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1 RESUMEN

Zymomonas mobilis ZM4 es un microorganismo productor de etanol,
constitutivamente tolerante a este solvente (16% v/v). Para una mejor
comprensién del fendmeno de la tolerancia al etanol, obtuvimos y caracterizamos
dos mutantes derivadas de la cepa ZM4 (ER79ap y ER79ag) con mayor tolerancia
al etanol que la cepa parental. Las mutantes se evaluaron en diferentes
concentraciones de etanol y este andlisis mostré que la derivada ER79ap fue mas
tolerante y tuvo un mejor desempefio en términos de viabilidad celular, que la cepa
de tipo salvaje y la mutante ER79ag. La genotipificaciéon de las mutantes mostro
gue ambas portan mutaciones no sinénimas en los genes clpP y spoT/relA. Una
tercera mutacién no sinébnima se encontro solo en la cepa ER79ap, en el gen clpB.
Teniendo en cuenta que ER79ap tiene la mejor tolerancia al etanol agregado. Los
alelos mutantes de esta cepa se evaluaron en ZM4 y en este trabajo se muestra
gue si bien todos ellos contribuyen a la tolerancia al etanol, la mutacién en el gen
spoT/relA parece ser la mas importante. El analisis del perfil de transcripcion de
ZM4 y ER79ap mostré un conjunto comun de cuarenta genes que se expresan
diferencialmente bajo estrés con etanol y este conjunto puede corresponder a
aquellos que son cruciales para la respuesta del etanol. Los perfiles de expresion
indican que el etanol induce una reprogramacion importante de la transcripcion
gue involucra cambios en la membrana celular, la sintesis de proteinas y en
algunas vias metabdlicas, especialmente aquellas involucradas en el metabolismo

de los aminoacidos.



1.0 ABSTRACT

Zymomonas mobilis ZM4 is an ethanol-producing microbe constitutively
tolerant to this solvent (16% v/v). For a better understanding of the ethanol
tolerance phenomenon, we obtained and characterized two ZM4 mutants (ER79ap
and ER79ag) with higher ethanol tolerance compared to the wild-type. Mutants
were evaluated in different ethanol concentrations and this analysis showed that
mutant ER79ap was more tolerant and had a better performance in terms of cell
viability, than the wild-type strain and ER79ag mutant. Genotyping of the mutant
strains showed that both carry non-synonymous mutations in clpP and and
spoT/relA genes. A third non-synonymous mutation was found only in strain
ER79ap, in the clpB gene. Considering that ER79ap has the best tolerance to
added ethanol, the mutant alleles of this strain were evaluated in ZM4 and here we
show that while all of them contribute to ethanol tolerance, mutation within
spoT/relA gene seems to be the most important. Transcript profile analysis of the
ZM4 and ER79ap showed a common set of forty genes that are differentially
expressed under ethanol stress and this set may correspond to those that are
crucial for the ethanol response. Expression profiles indicate that ethanol induces a
major reprograming of transcription that involves changes in the cell membrane,
protein synthesis, and in some metabolic pathways, especially those involved in

amino acid metabolism.



2 INTRODUCCION

Una de las aplicaciones mas antiguas de la biotecnologia es la conversion
de azlcares a etanol con el empleo de microorganismos. Por varios siglos se han
desarrollado procesos de produccion para la obtencion de bebidas alcohdlicas,
alcohol farmacéutico, etanol como solvente utilizado en los laboratorios, asi como
surfactantes de emulsiones de agua-aceite y en las Ultimas décadas para la
obtencién de etanol carburante como alternativa de sustitucion de combustibles
fosiles (Aleman-Nava et al. 2014; Ruiz, Martinez, and Vermerris 2016; Islas,
Manzini, and Masera 2007).

El principal organismo empleado para la produccion de etanol es la
levadura Saccharomyces cerevisiae; sin embargo, bacterias como Zymomonas
mobilis, pueden potencialmente utilizarse para el mismo propdésito, con beneficios
adicionales en el costo de conversion, ya que los requerimientos de nutricién son
simples con respecto a la levadura, no se necesita de la adicion controlada de
oxigeno, tiene mayor productividad de etanol, produce niveles de etanol cercanos
a los tedricos maximos con tres o cinco veces menos biomasa que la levadura,
ademas, consume con mayor rapidez la glucosa comparada con S. cerevisiae y E.
coli (Rogers et al. 1982; Chen et al. 2018a; Wang et al. 2018) (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas fisiolégicas de S. cerevisiae, E. coli y
Zymomonas mobilis. ED, via Entner-Doudoroff; EMP, via Embden-Meyerhof-Parnas; TCA, ciclo
de Krebs; GRAS, por sus siglas en inglés: generally recognized as safe (generalmente es

reconocido como seguro); PFK, fosfofructocinasa (Chen et al. 2018b; Ohta et al. 1991; Panesar,
Marwaha, and Kennedy 2006a)

