
 

 

 

Universidad Autónoma del Estado de Morelos 

Facultad de Biología 

Centro de Investigación en Biotecnología 

Doctorado en Ciencias Naturales 

 

Estrategias para producir ácido succínico en  

Saccharomyces cerevisiae 

Tesis que para obtener el grado de 

 

Doctor en Ciencias Naturales 

Presenta: 

 

M.C. Prisciluis Caheri Salas Navarrete 

 

Diciembre de 2022 

 

 

 

  

  



 

1 

AGRADECIMIENTOS 

 

 

 

 

 

El presente trabajo fue realizado en el Centro  

de Investigación en Biotecnología de la  

Universidad Autónoma del Estado de Morelos  

y en el Laboratorio de Ingeniería de Vías Metabólicas  

y Biología Sintética de Microorganismos, 

Departamento de Ingeniería Celular y Biocatálisis,  

del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional 

Autónoma de México, con la Dirección del 

Dr. Luis Caspeta Guadarrama 

 

 La presente tesis fue financiada por el Programa 

de Apoyo a Proyectos de Investigación e 

Innovación Tecnológica (PAPIIT), proyectos 

TA200119 y TA200622, y la beca de doctorado CONACyT 473065. 

 

Se agradece la participación del comité tutoral conformado por: 

Dra. María del Refugio Trejo Hernández 

Dra. Alicia González Manjarrez 

Dr. Ramón Suárez Rodríguez 

Dr. Alfredo Martínez Jiménez 

 

 

 

 

 

 

  



 

2 

RESUMEN 
 

El ácido succínico (AcSuc) es el precursor principal en la síntesis de una gran variedad de compuestos orgánicos y de 

la producción de productos terminados como el caucho. Actualmente, algunas empresas lo producen mediante la 

levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual debe ser modificada por ingeniería metabólica. Las estrategias de 

ingeniería metabólica se basan en dos objetivos principales: (i) generar cepas de levadura que alcancen títulos de 

producción mayores a 50 g/L y rendimientos cercanos al máximo teórico (1.7 molAcSuc/molGLC), y (ii) desarrollar cepas 

de levadura capaces de crecer y sintetizar AcSuc en fermentaciones con pH ácido, por debajo del pKa del AcSuc, el 

cual es 4.2. 

En este trabajo se implementaron diferentes estrategias para incrementar la disponibilidad de poder reductor 

intracelular, con el objetivo de aumentar la producción de AcSuc. Para ésto se clonó un plásmido con una ruta de 

producción de AcSuc que no es nativa de la levadura. Con esta estrategias se logró incrementar la síntesis de AcSuc 

de 0 a 1.7 g/L en medio rico, y de 0 a 0.65 g/L en medio mínimo, ambos medios con 50 g/L de glucosa (GLC) como 

fuente de carbono. Estos títulos representan rendimientos de 61 y 48 mmolAcSuc/molGLC para cada uno de los medios 

de cultivo. Estos experimentos demuestran que aumentar la disponibilidad del poder reductor intracelular sirve para 

aumentar la producción de AcSuc en S. cerevisiae. 

Para aumentar la tolerancia de la levadura a pH < 4.2 se secuenciaron los genomas de  2 cepas que generaron tolerancia 

a pH = 4.0 y 12 g/L de ácido acético (AcAce) en un ensayo de evolución adaptativa en laboratorio que se realizó 

previamente en nuestro grupo de investigación. Con la secuenciación de estas cepas y mediante ingeniería inversa 

determinamos que la inserción de una timina en el terminador de la transcripción del gen RAS2 es la responsable de 

la tolerancia al pH bajo y a la elevada concentración de AcAce en las cepas evolucionadas. Esto permitirá transferir 

ésta mutación a cepas productoras de AcSuc para que generen tolerancia a un pH menor al pKa y la acumulación del 

ácido en el medio de cultivo. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Por más de cien años, la humanidad ha usado fuentes de carbono no renovables como el petróleo, el carbón y el gas 

natural como materias primas para producir combustibles y compuestos químicos que son la base para generar los 

servicios de transporte y los productos terminados que sustentan el estilo de vida de la mayor parte de la población. 

Sin embargo, el agotamiento de éstas y la contaminación generada por los procesos de producción asociados plantean 

retos importantes para las sociedades modernas. En este sentido, los azúcares contenidos en la materia lignocelulósica 

pueden utilizarse como fuente de carbono por diferentes microorganismos para producir un juego de químicos básicos 

y energéticos muy similar al que se puede obtener a partir de las fuentes no renovables. Además, el CO2 producido en 

los procesos industriales y de combustión entraría al ciclo de carbono, lo cual presupone una disminución de la 

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

Entre los químicos básicos que se pueden sintetizar a partir de la glucosa contenida en la biomasa vegetal destaca el 

ácido succínico (AcSuc). Este ácido orgánico de cadena media es el precursor principal en la síntesis de distintos 

químicos básicos como el 1,3-butadieno y el 1,4-butanodiol, así como de productos terminados como el caucho. 

Actualmente, el AcSuc es producido por empresas que lo generan mediante procesos basados en microorganismos. 

Uno de los microorganismos es la levadura Saccharomyces cerevisiae (Biddy et al., 2016; Debabov, 2015). Para la 

producción industrial de AcSuc utilizando esta levadura se debe enfrentar dos retos: (i) incrementar los títulos (g/L) 

por encima de 50 g/L,  y rendimientos (mol/mol) a niveles cercanos al máximo teórico obtenido con glucosa (GLC) 

como fuente de carbono (1.7 molAcSuc/molGLC); y (ii) desarrollar cepas de levadura que sean capaces de crecer y 

sintetizar AcSuc en condiciones ácidas de pH (< 4.2).  

Un ejemplo de estas estrategias es la reportada por Yan y sus colaboradores en 2014. Ellos reportaron un título de 

12 g/L de AcSuc y un rendimiento de 0.36 molAcSuc/molGLC en fermentaciones con medio mínimo con 50 g/L de GLC 

el cual se mantuvo a un pH  6 durante toda la fermentación. Este título es uno de los más altos que se han reportado 

hasta hoy, sin embargo, el rendimiento fue de 0.2 veces el máximo teórico. Esto representa un amplio margen para 

intentar aumentar la concentración y el rendimiento de AcSuc en un medio de cultivo con un pH menor a 6 y al del 

pKa de este ácido (4.2). 

En este proyecto de doctorado, se utilizaron herramientas de ingeniería genética, evolutiva e inversa, así como de 

biología de sistemas para desarrollar estrategias de ingeniería metabólica para aumentar los títulos y rendimientos de 

AcSuc en S. cerevisiae, así como su tolerancia a elevadas concentraciones de ácido a pH < 4.2. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Ácido succínico: importancia, aplicaciones y síntesis 
 

El ácido succínico, o ácido-1,4-butanodioico es un ácido dicarboxílico de 4 carbonos, el cual tiene dos valores de pKa, 

4.2 y 5.6. Éste es considerado como una molécula base para la síntesis de otros compuestos químicos orgánicos como 

el 1,3-butadieno y sus derivados, los cuales son importantes en la industria petroquímica (Biddy et al., 2016; 

Debabov, 2015; McKinlay, et al., 2007; Pinazo, et al., 2015). Por lo que la aplicación principal del AcSuc es la 

síntesis del caucho para producir llantas y empaques para automóviles. Además, también se utiliza como surfactante, 

quelante de iones y aditivo en la agricultura y en algunos alimentos. Dado lo anterior, la producción anual de AcSuc 

se incrementó de 30,000 a 50,000 toneladas métricas (Tm) entre los años 2015 y 2017,  y su valor en el mercado 

superó los 30 billones de dólares anuales. Además, las proyecciones de mercado del Departamento de Energía de EUA 

(DOE) muestran que la producción de esta molécula tendrá un crecimiento promedio anual de alrededor del 18 %, por 

lo que se proyectó que su producción excedería las 500,000 Tm a partir del año 2020 (Biddy et al., 2016). 

En la actualidad, la mayor producción de AcSuc proviene de la conversión de ácido maleico, un residuo de las 

refinerías de petróleo. Sin embargo, la contaminación generada por los procesos asociados de síntesis química, así 

como la necesidad de prescindir de fuentes de carbono no renovables, ha impulsado la búsqueda de alternativas 

tecnológicas como la fermentación de azúcares. Es por esto que, desde hace más de 10 años, diferentes compañías 

tienen procesos industriales en etapas de demostración para la producción de ácido succínico por fermentación, y se 

proyecta que en los próximos años, estas empresas abran plantas de producción industrial. En conjunto, se cree que la 

capacidad de producción con la instalación de nuevas plantas aumente la capacidad de producción de AcSuc en unas 

400,000 toneladas tm anuales a partir de glucosa (Tabla 1. Principales compañías que producen ácido succínico  en procesos 

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

 

Tabla 1. Principales compañías que producen ácido succínico  en procesos demostrativos y a gran escala (Cavani, & Basile, 

2016). 

Compañía Ubicación de la planta Capacidad instalada (Tm) Inicio de operación 

BioAmber Pomacle, Francia 3,000 2010 

Sarnia, Canadá 30,000 2015 

América del Norte 200,000 2018 

Reverdia  Cassano Spinola, Italia 10,000 2012 

Myrian Lago Providence, USA 13,600 2013 

Succinity Montmeló, España 10,000 2014 
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Uno de los microorganismos que han sido empleados por las empresas para la producción de AcSuc es la levadura 

Saccharomyces cerevisiae. Esto se debe a que esta levadura es uno de los microorganismos mejor caracterizados y 

más utilizados a nivel industrial (Strope et al., 2015; Verduyn, 1991); fue el primer organismo eucariota del cual se 

secuenció el genoma (Goffeau et al., 1997); existen técnicas microbiológicas para su propagación y utilización 

exhaustivas en fermentaciones (Herskowitz, 1988); así como herramientas de biología molecular bien establecidas 

que permiten hacer modificaciones genéticas estables, sobreexpresar genes en vectores de replicación autónoma y en 

el cromosoma de este microorganismo (Siewers, Nielsen, & Mortensen, 2012). Lo anterior ha permitido implementar 

estrategias de Ingeniería Metabólica que han aumentado la producción de diferentes compuestos, incluyendo el AcSuc 

(Yan et al., 2014). Asimismo, se han secuenciado los genomas de cientos de diferentes cepas de este microorganismo, 

por lo que hay una gran cantidad de información genómica disponible (Strope et al., 2015). Esto ha permitido hacer 

un catálogo molecular de los componentes celulares, y más importante aún, esta información se ha utilizado para 

generar modelos de escala genómica (GEMs) (Heavner & Price, 2015; Sánchez & Nielsen, 2015). Con los GEMs 

se han realizado simulaciones in-silico para identificar estrategias que permitan aumentar la producción de compuestos 

como el AcSuc (Agren, Otero, & Nielsen, 2013; Heavner & Price, 2015; Otero et al., 2013; Sánchez & Nielsen, 

2015). 

2.2. Rutas bioquímicas para la síntesis del AcSuc 
 

En las cepas silvestres de S. cerevisiae el AcSuc se produce en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) y en la ruta 

del glioxilato. El AcSuc se disocia a pH intracelular de 7 y entonces se acumula en su forma  ionizada o succinato. 

Esta forma ionizada también es la forma común que se acumula en el medio de cultivo, el cual se mantiene entre 5 y 

6 para favorecer el crecimiento de S. cerevisiae. 

