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Resumen

En busqueda de procesos mas respetuosos con el medio ambiente, la biomasa
lignoceluldsica se perfila como un recurso renovable con potencial para sustituir al
petréleo en la produccién de materiales, quimicos y energia. A partir de los polisacaridos
celulosa y hemicelulosa que componen estas biomasas, es posible obtener azucares
simples que pueden convertirse en compuestos con valor agregado utilizando
microorganismos. Entre estos productos, el etanol es uno de los biocombustibles de
mayor demanda en la actualidad y su produccion radica en las levaduras como
plataformas fermentativas. Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo
etanologénico de preferencia en los procesos fermentativos tradicionales. Sin embargo,
las materias primas lignocelulésicas contienen altas proporciones de las pentosas xilosa
y arabinosa, azucares que S. cerevisiae no puede fermentar directamente. A lo largo de
los anos, se han implementado diversos recursos genéticos para modificar el
metabolismo de las pentosas en S. cerevisiae, pero la utilizacién de estos azucares
todavia requiere optimizaciones considerables para que el proceso sea viable
econdémicamente. Como alternativa a este panorama, las levaduras no convencionales
que naturalmente utilizan las pentosas se posicionan como modelos atractivos para el
estudio de sus habilidades metabdlicas.

Dos factores claves pueden suponer una restriccion en el uso de pentosas por
parte de S. cerevisiae: una red regulatoria poco comprendida e inadaptada al
reconocimiento de la xilosa y un sistema de transporte inadecuado para la captacién de
pentosas. Ademas, la integracion de las levaduras no convencionales en bioprocesos
se dificulta, ya que el metabolismo fermentativo de las pentosas es altamente variable
entre especies y apenas se ha comparado en condiciones equivalentes.
Sistematicamente, estas limitaciones motivaron el enfoque central de esta tesis: la
comprension de los determinantes moleculares asociados a los procesos de deteccion,
transporte y metabolismo de las levaduras para mejorar la utilizacién de azucares
pentosas.

Se encontré que S. cerevisiae detecta la xilosa extracelular a través del receptor
de membrana Snf3p, incluso sin un metabolismo activo. No obstante, el reconocimiento
por el receptor parece ser inespecifico y las sefiales de la xilosa se intensifican al incluir
una ruta recombinante para su asimilacién. Para guiar una respuesta adecuada hacia
la xilosa extracelular, se disefid e implementd una estrategia de ingenieria basada en
receptores quiméricos. Aunque resultados iniciales mostraron una mejora sutil en la

deteccion de la xilosa, las construcciones finales requieren de ajustes considerables
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para poder aplicarse en el futuro y reducir asi la dependencia de los mecanismos de
sefalizacién de la glucosa en S. cerevisiae.

La busqueda de nuevos transportadores permitié aislar por primera vez una
proteina de la especie Spathaspora passalidarum con caracteristicas deseables para la
captacion de arabinosa. El transportador, denominado AraSp, fue sometido a una
estrategia racional de mutagénesis para mejorar su estabilidad. Al expresarse en una
cepa industrial recombinante de S. cerevisiae, el transportador mutante sustenté de
manera incrementada el consumo de arabinosa en comparacion con un transportador
endogeno, con actividad preferencial por la glucosa. Un transportador mejorado, como
AraSp, podria favorecer el uso de las pentosas residuales que suelen permanecer en
las etapas posteriores al consumo de la glucosa en las fermentaciones industriales.

Finalmente, los mecanismos metabdlicos de las levaduras no convencionales
fueron explorados como soluciones paralelas a la optimizacion de cepas de S.
cerevisiae recombinantes para la fermentacion de pentosas. Las distintas especies
analizadas mostraron una alta dependencia del metabolismo fermentativo con respecto
a la oxigenacion. Las levaduras con tendencia a fermentar la xilosa a etanol, en lugar
de acumular xilitol, fueron las mas eficientes y las menos afectadas por las condiciones
restrictivas de aireacién. Dentro de este grupo, la levadura Sp. passalidarum se
desempend mejor en la fermentaciéon de la xilosa que una cepa recombinante de S.
cerevisiae. Desafortunadamente, la especie no convencional no resultdé lo
suficientemente robusta para tolerar las condiciones industriales de fermentacion de
xilosa en hidrolizados lignocelulésicos.

En conclusion, la presente tesis contribuye a la comprension de los factores que
limitan la utilizacién de las pentosas por levaduras y establece vias para su optimizacion.
Las estrategias abarcan respuestas de sefalizacién molecular de la xilosa, mecanismos
de captacion de pentosas y condiciones que impactan en su metabolismo. Se espera
que estos avances impulsen el desarrollo de cepas y configuraciones de bioprocesos

mas eficientes para la conversion de pentosas en bioproductos con valor agregado.
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Abstract

In the search for more environmentally-friendly processes, lignocellulosic biomass has
shown promise as a renewable resource that could replace petroleum in the production
of key materials, chemicals and energy. From the constituent polysaccharides of such
biomass, cellulose and hemicellulose, it is possible to release sugar monomers that can
be bioconverted into value-added compounds using microorganisms. Among these
compounds, bioethanol stands out as a highly demanded biofuel. Yeasts are the
preferred workhorses in conventional fermentation processes, with Saccharomyces
cerevisiae being the classical ethanologenic microbe. However, pentose sugars such as
xylose and arabinose are abundant in lignocellulosic biomass and are not readily
fermented by wild-type S. cerevisiae strains. Many genomic resources have been
implemented to engineer pentose metabolism in S. cerevisiae, but its utilization efficiency
still needs to be improved to achieve commercial feasibility. At the same time, the
diversity of non-conventional yeasts that naturally utilize pentoses can also be explored
to uncover their metabolic potential.

Two major factors are thought to limit efficient pentose assimilation in S.
cerevisiae: a poorly understood and suboptimal regulatory response to xylose, and an
inadequate transport system for pentose sugars. Furthermore, the integration of non-
Saccharomyces yeasts into lignocellulosic bioprocessing remains challenging, as their
fermentative pentose metabolism is highly variable and has been scarcely evaluated
under comparable conditions. These limitations were systematically addressed in this
thesis, which aimed to elucidate the molecular determinants of signaling, transport, and
metabolism in yeasts for improved pentose utilization.

It was found that S. cerevisiae could detect extracellular xylose through the Snf3p
membrane receptor, even without an active metabolism. However, recognition by the
receptor was likely non-specific, and xylose signals were intensified when a recombinant
pathway for its assimilation was included. To trigger a proper response to extracellular
xylose, an engineering strategy based on chimeric receptors was designed and
implemented. Although preliminary results showed a subtle improvement in xylose
detection, the final constructs require a substantial redesign in order to be applied in the
future and reduce dependence on glucose signaling mechanisms in S. cerevisiae.

The search for novel pentoses transporters resulted in the isolation of a
Spathaspora passalidarum protein exhibiting desirable properties for arabinose uptake.
The newly identified transporter, AraSp, underwent rational mutagenesis to enhance its
stability. When expressed in a recombinant arabinose-utilizing industrial S. cerevisiae

strain, the mutant transporter enabled increased arabinose consumption relative to an
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endogenous glucose-preferring transporter. An improved transporter like AraSp could
unlock the use of residual pentoses remaining in the post-glucose phase of industrial
fermentations.

Finally, the metabolic traits of non-conventional yeasts were investigated as
parallel solutions to the optimization of recombinant S. cerevisiae strains for pentose
fermentation. Xylose catabolism in the screened species was strongly dependent on
oxygen availability. Yeasts favoring ethanol over xylitol accumulation were the most
efficient xylose utilizers and least affected by oxygen restriction. Within this group, the
yeast Sp. passalidarum out-performed a recombinant S. cerevisiae strain in xylose
fermentation. Unfortunately, this non-conventional species was not yet robust enough to
cope with more demanding conditions of xylose fermentation in lignocellulosic
hydrolysates.

In conclusion, this thesis broadens the understanding of factors that can hinder
pentose utilization and proposes ways to optimize them strategically. Optimization
strategies encompass signaling responses towards xylose, pentoses uptake
mechanisms, and the conditions affecting the metabolic features of yeasts. Together,
these advances are expected to aid the development of more efficient strains and
bioprocessing methods for the conversion of pentoses into lignocellulosic-based

bioproducts.
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Introduccién general

La dependencia mundial de los combustibles fésiles debe migrar progresivamente hacia
alternativas mas limpias y sostenibles. El uso masivo de recursos fosiles—
particularmente del petréleo crudo, cuyo consumo supera los 100 millones de barriles
por dia—intensifica las emisiones de gases de efecto invernadero, acelera el cambio
climatico y anticipa el agotamiento de las reservas no renovables (Rapier et al., 2024;
Attfield et al., 2025). Atendiendo a la necesidad de encontrar alternativas innovadoras a
la industria petroquimica, las biorrefinerias se consolidan como procesos industriales
que aprovechan biomasas vegetales renovables para la generacién de compuestos con
valor agregado. Entre estos, los biocombustibles pueden reducir las emisiones de gases
de efecto invernadero al reemplazar la dependencia de los combustibles fosiles
tradicionales, ya que funcionan dentro de un ciclo de carbono cerrado. Tedricamente, en
este ciclo, el CO2 emitido de los biocombustibles es nuevamente incorporado por la
biomasa vegetal que sirve como sustrato para la produccion de energia (European
Environment Agency, 2024).

El bioetanol se considera la alternativa mas conveniente para sustituir la gasolina
convencional. En la actualidad, su produccién se basa en la fermentacion microbiana
de carbohidratos provenientes de cultivos azucareros, como la cafa de azucar y la
remolacha, o liberados a partir de cultivos amildceos, como el maiz y el trigo.
Aproximadamente el 70 % del bioetanol proviene de los granos de maiz y el 28 % de la
cafa de azucar, materias primas asociadas a los productores globales lideres, Estados
Unidos y Brasil, respectivamente (Industry Research, 2024). El proceso se denomina
bioetanol de primera generacién o 1G y su principal limitacién radica en la disponibilidad
de los cultivos de partida, que compiten con la produccién de alimentos.
Alternativamente, los residuos agroindustriales y forestales—denominados biomasa
lignocelulésica—representan un material no comestible, econémico y abundante para
la generacion de etanol y de otros productos de valor agregado (Sanchez & Cardona,
2008; Zoghlami & Paes, 2019). En biorrefinerias, tal proceso se conoce como bioetanol
de segunda generaciéon o 2G. La presente tesis aborda aspectos calves de este
bioproceso desde una perspectiva molecular de las levaduras, reconocidas como las

plataformas productivas esenciales en la generacion del bioetanol.
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1. Aprovechamiento de la lignocelulosa

1.1 Estructura y distribucion

La biomasa lignocelulésica es rica en los polisacaridos celulosa y hemicelulosa, y en el
polimero aromatico lignina. En conjunto, estos biopolimeros conforman la estructura
compleja y recalcitrante de la pared celular de plantas, con una disposicion precisa a
nivel nanoestructural (Figura 1). El contenido especifico de cada fraccion esta
determinado por la especie y la variedad vegetal, aunque puede aproximarse a una
proporcion de 40-50% en peso seco de celulosa, 25-30% de hemicelulosa y 15-20% de
lignina (Bahtia et al., 2020).
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Figura 1. Representacion esquematica de los componentes principales de la lignocelulosa.

La celulosa y la hemicelulosa representan las fuentes de azlcares para los
procesos fermentativos microbianos. La celulosa es un homopolimero lineal cuya unidad
estructural son mondmeros de D-glucosa, mientras que la hemicelulosa es un
heteropolimero mas corto, lineal y altamente ramificado, compuesto por varios
monomeros, incluyendo las pentosas (C5) D-xilosa y L-arabinosa, y las hexosas (C6)

D-glucosa, D-manosa y D-galactosa (Bahtia et al., 2020). La cadena principal de la
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hemicelulosa en biomasas como el bagazo de la cafa de azucar, la pulpa de remolacha,
y la paja de arroz y de trigo esta formada mayoritariamente por xilanos (Maki-Arvela et
al., 2010). La unidad de repeticion del xilano corresponde principalmente a monémeros
de xilosa—alrededor del 90 %—y, en menor proporcion, a mondémeros de arabinosa
(Zabed et al.,, 2016). La lignina, en cambio, esta constituida por compuestos de
naturaleza aromatica y proporciona rigidez estructural al formar parte del complejo
lignoceluldsico (Figura 1).

La disponibilidad de los materiales lignocelulésicos para su bioprocesamiento
varia segun la region, ya que depende de los tipos de cultivos predominantes, del clima
y de las industrias agricolas e industriales locales. Brasil, por ejemplo, lidera la
produccién del bagazo de la cafia de azucar como principal residuo agricola (Moreira et
al., 2016). En Argentina, los recursos biomasicos de base celulésica mas abundantes
incluyen la paja de arroz, el bagazo de cana de azucar, el rastrojo de maiz y sorgo y los
subproductos del procesamiento de la soja, entre otros (Secretaria de Energia de la
Nacién, 2008). En el presente trabajo de Tesis, la cascarilla de soja fue evaluada como
insumo lignocelulésico para la generacién de bioetanol, ya que sus componentes
mayoritarios son la celulosa, de la cual se libera la glucosa en altas cantidades, y el

xilano, del cual se recupera el azucar xilosa (Gil-Rolén et al., 2023).

1.2 Opciones de bioconversién

En el caso especifico de cada tipo de biomasa lignocelulésica, las biorrefinerias buscan
valorizar la celulosa, la hemicelulosa y la lignina, mediante su conversién biolégica
empleando microorganismos. Ademas del bioetanol, al que se alude a lo largo de esta
tesis, otros compuestos de interés industrial pueden considerarse al explotar el potencial
de los sustratos lignocelulésicos y de las diversas capacidades metabdlicas
microbianas. Los acidos organicos, como el succinico, el lactico, y el levulinico, que
poseen aplicaciones industriales variables, pueden derivarse de la biomasa celulésica
abarcando estrategias mas limpias, reemplazando de esta manera su sintesis quimica
convencional (Devi et al., 2022; Kim et al., 2024a). Las propiedades endulzantes y los
usos en cosmeética de los polioles los convierten en productos con valor agregado
(Kumari et al., 2025). Resulta entonces factible producir alternativamente el xilitol y el
arabitol a través de rutas fermentativas de los azucares de cinco carbonos presentes en
materiales vegetales ricos en hemicelulosa (Baptista et al., 2024; Kumari et al., 2025).
La celulosa y la hemicelulosa suelen transformarse en un mismo proceso, dando
lugar a los medios azucarados para las actividades fermentativas microbianas. Aunque

la celulosa aporta la mayor parte de los azucares facilmente fermentables,
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principalmente glucosa, las pentosas representan un contribucion significativa que no
puede ignorarse si se pretende que la utilizacién de las materias primas lignocelulésicas
sea econdmicamente viable. Por otro lado, la lignina—fraccion también desafiadora
debido a su complejidad estructural—necesita de tecnologias diferentes para su
aprovechamiento. Se han logrado ciertos avances en la generacién de precursores de
bioplasticos mediante bacterias que metabolizan compuestos aromaticos de la
despolimerizacién de la lignina (Ali et al., 2024). Durante el bioprocesamiento de las
fracciones azucaradas, la lignina residual puede quemarse y destinarse a la generacion
de energia en las plantas industriales de obtencion de bioetanol (Sethupathy et al.,
2022).

2. Bioproceso lignocelulésico: etapas y desafios

Para el etanol "convencional" o 1G, actualmente derivado de la fermentacion de
azucares simples de cultivos ricos en hexosas, la tecnologia se encuentra plenamente
desarrollada y existen mas de 600 plantas operables comercialmente (Hoang & Nghiem,
2021). La especie de levadura Saccharomyces cerevisiae domina este tipo de
industrias, para las cuales existen cepas especialmente adaptadas a distintas materias
primas y a condiciones de fermentacion, que permiten mejorar el rendimiento global del
bioproceso (Attfield et al., 2025). La implementacion de industrias 2G, que valorizan la
biomasa residual en lugar de los recursos destinados a la alimentacién, se encuentra
en etapa de consolidacién para su plena comercializacién. Actualmente, solo unas
pocas plantas funcionan activamente a nivel mundial, como Raizen y GranBio en Brasil,
las cuales transforman los desechos de la cafia de azucar en bioetanol (Pinheiro et al.,
2025). No obstante, la produccién mundial de bioetanol 2G equivale a menos del 1 %
de la alcanzada mediante los procesos 1G (Jansen et al., 2017).

Considerando que la produccién de etanol celulésico todavia no llega a satisfacer
los niveles previstos en las proyecciones iniciales, existe un amplio margen para
investigaciones encaminadas a su optimizacion tecnolégica y escalado comercial
(Hoang & Nghiem, 2021). La tecnologia 2G enfrenta desafios vinculados con los altos
costos y la complejidad de las etapas del bioproceso (Figura 2). Especificamente, la
recalcitrancia de la biomasa, la presencia de compuestos con efectos inhibitorios
microbianos, la liberacion de mezclas complejas de azucares y la falta de un
microorganismo chasis que reuna todas las caracteristicas deseables siguen siendo los
principales obstaculos (Cunha et al., 2020; Nair & Verma, 2025). Para mitigarlos, se

consideran estrategias de acondicionamiento de la biomasa mas eficientes y la
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optimizacion de la utilizacion de los azucares C5 y C6 por levaduras robustas (Figura

2).
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Figura 2. Etapas y principales limitaciones en el proceso de conversion de la biomasa
lignocelulésica a etanol. El esquema muestra el pretratamiento, la hidrdlisis enzimatica y la
fermentacion alcohodlica mediada por levaduras. Al final del proceso, el etanol generado se
recupera mediante destilacion. Las enzimas celuloliticas se abrevian de la siguiente manera:
EG, endoglucanasa; CBH, celobiohidrolasa; BGH, B-glucosidasa; y las xilanasas se indican de
forma general como XL.
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2.1 Pretratamiento, hidrdlisis y fermentacion de la
biomasa

La desconstruccion de los polimeros estructurales de las biomasas lignocelulésicas en
monosacaridos solubles es un paso critico previo a la etapa de fermentacion, y se lleva
a cabo aplicando metodologias de pretratamiento y de hidrdlisis (Figura 2).

El pretratamiento busca separar los polimeros estructurales de la matriz
lignoceluldsica a través de la disrupcion de las asociaciones moleculares, con una
maxima recuperacion de la celulosa y de la hemicelulosa y la remocion de la lignina
(Zabed et al., 2016). Al aplicar un pretratamiento, la estructura de la lignocelulosa se
altera, lo que reduce la cristalinidad y el grado de polimerizacién de la celulosa, e
incrementa el area superficial y la porosidad de la biomasa. Estas modificaciones
favorecen la accesibilidad y reactividad de las enzimas hidroliticas (Banu et al., 2021;
Nair & Verma, 2025). No existe un pretratamiento universal para todos los tipos de
biomasa, y generalmente un método, como el acondicionamiento mecanico, se combina
con otras tecnologias para lograr resultados mas satisfactorios (Aditiya et al., 2016). Los
métodos de pretratamiento son diversos y suelen clasificarse como fisicos—molienda,
extrusion—, quimicos—uso de acidos, alcalis o solventes organicos—, fisicoquimicos—
explosion de vapor, explosion de fibra de amoniaco o AFEX—y biolégicos—empleo de
microorganismos o enzimas— (Behera et al., 2014; Aditiya et al., 2016; Das et al., 2021;
Broda et al., 2022; Basak et al., 2023). Durante estos procesos, parte de la celulosa, de
la hemicelulosa y de la lignina inevitablemente se degradaran, generando compuestos
secundarios como el furfural, el 5-hidroximetilfurfural, acidos organicos y derivados
fendlicos (Jonsson & Martin, 2016). La cantidad y el perfil de los subproductos
dependeran de la naturaleza de la biomasa y del método aplicado, aunque también de
las condiciones operativas (Jonsson & Martin, 2016; Zabed et al., 2016). La presencia
de tales compuestos de degradaciéon tiende a limitar el rendimiento enzimatico y
microbiano de las etapas posteriores; en consecuencia, los pretratamientos mas
eficaces son aquellos que aumentan la disponibilidad de azucares y minimizan la
formacion de inhibidores (Zabed et al., 2016; Aditiya et al., 2016).

