se requieren tiempos prolongados para la etapa de hidroélisis. Esto
implica aumentar el costo de almacenamiento en tanques y mayor riesgo de
contaminaciéon. De esta manera, la capacidad de producciéon de las plantas
industriales de etanol de segunda generacién debe ser a gran escala, para poder
compensar las pérdidas que puedan ocurrir por eventuales contaminaciones en el
proceso. Un tercer problema tecnoldgico estd relacionado con el proceso de
fermentacion de las pentosas. La produccion a partir del hidrolizado de
hemicelulosa todavia esta en desarrollo, y segin el propio CTBE, se acaba de
disefiar una levadura modificada capaz de producir etanol a partir de las pentosas,

aunque estos datos aiin no estan disponibles#6-48,

Las dos plantas de etanol de segunda generacidn existentes en Brasil adoptaron
diferentes rutas tecnoldgicas. GranBio se bas6 en una ruta tecnoldgica llamada
“stand alone”, caracterizada por una planta industrial dedicada exclusivamente a la
produccion de etanol de segunda generacion, sin integrarse a otra de primera
generacion. Por otro lado, Raizen (jointventure entre Shell y Cosan) optd por
construir una planta integrada. Una ventaja del proceso tecnolégico adoptado por
Raizen es la posibilidad de fermentar el hidrolizado de celulosa junto con la
sacarosa, para obtener etanol proveniente de azucares de 6C, mientras que las
pentosas pueden ser fermentadas aisladamente. Las dos plantas han enfrentado
desafios tecnolégicos para producir el etanol de segunda generacion,
principalmente en la fase de pretratamiento del material, resultando, en niveles

reducidos de produccion46-48,

2.5.3 Cepasrecombinantes creadas hasta la fecha y rendimiento de etanol
En la Tabla 1 se representan algunas de las cepas recombinantes creadas hasta la

fecha en las cuales se especifica la via de fermentacién utilizada, las modificaciones
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genéticas empleadas, las condiciones de cultivo y el rendimiento de etanol (g

etanol/g de xilosa consumido) en cada caso. Para analizar estos datos es

importante tener en cuenta que, tedricamente, el maximo rendimiento de etanol a

partir de xilosa para la via oxo-reductiva es de 0,46 g/g*° y para la via de la xilosa

isomerasa es de 0.51 g/g>0. Esta diferencia es debido a que, en teoria, no es

necesaria la produccion de ningtin subproducto para compensar el desequilibrio

redox.

Tabla 1 Cepas recombinantes de S. cerevisiae.

Y etanol /
Cepade Modificaciones  Condiciones s ’
Via de fermentacién de xilosa Referencia
S.cerevisiae genéticas de cultivo
consumido
XR-XDH XI
Origen TMB 3044,
Piromyces YEpHXT-XIp 50h, 100
TMB 3066 - _ 0,43+0,03 42
Sp. en (HXT7p-XI- g/L xilosa
plasmido  pgr1¢ URA3)
TMB 3044, pY7
Origen S. (ADH1p-XYL1-
50 h, 100
TMB 3057 stipitis en - ADH2t, PGK1p- 0,33+0,02 42
g/L xilosa
plasmido XYL2-PGK1t
URA3)
ADH1p-XYL1-
Origen S, ADH2t, PGK1p- S0k 100
s . XYL2-PGK1t, ' 0,34+0,03 42
TMB 3400  Stipitis inserto g/L xilosa
PGK1p-XKS1-

en el genoma

PGK




Origen

Piromyc
CEN.PK113-5D,
es sp. en
RWB202- ura3, pAXK002 120 h, 20
- plasmid 0,42+0.00 40
AFX (pTPI1 xylA, g/L xilosa
0
tCYC1).
muticop
ia
H158 [GPY55-
15B (MATa
Origen leu2-3 leu2-
T 112
thermop 110h, 30
H158(pMA9) . _ ura3-52 trp1- _ 0,125 39
hilus en 289 his4-519 g/L xilosa
plasmid prb1 cirl)]
0
pUC19-X],
pMA91.
XYL1 y XYL2
BY4741X .
. deS. stipitis 72 h,80 g/L
Origen S. ) piasy 8/ 0,279 51
stipitis inserto XKS1 de S. de xilosa
en el genoma cerevisiae
BY4741X con
BY4741X/AP 72h, 80 g/L
deplecion de - 0,357 51
HO13 de xilosa

PHO13

Se puede observar que las cepas con mayor rendimiento de etanol son aquellas

que contienen un plasmido con el gen xylA de Piromyces sp.



PHO131> es una fosfatasa que segun lo reportado por Kwak y Jin (2017) su

deplecion incrementa la produccion de etanol.

2.6 Antecedentes del proyecto: cepas de estudio

Este estudio se focaliz6 en la cepa diploide de S. cerevisiae CAT-152, comercializada
por Fermentec y ampliamente utilizada a nivel industrial en Brasil y Uruguay para
la produccién de etanol. En nuestro pais es utilizada por la empresa Alcoholes del
Uruguay (ALUR). La cepa CAT-1 fue previamente modificada en nuestro
laboratorio, para expresar las dos vias de catabolismo de xilosa: oxo-reductiva (XR

/ XDH) y la via de la xilosa isomerasa (XI).

De este modo se construyeron dos cepas recombinantes derivadas de S. cerevisiae
CAT-1: CAT-1-XRT y CAT-1-XIT, obtenidas por insercién, a nivel cromosomal, de
genes involucrados en la asimilacion y transporte de xilosa. Se inserté en cada alelo
del gen GRE3 (que codifica para la xilosa reductasa de S. cerevisiae), uno de los
bloques detallados en la Figura 2, generando asi la eliminacién del gen. Todos los
bloques de genes estan flanqueados por 300 nucleétidos idénticos a alguna parte
del gen GRE3, lo que permitié la insercién de los bloques por recombinacién
homologa a partir de ADN lineal. Ademas todos los bloques contienen un gen de
resistencia a antibiético flanqueado por regiones lox, lo que permitié la seleccién

de los recombinantes y posterior eliminacion de los genes de resistencia.

La cepa CAT-1-XRT contiene dos bloques, el bloque 1via oxo-reductiva€n un alelo GRE3
(Figura 2A) y el bloque 2 en el otro alelo (Figura 2B).

El bloque 1 contiene las regiones codificantes de los genes XR (XYL1 K270R)*! y
XDH (XYL2) de S. stipitis y la region que codifica para gen XK (XKS1) de S.
cerevisiae. El gen XYL1 posee una mutacion puntual en la posicion 270 que genera
la sustitucion de una lisina por una arginina, la cual aumenta la especificidad de la

enzima para la utilizacién del cofactor NAD+41,

El bloque 2 se compone de la regiéon codificante del gen Gal2 (transportador
mutado en N376F18) y el ORF TAL1, uno de los genes de la via PPP de S. cerevisiae
que codifica para una transaldolasa. Este bloque se encuentra flanqueado por

regiones idénticas a parte del gen GRE3 de la levadura y se insert6 luego del bloque
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1. Las regiones GRE3 del bloque 2 recombinan en una zona interna a la que

reconoce el bloque 1, evitando asi la deplecién de éste ultimo.

La cepa CAT-1-XIT también se compone de dos bloques, el bloque 3via xilosa
isomerasa( Figura 2C) y el bloque 2 (también presente en la cepa CAT-1-XRT) (Figura
2B).

El bloque 3via xilosa isomerasa contiene el ORF del gen heterdlogo xylA (XI) de
Streptomyces coelicolor (con uso de codones optimizado para la levadura), y el ORF
del gen propio XKS1 (Figura 2C). En este caso el bloque 3 se inserté primero y

luego el bloque 2.

Las secuencias de los genes heterélogos (XR, XDH y xylA) fueron extraidas de la
base de datos GenBank, y posteriormente optimizadas para el uso de codones de S.

cerevisiae.
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Promotor medio cycC XYL2 (XDH) . stipitis Terminador gq.amx

Terminador ADH1 Terminador TEF1 Bba_¥1015 lox

| L
‘ Promotor fuerte adh1 Promotor constitutivo lox

fuerte GPD .
XYL1 (XR) S. stipitis Copia de XKS1 (XK)

d’b mutado K270R de §. cerevisiae dﬂb
Ascl Ascl
Alelo 1 GRE3 (XR de S. cerevisiae)
Terminador
Bba_Y1015
hph
Promotor medio cycC Promotor fuerte adh1l Terminado|r ADH1 lox
|
I . |- I I 1
! 1
1 Gal2 de §. cerevisiae TAL1 (Transaldolasa) '
v modificado N376F de S. cerevisiae o/
Ascl Ascl
Alelo 2 GRE3
(XR de S. cerevisiae)

Ascl

Promotor fuerte adhil Terminador KagnMX

lox

Terminador ADH1 Bba_Y1015

|
Promotor constitutivo lox
xyld (XI) Streptomyces fuerte GPD

coelicolor (diseiio para uso Copia de XK51 (XK) Vi
de codones optimizado) de §. cerevisiae G”D
Ascl

Alelo 1 GRE3 (XR de S. cerevisiae)

Figura 2 Bloques con genes en tindem insertos en los alelos GRE3 de las cepas CAT-1
mutantes. (A) Bloque 1via oxo-reductiva presente en un alelo de la cepa CAT-1-XRT. (B) Bloque 2,
compartido por las cepas CAT-1-XRT y CAT-1-XIT. (C) Bloque 3via xilosa isomerasa presente en un
alelo de la cepa CAT-1-XIT.
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Estos bloques fueron sintetizados por la empresa GeneCust (Luxemburgo) y la
optimizacién de codones estuvo a cargo de la misma. Los promotores utilizados en

cada gen fueron elegidos especificamente (Figura 2).

Las regiones codificantes de los genes XKS1 y TAL1 provenientes de S. cerevisiae
S288c, el gen kanMX de resistencia a Geneticin (G418) contenido en el plasmido
pUG6°3 y el gen hph de resistencia a higromicina contenido en el pldsmido pUG7554
se amplificaron por PCR y se clonaron dentro de los bloques en sitios de restricciéon
especialmente disefiados para tal propdsito. Una vez insertados estos genes, los
bloques quedaron completos. Los bloques 1via oxo-reductiva O 3via xilosa isomerasa
(dependiendo de la cepa a construir) se integraron en primer lugar. Las
recombinantes se seleccionaron por resistencia a G418. En una segunda instancia,
se transformo con el bloque 2 que tiene el gen de resistencia a higromicina. Como
resultado, los clones transformantes se seleccionaron por ser simultineamente

resistentes a G418 y a higromicina.

Una vez seleccionadas las cepas recombinantes, se extrajeron los genes de
resistencia a antibidticos empleando este sistema Cre/lox. Cada gen de resistencia
de cada bloque se encontraba flanqueado por regiones lox. Estas secuencias son
dos repeticiones directas de 34 pb, las cuales son reconocidas por la recombinasa
sitio especifica Cre55. Para ello, se incorpor6 el plasmido pSH66 que porta el gen
Cre, bajo el control del promotor GAL1 inducible por galactosa>*. La expresion de
Cre se indujo incubando las levaduras en un medio que contenia galactosa>> y se

verificd la pérdida de la resistencia a los antibiéticos y del plasmido.

Estas cepas no lograron crecer en xilosa de forma apreciable, atin después de los
ensayos de evolucion. Estimando que el fenotipo obtenido se debe a la baja o nula
expresion de los genes heterdlogos incorporados, en este trabajo nos centraremos
en la via XI construyendo un plasmido de alto numero de copias (pRS42K::XI) con
el gen xylA de Piromyces sp. precedido por el promotor fuerte pTPI1 y seguido por
el terminador tCYC1. Este plasmido se transfirié a las cepas CAT-1, CAT-1-XRT y
CAT-1-XIT para evaluar el fenotipo final.
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3  HIPOTESIS

Las cepas recombinantes CAT-1-XRT no crecen en xilosa debido a la baja expresién
de la via oxo-reductiva hetero6loga. Por otro lado, las cepas recombinantes CAT-1-
XIT no crecen debido a la nula expresién del gen heterdlogo que codifica a la
enzima XI de Streptomyces coelicolor (bacteria). La incorporacién en estas cepas
del gen xylA de Piromyces sp. (que codifica para XI) bajo el control de un promotor
fuerte en un plasmido de alto ndmero de copias, resultara en cepas que sean
capaces de transformar la xilosa en etanol a través de la ruta de la xilosa

isomerasa.

4 OBJETIVO GENERAL

Construir cepas modificadas de S. cerevisiae capaces de producir etanol como
producto mayoritario de la fermentacion de xilosa a través de la via de

isomerizacion mediante XI.

4.1 Objetivos especificos
Construir un plasmido capaz de replicarse en S. cerevisiae en alto nimero
de copias, derivado de pRS42K?% que contenga el gen xylA de Piromyces sp.
y transferirlo a las cepas CAT-1, CAT-1-XRT y CAT-1-XIT.

Realizar una evolucion dirigida a la produccién de etanol presionando a las
cepas obtenidas en este trabajo a crecer en condiciones de limitacion

parcial de oxigeno, utilizando xilosa como fuente de carbono.

Comparar el rendimiento de producciéon de etanol y consumo de xilosa de

las distintas cepas.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepas, plasmidos y condiciones de crecimiento
En la Tabla 2 se describen los microorganismos y los plasmidos utilizados en este

trabajo. Asimismo, en la Figura 3 se muestran los mapas de los plasmidos usados.

Escherichia coli se cultivé en medio rico LB>7 (diluido al medio) a 37°C. Cuando se
utiliz6 caldo LB para el crecimiento, los cultivos se incubaron en un agitador
orbital New Brunswick Scientific, modelo Excella E24 (EE.UU.) ajustado a 200 rpm.

Para los cultivos en medio sélido se incorporé 16 g/L de agar.

Las cepas salvajes y recombinantes de S. cerevisiae se cultivaron a 30°C en los
medios MM con xilosa como fuente de carbono, YPD>8, YP(1/5)X y en YPX. Las
composiciones de los medios se describen en el Anexo. Cuando se utilizé medio de
cultivo liquido, éstos se incubaron en un agitador orbital New Brunswick Scientific,
modelo Innova®43 (EE. UU.), ajustado a 190 rpm. Para preparar los cultivos en

medio so6lido se incorporé 16 g/L de agar.