En S. cerevisiae, el TCA y la ruta del glioxilato son menos favorecidas por su metabolismo que la glicólisis y la 

fermentación. Por lo que el AcSuc no se acumula de manera natural en los cultivos controlados de laboratorio. Sin 

embargo, se ha reportado que se puede acumular en concentraciones tan bajas como 0.1-0.3 g/L en vinos y cervezas 

producidos con esta levadura. En el TCA, el succinato se produce mediante la succinyl-CoA sintasa a partir de 

succinil-CoA. En el mismo ciclo, el succinato se oxida a fumarato reduciendo al flavín-adenín-dinucleótido (FAD) a 

FADH2 mediante la enzima succinato deshidrogenasa. En la ruta del glioxilato se sintetiza succinato y glioxilato a 

partir de isocitrato en la reacción catalizada por la isocitrato liasa. Posteriormente, el succinato se incorpora al TCA y 

puede ser utilizado como sustrato por la succinato deshidrogenasa. Una limitante para la síntesis de AcSuc vía TCA 

es que este ciclo sólo está completo en la mitocondria. Además, el TCA es un proceso metabólico para la síntesis de 

intermediarios cuya salida del ciclo impone restricciones para la síntesis y acumulación de AcSuc. Por otro lado, la 

vía del glioxilato está negativamente regulada por la presencia de glucosa y su utilización implica la desregulación del 

fenómeno de represión catabólica, el cual es altamente regulado en microorganismos de tipo Crabtree positivos como 

S. ceeviciae. 

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

Anaerobiospirillum succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes, Mannheimia succiniciproducens y Basfia 
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succiniciproducens. Estos microorganismos poseen un ruta reductiva que es altamente eficiente para la síntesis tanto 

de succinato como fumarato a partir de fosfoenolpiruvato o piruvato. Sin embargo son deficientes en la síntesis de 

oxaloacetato que es el precursor de la síntesis de glutamato. Por lo que estos microorganismos son auxótrofos a este 

y otros aminoácidos derivados de precursores sintetizados en el TCA, y su cultivo sólo se puede realizar en presencia 

de medios de cultivo complejos preparados con las auxotrofias. Además, estos microorganismos son anaerobios 

estrictos o facultativos, esto quiere decir que no utilizan de forma eficiente la rama oxidativa del TCA, incluso, algunos 

como A. succinogenes no poseen los genes que codifican para las enzimas de ésta rama del TCA. Esta característica 

provoca que en los productores naturales el NADH que se genera en la glucólisis tenga que ser reoxidado por la rama 

reductiva del TCA, cuyo producto final es el succinato. Esta ruta tiene la ventaja de consumir CO2, NADH y ATP, lo 

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

Los productores naturales de succinato normalmente no resisten las condiciones de cultivo prevalentes en 

biorreactores de escala industrial, lo que reduce el título máximo de producción que se obtiene a escala de laboratorio. 

Es decir, su escalamiento a nivel de producción se dificulta. Además, son bacterias que requieren que el pH del medio 

de cultivo se mantenga cercano al neutro durante toda la fermentación, lo que hace necesario que se agregue 

continuamente una base débil al cultivo. Dado que la forma útil a nivel industrial del compuesto es la forma no 

disociada, es decir el AcSuc y no el succinato, al final de la fermentación con estas bacterias es necesario acidificar el 

cultivo con un ácido débil para su posterior purificación. Estos pasos adicionales aumentan el costo de producción, 

por lo que las empresas productoras de AcSuc han optado por no usar productores naturales y en su lugar han explorado 

la expresión de rutas reductivas en S. cerevisiae. Sin embargo, para lograr altos títulos de producción de AcSuc a 

través de rutas reductivas en ésta levadura es necesario modificar su metabolismo oxidativo-reductivo (redox) de 

forma eficiente. 

 

2.3. Regulación del estado redox en S. cerevisiae y su implicación en la síntesis de AcSuc 
 

En química se le llama redox al equilibrio químico entre los componentes de una reacción de reducción-oxidación. En 

esta clase de reacciones, el compuesto que se oxida le cede un electrón al compuesto que se reduce. El metabolismo 

de cualquier célula contiene cientos de estas reacciones. En las células, los principales receptores de los electrones de 

las fuentes de carbono son el NAD+ y el NADP+, estos compuestos se reducen a NADH y NADPH respectivamente. 

Estos compuestos reducidos forman parte del poder reductor de la célula y tienen un papel central en la generación de 

energía química y en la síntesis de las macromoléculas celulares. 

Cuando S. cerevisiae consume glucosa como fuente carbono, regula el balance redox manteniendo un cociente 

[NADH]/[NAD+] con un valor cercano a uno (Villadsen et al. 2011). Esto se logra principalmente mediante dos 

reacciones: una catalizada por la gliceraldehído-3-fostfato-deshidrogenasa (G3P-deshidrogenasa) y la segunda 

catalizada por la alcohol deshidrogenasa (ALDH) (¡Error! La autoreferencia al marcador no es válida.). La G3P-

deshidrogenasa produce un mol de NADH y oxida un mol de gliceraldehído-3-fosfato (G3P) a un mol de 1,3-difosfo-

glicerato (1,3-DPG), mientras que la aldehído deshidrogenasa (ALDH) reoxida éste mol de NADH a un mol de NAD+ 
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por cada mol de etanol que produce. Es decir, cuando las levaduras están consumiendo glucosa como fuente de 

carbono, la reacción que produce la mayor parte del NADH de la célula es la G3P-deshidrogenasa y la enzima que lo 

reoxida a una velocidad similar es la ALDH. Mantener el cociente [NADH]/[NAD+] en un valor cercano a uno es 

esencial para la levadura, ya que si el NADH no se reoxida a NAD+ durante la producción de etanol, el G3P no puede 

convertirse en 1,3-BPG. Además, la glucólisis no puede continuar y por lo tanto no pueden crecer en medios mínimos 

con glucosa como única fuente de carbono. Este es el caso de las cepas PDC- en cuyos fondos genéticos se eliminaron 

los genes que codifican para las 3 isoenzimas de la piruvato decarboxilasa (PDC). Estas enzimas catalizan la 

conversión de piruvato a acetaldehído, éste último es el sustrato de la ALDH. Estas cepas no consumen glucosa, sin 

embargo, puede restablecerse esta función biológica mediante ingeniería evolutiva (van Maris, et al., 2004). Estas 

cepas que tienen un fenotipo PDC-/GLC+, pueden consumir glucosa sin producir etanol y se ha demostrado que tienen 

una mayor disponibilidad intracelular de NADH, por lo que se han utilizado en la producción de compuestos cuya 

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

 

 

2.4. Estrategias de ingeniería de reacciones para incrementar la síntesis y acumulación de 

AcSuc en S. cerevisiae 
 

Una cepa con fenotipo PDC-/GLC+ fue usada junto con una ruta reductiva de producción de ácido succínico por Yan 

y sus colaboradores en el 2014 (Figura 2. Ejemplo de dos rutas reductivas con las que se han alcanzado los títulos de 

producción.Figura 2). Usaron un primer plásmido para clonar los genes de S. cerevisiae que codifican para la piruvato 

Figura 1. Pasos principales en el metabolismo de glucosa (glc) y las tres rutas principales de producción de AcSuc que 

parten del piruvato (pir). ver texto principal para los detalles de las abreviaturas  
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carboxilasa (PYC2) que cataliza la conversión de piruvato (PYR) a oxalacetato (OAA), y la malato deshidrogenasa 

(MDH3) que cataliza la conversión de malato (MAL) a OAA. En un segundo plásmido clonaron la fumarato reductasa 

(FRDS1) nativa de S. cerevisiae que transforma fumarato (FUM) a succinato y la fumarasa de Escherichia coli 

(FUMC) que convierte malato (MAL) a fumarato (FUM). Estos plásmidos fueron transformados en una cepa  PDC-

/GLC+ y se realizaron cultivos en matraces con medio mínimo suplementado con 50 g/L de GLC y dos pulsos de 

CaCO3 como fuente de carbono orgánico e inorgánico respectivamente. El primer pulso de CaCO3 lo hicieron al inicio 

del cultivo y fue de 5 g/L, el segundo pulso lo hicieron en la fase exponencial del crecimiento y fue de 30 g/L. Con 

esta estrategia lograron un título de producción de 8 g/L. Escalaron la producción a bioreactores de 3 L con un volumen 

de trabajo de 1L, en estas condiciones donde controlaron el pH, la tensión de oxígeno disuelto, entre otros parámetros, 

lograron elevar el título hasta 12.9 g/L, con un rendimiento de 0.32 molAcSuc/molGLC (Figura 2). Es importante destacar 

que en todos sus ensayos mantuvieron el pH del medio en un valor de 6 a lo largo de todo el cultivo, es decir, no 

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

Por su parte, Jansen y Verwaal (2010) construyeron un brazo reductor del TCA en dos plásmidos (Figura 2). En el 

primer plásmido clonaron el gen que codifica para la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK) de Actinobacillus 

succinogenes que convierte el fosfoenolpiruvato (PEP) en OAA y el gen que codifica para la fumarato reductasa 

(FRDg) de Trypanosoma brucei que convierte el fumarato a succinato. En un segundo plásmido clonaron el gen que 

codifica para la malato deshidrogenasa nativa de la levadura (MDH3) y un gen sintetizado químicamente que codifica 

para la fumarasa de Rhizopus oryzae. Además de los plásmidos con la ruta reductiva, construyeron un plásmido donde 

clonaron el transportador mitocondrial de malato MAE de Schizosaccharomyces pombe. Estos tres plásmidos fueron 

transformados en la cepa RBW064 (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289 adh1::lox adh2::lox gpd1::KanMX). La cepa 

que obtuvieron se denominó SUC-200 y con esta realizaron ensayos en medio mínimo en cultivos tipo lote alimentado. 

La alimentación de GLC se mantuvo por debajo de 1 g/L y el cultivo se mantuvo con limitación de oxígeno. Asimismo, 

la alimentación de gas tuvo un flujo de 0.33 vvm de aire suplementado con 10 % de CO2. El CO2 es necesario para la 

síntesis de OAA a partir del PEP. Este cultivo se llevó a cabo por 90 horas y se reportó un título máximo de producción 

de 16 g/L. 

A 
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n y los rendimientos de conversión de glucosa a AcSuc más altos. Estas dos vías difieren en la forma en que se limita 

la formación de etanol y la síntesis de ácido oxalacético (OAA). A) En esta estrategia la síntesis de etanol se evita 

eliminando la actividad de PDC y se genera OAA mediante piruvato carboxilasa (PYC2). B) En la segunda estrategia 

se elimina actividad de ADH y se sintetiza OAA mediante la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK). 

 

En la Tabla 2 se presenta un resumen de las estrategias que se han usado previamente para aumentar la producción de 

AcSuc mediante la ruta oxidativa (Raab et al., 2010; Agren et al., 2013), el ciclo del glioxilato (Otero et al., 2013) 

y dos rutas reductivas distintas (Jansen & Verwaal, 2010; Yan et al., 2014). 

 

Tabla 2. Estrategias de ingeniería metabólica utilizadas para  aumentar la producción de ácido succínico en S. 

cerevisiae. 

Ruta de 

síntesis 
Estrategia 

Título 

(g/L) 

Rendimiento 

(mo-AcSuc/molGLC) 
Referencia 

TCA oxidativo 
Eliminaron los genes SDH1, 

SDH2, IDH1 Y IDP1 
3.6 0.11 

(Raab et al., 

2010) 

Ciclo del 

glioxilato 
GEM-iFF708. 0.9 0.076 

(Otero et al., 

2013) 

Figura 2. Ejemplo de dos rutas reductivas con las que se han alcanzado los títulos de producción . 
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Evolución adaptativa. 

Eliminación de los genes SDH3 y 

SER3/SER33 

TCA oxidativo 
GEM-iFF708. Eliminación del gen 

DIC1 
0.23 0.030 

(Agren et al., 

2013) 

TCA reductivo 

Expresaron la PEP carboxicinasa 

de A. succinogenes, fumC de E. 

coli, MDH y FRDS de S. 

cerevisiae. 

16 0.44* 

(Jansen & 

Verwaal, 

2010) 

TCA reductivo 

Expresaron los genes fumC de E. 

coli, PYC2, MDH y FRDS de S. 

cerevisiae. 

12.9 0.32** 
(Yan et al., 

2014) 

*Este rendimiento fue calculado por nosotros a partir de los datos del cultivo continuo que reportaron Jansen & Verwaal, 2010; ** 

Este rendimiento fue convertido por nosotros a moles a partir del rendimiento reportado en gramos por los autores. 

 

Para lograr que S. cerevisiae acumulara mayores concentraciones de AcSuc Raab y sus colaboradores (2010) 

eliminaron los genes SDH1, SDH2, IDH1 Y IDP1, que codifican para la succinato deshidrogenasa y para una 

isoenzima mitocondrial de la isocitrato deshidrogenasa respectivamente. Con esta estrategia se alcanzó un título de 

3.6 g/L y un rendimiento de 0.11 molSuc/molGLC. 

Otras modificaciones genéticas que mejorarían la síntesis de AcSuc fueron identificadas con base en simulaciones in 

silico del metabolismo, utilizando el modelo metabólico a escala genómica (GEM) iFF708 y el algoritmo OptGene. 