Categoria S. cerevisiae E. coli Z. mobilis
Condicion de Aerobio facultativo Aerobio facultativo Anaerobio facultativo
crecimiento
Taxonomia Microorganismo eucariético Bacteria Bacteria Gram-negativa
Gram-negativa
Metabolismo Via EMP (2 ATP por glucosa) y TCA Via EMP (2 ATP por glucosa) y TCA Via ED (1 ATP por glucosa) y
energético TCA
Productividad de
Etanol (g/g/h) 0.67 0.6 5.67
Acoplada con el crecimiento celular, la Acoplada con el crecimiento celular, Energia desacoplada al
Cadena Respiratoria acumulacién de ATP inhibe a la PFK la acumulacion de ATP inhibe a la crecimiento celular
PFK
Estado de seguridad GRAS No GRAS GRAS
Rendimiento tedrico de
etanol 90-93% 88 % (cepa recombinante) 98%
Tolerancia de etanol 15% 6% 16%
Rango de pH 2.0-6.5 4.0-8.0 3.5-75

Tamafo promedio del




genoma 12.12 Mb 5.15 Mb 2.14 Mb

A pesar de los siglos de experiencia en la fabricacion de etanol, el
conocimiento acerca del mecanismo de inhibicion en la velocidad de fermentacion
y, consecuentemente, en el crecimiento del microorganismo por el etanol, es
limtado. Se sabe que la actividad fermentativa de los microorganismos
etanologénicos y no etanologénicos disminuye progresivamente a medida que el
etanol se acumula en el medio circundante, y como consecuencia el crecimiento
celular se abate; redundando en un decremento del rendimiento, la productividad y
la concentracion maxima del etanol (Lonnie O. Ingram 1989; Dunlop 2011). Este
decremento principalmente lleva a un impacto en el costo de la produccion del
alcohol. Por otro lado, cabe destacar que los microorganismos etanologénicos (via
metabolica natural y producto Unico) tienen una capacidad inherente a tolerar y por
lo tanto sobrevivir en concentraciones mayores de etanol con respecto a aquellos
microorganismos que naturalmente no lo producen (0 que no es su principal o
unico producto) en condiciones fermentativas, como en el caso de E. coli
(Yomano, York, and Ingram 1998; Huffer et al. 2011; Shao et al. 2011; Snoek,
Verstrepen, and Voordeckers 2016).

Aunque S. cerevisiae es el microorganismo productor de etanol por
excelencia por su inherente tolerancia al etanol, alcanzando tolerancias de hasta
un 15% (v/v) dependiendo de la cepa, la presencia de este compuesto en un
rango de concentracion del 4-6% (v/v) en el ambiente disminuye su tasa de
crecimiento un 50% (Kubota et al. 2004a), convirtiendose en un factor de estrés
importante durante la fermentacion. Por lo tanto, concentraciones relativamente
bajas de etanol pueden inhibir el crecimiento celular, disminuyendo la viabilidad y
la tasa de fermentacion, limitando asi la productividad del proceso y obteniendo
menores rendimientos de etanol (Ansanay-Galeote et al. 2001; Aguilera et al.
2006). Por otra parte, se puede esperar que Zymomonas sea tolerante al alcohol,
ya que se aisla de las bebidas alcohdlicas que contienen de 2 a 10% de etanol. En

un estudio realizado por Swing and De Ley (1977) encontraron que una



concentracion de 5.5 % de etanol en medio liquido es bastante inocua para
Zymomonas, ya que todas las cepas de su coleccion crecieron; mientras que con
concentraciones del 7.7 y 10% de etanol, el 73 y 47% de sus cepas,
respectivamente, aun se desarrollaron (Swings and De Ley 1977). Por otra parte
se ha determinado que algunas cepas en cultivo continuo son capaces de producir
de 85 g/L de etanol o mas, mientras que en condiciones de cultivo en lote son
capaces de producir hasta 130 g/L o mas (etanol enddgeno) (Panesar, Marwaha,
and Kennedy 2006b); lo cual lo convierte en uno de los microorganismos con
mayores capacidades de tolerancia a este alcohol (Panesar, Marwaha, and
Kennedy 2006a).

Los avances en la ingenieria genética resultan particularmente importantes
para el desarrollo de microorganismos mejorados en la produccién de etanol; sin
embargo, la diversidad de los factores implicados en la respuesta a las
concentraciones altas de etanol (Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010), hacen
dificil disefiar estrategias de ingenieria genética para generar cepas tolerantes al
alcohol, ya sea en microorganismos etanologénicos y no etanologénicos. Debido a
la poca informacién de los mecanismos de inhibicion por el etanol y al interés
reciente en Z. mobilis como microorganismo para la produccidén de este solvente
(Rogers et al. 2007; Wang et al. 2018), el objetivo en este trabajo fue identificar
aquellos genes involucrados en la tolerancia a etanol en Zymomonas mobilis ZM4
mediante el uso de la evolucién adaptativa y asi tratar de describir su participacion
en este proceso para que en un futuro cercano sea posible plantear nuevas
estrategias y asi mejorar esta caracteristica en esta bacteria, o en aquellas
bacterias que ya se han modificado genéticamente para la produccion de etanol
como es el caso de E. coli, pero que siguen siendo sensibles a las

concentraciones de etanol producidas (Yomano, York, and Ingram 1998).