Todos los medios se prepararon sin la fuente de carbono y esterilizaron por
autoclave. La fuente de carbono se prepar6é como soluciéon stock a una

concentracion de 200 g/L, se autoclavo y se agregé al medio estéril.

Las soluciones stock de antibidticos, Ampicilina (Amp), Cloramfenicol (Cm) y
Geneticin (G418) se prepararon a una concentraciéon de 50 mg/mlL, se esterilizaron
por filtracién con filtros PES Syringe Filter (0.45um) de Starlab Scientific (China),
se alicuotaron en tubos de microfuga y se almacenaron en freezer a -20°C hasta su
utilizaciéon. Estas soluciones se adicionaron a los medios de cultivo estériles antes
de inocularlos, a una concentracion final de 50 pg/mL. El antibiotico empleado se

indica en cada caso.

En el caso del Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopiranésido), el mismo se
disolvié en dimetilformamida (DMF). Se partié de una solucién stock de 20 mg/mL

y se adiciond a los medios de cultivos estériles a una concentracién final de 20

pug/mL.

Todas las cepas obtenidas en este trabajo se almacenaron a -80°C en tubos de 1,5
mL conteniendo 0,6 mL de suspension celular crecida durante toda la noche en
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medio liquido YPD con el antibidtico adecuado (en caso de ser necesario) y 0,4 mL

de solucién de glicerol estéril (50%), como fuente de respaldo por periodos

prolongados.

Tabla 2: Cepas y plasmidos

Caracteristicas relevantes Referencia
Cepa bacteriana
Escherichia coli TOP10  lacZAM15, recAl, rpsL (StrR) Invitrogen,
EE.UU
Cepas de S. cerevisiae
CAT -1 Cepa diploide utilizada para la produccién <
industrial de bioetanol
CAT -1- XRT AGRE3:XYL1(K270R),XYL2,XK/AGRE3::Gal2(
N376F),TAL-1. 59
CAT -1-XIT 59
AGRE3::xylIA,XK/AGRE3::Gal2, TAL-1.
Plasmidos
pAKX002 Contiene el promotor pTPI1, el gen xyl4, que
codifica para XI de Piromyces sp. y el 0
terminador tCYC1. Es un plasmido shuttle,
AmpR, URA3, 2 ori.
pRS42K Vector shuttle de alto nimero de copias, AmpR 6
y G418R, 2 ori. Posee el gen a-lacZ.
pRS42K::XI Vector pRS42K que contiene el promotor
pTPI1, el gen xylA de Piromyces sp. y el Este trabajo

terminador tCYC1 insertados en el sitio de

restriccion EcoRV interrumpiendo el gen a-

24



lacZ.

(5960) EcoRI

(4938 .. 4957) PrXiF1~

PrXiR1 (57 .. 76)

pRS42K
5006 bp

O\
)

7520 bp

Figura 3 Mapas de los plasmidos utilizados en este trabajo. (A) En el plasmido pAKX002 se
seflala la ubicacién aproximada de los cebadores PrXiR1 y PrXiF1 utilizados para amplificar el
fragmento pTPI1-piroXylA-tCYC1. (B) En el plasmido pRS42K se sefiala el sitio de restriccion EcoRV,

utilizado para la insercién del gen xylA amplificado.

5.2 Construccion del vector pRS42K::XI y de las cepas CAT-1
(pRS42K::XI), CAT-1-XRT (pRS42K::XI) y CAT-1-XIT (pRS42K::XI)

Todas las centrifugaciones realizadas en este trabajo se efectuaron en la centrifuga

SIGMA 3-30K, la cual contiene un sistema de refrigeracion. Para los tubos Falcon®

se utilizé el rotor nimero 19776-H y para los tubos de microfuga el 12154-H.

Las preparaciones plasmidicas, digestiones y productos de PCR se analizaron por

electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v) en buffer TAE 1X (Ver anexo).

5.2.1 Extraccion del plasmido por lisis alcalina®!

Este protocolo se utilizé para purificar los plasmidos pAKX002, pRS42K y
pRS42K::XI.

Se inocularon tubos estériles conteniendo 5 mL de caldo LB Amp con células de E.

coli y se incubaron durante toda la noche. Luego de 24 horas, se colectaron las
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células contenidas en aproximadamente 4,5 mL de cada cultivo en tubos de
microfuga de 1,5 mL. Para ello, el cultivo se centrifugd a 12000 rpm por 1 minuto
(min) y se descart6 el sobrenadante. Este procedimiento se realiz6 varias veces
hasta recuperar las células en un solo tubo de centrifuga. Se descarto el
sobrenadante con un tip y las células fueron resuspendidas en 300 pL de solucidon I
(ver anexo) con 2 puL de RNAsa A (10 mg/mL) de Thermo Scientific (EE. UU.).
Posteriormente se agregaron 300 pL de solucion II (ver anexo) y se mezclo
invirtiendo el tubo 4 veces. Luego se agregaron 300 pL de cloroformo y 300 pL de
solucién III (ver anexo). Los tubos fueron mezclados en vortex de forma invertida.
Posteriormente, para separar eficazmente el ADN plasmidico de los restos
celulares, se centrifug6 a 14000 rpm durante 10 min a 4°C, y se transfiri6 la fase
acuosa (que contiene el ADN plasmidico) a un tubo nuevo de microfuga de 1,5 mL.
A este ultimo tubo se le agregé 660 pL de isopropanol para precipitar el ADN y se
mezcl6 invirtiendo el tubo. Luego, la suspension se centrifugé durante 30 min a
14000 rpm y 4°C y se descarté el sobrenadante (que contiene las sales, los restos
celulares solubles en agua y alcohol). El pellet se resuspendié en 500 puL de etanol
70% (v/v) y se centrifug6 durante 5 min a 14000 rpm. Se retiré el sobrenadante, el
pellet se seco por centrifugacion al vacio en un rotaevaporador de marca Labconco

(E2MS, Inglaterra) y finalmente se resuspendié en 50 pL de agua ultrapura estéril.

5.2.2 Amplificacion del fragmento pTPI1-piroXylA-tCYC1 mediante reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplifico mediante PCR el fragmento que contiene el promotor pTPI1, el ORF

xylA que codifica para la enzima XI de Piromyces sp. (denominado Piro XylA en la

Figura 1) y el terminador tCYC1, clonados en el plasmido pAKX0020. Para esto, se

usaron los cebadores PrXiF1 y PrXiR1 previamente disefiados usando el software

Primer- Blast del National Center for Biotechnology Information (NCBI,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Estos cebadores, sintetizados

en Macrogen (Republica de Corea), amplifican un fragmento de 2756 pb a partir
del plasmido pAKX002. Las secuencias de los cebadores utilizados son: PrXiF1
5'GAAGTGTAGGGGTCACGCTG 3° (desde la posicion 4938pb a la 4957pb del
plasmido pAKX002), y PrXiR1 5'CAATACGCAAACCGCCTCTC 3’(desde la posicion
57 ala 76 del plasmido pAKX002).
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Para optimizar las condiciones de la reaccién de PCR se ensayaron diferentes
temperaturas de hibridacion: 56 °C, 57 °C, 58 °C, 59 °C y 60 °C. Las reacciones se
realizaron en un volumen final 50 pl, conteniendo 25 pL de MangoMix (BIOLINE,
UK), 2,5 pL de cada cebador (10 pM), y 1 pL de ADN plasmidico pAKX002,
previamente purificado por lisis alcalina. Se us6 un termociclador BIOER, modelo
TC-E-48D (China). Los programas empleados consistieron en una etapa inicial de 2
min a 952 C; seguida por 35 ciclos de: 952 C durante 30 segundos (seg),
(temperatura de hibridacion ensayada) durante 30 seg, 702 C durante 1,30 min. La

reaccion culmind con una etapa final a 702 C durante 5 min.

Una vez definida la temperatura 6ptima, se realizé la reaccién de PCR necesaria
para la elaboracién del plasmido pRS42K::XI. Dicha reacciéon de PCR se realizé en
un volumen final de 50 pl, conteniendo 10 pL de buffer de PCR (5 X), 1,25 pL del
mix de deoxinucleotidos trifosfato (4you4, Reino Unido) (10 pM de cada uno), 0,5
uL. de Taqg ADN polimerasa proofreading (Bioline, EE. UU.). (2,5 U/uL), 2,5 pL de
cada cebador (10 uM), 1,5 puL de dimetilsulféxido (DMSO, 39%) y 1 uL de ADN
plasmidico pAKX002, previamente purificado por lisis alcalina. Se us6é un
termociclador BIOER, modelo TC-E-48D (China). El programa empleado consistié
en una etapa inicial de 2 min a 952 C; seguida por 35 ciclos de: 952 C durante 30
seg, 602 C durante 30 seg, 702 C durante 1,30 min. La reaccién culminé con una

etapa final a 702 C durante 5 min.

5.2.3 Purificacion del fragmento amplificado por PCR

Para purificar el producto amplificado se utiliz6 el kit “Agarose gel DNA extraction
kit”(Roche, EE.UU.). Para esto, el producto de la reacciéon de PCR se someti6 a una
corrida electroforética en gel de agarosa 1% (p/v), preparada en buffer TAE 1X

(ver Anexo).

Una vez visualizada la banda en el gel, se cortd con bisturi el trozo de gel de
agarosa que contenia el fragmento de ADN de interés. El fragmento se transfiri6 a
un tubo de microfuga de 1,5 mL. Se adiciond 700 puL de buffer de solubilizacién de
agarosa (vial 2). Se dejo reposar el tubo durante 10 min a 65°C en un termoblock
Thermolyne modelo 17600 (EE.UU.) o hasta que la agarosa se solubilizo
totalmente. El tubo se agit6 para promover la solubilizacion de la agarosa. Una vez

obtenida una solucién homogénea, se colocé el tubo en bafio de hielo y se agregé
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10 pL de la suspension de silica (vial 1). Luego de 10 min de reposo en frio, se
centrifug6 el tubo por 30 seg a maxima velocidad (13300 rpm) a 4°C y se descartd
el sobrenadante. El pellet se resuspendié con 500 uL de Binding buffer (vial 3) en
vortex. Se realizé otra centrifugacion en las mismas condiciones que la anterior, se
descarto6 el sobrenadante y se lavé dos veces el pellet con 500 pL. de Washing buffer
(vial 4) en las mismas condiciones de centrifugacion. Luego, se removid todo el
liquido posible con un tip y se invirtid el tubo en un papel absorbente para dejarlo
secar a temperatura ambiente (T.A.) durante 15 min o hasta que el pellet estuviera
visiblemente seco. Se resuspendio el pellet en 25 pL de agua miliQ. Se agité el tubo
en vortex y se incubé por 10 min a 56 - 60 °C. Se agit6 nuevamente en vortex
durante 3 min y se centrifugd a maxima velocidad por 30 seg. Se transfiri6 el
sobrenadante conteniendo el ADN disuelto a un tubo nuevo de microfuga. Se
repitié este paso una vez mas. Se guardaron ambos sobrenadantes rotulados en
freezer a -20°C hasta su utilizacidn. . Se chequed la pureza y concentracion del ADN
obtenido en gel de agarosa 1% (p/v), preparada en buffer TAE 1X (como se detalla

en Anexo).

5.2.4 Construccion del plasmido pRS42K::XI: digestion del vector pRS42K y
ligacion con el fragmento amplificado.
El vector pRS42K se digirié con la enzima de restriccion EcoRV. Para ello, se
mezclé en un volumen final de 30 pL (siguiendo las instrucciones del fabricante),
1pL de la enzima EcoRV (Thermo New England BioLabs, EE. UU.), 3uL de buffer 3
(10X) (New England BioLabs, EE. UU.), 11 uL de agua miliQ estéril y 15 pL del
vector. La mezcla de digestion se incub6 por 24 horas a 37°C. Se verifico que la
reaccion de digestion hubiese sido exitosa mediante electroforesis en gel de
agarosa 1% en buffer TAE 1X. Luego se procedid a la ligacion del plasmido digerido
con el fragmento de interés (producto de purificacion). Dicha ligacion se realizé en
un volumen final de 10 pL. La mezcla de reaccién contenia 6 puL del producto de
PCR purificado, 2 puL de la mezcla de digestiéon que contiene pRS42K digerido, 1 pL
de buffer 10X de ligacién y 1 pL de T4 DNA ligasa (360 U/uL) de TaKaRa (Japon).
La mezcla de ligacion se incub6 durante 30 min a 16°C en un termoblock
Thermolyne modelo 17600 (EE.UU.). En teoria, el nimero de moléculas de
fragmento a insertar en relacién a las del vector deberia ser 1:1. En general se usa
una relaciéon mayor, esto aumenta la probabilidad de que el fragmento se una al
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vector en vez de la recircularizaciéon del mismo. El volumen de ligacién pequefio

también favorece las reacciones de ligacion intermoleculares.

5.2.5 Preparacion de células competentes de E. coli TOP1062

A partir de un cultivo fresco de E. coli TOP10 en medio LB agar, se inoculé un tubo
conteniendo 5 mL de caldo LB y se incub6 con agitaciéon durante toda la noche. Se
usaron 3 mL de este cultivo para inocular 300 mL de caldo LB. Este ultimo se
incub6d con agitaciéon hasta alcanzar una densidad 6ptica (DOeoonm) de 0,2-0,3,
medida en un espectrofotémetro visible-UV Shimadzu, modelo UV-1800 (Jap6n)
(se utilizé6 como blanco de absorbancia medio LB). Se colectaron las células en
tubos Falcon® de 50mL por centrifugacién a 5000 rpm por 10 min a 4 °C y se lavd
el pellet de células con una solucién estéril fria de CaCl; 0,1 M, manteniendo las
mismas condiciones de centrifugaciéon. Luego se resuspendio el pellet en 5 mL de
CaClz 0,1 M frio y se incubé la suspensiéon durante 30 min en bafio de hielo. Por
ultimo, se centrifug6 nuevamente la suspensiéon en las mismas condiciones, se
descarto6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 2 mL de CaClz 0,1 M, glicerol
20% (v/v). Se transfirieron volimenes de 100 pL de esta suspension celular a
tubos de microfuga estériles de 1,5 mL y se guardaron a -80°C hasta su utilizacién

(durante un periodo maximo de 4 meses).