La hemicelulosa suele hidrolizarse parcial o totalmente durante el pretratamiento,
liberando las pentosas, mientras que la mayor recuperacién de la glucosa contenida en
la celulosa se logra por la digestion enzimatica de la biomasa pretratada (Figura 2)
(Brown et al., 2024). En esta etapa interviene una mezcla de enzimas celulasas que
actuan sinérgicamente para descomponer la celulosa (Figura 2). Dichas enzimas
pueden producirse in situ mediante microorganismos que las secretan al medio, o

adquirirse como cocktails comerciales de actividad conocida y reproducible, opcién mas
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frecuente (Zabed et al.,, 2016). El sistema enzimatico también puede incluir
hemicelulasas (xilanasas) que hidrolizan la hemicelulosa cuando esta sufre una
despolimerizacién incompleta durante el pretratamiento. Al ser la sacarificacion
enzimatica una de las etapas mas costosas (20-30 % del total; Broda et al., 2022),
resulta esencial optimizar la conversién de todos los azucares recuperados en etanol,
para maximizar el rendimiento y lograr un balance econémico mas favorable del
bioproceso.

Los hidrolizados lignocelulésicos obtenidos constituyen los medios de
fermentacion, en los que la glucosa se encuentra en mayor proporcion junto con
cantidades apreciables de pentosas. La xilosa suele ser la pentosa dominante
(aproximadamente 10-25%), seguida por la arabinosa, presente en cantidades
inferiores (cerca del 2-3 %) (Jansen et al., 2017). Sin embargo, en algunos tipos de
biomasas, como la pulpa de remolacha y la fibra de maiz, el contenido de arabinosa
puede incrementarse y alcanzar hasta un 20% del total de los azucares (Maki-Arvela et
al., 2010; Guo et al., 2023). Esta naturaleza mixta de los hidrolizados plantea desafios
adicionales para la fermentacién, ya que dicho proceso va a depender de una levadura
etanologénica que sea capaz de metabolizar sustratos de tipo C6 y C5 (Figura 2). La
levadura industrial de preferencia S. cerevisiae—altamente eficiente en la fermentacién
de la glucosa presente en medios convencionales—, carece naturalmente de esta
habilidad.

3. Utilizacién de pentosas

Entre los microorganismos que fermentan pentosas se encuentran los hongos
filamentosos, algunas bacterias y levaduras. Los bioprocesos alcoholeros se inclinan
principalmente por las levaduras, ya que las bacterias son inhibidas por bajas
concentraciones de azucares y por el etanol. Por otro lado, los hongos filamentosos
presentan una productividad ineficiente que no les permite competir en términos
industriales (Skoog & Hahn-Hagerdal, 1988; Hahn-Hagerdal et al., 2006).

A diferencia de la glucosa, las pentosas exhiben una mayor complejidad en su
asimilacién y fermentacién, gobernada por mecanismos bioquimicos propios de los
azucares C5 (Jeffries, 1983; Skoog & Hahn-Hagerdal, 1988). De acuerdo con su origen
microbiano, existen al menos cinco rutas por las cuales la xilosa puede ser metabolizada
(Zhao et al., 2020). Aquellas que se ramifican hacia la via de las pentosas fosfato (PPP)
para generar intermediarios de la glicdlisis son la ruta de isomerizacién de la xilosa y la

ruta oxidorreductiva (Figura 3) (Jeffries, 1983). La xilulosa es el intermediario compartido
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en ambas rutas y es posteriormente fosforilado a xilulosa-5-fosfato, mientras que la

principal diferencia entre ellas radica en las etapas iniciales (Figura 3).
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Figura 3. Rutas metabdlicas nativas de la xilosa y de la arabinosa en microorganismos. Estas
rutas se han introducido en la levadura Saccharomyces cerevisiae para canalizar de forma
recombinante las pentosas hacia la generacién de etanol, a través de la via de las pentosas
fosfato (PPP) y de la glicdlisis. Abreviaturas: Xl, xilosa isomerasa; XR, xilosa reductasa; XDH,
xilitol deshidrogenasa; XK, xilulosa quinasa; LAD, L-arabitol deshidrogenasa; LXR, L-xilulosa
reductasa; Al, arabinosa isomerasa; RK, ribulosa quinasa; RE, ribulosa-5-fosfato epimerasa.

La xilosa puede convertirse directamente a xilulosa por la enzima xilosa isomerasa (XI),
o bien reducirse a xilitol y luego este oxidarse a xilulosa por las enzimas xilosa reductasa
(XR) vy xilitol deshidrogenasa (XDH) (Figura 3). La via Xl se asocia comunmente a
origenes procariotas y, muy raramente, a eucariotas. A la inversa, las enzimas XR y XDH
son habituales en levaduras y hongos filamentosos con habilidad de crecer en xilosa
(Jeffries, 1983; Zhao et al., 2020). Existen, ademas, rutas alternativas del catabolismo

de la xilosa, conocidas como oxidativas, que evitan la fosforilacion y el desvio metabdlico
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hacia la PPP, dirigiendo en su lugar los intermediarios hacia el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA). Estas rutas, como las de Weimberg y Dahms, no se consideran en
el presente trabajo de tesis, ya que son relevantes principalmente para la produccion
aerdbica de compuestos con valor agregado distintos al etanol (Dahms, 1974;
Borgstrom et al., 2019; Zhao et al., 2020).

La arabinosa, que se encuentra de forma natural en su isémero L, también se
integra en la PPP a través de su conversién a xilulosa-5-fosfato (Figura 3) (Jeffries,
2000). De manera analoga a la xilosa, su catabolismo puede llevase a cabo por rutas
bacterianas o fungicas (Jeffries, 2006; Fonseca et al., 2007). En levaduras, el
metabolismo de la arabinosa estda menos explorado que el de la xilosa. La secuencia
catabdlica apunta a un solapamiento parcial entre las rutas de ambas pentosas, aunque
con dos reacciones redox adicionales para el caso de la arabinosa (Figura 3) (Fonseca
et al., 2007). En ellas, la enzima XR reduce la L-arabinosa a L-arabitol, que a su vez es
convertido a L-xilulosa por la accion de la L-arabitol-4-deshidrogenasa (LAD) (Figura 3).
La presencia de una L-xilosa reductasa (LXR) genera xilitol, que posteriormente
continua por la via de degradacion de la xilosa (Figura 3) (Fonseca et al., 2007; Ruchala
& Sibirny, 2021). La ruta bacteriana involucra las enzimas L-arabinosa isomerasa (Al),
L-ribulosa quinasa (RK), y L-ribulosa-5-fosfato 4-epimerasa (RE), que convierten la
arabinosa en xilulosa-5-fosfato sin que se generen reacciones redox (Figura 3).

La xilulosa-5-fosfato es un intermediario clave en la ruta fermentativa de las
pentosas, al conectarse con la glicdlisis a través de la fase no oxidativa de la PPP (Figura
3). En este ciclo, los compuestos resultantes de tres y seis carbonos entran en la ruta
glicolitica, donde el piruvato—intermediario final—puede desviarse hacia la conversion
a etanol (Figura 3) (McMillan, 1993).

En la reaccion fermentativa global, se requieren tres moles de xilosa para generar
completamente cinco moles de etanol, con una ganancia tedrica de 5 ATP. Esto
corresponde a un rendimiento 6ptimo de 1,67 mol de etanol por mol de xilosa (McMillan,
1993). De todos modos, la eficiencia energética de la fermentacion de la xilosa resulta
menos favorable que la de la glucosa, cuyo metabolismo fermentativo es mas directo
(McMillan, 1993). A ello se suman otros factores, como variaciones en la regulacién
metabdlica, el transporte de pentosas, la disponibilidad de cofactores y la formacién de
metabolitos secundarios (Jeffries et al., 1983; McMillan, 1993). En cuanto a la arabinosa,
la capacidad intrinseca de las levaduras para fermentarla a etanol es aun mas
infrecuente. Las pocas especies reportadas con esta caracteristica—entre ellas
Ambrosiozyma monospora—lo hacen con muy baja eficiencia (Dien et al., 1996;
Fonseca et al., 2007).
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3.1 Reconstruccion de rutas metabodlicas C5 en S.
cerevisiae

Una forma de incrementar la eficiencia fermentativa de las pentosas en el bioproceso
se fundamenta en la modificacion genética de la levadura S. cerevisiae. Como se he
mencionado, la asimilacién de pentosas no es una caracteristica nativa de esta especie.
Aunque en su genoma se ha reportado la presencia de genes ortdlogos que codifican
enzimas involucradas en la via oxidorreductiva, sus niveles de expresion son minimos
y las actividades enzimaticas practicamente nulas, lo cual impide el uso de xilosa como
sustrato (Toivari et al., 2004; Attfield & Bell, 2006; Nalabothu et al., 2023).

La importancia biotecnoldgica de S. cerevisiae en los procesos de obtencion de
etanol radica en sus notables atributos fermentativos a partir de hexosas. A esto se le
suma su capacidad de afrontar diversos factores de estrés industrial. La levadura se
destaca por sus rapidas cinéticas fermentativas, sus altos rendimientos en etanol, su
elevada tolerancia al mismo y a bajos niveles de pH, y la relativa facilidad con la que
puede ser manipulada genéticamente (Parapouli et al., 2020). Por estos motivos, S.
cerevisiae ha sido objeto de intensos esfuerzos de ingenieria para reconducir su
metabolismo hacia la fermentacion de xilosa, y en menor grado, de arabinosa (Hahn-
Hagerdal et al., 2007; Wisselink et al., 2007; Moysés et al., 2016; Wagner & Gasch,
2023).

Los genes exogenos que codifican las enzimas XR y XDH provenientes de
levaduras nativas fermentadoras de xilosa—como Spathaspora passalidarum y
Scheffersomyces stipitis—han sido exitosamente expresados en diversas cepas de S.
cerevisiae (Kotter & Ciriacy, 1993; Hahn-Hagerdal et al., 2007; Cadete et al., 2016).
Actualmente, las enzimas de Sp. passalidarum son preferidas en la ingenieria porque la
reaccion que catalizan estd mejor equilibrada desde el punto de vista redox, aspecto
importante en condiciones anaerdbicas de fermentacién (Cadete et al., 2016).
Alternativamente, también es considerada la inserciéon heteréloga de la ruta Xl—
naturalmente redox neutral—utilizando genes eucariotas, como el de Pyromyces sp.
(Kuyper et al., 2005), y bacteriano, como el de Clostridium phytofermentans (Brat et al.,
2009). En cepas de S. cerevisiae recombinantes, la expresion de la enzima Xl se
acompafia comunmente de la delecién del gen nativo GRES3, para evitar la acumulacion
de xilitol y la consiguiente inhibicién del proceso (Moysés et al., 2016).

La adopcion del metabolismo de la arabinosa en S. cerevisiae se logra también
mediante la expresidn heterdloga, siendo la ruta de naturaleza bacteriana generalmente
mas eficaz que la ruta fungica para sostener la fermentacion (Richard et al., 2002;
Becker & Boles, 2003; Hahn-Hagerdal et al., 2006).
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Para permitir el catabolismo completo de la xilosa y de la arabinosa, el aumento
del flujo a través de la PPP debe acompafiarse como modificacién sistematica, ya que
la actividad de esta ruta en S. cerevisiae se mantiene relativamente limitada (Johansson
& Hahn-Hagerdal, 2002). Este paso—estandar en la reconfiguracién del metabolismo
C5—se sustenta mediante la sobreexpresién del gen endégeno de la xilulosa quinasa
(XK) y de genes que codifican enzimas de la rama no oxidativa de la PPP, incluyendo
transaldolasas y transcetolasas (Johansson & Hahn-Hagerdal, 2002; Kuyper et al.,
2005; Hahn-Hagerdal et al., 2007; Wisselink et al., 2010; Kobayashi et al., 2018).

3.1.1 La ingenieria del catabolismo C5 en S. cerevisiae no es
suficiente

La mera incorporacion de las rutas metabdlicas y la optimizacion de los flujos a través
de la via central del carbono no parecen ser suficientes para promover un desempeno
fermentativo competente de S. cerevisiae ante las pentosas. A pesar de que las cepas
recombinantes pueden fermentar la xilosa a etanol, incluso alcanzando rendimientos
cercanos al maximo teérico, las tasas de consumo y las productividades siguen siendo
inferiores en comparacién con la glucosa (Osiro et al., 2019; Sharma & Arora, 2020;
Brink et al., 2021; Wagner & Gasch, 2023). A esto se suma que las cepas recombinantes
de S. cerevisiae no suelen co-utilizar glucosa y pentosas, a causa de un proceso
conocido como represion catabdlica, lo que retrasa la fermentacion de los sustratos C5
(Kim et al., 2013; Kayikci & Nielsen 2015; Brink et al., 2021).

Los aspectos que limitan a S. cerevisiae frente al uso de pentosas pueden tener
diferentes origenes: i) una contradiccion al "forzar" el metabolismo de azucares no
nativos y la incapacidad de la levadura para reconocerlos como sustratos fermentables;
ii) la ausencia de un sistema de transporte especializado para pentosas; vy iii) una
sobrecarga metabdlica debido a la insercidn y el ajuste simultaneo de rutas nuevas y
enddgenas en una unica cepa (Lee et al., 2002; Osiro et al., 2019; Sharma & Arora,
2020; Shin et al., 2024). La presente tesis aborda estas problematicas considerando sus
causas Yy proponiendo modificaciones menos obvias que trascienden la introduccién de
rutas metabdlicas. ElI Capitulo 1 explora la naturaleza de las sefales moleculares
inducidas por la xilosa y contempla si es posible modificar componentes de la
sefalizacién para orientar una respuesta mas especifica. El Capitulo 2 aborda la
busqueda, caracterizacién y optimizacién de transportadores alternativos para una
captacion mas eficiente de pentosas en S. cerevisiae. Parte del Capitulo 3 considera la

division del metabolismo de glucosa y de xilosa entre levaduras salvajes especializadas.
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Esta estrategia plantea una alternativa a concentrar los esfuerzos de ingenieria

metabdlica en una misma plataforma microbiana.

3.2 Interés en levaduras no convencionales

Teniendo en cuenta que muchas de las limitaciones del metabolismo recombinante de
pentosas estan arraigadas a la biologia de S. cerevisiae, una opciéon complementaria
consiste en explorar la fisiologia de las levaduras no tradicionales. Estas levaduras—
también denominadas non-Saccharomyces—han seguido trayectorias evolutivas
distintas y varias especies han adquirido competencias para el catabolismo de sustratos
C5 (Geijer et al., 2022; Nalabothu et al., 2023; Ndubuisi et al., 2023). Este rasgo no solo
implica la diversificacion en las rutas metabdlicas, sino también en la organizacién
intrinseca de los sistemas regulatorios y de transporte (Hittinger et al., 2015). Por estas
razones, las levaduras no convencionales representan reservorios de genes de
proteinas transportadoras y enzimas que pueden ser transferidos a S. cerevisiae. Al
mismo tiempo, surgen como plataformas microbianas particularmente atractivas para
los bioprocesos no tradicionales, como los basados en la lignocelulosa (Geijer et al.,
2022; Vasylyshyn et al., 2025).

Si bien las especies diferentes a S. cerevisiae no suelen emplearse como cultivos
unicos a escala industrial, el estudio de su fisiologia es un punto de partida relevante
para su incorporacion en configuraciones complementarias de bioprocesos. Entre este
tipo de configuraciones se encuentran los bioprocesos consolidados (CBP, consolidated
bioprocessing), en los cuales la sacarificacion enzimatica y la fermentacion se integran
parcial o completamente en una sola etapa (Periyasamy et al., 2023). Para tal fin, se
puede recurrir a una uUnica especie 0 a un consorcio microbiano (Periyasamy et al.,
2023). En este ultimo caso, los microorganismos involucrados asumen roles
metabdlicos diferenciados, como la divisidn en la fermentacion de los azucares C6 y C5,
para lo cual las levaduras no convencionales resultan aptas (Llamas et al., 2023). Con
el proposito de avanzar en esta direccion, en el Capitulo 3 de la presente tesis se aborda

la caracterizacion del metabolismo de xilosa en diversas levaduras.

4. Enfoque y estructura de la tesis

Debido a la importancia de los azucares pentosas en bioprocesos sustentables de base
lignoceluldsica, su utilizacion por las levaduras debe considerarse en un contexto

integrador (Figura 4).
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Como se ha referido previamente, las pentosas no forman parte del repertorio
natural de sustratos fermentables por S. cerevisiae. En la presente tesis, esta limitacién
se aborda desde diferentes perspectivas con la ambicién de promover un uso mas
eficiente de los azucares xilosa y arabinosa. En el Capitulo 1 se profundiza acerca de
los mecanismos de senalizacion de la xilosa en S. cerevisiae, con foco en la percepcién
del azucar a través de receptores de membrana. En esta instancia se evalla si es
posible redirigir la actividad de estos receptores y aumentar su sensibilidad por la xilosa
(Figura 4). Los sistema de transporte en S. cerevisiae muestran, por otro lado, afinidad
residual hacia las pentosas. En el Capitulo 2 se incluye la caracterizacion de nuevas
proteinas con actividad de transporte, junto con modificaciones orientadas a sostener y
a potenciar el ingreso de azucares pentosas al interior celular.

Finalmente, se investigan caracteristicas metabdlicas de levaduras no
convencionales que pueden favorecer bioprocesos basados en sustratos C5. Ante tal
fin, en el Capitulo 3 se consideran distintas variables que influyen sobre en la utilizacion
de la xilosa y se desarrolla una evaluacion comparativa del proceso fermentativo en
distintas especies. Se explora también una estrategia basada en cultivos mixtos como
posible via para distribuir las funciones metabdlicas entre distintas especies de

levaduras.
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Figura 4. La presente tesis se estructura en el analisis de tres niveles moleculares que impactan
la utilizacion de pentosas en las levaduras: sefializacion (Capitulo 1), transporte (Capitulo 2) y
metabolismo (Capitulo 3).
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Objetivos

1. Objetivo general

Desarrollar estrategias que contribuyan a bioprocesos robustos de obtencién de
bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica empleando levaduras como plataformas
productivas. Se propone abordar la mejora del uso de pentosas mediante la
caracterizacion e ingenieria de los procesos moleculares involucrados en su
reconocimiento, transporte y metabolismo, considerando S. cerevisiae y especies de

levaduras no convencionales.

2. Objetivos especificos

. Analizar las respuestas de transduccién de sefiales desencadenadas por la
xilosa en cepas de S. cerevisiae nativas y recombinantes mediante biosensores
fluorescentes, e investigar su reprogramacion a través de la ingenieria de receptores de
membrana (Capitulo 1).

. Identificar y caracterizar transportadores de pentosas de levaduras no
convencionales y optimizar su expresion en cepas industriales recombinantes de S.
cerevisiae, incluyendo variantes con mutaciones dirigidas para mejorar la captaciéon de
xilosa y de arabinosa (Capitulo 2).

o Evaluar y comparar el potencial fermentativo de levaduras no convencionales al
utilizar xilosa en condiciones relevantes para los bioprocesos, considerando variaciones
operacionales y la presencia de compuestos inhibidores propios de la biomasa
lignoceluldsica (Capitulo 3).

o Explorar la fermentacion mixta entre levaduras con capacidades metabdlicas
complementarias como prueba de concepto para estrategias alternativas en el
aprovechamiento de pentosas y de glucosa derivadas de la biomasa lignocelulésica
(Capitulo 3).
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Materiales y métodos generales

1. Materiales generales

1.1 Levaduras empleadas

En el presente trabajo de tesis se emplearon distintas cepas de Saccharomyces cerevisiae
(Capitulos 1, 2 y 3), asi como diversas especies de levaduras no convencionales (Capitulo
3) (Tabla 1). Considerando que las construcciones genéticas y estrategias experimentales
varian segun los objetivos planteados en cada caso, las caracteristicas especificas de cada

levadura y sus condiciones de cultivo se presentan de manera individual en los respectivos

capitulos.

Tabla 1. Principales levaduras utilizadas

Capitulo Linaje/especie de levadura  Caracteristicas relevantes y modificaciones
Cepas nativas y recombinantes XR/XDH del
1 Saccharomyces cerevisiae catabolismo de xilosa. Introduccion de
W303 biosensores transcripcionales basados en
GFP para estudios de sefalizacion molecular
Cepas recombinantes Xl del catabolismo de
xilosa y Al/RK/RE del catabolismo de
2 Saccharomyces cerevisiae arabinosa. Background industrial. Delecion del
PE-2 sistema de transporte de hexosas (hxt-null)
para la expresion y caracterizacion de
transportadores heterélogos
3 E . . Levaduras con capacidades nativas de
species no convencionales T )
asimilacion de xilosa
Saccharomyces cerevisiae Cepas con antecedentes industriales en
3 var. Ethanol Red y bioprocesos de generacion de etanol a partir de
Saccharomyces bayanus glucosa

1.2 Cepa de Escherichia coli

Se empled E. coli NEB5a (New England Biolabs, MA, USA) para la clonacion, el

almacenamiento y la preparacién de plasmidos. El medio de cultivo utilizado fue LB

(Luria-Bertani), que consistié en triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 5 g/L,

pH 7,0. La seleccién de transformantes se llevé a cabo en medio sélido (LB + 15 g/L de

agar) adicionando ampicilina en una concentracién final de 50 ug/mL.
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1.3 Medios de cultivo para la proliferacion de levaduras

Se utilizaron medio minimo sintético (YNB) o medio rico (YP) segun el ensayo
especifico. Los medios sdlidos se obtuvieron mediante el agregado de agar en una

concentracion final de 15 g/L.