3 ANTECEDENTES

El desarrollo de tecnologias y de microorganismos para la produccion de
bio-combustibles que utilizan fuentes renovables ha sido un reto en los Ultimos
afios (Ruiz, Martinez, and Vermerris 2016). Uno de los principales bio-
combustibles es el etanol que se puede obtener de los residuos lignoceluldsicos
(residuos-a-bioetanol) (Ruiz, Martinez, and Vermerris 2016). Los residuos se
colectan y se preparan para la liberacién de la fibra de lignina-celulosa a través de
tres diferentes métodos: explosion de amoniaco, ebullicion por acidos y
tratamiento de vapor (Jonsson, Alriksson, and Nilvebrant 2013; Parawira and
Tekere 2011). Una vez liberada la lignina, la celulosa puede ser fermentada hasta
algun tipo de alcohol por algun microorganismo modificado genéticamente o uno
etanologénico nativo. En estos procesos de fermentacion siempre hay dos
caracteristicas en comun: 1) la presencia de moléculas derivadas de la hidrolisis
de los residuos lignocelulésicos que resultan inhibitorias para el microorganismo y
2) la inhibicion por el propio producto deseado (alcohol). En cualquiera de estas
dos caracteristicas se obtiene como resultado la inhibicion del crecimiento del
microorganismo y posteriormente su muerte (Parawira and Tekere 2011; Franden
et al. 2013; Jonsson, Alriksson, and Nilvebrant 2013; Jonsson and Martin 2016).

A nivel industrial, uno de los requerimientos principales es que el
microorganismo sea tolerante al etanol producido, puesto que permite obtener el
solvente, a nivel industrial, a concentraciones mas elevadas (Ruiz, Martinez, and
Vermerris 2016). Por esta razon existe un enorme interés de muchos grupos de
investigacion, en entender el mecanismo molecular por el cual el etanol inhibe el
crecimiento de los microorganismos que lo producen y por lo tanto saber el como
se modificaran estos microorganismos productores para incrementar la tolerancia
al solvente (Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010; Ramos et al. 2002; Dunlop
2011).



El sitio primario de interaccion entre los organismos y un solvente es la
membrana celular. Los solventes interrumpen la estructura y la fluidez de la
membrana al intercalarse en la bicapa lipidica (Lonnie O. Ingram 1989; Isken and
de Bont 1998; Ramos et al. 2002; Sardessai and Bhosle 2002; Sikkema, de Bont,
and Poolman 1995). La toxicidad de un solvente se correlaciona con su valor logP,
gue se define como el coeficiente de particion de un disolvente particular en una
solucién equimolar de octanol y agua (Sikkema, de Bont, and Poolman 1995). En
general, cuanto mas bajo es el valor logP, mayor es la polaridad de la molécula de
disolvente y por lo tanto, mayor es su capacidad para mediar una respuesta toxica
a traves de la particion de la membrana (Sikkema, de Bont, and Poolman 1995;
Isken and de Bont 1998; Ramos et al. 2002).

3.1 Descripcion general de las respuestas celulares a solventes, mecanismos
de toxicidad y tolerancia.

Las respuestas celulares al estrés por solventes se han examinado
ampliamente en organismos modelo en los ultimos 40 afios 0 mas, Varios estudios
(Isken and de Bont 1998; Ramos et al. 2002; Sardessai and Bhosle 2002; Borden

and Papoutsakis 2007) han demostrado que los solventes afectan las células por:

a) Un dafo y desnaturalizacion de las moléculas biolégicas como el ADN, el RNA
y las proteinas; dafio en lipidos por un mecanismo oxidativo. Estos efectos pueden

provocar respuestas de estrés severo y muerte celular;

b) Deterioro de los cambios fisicos en las membranas celulares; lo que afecta los

procesos de membrana, incluida la generacion de energia y el transporte.