5.2.6 Transformacion de células de E. coli TOP10 (quimicamente
competentes) con la mezcla de ligacion®2.
A un tubo de microfuga conteniendo 100 pL de células competentes de E. coli
TOP10 preparadas previamente, se le agreg6 10 pL de la mezcla de ligacion en
condiciones asépticas. Se incub6 la mezcla en bafio de hielo durante 30 min, luego
se incub6 2 min a 42°C y 2 min mas en hielo. Inmediatamente se le agregé 1 mL de
caldo LB al tubo de reaccién y se incub6 durante 1 hora a 37°C con agitacién. En
paralelo, en otro tubo de reaccidn, se realizé el mismo proceso pero sin el agregado
del producto de ligacién, siendo éste el control negativo. Alicuotas de la mezcla de
transformacion y del control negativo se sembraron en placas de LB agar con Amp
y Xgal. La presencia de antibidtico selecciona las células que hayan incorporado el
plasmido, y el Xgal permite identificar las colonias que hayan incorporado el vector
con inserto (colonias blancas). Se repicaron las colonias blancas a placas nuevas

con LB agar con Amp. Se realiz6 la extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina
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(protocolo en punto 4.2.1) de estas colonias para verificar la presencia de la

construccion deseada.

5.2.7 Seleccion del plasmido pRS42K::XI

Una vez efectuada la purificacién plasmidica a partir de cada clon, se evalu6 si los
mismos contenian el inserto de interés. Para esto, se digirié con EcoRI (10 U/
uL)(Thermo Scientific, EE. UU.), utilizando las mismas condiciones de la digestion
realizada anteriormente con EcoRV. Las mezclas de digestion se evaluaron por
electroforesis en gel de agarosa 1% TAE 1X para verificar si los tamafios de los
fragmentos digeridos coincidian con lo esperado. Los plasmidos purificados que
exhibieron el perfil esperado fueron enviados a MACROGEN (Republica de Corea)
para secuenciar el inserto, empleando el cebador PrXiR1 reverso. La secuencia
obtenida se analiz6 usando el programa BLASTn del NCBI y se aline6 contra la base
de datos de nucleodtidos del mismo

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSea

rch&LINK LOC=blasthome). Ademas, se aline6 la secuencia nucleotidica obtenida

por secuenciacion con la secuencia del plasmido pAXK002, empleando el programa

MEGA version 763,

5.2.8 Transformacion de levaduras (protocolo modificado de Gietz, D. y col,
199264)
Se inocularon tubos conteniendo 5 mL de caldo YPD con células frescas de CAT-1,
CAT-1-XRT y CAT-1-XIT crecidas en placas de YPD agar y se incubaron durante 24
horas aproximadamente. Se utiliz6 0,5 mL de cada cultivo para inocular frascos
conteniendo 50 mL de caldo YPD. Estos frascos fueron incubados a 30°C con
agitacion orbital (aproximadamente por 4 horas) hasta alcanzar a una DOsoonm de 1
aproximadamente (espectrofotometro visible-UV Shimadzu modelo UV-1800).
Luego se colectaron las células por centrifugacién durante 3 min a 3000 rpm en
tubos Falcon® estériles de 50 mL. En cada caso se descartd el sobrenadante y el
pellet se resuspendi6 en 1 mL de 1 X LITE (ver Anexo). Cada una de estas
suspensiones celulares se transfirieron a tubos de microfuga de 1,5 mL estériles y
se centrifugaron durante 2 min a 3000 rpm. El sobrenadante se descartd y los
pellets de cada cepa se resuspendieron en 300 pL de 1 X LITE. Para cada cepa, se

transfirieron 100 pL de la suspensién celular a dos tubos nuevos de microfuga
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estériles. Seguidamente, a cada tubo se le anadié 10 pL. de ADN de esperma de
salmén (10 mg/mL) (Invitrogen, EE.UU.) previamente desnaturalizado a 100°C
durante 10 min en thermoblock (Thermolyne modelo 17600) seguido de
incubacion en hielo hasta su utilizacién. A un tubo de cada cepa se le adiciong,
ademas, 10 uL del ADN plasmidico purificado previamente (entre 5-10 ug de ADN).
Luego, a todos los tubos se les adicion6 750 pL de PEG LITE (ver Anexo) y se
incubaron a 302C durante 30 min en thermoblock, agitando las suspensiones de
forma manual cada 10 min. Posteriormente, se adicion6 100 uL. de DMSO a cada
tubo de transformacidn, se incub6 a 42°C durante 10 min y se centrifugé durante 2
min a 3000 rpm. Se descart6 el sobrenadante de cada tubo, los pellets celulares se
resuspendieron en 300 pL de caldo YPD y los tubos se incubaron en estufa durante

1 hora a 30°C grados para recuperar las células.

Finalmente, se sembré por rastrillado en superficie, 150 pL de cada suspension
celular en placas con YPD agar con G418 y las mismas se incubaron por 72 hs a

30°C.

En todos los casos se realizdé un control negativo siguiendo el mismo protocolo
pero sin el agregado de ADN plasmidico. Este control se plaqueé en YPD sin
antibidtico para comprobar la viabilidad de las células y en YPD con G418 para
comprobar que la resistencia al antibiético se debe a la presencia del plasmido

Unicamente.

5.2.9 Ensayos de evoluciones

Luego de obtenidas las cepas resistentes a G418: CAT-1 (pRS42K::XI), CAT-1-XRT
(pRS42K::XI) y CAT-1-XIT (pRS42K::XI) se aplicé un protocolo de evolucion. El
mismo, tiene como objetivo seleccionar aquellas células que por algin tipo de
modificacion puedan crecer en un medio que tiene xilosa como principal fuente de
carbono. En estas condiciones, van a surgir mutaciones espontaneas que pueden
ser o no favorables para que las cepas crezcan utilizando la fuente de carbono.
Probablemente, las cepas seleccionadas al final del proceso seran aquellas que
presenten una mutacion favorable. Para que esto suceda, se realizan pasajes

sucesivos de las cepas a evolucionar en un medio selectivo cada 48 hs.
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En este caso se parti6 de un cultivo primario por cada cepa. Los ensayos de
crecimiento fueron realizados en tubos con tapa rosca con septo conteniendo 30
mL de YPD y G418 y se incubaron durante 24 horas. Se colectaron las células por
centrifugacion en tubos Falcon®a 5000 rpm durante 6 min. El pellet de células se
lav6 dos veces con 1 mL de agua destilada estéril, usando las mismas condiciones
de centrifugacién. La suspension de células se us6 para inocular un nuevo frasco

tapa rosca con septo con 30 mL de medio MM xilosa con G418.

Estos cultivos se incubaron a 30°C con agitacion orbital. Luego de 48 horas, las
células se colectaron por centrifugacion y se transfirieron en su totalidad a otro
frasco de tapa rosca con septo conteniendo 30 mL de medio MM xilosa y G418.
Nuevamente se incubd a 30°C con agitacién orbital por 48 horas. Este proceso se

repitié 10 veces.

En cada paso de la evolucion se realiz6 un control de contaminacién estriando una
alicuota del cultivo en placas de petri conteniendo medio YPD sin antibiotico, las

mismas se incubaron a 302C por 24-48 horas.

Se guardé en glicerol un pool celular de cada etapa a partir de un cultivo primario
en YPD sembrado de las placas control. Los siguientes ensayos se realizaron a

partir de las cepas presentes en la placa control.

5.3 Ensayos de produccion de etanol

Para los ensayos de consumo de xilosa y produccion de etanol se partié de un
cultivo primario en YPD (y antibidtico, en caso de ser necesario) de la cepa o el
pool de cepas implicadas en cada ensayo. Estos cultivos se incubaron a 30°C con
agitacién orbital durante 24 horas. Se colectaron las células por centrifugacion a
5000 rpm durante 6 min. Se lavo el pellet dos veces con 1,5 mL de agua destilada
estéril, manteniendo las condiciones de centrifugacion. Las células suspendidas en
agua ultrapura se usaron para inocular los frascos con tapa de rosca con septo con
medio YP(1/5)X o MM (en cada caso se detalla la concentracion de xilosa
utilizada) de modo que la DOsoonm inicial fuese aproximadamente 0,5. Por ultimo,
los cultivos se incubaron a 30°C con agitacion orbital y se tomaron muestras de
forma aséptica a diferentes tiempos para realizar determinaciones de biomasa, asi

como de las concentraciones de xilosa y etanol presentes en el sobrenadante.
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5.3.1 Evaluacion del consumo de xilosa y produccion de etanol a las 72
horas de crecimiento.
Este ensayo se realizé en frascos con tapa rosca con septo (capacidad total 40 mL
aproximadamente) conteniendo 20 mL de medio de cultivo MM o YP(1/5)Xz20¢1 ¥
G418 en el caso de que corresponda. Los cultivos primarios se realizaron en tubos
Falcon® de 50 mL conteniendo 30 mL de caldo YPD con G418 en caso de
corresponder, crecidos por 24 horas. Los ensayos se efectuaron por triplicado para
cada una de las cepas que se muestran en la Tabla 3. Se colectaron muestras a las 0
y 72 horas para determinar biomasa y concentracion de xilosa y etanol en el medio

de cultivo.

Tabla 3 Cepas utilizadas en el ensayo de evaluacion del consumo de xilosa y produccion de
etanol alas 72 horas de crecimiento.

Cepas sin plasmido Cepas con plasmido Pool de cepas con plasmido evolucionadas

(parte de la suspension resultante)

CAT-1 CAT-1(pRS42K:XI)  CAT-1(pRS42K::XI) 10ma evolucién

CAT-1-XRT CAT-1-XRT CAT-1-XRT(pRS42K::XI) 10ma evolucion

(pRS42K::XI)

CAT-1-XIT CAT-1-XIT CAT-1-XIT(pRS42K::XI) 10m2 evolucidn

(pRS42K::XI)

5.3.2 Evaluaciéon del crecimiento y consumo de xilosa a las 72 horas de
incubacién de CAT-1-XIT(pRS42K::XI) 10m2 evolucién en presencia de
diferentes concentraciones de xilosa.

El cultivo primario se realizé en un frasco Wheaton® de 250 mL conteniendo 50

mL de medio YPD y G418 inoculado con células de la cepa CAT-1-XIT(pRS42K::XI)

obtenidas a partir de la 10™ma evolucion, provenientes de una placa fresca con YPD

agar con G418. El ensayo se realizd, por triplicado en frascos Wheaton de 250 mL

conteniendo 65mL de YP(1/5)X con diferentes concentraciones iniciales de xilosa:

20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L, 60g/L y 80 g/L. Se colectaron muestras (tres por
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condicién) a las 0 y 72 horas para medir peso seco de biomasa, concentracién de

xilosa y etanol en el sobrenadante.

5.3.3 Perfil de crecimiento, consumo de xilosa y produccion de etanol de la
cepa CAT-1-XIT(pRS42K::XI) 10m2 evolucion.
Se partio de un cultivo primario de la cepa CAT-1-XIT(pRS42K::XI) 10ma evolucién
realizado en frascos Wheaton® de 250 mL conteniendo 100 mL de medio YPD,
G418 y Cm (para inhibir el crecimiento bacteriano). Se inocularon 3 frascos
Wheaton®de 250 mL con 100 mL de YP(1/5)X47¢/.. Ademads se realizé un control
negativo con 100 mL de YP(1/5). Se colectaron muestras de forma aséptica cada
12 horas (aproximadamente) por 132 horas para la determinacién de biomasa y

concentracion de xilosa y etanol en el medio de cultivo.
5.3.4 Determinaciones analiticas

5.3.4.1 Biomasa

Se tom6 una muestra de 1,5 mL de cada cultivo en los tiempos determinados para
cada ensayo. La suspension de células se transfirio a tubos de 1,5 mL previamente
secados a 602C por 48 horas y pesados en balanza analitica. Las muestras se
centrifugaron por 6 min a 5000 rpm y se guardo el sobrenadante a -202C para la
posterior determinaciéon de concentracion de xilosa y etanol. El pellet celular se
lav6 dos veces con agua destilada (centrifugando en las mismas condiciones) y se
secO en estufa a 602C por 48 horas o hasta peso constante. Luego se pesaron los
tubos con biomasa en balanza analitica. La biomasa (g/L) se determiné como la
diferencia de peso entre el tubo con biomasa y el tubo vacio multiplicado por 1000

mL y dividido por 1,5 mL (ya que el peso que medimos es de 1,5 mL de medio).

5.3.4.2 Concentracion de xilosa y etanol

Las determinaciones de xilosa y etanol se realizaron en el Departamento de
Bioingenieria (Facultad de Ingenieria, UdelaR), mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia con detector de indice de refraccion (HPLC-IR, marca Shimadzu,
Japo6n), equipado con una columna de intercambio iébnico Aminex 87H (BIORAD) y
empleando acido sulftirico 0,05 N como fase movil. El flujo de corrida fue de 0,6 mL
por min a 35°C. Se realizaron dos curvas estdndar, una para xilosa

(concentraciones entre 0,1 g/L y 0,4 g/L) y otra para etanol (concentraciones
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entre 0,05 g/L y 0,4 g/L). ). Ademas se analizaron estandares de xilitol, glicerol y
acido lactico, lo que permitié determinar la presunta presenciao ausencia de estos
compuestos en los sobrenadantes estudiados. Las muestras (sobrenadantes
obtenidos en el punto 4.3.1.1) se diluyeron de acuerdo a las curvas de calibracién
empleadas y se filtraron con filtros descartables con tamafio de poro 0,2um. Se
calcul6 la concentracion de xilosa consumida (Xilc) para cada caso (Xilfinal - Xilinicial),
el rendimiento de transformacion de xilosa consumida en biomasa (Ypiomasa/xilc), €l
rendimiento de transformacion de xilosa consumida en etanol ([EtOH]/Xilc) y la

productividad de etanol (g EtOH/L* horas).