Este método se utiliza para la búsqueda de genes cuyas enzimas favorezcan el flujo de carbono hacia la formación del 

producto deseado (Patil et al., 2005). Otero et al. (2013) se basaron en los resultados de Patil et al. (2005) para 

generar una cepa a la que se le eliminaron los genes Sdh3 que codifica para el citocromo b del complejo succinato 

deshidrogenasa y Ser3p/Ser33 que codifica para las isoenzimas de 3-fosfoglicerato deshidrogenasa. Con esto se acopló 

la producción de AcSuc al crecimiento celular a través del ciclo del glioxilato. Con esta primera aproximación se 

obtuvo un rendimiento de 0.14 gAcSc/gbiomasa. Posteriormente realizaron un ensayo de evolución adaptativa, con lo que 

se generó una cepa que acumuló 0.69 gAcSc/gbiomasa. En esta última cepa se realizó un análisis transcriptómico y se 

identificó que la isocitrato liasa (ICl1) se modificó en el ensayo de evolución, lo que le permitió a la cepa evolucionada 

aumentar la producción de AcSuc. 

En otro estudio se utilizó el GEM iFF708 y un análisis del balance de flujos metabólicos FBA para establecer 

estrategias de ingeniería metabólica para aumentar la producción de ácido succínico (Agren et al., 2013). De acuerdo 

con los resultados de las simulaciones, Agren y sus colaboradores (2013)  construyeron mutantes individuales de los 

genes Mdh1, Oac1 y Dic1 que codifican la malato deshidrogenasa mitocondrial, un transportador de la membrana 
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interna mitocondrial y un transportador de dicarboxilato mitocondrial, respectivamente. Las simulaciones también 

identificaron que la producción de succinato es sensible a la velocidad de consumo de oxígeno. El análisis 

transcripcional de la mutante DIC1 sugiere que la cadena de transporte de electrones, la síntesis de ATP, el transporte 

de esteroles y los procesos metabólicos para la formación de energía se asocian con la formación de succinato (Agren, 

et al., 2013). Por otra parte, la limitación del potencial redox restringe los rendimientos que pueden alcanzarse en un 

proceso de fermentación anaeróbico (el cual es deseable); por lo que, controlar las concentraciones de cofactores redox 

para manipular los flujos metabólicos parece un enfoque útil para aumentar los rendimientos en las levaduras. 

 

2.5. El rendimiento máximo teórico de AcSuc depende de la ruta metabólica 
 

Los parámetros estequiométricos más importantes que se deben considerar en el diseño de microorganismos para la 

producción de compuestos de interés comercial son los rendimientos.  En especial el rendimiento de producción en 

función de la cantidad de sustrato consumido, el cual es la cantidad de producto (gramo o mol) que se obtiene por 

cantidad de sustrato consumido, y se abrevia YSP. Sin embargo, aumentar el YSP de un metabolito que deriva de una 

vía metabólica que conecta con la red intrincada de reacciones propia de los microorganismos tiene diferentes 

restricciones, entre las que destacan: (i) la ruta metabólica que conecta el sustrato con el producto; (ii) el contenido 

energético del sustrato y el producto; (iii) la eficiencia energética de la ruta; (iv) el consumo o producción de NADH 

por la ruta metabólica; y, (v) la dificultad para expresar la ruta heteróloga de síntesis en un organismo huésped. Por 

estos motivos, Dugar y Stephanopoulos (2011) presentaron una forma simple para calcular el rendimiento máximo 

teórico (YT) de un producto a partir de un sustrato específico. Este se calcula usando el contenido energético del 

sustrato y del producto con la ecuación YT=λS/λP. Donde λS representa los moles de electrones por mol del sustrato y 

λP los moles de electrones por mol del producto. El YT  de AcSuc a partir de glucosa es 24 mole-/molGLC/14 mole-

/molAcSuc = 1.7 molAcSuc/molGLC. Por otra parte, la eficiencia de las rutas para la síntesis de AcSuc a partir  GLC puede 

calcularse únicamente mediante la estequiometría de las rutas (Dugar y Stephanopoulos, 2011). En la Tabla 3 se 

muestra el rendimiento que puede alcanzarse usando la ruta oxidativa es 1 molAcSuc/molGLC, mientras que con la ruta 

reductiva es posible alcanzar un rendimiento de 1.7 molAcSuc/molGLC. 

La metodología propuesta por Dugar y Stephanopoulos (2010) es una guía inicial para elegir la ruta de producción 

con la que se pueda alcanzar un rendimiento más alto respecto a otra que lleve al mismo producto. Sin embargo, esta 

metodología es un modelo de caja negra con el que podemos saber qué es lo que entra y lo que sale de la célula en 

estado estacionario. Esto representa una limitación desde el punto de vista del diseño del microorganismo, ya que no 

se puede manipular los componentes internos del sistema. Una alternativa es el uso de modelos del metabolismo a 

escala genómica. 
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2.6. Modelamiento del metabolismo mediante biología de sistemas  

 

A la colección completa de los genes y la versión específica de éstos contenidos en el genoma de un organismo en 

particular se le conoce como genotipo. Asimismo, la forma y la función del organismo se conoce como fenotipo. 

Comprender la relación que existe entre el genotipo y el fenotipo a escala genómica es un problema fundamental en 

la biología actual (Palsson, 2006). En este sentido, las técnicas de secuenciación masiva en conjunto con el amplio 

acervo de conocimiento sobre las transformaciones bioquímicas en un organismo dado pueden convertirse a un 

formato matemático del que emanan las relaciones mecanísticas entre los genotipos y los fenotipos metabólicos de las 

células (Palsson, 2006). Este formato matemático que subyace al conjunto de conocimientos bioquímico, genético y 

genómico (BiGG) ha facilitado la construcción de lo que se ha llamado Modelos de Escala Genómica (GEMs). Estos 

modelos son una reconciliación de las propiedades bioquímicas de las enzimas y los genes que las codifican en un 

organismo determinado (Palsson, 2006). Los GEMs pueden construirse y analizarse usando la metodología 

COnstraint-Based Reconstruction and Analysis (COBRA). Los métodos COBRA permiten el análisis de sistemas 

biológicos a escala genómica (como es el caso de los GEMs) - Biología de Sistemas del Metabolismo -  sin la necesidad 

de contar con grandes cantidades de datos de entrada, como valores de las constantes cinéticas de las enzimas, datos 

fluxómicos, metabolómicos, etc. Estos métodos se basan en datos fisicoquímicos (capturados en la matriz 

estequiométrica) para calcular los estados fenotípicos posibles para un GEM particular bajo una condición dada 

(Figura 3). 

 

Tabla 3. Rendimientos de producción de ácido succínico. 

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

Máximo teórico 

 

YT=λs/λp=(24 mol-e/mol-GLC)/(14 mol-e/mol-AcSc)=1.7 mol-AcSc/mol-GLC 

Ruta oxidativa 

 

C6H12O6 + H2O + 4 ADP + 4 Pi ⟶ C4H6O4 + 5 NADH + 2CO2 + 4 ATP 

 

YO = 1 mol-AcSc/1 mol-GLC = 1 mol-AcSc/mol-GLC 

Ruta reductiva 

 

1.16 C6H12O6 + 4 NADH + CO2 ⟶ 2 C4H6O4 + 4 NAD+ + 3 H2O 
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YR = 2 mol-AcSc/1.16 mol-GLC = 1.7 mol-AcSc/mol-GLC 

 

Uno de los métodos COBRA más utilizados es el flux balance analysis (FBA). El FBA convierte el conocimiento 

BiGG contenido en los GEMs en un formato matemático conocido como matriz estequiométrica (S). S puede 

resolverse para dar un espacio de soluciones en el que se optimizan los flujos (bordes del cono en la Figura 3) que 

llevan a optimizar una función objetivo. Actualmente los GEMs traen precargada la velocidad específica de 

crecimiento (µ) como función objetivo. Para obtener un espacio de solución que describa fielmente los flujos 

metabólicos del sistema es necesario restringir el espacio de solución con datos experimentales como la velocidad 

específica de crecimiento (µ), la velocidad específica de consumo de la o las fuentes de carbono (rs) y las velocidades 

específicas de producción de metabolitos (rp1, rp2… rpn). 

 

 

 

Figura 3. Representación esquemática resumida de la forma en que el metabolismo de un organismos puede ser representado en 

un matriz de coeficientes estequiométricos de las reacciones bioquímicas, las cuales se modelan mediante flujos metabólicos 

basados en límites de operación termodinámicos calculados con el software COBRA. Para su interpretación, la matriz 

estequiométrica se puede interpretar mediante gráficas que representan la relación entre los flujos metabólicos de un organismo y 

sus  límites de operación que dan origen a un fenotipo. Esta interpretación se puede realizar mediante métodos matemáticos 

contenidos en  COBRA, el cual realiza estos cálculos a partir de la reconstrucción completa del metabolismo (GEM). 
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S. cerevisiae fue el primer organismo eucariota para el cuál se desarrolló un GEM (Forster et al., 2003) y es uno de 

los organismos que cuenta con mayor número de GEMs publicados (Lopes & Rocha, 2017). El GEM más reciente, 

más curado y completo que se ha publicado para S. cerevisiae es el Yeast8 (Lu et al., 2019). Este GEM tiene versiones 

para COBRA Toolbox (MATLAB) y COBRAPy (Python). Elegimos la versión para COBRAPy, ya que Python es un 

lenguaje de programación libre y gratuito. Con este modelo y los métodos COBRA se evaluaron perfiles metabólicos, 

los cuales se presentarán más adelante en este manuscrito. 

 

2.7. Tolerancia de S. cerevisiae a pH ácido y altas concentraciones de ácidos débiles 
 

Para la síntesis del caucho y de otros compuestos químicos es necesario que el AcSuc esté en su forma oxidada. Por 

lo que la producción de AcSuc se enfoca en presentar éste en forma de solución en estado no ionizado. Dado lo 

anterior, es recomendable que la fermentación de glucosa a AcSuc se realice en un valor de pH por debajo del pKa 

del AcSuc (4.72) para disminuir los esfuerzos en la purificación y formulación del producto final envasado. Sin 

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

A un pH menor al valor de pKa del AcSuc, éste se encuentra principalmente en su forma protonada y no cargada. Esta 

forma puede atravesar la membrana plasmática a una velocidad que se controla por la permeabilidad de la propia 

membrana. Una vez en el citosol, donde el pH es cercano al neutro en S. cerevisiae, el AcSuc se disocia generando 

así dos protones y el anión correspondiente. Estas moléculas cargadas no pueden simplemente difundir a través de la 

membrana hacia el medio extracelular. Esto puede causar la acidificación del citoplasma causando efectos deletéreos 

en la célula. Sin embargo, para aliviar esta condición de estrés, la levadura utiliza la bomba de protones citosólica y 

vacuolar, PMA1 y VMA1, respectivamente. Estas proteínas consumen ATP para lograr bombear los protones al medio 

extracelular (PMA1) y al interior de la vacuola (VMA1). Este consumo de ATP limita el crecimiento así como los 

recursos celulares para la síntesis de productos metabólicos. 

Sin ácido en el medio de cultivo, pocas levaduras industriales crecen en pH menor o igual a 2.5 (Taherzadeh et al. 

1997; Della-Bianca et al. 2013). Un pH por debajo de 4.5 es vital para que S. cerevisiae prospere a una concentración 

de ácido débil de 10 g/L, mientras que a un pH 3 la concentración de ácido no debe ser mayor a 3 g/L (Taherzadeh 

et al. 1997). Esto es que, conforme la concentración de ácido débil se incrementa, el nivel del pH debe aumentar para 

que S. cerevisiae pueda prosperar. Lo anterior porque, si el nivel de ácido no disociado se incrementa en el medio de 

cultivo, este difunde al interior de la célula acidificando el citosol. Por ejemplo, el pH citosólico disminuye a 5.7 o 5.1 

si las células se exponen a 4.8 o 9.6 g/L de ácido acético cuando el pH del medio es de 4.5 (Fernández-Niño et al. 

2015; Giannattasio et al. 2013). Se ha demostrado que si el pH citosólico disminuye por debajo de 5.2 las células 

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

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

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

medio de cultivo a un pH ácido hace que temperaturas subóptimas no letales se vuelvan letales en presencia del ácido. 

Se ha observado que la actividad de PMA1 incrementa con el incremento de la temperatura de cultivo y con la adición 

de un ácido débil (Coote et al., 1994; Ullah et al., 2012). Por lo tanto, el consumo de ATP también se incrementa 

sustancialmente (Lahtvee et al., 2016; Verduyn et al., 1992; Watson, 1970). Para evitar el consumo excesivo de 

ATP, las células moderan la actividad de PMA1 sobre expresando la proteína de choque térmico HSP30 (Meena et 

al., 2011; Piper et al., 1994), por lo que el pH citosólico disminuye ligera-  y transitoriamente con el choque térmico. 