Medio YNB (base de nitrégeno de levadura sin aminoacidos)

Composicién: YNB 6,7 g/L (Becton—Dickinson and Company), tamponado con 50 mM
de hidrogenoftalato de potasio (KHP) a pH 5,5. Este medio se utilizé para el andlisis de
levaduras mediante citometria de flujo y para la caracterizacion fisioldgica de cepas de
S. cerevisiae en estudios relacionados con las vias de sefializacién de los azucares
(Capitulo 1). Las fuentes de carbono se afiadieron en las siguientes cantidades: glucosa

14g/L,54g/L, 10 g/Ly 40 g/L, y xilosa 50 g/L, segun los requerimientos del ensayo.

Medio SC-Ura (sintético completo sin uracilo)

Composicién: YNB 6,7 g/L (Becton—Dickinson and Company); 400 mg/L de drop out
completo de aminoacidos sin uracilo. Este medio se us6 en la seleccién de
transformantes de S. cerevisiae por auxotrofia (Capitulo 2). Se afadieron distintos
azucares en diferentes cantidades para caracterizar posibles sustratos de
transportadores. Las cepas hxt-null se cultivaron en maltosa 20 g/L para asegurar su

crecimiento en ausencia de transportadores de hexosas.

Medio YP (medio rico)

Composicién: extracto de levadura 10 g/L; peptona 20 g/L. El medio suplementado con
20 g/L de glucosa (YPD) se utilizé para el mantenimiento, la proliferacion de cepas de
S. cerevisiae y la seleccidon de transformantes con 200 pg/L de geneticina (G418) y/o
100 pg/mL de nourseotricina (clonNAT) (Capitulo 1). En los experimentos del Capitulo
3, el medio YP modificado (extracto de levadura 5 g/L; peptona 3 g/L) suplementado con
xilosa 10 g/L o0 20 g/L (YPX) o glucosa 20 g/L (YPD) se empled para la caracterizacion

del desempeno fermentativo de levaduras no convencionales.

2. Métodos generales

En esta seccidon se presenta una descripcion de las técnicas de biologia molecular y

metodologias comunes utilizadas a lo largo de la tesis. Cabe destacar que los
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procedimientos especificos, asi como cualquier modificacién de las técnicas generales, se

describen de manera detallada en los capitulos correspondientes.

2.1 Reaccidén en cadena de la polimerasa

Los fragmentos de ADN para expresion y delecion de genes fueron amplificados por PCR
utilizando la ADN polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific). Por otro lado,
los chequeos de insercidon y delecidon de genes en S. cerevisiae y la verificacién del
ensamblado de plasmidos en E. coli se llevaron a cabo mediante PCR de colonia con la Taq
ADN polimerasa (Thermo Fisher Scientific). En ambos casos, se siguieron las indicaciones
para una reaccion de 50 uL y se configuraron los programas de acuerdo con lo establecido
por el fabricante. En cada uno de los capitulos se especifican los oligonucleétidos utilizados.
La temperatura de annealing o hibridizaciéon de cada primer fue determinada utilizando la
herramienta online Tm Calculator (https://tmcalculator.neb.com) especificando la polimerasa
y el buffer utilizado. Los productos de las reacciones de amplificacién fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa. Previo a las etapas de digestién y/o ligacién, todos los
productos de PCR que amplificaron una sola banda fueron purificados con el kit GeneJET
PCR (Thermo Fisher Scientific).

2.2 Digestion del ADN con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion utilizadas a lo largo del trabajo pertenecieron a Thermo Fisher
Scientific. Para llevar a cabo las reacciones en 20 L finales, se procedié conforme a las
especificaciones del fabricante. En casos puntuales, la enzima Dpnl fue utilizada para
remover el ADN plasmidico original empleado como molde en la reaccién de PCR, previo a
las reacciones de ligacion y transformacion de E. coli. Después de digerir el ADN, se
incubaron las enzimas sensibles a la inactivacion térmica a la temperatura y durante el
tiempo especificados para cada enzima en particular. Los fragmentos de ADN digeridos se
extrajeron del gel de agarosa y purificaron con el kit Gene-Jet Gel Extraction (Thermo Fisher

Scientific) antes de la reaccion de ligacion.

2.3 Reaccion de ligacion

La enzima T4 ligasa (Thermo Fisher Scientific) fue empleada para la ligacién de insertos con
vectores y para la re-circularizacion de plasmidos amplificados por PCR con oligonucleétidos

fosforilados en el extremo 5'. Las reacciones tuvieron lugar en un volumen final de 10 pL con
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1 U de enzima, y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h antes de la
transformacién bacteriana. Para determinar la cantidad de ADN necesaria para la ligacion,

se establecid una relacion molar entre vector e inserto de 1:3.

2.4 Transformacion de Escherichia coli y obtenciéon de
plasmidos

El procedimiento descrito por Inoue et al. (1990) se emple6 para la generacién de células
competentes y para su transformacién. Las células se transformaron en un volumen de
50 pL por el método clasico con 5 L de la mezcla de ligacion. Los transformantes se
seleccionaron en medio LB agarizado con 50 ug/mL del antibiético ampicilina. La
extraccion y purificacion de plasmidos se realizé con el kit GeneJET plasmid MiniPrep
(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante.
Previamente, los clones positivos se cultivaron a 37 °C en 4 mL de medio LB
suplementado con ampicilina entre 12 y 16 h. Las células se recuperaron mediante
centrifugacion a 6000 x g durante 5 min para proceder con el protocolo de preparacion
plasmidica. La secuencia de todos los plasmidos originados se confirmé mediante
secuenciacién. Las cepas resultantes fueron almacenadas con el antibiético a -80 °C en
25% (v/v) de glicerol.

2.5 Transformacion de S. cerevisiae

El protocolo de transformaciéon con acetato de litio de Gietz & Schiestl (2007) fue
empleado para las transformaciones de S. cerevisiae. El método se modificd afiadiendo
un 10% (v/v) de DMSO antes del choque térmico (Hill et al., 1991). El dia previo a la
transformacion, colonias aisladas de las cepas de levaduras se incubaron en 10 ml de
medio rico a 30 °C durante toda la noche con agitaciéon constante a 180 rpm. Las
levaduras se transfirieron con una DOs20nm inicial de 0,4 a 25 ml de medio rico nuevo
con o sin la adicion de antibidtico, segun cada transformacion. Los cultivos se dejaron
crecer en las mismas condiciones durante 4-5 h hasta un minimo de 1,5 divisiones. Las
células se cosecharon por centrifugacion durante 5 min a 3220 x g y se realiz6 un lavado
del pellet celular con agua estéril. Las células se resuspendieron usando 1 mL de
solucion LATE (acetato de litio 100 mM; Tris-HCL 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM) para
proceder con el protocolo mencionado (Gietz & Schiestl, 2007). Se emplearon 50 pL de
células competentes por cada transformacion, las cuales se incubaron con 36 pL de
acetato de litio 1M; 8 pL de TRIS-HCL 0,5M (pH 7,5); 4 yL de EDTA 100 mM y 50 pL de
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la solucién de ADN correspondiente. Ademas, se afadieron 25 pL de una solucion 5X
de esperma de salmén (Thermo Fisher Scientific) desnaturalizado a cada tubo de
transformacion. Las levaduras se transformaron con plasmidos y también se generaron
cepas recombinantes mediante co-transformacion de un vector junto con fragmentos
lineales de ADN. En este caso particular, después del shock térmico a 42 °C durante 20
min, se dejaron recuperar las células resuspendidas en 1 mL de medio YPD entre 2-6 h
con agitacion constante. Finalmente, las células se resuspendieron en agua estéril, se
sembraron en el medio selectivo correspondiente y se dejaron crecer a 30 °C durante
2-4 dias hasta la aparicion de colonias. La correcta insercion en el genoma fue analizada
mediante PCR de colonia. Todos los clones positivos se almacenaron en su respectivo

medio selectivo a -80 °C en glicerol al 25% (v/v).
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Capitulo 1.

Deteccion de la xilosa extracelular
en S. cerevisiae
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1. Introduccion

1.1 Mecanismos de transduccion de seinales

En levaduras, la asimilaciéon de nutrientes es un proceso fundamental que permite el
crecimiento, la reproduccién y la ejecucion de diversas funciones metabdlicas. La
glucosa es la fuente de carbono preferencial y de mas rapida asimilacién en S.
cerevisiae (Dickinson & Schweizer, 2004). Cuando este carbohidrato esta presente en
el medio de cultivo, las células inducen su transporte y su metabolismo (Dickinson &
Schweizer, 2004). Esto se debe a que la levadura ha desarrollado mecanismos
moleculares complejos de sefalizacidn, que provocan reorganizaciones en el patrén de
induccién y represidn génica—regulacion a nivel transcripcional—y modificaciones en
la actividad, estabilidad y/o localizacion de proteinas—regulacién a nivel post-
traduccional y alostérico—(Gancedo, 2008). La sefial de presencia de glucosa se
desencadena extracelularmente, mediante el reconocimiento por receptores de
membrana, e intracelularmente, a través de su internalizacion, su fosforilacién y la
acumulacién de intermediarios metabdlicos (Figura 5). Las rutas de transmisién de
sefales de S. cerevisiae actuan de forma coordinada e integrada, estableciéndose un
vinculo entre procesos regulatorios y metabélicos (Rolland et al., 2001).

Mediante el mecanismo de represién catabdlica o CCR (por las siglas en inglés
de carbon catabolite repression), la levadura prioriza el uso de la glucosa frente a otras
fuentes de carbono presentes en medios de cultivo mixtos (Gancedo, 1998). Esto
ocurre, en parte, a causa de vias de sefializacion que reprimen la expresion de genes
de proteinas esenciales implicadas en la captacion y en el metabolismo de sustratos
alternativos (Kayikci & Nielsen, 2015). Ademas, la cinética intrinseca de los principales
transportadores favorece la captacion de la glucosa frente a otro tipo de azucares (Apel
et al., 2016).

Cuando la ingenieria de S. cerevisiae se limita a la insercibn de nuevas
capacidades metabdlicas, sin considerar los mecanismos regulatorios, la produccion de
metabolitos de interés puede resultar ineficiente, dado que ambos procesos estan
relacionados (Gopinarayanan & Nair, 2018a). En el caso de la glucosa, se han
caracterizado las vias moleculares de transduccion de senales, pero la respuesta de la
levadura frente a sustratos que no son nativos, como la xilosa, no esta del todo
esclarecida. Resulta entonces relevante comprender en profundidad los mecanismos

moleculares que estan detras de la deteccion de la xilosa o, en su defecto, la posible
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ausencia de dichos mecanismos. Este capitulo se enfocé especificamente en elucidar

el efecto de la xilosa extracelular a nivel de receptores de membrana.
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glucosa de glucosa glucosa no
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Figura 5. Los origenes de sefializacion de glucosa en S. cerevisiae son diversos. La presencia
de glucosa en el medio activa la sefalizacion a través de : a) su reconocimiento en la superficie
celular por sensores de membrana homélogos a transportadores de glucosa; b) su internalizacién
mediante transportadores y posterior metabolizacién; c) su interaccion con un receptor de
membrana estructuralmente diferente a las proteinas transportadoras. Figura modificada de
Rolland et al. (2001).

Los mecanismos de sefalizacién de glucosa en S. cerevisiae se clasifican
generalmente en tres rutas principales (Figura 6): (a) la via Rgt2p/Snf3p de deteccion
de glucosa extracelular e induccién de genes de transportadores HXT; (b) la via
AMPCc/PKA de control y regulacion del crecimiento, el metabolismo y la respuesta a
estrés; y (¢) la via SNF1/Mig1p, responsable de la represion por la glucosa y del control
del uso de fuentes de carbono alternativas (Peeters & Thevelein, 2014; Brink et al.,
2021). Dichas vias convergen en la regulacién de la expresion de genes diana a través
de la modificacion de represores y/o activadores de la transcripcién, los cuales son

controlados por una 0 mas sefiales moleculares.
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Figura 6. Panorama general de la deteccion de glucosa y mecanismos de sefializacién en S.
cerevisiae. A) La via de induccién de los genes de transportadores HXT esta controlada por los
receptores de membrana Snf3p y Rgt2p (cian), que detectan niveles bajos y altos de glucosa
extracelular, respectivamente. La via de represion por glucosa mediada por SNF1/Mig1p (rojo)
controla la expresion de genes involucrados en el metabolismo de sustratos alternativos. La via
que conduce a la sintesis de AMPc y a la activacion de PKA (azul) activa enzimas glicoliticas,
induce genes relacionados con el crecimiento y reprime genes asociados a estrés. B)
Mecanismos de represion e induccion por glucosa de los genes HXT en diferentes condiciones,
mediados principalmente por las sefales de Rgt2p/Snf3p, aunque también intervienen sefales
de la ruta AMPc/PKA y SNF1/Mig1p. Figura adaptada de Bolzico et al. (2025).

A continuacion, se resume la ruta de deteccion de la glucosa que se tomé como
base para el analisis de la xilosa. Posteriormente se describe la tecnologia empleada

para monitorear dichas sefales.

1.1.1 Via Rgt2p/Snf3p de induccién por glucosa

En S. cerevisiae, la glucosa extracelular es detectada por los receptores de membrana
Rgt2p y Snf3p, que transducen la sefial al interior celular y regulan de manera diferencial
la expresion de los genes de transportadores de hexosas HXT, optimizando asi la

entrada del azlcar (Ozcan & Johnston, 1999). El receptor Rgt2p percibe niveles
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elevados de glucosa (>~10 g/L), lo que induce la expresién de transportadores de
glucosa de alta capacidad y baja afinidad, como HXT7. En cambio, el sensor Snf3p
responde a concentraciones limitantes de glucosa (~1-3 g/L) y estimula la transcripcién
de genes de transportadores de mediana afinidad, como HXT2 y HXT4 (Figura 6)
(Ozcan & Johnston, 1995; Kim et al., 2013).

Las proteinas Rgt2p y Snf3p pertenecen a la familia de transportadores de
hexosas (Hxtp) y, aunque no internalizan la glucosa, presentan secuencias de
aminoacidos muy similares a la de los transportadores/facilitadores. Se ha sugerido que
los sensores evolucionaron a partir de los transportadores Hxtp y adquirieron en su lugar
un papel regulador en la deteccion de la glucosa extracelular (Ozcan et al., 1996;
Donzella et al., 2023). Las proteinas de la familia Hxtp se caracterizan estructuralmente
por poseer 12 dominios transmembrana. Los sensores se distinguen de los
transportadores principalmente por sus colas citoplasmaticas largas presentes en el
extremo C-terminal (Figura 7), implicadas en la transmisién de la sefial (Ozcan et al.,
1996). El receptor Rgt2p posee una cola de aproximadamente 200 aminoacidos con un
motivo repetitivo de 25 residuos, mientras que Snf3p presenta una cola mas larga de
aproximadamente 300 residuos con dos copias del dominio conservado (Figura 7)
(Ozcan et al., 1996; Busti et al., 2010). La delecion de estos dominios citosdlicos elimina
por completo la transduccion de la sefial (Ozcan et al., 1998). Por otro lado, la fusion de
la cola del receptor a un transportador funcional de la misma familia restaura la
sefializacion (Ozcan et al., 1998; Kim et al., 2024b), mientras que la sobreexpresion de
los receptores sin cola genera una senal parcial (Moriya & Johnston, 2004). En su
conjunto, estos hallazgos sugieren que las colas citoplasmaticas participan en la
amplificacién, estabilizacion y la transduccion completa de la sefial molecular que
desencadena la presencia de glucosa.

En general, se acepta que la deteccion de glucosa mediada por Snf3p y Rgt2p
funciona de manera analoga a la de los receptores de superficie de ligandos en células
de mamiferos (Ozcan et al., 1998; Johntson & Kim, 2005). Segun el modelo establecido,
la glucosa se uniria a los dominios transmembrana de Snf3p y Rgt2p, generandose un
cambio conformacional en los sensores que activa a las proteinas caseina quinasas
Yck1/2p, ancladas a la membrana plasmatica (Moriya & Johnston, 2004; Johntson &
Kim, 2005). Esta activacion desencadena la fosforilacién de los co-represores
transcripcionales Std1p y Mth1p, los cuales interaccionan con las colas citoplasmaticas
de los receptores (Schmidt et al., 1999; Lafuente et al., 2000; Moriya & Johnston, 2004).
La fosforilacién de Std1p y Mth1p permite su posterior ubiquitinaciéon por el complejo
SCF-Grr1p vy, por tanto, su degradacién en el proteasoma (Flick et al., 2003; Moriya &
Johnston, 2004) (Figura 6).
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Figura 7. Estructura de las proteinas sensoras de glucosa, Rgt2p y Snf3p, y de las
transportadoras de hexosas de la familia Hxtp. Las proteinas poseen 12 dominios
transmembrana, representados mediante los cilindros enumerados del | al Xll, los cuales
presentan un alto grado de conservacién. Por el contrario, las colas citoplasmaticas en el extremo
C terminal difieren considerablemente en longitud y composicién de aminoacidos. Los sensores
se caracterizan por poseer colas largas, también denominadas dominios de sefializacion,
involucrados en la respuesta celular. Los recuadros representan los motivos repetitivos, con dos
copias para Snf3p y una para Rgt2p. Figura adaptada de Bolzico et al. (2025).

En ausencia de glucosa, Sth1p y Mth1p forman en el nucleo un complejo con el
represor Rgt1p, que a su vez recluta a los co-represores Cyc8p y Tup1p, inhibiendo la
transcripcién de los transportadores HXT (Figura 6B) (Lakshmanan et al., 2003;
Gancedo, 2008, Roy et al.,, 2013). En condiciones de disponibilidad de glucosa, las
sefiales transducidas por los receptores inducen la degradacion de Mth1p y Std1p, lo

que libera al complejo represor y permite la expresién de los genes de transportadores.

1.1.2 Integracion de seiales en la regulacién de genes HXT

La desrepresion completa de los genes HXT, asi como la selectividad del transportador
que se expresa en condiciones de alta o baja glucosa, también dependen de senales
originadas por otras rutas regulatorias, entre ellas la via de la PKA, la ruta SNF1/Mig1p
y la via HOG de alta osmolaridad a través de Sko1p (Figura 6) (Busti et al., 2010; Conrad
et al., 2014; Brink et al., 2021).

Uno de los puntos de interseccion clave es la modulacién del estado de
fosforilacion del factor de transcripcién Rgt1p. Una vez liberado el complejo represor

Mth1p/Std1p-Cyc8p-Tup1p, Rgt1p se vuelve susceptible a la fosforilacién (Palomino et
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al.,, 2006; Jouandot et al., 2011). En condiciones de alta glucosa, Rgtlp es
hiperfosforilado por la quinasa PKA, que esta activa en este contexto, convirtiendo a
Rgt1p en un activador de la transcripcion de HXT1 (Kim & Johnston, 2006; Palomino et
al., 2006; Roy et al., 2013) (Figura 6B). Al mismo tiempo, la expresién de HXT2y HXT4
es reprimida en estas condiciones por accién de Mig1p de la via SNF1/Mig1p (Westholm
et al., 2008; Brink et al., 2021). Este mecanismo opera cuando la glucosa es abundante
y la quinasa SNF1 permanece inactiva, con su target Mig1p desfosforilado, lo que
mantiene la represion transcripcional de los genes HXT2/4 (Conrad et al., 2014) (Figura
6B). En contraste, cuando los niveles de glucosa escasean, se induce la expresion de
los transportadores de afinidad moderada HXT2/4, ya que todos sus represores son
inactivados: Mth1p/Std1p por la via del receptor de membrana Snf3p, y Mig1p mediante
la accion de la quinasa SNF1 (Figura 6B) (Brink et al., 2021). Esto da lugar a la
fosforilacion parcial de Rgt1p y a su disociacion de los co-represores Cyc8p-Tup1p (Roy
et al., 2013), permitiendo la transcripcion. No obstante, la fosforilacién de Rgt1p bajo
limitacion de glucosa es controversial: no hay evidencia directa de que la PKA sea
responsable de este proceso, aunque si hay indicios de la participacién de la quinasa

SNF1 (Palomino et al., 2006), la cual se encuentra activa en estas condiciones.