5.3.4.3 Ensayos estadisticos

Los anadlisis estadisticos fueron realizados con el paquete estadistico Infostat®>
usando ANOVA. Los datos que cumplian con los supuestos para el modelo ANOVA,
fueron comparados usando el test de Tukey. En caso de no cumplir con los
supuestos del ANOVA, se realiz6 el test no paramétrico Kruskal Wallis. En todos los

casos se usé un p- valor < 0.05
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6 RESULTADOS

6.1 Construccion del plasmido pRS42K:XI

Se construy6 un plasmido derivado de pRS42K (circulo 2y, G418R) conteniendo el
gen xylA de Piromyces sp. bajo el control del promotor pTPI1 y precediendo al
terminador tCYC1 (pRS42K::XI).

6.1.1 Amplificacion del fragmento pTPI1-XI-tCYC1 mediante PCR

Para la construccién del plasmido se amplific6 por PCR un fragmento de ADN que
incluye el promotor pTPI1, seguido por la regién codificante del gen que codifica
para la enzima XI de Piromyces sp. (Piro XylA) y el terminador tCYC1, presente en
el plasmido pAKX002, tal como se detalla en Materiales y Métodos. Se optimizaron
las condiciones de PCR ensayando diferentes temperaturas de hibridacion: 56 °C,
57 °C, 58 °C, 59 °C y 60 °C y diferentes concentraciones de ADN molde: con el
vector diluido al medio y al quinto. Para visualizar el resultado, las reacciones de

PCR se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa (Figura 4).
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3000 pb
2500 pb

Figura 4 Electroforesis en gel de agarosa en donde se visualiza el fragmento de ADN
amplificado por PCR. Este ensayo se hizo para optimizar las condiciones de PCR (temperatura de
hibridacién y concentracién de ADN molde) con el objetivo de obtener un fragmento dnico de
amplificaciéon. Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2: 56 °C, Carril 3: 57 °C, Carril 4: 58 °C,
Carril 5: 59 °C, Carril 6: 60 °C. Hasta el carril 6 se utiliz6 el plasmido pRS42K::XI diluido al quinto.
Carril 7: 56 °C, Carril 8: 57 °C, Carril 9: 58 °C, Carril 10: 59 °C, Carril 11: 60 °C Entre el carril 7y el 11
se utilizo el plasmido pRS42K::XI diluido al medio. Carril 12: control negativo a 56 °C.

Se observo que la concentracion de ADN molde utilizada (plasmido pAKX0002) no
afect6 al producto de PCR, ya que la intensidad del fragmento esperado (indicativa
de la cantidad de ADN) es practicamente la misma para todos los casos (Figura 4).
Sin embargo, se observé una diferencia en la presencia de fragmentos mas
pequefios (producto del pegado inespecifico de los cebadores en el ADN)
dependiendo de las temperaturas utilizadas. Los pocillos 6 y 11, los cuales se
corresponden con las reacciones hechas a 60 °C, fueron los que presentaron menor

cantidad de amplificacion inespecifica.

De acuerdo a estos resultados, se realiz6 la reaccion de PCR utilizando una Taq
ADN polimerasa proofreading empleando 60 °C como temperatura de hibridacion.

En la figura 5A se muestra el resultado obtenido en la reaccién de amplificacion, la
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cual no fue especifica ya que se visualizan varios amplicones de diferentes

tamanos.

(a)

3000 pb
2500 pb

3000 pb_g8 >

Figura 5 Perfil electroforético en gel de agarosa en donde se visualizan los fragmentos de
ADN amplificados por PCR para construir el plasmido pRS42K::XI. (A) Resultado de las
reacciones de PCR. Carril 1: Marcador de peso molecular (MPM) 0.5 pg/ul (Anexo); Carril 2: sin
sembrar; Carril3: control negativo sin molde (C-); Carril 4: reaccién de PCR de interés. Con el
rectangulo rojo se marca el fragmento de ADN de interés. (B) Resultado de la purificacién del
fragmento amplificado. En el pocillo 1 se sembré el MPM, en el pocillo 2 la primer elucién (E1) de la

purificacion y en el 3 la segunda elucién (E2).

En la figura 5A se puede observar una banda de amplificacién entre 2500 y 3000
pb, que probablemente corresponde al fragmento de interés (enmarcada en un
recuadro rojo) y tres bandas de tamafios menores, producto del pegado
inespecifico de los cebadores a regiones plasmidicas no deseadas. El control
negativo (Carril 3) no presenta amplificacién. Por otro lado, en la figura 5B
podemos observar el resultado de la purificacion del fragmento de interés
empleando un kit de extraccién de ADN a partir de geles de agarosa. Se puede
estimar que el fragmento de interés se logré purificar correctamente, ya que se
visualiza una sola banda del tamafio deseado (3000-2500 pb) tanto en la primera

elucién (carril 2) como en la segunda elucion (carril 3).
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6.1.2 Digestion del vector pRS42Ky ligacion con el amplicén purificado
Se digiri6 el plasmido pRS42K con la enzima de restricciéon EcoRV. En la Figura 6
se muestra el resultado de la reaccién de digestion, en la cual se esperaba obtener

un fragmento de 6006 pb.

8000 pb
6000 pb

Figura 6: Perfil electroforético de la reaccion de digestion del plasmido pRS42K con EcoRV.

Carril 1: MPM; Carril 2, 3y 4: sin sembrar; Carril 5: 5 pl de reaccién de digestion.

La reaccion de digestion gener6 una Unica banda que se encuentra entre las bandas
de 6000 pb y 8000 pb del marcador de peso molecular. Estimamos que el vector
se digirid correctamente, dado que se visualiza una unica banda del tamafio
esperado para el plasmido en una forma lineal. Esta digestion se ligd con el
fragmento de PCR purificado (en el punto 5.1.1) como se describe en Materiales y

Métodos.

6.1.3 Transformacion quimica de células de E. coliTOP10 con la mezcla de
ligacion.
Esta mezcla de ligacion se us6é para transformar células quimicamente
competentes de E. coli TOP10, como se describe en Materiales y Métodos. La
mezcla de transformacion se sembro por rastrillado en placas conteniendo LB agar
Amp Xgal. Luego de incubarlas durante 24 horas a 37°C, se seleccionaron 2
colonias blancas. Las mismas se re-estriaron en placas con el mismo medio y a
partir de dicho cultivo se sembraron en caldo LB Amp. Se purifico el ADN

plasmidico de ambos clones como se describe en Materiales y Métodos.
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6.1.4 Verificacion de la construccion deseada en los plasmidos purificados

Para verificar la correcta insercion del gen xylA en el vector pRS42K, ambas
preparaciones plasmidicas fueron digeridas con la enzima de restricciéon EcoRI. De
acuerdo al mapa de restriccion deducido y dependiendo de la orientacion en la que
se insert6 el amplicon, se espera obtener dos fragmentos de restriccion de 1031 pb

y 7633 pb (orientacion 1) o de 1640 pb y 7024 pb (orientacién 2) (Figura 7).

_ . pRS42K:XI orientacién 2
pPRS42K:XI orientacion 1 8664 bp

3664 bp

EcoRI (3171)

(4811) EcoRl 1640 pb

[4811) EcoRI EcoRI (3730)

1031 pb

Figura 7: Diagrama de corte y fragmentos esperados para el clonado del amplicén. (A) en la
orientacion 1. (B) en la orientacién 2.
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Figura 8 Perfil electroforético en gel de agarosa de los plasmidos purificados a partir de
ambos clones, digeridos con EcoRI. Carril 1: MPM, Carril 2: Digestion plasmidica clon 1, Carril 3:

Vacio, Carril 4: Digestidn plasmidica clon 2, Carril 5: Vacio.

Los ADN plasmidicos digeridos con EcoRI provenientes de las 2 colonias
seleccionadas, presentaron perfiles de restriccion que coinciden con lo esperado
(Figura 8). En base a lo observado en la figura 8, el plasmido pRS42K::XI (1)
(cargado en el carril 2) pareceria presentar la orientacion 1 (Figura 7A) y
pRS42K::XI (2)(cargado en el carril 4) probablemente presente la orientacion 2
(Figura 7B). Ambas preparaciones de ADN plasmidico se enviaron a secuenciar a
MACROGEN. Se realiz6 el andlisis por BLASTn, usando las secuencias nr (non-
redundant nucleotidic sequences) como banco de datos del Genbank. Se analizé6 una
de las preparaciones plasmidicas (la 1), ya que la otra construccién no pudo ser
secuenciada debido a inconvenientes en el proceso de transporte. Los resultados
del analisis permitieron confirmar la identidad del fragmento clonado. La
secuencia obtenida a partir del cebador reverso (PrXiR1) exhibi6 una alta similitud
con parte del gen xylA de Piromyces sp. (amplicén de 500 pb) (Numero de acceso:
AJ249909.1). La secuencia presentd una identidad del 98% comparada con la
secuencia de xylA (e-value 0.0 y una cobertura del 70%). Por otro lado, al alinear
mediante el programa MEGA 7 las secuencias nucleotidicas del vector parental
pAKX002 y del plasmido obtenido en nuestro estudio, el apareamiento fue perfecto

(sin mismatches y con un 100% de identidad). Sin embargo, la secuencia del

41



amplicon obtenida a partir del cebador forward (PrXiF1) tenia una muy mala

calidad de secuenciacion, lo que no permitio realizar ningin analisis de similitud.

6.1.5 Transformacion de levaduras

Se transformaron las levaduras con el plasmido construido y verificado
previamente. Se lograron construir las cepas CAT-1(pRS42K::XI), CAT-1-
XRT(pRS42K::XI) y CAT-1-XIT(pRS42K::XI), las cuales crecieron en medio YPD con
G418. Los controles negativos (CAT-1, CAT-1-XRT y CAT-1-XIT) no crecieron en
placas con medio YPD G418y el control de viabilidad (CAT-1, CAT-1-XRT y CAT-1-

XIT en YPD) creci6 correctamente.

6.1.6 Evolucion

Se realiz6 un protocolo de evolucion de diez rondas sobre las cepas CAT-
1(pRS42K::XI), CAT-1-XRT(pRS42K::XI) y CAT-1-XIT(pRS42K::XI) en medio MM
con xilosa como unica fuente de carbono y G418. A partir del mismo se obtuvieron
3 comunidades celulares diferentes (una por cada cepa) adaptadas en mayor o

menor medida al crecimiento en MM xilosa.
6.2 Ensayos de produccion

6.2.1 Evaluacion de consumo de xilosa y produccion de etanol a las 72 horas
de crecimiento.
Se realizé un ensayo de evaluacion de crecimiento (biomasa), consumo de xilosa y
produccion de etanol en cultivos de las distintas cepas obtenidas, incubados
durante 72 horas a 30°C. Se analizaron las cepas: CAT-1-XRT, CAT-1-XIT, CAT-
1(pRS42K::XI), CAT-1-XRT(pRS42K::XI), CAT-1-XIT(pRS42K::XI), CAT-
1(pRS42K::XI) (alicuota de comunidad de la 10ma evolucién), CAT-1-
XRT(pRS42K::XI) (alicuota de comunidad de la 10ma evolucion), CAT-1-
XIT(pRS42K::XI) (alicuota de comunidad de la 10maevolucion) y la cepa control
CAT-1. Dicho ensayo se desarrolld en frascos con tapa de rosca con septo,
intentando mantener un acceso limitado al O2. Los medios de cultivo usados
fueron: MM xilosa e YP(1/5)X. En general, el comportamiento relativo de las
distintas cepas analizadas fue similar en ambos medios comparandolas con la cepa
salvaje CAT-1, aunque el consumo de xilosa y produccion de etanol fue

notoriamente mayor en algunos clones cultivados en medio YP(1/5) (Figuras 9 y
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10). Las cepas que tienen en su genoma el gen xylA de S. coelicolor y el plasmido
multicopia con el gen xylA de Piromyces sp. presentaron diferencias significativas
(marcadas con asterisco en las figuras 9 y 10), tanto en la produccién de etanol
como en el consumo de xilosa, comparados con la cepa salvaje CAT-1. Ademas, los
clones contenidos en el pool celular de la décima evolucion (CAT-1-
XIT(pRS42K:XI)(10m2 evolucién)) superaron con creces la produccion de etanol y
el consumo de xilosa respecto al resto. Sin embargo, los valores de produccién de
etanol y consumo de xilosa fueron mas elevados en el medio YP(1/5)X (Figura 9)
comparado con el medio MM (Figura 10). La comunidad CAT-1-XIT (pRS42K::XI)
contenida en el pool de la 10maevolucién produjo 6,8 g/L de etanol, consumiendo
el 91% de xilosa total que contenia el medio inicialmente (20 g/L). El rendimiento
en la produccién de etanol (EtOH/Xilc) por parte de esta cepa fue 0,40 g/g. Por
otro lado, los mismos clones en medio MM produjeron menor concentraciéon de
etanol (2,6 g/L), consumiendo Unicamente el 30% de xilosa total, pero alcanzando
un rendimiento de etanol mayor (0,45 g/g). La Tabla con los valores de estos

resultados se muestra en el Apéndice.
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Figura 9 Consumo de xilosa y producciéon de etanol y biomasa de las distintas cepas
evaluadas. Las medidas fueron determinadas a las 72 horas de incubacién en medio YP(1/5)X. Los
asteriscos sefalan las diferencias significativas comparadas con la cepa control CAT-1. Las barras de

error representan la desviacion estandar.
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Figura 10 Consumo de xilosa y produccion de biomasa y etanol de las distintas cepas
analizadas. Los cultivos en medio MM con 20 g/L de xilosa inicial fueron analizados a las 72 horas
de incubacién. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas al ser comparados con la cepa

control CAT-1. Las barras de error representan la desviacién estandar.

De todas formas, hay que destacar que tanto el medio MM como YP(1/5) contienen
otros componentes que pueden ser utilizados como fuentes de carbono
fermentables; por lo que, aunque estos se encuentren en baja cantidad, no se
puede asignar dichos rendimientos especificamente a la xilosa. Respecto a la
biomasa, en ambos medios, no se encontraron diferencias significativas entre

ninguna de las cepas ensayadas.