Un uso excesivo de ATP también puede incrementar el consumo de glucosa y de oxígeno para la oxidación completa 

de la glucosa y producción máxima de ATP por mol de azúcar. Lo que se acompaña de un incremento en el volúmen 

de la mitocondria (Lahtvee et al., 2016; Verduyn et al., 1992). El incremento en la actividad de la mitocondria puede 

causar un aumento de las especies reactivas de oxígeno (ROS) y las actividades de la superóxido dismutasa y catalasa 

(Giannattasio et al., 2005). Si la eliminación de ROS no es eficiente, esto causa la respuesta retrógrada y la muerte 

celular programada. 

Un pH intracelular ácido puede disminuir la actividad de las enzimas glicolíticas. Se ha observado que la actividad de 

varias de las enzimas de la glicólisis disminuye a un pH menor a 6.8 (Kumar et al., 2004; Pampulha and Loureiro-

Dias, 1990). Sorprendentemente, la transcripción de algunos genes que codifican enzimas de la glucólisis aumenta 

con el estrés oxidativo, el choque térmico y el ácido. Entre estos, los genes que codifican para la hexocinasa (HXK2) 

y la fosfofructocinasa (PFK1) (Almeida et al., 2009; Gasch et al., 2000; Mira et al., 2010; Schüller et al., 2004). 

La expresión de estos genes tiene una influencia  importante en la represión catabólica causada  por la glucosa 

(Broach, 2012; Gancedo, 1998). Dicha represión parece ser importante para la resistencia a ácido ya que mutaciones 

en GPR1, GPA2, RGT2 y SNF3, los cuales codifican para enzimas reguladoras de las vías de señalización de glucosa 

(RAS/cAMP/PKA y SNF1/SNF3), promueven la resistencia en cepas aisladas en ambientes ácidos (Isom et al., 2018; 

Orij et al., 2011).  Esto es que, si disminuye la actividad de la vía de señalización  por glucosa disminuye la activación 

de las respuestas al estrés. Aunque por otro lado, la disminución también disminuye la actividad fermentativa y la 

activación de PMA1. Por ejemplo, mutaciones en SNF1, TPK2 y RAS2 los cuales son elementos río abajo del sistema 

de regulación causan la acidifican el citosol (Som et al., 2018), aunque disminuyen la formación de ROS 

(Lastauskienė and Čitavičius, 2008; Leadsham and Gourlay, 2010; Salas-Navarrete et al., 2022). 

Las vías de señalización de de glucosa, en combinación con las de nitrógeno también regulan la acidificación de la 

vacuola, que, entre otras cosas previenen la acidificación del citosol y la respuesta retrógrada causada por el mal 

funcionamiento de la mitocondria (Bishop and Guarente, 2007; Broach, 2012; Hughes and Gottschling, 2012). 

Por lo tanto, estas vías controlan la expresión de la ATPasa vacuolar y se ha observado que mutantes en VMA1, VMA2 

y VMA3, así como la proteína ensambladora VPH2 causan la acidificación del citosol y la imposibilidad de la levadura 

para alcanzar la homeostasis del pH citosólico (Martínez-Muñoz and Kane, 2008; Preston et al., 1992). La 

señalización entre la vacuola y el citosol es importante para el metabolismo de Fe y Cu que juegan un papel importante 

en la tolerancia a ácido acético (Hu et al., 2019; Li and Kaplan, 2004).  Se ha observado que los genes involucrados 
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en el transporte de Fe (FET3), reducción del Fe (FRE1 y FRE3) y facilitadores del transporte de Fe (FIT2 y FIT3) 

juegan un papel importante en la resistencia (Fletcher et al., 2016; Hu et al., 2019; Mira et al., 2010). 

La difusión de un ácido débil hacia el citosol requiere que éste interaccione con la membrana citoplasmática de las 

células. Por lo que se ha sugerido que la composición de esta está relacionada con la resistencia al estrés ácido. Del 

tal forma que las células que se someten a evolución adaptativa muestran cambios en la secuencia de genes que 

codifican para enzimas relacionadas con la reestructuración de la membrana, por ejemplo ERG3, ERG4, ERG13, 

ERG24 YDC1 y SUR2 (Fletcher et al., 2016; Mira et al., 2010). Además de la reestructuración de la membrana, S. 

cerevisiae también altera la secuencia de genes que codifican para transportadores de ácidos y bases débiles como 

AQR1, TPO2, JEN1 y PDR12 (Casal et al., 1999; Mira et al., 2010). 

Cuando las células se someten a un estrés ácido o térmico activan la expresión de varios cientos de genes (Caspeta et 

al., 2016a; Gasch et al., 2000; Lee et al., 2015; Mira et al., 2010). Esto hace pensar que, además de los genes cuyas 

funciones se relacionan individualmente con el fenotipo tolerante, existen otro grupo de genes que si bien no participan 

“directamente” con alguna función individual si se encargan de regular la transcripción de otros genes que 

complementan la respuesta, como los factores transcripcionales (FTs). En este sentido, el análisis de secuencias 

promotoras de la transcripción ha sido útil para identificar FTs que participan en la respuesta a estrés general como 

MSN2/MSN4, o en respuesta a estrés por choque térmico como HSF1 (Gasch et al., 2000). Además, también se han 

identificado factores transcripcionales que regulan las respuestas particulares a estrés oxidativo como YAP1, estrés 

ácido como WAR1, y complementan la regulación de la respuesta a choque térmico como SKN7 (Mira et al., 2010; 

Schüller et al., 2004). 

Como se puede detectar de este pequeño resumen, es posible identificar genes cuyas funciones aportan a un fenotipo 

termo-ácido tolerante en S. cerevisiae. Estos genes se pueden usar para el diseño de cepas resistentes mediante los 

conceptos y técnicas de la ingeniería inversa, la cual se centra en la generación de fenotipos tolerantes transfiriendo 

las funciones genéticas que determinan la resistencia en otras cepas. para generar estas cepas se usan procesos de 

evolución adaptativa, los cuales, cabe mencionar que operan también en los procesos industriales de producción. 

Aunque estos procesos se pueden operar en el laboratorio. 

 

2.8. Obtención de cepas de S. cerevisiae resistentes a pH ácido y altas concentraciones de 

AcSuc: la ingeniería evolutiva y los análisis a escala genómica. 
 

Cepas de S. cerevisiae tolerantes a ácido, pH ácido y temperaturas supraóptimas se han aislado en la industria y en 

experimentos de evolución adaptativa en laboratorio (EAL) (Mira et al., 2010; Schüller et al., 2004). Además, el uso 

de herramientas de análisis de funciones en el genoma completo ha permitido la identificación de genes cuyas 

funciones aportan al fenotipo tolerante observado en experimentos típicos  de fisiología microbiana. Estas funciones 

han sido evaluadas mediante ingeniería inversa para develar los aspectos básicos de los mecanismos celulares 

responsables de la tolerancia en las cepas aisladas (Mans et al. 2018). Por ejemplo, el análisis fisiológico molecular 

de cepas industriales tolerantes a concentraciones elevadas de ácido acético y pH ácido mostró cambios estructurales 



 

23 

en genes relacionados a la vía de señalización de glucosa RAS/cAMP/PKA y a la regulación  de la disponibilidad de 

nitrógeno como: IRA2, SNF4, CUP2, GRT1, MET4, HAA1, SAM3, SAM4, y TRT2 (Della- Bianca et al. 2013: 

Meijnen et al. 2016; Stojiljkovic et al. 2020). En particular, resulta interesante que mutaciones en los genes de la vía 

RAS/cAMP/PKA, como  IRA1, IRA2, CYR1 y BCY1,  también se detectaron en cepas termotolerantes aisladas en la 

industria (Parts et al. 2011). 

En experimentos de EAL también se han aislado cepas tolerantes a ambientes ácidos, por ejemplo en presencia de 15 

g/L de ácido acético y pH 4.5 (Fletcher et al. 2016; González-Ramos et al. 2016; Wright et al. 2011). Las 

mutaciones encontradas en estas cepas se detectaron en genes relacionados con el estrés oxidativo, el balance de óxido-

reducción como FRE1, ADH3; El metabolismo de lípidos y esteroles (ASG1 y ERG5) y la  respuesta a la disponibilidad 

de glucosa como SKS1 (Fletcher et al. 2016; González-Ramos et al. 2016). En otros experimentos de EAL bajo 

ambientes con elevada temperatura se aislaron cepas resistentes a 38-42 °C (Caspeta et al. 2014; Hyun-Soo Kim et 

al. 2011; Satomura et al. 2016). En estas cepas se identificaron mutaciones en genes relacionados con el metabolismo 

de lípidos (ERG3 y LCB3), con la respiración y la generación de energía en forma de ATP (ATP3, ATP2, MTM1, 

CCM1 y MDL2), la via RAS/cAMP/PKA (IRA2 y CDC25), la replicación del DNA (RAD9, RAD24, PAN2, CSM3 y 

CMK2) y las respuestas múltiples al estrés (SSK2 y MSN2) (Caspeta et al. 2014; Hyun-Soo Kim et al. 2011; 

Satomura et al. 2016).  

En experimentos de EAL recientemente se aislaron  cepas tolerantes a valores de pH menores a  4.2, altas 

concentraciones de ácido acético y elevada temperatura (Caspeta et al. 2019). Para tales experimentos se partió de la 

cepa silvestre S288C y de la cepa termotolerante denominada TT23. Este antecedente es relevante para nuestro trabajo 

ya que estas cepas lograron crecer en medio mínimo con 20 g/L de GLC y 12 g/L de ácido acético, con pH 4 a 30 °C 

y 250 RPM. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

En S. cerevisiae se ha caracterizado ampliamente la producción de AcSuc mediante rutas metabólicas oxidativas. Sin 

embargo, los títulos de producción más altos de este compuesto se han alcanzado a través de rutas metabólicas 

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

Los cambios que ocurren en el metabolismo central de S. cerevisiae cuando produce AcSuc mediante una ruta 

reductiva no están bien caracterizados debido al alcance que esto tiene en el metabolismo global. Esto justifica aplicar 

estrategias de Biología de Sistemas que permitan comprender los cambios que ocurren en el metabolismo de S. 

cerevisiae cuando produce AcSuc mediante una ruta reductiva. A partir de este conocimiento será posible diseñar 

estrategias de Ingeniería de Vías Metabólicas a nivel de sistemas que permitan aumentar los títulos y los rendimientos 

de producción de este metabolito. 

La obtención de fenotipos ácido tolerantes es importante para generar cepas productoras de AcSuc que puedan 

acumular este ácido débil en cultivos con pH ácido menor al pKa del AcSuc. Esto permitiría la recuperación del ácido 

en su forma no disociada que es la forma más habitual en que se formulan las presentaciones de este ácido para la 

comercialización como reactivo. Por lo que esto presupone un ahorro en los procesos de separación y purificación del 

AcSuc del medio de cultivo. 

La obtención de cepas tolerantes a ambientes ácidos representa un reto ya que no es atractivo generar diseños 

experimentales para evaluar todas las posibles mutaciones que podrían dar origen al fenotipo tolerante. Para solucionar 

este problema se han utilizado estrategias de EAL para generar cepas tolerantes. Mediante análisis a escala genómica 

es posible generar conocimiento sobre los cambios genotípicos que generan la tolerancia. 
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4. HIPÓTESIS 
 

El incremento en la síntesis de ácido succínico y la resistencia a la acidez en la levadura Saccharomyces cerevisiae se 

conseguirán mediante la ingeniería del metabolismo redox, e inversa de fenotipos tolerantes generados por ingeniería 

evolutiva. 

 

5. OBJETIVOS 
 

5.1. OBJETIVO GENERAL 
 

Aumentar la producción de ácido succínico y la resistencia a ambientes ácidos en S. cerevisiae modificando 

el metabolismo redox mediante ingeniería de vías metabólicas a nivel de sistemas  y la estructura del genoma 

mediante ingenierías evolutiva e inversa. 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

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

• Determinar una estrategia que aumente el flujo de carbono hacia la producción de AcSuc mediante 

simulaciones in-silico. 

• Secuenciar los genomas de las cepas de S. cerevisiae evolucionadas para tolerar un pH < 4.2. 

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

6.1. Métodos para la ingeniería genética de S. cerevisiae: oligonucleótidos, plásmidos y cepas 
 

Los oligonucleótidos que se enlistan en la Tabla 4 fueron utilizados para generar los productos de PCR para la 

construcción de los plásmidos y las mutaciones cromosomales que se reportan en esta tesis doctoral. Los 

oligonucleótidos de 70 pares de bases (pb) se utilizaron para hacer mutaciones cromosomales. En su extremo 3’ tienen 

20 pb de homología con el casete KANMX del plásmido pUG6, mientras que en el 5’ tienen homología con el gen 

respectivo que se eliminará. Los oligonucleótidos de 50 y de 20 pb se utilizaron para clonar los marcos de lectura de 

la ruta reductiva en el plásmido pSAL4 de forma individual y posteriormente armar un plásmido con las 4 unidades 

transcripcionales de la ruta completa. Los oligonucleótidos de 50 pb son oligos que amplifican en el sentido 3’ tienen 

20 pares de bases (pb) de homología con el templado del cual se amplifica el marco de lectura o la región reguladora 

que se va a ensamblar. El 5’ de estos oligonucleótidos tiene homología con el 3’ del fragmento que se ensamblará al 

5’ del producto de PCR que amplifica. Los oligonucleótidos de 20 pb son oligos que amplifican en antisentido, por lo 

que sólo tienen homología con el fragmento que se usará como templado. 