1.2 Monitoreo de senales: biosensores fluorescentes

Un biosensor se puede definir como una construccion disefiada para monitorear un
proceso celular, una funcién biolégica especifica o un analito de interés, traduciendo una
sefal medible, como puede ser la fluorescencia, la colorimetria o una medida
electroquimica (Zhou et al., 2015; Tellechea-Luzardo et al., 2023). Los biosensores
combinan un componente de deteccién o sensado y un componente reportero que
traduce dicha sefial. Particularmente, los biosensores basados en proteinas
fluorescentes se han aplicado para estudiar diversos eventos fisiolégicos en levaduras,
como cambios en el pH intracelular, en los niveles de ATP y el balance redox (Knudsen
et al., 2014; Pianale et al., 2022; Foncillas et al., 2023; Sreenivas et al., 2024). También
se han utilizado para explorar rutas de transduccion de sefales moleculares en S.
cerevisiae (Chambers et al., 2004; Brink et al., 2016; Osiro et al., 2018).
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Los biosensores fluorescentes disefiados para monitorear vias de sefalizacion
se basan en el control de la expresion de una proteina fluorescente, como la GFP (Green
Fluorescent Protein), mediante promotores de genes diana que responden o0 son
regulados por una via determinada. Otros tipos de construcciones reporteras, como las
fusiones promotor-lacZ, en Ilugar de fluorescencia, cuantifican la induccién
transcripcional midiendo la actividad B-galactosidasa (Ozcan & Johnston, 1995). Brink
et al. (2016) desarrollaron y validaron un panel de biosensores fluorescentes basados
en GFP capaces de reportar la actividad de las tres vias principales de sefalizacion de
la glucosa en S. cerevisiae: Rgt2p/Snf3p (promotores HXT1p/HXT2p), AMPc/PKA
(promotor TPS1p) y SNF1/Mig1p (promotor SUC2p). Las construcciones promotor-GFP
se integraron individualmente en un locus definido del genoma, generando cepas
reporteras estables de S. cerevisiae (Brink et al., 2016). De esta manera, al exponer las
cepas a diferentes fuentes de carbono, es posible determinar indirectamente la

activacion o represién de una via especifica a través de la cuantificacion de

fluorescencia.
Snf3p Rgt2p
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>
- GFP / Via Rgt2p |HXT1'p\: GFP__ | \/ ViaRgt2p
o
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Figura 8. Biosensores basados en GFP que indican la actividad de las vias controladas por los
receptores Rgt2p y Snf3p. Se indican las condiciones normales de induccion o represion de cada
biosensor segun las reportadas en Brink et al. (2016). Baja glucosa corresponde a
concentraciones del azucar de 1 g/L y alta glucosa de 40 g/L. En este sistema, los promotores
de genes representativos de cada ruta se activan o reprimen frente a los diferentes azucares,
reflejando un aumento o disminucién de la fluorescencia, respectivamente.
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A lo largo de este capitulo se emplearon los biosensores HXT1p-GFP y HXT2p-
GFP (Figura 8), establecidos para reportar la actividad de los receptores Rgt2p y Snf3p,
respectivamente (Brink et al., 2016). Esto permite analizar la respuesta de las células
de S. cerevisiae frente a la xilosa extracelular. En el caso de que estos receptores
detecten xilosa, la sefial molecular se transduce, se liberan los reguladores negativos
de los promotores HXT, lo que conduce a la expresion de la GFP y, en consecuencia, a
un incremento en la emision de fluorescencia (Figura 8). Cabe resaltar que las
interconexiones con otras rutas regulatorias afiaden un nivel adicional de complejidad a
la interpretacion de los datos, aspecto que sera considerado durante el analisis de los

resultados presentados.

1.2.1 Cuantificacién de la fluorescencia por citometria de flujo

Existen diversas técnicas que permiten cuantificar la intensidad de fluorescencia emitida
por la GFP u otras proteinas fluorescentes. Entre ellas se encuentran la fluorimetria,
mediante el uso de espectrofluorimetros o lectores de placas; la microscopia de
fluorescencia, que permite medir la sefal fluorescente con resolucion subcelular, y la
citometria de flujo. El potencial de la citometria de flujo radica en la cuantificacion
individual de la fluorescencia emitida por cada célula de una poblacién (single cell
analysis). Esta caracteristica permite generar distribuciones poblacionales y detectar
heterogeneidad en la fluorescencia en condiciones especificas. Esta técnica se utilizé
en el presente trabajo para analizar los perfiles fluorescentes de las cepas reporteras.
Las células de levaduras se cultivan en ciertas condiciones y se analizan en el citometro,
permitiendo una deteccion rapida y en tiempo real de la actividad de los promotores HXT
que componen los biosensores (Figura 9).

El principio basico de la técnica consiste en que las células en suspensién son
conducidas mediante un sistema de fluidos, atravesando uno o varios rayos laser, lo que
genera una dispersion de la luz que es registrada por un conjunto de detectores (Figura
9). La dispersion de la luz visible se detecta en dos direcciones: el forward scatter (FSC)
que es relativo al tamano celular y el side scatter (SSC) que refleja la complejidad de la
célula. Simultaneamente, la fluorescencia emitida por distintos marcadores en las
células como la GFP o la RFP, se detecta en canales especificos correspondientes al
espectro de emision de cada proteina (McKinnon, 2018).

Cada evenrto (célula) genera una sefal y, en su conjunto, las poblaciones
celulares se analizan segun los parametros SSC, FSC e intensidad de fluorescencia

(IF). Los datos se representan en graficos de dos parametros (dot plots), por ejemplo,
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FSC vs. IF, 0 en histogramas (Figura 9). También pueden registrarse los valores medios

de la intensidad de fluorescencia y del tamafio de la poblacién.
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Figura 9. Representacion de la técnica de citometria de flujo utilizada en este trabajo para
detectar la fluorescencia de los biosensores y analizar las respuesta de las cepas frente a
distintos azucares. Los resultados se presentan habitualmente en graficos de histograma, como
se ejemplifica en la figura. La linea recta indica la autofluorescencia de la cepa.

A lo largo de este capitulo, las respuestas de los biosensores HXT1p-GFP y
HXT2p-GFP se representan en forma de histogramas (Figura 9). En primer lugar,
siempre se detecta la sefal de autofluorescencia inherente a las células—es decir, en
cepas que no portan GFP ni otro reportero—, la cual se indica con una linea de
referencia (Figura 9). Un aumento en la intensidad de fluorescencia debido a la
induccién del biosensor se refleja en un desplazamiento del pico hacia la derecha
(Figura 9). Contrariamente, la represion del biosensor ocurre cuando su sefial se solapa

con la autofluorescencia o cuando se da un corrimiento del pico hacia la izquierda
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(Figura 9). La aparicion de dos subpoblaciones con diferentes intensidades de
fluorescencia (una inducida y otra reprimida) evidencia la existencia de heterogeneidad

dentro de la poblacion celular.

1.3 Respuesta no fermentativa de S. cerevisiae hacia la
xilosa

Como se menciond anteriormente, las estrategias de mejoramiento de S. cerevisiae han
permitido incorporar transportadores optimizados para la captacion de xilosa y rutas
funcionales para su asimilacién (Demeke et al., 2013; Cadete et al., 2016; Kwak & Jin,
2017). Aun asi, el proceso de fermentacion de xilosa por cepas recombinantes de S.
cerevisiae es menos eficiente que cuando se trata de la glucosa, lo que obstaculiza el
aprovechamiento de los sustratos lignocelulésicos para la generacion de etanol.
Estudios precedentes han hipotetizado sobre la ausencia de un sistema especifico que
perciba la xilosa y que desencadene una respuesta acorde a la fermentativa (Brink et
al., 2016; Osiro et al., 2018; Osiro et al., 2019; Brink et al., 2021). La xilosa influye en
cierta medida en las rutas de sefializacion descriptas para glucosa (Brink et al., 2021).
No obstante, los mecanismos nativos permiten a la levadura regular y optimizar
rapidamente su metabolismo para fermentar la glucosa, pero no la preparan para
responder de manera competitiva ante una fuente de carbono inusual.

Indicios de una respuesta regulatoria peculiar frente a la xilosa se evidenciaron
en funcion de los siguientes aspectos: i) induccién de respuestas tipicas de inanicion
(starvation) en cepas recombinantes de S. cerevisiae (Salusjarvi et al., 2006); ii)
predominio de una respuesta respiratoria sobre fermentativa, incluso en condiciones de
oxigeno limitante (Jin et al., 2004; Salusjarvi et al., 2008; Matsushika et al., 2014; Zeng
et al.,, 2016); y iii) aumento en la expresion de genes asociado a estrés y a la
gluconeogénesis, acompanado de una disminucion en la expresion de genes glicoliticos
(Salusjarvi et al., 2008; Matsushika et al., 2014; Zeng et al.,, 2016). De manera
consistente, se ha comprobado una reduccion de la actividad de la enzima PKA en
presencia de xilosa (Brink et al., 2016; Osiro et al., 2018; Osiro et al., 2019). En conjunto,
estas observaciones indican que cuando las células de S. cerevisiae se enfrentan a la
xilosa, los mecanismos regulatorios adoptan un patrén opuesto al fermentativo, lo cual
podria impedir un catabolismo eficiente de este azucar. Es importante resaltar que la
sefal de inanicién, o de "falta de nutrientes”, observada con xilosa no parece depender
unicamente de este sustrato. Un patrén similar se ha detectado durante el crecimiento

de S. cerevisiae con el disacarido celobiosa (Chomvong et al., 2017), otro sustrato que
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solo puede asimilarse por vias recombinantes. Esta respuesta generalizada podria
asociarse entonces con el metabolismo de azucares no nativos, que simulan un estado
de escasez de glucosa en la célula.

La respuesta celular a la xilosa parece diferir de la provocada por la glucosa, pero
los mecanismos moleculares implicados aun no estan del todo claros, lo que subraya la
necesidad de estudios adicionales (Gopinarayanan & Nair, 2018a; Brink et al., 2021).
Trabajos previos en cepas de S. cerevisiae modificadas con la via XR/XDH mostraron
que la xilosa, cuando se metaboliza, ejerce un efecto de senalizacion similar al de la
exposicion a concentraciones limitantes de glucosa, activando la via SNF1/Mig1p (Osiro
et al., 2018; Osiro et al., 2019). Esta respuesta podria deberse, en parte, a un flujo
limitante en la via de asimilacion de la xilosa y/o a una activacion incompleta de la ruta
AMPCc/PKA (Osiro et al., 2018; Borgstrom et al., 2022). Cuando la xilosa no se
metaboliza, su presencia extracelular practicamente no provoca ninguna respuesta en
la célula (Brink et al.,, 2016). Sin embargo, estos autores registraron una induccién
parcial del gen reportero HXT2p, pero en ese momento se excluyo la posibilidad de una
deteccion directa de la xilosa por el receptor Snf3p (Brink et al., 2016). En su lugar,
atribuyeron dicha induccién a la xilosa enddgena, hipotetizando que esta podria activar
la transcripcion de HXT2p como resultado de una internalizacion inespecifica y
estocastica a través de transportadores promiscuos (Brink et al., 2016). En este trabajo
de tesis se planted una hipoétesis alternativa: Snf3p podria sensar inespecificamente la
xilosa y generar una sefal que desencadene la transcripcion de HXT2p. Algunos autores
sugieren que esto es posible, aunque también asignan un rol menor al receptor Rgt2p
(Wu et al., 2020), mientras que otros sostienen que Snf3p no es capaz de detectar xilosa
(Dietvorst et al., 2010). Esta discrepancia requiere ser aclarada mediante ensayos
alternativos.

Atendiendo a lo expuesto, resultdé de particular interés evaluar de manera
sistematica si los receptores de membrana podian reconocer la xilosa, tanto en cepas
de S. cerevisiae que pueden metabolizarla como en aquellas que no poseen esta
capacidad. Alo largo de este capitulo, se analizaran: i) los efectos de modular los niveles
de los receptores Rgt2p y Snf3p sobre la respuesta a la xilosa; ii) la posibilidad de dirigir
un sensado especifico de xilosa mediante receptores quimeéricos v iii) el impacto de la
activacion de los receptores en el metabolismo de la pentosa.

Las actividades descriptas en este capitulo se llevaron a cabo en la Division of
Biotechnology and Applied Microbiology (anteriormente TMB) de la Universidad de
Lund, Suecia. Parte de los resultados fueron publicados por Bolzico et al. (2025) en el
articulo titulado "Glucose receptor deletion and engineering: impact on xylose sensing

and utilization in Saccharomyces cerevisiae".
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2. Objetivos

o Dilucidar el efecto de la xilosa sobre las vias de sefializacion dependientes de la
glucosa en cepas nativas y genéticamente modificadas de S. cerevisiae, mediante
biosensores de fluorescencia.

o Evaluar el efecto de la xilosa extracelular en la via Snf3p/Rgt2p de S. cerevisiae
salvaje mediante la inactivacion de los receptores de membrana.

e Analizar las diferencias entre las sefales de la xilosa y las inducidas por la glucosa
en la via Snf3p/Rgt2p.

e Comparar el efecto de la delecion y sobreexpresion de SNF3 en variantes de S.
cerevisiae sin y con capacidad de metabolizar xilosa.

o Disenar e implementar receptores de membrana quiméricos como estrategia de
ingenieria de transduccion de sefales.

o Dilucidar el rol de la internalizacion de xilosa en la induccién de HXT2 mediante la
construccién de variantes truncadas de un transportador.

o Determinar si las sefiales de la via Snf3p influyen en el desempefio fisiolégico de

una cepa recombinante de S. cerevisiae cuando metaboliza xilosa.
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3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Oligonucleétidos utilizados para PCR y secuenciacion

Los oligonucledtidos se adquirieron en la empresa Eurofins Genomics (Bersberg,
Alemania). La secuencia y descripcién de cada cebador se detalla en la Tabla 1 del

Apéndice |.

3.1.2 Plasmidos utilizados y construidos

En el desarrollo de este capitulo se utilizaron plasmidos integrativos de levaduras sin
marcador de seleccion (de la serie "EasyClone-MarkerFree"; Jessop-Fabre et al., 2016),
que permitieron la integracién estable de construcciones génicas en sitios definidos del
genoma de S. cerevisiae mediante el sistema CRISPR-Cas9. Ademas, se utilizaron y
generaron plasmidos que expresan los ARN guias necesarios para llevar a cabo las
modificaciones genéticas propuestas, tanto inserciones (la secuencia diana en el
genoma pertenece a una region intergénica definida) como deleciones génicas (la
secuencia diana pertenece al gen a delecionar). Las caracteristicas de los vectores se

detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Vectores usados y construidos en este trabajo para expresién y delecidon de genes en
S. cerevisiae

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencias
pBBO1 AmMpR; SNF3p-GAL2N376YM435ltrnc-SNF 3tail- SNF3t SynBio
pBB02 AMpR; RGT2p-GAL2N378YM438ltrnc-RG T 2tail- RGT2t SynBio

Vectores integrativos

Jessop-fabre

pCfB3035 X-4-MarkerFree backbone et
al. (2016)
Jessop-fabre
pCfB3036 Xl-1-Markerfree backbone et al. (2016)
Ylplac128 ) N376F Osiro et
GAL2-N376F TDH3p-GALZ™™-CYC1t al. (2018)

pBBO1INT pCfB3036; SNF3p-GAL2V376YM43Srync-SNF3tail- SNF3t  Esta tesis
pBBO2INT pCfB3035; RGT2p-GAL2N376YM43Strnc-RGT2tail- RGT2t  Esta tesis

pBBO3INT pBBO1INT; SNF3p-GAL2N376M43SI.gNF 3t Esta tesis
pBBO4INT pBBO1INT; SNF3p-GAL2N376YM43Skrync-SNF3t Esta tesis
pBBOSINT pBBO1INT; SNF3p-GAL2N378Y 435 trync CT-SNF3t Esta tesis
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pBBO1 |NT; SNF3p_GAL2N376YIM435IIF377VIS379Ftrunc_

pBBOGINT SNF3tail-SNF3t Este trabajo
Vectores replicativos
. Jessop-fabre
pCfB2312 TEF1p-Cas9-CYC1t; kanMX et al. (2016)
. Jessop-fabre
pCfB3042 SNR52p-gRNA_X4-CYC1t; natMX et al. (2016)
Taxis &
pRS42n TEF1p-natMX-ADH1t Knop
(2006)
pUCS57 + ) ) ) Persson et
ClosXI pUC57; TEF1p- LpXimut2 -GPM1t al. (2023)
Brink et al.
YIpGFP yEGFP3-PGK1t (2016)
pBBg1 SNR52p-gRNA_SNF3-CYC1t; natMX Esta tesis
pBBg2 SNR52p-gRNA_SNF3-CYC1t; natMX Esta tesis
pBBg3 SNR52p-gRNA_SNF3-CYC1t; natMX Esta tesis
pBBg7 SNR52p-gRNA_RGT2-CYC1t; natMX Esta tesis
pBBg8 SNR52p-gRNA_RGT2-CYC1t; natMX Esta tesis
pBBg9 SNR52p-gRNA_RGT2-CYC1t; natMX Esta tesis
pBBg12 SNR52p-gRNA_XI-1-CYCt;natMX Esta tesis
pBBg13 SNR52p-gRNA_GAL2-CYCt;natMX Esta tesis
pBBg14 SNR52p-gRNA_GAL2-CYCt;natMX Esta tesis
pBB07 SNF3p-GAL2\376YM43Sitrync-GFP-SNF3t;natMX Esta tesis
pBB08 SNF3p-GAL2\376M435.GFP-SNF3t;natMX Esta tesis
pBB07; TDH3p-GAL2N376YM435ltrync-SNF 3tail- .
pBB09 GFP- SNF3t Esta tesis
pBB10 pBB08; TDH3p-GAL2N376YM43S.GFP-SNF3t Esta tesis
pBB11 pUC57; TEF1p-SNF3-GPM1t Esta tesis

3.1.3 Cepas de S. cerevisiae

Las cepas reporteras utilizadas en este capitulo, tanto el linaje que integra el biosensor
HXT2p-GFP (TMB37X3) como el linaje que integra HXT1p-GFP (TMB37X2), fueron
desarrolladas por Brink et al. (2016) y Osiro et al. (2018). Las cepas TMB3713 y
TMB3712 no poseen capacidad de metabolizar xilosa (denominadas cepas
background). La cepa TMB3723 internaliza eficientemente la xilosa mediante la
expresion del transportador Gal2V¥"F, pero no la metaboliza. La cepa TMB3753 expresa
el mismo transportador y la via-oxido reductiva del catabolismo de la xilosa XR/XDH,
junto con los genes TAL1y TKL1 de la ruta PPP. En este trabajo, dichas cepas fueron
sometidas a las siguientes modificaciones genéticas para analizar la deteccion de la
xilosa en mayor profundidad: delecion de los receptores nativos RGT2 y SNF3,
sobreexpresion del receptor SNF3, delecidn del transportador nativo GALZ2, insercion de
receptores quiméricos transportador-sensor e inserciones de diversas variantes del

transportador GAL2'376YM4351 3| que se refiere como GAL2mut. La Tabla 3 proporciona
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las especificaciones de cada cepa generada. Ademas, se indican los controles de

autofluorescencia (cepas sin GFP) necesarios para el andlisis por citometria de flujo.

Tabla 3. Lista de cepas de S. cerevisiae utilizadas y generadas para evaluar la activacion de las
vias de sefnalizacién mediadas por los receptores de membrana Rgt2p y Snf3p.