No se detectd la presencia de xilitol en los sobrenadantes de ninguno de los
cultivos analizados. Sin embargo, en el sobrenadante de los cultivos en medio
YP(1/5)X se detectaron dos sub-productos, los cuales, segin el tiempo de
retencion de los mismos, podrian ser acido lactico y glicerol. La presencia del pico
correspondiente al presunto acido lactico se hall6 en los sobrenadantes de todas
las construcciones que contenian el plasmido pRS42K::XI cultivadas en el medio
YP(1/5)X. El glicerol se detect6 inicamente en el sobrenadante del cultivo CAT-1-
XIT(pRS42K::XI) 10ma evolucion.
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6.2.2 Evaluacion del pool CAT-1-XIT(pRS42K::XI) 10™m2 evolucion crecido
durante 72 horas en presencia de diferentes concentraciones de
xilosa.

En base a los resultados del ensayo anterior, se evalu6é el consumo de xilosa,

generacion de biomasa y produccidn de etanol del pool CAT-1-XIT(pRS42K::XI)

10ma evolucion crecido en medio YP(1/5) y en presencia de diferentes

concentraciones de xilosa inicial (32 g/L, 41 g/L, 38 g/L, 61 g/L, 68 g/L, 80 g/L).

Las determinaciones se efectuaron a las 72 horas de incubacion. No se detectaron

diferencias significativas en el consumo de xilosa, la producciéon de etanol y la

biomasa generada entre los cultivos, abarcando valores desde 31,2 hasta 40,8 g/L

de xilosa consumida y entre 9,1 hasta 11,6 g/L de etanol producido, tal como se

muestra en la Figura 11. El inico cultivo que en las 72 hs consumio casi la totalidad

de xilosa (96%) fue el que partié de una concentracidn inicial de 32 g/L.
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Figura 11 Consumo de xilosa y produccion de etanol y biomasa de CAT-1-
XIT(pRS42K::XI)10™ma evoluciéon crecida en YP(1/5) y diferentes concentraciones de xilosa.
Las determinaciones se efectuaron a las 72 horas de incubacion. En el eje X se marcan las diferentes
concentraciones iniciales de xilosa en cada cultivo. El eje de las ordenadas representa las
concentraciones (g/L) de etanol y biomasa producida y xilosa consumida. Las barras de error

representan la desviacién estandar.

45



Por otro lado, el rendimiento de etanol se mantuvo igual para todos los cultivos,
presentando valores desde 0,34 g/g para el cultivo con 32 g/L de xilosa hasta 0,25
g/g para el cultivo con 80 g/L de xilosa. La Tabla con todos los resultados se detalla

en el Apéndice.

Cabe recordar que el medio YP(1/5) contiene otros componentes (peptona y
extracto de levadura) que pueden ser utilizados como fuentes fermentables; por lo
cual, en principio, no se puede asignar dichos rendimientos especificamente a la

xilosa.

Ademas del etanol, se observé nuevamente la presencia de glicerol. Si bien no se
realizé curva de calibracion para el mismo, observando las areas de los picos del
cromatograma (HPLC-IR), se puede estimar que cuanto menor es la concentracion
final de xilosa mayor es la concentracion final de glicerol en el sobrenadante
(Figura 12). También se detecté la presencia del pico correspondiente al acido
lactico, con aproximadamente la misma concentraciéon para todos los medios

(estimado a partir del promedio de las areas).
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Figura 12 Grafico del area del pico de glicerol y concentracion final de xilosa en el

sobrenadante de CAT-1-XIT(pRS42K::XI) en funcion de la concentracion inicial de xilosa en

medio YP(1/5)X. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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6.2.1 Perfil de crecimiento, consumo de xilosa y produccion de etanol de
CAT-1-XIT(pRS42K::XI) 10m2 evolucion.
Se realizé un ensayo de crecimiento en medio YP(1/5) con una concentracién
inicial de xilosa de 55 g/L. Se determind la concentraciéon de xilosa y etanol
presentes en el sobrenadante del cultivo cada 12 horas, durante 11 dias. En la
Figura 13 se puede observar que a partir de las 48 horas hasta el final del ensayo,
el descenso de la concentracion de xilosa (de 39,4 a 14,5 g/L) se corresponde con
un aumento en la concentracién de etanol (de 0,7 a 12,6 g/L). Esto da como
resultado un rendimiento especifico (g de etanol producidos desde las 48 hs hasta
el final del proceso/ g de xilosa consumida en el mismo periodo) de 0,47 g/g. Sin
embargo, el rendimiento de etanol global del proceso fue mas bajo (0,31 g/g) que

el tedrico, al igual que la productividad de etanol a lo largo de todo el proceso (0,09

g/L*h).

Por otro lado, el aumento de la biomasa fue paulatino a lo largo de todo el cultivo,
partiendo de valores de 0,3 g/L y llegando hasta 4,0 g/L. La Tabla con todos los

resultados se detalla en el Apéndice.
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Figura 13 Perfil de las concentraciones de xilosa y etanol producido por CAT-1-
XIT(pRS42K::XI)10m2 evolucion a lo largo del tiempo. Las barras de error representan la

desviacion estandar.

Paralelamente, se realiz6 un ensayo control de CAT-1-XIT(pRS42K::XI) 10ma

evolucion cultivada en YP(1/5) en ausencia de xilosa para poder evaluar la
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produccién de etanol por componentes inherentes al medio aparte de la xilosa
(peptona y extracto de levadura). Dicho control produjo 0,02 g/L de etanol en los

11 dias (132 horas).

Por ultimo, en este ensayo de perfil de crecimiento con xilosa, al igual que en el
ensayo anterior, a partir de las 72 horas, se detectd la presencia de glicerol y acido
lactico en el medio y la concentracién de ambos fue en aumento a medida que la

concentracion de xilosa disminuy6 en el tiempo (Figura 13).
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7 DISCUSION

En este trabajo se construyd el plasmido pRS42K::XI a partir del vector circulo 2u
pRS42K y de un fragmento de ADN que contiene: el promotor pTPI1, el ORF xylA
que codifica para la enzima XI de Piromyces sp. y el terminador tCYC1. Se
transformaron las cepas recombinantes CAT-1, CAT-1-XRT y CAT-1-XIT con el
plasmido resultante y se aplic6 un protocolo de evolucion en medio MM que

contenia xilosa como unica fuente de carbono.

La presencia del plasmido en las levaduras transformadas se evalué Unicamente
por adquisicién de resistencia antibiética. De esta forma se verificé que el control
negativo fuese sensible al antibidtico G418, mientras que las levaduras que
adquirieron el plasmido tuvieron fenotipo de resistencia. Si bien este mecanismo
de seleccion en cierta medida demuestra la correcta adquisicion del plasmido y
asegura su mantenimiento, seria mas preciso confirmarlo mediante una PCR con
cebadores que hibriden en el gen xylA de Piromyces sp., presente en aquellas
levaduras resistentes conteniendo el plasmido pRS42K:XI. Esta técnica
demostraria no so6lo la presencia del plasmido sino que también de dicho gen.
También se podria realizar una reaccién de RT-qPCR para verificar que dicho gen
estd siendo transcripto o la determinacion de la actividad xilosa isomerasa en
extractos libres de células para ver que la enzima se estd expresando

correctamente.

Por otro lado, para verificar la ausencia de contaminacién por bacterias de las
muestras evolucionadas, en primera instancia se observ6 una alicuota del cultivo
liquido en microscopio 6ptico con el lente 100X (datos no mostrados). A primera
vista, no se observaron bacterias en dicho preparado. Por otro lado, en el marco de
una pasantia efectuada por la estudiante Bach. Florencia Garabato en nuestro
laboratorio, se verificé la ausencia de bacterias contaminantes en los cultivos de
las distintas evoluciones obtenidas por medio de reacciones de PCR dirigidas a

amplificar el gen 16S ARNr (presente Unicamente en bacterias).

Aplicar un protocolo de evolucion sobre las cepas puede promover a diversos
cambios morfélogicos, estructurales, transcripcionales, etc. Los protocolos de

evolucion probablemente resultan en una poblacién heterogénea de levaduras. De
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hecho, cuando se verificé la ausencia de contaminacién bacteriana por microscopio
optico, también se observd que las levaduras presentaban diferentes tamafios,
algunas de ellas de tamafio reducido. Segin Morris G. J. y col.%¢ la pérdida de
viabilidad por parte de la levadura, luego de un choque de estrés hiperosmotico,
estd directamente relacionada con una disminuciéon en el volumen celular. Los
distintos tamafios celulares dentro de la misma poblacién de levaduras
evolucionadas, podria ser un indicador de la presencia de diferentes clones con
mayor o menor capacidad de resistencia (adquirida por mutaciones aleatorias)

frente al estrés hiperosmatico.

Otro cambio que se puede haber dado durante la evolucién son modificaciones
genéticas que no necesariamente involucren ambos alelos, aumentando asi la
heterogeneidad alélica a nivel poblacional (mayor cantidad de alelos para un
mismo gen). Para analizar los cambios a nivel genético se podria comparar los
genomas de la cepa salvaje y clones seleccionados a partir del cultivo resultante de
la evolucion. Sin embargo, muchas veces los cambios se dan a nivel transcripcional.
Dichos cambios podrian ser analizados a través de RNAseq (en donde veriamos el
perfil de expresion del clon) o a través de RT-qPCR si quisiéramos ver las
diferencias de expresidon de uno o algunos gen/es especifico/s, como por ejemplo

el gen xylA.

7.1 Ensayos de produccion de etanol

Se realizaron estudios de produccion de bioetanol de las cepas sin el plasmido, con
el plasmido y en alicuotas de los crecimientos resultantes de la ultima etapa de
evolucién de las cepas recombinantes conteniendo el plasmido. Se evalué la
produccion de etanol a diferentes concentraciones iniciales de xilosa de la cepa con
mejor performance (pool de la décima evolucion de CAT-1-XIT (pRS42K::XI)), y por

ultimo, se determind su perfil de crecimiento y produccidn de etanol.

7.1.1 Evaluacion del consumo de xilosa y producciéon de etanol a las 72
horas de crecimiento.

Se evalué la produccion de etanol, consumo de xilosa y produccion de biomasa en

las distintas cepas obtenidas. Luego de 72 h de cultivo, se analizaron las cepas:

CAT-1, CAT-1-XRT Y CAT-1-XIT con y sin el plasmido pRS42K::XI. También se

analizaron suspensiones celulares de las cepas CAT-1(pRS42K:XI), CAT-1-
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XRT(pRS42K::XI) y CAT-1-XIT(pRS42K::XI) luego de 10 ciclos de evoluciéon en

presencia de xilosa.

Como se mencion6 en Resultados, las cepas que contienen el gen xylA de S.
coelicolor inserto en el genoma y gen xylA de Piromyces sp. en el plasmido fueron
las Uinicas que produjeron etanol a partir de xilosa (tanto en medio YPX como en
medio MM) en un nivel significativamente mayor que la cepa CAT-1 (cepa salvaje).
Este resultado refleja la contribucién mutua y necesaria de los genes insertos en el
cromosoma y del pladsmido, para obtener una cepa capaz de metabolizar xilosa. La
importancia del trasfondo genético de la cepa (es decir de los genes xylA de S.
coelicolor, TAL-1, XKS1 y Gal2 mutado) y del pldsmido que contiene el gen xylA de
Piromyces sp. se observa debido a la incapacidad de la cepa CAT-XIT (que tienen el
trasfondo genético pero no el plasmido) y de la cepa CAT-1(pRS42K::XI) (que tiene
el plasmido pero no el trasfondo genético), de producir etanol a partir de xilosa

como Unica fuente de carbono.

A su vez, la cepa CAT-1-XRT con el plasmido, la cual se diferencia con CAT-
XIT(pRS42K::XI) en que la ultima tiene el gen xylA de S. coelicolor en vez de los
genes XR y XDH de S. stipitis, tampoco produjo etanol en un nivel apreciable. Esto
puede deberse a dos causas: que la presencia del gen xylA de S. coelicolor (inserto
en el genoma) es fundamental para lograr una cepa fermentadora de xilosa o que
la presencia de los genes XR y XDH de S. stipitis gener6 algun tipo de impedimento

para lograr la fermentacion.

7.1.1.1 Posibles efectos de la aplicacion del protocolo de evoluciéon

Se observé que la cepa CAT-1-XIT(pRS42K::XI) luego de la evoluciéon produjo
mayor cantidad de etanol que la cepa sin evolucionar. La evolucion es un enfoque
eficiente para adaptar proteinas que requieren funciones refinadas, como mayor
estabilidad, tolerancia, especificidad por el sustrato, o ajustar vias metabdlicas que

puedan dificultar el crecimiento en xilosa®9.

Lee y col (2012) aplicaron una estrategia que involucraba tres rondas de
mutaciones aleatorias del gen xylA de Piromyces sp. (incrementadas por una PCR
propensa a error) seguida de una selecciéon del clon con mayor crecimiento en

xilosa como unica fuente de carbono. Como resultado, aislaron una variante del
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gen xilosa isomerasa con seis mutaciones (E15D, E114G, E129D, T142S, A177T y
V433I), las cuales provocaron un aumento de la estabilidad y de la actividad de la
enzima en un 77%°59. Por otro lado, Vieira y col. (2016)¢7 aplicaron protocolos de
evolucion sobre cepas de S. cerevisiae (clones haploides) que contenian en el
cromosoma los genes: xylA de Orpinomyces sp., XKS1 y los de la via PPP (TAL-1,
RKI1, TKL1 y RPE1). Luego, analizaron las diferencias genéticas entre los clones
previos y posteriores a la evolucion e identificaron aquellas mutaciones que
aumentaron la produccion de etanol a partir de xilosa. Hallaron que se generaron
multiples copias del gen xylA, y mutaciones por polimorfismos de unica base que
generaron la inactivacion de los genes SSK2 (miembro de la via de sefializacién por
MAP quinasa) e ISU1 (proteina de andamiaje involucrada en el ensamblaje de
agrupaciones hierro-azufre)¢’. Estos datos muestran que la ingenieria genética de
cepas de S. cerevisiae capaces de fermentar xilosa se relaciona con una red

metabolica compleja, mas alla de las “simples” vias de asimilacion de xilosa.