Las células contienen multiples lineas de defensa contra la agregacion de
proteinas, el ADN y el dafio del ARN, asi como contra la membrana y el dafio de
los organulos, por lo que las células responden a estos efectos pleiotrépicamente

de la siguiente manera:



i) inducen respuestas de estrés generales y especificas que involucran
componentes principales o especializados del sistema de respuesta al estrés
(choque térmico (HSP) y proteinas relacionadas con el estrés) (Piper et al. 1994;
Sanchez et al. 1992);

i) induciendo mecanismos de desintoxicacién; induccion y empleo de
transportadores/bombas moleculares para expulsar los productos quimicos
toxicos; alteraciones en los programas sintéticos para producir metabolitos, como
ciertos aminoacidos y azucares, que contrarrestan los efectos toxicos (Alper et al.
2006; Hirasawa et al. 2007; Yoshikawa et al. 2009; Minty et al. 2011);

iii) provocando respuestas adaptativas a mas largo plazo para superar la toxicidad
de los disolventes. Por ejemplo mediante la alteracion de los programas sintéticos
y morfogenéticos/de diferenciacion para contrarrestar la toxicidad de los
disolventes, incluidas las alteraciones en la composicién de la membrana y/o la
pared celular (L. O. Ingram 1976; Rigomier, Bohin, and Lubochinsky 1980;
Beaven, Charpentier, and Rose 1982; Weber and de Bont 1996); y

iv) induciendo cambios a nivel transcripcional y de proteinas (Helmann 2011; Lin,
Zhang, and Wang 2013).

Los detalles se proporcionan a continuacion en las secciones siguientes,
basadas en mecanismos de respuestas celulares o adaptacion a agentes

estresantes quimicos.

3.2 Adaptacion de la membrana

Las membranas celulares estan compuestas por una bicapa de
fosfolipidos entremezclada con proteinas. La membrana proporciona la integridad
y el mantenimiento de una barrera para el entorno extracelular, facilitan el
transporte dentro y fuera de la célula y son responsables de la transduccién de
sefales, la comunicacion y la produccion de energia (L. O. Ingram 1976; Dombek

and Ingram 1984; Ramos et al. 2002). Se han estudiado ampliamente los efectos



de los solventes, en particular de los alcoholes, los aldehidos y los compuestos
lipofilos, sobre la integridad celular y la composicion de la membrana (L. O. Ingram
1976; Inoue and Horikoshi 1989; Sikkema, de Bont, and Poolman 1995; Bernal,
Segura, and Ramos 2007). Los disolventes organicos cambian la estructura del
agua que se encuentra en el exterior de la membrana modificando las propiedades
coligativas, posteriormente se intercalan entre los fosfolipidos, lo que disminuye la
fuerza de las interacciones hidrofébicas e interrumpe el potencial electroquimico

(AW) de la membrana y el gradiente de protones (ApH) (Sardessai and Bhosle

2002). Altas concentraciones de etanol, aumentan la fluidez de la membrana lo
gue permite la liberacion de iones y algunas otras moléculas como el ATP, RNAy
las proteinas citosolicas, desplazando las proteinas membranales e
interrumpiendo los procesos de transporte y energia de transduccion, por lo que
las células no pueden mantener activamente la homeostasis y esto conduce a la
muerte celular (Carey and Ingram 1983; Ramos et al. 2002), para minimizar estos
efectos, las membranas bioldgicas son capaces de adaptarse y modificarse (Carey

and Ingram 1983; Tornabene et al. 1982; Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010).

Como los disolventes alteran la fluidez de la membrana y disminuyen la
estabilidad de la bicapa de fosfolipidos, las respuestas celulares pretenden
compensar esto, cambiando la velocidad de biosintesis y la composicion de los
fosfolipidos. La isomerizacion cis-trans en los acidos grasos son algunos cambios
gue se han descubierto (Ramos et al. 2002; Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis
2010; Huffer et al. 2011). Esta isomerizacion cis-trans de &acidos grasos
insaturados se utiliza como una respuesta rapida pero efectiva a la exposicion
transitoria a solventes y es particularmente efectiva para resistir concentraciones
de solventes que exceden la concentracidbn permisiva para el crecimiento y la
sintesis de acidos grasos de novo (Ramos et al. 2002; Nicolaou, Gaida, and
Papoutsakis 2010). Los dobles enlaces dentro de los acidos grasos insaturados
sufren isomerizacion, alterandose de la conformacién cis a la trans. La diferencia
clave entre estos dos estados fisicoquimicos reside en la orientacion

estereoespecifica de las diferentes formas isoméricas. El isbmero cis resulta



tipicamente en una conformacion de acido graso retorcido que imparte altos
grados de fluidez a la membrana, mientras que la orientacion trans es lineal, en la
misma conformacién que un &cido graso saturado (Mishra and Prasad 1989;
Alexandre, Rousseaux, and Charpentier 1994; Beaven, Charpentier, and Rose
1982; You, Rosenfield, and Knipple 2003; Sajbidor and Grego 1992)