Cepa Biosensor Genotipo Origen
Cepas background
TMB3700 W303-1A TRP1 HIS3; ura3::M3499 (ADE2) aIIBrEglé fé)
TMB3711  Control TMB3700; can::YIp211;SPB1/PBN1::YIp128 aIIBrEglé fé)
TMB3712 HXT1p TMB3700;can1::YIpGFP-HXT1p; Brink et
SPB1/PBNI::YIp128 al. (2016)
TMB3713 HXT2p TMB3700;can1::YIpGFP-HXT2p; Brink et
SPB1/PBNI::YIp128 al. (2016)

Insercién del transportador GAL2N376F

TMB3721 Control TMB3700; Osiro et al.
can1::Ylp211;SPB1/PBN1::YIp128 GAL 2N37¢F (2018)

TMB3723 HXT2p TMB3700; can1::YIpGFP- Osiro et al.
HXT2p;SPB1/PBNI::YIp128 GAL2N3"¢F (2018)

Insercion de Ia via metabdlica de la xilosa XR/XDH

TMB3751 Control TMB3721;Vac17/MRC::TKL-TAL?,ChrX-2/XI-5/XIl-  Osiro et al.
4::XR-XDH-XK" (2018)

TMB3753 HXT2p TMB3723;Vac17/MRC::TKL-TAL?,ChrX-2/XI-5/XIl-  Osiro et al.
4::XR-XDH-XK" (2018)

Delecién de los receptores de membrana RGT2 y SNF3

TMBB10 HXT1p TMB3712; rgt2A Esta tesis
TMBB11  HXT2p TMB3713; snf3A Esta tesis
TMBB24 Control TMBB11; snf3A Esta tesis
TMBB25 Control TMB3721; snf3A Esta tesis
TMBB26  HXT2p TMB3723; snf3A Esta tesis
TMBB27 Control TMB3751; snf3A Esta tesis
TMBB28 HXT2p TMB3753; snf3A Esta tesis

Sobreexpresion de SNF3

TMBB35 _ Control TMB3711; ChrX4::TEF1p-SNF3-GPM1t Esta tesis
TMBB33  HXT2p TMB3713; ChrX4::TEF1p-SNF3-GPM1t Esta tesis
TMBB34  HXT2p TMB3753;ChrX4:: TEF1p-SNF3-GPM1t Esta tesis

Insercién del receptor quimérico GAL2N376YM435lgrync-RG T 2tail

TMBB04 Control TMB3711;ChrX-4::RGT2p- Esta tesis
GAL2N378YM435trync(A531)-RG T2tail-RG T2t

TMBB0O5 HXT1p TMB3712;ChrX-4::RGT2p- Esta tesis
GAL2N378YM435trync(A531)-RG T2tail-RG T2t

TMBB08 HXT1p TMBBO0S5; rgt2A Esta tesis
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Insercién del receptor quimérico Gal2p"376YM435litrync-Snf3tail y diferentes variantes

TMBB0O7  Control TMB3711;ChrXI-1::SNF 3p- Esta tesis
GAL2V376YM435ltr ncc(A531)-SNF 3tail-SNF3t

TMBB06 HXT2p TMB3713;ChrXI-1::SNF3p- Esta tesis
GAL2V376YM435ltr ncc(A531)-SNF 3tail-SNF3t

TMBB09 HXT2p TMBBO06; snf3A Esta tesis

TMBB12  HXT2p TMB3713;ChrXI-1::SNF3p-GAL2V376YM435I_.gNF3t  Esta tesis

TMBB13  HXT2p TMB3713;ChrXI-1::SNF3p-GAL 2VN376YM43si Esta tesis

trunc®(A531)°-SNF3t
TMBB19  HXT2p TMB3713;ChrXI-1::SNF3p-GAL2N376YM435l trnce  Esta tesis
CT(A519)"-SNF3t
TMBB20 HXT2p TMB3713;ChrXI-1::SNF3p-GAL2V376YM43SIF3TIVISITOF  Eotg tesis
trunc®(A531)°-SNF3tail-SNF3t
TMBB21  HXT2p TMBB20; snf3A Esta tesis

Delecién del transportador wild-type GAL2

TMBB14  HXT2p TMB3713; gal2A Esta tesis

Transportador y receptor quimérico fusionado a la GFP

TMBB29 TMB3711; pBB07 Esta tesis
TMBB30 TMB3711; pBB08 Esta tesis
TMBB31 TMB3711; pBB09 Esta tesis
TMBB32 TMB3711; pBB10 Esta tesis

aTKL-TAL= FBA1p-TKL1-PDCA1t; TPI1p-TAL1-CPS 1t

b XR-XDH-XK= TDH3p-SpXYL1.2-ADH1t; TEF1p-SsXDH-GPM1t; PGI1p-XKS1-PYK 1t

€ Trunc = transportador truncado

¢(A531)= truncacién a partir del residuo 531 de Gal2mut, eliminado los aminoacidos 531 en
adelante

f(A519)=truncacion a partir del residuo 519 de Gal2mut, eliminando los aminoacidos 519 en
adelante, delecionando completamente el dominio C-terminal

3.2 Métodos

3.2.1 Ingenieria genética de levaduras mediante CRISPR-Cas9

En este Capitulo, la herramienta CRISPR-Cas9 se aplicé para la edicién genética de
cepas de laboratorio de S. cerevisiae W303, especificamente utilizando la tecnologia
desarrollada por Jessop-Fabre et al. (2016). Esta metodologia se ha asociado con altas
eficiencias de insercion y/o disrupcion de genes especificos, de forma rapida y
simultanea, evitando la introduccién y reciclado de marcadores de seleccion, lo que
supone una gran ventaja frente a los métodos tradicionales de ingenieria genética
(Stepchenkova et al., 2023). El sistema se basa en la induccion de un corte (DSB, doble

strand break) en una regién puntual del genoma mediante el complejo Cas9/ARNg.
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Brevemente, la enzima Cas9 se une al scaffold del ARNg y es guiada hacia el sitio
especifico del genoma de acuerdo con la secuencia spacer presente en el gRNA (Figura
10). Esta secuencia, generalmente de 20 pb, es homdéloga a la regién del genoma a
modificar (regidn target). La nucleasa Cas9 genera entonces el corte especifico en el
sitio PAM (5’-NGG-3’) de la secuencia diana y, en el caso particular de S. cerevisiae, el
corte es reparado preferentemente mediante el mecanismo de recombinacion dirigida
por homologia (HDR) utilizando un fragmento exégeno de ADN molde o donor. Este
fragmento esta flanqueado en ambos extremos por regiones complementarias a la
secuencia diana (Figura 10).

En este trabajo se construyeron los plasmidos ARNg que contienen secuencias
dirigidas a los genes de los receptores nativos SNF3 y RGT2 y al del transportador
GALZ2. También se generaron los ADN donor, con el fin de delecionar dichos genes
(seccion 3.2.2). Por otro lado, se construyeron los plasmidos integrativos que
permitieron la insercion de receptores quiméricos y de casetes de expresion en
regiones genodmicas especificas de las cepas reporteras de (seccion 3.2.4).

Como método general, para llevar a cabo las modificaciones comentadas, las
levaduras fueron inicialmente transformadas con 0,4 pg del plasmido pCfB2312 que
contiene el casete de expresion de la Cas9 y confiere resistencia a geneticina (G418).
La seleccion se realizé6 en medio YPD agarizado suplementado con 200 ug/mL de
G418. Luego, se procedié a la co-transformacion con 1 pg del plasmido gRNA
correspondiente que confiere resistencia a nourseotricina (ClonNAT) y 1 ug del ADN
donante, ya sea para delecion o expresién de genes. Los clones positivos se
seleccionaron en placas de YPG que contenian 200 ug/mL de G418 y 100 ug/mL de
ClonNAT. La correcta insercion de casetes de expresidon en regiones intergénicas
definidas se evalué mediante PCR de colonia utilizando set de primers que hibridan
por fuera del sitio de recombinacién. La delecion de genes se confirmé mediante doble
chequeo. Por un lado, se utilizaron sets de primers internos (que hibridan en los genes
wt) y, por otro, primers que hibridan en el DNA donante y por fuera del lugar de
recombinacion (los primers se especifican en la Tabla 1 del Apéndice |). Para proceder
a una nueva ronda de transformacién o previo a la preparacion de stocks de células y
a los ensayos de citometria de flujo y de caracterizacion, se perdieron los plasmidos
guias y la resistencia a ClonNAT mediante cultivos sucesivos en medio YPG + G418.
La pérdida de dichos plasmidos fue confirmada mediante cultivos paralelos en medio
YPD con ambos antibidticos. Las colonias individuales que solo crecieron en el medio
con geneticina fueron transferidas al medio YPG liquido y cultivadas overnight a 30°C
para obtencién del stock del cultivo. Las cepas modificadas de S. cerevisiae

resultantes se conservaron a -80°C en 25% (v/v) de glicerol.
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Scaffold Formacion del
complejo y corte
del ADN target

Cas9 * gARN
—
Spacer
Reparacién del ADN
por recombinacion
homéloga dirigida
Genoma editado ADN target (HDR)

ADN donoro molde

Figura 10. Representacion esquematica del sistema CRISPR-Cas9 utilizado para modificar
genéticamente Saccharomyces cerevisiae. EI ARNg contiene una regién spacer de 20
nucleétidos complementaria al gen o region diana y una region scaffold que permite la interaccion
con Cas9. La secuencia diana debe contener el motivo PAM (5'-NGG-3') para que Cas9 genere
el corte. Mediante el mecanismo de reparacion dirigida por homologia (HDR) con un ADN donor
que posee secuencias complementarias al sitio diana, es posible inactivar genes, introducir
mutaciones puntuales o insertar nuevas secuencias de interés.

3.2.2 Delecion de receptores y transportadores

Delecion de receptores de membrana
Las mutantes simples del receptor de alta glucosa fueron obtenidas mediante knockout
del gen RGT2 en la linea de cepas reporteras que integran el biosensor HXT1p,
TMB3712 y TMBBO05, generando las mutantes TMBB10 y TMBBO8, respectivamente.
Por otro lado, el gen del receptor de baja glucosa, SNF3, se delecioné en la linea de
cepas reporteras que integran HXT2p: TMB3713, TMBB06, TMB3723, y TMB3753. Asi
se generaron las contrapartes mutantes TMBB11, TMBB09, TMBB26 y TMBB28,
respectivamente (Tabla 3). La disrupciéon de SNF3 también se realizé en las cepas
control de autofluorescencia (isogénicas sin GFP): TMB3711, TMB3721 y TMB3751,
generando las mutantes TMBB24, TMBB25 y TMBB27, respectivamente (Tabla 3).

Se construyeron y probaron tres plasmidos guias (ARNg) para cada receptor. El
plasmido pCfB3042 (Jessop-fabre et al., 2016) sirvi6 como molde para amplificar por

PCR los nuevos ARNg usando un unico primer reverse fosforilado, BBg6, el cual hibrida
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con el promotor SNR52, junto con diferentes primers forward fosforilados que introducen
secuencias de 20 pb complementarias a RGT2 y SNF3 (Tabla 1 del Apéndice ). El
disefio y eleccidn de estas secuencias se realizo a través de las herramientas Benchling
(https://www.benchling.com/) y CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/),
seleccionando como referencia el genoma de S. cerevisiae S288C. El uso conjunto de
estas dos herramientas permite predecir sitios en el genoma con potencial efecto off-
target y disenar ARNg con baja complementariedad hacia secuencias no deseadas. Los
ARNg lineales amplificados por PCR fueron posteriormente ligados con T4 DNA ligasa
(Thermo Fisher Scientific), previa digestion con Dpnl para remocion del plasmido molde,
seguido de propagacién en E. coli DH5a. Todos los plasmidos resultantes (Tabla 2)
fueron confirmados mediante secuenciacién (Eurofins Genomics) usando el primer
LW_8. Para reparar el corte generado por Cas9, se amplificaron por PCR dos
fragmentos de ADN donante. Cada uno consistié en un fragmento de 300 pb del casete
de resistencia a ampicilina, flanqueado por secuencias homélogas de 50 pb
correspondientes a las regiones upstream (promotor) y downstream (terminador) de los
genes y de la regién del corte. Las levaduras que expresaban Cas9 fueron
transformadas simultdneamente con el plasmido guia y el ADN donante correspondiente
a RGT2 o SNF3. Las cepas mutantes snf3A y rgt2AA generadas se detallan en la Tabla
3.

Delecion del transportador nativo GAL2

Se empled la misma estrategia para la delecion del ORF del transportador nativo GAL2
en la cepa TMB3713. Para ello, se construyeron dos plasmidos guia con secuencias de
20 pb homologas a GALZ2 y el fragmento de ADN donante con 50 pb flanqueantes al
promotor y terminador del gen. del La cepa de S. cerevisiae resultante gal2A se
denominé TMBB14.

3.2.3 Sobreexpresion del receptor SNF3

El ORF del gen SNF3 se colocd bajo un promotor constitutivo fuerte y se integré
gendmicamente en cepas biosensoras TMB3713 y TMB3753 en el locus X-4 (Jessop-
Fabre et al., 2016). El casete de sobreexpresion se construyé amplificando el gen de
SNF3 a partir del ADN gendémico de S. cerevisiae W303 utilizando los primers BB56_Fw
y BB57_RY, introduciendo sitios de restriccion Sfal y Mrel, respectivamente. El inserto
se digirié6 con dichas enzimas, se purificd y se ligé en el plasmido pUC57-ClosXI,
previamente digerido con las mismas enzimas, entre el promotor TEF1 y el terminador

GPM1. Luego de la transformacion de células de E. coli competentes, los clones se
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verificaron por PCR de colonia. El plasmido resultante, pBB11, se verifico por
secuenciacién Sanger. Para permitir la integracibn gendmica del casete de
sobreexpresion de SNF3, se amplificaron por PCR, a partir del ADN gendmico de W303,
dos fragmentos de aproximadamente 500 pb correspondientes a las regiones upstream
y downstream del locus X-4. Para la amplificaciéon de estos fragmentos, se utilizaron
cebadores con colas de 55 pb homélogas al promotor TEF1 y al terminador GPM1 (Tabla
1 del Apéndice 1). Los fragmentos resultantes son complementarios a los extremos 5"y
3' del casete de sobreexpresion, lo que facilitd la recombinacién homdloga doble y la
integracion gendmica. Las cepas que portaban del plasmido de la Cas9 se co-
transformaron con 1 ug del plasmido guia dirigido al locus X-4 (pCfB3042); 0,5 ug de
cada uno de los fragmentos homdlogos al sitio X-4 y al casete de SNF3; y 0,5 pg del
fragmento TEF1p-SNF3-PGM1t liberado del vector pBB11 mediante las digestién con
Hindlll y Kpnl. La correcta integracién correcta se verific6 mediante PCR de colonia. Las
cepas generadas que sobreexpresan SNF3 se denominaron TMBB33, TMBB34 y
TMBB35 (Tabla 3).

3.2.4 Construccion de plasmidos integrativos

Receptores quiméricos Gal2mut-ST y Gal2mut-RT

Los receptores quiméricos se generaron fusionando el transportador de xilosa
Gal2pN376YMa33l 5 Gal2mut (aminoécidos 1 a 530; truncado en el extremo C-terminal) con
las colas citoplasmaticas o fails de Rgt2p (aminoacidos 556 a 763) y Snf3p (aminoacidos
553 a 884). Para mayor simplicidad, los receptores quiméricos se denominaron
Gal2trunc-ST  (Gal2V¥8YM438ltrync-Snf3tail) y Gal2trunc-RT  (Gal2N¥76YM43lrync-
Rgt2tail). Los promotores de los genes de RGT2 (700 pb upstream del ORF) y SNF3
(550 pb upstream del ORF) fueron seleccionados para la expresion de las quimeras.
Los casetes de expresion génica fueron sintetizados por SynBio (https://synbio-
tech.com/gene-synthesis/). Los genes de Gal2trunc-ST y Gal2trunc-RT fueron clonados
en los vectores integrativos pCfB3036 y pCfB3035 (Jessop-Fabre et al., 2016),
respectivamente, mediante digestion con las enzimas Ascl y Sbfl, resultando en los
vectores pBBO1INT y pBBO2INT, respectivamente. Los vectores pCfB3036 y pCfB3035
permiten la integracion unica de genes en las regiones intergénicas XI-1 (ChrXI,
MNN4/PTK1)y X-4 (ChrX; GSH1/LSB6), respectivamente, del genoma de S. cerevisiae.
El backbone de pCfB3035 y de pCfB3036 se amplificaron mediante PCR con los primers
35_R, 36_R y 35-36_F para insertar los sitios Ascl y Sbfl y permitir la ligacion de los
genes. Los insertos quiméricos se clonaron entre secuencias flanqueantes presentes

en el vector que permiten la recombinacion homéloga en los loci mencionados. Previo
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a la reaccion de ligacion, el vector molde fue removido mediante digestién con Dpnl.
Luego de la propagacion en E. coli, el correcto ensamblado de los plasmidos
integrativos, pBBO1INT (GALZ2trunc-ST, XI-1) y pBBO2INT (GALZ2trunc-RT; X-4), se

verificé por PCR de colonia y mediante secuenciacion de Sanger (Eurofins Genomics).

Variantes de Gal2mut-ST usadas como controles

Para un andlisis mas detallado de la respuesta de Gal2mut-ST, se construyeron
variantes del transportador expresadas por el mismo promotor SNF3, pero sin el dominio
citoplasmatico o cola del receptor. El plasmido integrativo pBBO1INT con el receptor
quimérico GAL2trunc-ST se empled como molde para generar las variantes mediante
clonado por enzimas de restriccion. La version completa del transportador GALZ2mut (sin
truncar) se obtuvo al amplificar el fragmento faltante del dominio C-terminal usando
como molde el vector Ylplac128-GAL2N376F (Osiro et al. 2018) y los primers
GAL2Cter_Ncol_F/GAL2_Mfel_R. Luego de la digestién con las enzimas Ncol y Mfel,
el fragmento fue ligado en el vector pBBO1INT clivado con las mismas enzimas. El
plasmido resultante se denomindé pBBO3INT. De manera similar, para construir
pBBO4INT (GAL2mut truncado) y pBBOSINT (GAL2mut truncado completamente en el
dominio C-terminal), se amplificaron por PCR dos fragmentos correspondientes a cada
parte de la truncacion (hasta los aminoacidos 530 y 518, respectivamente) con el mismo
primer forward, GAL2_Bglll_Fw, y diferentes primers reverse, GAL2trunc_Ncol_Rv y
GAL2trunc_CT_Ncol_Rv. Los fragmentos se cortaron con Bglll/Ncol y se ligaron

posteriormente con el vector pBBO1INT digerido con las mismas enzimas.

3.2.5 Mutagénesis dirigida del receptor quimérico

Las sustituciones aminoacidicas F377V y S379F se realizaron en la construccién
quimérica Gal2trunc-ST. Para este fin, se empleé el plasmido integrativo que contiene
la quimera, pBBO1INT, como molde para una reaccion de PCR inversa con primers
fosforilados en el extremo &'. El plasmido completo se amplifico con los primers
Gal2_Mut_Fw, que contenia los dos mismatch para generar los cambios en los residuos,
y Gal2_Mut_Rv. Después de la reaccidon de amplificacion, se purificd el vector lineal y
se digirié con la enzima Dpnl. La re-circularizacién se llevd a cabo mediante incubacion
con DNA T4 ligasa y posterior transformacion de células competentes de E. coli. El

plasmido resultante fue verificado por secuenciacion y se denominé pBBOGINT.
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3.2.6 Integracion de casetes de expresion

La cepa background TMB3712 (HXT1p-GFP) fue utilizada para insertar la construccién
quimérica Gal2trunc-RT en el locus X-4, derivando en la cepa TMBBO05. Por otro lado,
el receptor quimérico basado en Snf3p, Gal2trunc-ST, fue integrado en TMB3713
(HXT2p-GFP) en el locus Xl-1 originando la cepa TMBBO06. Asi mismo, el mismo sitio
intergénico de TMB3713 fue empleado para introducir individualmente el transportador
Gal2mut (cepa TMBB12); la version truncada del transportador utilizada en la quimera,
pero sin cola citoplasmatica (cepa TMBB13); y una version truncada de Gal2mut con el
dominio C-terminal del transportador completamente delecionado (TMBB19). Ademas,
la variante mutagenizada de la quimera con las sustituciones F377V y S379F se insert6
en el mismo sitio gendmico, originando la cepa TMBB20 (Tabla 3).

Las cepas de S. cerevisiae que expresaban la Cas9 fueron co-transformadas
con los genes flanqueados en ambos extremos con secuencias para recombinacion en
XI-1 o X-4, obtenidos mediante linealizacién de los vectores integrativos con Notl. Los
plasmidos guia también se incluyeron durante la misma transformacion. El plasmido
ARNg pCfB3042 (Jessop-Fabre et al., 2016; sitio XI-1) y el vector pBBg12 (region X-4)
se usaron para facilitar los cortes respectivos en las regiones intergénicas mencionadas.
En este trabajo, las cepas reporteras utilizadas derivan del linaje de S. cerevisiae W303.
Debido a diferencias entre la secuencia diana de XlI-1 presente en el vector guia
pCfB3043 (Jessop-Fabre et al., 2016; disefiado para cepas con background CEN.PK) y
de la regién complementaria en el genoma de S. cerevisiae W303, se construyé un
nuevo ARNg. Este se denominé pBBg12. Tras la transformacién y seleccién, los clones
positivos que integraron correctamente los genes quimérico y de las variantes de
Gal2mut fueron identificados mediante PCR de colonia (Tabla 1 del Apéndice I). En la

Tabla 3 se indican las cepas generadas y su correspondiente genotipo.