Estos cambios producidos aleatoriamente mediante la aplicacién del protocolo
evolucion son posibles escenarios de lo sucedido en la evolucién de la cepa CAT-1-

XIT(pRS42K::XI) de nuestro estudio.

Por otro lado, dado que los ensayos de evolucidn se efectuaron en medio MM
xilosa, se esperaba que las cepas evolucionadas alcanzaran mayor o igual
producciéon de etanol en esas condiciones de cultivo, comparadas con el medio
YP(1/5)X. Sin embargo, esto no sucedid. Se observd que, comparando las mismas
cepas en los dos medios, los niveles de etanol producido y consumo de xilosa
fueron mayores en el medio YP(1/5)X. Una de las caracteristicas mas destacadas
de la S. cerevisiae es su capacidad para convertir rapidamente los aztcares en
etanol y di6xido de carbono en condiciones tanto anaerdbicas como aerdbicas. En
condiciones aerdbicas, la respiracion involucra al oxigeno como aceptor final de
electrones pero, de todas formas, S. cerevisiae mantiene la fermentacion alcohélica
hasta consumir casi todo el azdcar del medio®8. Este fendmeno se llama efecto
Crabtree®8. Dicho efecto, da como resultado una menor produccién de biomasa ya
que una fraccion de azucar se convierte en etanol (y otros productos de
fermentacion). Esto significa que, comparado con el metabolismo exclusivamente

aerdbico, se debe consumir mas xilosa para lograr la misma cantidad de biomasa®8.
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Dado que los valores de biomasa alcanzada en ambos medios es la misma, pero los
valores de xilosa consumida son mayores en el medio YP(1/5), es probable que
este medio posea alguna caracteristica que promueva la ruta fermentativa,
excretando etanol. Es por esto que la diferencia de produccién de etanol
probablemente se deba a las caracteristicas del medio que favorecen la

fermentacion y no a una diferencia en el nimero de levaduras presentes.

Por otro lado, aunque menos probable, también podria deberse a que en el medio

MM hay algin componente que inhibe la via fermentativa.

En los cromatogramas obtenidos por HPLC a partir de los sobrenadantes de estos
cultivos se visualizaron otros dos picos, presentes unicamente en los
sobrenadantes de medio MM, con un tiempo de retencién de 6,8 y 8,5 minutos, los
cuales no pudimos identificar. Dichos picos aparecen en las muestras de tiempo
inicial (medio sin inocular), por lo que se tratan de componentes del medio y no de

metabolitos producidos por la levadura durante el cultivo.

De todas formas, hay que destacar que los productos de fermentacion se
determinaron a las 72 hs de incubacion. El perfil de crecimiento de las levaduras
en los dos medios es probablemente diferente. Quizas, a las 72 horas, el cultivo en
medio MM se encontraba en la primera etapa de crecimiento celular y no en la
etapa exponencial o final. Para hacer ensayos comparativos mas precisos seria
conveniente analizar el perfil de crecimiento de las levaduras en ambos medios. De
ese modo se podrian comparar las mismas etapas de crecimiento en vez de

analizar los parametros en un tiempo determinado.

7.1.1.2 Productos secundarios de fermentacion

En el sobrenadante del medio YP(1/5)X se detecto la presencia de dos productos
“secundarios” de fermentacion. De acuerdo al tiempo de retencion, los picos
presentes en los cromatogramas podrian corresponder al glicerol y acido lactico. Si
bien en el marco de esta tesina no fue confirmada la identidad de estos productos,
para hacerlo se podria comparar el perfil de elucién del sobrenadante con los
estdndares de glicerol y acido lactico. Si el tiempo de retenciéon de los picos del
cromatograma correspondiente al sobrenadante coincide con el tiempo de

retencion de los picos presentes en la muestra que contenian glicerol y acido
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lactico, se confirmaria al menos en parte la identidad de los productos

“secundarios”.

7.1.1.2.1 Acido lactico
La presencia de acido lactico en un cultivo de S. cerevisiae crecido en presencia de
hexosas esta usualmente asociada a la contaminacién por bacterias fermentadoras
acido lacticas®%6°. Sin embargo, como se menciond anteriormente, en el marco de
una pasantia efectuada por la estudiante Bach. Florencia Garabato en nuestro
laboratorio, se verificd la ausencia de bacterias contaminantes en los cultivos de
las distintas cepas y evoluciones obtenidas. Esto se desarroll6 por medio de
reacciones de PCR dirigidas a amplificar el gen 16S ARNr (presente tinicamente en
bacterias). Ademas, al final de cada ensayo se estrié una alicuota de cultivo en
placas con medio YPD sin antibi6tico y a las 24-48 hs se observé la presencia de
colonias homogéneas iguales a las que exhibe tipicamente S. cerevisiae, sin la
presencia de colonias deferentes, ya sea en tamafo, forma o color lo que permitiria

destacar la presencia de contaminacién (datos no mostrados).

Sedlak y Ho (2004)70 reportaron que en los sobrenadantes de cultivos
fermentativos de hidrolizado lignocelul6sico con S. cerevisiae hallaron productos
como glicerol, etanol, xilitol y acido lactico. De todas formas, Colombié y col.
(2001)71 afirman que durante la fermentaciéon convencional de dicha levadura,

s6lo una pequeifia parte de glucosa es convertida en acido lactico.

Los efectos del acido lactico en levaduras como S. cerevisiae no son buenos.
Narendranath y col. (2003)72 reportaron que un aumento de la concentracién de
acido lactico en el medio provoca que la tasa de crecimiento de S. cerevisiae
decrezca exponencialmente y que la duracion de la fase de latencia (o fase lag)
aumente en exponencialmente’2. Como consecuencia, el consumo del azucar y la
produccion de etanol se ven disminuidos. Lo mismo fue reportado por [lmén y col.
(2007)73 los cuales ademas mencionaron varios articulos en los que se modifico
genéticamente a S. cerevisiae para incrementar la produccién de lactato, dando
como resultado efectos negativos en la produccion de etanol’17475, Ademas,
afirman que dichos efectos de produccion de acido lactico son mas pronunciados

aun en medios con xilosa como unica fuente de carbono que con glucosa’3.
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Por otro lado, Ding y col. (2009)7¢ detectaron y cuantificaron un total de 143 y 128
metabolitos intracelulares en S. cerevisiae en fermentaciones continuas y
discontinuas respectivamente. Los niveles de algunos metabolitos implicados en el
metabolismo central de carbono o en otras vias metabdlicas variaron
significativamente a lo largo de ambos procesos. El glicerol y el acido fosférico
fueron los principales componentes en la fermentaciéon continua, mientras que el

acido lactico y el glicerol, de la fermentacion discontinua’®.

Si bien en el marco de esta tesina no se determiné el contenido intracelular de las
levaduras, todos los ensayos de produccién realizados se relacionan con el modelo
de fermentacion discontinua en el cual el sustrato se proporciona al comienzo del
proceso sin la adicién o eliminacién del medio hasta el final del ensayo; a
diferencia de la fermentacién continua en la cual la adicion y extracciéon de medio
de cultivo es constante en un bio-reactor que contiene los microorganismos’’. De
acuerdo a lo descrito por Ding y col. (2009)7¢, se podria especular sobre posibles
alteraciones del metabolismo de xilosa. Siguiendo esta linea de pensamiento, en
futuras investigaciones podriamos analizar tanto sobrenadante como contenido

celular para abarcar de manera mas global todos los productos presentes.

Particularmente, el acido lactico se detectd iinicamente en los sobrenadantes de las
cepas que contenian el plasmido pRS42K::XI. Esto quizas podria deberse a que la
expresion del gen xylA presente en el plasmido, permite que la asimilacién de
xilosa genere intermediarios, incluyendo acido lactico como producto de
fermentacion. Otra razon posible, aunque menos probable, es que el plasmido en si
mismo tenga algun componente que lleve a la produccién de acido lactico. Para
verificar esta hipotesis habria que transformar la levadura CAT-1-XIT con el

plasmido pRS42K sin el gen xylA y repetir este ensayo.

7.1.1.2.2 Glicerol
Sélo se detectd glicerol en el sobrenadante del cultivo de CAT-1-XIT (pRS42K::XI)
10ma evolucion. Karimi y col. (2006)78 reportaron que el glicerol es uno de los sub-
productos mas importantes de la fermentacién de glucosa a etanol por parte de
Mucor indicus y S. cerevisiae. En ese trabajo determinaron rendimientos de
producciéon de glicerol de 117 y 90 mg/g respectivamente’8. Como éste, hay

muchos antecedentes que indican que el glicerol es un sub-producto muy
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frecuente de la fermentacion en S. cerevisiae’®79, Hay muchos estudios en los que
se analiza el metabolismo de glicerol con detalle y de hecho, algunos de ellos han
buscado alternativas para eliminar los genes de produccién del mismo sin generar
un desbalance redox1180-84, Particularmente, Michnick y col. (1997)7° mutaron
(eliminandolo) el gen GPD1 y lograron una disminucion del 50% en la produccion

de glicerol que a su vez provoc6 un leve aumento en la produccién de etanol.

7.1.1.3 Rendimiento de etanol

Como se reportd en Resultados, el pool CAT-1-XIT (pRS42K::XI) 10ma evolucién
crecido en medio YP(1/5) con 20 g/L de xilosa exhibi6 un rendimiento de 0,40 g/g,
determinado a las 72 hs de incubacién. Cabe destacar que el valor teérico maximo
de rendimiento de etanol para la via xilosa isomerasa (la cual estd presente en
dicha cepa), es de 0,51 g/g>%. De acuerdo con esto, el rendimiento determinado en
nuestro ensayo fue muy bueno. De todas formas, hay que considerar que, si bien
para calcular este rendimiento se utiliza los gramos de etanol obtenidos divididos
los gramos de xilosa consumida, esos gramos de etanol producidos no son
necesariamente producidos uUnicamente por el consumo de xilosa ni la xilosa
consumida se utiliz6 solo para la produccién de etanol. El medio YP(1/5) tiene
tanto peptona como extracto de levadura y alguno de estos componentes podria
estar siendo utilizado como fuente de carbono para producir etanol. Para descartar
el aporte de estos componentes en la produccion de etanol, realizamos un ensayo
de control en el que se sembro la levadura en YP(1/5) sin xilosa y medimos el
etanol producido. La cantidad de etanol obtenida fue despreciable, por lo que

estimamos que el rendimiento calculado no esta sobre-estimado.

Por otro lado, la xilosa consumida puede ser utilizada para la producciéon de

biomasa o de algtin sub-producto como por ejemplo glicerol.

Ademas, probablemente, parte de la xilosa consumida se esté utilizando para la
produccion de glicerol, lo cual explica en parte que no se haya alcanzado el
rendimiento tedrico maximo!l. De hecho, Kuyper y col. (2003)¢0 reportaron que
durante el crecimiento anaerodbico de S. cerevisiae, el flujo de glicerol representd

aproximadamente el 8% del flujo de etanol®0.
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Por otro lado, dicho rendimiento de etanol fue similar al de cepa RWB202-AFX
(Tabla 1), la cual en 120 horas alcanz6 un rendimiento de etanol de 0.42 g/g con
20 g/L de xilosa inicial, produciendo 8.6 g/L de etanol. Dicha cepa también

contiene un plasmido de alto numero de copias que porta el gen xylA de Piromyces

Sp.

Por otro lado, la cepa H158(pMA9) (Tabla 1), contiene el gen xylA de T.
thermophilus en un pldsmido. La cepa fue cultivada en presencia de 30 g/L de
xilosa, alcanz6 un rendimiento de 0,125 g/g en 110 horas, mucho menor que el de
CAT-1-XIT(pRS42K::XI) evolucionada. Probablemente esta diferencia se pueda
deber, entre otras cosas, a que el gen xylA de la cepa H158(pMA9) es de origen
bacteriano, mientras que las cepas CAT-1-XIT (pRS42K::XI) evolucionada y
RWB202-AFX tienen el gen xylA del hongo Piromyces sp. y, como se mencioné en la
Introduccién, hay algunos estudios que afirman que la expresién de una enzima
bacteriana funcional en un eucariota (como la levadura) es menos probable que la

expresion funcional de una enzima de origen eucariotals.

7.1.2 Evaluaciéon del crecimiento y consumo de xilosa a las 72 horas de
incubacion de CAT-1-XIT(pRS42K::XI) 10m2 evolucion en presencia de
diferentes concentraciones de xilosa.

En base a los resultados del ensayo anterior, se evalué el consumo de xilosa y los

productos generados a las 72 horas de incubacion por CAT-1-XIT(pRS42K::XI)

10ma evolucion cultivada en medio YP(1/5) con diferentes concentraciones

iniciales de xilosa (32 g/L, 41 g/L, 38 g/L, 61 g/L, 68 g/L, 80 g/L).

Como se mencioné en Resultados, en los distintos cultivos no se hallaron
diferencias significativas en el consumo de xilosa, concentracién de etanol y
biomasa producida. Esto no concuerda con lo esperado, ya que en teoria, a mayor
concentracion inicial de azucar deberia alcanzarse mayor consumo de xilosa y

produccién de etanol.

Ademas, el rendimiento de produccién de etanol de los diferentes cultivos abarcé
valores desde 0.335 g/g para el cultivo con 32 g/L hasta 0.247 g/g para el cultivo
con 80 g/L. Estos valores son muy bajos en comparacién con los valores obtenidos

en el cultivo anterior y en las cepas TMB 3066, TMB 3057 y TMB 3400 reportadas
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en la literatura, las cuales presentaron un rendimiento de 0,43, 0,34 y 0,33 en un
medio de cultivo con 100 g/L de xilosa (Tabla 1). Sin embargo, la cepa BY4741X
que contiene en su genoma los genes de la via oxo-reductiva de S. stipitis present6
un rendimiento de 0,279 g/g (Tabla 1). Probablemente, estos valores de
rendimientos tan bajos sean consecuencia de que la xilosa esta siendo consumida
para producir biomasa u otro producto (por ejemplo: glicerol). Si bien en
Resultados vimos que, por ejemplo, el cultivo que contenia 80 g/L de xilosa inicial
y que a las 72 horas consumid 37 g/L de xilosa (quedando con 43 g/L de xilosa
final) fue el que presentd6 menor concentracion de glicerol en el sobrenadante;
cabe recordar que no necesariamente fue el cultivo que menor cantidad de glicerol
produjo, sino el que menor cantidad expulsé al medio. Esto es debido a que a
mayor hipertonicidad en el medio, mayor concentracion de glicerol intracelularl?.
De hecho, tendria sentido que a mayor concentracion de xilosa inicial, mayor
hiperosmolaridad y por tanto, mayor produccién de glicerol para contrarrestar
dicho efecto. Una forma de verificar esto seria realizando un lisado celular y

analizar los metabolitos internos de las levaduras.