En la Tabla 5 se describen brevemente los plásmidos que se construyeron en este trabajo, así como los plásmidos de 

los que se partió para construir cada uno. El plásmido pSAL4 reportado por Mascorro-Gallardo, et al.  1996, es al 

que nos referiremos como plásmido vacío. Éste es un plásmido de 6140 pb con un origen de replicación autónoma 

para S. cerevisiae con aproximadamente 40 copias por célula; tiene la versión silvestre del gen URA3, que 

complementa la auxotrofía a uracilo en cepas con el alelo mutante ura3-1. Para su replicación en E. coli tiene un 

origen de replicación derivado del plásmido pBlueScript. En esta bacteria se encuentran 200 copias por célula 

aproximadamente y tiene el gen que codifica para la beta lactamasa que confiere resistencia a ampicilina en las células 

transformadas. Dado que el resto de los plásmidos para la ruta reductiva son derivados de éste, tienen estos mismos 

elementos de replicación y marcadores de selección para E. coli y para S. cerevisiae.  Todos los marcos de lectura que 

se clonaron se encuentran bajo el control del promotor del factor de elongación de la transcripción 1 (TEF1) de la cepa 

S288C de S. cerevisiae. Este promotor es constitutivo, fuerte y no se ha reportado que se reprima por ninguna fuente 

de carbono. El terminador que se clonó para controlar el término de la transcripción de los genes clonados es el 

terminador del citocromo C1 (CYC1) de la cepa S288C de S. cerevisiae. Este es un terminador fuerte que evita que se 

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

 

Tabla 4. Oligonucleótidos empleados en este estudio. 

Oligonucleótido Secuencia (Todos están de 5 a 3 ´) Tamaño (pb) Referencia 

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

CYC1-SAL4F GTT TTG GGA CGC TCG AAG GCT TTA ATT TGC CAC 

GTC GTG GAA TGC CTT CG 

50 Este estudio 
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SAL4-TEF1F GAA AAA CAA ACT GTA ACG AAT TCT CGA GCC 

CAT AGC TTC AAA ATG TTT CT 

50  

TEF1-R CTT AGA TTA GAT TGC TAT GC 20 Este estudio 

TEF1-PYC2F TAG AAA GAA AGC ATA GCA ATC TAA TCT AAG 

ATG AGC AGT AGC AAG AAA TT 

50 Este estudio 

PYC2-R TTA CTT TTT TTG GGA TGG GG 20 Este estudio 

PYC2-CYC1F GAA ACC CTA CCC CCA TCC CAA AAA AAG TAA 

TCA TGT AAT TAG TTA TGT CA 

50 Este estudio 

CYC1-R GCA AAT TAA AGC CTT CGA GC 20 Este estudio 

TEF1-MDH3F TAG AAA GAA AGC ATA GCA ATC TAA TCT AAG 

ATG GTC AAA GTC GCA ATT CT 

50 Este estudio 

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

MDH3-CYC1F AAA GGC AAG AGT TTC ATC CTA GAC TCT TCC TCA 

TGT AAT TAG TTA TGT CA 

50 Este estudio 

TEF1-FR1F TAG AAA GAA AGC ATA GCA ATC TAA TCT AAG 

ATG TCT CTC TCT CCC GTT GT 

50 Este estudio 

FR1-R TTA CTT GCG GTC ATT GGC AA 20 Este estudio 

FR1-CYC1F GCT GAA TCT ATT GCC AAT GAC CGC AAG TAA 

TCA TGT AAT TAG TTA TGT CA 

50 Este estudio 

TEF1-FumCF TAG AAA GAA AGC ATA GCA ATC TAA TCT AAG 

ATG AAT ACA GTA CGC AGC GA 

50 Este estudio 

FumC-R TTA ACG CCC GGC TTT CAT AC 20 Este estudio 

FumC-CYC1F ATG GTC GGC AGT ATG AAA GCC GGG CGT TAA 

TCA TGT AAT TAG TTA TGT CA 

50 Este estudio 

FUM1-TEF1F ATG TTG AGA TTT ACC AAT TGT AGT TGC AAG ACT 

TTC GTA AAA TCG TCA TAC ATA GCT TCA AAA TGT 

TTC T 

70 Este estudio 

CYC1-FUM1R TTA TTT AGG ACC TAG CAT GTG TTC AGG AAC 

AAC CCA TTC ATC AAA TTC CTG CAA ATT AAA 

GCC TTC GAG C 

70 Este estudio 

PDC1-TEF1F ATG TCT GAA ATT ACT TTG GGT AAA TAT TTG TTC 

GAA AGA TTA AAG CAA GTC ATA GCT TCA AAA 

TGT TTC T 

70 Este estudio 

PDC1-CYC1R TTA TTG CTT AGC GTT GGT AGC AGC AGT CAA CTT 

AGC TTG TTC AAC CAA GTG CAA ATT AAA GCC 

TTC GAG C 

70 Este estudio 
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Tabla 5. Plásmidos que se emplearon para el desarrollo de este trabajo.  

Plásmido Características principales Fuente 

pSAL4 Orígenes de replicación y marcadores de selección para S. cerevisiae 

y E. coli. 

Mascorro et al. 1996. 

Proveído amablemente por 

el Dr. Ramón Suarez 

pSCMDH3 Derivado del pSAL4 tiene clonado el gen MDH3 de S. cereveisiae. Este trabajo 

pSCFRDS1 Derivado del pSAL4 tiene clonado el gen FRDS1 de S. cereveisiae. Este trabajo 

pSCPYC2 Derivado del pSAL4 tiene clonado el gen PYC2 de S. cereveisiae. Este trabajo 

pSCFUMC Derivado del pSAL4 tiene clonado el gen fumC de E. coli. Este trabajo 

pSCRED01 Derivado del plásmido pSCPYC2. Adicionalmente se le clonó la 

unidad transcripcional que contiene el marco de lectura del gen 

MDH3 de S. cerevisiae. 

Este trabajo 

pSCRED02 Derivado del plásmido pSCFUMC. Adicionalmente se le clonó la 

unidad transcripcional que contiene el marco de lectura del gen 

FRDS1 de S. cerevisiae. 

Este trabajo 

pSCRED06 Derivado del plásmido pSCRED01. Adicionalmente tiene clonados 

los genes fumC  y FRDS1 como unidades transcripcionales 

independientes. 

Este trabajo 

pUG6 Este plásmido tiene clonado el cassette KANMX bordeado por sitios 

loxP. Para eliminar genes del cromosoma de S. cerevisiae se amplifica 

esta región del plásmido con la que se transformaron células 

competentes de la levadura.  

De Antoni and Gallwitz, 

2000.Proveído 

amablemente por el Dr. 

Paul Rosas Santiago 

pSH47 Este plásmido tiene clonada una región que codifica para la 

recombinasa CRE. Esta enzima reconoce los sitios loxP y los 

recombina, en este proceso se elimina el cassette KANMX y la cepa 

puede utilizarse para eliminar otro gen.  

De Antoni and Gallwitz, 

2000. 

Proveído amablemente por 

el Dr. Paul Rosas Santiago 

 

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

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

y ácido acético. A esta última se le extrajo ADN cromosomal que se usó como templado para los PCRs necesarios 

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

Cepa Genotipo relevante Descripción Fuente 

W3031-A MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-

100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15. 

 

Cepa de laboratorio. Tiene la mutación 

ybp1-1 (I7L, F328V, K343E, N571D) 

que suprime la función Ybp1p, 

aumentando la sensibilidad al estrés 

oxidativo. 

Donada por el 

Dr. Ramón 

Suarez 

Rodríguez 

SCW06 W3031-A FUM1::LoxP 

PDC1::LoxP 

Se le eliminó el gen que codifica para 

la fumarasa mitocondrial y citosólica. 

También se le eliminó el gen que 

codifica para la isoenzima de la PIR 

con mayor nivel de expresión con 

glucosa como fuente de carbono. 

Este estudio 

SCW07 W3031-A PDC1::LoxP 

pPDC5::KANMX 

Se le eliminó el gen que codifica para 

la isoenzima de la PIR con mayor nivel 

de expresión con glucosa como fuente 

de carbono. También se le eliminó 

parte del 5´ del promotor que codifica 

para la otra isoenzima de la PIR 

carboxilasa que es activa con glucosa 

como fuente de carbono. 

 

Este estudio 

S288C MATα SUC2 gal2 mal2 mel 

flo1 flo8-1 hap1 ho bio1 bio6. 

Cepa modelo para proyectos de 

secuenciación masiva de ADN. 

Cepario del 

laboratorio 

TT23 Derivada de la S288C Obtenida por un proceso de evolución 

adaptativa en laboratorio para tolerar 

temperaturas superiores a 39 C.  

Caspeta et al. 

2020 

AT22 Derivada de la S288C Obtenida por un proceso de evolución 

adaptativa en laboratorio para tolerar 

pH < 4.2 y concentraciones de AcAce 

mayores a 12 g/L 

Salas-

Navarrete et 

al., 2022 

TAT12 Derivada de la cepa TT23 

RAS2 

Obtenida por un proceso de evolución 

adaptativa en laboratorio para tolerar 

pH < 4.2 y concentraciones de AcAce 

mayores a 12 g/L 

Salas-

Navarrete et 

al., 2022 

 

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

El medio de cultivo que se usó en este trabajo para las cinéticas de producción de AcSuc y para los ensayos de 

tolerancia al pH ácido y altas concentraciones de ácido acético es el medio definido DELFT. Este medio está 

formulado a base de sales, metales traza, vitaminas y glucosa como fuente de carbono. La composición del medio y 

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

121°C y 15 libras/pulgada cuadrada (PSI), por 15 minutos. La solución de vitaminas 1000X se esteriliza por filtración 

con filtros de 0.2 µm. Los elementos traza se almacenan en un frasco ámbar porque algunos de sus componentes son 

fotosensibles. 

Para algunos ensayos se utilizó ácido acético en diferentes concentraciones como fuente de carbono adicional y se 

ajustó el pH de acuerdo a las necesidades del ensayo con HCl 5 M. 

 
Tabla 7. Componentes del medio definido DELFT.  

Fórmula Descripción Cantidad 

Glucosa 100X 10 mL 

C6H12O6 Glucosa 200 g/L 

Sales 4X (pH 6) 250 mL 

(NH4)2SO4 Sulfato de amonio 20 g/L 

KH2PO4 Fosfato de potasio 15 g/L 

MgSO4*7H2O Sulfato de magnesio 2 g/L 

Elementos traza 1000X (pH 4) 1 mL 

EDTA 

Ácido                                    etilendiaminotetraacético 

15 g/L 

ZnSO4 7H20 Sulfato de zinc 4.5 g/L 

MnCl2. 2H2O Cloruro Manganeso 0.84 g/L 

CoCl2. 6H2O Cloruro de cobalto 0.3 g/L 

CuSO4. 5H2O Sulfato de cobre 0.3 g/L 

Na2MoO4·2H2O Molibdato de sodio 0.4 g/L 

CaCl2·2H2O Cloruro de Calcio 4.5 g/L 

FeSO4. 7H2O Sulfato de hierro 3 g/L 

H3BO3 Ácido bórico 1.0 g/L 

KI Ioduro de potasio 0.10 g/L 

Vitaminas 1000X (pH 6.5) 1 mL 

 Biotina 0.05 g/L 

 Ácido p-amino benzoico 0.2 g/L 

 Ácido nicotínico 1 g/L 
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 Ca-pantotenato 1 g/L 

 piridoxina-HCl 1 g/L 

 tiamina-HCl 1 g/L 

 myo-inositol 25 g/L 

Agua estéril Aforar a 1 L 

 

Para la replicación de las cepas de S. cerevisiae en los protocolos de biología molecular utilizamos el medio complejo 

“extracto de levadura-peptona-dextrosa” o YPD (por sus siglas en inglés). Este medio contiene 20 g/L de peptona, 10 

g/L de extracto de levadura, 10 g/L de dextrosa y 15 g/L de agar en el caso de que se requiriera en sólido. 