3.2.7 Citometria de flujo

La sefial de fluoresencia de los biosensores de las cepas reporteras fue medida
mediante citometria de flujo. Para dicho analisis, se implemento un disefio experimental
similar al descrito por Brink y et al. (2016) pero con ciertas modificaciones que se

describen a continuacion.

Condiciones de cultivo y del analisis por citdbmetro
En primer lugar, se cultivd una colonia las cepas reporteras y de control de autoflorencia
en tubos Falcon con 5 mL de medio YNB suplementado con 20 g/L de glucosa para

alcanzar suficiente biomasa celular. En segundo lugar, con la biomasa generada se
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inocularon 25 mL de medio YNB contenido en frascos Erlenmeyer de 250 mL, en las
siguientes condiciones represoras: medio con 40 g/L de glucosa para reprimir el
biosensor HXT2p y medio con 5 g/L de glucosa para reprimir HXT1p. Los cultivos
comenzaron con una DOezonm inicial de 0,05 y se incubaron durante 12 horas a 30 °C
con el fin de obtener una mejor represion de los reporteros y establecer una linea de
base con la menor intensidad de fluorescencia posible antes de comenzar el analisis.
Finalmente, las cepas reporteras se ensayaron para determinar la intensidad de
fluorescencia (IF). Para ello, los cultivos en estado de represién de los biosensores se
cosecharon y su biomasa se lavo dos veces con medio YNB. La biomasa resultante se
inoculé a una DOs20nm inicial de 0,4 en frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidad con
25 mL de medio YNB. Las condiciones ensayadas fueron las siguientes: medio YNB sin
fuente de carbono (NS); 1 g/L de glucosa (G1); 40 g/L de glucosa (G40) y 50 g/L de
xilosa (X50). Las muestras se tomaron al inicio (0 h; inmediatamente después de la
inoculacion) y a las 6 h de cultivo en cada condicion. Cuando fue necesario, la sefial de
fluorescencia del biosensor se monitore6 a lo largo del tiempo.

Cada muestra se traté con 10 uyg/mL de yoduro de propidio (PI) con el fin de
discriminar células no viables. Las células se analizaron en el citometro de flujo
MACSquant Analyzer 10 (Miltenyi Biotec). Los detectores B1 (525/50 nm; canal B1-
A:FITC-A) y B2 (585/40 nm; canal B2-A::PI_LSS) se utilizaron para medir la
fluorescencia emitida por la GFP y por el colorante fluorescente PI, respectivamente. Se
colectaron 20.000 eventos por muestra y se ajusté un umbral en el canal FSC-H para
incluir unicamente las células de levaduras y excluir el ruido de fondo. Todos los cultivos

y mediciones se realizaron en réplicas biolégicas independientes.

Analisis de los datos

Los datos en formato .FSC se extrajeron y se analizaron utilizando el software FlowJo
v10 (BD Life Sciences). El procesamiento de los datos mediante gating se realiz6 de la
siguiente manera: primero, se descartaron las células permeabilizadas usando el canal
B2-A::PI_LSS vy, luego, para el grupo de células viables, se determin6 la media
geométrica de la intensidad de fluorescencia (IF) de la GFP en el canal B1-A::FITC-A.
Se aseguraron al menos 10.000 eventos para la cuantificacion. Cuando se observaron
dos poblaciones con diferentes IF de GFP en cultivos con xilosa (heterogeneidad en la
poblacion), se aplicé gating en los graficos de dispersion de FSC-A vs GFP-A para
separar la subpoblacion de baja IF (izquierda) de la de alta IF (derecha). En la Figura 11

se ejemplifica dicho proceso.
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Figura 11. Ejemplo del gating para la seleccion de poblaciones especificas de células de
levaduras por citometria de flujo. A) Identificacién de la poblacién total de células de levaduras.
B) Separacion de células intactas de las células con membranas permeabilizadas mediante
fluorescencia del yoduro de propidio (Pl). C) Distincion de dos subpoblaciones segun la
intensidad de fluorescencia del biosensor: baja (izquierda; represioén) y alta (derecha; induccion).

Para evaluar la induccion o represion de cada biosensor, se calcul6 el fold change
(FC) o la tasa de cambio entre la IF de la muestra a tiempo final (6h) y a tiempo inicial
(Oh). Los datos de IF se normalizaron segun el tamafo celular (valores de FSC-A) para
corregir posibles variaciones de sefal debidas a diferencias de tamafio entre células
cultivadas en distintos sustratos. Como control negativo, se incluyeron cepas sin
biosensor ni GFP para determinar la autofluorescencia basal en las mismas condiciones

experimentales.

3.2.8 Extraccidén de ARN y analisis por RT-qPCR

La expresion del gen HXT2 se analiz6 mediante RT-gPCR. Las células se cultivaron
bajo las mismas condiciones experimentales descriptas anteriormente para el analisis
por citometria de flujo. Las muestras se tomaron a los 15 y 45 minutos después de la
inoculacion en medio YNB que contenia 1 g/L de glucosa o 50 g/L de xilosa. Para
detener la actividad transcripcional y metabdlica de las células, las muestras de cultivo

se sometieron a un proceso de quenching con metanol frio (=80 °C). Las células se
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centrifugaron a 0°C a 1800 rpm y los pellets celulares se lavaron con agua libre de
ARNasas y se almacenaron a -80 °C hasta el momento de la extraccion de ARN. El
ARN total se purificé utilizando el kit MasterPure™ Yeast RNA Purification Kit (Biosearch
Technologies), que incluye tratamiento con DNasa | para eliminar ADN gendmico
contaminante. Para la sintesis de cDNA, 0,4 ug de ARN total de cada muestra se
transcribieron reversamente utilizando el kit PrimeScript™ RT Master Mix (Takara Bio).

Las reacciones de RT-gPCR se llevaron a cabo con el kit TB Green® Premix Ex
Tag™ Il (Tli RNaseH Plus), ROX Plus (Takara Bio) en el sistema QuantStudio™ 5 Real-
Time PCR (Thermo Fisher Scientific). El gen ACT1 se utilizé6 como referencia, ya que se
ha demostrado previamente su alta estabilidad de expresién en condiciones similares
(Brink et al., 2016), mientras que HXT2 se utiliz6 como gen diana. Las secuencias de
los primers se presentan en la Tabla 1 de Apéndice |. Para cada muestra, se incluyé un
control sin transcriptasa inversa (correspondiente a la extraccion de ARN) para
garantizar que la amplificacién fuera especifica del ADNc y no del ADN gendémico
residual. También se incluyé un control sin template o blanco (NTC). Las condiciones de
ciclado para ambos genes fueron: desnaturalizacion inicial a 96 °C por 30 s; 40 ciclos
de 96 °C por 5 s y 60 °C por 30 s; seguido de analisis de curva de fusion iniciando a
60 °C por 20 s, aumentando a 95 °C a 0,15 °C/s y manteniendo 95 °C por 1 s.

El procesamiento de datos, que incluyé la determinacion de valores Cq vy el
analisis de curvas de fusion, se llevo a cabo con el software Design & Analysis 2 (DA2),
version 2.8.0 (Thermo Fisher Scientific). Las eficiencias de amplificacion de los
oligonucledtidos se determinaron mediante curvas estandar. Los cambios relativos en
la expresion génica y el analisis estadistico se realizaron con el paquete R “rtpcr”,
concretamente con la funcion gpcrANOVARE, que incorpora correccion por eficiencia y
permite realizar el analisis multifactorial ANOVA para datos de qPCR (Ganger et al.,
2017). Cada condicion se analizé por triplicado biolégico, con réplicas técnicas para

controlar la variabilidad experimental.

3.2.9 Fusion a la GFP

Con el fin de analizar la localizacién subcelular de transportadores y construcciones
quiméricas, la GFP se fusiond al extremo C-terminal de GAL2mut y de Gal2mut-ST
mediante recombinacion homdloga en S. cerevisiae, utilizando fragmentos amplificados
por PCR con solapamientos homodlogos. El ORF de yEGFP se amplificd a partir del
plasmido YIpGFP (Brink et al., 2016) utilizando primers que contenian 50 pb de
homologia con el extremo 3’ de la cola de SNF3 (para el receptor quimérico) o con el

extremo 3’ del transportador GAL2mut. Para permitir el ensamblado, los fragmentos
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homologos resultantes se co-transformaron junto con el plasmido multicopia pRS42N,
anteriormente linealizado con Hindlll/EcoRlI, en la cepa S. cerevisiae TMB3711. Tras la
seleccion con ClonNAT, los plasmidos se extrajeron de la levadura utilizando el kit
Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep (Zymo Research) y posteriormente se propagaron en
E. coli DH5a para amplificacion y almacenamiento. El correcto ensamblado de las
construcciones se confirmé mediante secuenciacion completa de los plasmidos
(Eurofins Genomics). Los vectores resultantes, denominados pBB07 y pBB08, expresan
la construccidén quimérica-GFP y el transportador GAL2mut-GFP, respectivamente, bajo
el control del promotor SNF3.

Con el fin de incrementar las senales fluorescentes, se reemplazé el promotor
SNF3 por el promotor constitutivo fuerte TDH3. Para ello, se amplificé un fragmento de
aproximadamente 1600 pb de TDH3p-GALZ2 a partir del plasmido Ylplac128 utilizando
los primers GAL2_Bglll_Rv y TDH3p_Sall_Fw, el cual se digirié posteriormente con las
enzimas Bglll y Sall. El inserto se purific y se clon6 en los plasmidos pBB07 y pBB08,
previamente digeridos con las mismas enzimas. Tras la ligacion y transformacion en
células competentes de E. coli, los plasmidos se recuperaron y se verificaron mediante
PCR de colonias y secuenciacion completa. Los constructos finales, denominados
pBB09 y pBB10 (Tabla 2), se transformaron en S. cerevisiae TMB3711, lo que dio lugar
a las cepas TMBB31 y TMBB32, respectivamente.

3.2.10 Analisis por microscopia de fluorescencia

Para el analisis por microscopia de fluorescencia, las cepas de S. cerevisiae TMBB31 y
TMBB32, que expresan los constructos fusionados a GFP, se cultivaron overnight en 5
mL de medio YNB suplementado con 20 g/L de glucosa y 100 ug/ mL de ClonNAT. La
cepa sin GFP se incluyé como control de autofluorescencia. Posteriormente, las células
se lavaron y se prepard un indculo, el cual se transfiri6 a un medio fresco YNB de baja
fluorescencia conteniendo 50 g/L de xilosa o 20 g/L de glucosa a una DOszonm inicial
entre 1,5y 2. Los cultivos celulares se incubaron a 30 °C con agitacion constante a 180
rpm durante 5 h. La fluorescencia de GFP se detectd utilizando un microscopio confocal
Leica SP8 DLS. Las imagenes se adquirieron en canales separados para contraste de

fase y fluorescencia, y se analizaron con el software Fiji.

3.2.11 Caracterizacion fisiolégica de cepas recombinantes
Las cepas de S. cerevisiae que metabolizan la xilosa (TMB3753, TMBB28 y TMBB34)

fueron cultivadas a 30 °C en 25 mL de medio YNB suplementado con 50 g/L de xilosa

en frascos Erlenmeyer de 250 mL de tipo baffled agitados continuamente a 180 rpm. Se
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tomaron muestras de duplicados bioldgicos independientes en diferentes intervalos de
tiempo para medir la biomasa y cuantificar la cantidad de xilosa consumida y de
metabolitos acumulados. La densidad dptica se determind mediante espectrofotometria
a 620 nm vy, al final de los ensayos, se determiné el peso seco por triplicado usando
filtros de 0,4 um. La xilosa, el xilitol, el glicerol, el acetato y el etanol se cuantificaron
mediante HPLC usando la columna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%) y
el detector de indice de refraccién (IR). La corrida se realizé de forma isocratica a un

flujo de 0,6 mL/min utilizando una fase moévil de 5 mM de H.SO4 a 60 °C.
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4. Resultados

41 Efecto de la xilosa en la senalizacion por
Snf3p/Rgt2p

Como se mencioné anteriormente, los receptores Snf3p y Rgt2p detectan distintos
niveles de glucosa. En este capitulo se evalia su posible participacion en el
reconocimiento de sustratos alternativos, especificamente la xilosa. Para este analisis,
se evaluaron por citometria de flujo distintas cepas portadoras de los biosensores
HXT1p-GFP (via Rgt2p) y HXT2p-GFP (via Snf3p), que incluyen también las

modificaciones genéticas de estos receptores.

4.1.1 La xilosa extracelular es percibida por el receptor Snf3p

Como se ha descripto en la introduccion, el transportador HXT2 se expresa cuando S.
cerevisiae detecta niveles bajos de glucosa extracelular por medio del receptor Snf3p.
Esto activa una cascada de sefalizacion que culmina con la desrepresién y transcripcion
del transportador de mediana afinidad HXT2 (Figura 6 de la Introduccion).
Curiosamente, estudios previos realizados por Brink et al. (2016) mostraron que la
transcripcién de HXT2 también se produce en cultivos de S. cerevisiae en xilosa, cuando
la glucosa no esta presente en el medio. En ese contexto, los autores postularon que la
causa de la activacion se debia a sefiales derivadas de la internalizaciéon de la xilosa
por transportadores no especificos, indicando mecanismos enddégenos en lugar de
exdégenos para la sefializacion de la xilosa por esta ruta (Brink et al., 2016). Sin embargo,
en el presente trabajo se planteé la posibilidad de que el sensor Snf3p pudiera ser capaz
de detectar xilosa, considerando su promiscuidad previamente demostrada hacia
azucares hexosas (Dietvorst et al., 2010). Con el fin de explorar esta cuestion, se
modularon los niveles de SNF3 mediante su delecion o sobreexpresion en cepas
reporteras de S. cerevisiae. Se evalud entonces si estas modificaciones alteraban la
intensidad de la sefial de HXT2p en presencia de xilosa. En estas condiciones, la
induccion o represién del biosensor se cuantifico mediante citometria de flujo.

La delecion de SNF3 en cepas reporteras HXT2p-GFP con diferentes
antecedentes genéticos—wild-type (TMB3713), con el transportador de xilosa
Gal2pN¥"F (TMB3723) y con la via catabdlica XR/XDH (TMB3753)—permitio discriminar
entre senales mayoritariamente extracelulares, intracelulares y/o derivadas del

metabolismo de la xilosa, respectivamente. La misma modificacién de SNF3 se realizé
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en las cepas control de autofluorescencia—cepas isogénicas sin gen reportero—para
descartar efectos sobre la morfologia o el tamafo celular que pudieran influir en las
sefales fluorescentes (Figura 1 del Apéndice ). La inactivacion del receptor no afectd
significativamente la fluorescencia de fondo ni la distribucion de las poblaciones (Figura
1 del Apéndice ).

Se analizé la respuesta de HXT2p en cepas con SNF3 intacto y sus respectivas
mutantes snf3A bajo tres condiciones: induccién con glucosa 1 g/L, xilosa 50 g/L y medio
sin fuente de carbono. Los resultados obtenidos por citometria de flujo se presentan en
la Figura 12, mientras que los valores de intensidad media de fluorescencia, el fold
change relativo al tiempo inicial y las caracteristicas de las subpoblaciones se resumen
en las Tablas 2 y 3 del Apéndice |. Previo a medir las respuestas del biosensor en las
condiciones mencionadas, se intentd reprimir su actividad en cultivos con 40 g/L de
glucosa, para comenzar los ensayos con la menor fluorescencia posible. Este nivel
basal se indica en los histogramas de la Figura 12 mediante las lineas de referencia
correspondientes.

Tras anadir xilosa a las células wild-type reprimidas, aproximadamente el 30 %
de la poblaciéon mostré una induccion del biosensor cuando Snf3p estaba intacto, con
un incremento de 3,4 + 0,9 en la intensidad de fluorescencia respecto al estado inicial
(Figura 12B; TMB3713), similar a lo reportado por Brink et al. (2016). Este nivel de
induccién es comparable al observado en glucosa limitante (Figura 12A), respaldando
la hipotesis de que Snf3p podria activarse en presencia de xilosa y desencadenar la
induccién de HXT2. En baja glucosa (1g/L), la intensidad de fluorescencia se analizé
considerando la poblacion total, ya que la presencia de dos subpoblaciones minoritarias
no afecto la interpretacion (Figura 12A). En cambio, con xilosa, la induccién de HXT2 se
observd solo en una fraccion de la poblacion (Figura 12B; subpoblacion derecha). Las
mismas células cultivadas en medio sin azucar afiadido no generaron una induccion del
biosensor (Figura 12C), lo cual indica que la activacién previamente descrita depende
de la disponibilidad de una fuente de carbono exégena, ya sea glucosa o xilosa, y no de
una sefial de Snf3p asociada a la carencia de sustrato.

Luego de la delecion de SNF3, la fluorescencia de HXT2p en baja glucosa se
redujo significativamente (Figura 12A; panel inferior), al igual que la subpoblacién
previamente inducida en xilosa (Figura 12B; panel inferior), lo que refuerza la hipétesis
de que Snf3p juega un papel directo en el reconocimiento de la xilosa extracelular. El
mismo efecto se observé al delecionar SNF3 en la cepa que transporta eficientemente
xilosa, donde la subpoblacion de HXT2p-GFP solo se induce en presencia de xilosa

cuando SNF3 esta intacto (Figura 12E). Esto sugiere que la senal exégena prevalece
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sobre cualquier sefializacion enddgena derivada del transporte de xilosa cuando las

células no la metabolizan, contrario a la propuesta de Brink et al. (2016).
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Figura 12. La expresion de HXT2p-GFP disminuye en presencia de alta xilosa y baja glucosa al
inactivarse el receptor de membrana Snf3p. Se muestran los histogramas representativos del
perfil de fluorescencia del biosensor HXT2p para las cepas TMB3713 (A-C), TMB3723 (D-F) y
TMB3753 (G-l), junto con sus correspondientes mutantes del receptor, TMBB11, TMBB26 y
TMBB28, respectivamente. La respuesta de la GFP se examind en células proliferadas con 1 g/L
de glucosa (la condicion de induccién del biosensor), 50 g/L de xilosa y medio YNB solo (sin
fuente de carbono) a las 6 h de cultivo. La linea roja punteada indica el estado de represion de
la cepa TMB37X3 correspondiente a las 0 h para cada una de las condiciones. La
autofluorescencia de la cepa control isogénica correspondiente, TMB37X1, se indica con la linea
negra. Resultados adaptados de Bolzico et al. (2025).

En la cepa recombinante que incluye la ruta del catabolismo de la xilosa
(TMB3753), la induccion de HXT2p-GFP en presencia de este azucar fue homogénea
en toda la poblacion celular (Figura 12H), independientemente de la presencia de SNF3.

Sin embargo, la intensidad de fluorescencia disminuy6é al delecionar el receptor
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(TMBB28), aunque el efecto fue mas leve que en las cepas sin la via catabdlica XR/XDH.
Estos resultados sugieren que la activacién completa de HXT2 depende en parte de la
funcionalidad del receptor, pero que en condiciones donde la xilosa se metaboliza
podrian generarse sefales adicionales que contribuyen a su induccion.

Con el fin de descartar que la disminucién de la sefal se debiera a variaciones
en la morfologia celular o que ocurriese una induccion tardia de HXT2p tras la delecion
del receptor, se incluyeron dos controles: i) la normalizacion de todas las senales de
fluorescencia respecto al tamano de las células mediante el parametro FSC-A (Tabla 3
del Apéndice 1) y ii) el monitoreo de la fluorescencia del biosensor durante 10 horas en
condiciones de xilosa y baja glucosa (Figura 13Ay 13B). En la cepa mutante (TMBB11),
la reduccién de la sefal normalizada se mantuvo constante a lo largo del tiempo en
ambas condiciones de cultivo, sin induccion evidente (Figura 13B). Estas observaciones
indican que el cambio en la fluorescencia del biosensor se debe a la pérdida de la sefial
mediada por Snf3p y no a diferencias en el tamafio celular ni a un retraso en la
activacion.