Por otro lado, la ausencia de diferencias significativas en los valores de produccién
de etanol y consumo de xilosa para todos los medios, podria deberse a razones
intrinsecas a: el organismo, al protocolo utilizado, a la presencia de un nutriente
limitante del medio utilizado o a una combinacién de estas. Entre las razones
intrinsecas al organismo existen dos alternativas, una de ellas podria ser que el
crecimiento de la levadura se ve inhibido por las altas concentraciones iniciales de
azucar y la otra razon podria deberse a que la concentracion de etanol en el medio
supera lo que la levadura puede tolerar, inhibiendo su crecimiento. Ambas razones
estan relacionadas con el estrés hiperosmotico. Por otro lado, podria deberse a
fallos en el tiempo de muestreo, quizas 72 horas de crecimiento no fueron
suficientes para que las levaduras llegaran a su maximo de produccién de etanol.
Para definir cuando es el auge de produccién de etanol de las mismas se realiz6 el
perfil de crecimiento de la cepa CAT-1-XIT(pRS42k::XI) 10ma evolucion, obteniendo
medidas de consumo de xilosa y producciéon de etanol cada 12 horas durante 11

dias. Dicho perfil se discutira mas adelante.
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7.1.2.1 Glicerol

Si bien no se construy6 una curva de calibracién para determinar la concentracién
de glicerol, como se menciond en Materiales y Métodos, observando las areas de
los picos del cromatograma por HPLC, se puede estimar que cuanto menor es la

concentracion de xilosa final, mayor es la concentracion de glicerol en el medio.

La exposicion de las levaduras a una presién osmética elevada, debido a la
concentracion de azudcar inicial, provoca un rapido aumento del potencial osmotico
dentro de la célula (como resultado de la salida de agua), asi como una
disminucién del volumen celular. La respuesta de levadura es desencadenar una
amplia regulacion génica, lo que lleva a la produccién de una gama de compuestos
protectores, entre ellos el glicerol. Como se mencioné en la Introduccion, el glicerol
actia como un soluto compatible para contrarrestar la presiéon osmotica y se
sintetiza a través de la expresion de la via de alta osmolaridad de glicerol (HOG)®>.
Esta teoria podria explicar los resultados obtenidos. El aumento de glicerol en el
medio puede estar relacionado a que el mismo comienza a difundir a través de la
membrana, debido a que la hipertonicidad del medio disminuye (por el consumo
de azucar por parte de las levaduras). Siguiendo esta linea de pensamiento,
probablemente la ausencia de glicerol en otros medios no se trate de la ausencia de
produccién del mismo, sino de la retencién por parte de la levadura debido a que la
concentracion de xilosa en el medio no disminuyo6 lo suficiente para dejar de ser
hipertdnico. Alternativamente, el glicerol excretado puede simplemente generarse

por el balance metabdlico de la levadura en esas condiciones de cultivos.

7.1.3 Perfil de crecimiento, consumo de xilosa y produccion de etanol de la
cepa CAT-1-XIT(pRS42K:XI) 10m2 evolucidn.
Se determin6 el perfil de crecimiento y la produccién de etanol de CAT-1-

XIT(pRS42K::XI) 10ma evolucion en caldo YP(1/5) con 55 g/L de xilosa.

Como se mencionod en Resultados, se observé que a partir de las 48 horas hasta el
final del ensayo, el descenso de la concentracidn de xilosa se corresponde con un
aumento en la concentracion de etanol. Si bien a las 72 horas el cultivo pareceria
no haber llegado a su maximo de produccion de etanol, dicha produccion luego de

11 dias fue de 12,58 g/L (valores similares obtenidos en el ensayo anterior).
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7.1.3.1 Factores que pueden influir en la produccion de bioetanol

Hay muchos factores que pueden influir en la producciéon de bioetanol,
destacandose, la temperatura, concentracién de azucar, pH, tiempo de
fermentacion, velocidad de agitacién y tamafio del indculo?’. Los factores como
temperatura y velocidad de agitacion utilizados durante esta tesina coinciden con
los “6ptimos” reportados para Saccharomyces cerevisiae’’. De todas formas, cabe
aclarar que la cepa reportada en este articulo no es la misma cepa de este estudio,
por lo que, para estar seguros de que estas condiciones son las dptimas para
nuestra cepa deberiamos ponerlas a punto. Por otro lado, la concentraciéon de
azucar, tamafo del indculo, pH y tiempo de fermentacion no son necesariamente
los 6ptimos, debido a que no se realizé la puesta a punto de dichas condiciones. El
tiempo afecta la fermentacion; ya que tiempos de fermentacion cortos causan que
la misma sea ineficiente a causa del escaso crecimiento de los microorganismos.
Por otro lado, un tiempo de fermentaciéon mas prolongado (especialmente en modo
discontinuo o batch) genera un efecto téxico sobre el crecimiento microbiano

debido a la alta concentracion de etanol en el caldo fermentado?’.

Un valor de etanol de 12,5 g/L apunta a que, como se menciond anteriormente, hay
razones intrinsecas a la levadura que no permiten una mayor producciéon de

etanol.

7.1.3.1.1 Inhibicion debido a elevadas concentraciones de azucar
Mohd y col. (2017)77 reportaron que la concentracion de azucar inicial es un factor
importante en la produccidn de etanol. Altas concentraciones iniciales de glucosa
pueden inhibir la utilizacion la misma, provocando una disminuciéon del
crecimiento celular y de la eficiencia de fermentacién para producir etanol®®.
Ademas, el uso de una concentracién excesiva de azucar causa una tasa de
absorcién de azucar constante, debido a que la concentracién de azicar estd por
encima de la capacidad de absorcion de las células microbianas. Si bien se puede
aspirar a una alta productividad y rendimiento de etanol en la fermentacién
utilizando una concentracion inicial de azicar mas alta, esto conlleva mayor
tiempo de fermentacion y costos de recuperacion; a menos que el aumento de

concentracion de azucar inicial se vea acompafiado con un aumento del inéculo.
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A pesar de que en este ensayo no se utilizaron concentraciones muy elevadas de
azucar, es posible que la levadura no tenga suficientes transportadores de xilosa y
se sature frente a las concentraciones empleadas en nuestro ensayo. Para evitar
este efecto, se podrian insertar mas copias del gen GalZ mutado para el transporte

Unico de xilosa o se podria inocular los medios con un mayor niumero de células.

De todas formas Mohd y col. (2017) reportaron que la tasa maxima de produccién
de etanol sin inhibicién con glucosa como sustrato se logra cuando se usan
azucares a una concentracion de 150 g/L77. Como nuestro ensayo se hizo a
menores concentraciones, probablemente no haya inhibicién por concentracién de
sustrato. De hecho, este ensayo no present6 diferencias significativas en valores de
biomasa, produccion de etanol ni consumo de xilosa a pesar de comenzar con

diferentes concentraciones iniciales de azucar.

7.1.3.1.2 Inhibicién de crecimiento debido la cantidad de etanol
producida

Elevadas concentraciones de etanol durante la fermentacién pueden causar
inhibicion de crecimiento y disminucion de la viabilidad de las levaduras. La
incapacidad de S. cerevisiae de crecer en un medio que contiene gran cantidad de
alcohol lleva también a la inhibicién en la produccion de etanol’’. Dado que el
rango de concentracion en todos los ensayos llega a un maximo de produccién de
etanol de aproximadamente 12 g/L independientemente de la concentracion
inicial de xilosa, todo parece apuntar a que la concentracién de etanol es la
principal contribuyente a la osmolalidad extracelular durante la fermentacion,
generando una barrera limitante a la hora de producir etanol. Sin embargo, se han
realizado ensayos donde cepas de S. cerevisiae (BCRC 21812) utilizadas
industrialmente para la produccién de etanol a partir de 260 g/L de glucosa han
obtenido 115 g/L de etanol®®. Si bien no es la misma cepa que nuestro estudio, hay
cepas de S. cerevisiae capaces de tolerar concentraciones mayores a 12 g/L de
etanol. De hecho, en un estudio publicado por Santos y col (2017) la cepa CAT-1
produjo mas de 20 g/L de etanol a partir de 50 g/L de glucosa aproximadamente
sin inconvenientes®’. Por otro lado, Montip6 y col (2018) reportaron que la cepa
CAT-1 produjo 42,25 g/L de etanol con un rendimiento de 0,38 g/g en 72 horas sin

problema de inhibicién por sustrato ni por producto8s.
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En sintesis considerando todo lo expuesto y analizando la informacion recopilada,
se concluyé que los datos reunidos son insuficientes para determinar el factor
limitante de la fermentacion por parte de la cepa CAT-1-XIT (pRS42K::XI).
Probablemente, para esto seria necesario realizar ensayos de metabolomica
detallada sobre los procesos que ocurren durante la fermentacién para determinar
si la baja de produccion de etanol se debe a la presencia de un nutriente limitante

en el medio o a otra causa (como por ejemplo algin desequilibrio metabdlico).

7.1.3.2 Rendimiento y productividad de etanol

Como se mencion6 en Resultados, el rendimiento especifico de etanol fue de 0.47
g/g. Este valor se calculé a partir de que el consumo de xilosa se observé
acompafado de la producciéon de etanol (48 horas de iniciado el cultivo). Sin
embargo, el rendimiento global de etanol fue mas bajo (0.31 g/g). Estos resultados
indicarian a que en las primeras 48 horas la xilosa estria siendo utilizada para la

produccion de glicerol o biomasa ademas de la produccién de etanol.

Por otro lado, la productividad de etanol del proceso también fue muy baja (0.095
g/L*h), probablemente debido a la extensa fase lag en las primeras 48 hs del
cultivo. Mohd y col (2017)77 reportaron que el aumento en la concentracion
celular inicial (indculo) reduce el tiempo de fermentacién, ya que se parte de un
numero celular elevado, capaz de consumir una cantidad considerable de azucar y
por tanto producir etanol rapidamente’’. Probablemente, la fase lag extensa puede
generarse como consecuencia de una baja concentracion celular del in6culo. Esto
determina que el primer periodo del perfil de crecimiento esté destinado a la
producciéon de biomasa y no a la produccién de etanol. Ademas, cabe recordar que
probablemente en las primeras 48 horas, la cantidad de Oz sea mayor, y si bien S.
cerevisiae es capaz de fermentar en presencia de Oz, probablemente lo haga con
menor rendimiento. Otro factor que pudo haber influido en el aumento de la fase
lag es que el cultivo primario utilizado para obtener las células y realizar los
ensayos de produccion fue en caldo YPD, el cual contiene glucosa como fuente
principal de carbono. Esto se debe a que para que la cepa crezca en dicho medio
tiene que expresar los genes de asimilacion de glucosa. Realizar el pasaje de estas
células a YPX, con xilosa como fuente principal de carbono, implica una

reestructuracion de la expresion génica de las levaduras, en la cual se detendria la
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expresion de parte de la via glicolitica y el metabolismo se reordenaria para
enfocarse en la asimilacién de xilosa a través de la via PPP. Seguramente, este
periodo de “adaptacién” de las células a este nuevo medio coincide con la fase lag.
Por ultimo, como se mencioné anteriormente, otro motivo causante de la extension
de dicha fase podria ser la presencia de acido lactico, el cual se produce a medida
que el cultivo crece provocando efectos inhibitorios en el crecimiento de las

levaduras.

En cuanto a la produccién de glicerol, en este ensayo se observé que a medida que
la cepa consume xilosa, la concentracién de glicerol en el medio aumenta, lo que
podria indicar que el mismo, que habria sido acumulado intracelularmente al
principio del cultivo para aliviar el stress osmético, comienza a difundir a través
de las células a medida que la xilosa y la hipertonicidad del medio de cultivo van
disminuyendo. A su vez, la produccion de glicerol podria estar acoplada o
relacionada con la produccién de etanol y ser utilizada para aliviar el desbalance
metabdlico causada por la sobreexpresion de una ruta heteréloga para el consumo
de xilosa. De hecho, como se menciond en la Introduccidn, la formacién de glicerol
también se relaciona con la oxidacion del NADH32, Para esto, la fermentacion de
xilosa en etanol requeriria la conversion de una molécula de triosa fosfato a
glicerol por cada molécula de xilosa metabolizada. El problema es que no se puede
metabolizar suficiente triosa fosfato para producir etanol, dando como resultado
una escasez de ATP. Por lo cual, el ATP también podria ser un factor limitante de la

fermentacion.

7.2 Reflexiones finales

Los biocombustibles de segunda generacion pueden contribuir significativamente
a solucionar la demanda de energia en un futuro; sin embargo, el costo del proceso
es una barrera importante para su produccién comercial en un mediano a corto
plazo. El costo del etanol celulésico es dos o tres veces mas alto que el precio actual
de la gasolina en una base equivalente de energia. El costo medio del biodiesel
producido a partir de microalgas, una materia prima prospectiva, es al menos siete
veces mas alto que el precio actual del diesel. La proporciéon de materia prima en
los costos totales es relativamente menor (30-50%) en el caso de los

biocombustibles de segunda generaciéon en comparacién con los biocombustibles
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de primera generacion, en los que la materia prima representa mas de dos tercios
de los costos totales. Si bien se necesitan reducciones de costos significativas tanto
para bioetanol como biodiesel de segunda generacidn, las barreras criticas se
encuentran a diferentes niveles del proceso de produccion. Para el etanol
celuldsico, los costos de conversidn de la biomasa deben reducirse, mientras que
para el biodiesel de segunda generacidn, el costo de la materia prima es el

principal problemaZ.