 

6.3. Estrategias para la construcción de cepas de S. cerevisiae productoras de AcSuc mediante 

la incorporación de una ruta heteróloga reductiva: cepas W3031A/pSAL4, SCW06/pSAL4 

y SCW06/SCRED  
 

La construcción del plásmido con la ruta reductiva se realizó mediante el método de recombinación homóloga 

reportado por van Leeuwen et al. (2015). Los genes que codifican para la PIR carboxilasa, malato deshidrogenasa y 

la fumarato reductasa se amplificaron a partir del DNA cromosomal de la cepa de S. cerevisiae S288C. La fumarasa 

se amplificó a partir del DNA cromosomal de la cepa de E. coli JM107. En la Tabla 4 se resumen los oligonucleótidos 

diseñados para construir la ruta reductiva de producción de AcSuc.  

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

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

 

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

productoras de AcSuc. 

 

El tren de cultivo se inició estriando cada una de las cepas en una caja de petri con 20 mL de medio sólido DELFT 

con 20 g/L de GLC como fuente de carbono. En estas cajas se adicionaron soluciones con los factores de crecimiento 

necesarios para complementar las auxotrofias de cada cepa (Tabla 6). Estas cajas se incubaron sin agitación a 30 °C 

entre 2 y 6 días, dependiendo de la cepa. A partir de una colonia aislada de cada cepa se inoculó un tubo de vidrio de 

16x150 mm que contenía 4 mL del mismo medio donde venían cada una de las cepas. Estos tubos se incubaron en 

una agitadora orbital a 30 C y 250 RPM entre 2 y 4 días dependiendo de la cepa. Con el cultivo de cada cepa se inoculó 

un matraz con deflectores de 250 mL, en estos matraces se alicuotaron 50 mL de medio DELFT y se inocularon a 0.3 

densidades ópticas medidas a 600 nm (DO600). Los cultivos de producción de AcSuc se realizaron en medio DELFT 
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con pH 6 y 20 g/L de GLC. Este paso se realizó para adaptar el metabolismo celular al medio de cultivo y a las 

condiciones de oxigenación dentro del matraz. Para el experimento principal se utilizaron matraces con deflectores de 

250 mL, en estos matraces se alicuotaron 50 mL de medio DELFT y se inocularon a 0.3 DO600. Los cultivos principales 

se monitorearon entre 24 y 76 horas. Se midió el aumento de la biomasa celular indirectamente a través de la DO600 y 

se tomó 0.1 mL del cultivo que se congeló a -20 C para analizarse posteriormente por cromatografía líquida de alta 

definición (HPLC). Con los resultados del HPLC se realizaron los cálculos de los parámetros cinéticos tal como los 

reportaron Viladsen y sus colaboradores en el 2011. 

 

6.5. Simulaciones del metabolismo de la cepa productora de AcSuc 
 

Para realizar las simulaciones del flujo metabólico global de S. cerevisiae se utilizarán las plataformas COBRApy y 

cameo (Ebrahim et al., 2013; Cardoso et al. 2014). Estas plataformas contienen diferentes métodos computacionales 

para realizar simulaciones utilizando modelos metabólicos a escala genómica (GEMs), así como herramientas de 

análisis y visualización de los resultados. En el presente trabajo se usó el GEM Yeast8 (Lu et al., 2019) para las 

simulaciones. Este y todos los GEMs se restringieron con los parámetros cinéticos como: velocidad específica de 

crecimiento, velocidad específica de consumo de GLC y las velocidades específicas de producción de los metabolitos 

de fermentación como ácidos orgánicos, glicerol, etanol, etc. Como control negativo se utilizó la cepa de S. cerevisiae 

W3031A transformada con el plásmido vacío. Una vez hechas estas restricciones se realizó un análisis del balance de 

los flujos metabólicos (FBA) utilizando la velocidad específica de crecimiento (µ) como función objetivo para 

inspeccionar los flujos que calcula el modelo. Posteriormente utilizamos el algoritmo de escaneo de flujos con base 

en un flujo reforzado o Flux Scanning basado en Enforced Objective Flux (Park, et al. 2012) para optimizar la 

producción de AcSuc. A partir de las simulaciones se identificaron blancos genéticos que potencialmente permiten 

redirigir el flujo de carbono hacia la producción de AcSuc. 

 

6.6. Secuenciación de los genomas de las cepas evolucionas e ingeniería reversa para transferir 

mutaciones que ayuden a la cepa silvestre a tolerar pH bajo y altas concentraciones de 

AcAce 
 

Las cepas tolerantes a temperaturas elevadas (TT23), concentraciones elevadas de ácido acético y pH ácido (AT22), 

y ambas condiciones (TAT12) fueron generadas en trabajos previos en el grupo. A estas cepas y su cepa parental 

S288C se les extrajo el ADN total con la metodología reportada por Sambrook y Rusell (2000). Brevemente, éste 

método de extracción se basa en la digestión enzimática de la pared celular utilizando liticasa. Posteriormente los 

esferoplastos formados se lisan químicamente con dodecil sulfato de sodio (SDS). A continuación, el ADN total se 

precipitó con acetato de amonio y etanol absoluto. Las sales contenidas en la precipitación del ADN se eliminaron 

con etanol al 70 % y el DNA se secó en una centrífuga con vacío. Finalmente, el ADN se suspendió en TE pH 8 y se 

verificó su integridad y concentración.  
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El ADN obtenido mediante el método descrito se envió a secuenciar a la unidad de secuenciación masiva y 

bioinformática del Instituto de biotecnología UNAM. La secuenciación se realizó con la tecnología Miseq illumina® 

de lecturas de extremos pareados 2x75 pb. Esto fue seguido por un análisis de control de calidad inicial de las lecturas 

con el software FastQC versión 0.11.9. Se utilizó el software TrimGalore versión 0.6.5 para eliminar las secuencias 

del adaptador con los parámetros predeterminados para los datos de secuenciación pareada. Posteriormente repetimos 

el análisis de calidad con FastQC. Las lecturas se mapearon contra el genoma de referencia S288C utilizando 

MosaikAligner (Lee et. Al, 2014). El llamado de variantes se realizó con Freebayes y los datos obtenidos se filtraron 

con un puntaje de calidad > 54 con el módulo Pandas de Python. Los datos obtenidos se cargaron en la plataforma 

YeastMine de la base de datos Yeastgenome para caracterizar las mutaciones en las regiones genómicas de las cepas 

evolucionadas. 

Para la cepa TAT12, algunas de las inserciones y deleciones (INDELs) y las variaciones simples de nucleótidos 

(SNVs) fueron validados por secuenciación de Sanger. Para comprobar que las mutaciones observadas en la doble 

evolucionada están relacionadas con el fenotipo ácido tolerante seleccionamos algunas de ellas para transferirlas a la 

cepa silvestre. A partir del genoma de la cepa TAT12 se amplificaron los genes candidatos y con este producto de 

PCR se transformó la cepa silvestre S288C. A partir de esta transformación se seleccionarán colonias aisladas que 

sean capaces de crecer en medios de cultivo con estrés por ácido y se volvieron a secuenciar por metodología de 

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

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

Para cumplir con el primer objetivo específico de este trabajo de tesis se clonaron los marcos de lectura de los genes  

PYC2, MDH3, FRDS1 y FUMC que codifican para la piruvato carboxilasa, la malato deshidrogenasa, la fumarasa y 

la fumarato reductasa respectivamente. Estos se clonaron bajo el control del promotor constitutivo fuerte TEF1 y el 

terminador CYC1 (Figura 4). Debido al tamaño del marco de lectura del gen PYC2 (3544 pb), éste se tuvo que 

ensamblar con el terminador CYC1 por la metodología de overlap extension reportada en (Heckman & Pease, 2007). 

Antes de realizar la técnica de recombinación homóloga. Con estas clonaciones obtuvimos cuatro plásmidos 

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

 

 

Figura 4. Obtención del plásmido pSCRED. Este plásmido contiene los genes de la vía reductiva de síntesis de AcSuc.  

 

En un segundo paso de recombinación homóloga se unieron las unidades transcripcionales TEF1-PYC2-CYC1/TEF1-

MDH3-CYC1 y TEF1-FUMC-CYC1/TEF1-FRDS1-CYC1 en plásmidos individuales. Finalmente, a partir de los 

plásmidos con dos unidades transcripcionales se construyó el plásmido con la ruta reductiva completa. A este plásmido 

se le denominó pSCRED (Figura 4). 

 

 

 



 

35 

7.2. Construcción de una doble mutante de S. cerevisiae para generar una cepa productora de 

AcSuc  
 

La segunda parte del primer objetivo específico consistió en eliminar los genes PDC1 y FUM1 que codifican a la 

piruvato decarboxilasa y la fumarasa de la cepa W3031A mediante la metodología de CRE-loxP. Posteriormente se 

generó la cepa doble mutante W3031A PDC1::loxP, FUM1::loxP y la cual se denominó SCW06 (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Estrategia general para la construcción de la ruta reductiva de producción de AcSuc. 

 

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

La cepa SCW06 se transformó con el plásmido pSCRED para generar la cepa SCW06/pSCRED (Figura 6). De esta 

cepa se esperaba atenuar la producción de etanol porque se eliminó el gen PDC1, el cual presenta la mayor actividad 

de piruvato carboxilasa de las tres enzimas que contiene S. cerevisiae. Además se esperaba que disminuyera la síntesis 

de malato a partir de fumarato, dada la eliminación de FUM1. Entonces, el fumarato se convertiría en succinato por 

la enzima FRDS1. Cabe destacar que la vía de síntesis se esperaba que operará en el citosol para evitar el transporte 

de succinato si este se sintetiza en algún organelo. 
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Figura 6. Esquema de la reconstrucción de los flujos metabólicos de la cepa SCW06/pSCRED para incrementar la síntesis de 

AcSuc por la vía reductiva. 

 

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

La cepa SCW06/pSCRED se utilizó para la producción de AcSuc en cultivos tipo lote. Para esto se utilizó el medio 

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

En la Figura 7 se muestran las velocidades específicas de crecimiento (μ), consumo de glucosa (qGLC) y producción de 

etanol (qETOH), glicerol (qGLY), acetato (qACE) y succinato (qSUC) de las cepas W3031A/pSAL4 (azul), SCW06/pSAL4 

(naranja) y SCW06/pSCRED (verde). 
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Figura 7. Parámetros cinéticos de la cepa productora de AcSuc mediante una ruta reductiva. El cultivo se hizo en 

medio mínimo con 20 g/L de GLC. 

 

 

 

 

 

 

´ 

 

 

 

 

En esta figura se puede ver que la velocidad específica de producción de succinato pasó de cero, o imperceptible en 

la cepa de referencia transformada con el plásmido vacío (W3 031A/pSAL4) a 0.147 mmolSUC/gPSC/h en la cepa 

mutante en PDC1 y FUM1 transformada con el plásmido vacío (SCW06/pSAL4),  y 0.266 mmolSUC/gPSC/h en la 

cepa mutante en PDC1 y FUM1 transformada con el plásmido que contiene la ruta reductiva de producción de AcSuc 

(SCW06/pSCRED). 

En estos resultados también destaca que la velocidad específica de acumulación de etanol disminuyó en un 35.6 % en 

la cepa SCW06/pSCRED respecto a la cepa de referencia transformada con el plásmido vacío. Esté resultado 

presuponía que la actividad de PDC1 mutada en el la cepa SCW06 estaba siendo reemplazada posiblemente por la 

actividad de PDC5. 

La velocidad de acumulación de ácido acético aumentó alrededor de 10 veces en las cepas SCW06 con el plásmido 

vacío y el plásmido pSCRED. Siendo en este último 37% menor que en la cepa con el plásmido vacío. Este fue un 

resultado inesperado porque el ácido acético tiene un grado de óxido-reducción de 8, lo que significa que produce una 

molécula de NADH. La acumulación de este poder reductor junto con lo que se acumula en la glicólisis presupone 

una disminución en la velocidad de consumo de glucosa lo cual no ocurrió en las cepas  SCW06/pSAL4 y 

SCW06/pSCRED. Parecía entonces que este poder reductor estaría siendo utilizado en la síntesis de AcSuc. Esto 

podría ocurrir por un incremento en las actividades de ALD4 y ALD5.  Las isoenzimas ALD4 y ALD5 que catalizan 

la conversión de acetaldehído a acetato pueden utilizar NAD+ o NADP+ como cofactor y producir las respectivas 

versiones reducidas de estas moléculas. Este aumento en la producción de acetato podría ser una estrategia de la célula 

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

En las cepas productoras de AcSuc también se observó la disminución en la velocidad específica de acumulación de 

glicerol. Ésta disminuyó un 12% en la cepa SCW06/pSAL4 y un 29 % en la cepa SCW06/pSCRED respecto a la cepa 
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control. Esto es interesante porque esta ruta consume la mayor parte del NADPH para balancear el menor estado de 

oxidorreducción de la biomasa, la cual disminuyó su velocidad de formación en estas dos cepas. 