Por otra parte, se cree que la membrana con componentes lipidicos mas
complejos como los de las arqueas es beneficioso para la generacién de
organismos mas tolerantes (Huffer et al. 2011), en donde sus membranas poseen
enlaces éter con el glicerol, colas lipidicas de los fosfolipidos con cadenas
isoprenoides, en ocasiones con anillos de ciclopropano o ciclohexano y en algunas
arqueas la bicapa lipidica es sustituida por una unica monocapa (las colas de dos
moléculas fosfolipidicas se fusionan en una unica molécula con dos cabezas
polares, esta fusion podria hacer su membrana mas rigida y mas apta para resistir
ambientes severos); sin embargo, estos organismos no mantienen altas tasas de
crecimiento tras la exposicion a diferentes tipos de alcoholes (Huffer et al. 2011),
lo que indica que los lipidos mas complejos no necesariamente fortalecen la
membrana contra los efectos de fluidificacion de los solventes. En general, el
modelo propuesto es que las funciones de la membrana estan protegidas al
aumentar la concentracion de acidos grasos insaturados para minimizar los
efectos de los solventes en la estructura de la bicapa (S. cerevisiae, E. coli) (L. O.
Ingram 1976; Beaven, Charpentier, and Rose 1982), o aumentar los acidos grasos
saturados para restablecer el orden en la membrana (B. subtilis, C.
acetobutilycum) (Rigomier, Bohin, and Lubochinsky 1980; Lepage et al. 1987;
Weber and de Bont 1996; Borden and Papoutsakis 2007)

3.3 Bombas moleculares

Parte de las membranas celulares se encuentran las bombas moleculares,
estas estructuras son de origen proteico que participan en el transporte de

distintos compuestos, tanto hacia el interior como al exterior de la célula
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contribuyendo de esta forma a la proteccion y por lo tanto resistencia bacteriana.
Se encuentran presentes tanto en bacterias Gram-positivas como en Gram-
negativas. Las bombas de eflujo bacterianas (Figura 1) se han clasificado en cinco
familias que mencionaré a continuacion (Higgins et al., 2007; Krulwich et al.,
2005):

3.3.1 Transportadores de tipo ABC (ABC, ATP-Binding Cassette)

Esta familia de transportadores se encuentra presentes en todos los
organismos vivos, y tienen la funcion de transportar: azlcares, aminoacidos,
iones, farmacos, polisacaridos o proteinas. Todas las proteinas de transporte de
tipo ABC comparten cuatro dominios basicos: dos dominios transmembrana
denominados comunmente (por sus siglas en inglés, TMD transmembrane domain
o IMD integral membrane domain,) y dos dominios citosdlicos, llamados ABC o
NBD (por sus siglas en inglés, ATP-binding cassette domain o nucleotide-binding
domain). Ademas de los cuatro dominios basicos, algunos transportadores ABC
constan de elementos adicionales que contribuyen a la funcion regulatoria de este
tipo de proteinas. Por ejemplo, los ABC importadores tienen una proteina de union
(binding protein o BP) de alta afinidad que liga al sustrato presente en el
periplasma y lo traspasa al transportador. Los exportadores no tienen una BP,
pero poseen in dominio intracelular o ICD (intracellular domain) que une las
hélices del dominio transmembranal con el dominio ABC y que posiblemente

participa en la comunicacién entre ambos dominios (Davidson and Maloney 2007).

Los transportadores ABC son transportadores activos, es decir, necesitan
energia en forma de ATP para trasladar los sustratos a través de la membrana
celular. La hidrolisis del ATP en el dominio ABC causa un cambio conformacional
en los dominios transmembranales, que alternan entre una orientacion hacia
adentro y otra hacia afuera. Este cambio conformacional empuja al sustrato desde
un extremo de la membrana hacia el otro. Tanto los importadores como los
secretores utilizan el mismo mecanismo, siendo la afinidad por el sustrato en cada

una de las dos conformaciones lo que determina la direccion de transporte: en los
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importadores, el transportador se une mas facilmente al sustrato en la orientacion
hacia fuera, al contrario de lo que ocurre con los exportadores (Davidson and
Maloney 2007).

En todos los transportadores ABC el estado de reposo se caracteriza por
encontrarse el dominio ABC en un estado abierto, con baja afinidad hacia el ATP y
gue deja una oquedad abierta al interior del transportador. Al asociarse el dominio
transmembranal al sustrato, se producen cambios en el domino ABC que facilitan
la unién a dos moléculas de ATP y la adopcion del estado cerrado por el dimero
ABC. En esta conformacion el dominio ABC fuerza la apertura del dominio
transmembranal por el lado opuesto al de la unién del sustrato, que se traslada a
lo largo de la membrana. Al haber en esta posicion menor afinidad entre el
transportador y el sustrato, este queda libre. Tras la hidrolisis del ATP, el ADP
restaura la conformacion de reposo (Davidson and Maloney 2007).