Por otra parte, se sabe que las algas producen biomasa méas rapido y en una
superficie reducida, en comparacion con la biomasa lignocelulésica. Sin embargo,
la produccién de biomasa de algas presenta desafios técnicos tales como la
extraccion de lipidos y la deshidratacion, asi como los desafios geograficos en areas
de clima frio como Canadd, donde la temperatura esta por debajo del punto de

congelacién durante gran parte del afiol.

La producciéon de etanol a partir de diferentes fuentes de carbono por varios
microorganismos salvajes o modificados por ingenieria genética y la produccién de
alcoholes como 1-butanol, isobutanol, isopropanol, etc, como combustibles
alternativos al etanol, han sido estudiados®. También se ha estudiado la produccion
de biodiesel (combustible derivado de acidos grasos) como otra alterativa®. Para
mejorar la productividad y el rendimiento de estos biocombustibles, se han
analizado diversos microorganismos y rutas metabodlicas relacionadas a la
produccién de cada biocombustible. De hecho, parece imposible establecer una
estrategia comun que funcione para todo tipo de biocombustible ya que las rutas
metabdlicas involucradas dependen directamente del organismo y de la materia
prima que se utilice para su producciéon; ademdas otros aspectos como
disponibilidad de materia prima, zona geografica de produccién y clima también

influyen en la estrategia a utilizar®.

Todo esto en conjunto nos permite entender que el futuro de los biocombustibles
no puede depender de la utilizacion de biocombustibles de una Unica generacién ni
de un tipo de biocombustible (biodiesel, etanol, butanol, etc.), sino que debe ser
una combinacion de las tres generaciones para hacer frente al aumento de la
demanda mundial como resultado del agotamiento de los recursos petroleros del

mundo.
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8 CONCLUSION

Se logr6 construir una cepa modificada de S. cerevisiae capaz de producir etanol
como producto mayoritario de la fermentacion de xilosa a través de la via de
isomerizaciéon. Dicha cepa contiene en su genoma el gen xylA de Streptomyces
coelicolor y ademas el plasmido multicopia con el gen xylA de Piromyces sp. Si bien,
la productividad y el rendimiento de etanol no fueron los mejores, quedan muchas

alternativas para mejorar ambos valores (especificadas en perspectivas).

9 PERSPECTIVAS

El proceso de fermentaciéon puede realizarse de modo continuo o discontinuo. El
modo discontinuo, tiene beneficios como la esterilidad completa, facil
administraciéon de materia prima y no requiere de mano de obra constante. Sin
embargo, la productividad del proceso es baja y requiere de costos de mano de
obra elevados. Ademas, la presencia de altas concentraciones de aztcar puede
resultar en la inhibicién por sustrato como se mencion6 en la discusion. Por otro
lado, en la fermentacién continua, el volumen del cultivo debe ser constante y los
productos de fermentacion se extraen continuamente del medio. Las ventajas del
sistema continuo son: mayor productividad, menores volimenes de bio-reactores
y menores costos de inversion y operacion. A una tasa de dilucion alta, la
productividad de etanol aumenta, mientras que el rendimiento de etanol
disminuye debido al consumo incompleto de sustrato por las levaduras (si el
tiempo de extraccion de medio utilizado es corto). Sin embargo, la posibilidad de

contaminacion es mayor que otros tipos de fermentacién?’.

Por estas razones, una perspectiva posible seria realizar ensayos de fermentacion
en un modo continuo que, en teoria, permitiria sortear los problemas de:
produccién de glicerol, inhibicién por sustrato e inhibicién por producto (etanol y

acido lactico).

Otra perspectiva posible seria optimizar las condiciones de cultivo para obtener

mayor cantidad de etanol:

¢ Aumentando la concentracién inicial del in6culo.
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e Realizando ensayos de optimizacion del medio variando la concentracion de

los componentes del mismo.

Por otro lado, se podria realizar ensayos utilizando mezclas de glucosa-xilosa, ya

que a nivel industrial en los medios hay mezclas de estos dos azucares.

Ademas, se podria aislar una cepa del pool CAT XIT (pRS42K::XI) del cultivo de la
décima evolucion, utilizando como criterio aquella que presente la mejor
“performance” en cuanto a produccién y rendimiento de etanol. Con dicha cepa se
podrian realizar ensayos de produccién de etanol a partir de hidrolizado

lignoceluldsico con los medios de cultivo que se estén utilizando a nivel industrial.

El uso de antibidticos (necesario para asegurar el mantenimiento del plasmido) no
es deseable en la industria por rentabilidad y contaminaciéon ambiental. Para
evitarlo, se podrian incorporar multiples copias del gen xylA de Piromyces sp. a
nivel cromosomal. A su vez, dichas incorporaciones podrian ser sobre los
genesPHO13, APJ1 y XYL2. Mutar el gen PHO13%> incrementa la produccién de
etanol. De hecho, la cepa BY4741X/APHO13 luego de esta mutacién aumenté su
rendimiento de etanol de 0,276 a 0,357 g/g (Tabla 1)L APJ]18° codifica para una
chaperona de la degradacion de proteinas mediada por SUMO, Swinnen y col (2015)
reportaron que su deplecion resulta en levaduras mas resistentes a la
concentracion de etanol. Por ultimo, la expresion del gen XYL2 (de la via oxo-
reductiva) seria inutil, ya que la via oxo-reductiva esta inhibida por la eliminaciéon

del gen GRE3 en la cepa CAT XIT( pRS42K::XI).

También seria conveniente realizar ensayos de metabolémica, donde se
identifiquen todos los metabolitos presentes tanto en el sobrenadante como
dentro de la célula, para estudiar todas las vias que se encuentran activas durante

la fermentacidn y asi identificar el factor limitante de dicho proceso.

Por ultimo, se podria analizar el genoma completo de la cepa con mejor
“performance” aislada del pool de la décima evolucion de CAT-1-XIT(pRS42K::XI) y

de la cepa CAT-1-XIT(pRS42K::XI) sin evolucionar para ver qué mutaciones son las
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que se generaron en el proceso de evolucion. Ademas seria interesante analizar

por RNAseq los perfiles de expresion de los genes de dichas cepas.
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11 ANEXO

11.1 MATERIALES Y METODOS

11.1.1 Medios de cultivo

*En todos los medios la fuente de carbono se prepara previamente en una solucién

Stock 200 g/l autoclavada y se agrega en el momento de uso del medio. El agar se

utiliz6 en una concentracién de 16 g/L.

11.1.1.1 Medio LB Modificado

Extracto de levadura
Bactotriptona
Cloruro de sodio
Agua destilada

11.1.1.2 Medio MM

Extracto de levadura
Extracto de malta
MgS04.7H20
(NH4)2S04

KH2PO4

Xilosa

Agua destilada

11.1.1.3 Medio YPD

Extracto de levadura
Peptona bacteriologica
Glucosa

Agua destilada

3g/L
5g/L
5g/L

c.s.p. 1L

1g/L
1g/L
0.4g/L
2g/L
5g/L
20g/L

c.s.p. 1L

10g/L
20 g/L
20 g/L

c.s.p. 1L
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11.1.1.4 Medio YPX20¢/1
Extracto de levadura 10g/L

Peptona bacterioldgica 20 g/L
Xilosa 20 g/L
Agua destilada c.s.p. 1L

11.1.1.5 Medio YP(1/5)
Extracto de levadura 2g/L

Peptona bacteriolégica 4g/L

Agua destilada c.s.p. 1L

La concentracion de xilosa se indica en cada caso
11.1.2 Soluciones y buffers utilizados

11.1.2.1 S5X LITE

Acetato de litio 05M
Tris-HCl pH 7,6 50 mM
EDTA 5 mM
Agua destilada c.s.p. 1L

Se esteriliza en autoclave

11.1.2.2 PEG LITE
PEG200 en 1X LITE hecho de 4 partes 50% PEG2000 y 1 parte 5X LITE

11.1.2.3 Soluciones de lisis alcalina

11.1.2.3.1 SolucionI

Glucosa 50 mM
Tris HCI (pH8.0) 25 mM
EDTA (pH8.0) 10 mM
Agua destilada c.s.p. 1L
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Autoclavar, con pH final verificado

10.1.2.4.2 Solucion 11

NaOH 10M 0.2 mL
SDS 10% 1 mL
H20 ultrapura estéril 8.8 mL

Se prepara en el momento a partir de las soluciones stock

11.1.2.3.2 Solucién III

Acetato de potasio 60 mL
Acido acético glacial 11.5 mL
Agua ultrapura 28.5 mL

11.1.3 Herramientas moleculares

11.1.3.1 Electroforesis en gel de agarosa

Los ensayos de electroforesis se efectuaron en geles de agarosa 1% (p/v) en buffer
TAE 1X (45 mM buffer Tris-acetato, ImM EDTA, pH 8,0), en una en una cuba de
electroforesis horizontal de la marca Labnet modelo E 1007-10 de 7x10 cm (EE.
UU.). Las electroforesis se desarrollaron a 90 V por 1 hora aproximadamente. El
ADN se visualizé bajo luz UV, ya que se utilizé6 como agente intercalante de ADN

Good View (SBS, China) incorporado previamente en el gel (2 puL para 50 mL de
gel).

En todos los casos se utiliz6 5 pL. del marcador molecular GeneRuler™ 1 kb DNA

Ladder de Thermo Scientific (0.5 pg/uL).
Agarosa 1% TAE 1X

1. 0.5gde Agarosa
2. 50 mL de TAE 1X (45mM buffer Tris-acetato, ImM EDTA, pH 8.0)
3. Calentar a potencia maxima 1 minuto en microondas

4. Enfriary agregar 2 pL Good View (SBS, China)
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12 APENDICE

12.1 RESULTADOS

12.1.1 Evaluacion de consumo de xilosa y produccion de etanol a las 72 horas

de crecimiento.

Tabla 4 Evaluacion de consumo de xilosa y produccion de etanol a las 72 horas de
crecimiento de las nueve cepas de estudio en medio YP(1/5)X.

Cepas Xilosa Biomasa Etanol YBiomasa/xilosa ~ YEtanol/xilosa ~ Productividad
consumida  (g/L)  (g/L) (8/8) (8/8) (g/(L.h))
(g/L)

CAT-1- 1,50 0,500 0,20 0,332 0,274 0,0028

CAT-1-XRT 1,08 1,133 0,18 1,053 0,167 0,0024

CAT-1-XIT 0,74 0,600 0,19 0,810 0,291 0,0027

CAT-1(pRS42K::XI) 1,94 1,067 0,30 0,550 0,331 0,0041

CAT-1-XRT

(pRS42K::XI) 1,71 0,733 0,24 0,428 0,144 0,0034

CAT-1-XIT

(pRS42K::XI) 2,17 0,767 0,63 0,354 0,292 0,0088

CAT-1-  (pRS42K:XI)

10ma evo 2,44 1,967 0,26 0,806 0,158 0,0036

CAT-1-XRT

(pRS42K::XI) 10ma evo 1,35 0,800 0,32 0,593 0,242 0,0044

CAT-1-XIT

(pRS42K::XI) 10ma evo 16,70 3,500 6,78 0,210 0,404 0,0941

Tabla 5 Evaluacion de consumo de xilosa y produccién de etanol a las 72 horas de
crecimiento de las nueve cepas de estudio en medio MM.

Cepas Xilosa Biomasa(g Etanol YBiomasa/xilosa ~ YEtanol/xilosa ~ Productividad
consumi /L) (g/L) (8/8) (8/8) (g/(L.h))
da (g/L)
CAT-1- 0,77 0,833 0,28 1,087 1,149 0,00385
CAT-1-XRT 3,29 0,600 0,38 0,183 0,190 0,00533
CAT-1-XIT 2,32 0,700 0,43 0,302 0,287 0,00598
CAT-1 (pRS42K::XI) 1,28 0,567 0,61 0,443 1,555 0,00842
CAT-1-XRT (pRS42K::XI) 1,01 0,800 0,51 0,789 0,522 0,00713
CAT-1-XIT (pRS42K::XI) 1,72 0,600 0,81 0,349 0,472 0,01126
CAT-1 (pRS42K::XI)
10ma evo 1,75 1,300 0,76 0,745 0,859 0,01056
CAT-1-XRT (pRS42K::XI)
10ma eyo 0,76 0,633 0,58 0,828 0,753 0,00799
CAT-1-XIT (pRS42K::XI)
10ma eyo 5,98 1,967 2,61 0,329 0,451 0,03628
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12.1.2 Evaluacion del pool CAT-1-XIT(pRS42K::XI) 10m2evolucion crecido
durante 72 horas en presencia de diferentes concentraciones de

xilosa.

Tabla 6 Evaluacion de la fermentacion del pool CAT-1-XIT(pRS42K::XI) a las 72 horas.

Xilosa Inicial )gilr?:lf Coil(;ll(l)rsnai da Etanol Biomasa YBiomasa/xilosa  YEtanol/xilosa Productividad
(g/L) (/1) (/1) (g/L)  (g/L) (g/g) (g/g) (g/(L.h))
32.4 1.2 31.2 10.4 2.5 0.08 0.33 0.0046
38.6 6.3 32.3 10.1 3.2 0.10 0.31 0.0044
41.3 6.4 34.9 11.0 3.6 0.10 0.31 0.0044
61.5 19.2 42.3 12.7 3.5 0.08 0.30 0.0042
68.4 23.6 44.9 13.4 3.2 0.07 0.30 0.0041
80.4 42.9 37.5 9.3 3.1 0.08 0.25 0.0034

12.1.3 Perfil de crecimiento, consumo de xilosa y producciéon de etanol

deCAT-1-XIT (pRS42K::XI)(10™2 evolucion).

Tabla 7 Evaluacidn de la fermentacion del pool CAT-1-XIT(pRS42K::XI) a las 132 horas.

. Xilosa final Biomasa
Tiempo (2/1) (e/1) Etanol (g/L)
0 55.5 0.24 0.50
12 43.1 0.27 0.21
24 39.9 0.42 0.02
36 39.3 0.33 0.15
48 39.4 0.82 0.72
60 36.9 0.29 1.36
72 31.4 1.56 2.77
84 25.6 1.27 6.09
96 235 6.09 7.22
108 20.9 0.62 10.08
120 16.9 3.27 11.36
132 14.5 4.03 12.57
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