 

7.5. Modelado de escala genómica para diseñar nuevas estrategias para aumentar la 

producción de AS 
 

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

W3031A 
 

Los modelos del metabolismo a escala genómica funcionan con la premisa de que los organismos limitan sus flujos 

metabólicos de acuerdo a sus capacidades. Por lo que, para realizar las simulaciones para detectar  posibles cambios 

en la cepa W3031A necesarios para aumentar la síntesis de AcSuc primero se adecuó el GEM  Yeast8 a utilizarce con 

Cobrapy. Primero se establecieron las auxotrofias a triptófano (TRP), uracilo (URA), leucina (LEU), histidina (HIS) 

y adenina (ADE) en este GEM. El nuevo modelo con las auxotrofias se nombró Yeast8_W3031A_CSN. Sobre este 

modelo se simularon las eliminaciones cromosomales de los genes PDC1 y FUM1, y esta segunda versión del modelo 

se le denominó Yeast8_SCW06_CSN. A continuación se simuló la sobreexpresión de las enzimas nativas PYC2, 

MDH3 y FRDS1. También se restringió la direccionalidad de los flujos a través de las reacciones catalizadas por éstas, 

para que el flujo de carbono a partir del piruvato forme un brazo reductor del TCA. Finalmente, le agregamos la 

reacción catalizada por la enzima FUMC de E. coli y restringimos el flujo de carbono hacia el sentido reductor. A esta 

última versión que se generó del modelo se nombró  Yeast8_SCWRED_CSN. 

 

7.5.2. Análisis del balance de flujos metabólicos con el modelo Yeast8_SCWRED_CSN 
 

Para realizar los cálculos del balance de flujos metabolismos con los modelos Yeast8_W3031A_CSN, 

Yeast8_SCW06_CSN y Yeast8_SCWRED_CSN primero se restringieron los flujos de entrada de nutrientes para 

identificar que los cálculos se realizarán utilizando la formulación de un medio mínimo.  Para simular la velocidad de 

consumo de los compuestos que complementan las auxotrofias utilizamos las reportadas previamente (Agren et al., 

2013). Restringimos las simulaciones de las tres cepas con los datos cinéticos obtenidos de los cultivos en medio 

mínimo con 20 g/L de GLC como fuente de carbono (Figura 7). Una vez hechas estas restricciones se realizaron las 

simulaciones utilizando un FBA con la µ como función objetivo. Los resultados obtenidos de estas simulaciones se 

presentan en la Tabla 8. 

Los resultados del FBA que se muestran en la Tabla 8 indican que el modelo sólo es capaz de producir AcSuc con las 

dos mutaciones cromosomales y con la ruta reductiva, como se presenta en la cepa SCW06/pSCRED. La simulación 

con la doble mutante (SCW06/pSAL4) nos muestra que estas mutaciones no son suficientes para que el modelo 

asociado produzca AcSuc. Aunque el modelo predice la disminución en la velocidad de síntesis de etanol. Sin 

embargo, el modelo también predice que las cepas modificadas pueden acumular isobutanol y alcohol isopropílico en 
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lugar de succinato como sucede en la cepa SCW06/pSAL4. Esto sugiere un desbalance redox en el metabolismo 

simulado lo cual desemboca en la síntesis de estos alcoholes. No obstante, eso puede ocurrir en la cepa 

SCW06/pSAL4, esta parece derivar el poder redox hacia la síntesis de AcSuc (Figura 7). Esto es que, el modelo predice 

que es más eficiente el desvío de NADH hacia la síntesis de estos alcoholes que hacía AcSuc. 

 

Tabla 8. Resultados del análisis de flujos metabólicos generados con los GEMs Yeast8_W3031A_CSN, Yeast8_SCW06_CSN y 

Yeast8_SCWRED_CSN. Las unidades de los flujos son mmol/gPSC/h. 

Flujos de entrada Flujos de salida Función objetivo 

W3031A/pSAL4 

Identificador Flujo 

(mmol/gps*h) 

Identificador Flujo 

(mmol/gps*h) 

Identificador Flujo 

(mmol/gps*h) 

GLC_e 11.53 CO2_e 23.38 biomass 0.29 

O2_e 4.51 EtOH_e 17.50 - - 

H_e 1.66 H2O_e 8.57 - - 

L_Leu_e 1.66 s_0235_e 1.56 - - 

- - GLY_e 0.27 - - 

SCW06/pSAL4 

Identificador Flujo 

(mmol/gps*h) 

Identificador Flujo 

(mmol/gps*h) 

Identificador Flujo 

(mmol/gps*h) 

GLC_e 11.53 CO2_e 20.95 biomass 0.32 

O2_e 2.50 EtOH_e 12.98 - - 

H_e 1.68 H2O_e 7.48 - - 

L_Leu_e 1.66 IsoBut_e 2.10 - - 

- - formate_e 1.86 - - 

- - IsoOH_e 1.54 - - 

- - GLY_e 0.27 - - 

SCW06/pSCRED 

Identificador Flujo 

(mmol/gps*h) 

Identificador Flujo 

(mmol/gps*h) 

Identificador Flujo 

(mmol/gps*h) 
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GLC_e 11.53 CO2_e 13.94 biomass 0.31 

O2_e 2.50 EtOH_e 12.84 - - 

H_e 1.67 H2O_e 6.16 - - 

L_Leu_e 1.66 formate_e 3.61 - - 

- - SUCC_e  - - 

- - IsoOH_e 1.54 - - 

- - GLY_e 0.27 - - 

- - PYR_e 0.15 - - 

 

 

7.5.3. Análisis del modelo Yeast8_SCWRED_CSN con la herramienta flux-phase plane 
 

Entonces, las actividades de deshidrogenasa asociadas a la síntesis de alcoholes parecía ser más eficiente en el uso de 

poder reductor para mantener el crecimiento como función objetivo.  A continuación se realizó un análisis de 

superficie de respuesta en el que le pedimos a cada uno de los modelos que nos mostrará cómo cambia la velocidad 

de producción de AcSuc respecto al cambio en las velocidades de las reacciones catalizadas por la G3P-

deshidrogenasa y la alcohol-deshidrogenasa (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Análisis de plano fase del cambio de la velocidad de producción de AcSuc respecto al cambio en las 

velocidades de producción de etanol y 1,3-BP-glicerato. A) W3031A/pSAL4, B) SCW06/pSAL4 y C) 

SCW06/pSCRED. 

 

Este resultado nos mostró que la velocidad de producción de AcSuc puede ser cuatro veces más alta con la cepa 

SCW06/pSCRED si se aumenta la velocidad de la 1,3-BP-glicerato hasta 19 mmolSUC/gPSC/h. También llamó la 



 

41 

atención el hecho de que el análisis de superficie de respuesta con las dos variables indicaba que la producción de 

AcSuc sólo se afectaba por la velocidad de la 1,4-BP-glicerato sintasa pero no se veía afectada por la velocidad de la 

alcohol-deshidrogenasa, ya que este resultado es contraintuitivo. 

7.5.4. Análisis del modelo Yeast8_SCWRED_CSN con la herramienta FSEOF 
 

Por otra parte, con los parámetros cinéticos del cultivo con 20 g/L de GLC se realizó un análisis “Flux Scanning based 

on Enforced Objective Flux” (FSEOF), el cual viene precargado en el módulo cameo que corre junto con cobrapy. La 

característica principal de este método de optimización es que puede definirse una función objetivo primaria y una 

función objetivo reforzadora. Esto permite optimizar la producción de un metabolito y evitar que el modelo asigne un 

valor de cero a la reacción que simula el crecimiento. En este caso usamos la reacción de biomasa como objetivo 

primario y la reacción de producción de AcSuc como objetivo reforzado. Esta herramienta de optimización nos dice 

que para aumentar la velocidad de producción de AcSuc debemos disminuir la velocidad de la alcohol-deshidrogenasa 

62 % (Figura 9). 

Este resultado es muy interesante, ya que nos dice que la µ de la cepa SCW06/pSCRED puede mantenerse en 0.31 y 

que la qSUC puede pasar de 1 a 9 mmolSUC/gPSC/h si se disminuye el flujo de carbono hacia la producción de etanol en 

62 %. Esto abre la posibilidad de modular la expresión de los genes que codifican para las enzimas de la ruta de etanol 

y aumentar la producción de AcSuc. 

 

 

Figura 9. Resultados principales del análisis de flujos metabólicos con la herramienta de optimización FSEOF.  
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7.5.5. Aplicación de las estrategias obtenidas a partir del modelado con los GEMs que 

generamos 
 

Una estrategia sencilla para aumentar la velocidad de la G3P-deshidrogenasa es aumentar la velocidad de la glucólisis. 

Esto se puede lograr aumentando la velocidad específica de consumo de GLC, por lo que la siguiente estrategia fue 

aumentar la concentración de GLC en el medio de cultivo para aumentar la qGLC. Con esta estrategia se incrementó en 

un 59.8 % la velocidad específica de consumo de GLC de la cepa SCW06/pSCRED respecto al cultivo con 20 g/L de 

GLC (Figura 10). La cepa WSC06 con el plásmido pSAL4 también incrementó su velocidad de consumo de glucosa 

en un 40% respecto a la control con el plásmido vacío y en un 18% con respecto a su cultivo en 2% de glucosa (Figura 

7). La cepa control, W3031A con el plásmido pSCRED, la SCW06 con el plásmido vacío y la cepa SCW06/pSCRED 

disminuyeron la velocidad específica de acumulación de etanol en un 40% respecto a la cepa control, cuando estas se 

cultivaron con 50 g/L de glucosa. Una disminución semejante también es observada con respecto a los cultivos con 

2% de glucosa.  

En los cultivos a 5% de glucosa también se observó un incremento en la acumulación de ácido acético en la cepa 

SCW06/pSCRED el cual fue de un 45% respecto a las otras cepas, las cuales mostraron velocidades de acumulación 

de etanol semejantes. Estas velocidades se asemejan a la velocidad de la cepa SCW06/pSCRED en 2% de glucosa. 

La velocidad específica de acumulación de piruvato fue mayor en las cepas SCW06 con el plásmido pSCRED y vacío. 

Lo cual se esperaba ya que estas cepas tienen mutado el gen PDC1 el cual codifica para la piruvato descarboxilasa.  

Llama la atención que la cepa con el plásmido pSCRED acumuló piruvato a una velocidad muy baja. Esto sugería que 

la actividad de la piruvato carboxilasa, codificada en el gen PYR2, contenida en el plásmido pSCRED era significativa 

para competir con PDC1 de la cepa control. Esto se vio reflejado en una mayor velocidad de acumulación de 

oxaloacetato y malato que la cepa SCW06 sin el plásmido pSCRED. 

La velocidad de formación de oxaloacetato se vio mayormente incrementada en la cepa SCW06/pSCRED. Esta 

alcanzó velocidades alrededor de tres veces mayores a las de las otras cepas. La velocidad de acumulación de ácido 

málico fue mayor en la cepa W3031A con el plásmido pSCRED. Esta cepa, al no contar con la mutación en el gen 

FUM1, el cual codifica para la enzima que convierte el fumarato en malato, acumula preferente este último metabolito.   
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Figura 10. Parámetros cinéticos de la cepa productora de AcSuc mediante una ruta reductiva. El cultivo se hizo en 

medio mínimo con 50 g/L de GLC con las cepas W3031A/pSal4 (barra azúl), W3031A/pSCRED (barra naranja), 

WSC06/pSAL4 (barra verde) y WSC06pSCRED (barra roja).  
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De hecho, la mutación en FUM1 parece ser la responsable de una mayor velocidad de acumulación de fumarato y 

succinato en las cepas SCW06 con el plásmido de la ruta reductiva (SCW06/pSCRED) y sin el (SCW06/pSAL4).  

Estas dos cepas fueron prácticamente las únicas que sintetizaron fumarato y succinato de forma significativa. 

 

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

Aunque con el incremento en la velocidad de consumo de glucosa se logró aumentar la rapidez de la acumulación de 

succinato en un 50% (de 0.25 a 0.38 mmolSUC/gPSC/h), esto aún representaba una concentración de alrededor de 1 g/L 

de AcSuc. Recordar que la formación de este ácido depende de la disponibilidad de NADH, el cual aún estaba siendo 

principalmente utilizado en la síntesis de etanol.  Esto también se puede deducir de la disponibilidad de fumarato que 

se observaban en los cultivos con las cepas WSC06/pSAL4 y WSC06pSCRED. 