3.3.2 Transportadores de tipo MFS (MFS, Major Facilitator Superfamily)

Los transportadores de tipo MFS difieren en su estructura primaria y en su
secuencia de los transportadores ABC, a diferencia de estos utilizan la fuerza
motriz de protones como su fuente de energia, acttan como un cotransportador
donde el transporte se encuentra acoplado al movimiento de un segundo sustrato
(Higgins 2007).

3.3.3 Transportadores tipo RND (RND, Resistance Nodulation-Cell
Division Superfamily)

Es una familia de bombas presentes principalmente en bacterias Gram-
negativas, constituidas por tres elementos: una proteina transportadora situada en
la membrana interior que utiliza la fuerza motriz de protones, una proteina
accesoria periplasmatica (MFP, Membrane Fusion Protein) y una proteina canal
localizada en la membrana exterior (OMP, Outer Membrane Protein). Estos
sistemas RND estan involucrados en el mantenimiento de la homeostasis de la

célula, la eliminacién de compuestos toxicos y la exportacién de determinantes de
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virulencia (Nikaido 2011). Tienen un amplio espectro de sustratos y pueden
conducir a la disminucion de la actividad de diferentes clases de farmacos, si se
sobreexpresan. El eflujo a través de ellas es conducido gracias a la fuerza motriz
de protones, un gradiente electroquimico en el que el movimiento de los iones de
hidrogeno conduce el transporte de sustratos como: los antibitticos, las sales
biliares, los acidos, los esteroides y los solventes (Nikaido 2011).

3.3.4 Transportadores de tipo SMR (SMR, Small Multidrug Resistance
family)

Los transportadores de tipo SMR, que se encuentran en los procariotas
son una familia de proteinas pequefas. Generalmente, forman tetrameros en la
membrana citoplasmatica y transportan un nimero muy reducido de sustratos, los
cuales son impulsados gracias a la fuerza motriz proténica y generan un canal
simple de a-hélices trans-membranal para facilitar el transporte (Bay, Rommens,
and Turner 2008).

3.3.5 Transportadores de tipo MATE (MATE, Multidrug and Toxic

Compound Extrusion)

Los transportadores de tipo MATE utilizan energia de H* o la fuerza motriz
del sodio (Na*) para la transferencia de farmacos mediante un canal antipuerto.
Sus sustratos incluyen fluoroquinolonas, aminoglucdsidos, y colorantes catidénicos
(Moriyama et al. 2008; Lu 2015).

En organismos Gram-negativos como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y P. putida, las bombas de eflujo desempefian un papel importante en

la tolerancia a los solventes (Aono 1998).

En E. coli, el sistema AcrAB-TolC actia como una bomba de eflujo del tipo
RND, con AcrB como el transportador interno de membrana que actla como una
bomba peristaltica, AcrA es el MFP y TolC es el OMP (Symmons et al. 2009;

Seeger et al. 2006) La expresiéon de acrAB y los genes relacionados esta
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modulada por los reguladores transcripcionales MarR, MarA, SoxR y SoxS (White
et al. 1997). La sobreexpresion de los genes acrA y tolC en E. coli aumentan la
tolerancia a isobutanol (Atsumi et al. 2010), por otra parte la sobreexpresion del
gen marA (un regulador transcripcional de acrA y tolC) también aumenta la
tolerancia, mientras que la sobreexpresion de marR un regulador negativo de
marA disminuye la tolerancia. Por otro lado, la sobreexpresion de las bombas de
salida en P. putida aumentan la tolerancia a tolueno (Hirayama et al. 1998; Kim et
al. 1998). En la sobreexpresion de estas bombas se debe considerar el grado de
expresion, ya que una excesiva expresion puede ser nociva; y el tipo de bomba de
salida, pues esto depende del tipo de solvente.

g% MFS
H % Drogas
&2 MATE
H™(Na”) % Drogas
g
SMR

Drogas
- g

Membrana
interna

Figura 1. Bombas de Eflujo. Transportadores tipo ABC; transportadores tipo MFS;
transportadores tipo MATE; transportadores tipo SMR; transportadores tipo RND. Basada en foto
de Krulwich et al. (2005).

14



3.4 Proteinas de choque térmico (HSP, Heat Shock Protein)

Las proteinas de choque térmico (por sus siglas en inglés, HSP) son un
conjunto de proteinas que se producen tanto en células procariotas como en
células eucariotas. Frente a determinadas condiciones de estrés, los organismos
activan un mecanismo de defensa celular que involucra la sobreexpresion de
estas proteinas. Su funcién es minimizar los dafios producidos por el estrés
(Guisbert et al. 2008; Lund 2009).

En condiciones normales, las principales proteinas de choque térmico son
responsables de plegar proteinas nacientes, trasladar proteinas a través de
membranas, ensamblar o desensamblar estructuras de proteinas oligoméricas y
facilitar la degradacion de proteinas inestables para evitar la agregacion de
proteinas (Lim and Gross 2011); en estas condiciones la interaccion de las HSP
con otras proteinas en proceso de maduracion es transitoria. Bajo condiciones de
estrés, su funcion es prevenir la agregacion y ayudar en el replegamiento de

proteinas dafiadas (Lim and Gross 2011).