Para validar que la sefal fluorescente del biosensor se corresponde con la
regulacion transcripcional nativa del gen HXT2 en las distintas condiciones de azucar,
los niveles del ARNm enddgeno se cuantificaron mediante RT-qPCR en la cepa salvaje
con SNF3 intacto (TMB3713). El gen HXT2 se expreso en cultivos expuestos tanto a la
xilosa como a la glucosa limitante (Figura 13C), lo cual concuerda con la induccién del
biosensor observada en ambos azucares. Los niveles de transcriptos de HXT2
disminuyeron con el tiempo cuando la glucosa se usé como nutriente (Figura 13C), en
linea con la sefal transitoria de la GFP (Figura 13B, panel derecho). En cambio, durante
el cultivo con xilosa, la expresion de HXT2 aumentd progresivamente en el lapso de la
medicion. Estas observaciones sugieren que, para el caso de la glucosa, su catabolismo
activo genera una adaptacién rapida seguida de la regulacién negativa de HXT2
conforme se agota el azucar. En contraste, la xilosa no es metabolizada activamente
por esta cepa y su presencia extracelular continua probablemente mantiene activada la

via de sefializacion de Snf3p, promoviendo la transcripcion sostenida de HXT2.
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Figura 13. Cambios en la fluorescencia de HXT2p-GFP y en la expresién del gen HXT2 a lo largo
del tiempo en respuesta a alta xilosa y baja glucosa. A) Histogramas de fluorescencia para
TMB3713 (SNF3 wild-type) y TMBB11 (SNF3 mutante), mostrando inicialmente poblaciones
uniformes en xilosa, que posteriormente se vuelven heterogéneas. B) La inactivacion de SNF3
provoca una disminucion de las sefiales de HXT2p-GFP. Se muestran los valores de intensidad
de fluorescencia (IF) normalizados al tamafio celular de la poblacion inducida (lineas sélidas) y
de la poblacién total (lineas punteadas) a lo largo del tiempo. Las cepas se cultivaron en medio
YNB suplementado con xilosa 50 g/L o glucosa 1 g/L, y se tomaron muestras para citometria de
flujo en distintos puntos temporales. Las barras de error representan la desviacion estandar de
dos réplicas biologicas independientes. C) HXT2 se expresa en condiciones de baja glucosa y
alta xilosa en la cepa TMB3713. Los resultados se basan en andlisis de expresion relativa
mediante RT-gPCR. Las barras de error indican el error estandar de tres réplicas biolégicas
independientes. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
condiciones, determinadas mediante un analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba post
hoc de Tukey (Tukey’s HSD). Resultados adaptados de Bolzico et al. (2025)

Por ultimo, se sobreexpresd SNF3 en cepas con y sin habilidad de metabolizar
xilosa para analizar si este azucar incrementaba la sefial del biosensor, causando un
fenotipo opuesto al de la delecién. Dicha modificacion se realizé mediante la integracion
gendmica de una copia del casete génico que dirige la expresién de SNF3 bajo un
promotor fuerte y constitutivo. La sobreexpresion del receptor aumenté la sensibilidad
general del sistema, incrementando la sefial de HXT2p en todas las condiciones y
causando una activacion constitutiva en ausencia de ligando (Figura 14; condicién sin
fuente de carbono). La mayor induccion de HXT2p se observé en glucosa, lo cual es

consistente con su rol como ligando principal de Snf3p (Figura 14A).
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Figura 14. La sobreexpresion de SNF3 (SNF3-OE) causa una sefial constitutiva del biosensor
HXT2p que se amplifica en baja glucosa y alta xilosa. El analisis por citometria de flujo se muestra
para TMBB33 (TMB3713; SNF3-OE) en los paneles Ay B y para TMBB34 (TMB3753; SNF3-OE)
en los paneles C y D. Los graficos de linea muestran la intensidad de fluorescencia (IF) del
biosensor normalizada respecto al tamafio celular en las distintas condiciones cultivo. Las lineas
punteadas indican la IF de la poblacional total mientras que las linea sélidas la de la poblacion
inducida en presencia de heterogeneidad. Los histogramas representan la distribucién de
fluorescencia del biosensor a las 12 h (panel B) y a las 10 h (panel D). La linea negra representa
autofluorescencia y la linea roja punteada sefala la represion inicial del biosensor (0 h). G40:
glucosa 40 g/L; G1: glucosa 1 g/L; X50: xilosa 50 g/L; NCS: sin fuente de carbono. Todos los
experimentos se realizaron en duplicados independientes. Resultados adaptados de Bolzico et
al. (2025).

En cambio, en xilosa, la senal también aumenté por encima del umbral
constitutivo, aunque de manera menos pronunciada, presentando una induccion notable
a las 12 h de iniciado el cultivo (Figura 14A; TMBB33). Esto indica que Snf3p puede
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detectar xilosa, aunque con menor intensidad y de manera inespecifica, posiblemente
debido a la analogia estructural entre la pentosa y la glucosa. Por otro lado, al combinar
la utilizacién recombinante de la xilosa con la sobreexpresion de SNF3, se produjo la
induccién maxima de HXT2p, alcanzando niveles comparables a los registrados con
baja concentracion de glucosa (Figura 14C; TMBB34). Estos resultados respaldan la
hipotesis de que intermediarios del catabolismo de xilosa probablemente participen en
la senalizacion intracelular, contribuyendo a la desrepresién completa de HXT2p en
coordinaciéon con la activacién de Snf3p. El entrecruzamiento entre ambas vias de

transduccién de sefales es analizado en mayor profundidad en la seccion de Discusion.

4.1.2 La xilosa extracelular no induce senales a través de la via
Rgt2p

Con el fin de analizar el efecto de la xilosa en la ruta mediada por el receptor de baja
afinidad, Rgt2p, la expresion del biosensor HXT1p-GFP se cuantific en la cepa RGT2
salvaje (TMB3712) y en su correspondiente mutante rgt2A (TMBB10), construida en el
presente trabajo. El analisis se centrd en las sefales extracelulares, utilizando para ello
dichas cepas que no poseen capacidad para metabolizar la xilosa. Esto se debe a que
investigaciones previas demostraron que la adicién del transportador de xilosa Gal2p
mutado y la via XR/XDH no modificé la sefial del biosensor HXT1p (Osiro et al., 2018).

Al exponer las células previamente reprimidas a 40 g/L de glucosa, se observo
un aumento significativo de la senal fluorescente (Figura 15; cepa TMB3712). Con
concentraciones intermedias de glucosa (10 g/L), también se registré induccién del
biosensor, aunque con una menor intensidad (Figura 15; cepa TMB3712). Al delecionar
el receptor de membrana (cepa TMBB10), la fluorescencia frente a glucosa elevada se
redujo drasticamente, cerca de un 80%, confirmando que Rgt2p es el principal sensor
responsable de la activacion de HXT1 en estas condiciones.

En xilosa, el biosensor HXT1p permanecio totalmente reprimido en ambas cepas
(Figura 15), con niveles de fluorescencia similares a la autofluorescencia basal, a
diferencia de la induccion de HXT2p mediada por Snf3p. Ante esta falta de respuesta,
se optd por implementar un receptor quimérico xilosa-especifico para redirigir la

sefializacion; los resultados se describen en la seccion siguiente.
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Figura 15. Perfiles de fluorescencia del biosensor HXT1p-GFP en cepa con la via Rgt2 activa
(TMB3712; panel izquierdo) y en cepa mutante del receptor (TMBB10; panel derecho) tras la
exposicion a diferentes fuentes de carbono. La linea negra representa autofluorescencia y la
linea roja punteada indica la represion inicial del biosensor (0 h). Condiciones: Induccion, G40
(glucosa 40 g/L); Represion, G5 (glucosa 5 g/L); X50 (xilosa 50 g/L); G10 (glucosa 10 g/L).

4.2 Ingenieria de la via Rgt2p/Snf3p: receptores
quiméricos

Como se expuso previamente, la sefalizacion nativa de S. cerevisiae responde
principalmente a la glucosa, mientras que la xilosa genera una sefial débil en el caso
del receptor Snf3p y nula en el caso de Rgt2p. Hasta donde se conoce, no se han
reportado estrategias para redirigir la respuesta de estos receptores hacia un sustrato
no convencional que carece de un sistema de reconocimiento de membrana propio.

En este trabajo se planted la posibilidad de incluir receptores quiméricos para
modificar la selectividad del sensado hacia la xilosa, lo que permitiria activar de manera
controlada la expresion de transportadores putativos para su captacion. Recientes
trabajos sefalan que un enfoque de ingenieria integrativo, basados en respuestas
inducible por xilosa, resulta mas efectivo para mejorar su utilizacién que las
modificaciones constitutivas (Goinarayanan & Nair 2018b; Li et al., 2025). La estrategia
de los receptores quiméricos permiti6 ademas profundizar acerca del papel estructural
de los dominios responsables del reconocimiento de azucares y de la transduccion de

sefales. Se evalué si los potenciales receptores quiméricos Gal2trunc-ST (derivado de
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Snf3p) y Gal2trunc-RT (derivado de Rgt2p) podrian incrementar o generar,

respectivamente, sefiales sensibles a la xilosa en S. cerevisiae.

4.2.1 Diseno y construcciéon

Los receptores hibridos propuestos combinaron un dominio de unién a xilosa
procedente de un transportador con los dominios de senalizacion o colas
citoplasmaticas de los receptores nativos. Este enfoque transportador-sensor demostré
ser exitoso previamente en la deteccion de glucosa. Ozcan et al. (1988) y Kim et al.
(2024b) acoplaron las colas citoplasmaticas de Snf3p y Rgt2p a los dominios
transmembranas de los transportadores Hxt1p/2p, restableciéndose las sefales de
induccién cuando se delecionaban los receptores nativos. En linea con esto, en este
trabajo se selecciond la proteina Gal2p para reemplazar el sitio de unién a glucosa ya
que existe una variante mejorada con la mayor especificidad demostrada hacia la xilosa
(Rojas et al., 2021a). Esta versién del transportador incorpora dos sustituciones
aminoacidicas (N376Y y M435l) y es referida en este trabajo como Gal2mut. Ademas,
Gal2p presenta un alta similitud de secuencia con los transportadores de hexosas
previamente utilizados en las construcciones quiméricas mencionadas. Con el fin de
atenuar el transporte de xilosa, se utilizé una variante truncada de Gal2mut en la que se
eliminaron los aminoacidos desde la posicion 531 hasta el final (Figura 16). Esta
estrategia se baso en un estudio previo donde un truncamiento equivalente en Hxt1p
permitié reducir la captacion de azucares (Scharff-Poulsen et al., 2018). La proteina
Gal2mut truncada (residuos 1 a 530) se fusion6 entonces a las colas citoplasmaticas de
Rgt2p (aminoacidos 556 hasta el final) o de Snf3p (aminoacidos 553 hasta el final)
(Figura 16).
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Figura 16. Estrategia basada en receptores quiméricos para la deteccion de xilosa. A)
Representacion esquematica de los receptores hibridos construidos en este trabajo. EI modelo
predicho del transportador incluye doce dominios transmembrana (cilindros verde claro,
designados del | al Xll). Las sustituciones N376Y y M435] en Gal2p (Gal2mut) confieren
especificidad para xilosa (Rojas et al., 2021a). El transportador se truncé en el dominio C-terminal
(A531; Gal2trunc) y se reemplazé por los dominios de sefializacion de Rgt2p y Snf3p (color cian).
B) Alineamientos de secuencias (Clustal Omega) de transportadores de hexosas (Hxt1p, Hxt2p
y Gal2p) y receptores (Snf3p y Rgt2p). En verde claro se resalta parte del Ultimo dominio
transmembrana de las proteinas, y en cian se indican las regiones C-terminal de los receptores
utilizadas en las construcciones. Los aminoacidos en rojo estan conservados entre todas las
proteinas, mientras que los subrayados se conservan unicamente entre los transportadores. Las
flechas sefalan los sitios de truncamiento del transportador y de fusion con las colas de los
sensores.

Por ultimo, la expresién de los genes quiméricos se reguld mediante los
promotores nativos de SNF3 y RGT2. Esta eleccion, en lugar de emplear promotores
constitutivos, se basé en evidencia previa que mostré que la sobreexpresion de la
quimera HXT1-SNF3 provocaba wuna activaciéon constitutiva de la via,
independientemente de los niveles de glucosa (Ozcan et al., 1988), posiblemente debido

a una sobrecarga de proteinas en la membrana.

4.2.2 Analisis funcional del receptor quimérico derivado de
Snf3p

Las preguntas centrales del analisis de Gal2trunc-ST fueron: ¢ puede este receptor

quimérico potenciar la sefal de induccion de HXT2p en xilosa? y, en ausencia del
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receptor nativo, jpuede restablecer la sefial? Para abordarlas, la quimera se integré en
la cepa reportera TMB3713 (originando TMBBO06) y en un fondo carente de SNF3
(originando TMBBO09). El uso de cepas sin un catabolismo activo de la xilosa permitié
evaluar con mayor objetividad la especificidad del sistema hacia la xilosa extracelular,
evitando interferencias de sefales derivadas de su metabolismo.

Como puede observarse en la Figura 17, la inclusién de la proteina quimérica
incremento ligeramente la sefal de fluorescencia de HXT2p-GFP en xilosa (Figura 17E;

pico de la derecha).
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Figura 17. Efecto de la construccion quimérica derivada de Snf3p en la respuesta del biosensor
HXT2p-GFP. Los histogramas comparan los perfiles de fluorescencia del biosensor de la cepa
de referencia (A-C) con los perfiles obtenidos luego de expresar el receptor quimérico en las
cepas SNF3 wty snf3A (D-F). Las condiciones ensayadas fueron medio YNB suplementado con
1 g/L de xilosa (condicién de induccién del biosensor), 50 g/L de xilosa y medio sin azucar
afiadido. Los histogramas presentados son representativos de réplicas bioldgicas. Resultados
adaptados de Bolzico et al. (2025).

Para esclarecer el origen preciso de la sefial de induccién se incluyeron variantes
estructurales como controles, todas expresadas bajo el promotor de SNF3 en la misma
cepa de fondo: i) el transportador Gal2mut completo (TMBB12); ii) la version truncada
de Gal2mut presente en la quimera, pero sin el dominio de senalizacion (Gal2trunc;
TMBB13); y iii) una version truncada total sin dominio C-terminal (TMBB19). El
transportador sin un dominio C-terminal, como era de esperar, impide su localizacion en

la membrana (Rojas et al., 2021b), por lo que la sefial se mantuvo similar a la de la cepa
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original (Figura 18). La respuesta de la quimera Gal2mut-ST fue similar a la registrada
tanto para el transportador completo como para el truncado sin la cola de sefalizacion
(Figura 18A). En conjunto, estas observaciones insinlan que la quimera podria
comportarse como un transceptor, combinando captacioén de sustrato con senalizacion,
mas que como un proteina estrictamente receptora. La fusién con el dominio de Snf3p
no pareciera magnificar la sefal, aunque si podria favorecer el trafico o la estabilizacién
en la membrana de Gal2p truncado en la construccién quimérica.
A)
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Figura 18. Perfiles de fluorescencia del biosensor HXT2p-GFP para Gal2pmut y sus variantes
(A) y localizacion subcelular de Gal2pmut y de la quimera fusionadas a GFP (B). En A), las cepas
se cultivaron en xilosa 50 g/L y correspondieron a: la quimera (TMBB06, Gal2pmut truncado
fusionado a la cola de Snf3p), Gal2mut truncado sin cola de Snf3p (TMBB13), Gal2pmut con el
C-terminal totalmente eliminado (TMBB19) y el transportador Gal2pmut (TMBB12). Los
experimentos se realizaron en duplicado bioldgico; se muestran histogramas representativos. En
(B), la localizacion de Gal2pmut (panel izquierdo) y de la quimera (panel derecho) se visualizé
mediante microscopia de fluorescencia con fusiones GFP en el extremo C-terminal. Resultados
adaptados de Bolzico et al. (2025).

Luego se analizé la localizacion subcelular de la quimera y del transportador
Gal2mut mediante fusiones a GFP y microscopia de fluorescencia (Figura 18B). El
transportador Gal2mut se observé correctamente localizado en la membrana, mientras

que Gal2mut-ST presentdé una localizaciéon parcial, con sefiales fluorescentes
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intracelulares sugerentes de mislocalizacién o degradacién. La razén por la cual ambas
construcciones generan senales de induccion de HXT2p similares, pese a que la
quimera muestra menor estabilidad en la membrana, no pudo se elucidada.

Paralelamente, se delecioné el gen del transportador GAL2 nativo (cepa
TMBB14), pero esta disminucion en el transporte no causo ningun efecto detectable
sobre la sefal de HXT2p (Figura 18A). En ensayos futuros, el uso de cepas de S.
cerevisiae carentes de transportadores de hexosas (denominadas hxt-null) podria
ayudar a resolver si efectivamente las construcciones quiméricas o su componente
truncado conservan capacidad de transporte.

En lugar de centrarse en los incrementos de senal, se evalud si la quimera por si
sola podia restablecer la induccion de HXT2p-GFP en ausencia de Snf3p. Sin embargo,
la incorporacion de Gal2trunc-ST no recuperé la sefial en xilosa (Figura 17E; panel
inferior), lo que sugiere que carece de capacidad para transducir la sefal de manera
independiente.

Ante la falta de respuesta, se introdujeron dos sustituciones puntuales en el
dominio transmembrana de Gal2mut, reemplazando los residuos originales por los
conservados en los receptores (F377V y S379F). Se evalué si estas modificaciones
mejoraban la funcién de sefializacion de la quimera en xilosa (variante Gal2mut2-ST),
pero no se detectd un incremento en la sefal de HXT2p-GFP (Figura 19). Por el
contrario, la intensidad de fluorescencia fue incluso menor que la de la quimera original
(Figura 19). Esto indica que dichos residuos, de manera individual, no son
determinantes para conferir habilidad receptora. Es mas probable que la funcién de
deteccion de azucares dependa de la interaccion conjunta de multiples residuos y de
una conformacién estructural especifica, lo que deberia contemplarse en estudios

futuros.
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Figura 19. Respuestas del biosensor HXT2p-GFP en xilosa al incorporar una variante mutante
de la quimera Gal2trunc-ST.

4.2.3 Analisis funcional del receptor quimérico derivado de
Rgt2p

La funcionalidad de la quimera basada en Rgt2p, denominada Gal2trunc-RT, se
determiné midiendo la actividad del biosensor HXT1p-GFP en las cepas TMBBO0S
(TMB3712; Gal2trunc-RT) y TMBBO08 (Gal2trunc-RT; rgt2A). Con la quimera y el receptor
nativo presentes, la induccion completa del biosensor HXT1p-GFP se observd en
presencia de alta glucosa, como era esperado, y también en xilosa, aunque Uunicamente
cuando la glucosa estaba presente en el medio (Figura 20A y 20B). Esto tiene sentido
ya que la desrepresion de HXT1 requiere no solo del receptor Rgt2p, sino también de la
actividad de la PKA inducida por la glucosa, la cual fosforila a Rgt1p promoviendo su
estado activador (Figura 6 de la seccién Introduccion). Sin embargo, al sustituir la xilosa
por cantidades equimolares de sal (control glucosa + NaCl; Figura 20B), se reprodujo el
mismo patrén de induccion de HXT1p. Este efecto sugiere la participacion de una via
alternativa que influye en la actividad de HXT1, indicando que se trata muy
probablemente de la ruta HOG de respuesta a alta osmolaridad (Brink et al., 2021).

Finalmente, no fue posible demostrar un reconocimiento especifico de Gal2trunc-
RT hacia la xilosa, ya que su incorporacion en la cepa que carece de RGT2 no restauré
la sefal en xilosa con glucosa (Figura 20A), lo que sugiere ausencia de reconocimiento

extracelular capaz de desencadenar la senalizacion.
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Figura 20. Resultados de las respuesta del biosensor HXT7p al incorporar la proteina quimérica
Gal2trunc-RT en cepas con RGT2 wild-type (TMBBO05) y rgt2 mutante (TMBBO0S).

4.3 Impacto metabdlico de la deteccion de xilosa por
Snf3p

Habiendo demostrado que la xilosa puede ser detectada a nivel extracelular por el
receptor Snf3p (seccién 4.1.1), el siguiente paso fue evaluar si este mecanismo de
reconocimiento tenia un impacto a nivel fisioldgico y/o metabdlico en células
recombinantes de S. cerevisiae cultivadas en xilosa.