Dado que la cepa WSC06 tenía mutado PDC1, la actividad debería provenir de la piruvato decarboxilasa, isoenzima 

5 (PDC5). Por lo que, para disminuir la velocidad de producción de etanol decidimos truncar el promotor del gen 

PDC5. Con esto esperábamos modular la expresión de este gen para modular la actividad de la piruvato descarboxilasa 

y lograr un efecto análogo al que nos sugería el modelo. Para hacer esta mutación diseñamos dos versiones del 

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

 

 

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

 

La mutación menos severa se realizó en la cepa que tenía eliminado el gen PDC1 solamente. Con esto generamos la 

cepa W3031A PDC1::FRT PDC5pV2::KANMX. Estas eliminaciones generan un fenotipo GLC-, es decir, esta cepa 

no es capaz de crecer con glucosa como única fuente de carbono (Hohmann, 1991). Con esta cepa se realizó un 

ensayo de evolución adaptativa (Figura 12) el cual inició en un medio con 40 g/L de peptona, 20 g/L de extracto de 

levadura y 20 g/L de glucosa. Durante los primeros cuatro pases se centrifugó toda la biomasa contenida en el tubo de 

cada pase, aproximadamente 0.5 DO. En el quinto pase la DO aumentó visiblemente (no se midió). El pase 6 se 

inoculó con una dilución 1:10 de la biomasa del pase 5, y esta dilución se continuó del pase 6 al 14. Asimismo, a partir 
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del pase 6 el medio de cultivo tuvo una composición de 20 g/L de peptona, 10 g/L de extracto de levadura y 20 g/L 

de glucosa. 

 

 

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

 

Se hizo un glicerol de la población en algunos de los pases, incluyendo la población del pase 14. También se sembró 

la población en una caja con medio YPD 1X, se seleccionó la colonia  más grande y se guardó en glicerol. Con esta 

cepa se inició un cultivo en medio YPD 1X y se monitoreó la biomasa, el consumo de glucosa y la producción de 

metabolitos (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Comportamiento cinético de la producción de AcSc, ácidos orgánicos totales y etanol en la cepa 

SCW02PDC5V2::KANMX. 
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Figura 14. Balance redox de los metabolitos secretados por cada una de las cepas que se probaraon para la producción 

de AsSc. 

El título de ácido succínico que se obtiene a la hora 70 es de 0.60 g/L. Es importante destacar que este título es uno de 

los más elevados que hemos obtenido en el presente trabajo y con un número de intervenciones moleculares menor 

que en otras estrategias que hemos aplicado. En segundo lugar, debemos resaltar que en esta cepa el rendimiento de 

ácido orgánicos totales (ORGT) es de 0.88 gORGT/gGLC y el de etanol es de 0.28 gEtOH/gGLC. Es de particular interés que 

el título de ácido pirúvico es de 8.65 g/L, y representa un rendimiento de 0.65 gPIR/gGLC. 

 

Con esto hemos conseguido cambiar la proporción de los productos de la fermentación ácido mixta. Lo que implica 

que el metabolismo del poder reductor en esta levadura se ha modificado sustancialmente, y el acetaldehído ha dejado 

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

la cepa SCW06/pSCRED2, sin embargo no se logró que creciera en medio mínimo con glucosas como única fuente 

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

 

7.7. Balance redox 
 

Para determinar si las estrategias de producción de AsSc que implementamos estaban redirigiendo el poder reductor 

hacia la formación de este compuesto realizamos un balance redox. Este balance se realiza calculando los rendimientos 

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

(Villadsen et. al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la FIGURA 14 podemos observar que con cada estrategia de ingeniría metaólica que probamos se desviaba una parte 

del poder reductor hacia la síntesis de ácidos orgánicos. Esto nos demuestra que la hipótesis de neustro trabajo es 

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

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

 

7.8. Tolerancia al pH ácido 
 

De forma paralela al desarrollo de las cepas productoras de AcSuc se realizó el análisis genómico de las cepas 

tolerantes a elevada temperatura (TTY23), pH ácido y ácido acético (AT22), y la combinación de ambas (TAT12). El 

objeto de éste fue detectar las modificaciones genéticas que daban origen a la tolerancia de estas cepas. Estas 

mutaciones fueron transferidas a la cepa parental S288C para generar tolerancia en esta cepa. A esta estrategia se le 

conoce como ingeniería inversa. El propósito final es generar cepas productoras de AcSuc que puedan acumular este 

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

Los resultados que se presentan en esta sección es un resumen de los resultados reportados en la publicación 

“Evolutionary and reverse engineering to increase Saccharomyces cerevisiae tolerance to acetic acid, acidic pH, and 

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

021-11730-z). En esta publicación se puede consultar la información completa y detallada sobre los análisis. 

 

7.8.1. Análisis genómico de cepas tolerantes a ambientes termo-ácidos 
 

Más del 90% de las lecturas de las cepas AT22 y TAT12 tuvieron un valor de calidad Q mayor a 34 y más del 90% 

de las lecturas de la cepa TT23 tuvieron un valor de calidad Q mayor a 30. Cada muestra proporcionó más de 3 

millones de lecturas mapeables, lo que proporcionó una cobertura del genoma superior a 80x para todas las cepas. El 

criterio que se usó para la selección de las mutaciones es una visión de biología de sistemas en la que se hace una 

jerarquía de los procesos celulares. En esta jerarquía se propone que las rutas de señalización detectan el estrés 

ambiental, pasan la señal a las redes de transcripción-regulación para desencadenar una respuesta, y es el metabolismo 

que finalmente cambia para enfrentar la condición estresante. Basados en lo anterior, buscamos primero mutaciones 

en genes que codifican proteínas involucradas en señalización y en proteínas que se localizan en la membrana, ya que 

estás también están en contacto físico con el ambiente. Posteriormente, nos concentramos en la Tabla 9 factores de 

transcripción y en genes que codifican para enzimas relacionadas con el metabolismo vacuolar. La Tabla 9 muestra 

un resumen de los genes, las mutaciones generadas, el cambio en los codones y el cambio en el nivel de transcripción 

respecto a la cepa silvestre. 

 

 

 

https://doi.org/10.1007/s00253-021-11730-z
https://doi.org/10.1007/s00253-021-11730-z
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Tabla 9. Genes candidatos para pasar las mutaciones de la cepa TAT12 a la cepa silvestre. Se muestran las 

características principales de cada uno. 

Gen Nucleótidos Aminoácidos Cambio en la 

expresión 

 SC288C TAT12 SC288C TAT12  

Señalización      

GPA2 G T L(0.06)CUC L(0.13)CUU 1.7 

RAS2 GTTTTTTC GTTTTTTTC 3'UTR 3'UTR -1.8 

GSP2 T A Promotor Promotor 0.4 

YPT52 C T Promotor Promotor -1.6 

Transcripción      

SUM1 T A S(0.16)AGU C(0.63)UGU -1.1 

HSF1 T A 3' UTR 3' UTR 1.3 

CAT8 A T Promotor Promotor  

Transporte      

RTC2 T C I(0.46)AUU T(0.35)ACU -2.4 

JEN1 C A F(0.41)UUC L(0.28)UUA 0.9 

AQY3 TAA TA L TTA * TAA 1.9 

ECM3 C A S(0.16)UCC S(0.21)UCA -0.8 

HXT3 C A S(0.21)UCA N(0.59)AAU -1.5 

PHO90 A G N(0.41)AAC D(0.35)GAC 0.7 

SLY41 TAT TT - - 1.2 

ATG27 C A - - -0.6 

Vacuola      

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

 

De las mutaciones descritas en la Tabla 9 se eligieron 4 genes para realizar la ingeniería inversa de la cepa S288C: 

VMA2, el cual codifica para la subunidad B del dominio membranal de la H+-ATPase vacuolar; YPT52, el cual es una 

GTPase requerida para la selección de proteínas transportadas a la vacuola; RAS2 y GPA2 involucradas en la 

señalización por glucosa. Estas últimas están implicadas en la regulación de la glicólisis y el metabolismo 

fermentativo, así como la activación de las respuestas al estrés. 
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Se sintetizaron oligos para los genes: VMA2, YPT52, RAS2 y GPA2. Extrajimos DNA cromosomal de la TAT12 e 

hicimos los PCRs de estos genes. Posteriormente los transformamos en la cepa S288C y seleccionamos 10 candidatas 

que mostraron un fenotipo resistente a pH 3 y 2 g/L de ácido acético y 50 uL de HCl 1M (Tabla 10). 

 

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

cepa TAT12. 

 S288C Población 1 Población 2 Población 3 

4 mL DELFT pH 3, 

GLC 20 g/L, AcAce 

2 2/L, 50 μL HCl 

1M 

2.84 DO600 1.92 DO600 2.61 DO600 1.88 DO600 

4 mL DELFT pH 3, 

GLC 20 g/L, AcAce 

2 2/L, 100 μL HCl 

1M 

1.24 DO600 1.51 DO600 1.91 DO600 1.49 DO600 

4 mL DELFT pH 3, 

GLC 20 g/L, AcAce 

2 2/L, 200 μL HCl 

1M 

0.01 DO600 0.02 DO600 0.01 DO600 0.01 DO600 

 

A continuación caracterizamos estas cepas en cultivos con medio DELFT con 20 g/L de glucosa, 2 g/L de ácido 

acético y pH3. En la Figura 15 se observan los pases que realizamos en la condición estresante para alcanzar un estado 

estacionario en la velocidad específica de crecimiento. Cabe destacar que la cepa silvestre no resiste esta condición de 

estrés. También podemos notar que las candidatas 2 y 6 son las que resisten mejor esta condición. 

 

 

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

específica de crecimiento de cada una (Figura 16). 

 

 

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

 

Ya que demostramos que estas candidatas resistían el pH 3 y 2 g/L de ácido acético secuenciamos los genes en las 

cepas candidatas. Los datos de secuenciación Sanger mostraron que la única mutación que se transfirió de la cepa 

TAT12 a las candidatas es la inserción en el 3’UTR del gen RAS2 (Figura 17). 

 

 

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

 

En este sentido, caracterizamos las candidatas 2 y 6 en medio DELFT con 20 g/L de glucosa a pH 6 y 39 °C. De la 

misma manera que la condición de estrés por ácido y pH hicimos pases hasta que la velocidad específica de 

crecimiento alcanzó un estado estacionario y realizamos cultivos en matraz. Los resultados de estos cultivos nos 

muestran que las cepas candidatas tienen la misma velocidad específica de crecimiento que la cepa silvestre (Figura 

18). 

 



 

51 

 

Figura 18. Velocidad específica de crecimiento de las cepas candidatas en medio DELFT con 20 g/L de glucosa pH 6  

y 39 °C. 

 

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

altas concentraciones de ácido. Esta mutación puede transferirse a cualquier cepa productora de ácido succínico y 

caracterizarla en un medio con pH menor al del pka del ácido succínico. 
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8. CONCLUSIONES 

 

Las mutaciones en los genes PDC1 y FUM1 en la cepa SCW06 fueron suficientes para redistribuir parte del poder 

reductor, desde las reacciones para la síntesis del acetaldehído y etanol a las conversión de piruvato a metabolitos del 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Cabe destacar que el consumo de glucosa no disminuyó en SCW06 a pesar del 

decremento en la velocidad de síntesis de etanol. 

El potencial incremento del flujo de poder reductor asociado con el aumento en el consumo de glucosa de las cepas 

con fondo genético SCW06 favoreció el incremento de la velocidad de síntesis de los metabolitos del TCA y formación 

de piruvato.  La mayor rapidez con la que el oxalacetato se acumuló sugiere una limitación en la generación de poder 

reductor. 

La eliminación de la región promotora del gen PDC5, si bien fue suficiente para abatir la síntesis de etanol e 

incrementar considerablemente la formación de piruvato y succinato, ocasionó una disminucion drastica en el 

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

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

a ambientes ácidos en la cepa control W3031A. 
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9. PERSPECTIVAS 
 

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

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

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

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

Artículos: 

1) Salas-Navarrete PC, de Oca Miranda AIM, Martínez A, Caspeta L. 2022. Evolutionary and reverse 

engineering to increase Saccharomyces cerevisiae tolerance to acetic acid, acidic pH, and high temperature. 

Appl. Microbiol. Biotechnol. 106:383–399. https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11730-z. 

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

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

 

Capítulos de libro: 

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

Perspectives. Minimal Cells: Design, Construction, Biotechnological Applications, 117-139 
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