El sistema de estrés que ha sido mas ampliamente estudiado es en E. coli
el organismo Gram-negativo modelo (Guisbert et al. 2004, 2008; Chung, Bang,
and Drake 2006). Las proteinas de choque térmico (HSP) se han clasificado segun
su tamafio aproximado (o el tamafio de la proteina prototipica HSP de una familia),
e incluyen a la DnaK (Hsp70), la DnaJ (Hsp40), la GrpE, la GroEL (Hsp60), la
GroES (Hspl0) y la familia Clp (Proteinas Hsp100), asi como muchas proteinas

pequefas de estrés (Chung, Bang, and Drake 2006).

Dos mecanismos principales se han descrito que regulan la expresion de
los genes de choque térmico (por sus siglas en inglés HSGs): los factores sigma
alternativos y los represores transcripcionales (Helmann 2011; Schumann 2016).
El factor sigma RpoH (0*) es el principal factor que regula positivamente la
expresion de estas proteinas, asi mismo, la regulacion de sigma 32 se produce

por tres mecanismos diferentes. i) la traduccién de su propio mRNA, actuando
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como un termosensor de RNA (ineficiente inicio de la traduccidn), ii) la inhibicion
de su actividad mediante la union a las chaperonas DnaK/DnalJ/GrpE o
GroEL/GroES (Guisbert et al. 2008) vy iii) la estabilidad de la proteina sigma 32,
controlada por dos diferentes proteasas ATP-dependientes (FtsH, ClpXP) (lim,
2013). La colaboracion entre los tres mecanismos permite que las células
alcancen un estado fisiologico equilibrado, sobrevivan al estrés y mantengan la

homeostasis de las proteinas en las células vivas (Paget 2015; Schumann 2016).

Brynildsen et al. (2009) sometieron a E. coli a estrés por isobutanol y
midieron los cambios transcripcionales, y encontraron una fuerte activacion del
gen rpoH, que codifica para el factor 0% que como ya se habia comentado
anteriormente se encuentra implicado en el choque térmico (Brynildsen and Liao
2009). Por su parte, Rutherford et al., (2010) condujeron un estudio similar para
medir los cambios transcripcionales en E. coli bajo estrés por n-butanol y también
encontraron varios genes relacionados con el choque térmico y el plegamiento
incorrecto de proteinas, incluyendo los genes rpoH, dnald, htpG, e ibpAB
(Rutherford et al. 2010). Zingaro y Papautsakis (2012) observaron un aumento en
la tolerancia al etanol (7 % v/v) al sobreexpresar los genes groESL y clpB en E.
coli (Zingaro and Papoutsakis 2012); pero, notaron que la sobreexpresion de estos
genes debe ser finamente regulada pues una sobreexpresion alta puede
representar intoxicacion a la célula (Zingaro and Papoutsakis 2012). En otro
estudio con Clostridium acetobutylicum sometido a estrés por butanol exégeno, se
mostré que los genes de las proteinas de choque térmico se sobreexpresaron
(groESL, dnaKJ, hsp18, hsp90). Se ha demostrado que la sobreexpresion de las
proteinas de choque térmico imparten una mayor capacidad de supervivencia bajo
estrés por solventes (Tomas, Welker, and Papoutsakis 2003; Zingaro and
Papoutsakis 2012) reduciendo la inhibicion del crecimiento quizas debido a que a
gue estabilizan muchas proteinas de membrana en especial aquellas que
participan en el flujo de protones, como son las bombas de eflujo; asi como
también aquellas involucradas en el metabolismo tanto energético, como aquel

involucrado en la biosintesis de metabolitos que contribuyen contrarrestar los
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efectos del etanol (sintesis de trehalosa y algunos aminoacidos) como se
describird mas adelante (Tomas, Welker, and Papoutsakis 2003).

3.5 Otras respuestas al estrés por etanol

Existen otros mecanismos por los cuales los organismos pueden
contender contra el estrés por etanol como son la expresion de factores de
transcripcion, produccion de metabolitos protectores, como la trehalosa, prolina,
glicina; o las vias que intervienen en el metabolismo energético (Simola et al.
2000; Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010; Lin, Zhang, and Wang 2013).