Se hipotetizdé que la activacion de esta via podria tener efectos beneficiosos,
como un aumento en la captacion de xilosa a través de la induccién de transportadores
HXT. Contrariamente, podria también causar efectos negativos asociados a un
incremento en el costo del mantenimiento celular. Con el fin de explorar estos aspectos,
se evaluaron las cepas con SNF3 salvaje (TMB3753), sin SNF3 (TMBB28; snf34) y con
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sobreexpresion del receptor (TMBB34; SNF3-OE) en cultivos con 50 g/L de xilosa,
cuantificando el crecimiento celular y la acumulacion de subproductos metabdlicos
(Figura 21; Tabla 4).

La sobreexpresion del sensor resultdé en una disminucion de la biomasa final
acumulada (en términos de peso seco), en un menor consumo de xilosa y en un
aumento significativo en la producciéon de acetato (Figura 21; cepa TMBB34). Este
comportamiento podria estar relacionado con un costo metabdlico adicional derivado
del mantenimiento continuo de la via activa, lo que reduciria la energia disponible para
la sintesis de biomasa y el transporte del azucar. La delecién del sensor produjo un
fenotipo opuesto, con mayor produccién de biomasa acompafiada con un leve
incremento en la velocidad especifica de crecimiento (Figura 21 y Tabla 4; cepa
TMBB28). La manifestacién metabdlica mas evidente de la inactivacion del receptor fue
la reduccion en mas del 50 % del rendimiento final de acetato (Figura 21 y Tabla 4; cepa
TMBB28).

En conjunto, estos datos indican que la activacién constitutiva de Snf3p ocasiona
un costo para la célula, mientras que su ausencia lo reduce. Por otro lado, la tasa de
consumo de xilosa resulté comparable tanto en presencia de Snf3p en niveles normales
(cepa salvaje; TMB3753) como en ausencia del sensor (TMBB28). En la seccion 4.1.1
se demostré que Snf3p induce HXT2, sin embargo, esto no parecié contribuir
considerablemente a la utilizacion del azucar, probablemente porque el transportador
Hxt2p es de baja capacidad y no facilita la internalizacion de altas concentraciones de
xilosa. Ademas, todas las cepas utilizadas expresaban constitutivamente la proteina
Gal2p™*"®F |a cual probablemente domine el transporte de xilosa al interior celular en

estas condiciones, opacando una posible actividad de Hxt2p.
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Tabla 4. Parametros del desempefio en xilosa de las cepas de S. cerevisiae con modificaciones
las siguientes modificaciones en SNF3: TMB3753 (wild-type), TMBB28 (snf3A) y TMBB34
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Figura 21. Perfiles de crecimiento celular, consumo de xilosa y produccion de metabolitos para
las cepas con modificaciones en el receptor SNF3. Los ensayos se realizaron en medio YNB
suplementado con 50 g/L de xilosa en frascos agitados. Los datos muestran el promedio y la
desviacion estandar de duplicados independientes. Resultados adaptados de Bolzico et al.

Tiempo (h)

Tiempo (h)

Parametro TMB3753 TMBB28 TMBB34
C°"S”&‘; xilosa 781483 903160 606157
Rendimiento xilitol 0,056 0,010 0,035+0,025 0,085 +0,018
(gxilitollgxilosa)
Rendimiento etanol 0125 0,018 0,110 20,040 0,196 +0,038
(getanollgxilosa)
Rendimiento acetato 0.135+0,020 0,040 £0.002 0,173 +0,033
(gacetatolgxilosa)
Velocidad especifica de crecimiento 0,049 0,001 0,054 £0,001 0,043 £0,003

Mmax (h'1)
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5. Discusion

5.1 Senales de la xilosa en S. cerevisiae

Mediante estrategias clasicas de ingenieria del metabolismo—incluyendo la
sobreexpresion y, en ocasiones, la eliminacion de genes de enzimas clave de las rutas—
se ha logrado que S. cerevisiae fermente la xilosa. Pero estos cambios en el estado
metabdlico parecen estar desalineados con los mecanismos regulatorios, de modo que
las senales no se coordinan el proceso fermentativo. Comprender dichos mecanismos
permitirian identificar nuevas dianas o proteinas reguladoras que podrian facilitar una
respuesta fermentativa controlada y mas eficiente hacia la xilosa (Gopinarayanan & Nair,
2018a; Osiro et al., 2019; Brink et al., 2021).

En este trabajo se demostré que la xilosa induce la expresion del transportador
HXT2 a través de senales desencadenadas por el receptor de membrana Snf3p. Estos
hallazgos se evidenciaron mediante el uso del biosensor fluorescente basado en la
transcripciéon HXT2p-GFP, el cual fue integrado en cepas con metabolismo activo o
parcial de xilosa, que presentaban delecién o sobreexpresion de SNF3.

El hecho de que Snf3p detecte xilosa demuestra que este receptor no es
estrictamente especifico para glucosa, sino que presenta un cierto grado de
promiscuidad en el reconocimiento de azucares. En efecto, se ha reportado
anteriormente que Snf3p participé en la deteccidn de otras hexosas distintas a la
glucosa, como la fructosa, manosa y algunos analogos estructurales (Dietvorst et al.,
2010; Jouandot et al., 2011). No obstante, este no fue el caso para la xilosa y la celobiosa
(Dietvorst et al., 2010; Jouandot et al., 2011). Cabe destacar que en dichos trabajos la
actividad de Snf3p se evalué a través de la degradacion del co-represor Mth1p, el cual
actua corriente abajo en la cascada de senalizacion. Esta aproximacion podria no ser lo
suficientemente sensible para detectar los efectos de azucares que inducen con menor
intensidad, como el caso de la xilosa.

Por otro lado, Wu et al. (2020) reportaron la induccion de HXT2 en xilosa al medir
su expresion por RT-qPCR vy sugirieron a Snf3p como el causante de esta respuesta, lo
cual fue confirmado en este estudio, pero abordado desde un contexto genético y
experimental mas amplio. Los resultados de este trabajo (Bolzico et al., 2025), se
obtuvieron al analizar cepas de S. cerevisiae W303, tanto salvaje como mejoradas para
la utilizacién de xilosa, permitiendo una evaluacion mas exhaustiva del sensado de este
azucar y de la induccion de HXT2. En cambio, Wu et al. (2020) analizaron unicamente

la respuesta en la cepa CEN-PK113-5D, que no metaboliza xilosa y presenta
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mutaciones en la via de sefalizacion de la PKA. Debido a la interconexion entre esta
ruta y la via Rgt2p/Snf3p, dicha cepa no seria la mas adecuada para una evaluacién
precisa de los mecanismos de sefalizacién (Brink et al., 2021). Ademas, los resultados
reportados por estos autores dependieron de la adicién de una fuente de carbono
suplementaria, lo que podria inducir respuestas compensatorias y no reflejar
aisladamente la sefial generada por la xilosa.

El uso de biosensores fluorescentes combinado con citometria de flujo permitié
analizar la respuesta a nivel de célula unica en cantidades de 20.000 células por muestra
y resolver poblaciones heterogéneas, especificamente en cepas carentes del
metabolismo de xilosa. En estas cepas, la subpoblacién inducida correspondio a células
que activaron la expresién de HXT2p-GFP, aunque con una intensidad menor que en
glucosa, lo que refleja una senalizacion del receptor Snf3p mas débil, de menor afinidad
o incompleta. Al eliminar o sobreexpresar SNF3, la sefal en xilosa se redujo o se
incrementod, respectivamente, demostrando que la expresién de HXT2p depende
directamente de la cantidad de sensor disponible. En cambio, la subpoblacién reprimida
no mostré fluorescencia incluso ante una activacion constitutiva de SNF3. Esta
observacion sugiere que este grupo de células carecian de componentes necesarios
para sostener la transcripcion, traduccidén del biosensor y la actividad de la GFP.
Finalmente, al contar con el metabolismo activo de xilosa, la poblacién celular se volvié
homogéneamente inducida.

La adicion de la via XR/XDH potencio la respuesta de HXT2p frente a las cepas
incapaces de metabolizar la pentosa. Sumado al reconocimiento extracelular por Snf3p,
los resultados presentados sugieren que la actividad metabdlica de la xilosa contribuye
a la inducciéon completa de HXT2, probablemente mediante intermediarios que actuan
como sefales intracelulares en vias conectadas. A través del andlisis de biosensores
dependientes de las rutas SNF1/Mig1p y de la PKA, se determind que la xilosa induce
en las mismas cepas recombinantes un efecto semejante al de la glucosa limitante
(Osiro et al., 2018). Brevemente, los biosensores basados de dichas vias, SUC2y TPS1,
fueron inducidos durante el metabolismo de la xilosa, indicando activacion del complejo
SNF1 y una actividad reducida de la PKA, respectivamente (Osiro et al., 2018). En base
a esto, el mecanismo de desrepresiéon de HXT2 que ocurre en xilosa podria proponerse
de la siguiente manera (Figura 22). Como se menciond anteriormente, en ausencia de
sustrato, el factor de transcripcion Rgt1p se une a la regién promotora de HXT2
formando un complejo represor junto con Cyc8p, Tup1p y Mth1p/Std1p, inhibiendo su
transcripcion (Ozcan & Johnston, 1995; Kim et al., 2003; Polish et al., 2005; Roy et al.,
2013). En presencia de sefial y deteccion de xilosa por el receptor Snf3p, este efecto

represor se contrarrestaria al degradarse Mth1p/Std1p, exponiendo a Rgtip a la
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fosforilacion (Figura 22). Paralelamente, la actividad del complejo SNF1 aumenta
cuando la glucosa es escasa (Hedbacker & Carlson, 2008) o cuando la xilosa es
metabolizada (Osiro et al., 2018; Persson et al., 2023). En estas circunstancias, Rgt1p
seria susceptible a la fosforilaciéon directa o indirecta por SNF1 (demostrado para
glucosa en Palomino et al., 2006), lo que conduciria a la liberacion de los co-represores
Cyc8p y Tup1p y a impulsar la transcripcion de HXT2 (Figura 22).

Sin embargo, restan todavia muchos aspectos por profundizar acerca de los
mecanismos precisos de sefalizacion subyacentes a la xilosa. Un estudio reciente
sugiere que intermediarios de la glicdlisis, particularmente la presencia de F6P (fructosa-
6-fosfato), participarian como metabolitos reguladores en las respuestas intracelulares
de transduccion de senales desencadenadas por el azucar pentosa (Borgstrom et al.,
2022).

Snf3p
Sefal
Senal
+
l SNF1 -
Senal !
ﬁ S
Mth1p/
Std1p P

Tup1p, ROTP | HXT2 — Ratlp | HXT2
Cyc8p

Mth1p/
Std1p

Figura 22. Mecanismo propuesto para la desrepresion completa de HXT2 en células de S.
cerevisiae que metabolizan xilosa. La xilosa podria integrar sefiales extracelulares (derivadas del
reconocimiento por Snf3p, color verde) e intracelulares inducidas por su catabolismo (activacion
de SNF1; color rosa) a través del factor de transcripcion Rgt1p, revelando un potencial
mecanismo de cooperacion entre ambas rutas. La linea punteada indica posible activacion,
mientras que las lineas con terminacién en T indican represion.

Evidencias adicionales respaldan el rol de Snf3p como principal sensor de xilosa.
Por un lado, se tienen los analisis transcriptomicos que confirman la expresién de HXT2
y SNF3 en cultivos de S. cerevisiae con xilosa (Jin et al., 2004; Matsushika et al., 2014;
Zeng et al., 2016; Wu et al., 2020; Bolzico et al., 2025) y, por otro, la observacion de que
Snf3p no se degrada en presencia de fuentes de carbono no fermentables (Kim et al.,
2024b). Contrariamente, el sensor Rgt2p es internalizado en ausencia de glucosa, a

pesar de que su gen se expresa constitutivamente (Kim et al., 2021; Kim et al., 2024b).
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En este trabajo de tesis, el efecto de la xilosa sobre la via Rgt2p se analizé adicionando
glucosa al medio, con el fin de evitar la degradacién del receptor y activar la enzima
PKA, evento necesario para inducir la expresion del gen diana HXT1. Bajo estas
condiciones (glucosa y xilosa juntas) si se observo actividad fluorescente del biosensor.
No obstante, esta respuesta no pudo ser atribuida a una deteccion simultanea de los
dos azucares por Rgt2p, sino mas bien a una activacion de HXT1p por alta osmolaridad.
Esto se comprobd al obtener perfiles similares de inducciéon cuando se reemplazé la
xilosa del medio por sal. Este comportamiento puede explicarse porque la via
Hog1/MAPK se activa en S. cerevisiae en condiciones de estrés osmético, fosforilando
al represor Sko1p y permitiendo la transcripciéon de HXT1 (Tomas-Cobos et al., 2004;
Brink et al., 2021).

En contraposicién a lo hipotetizado al inicio de este trabajo, la activacion de la
via mediada por Snf3p no condujo a una mejora significativa en la utilizacion de xilosa.
La presencia de Gal2p mutante como principal transportador de xilosa en las cepas
ensayadas podria enmascarar posibles beneficios asociados a la expresion de
transportadores promiscuos inducidos por el receptor. Sumado a esto, la senal que
transmite Snf3p ante la xilosa podria no estar acoplada de manera eficiente al
metabolismo de la pentosa. En consecuencia, la delecidn del receptor se asocié con un
aumento en la formacién de biomasa y una reduccién en la acumulacion de
subproductos, principalmente en los niveles de acetato. Los rendimientos en etanol no
fueron significativamente diferentes entre la cepas salvaje y con delecion del sensor.
Por lo tanto, la modulacion del receptor como enfoque de ingenieria para optimizar la
fermentacion de la xilosa deberia confirmarse mediante ensayos adicionales en
condiciones anaerébicas. Ademas, para evaluar con mayor precision la relacion entre la
activacion de Snf3p y la inducciodn de transportadores nativos HXT2/4 que captan xilosa
(Hamacher et al., 2002; Sedlak & Ho 2004; Gongalves et al., 2014), seria conveniente
utilizar cepas con un fondo genético carente de transportadores especificos o
heterélogos.

Hasta el momento, la importancia fisiolégica de la deteccién de xilosa por el
receptor Snf3p sigue siendo incierta, sobre todo en cepas salvajes que no metabolizan
este azucar. En el caso de la glucosa, la sefalizacion por Snf3p/Rgt2p a nivel de
membrana celular constituye un evento clave que asegura la expresion controlada de
los transportadores adecuados para su captacion, determinando finalmente las tasas de
crecimiento celular de S. cerevisiae (Dickinson & Schweizer, 2004; Youk &
Oudenaarden, 2009; Choi et al.,, 2014). Sin embargo, scomo se traslada este
mecanismo a la xilosa, un azucar que la levadura no utiliza de forma natural? La alta

similitud entre el sensor Snf3p y las proteinas Hxtp de la misma familia sugiere que la
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deteccion de xilosa podria derivar de cierta flexibilidad en el reconocimiento de
sustratos, coherente con la promiscuidad caracteristica de estos transportadores.
Ademas, existen indicios de que algunas cepas de S. cerevisiae pueden adaptarse
evolutivamente y crecer en xilosa sin necesidad de intervenciones de ingenieria
metabdlica (Attfield & Bell, 2006). Esto sugiere que los componentes genéticos
requeridos para la asimilacion de esta pentosa estan presentes en ciertos genotipos. En
estas cepas, el sensado y transporte de xilosa podrian representar un remanente
evolutivo, incluso si la fermentacién de la xilosa no forma parte del repertorio metabélico

natural de la especie.

5.2 Una respuesta diferenciada hacia la xilosa

La ingenieria de vias de sefalizacién, en particular aquellas que generan una mayor
actividad de la ruta de la PKA, que conduce a un incremento en el flujo glicolitico, ha
demostrado mejorar la fermentacién de xilosa en S. cerevisiae (Osiro et al., 2018;
Wagner et al., 2019). Sin embargo, este beneficio suele acompafiarse de una reduccion
en la capacidad de crecimiento, limitando su aplicacion en bioprocesos (Osiro et al.,
2018; Wagner et al., 2019). Igualmente, se destaca la importancia de la ingenieria de
eventos regulatorios como estrategia complementaria a la ingenieria metabdlica
propiamente dicha, con la intencion de imitar un estado de percepcién de "alta glucosa"
en lugar de sefiales de inanicion (Brink et al., 2021).

Un aspecto clave es redirigir la respuesta celular de manera selectiva hacia la
xilosa. Algunas de estas estrategias se basan en regular la expresién de genes
heterélogos de su metabolismo mediante promotores inducibles por la pentosa, en lugar
de constitutivos (Gopinarayanan & Nair, 2018b; Li et al., 2025). Estos sistemas incluyen
regulones o promotores sintéticos disefiados para dirigir la expresién génica de forma
precisa. Por ejemplo, los genes de la ruta catabdlica de la xilosa han sido controlados
por los promotores GAL1p y GAL10p, los cuales son activados en presencia de xilosa a
través del regulén GAL modificado (Gopinarayanan & Nair, 2018b). Al implementar
estrategias de este tipo se optimiza significativamente el crecimiento y la utilizacién de
este azucar (Gopinarayanan & Nair, 2018b; Li et al., 2025).

Como alternativa novedosa, en la presente tesis se exploraron receptores
quiméricos dedicados a la percepcion de la xilosa, con el objetivo de inducir de forma
controlada la expresion de genes de transporte, o que a su vez podria favorecer su
utilizacion. Mientras que el transportador Gal2mut aportaba la especificidad en la unién
a xilosa y las colas citoplasmaticas de Rgt2p y Snf3p los dominios de sefalizacién, estas

configuraciones no demostraron ser funcionales per se como sensores. Posiblemente
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esto se deba a una incapacidad para adoptar una configuracion receptora adecuada.
Los residuos de aminoacidos localizados en los dominios transmembrana de los
transportadores exhiben ciertas diferencias con respecto a los receptores, algunos
necesarios para el reconocimiento extracelular de la glucosa y la activacion completa
de la cascada de sefializacion (Ozcan et al., 1998). Por otra parte, se ha demostrado
que las quinasas Yck, componentes clave para transducir la sefal, no fosforilan
adecuadamente las construcciones quiméricas, lo que provoca que estas sean
inestables, se degraden y produzcan solo una sefalizacién parcial (Kim et al., 2024b).
Ambos aspectos deberan evaluarse cuidadosamente al proponer futuros ajustes en el
disefio de este tipo de construcciones. Der resultar funcionales, seria interesante
determinar si una respuesta sensible a la xilosa podria generar un impacto distinto o

incluso ventajoso respecto a la sefializacion mediada por Snf3p en S. cerevisiae.

5.3 Sensores homélogos en levaduras no
convencionales

Otra cuestidon que se podria considerar son los eventos moleculares de sefalizacién que
se originan ante la xilosa en levaduras no convencionales, las cuales si la utilizan de
manera natural como fuente de carbono. ;Poseen estas especies receptores
especificos o rutas de transduccién de sefiales dedicadas al reconocimiento de xilosa?
Asimismo, ¢existe conservacion funcional entre las proteinas de sefializacion
caracterizadas en S. cerevisiae y sus homologos en otros linajes? Un enfoque inicial
podria centrarse en identificar proteinas homodlogas a los receptores Snf3p y Rgt2p, asi
como otros moduladores asociados, en distintas especies de levaduras. Esto ayudaria
a comprender si la regulacion de los eventos de transporte y metabolismo dependen de
mecanismos conservados o, por el contrario, si ha evolucionado a partir de sistemas
moleculares divergentes.

Durante la busqueda de nuevos transportadores de pentosas en el genoma de
la levadura Spathaspora passalidarum (Capitulo 2) se identificd una proteina homoéloga
a Snf3p. Aunque no se comprobd experimentalmente su funcién, esta proteina comparte
un 43 % de identidad con Snf3p de S. cerevisiae y contiene un dominio citoplasmatico
largo de 223 aminoacidos, en comparacién con la cola de 337 residuos en Snf3p, con
cierta divergencia en su secuencia. Dicho dominio, ausente en transportadores tipicos,
podria tener un rol en sefalizacidon, aunque son necesarios ensayos de pérdida o
ganancia de funcion para confirmarlo. En Scheffersomyces stipitis, otra levadura capaz

de fermentar xilosa a etanol, la proteina quinasa SNF1 se encuentra conservada y se
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han identificado homdlogos de Snf3p y de Rgt2p (Jeffries & Van Vieet, 2009; Yuan et
al., 2011). Sin embargo, esta especie parece modular el metabolismo fermentativo de la
xilosa principalmente en respuesta a niveles limitantes de oxigeno, mas que al sensado
directo del azucar (Jeffries & Van Vleet, 2009). En las levaduras Kluyveromyces lactis y
K. marxianus, especies mas cercanas <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>