Brynildsen et al. (2009) identificaron 16 factores de transcripcion en E. coli
los cuales fueron perturbados significativamente por el estrés con isobutanol. Un
hallazgo clave del estudio fue que la respiracion esta altamente alterada bajo el
estrés con isobutanol (Brynildsen and Liao 2009); por su parte Rutherford y
colaboradores (2010) identificaron aquellos genes relacionados con la produccion
y conversion de energia; el transporte de aminoacidos y el metabolismo; y la
transduccion de sefiales como la mayormente afectada por el estrés del n-butanol
en E. coli (Rutherford et al. 2010). Un hallazgo importante de su trabajo fue que las
especies reactivas de oxigeno estaban muy elevadas durante el estrés con n-
butanol lo que sugiere que los genes que alivian el estrés oxidativo pueden ser
valiosos objetivos de ingenieria. En un estudio de Reyes et al. (2011) usaron una
biblioteca de enriquecimiento gendémico para encontrar genes de E. coli que
mejoraron la tolerancia al n-butanol. Al igual que en estudios previos, se demostro
gue las proteinas de respuesta a la membrana y al estrés desempefian un papel
importante en la tolerancia al n-butanol (L. H. Reyes, Almario, and Kao 2011). Las
mejoras mas importantes provinieron de la sobreexpresion de entC y feoA, que
estan involucradas en el transporte y el metabolismo del hierro. Ademas, los
autores identificaron deleciones en el genoma que mejoraron la tolerancia,
incluyendo astE relacionada con la resistencia a los acidos y la proteina de la

membrana interna ygiH.
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Vale la pena mencionar que los papeles de muchos de los genes que son
inducidos o reprimidos bajo la tolerancia del disolvente ain no esta claro.

3.6 Técnicas utilizadas para analizar el fenotipo tolerante a etanol

En los dltimos 40 afios, se han examinado las respuestas celulares
debidas al estrés por solventes mediante la utilizacion de las herramientas
fisiolégicas y moleculares en organismos modelo como: S. cerevisiae, E. coli, C.
acetobutylium (Sikkema, de Bont, and Poolman 1995; Isken and de Bont 1998;
Ramos et al. 2002; Sardessai and Bhosle 2002). En los ultimos 10 afios, se ha
utilizado una amplia variedad de estrategias basadas en herramientas genomicas,
transcriptomicas, protedmicas y metabolomicas para identificar los genes
implicados en estos fenotipos complejos (Horinouchi, Maeda, and Furusawa
2018). Algunas de estas estrategias incluyen el enriquecimiento de bibliotecas
gendmicas (Borden and Papoutsakis 2007; L. H. Reyes, Almario, and Kao 2011;
Sandoval et al. 2011), escaneo de bibliotecas genomicas coexistentes (CoGel)
(Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010), el analisis multiescala del
enriquecimiento de la biblioteca (SCALESs) (Woodruff et al. 2013; Woodruff, Boyle,
and Gill 2013), ingenieria global de la maquinaria de la transcripcion (QTME) (Alper
et al. 2006), reorganizacion génica (Zhang et al. 2002), adaptacion de la evolucion
dirigida, incluida la secuenciacion del genoma (Horinouchi et al. 2015; Shui et al.
2015), y el andlisis en los perfiles de transcripcion de los microorganismos tipo
silvestre y sus derivados metabolicamente modificados y/o evolucionados que
producen etanol para proponer modelos que pueden ayudar a entender los
mecanismos de tolerancia a este solvente asi como el disefio de estrategias para
el desarrollo de microorganismos tolerantes al etanol (Gonzalez et al. 2003;
Goodarzi et al. 2010; Horinouchi et al. 2010, 2015; Ogawa et al. 2000; Shao et al.
2011). Con estos procedimientos, estd surgiendo un cuadro general de como se
comportan las células en presencia de disolventes en diversos microorganismos

(Dunlop 2011; Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010). Mediante estas
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estrategias, se ha observado que la tolerancia a solventes es compleja
presentando un “fenotipo multigénico” (Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010).

En la siguiente seccion se explorard con mayor detalle la respuesta al
estrés por etanol estudiada en organismos modelos como S. cerevisiae y E. coli
para posteriormente enfocarnos en lo que se sabe sobre Z. mobilis y su tolerancia
al etanol.

3.7 Organismos modelos

3.7.1 Saccharomyces cerevisiae

Las cepas de levadura de Saccharomyces cerevisiae se han utilizado
tradicionalmente en las industrias de la panaderia y de la elaboracion de vino, y se
estudiaron ampliamente en los Ultimos afios para la produccion de etanol como
biocombustible, en la cual las células de levadura estan sometidas a una gran
cantidad de condiciones adversas, como la limitacion de nitrogeno, la alta
temperatura, a la inhibicidon por el etanol, al estrés osmotico por los azldcares como
su fuente de carbono, entre otros (Boulton et al. 1999; Legras et al. 2007; Mannan
et al. 2017). Las levaduras industriales deben detectar y responder rapidamente a
las condiciones de estrés y adaptarse a estos factores ambientales adversos
ajustando sus actividades metabdlicas para evitar pérdidas sustanciales de
viabilidad (Boulton et al. 1999; Legras et al. 2007; Karathia et al. 2011; Tesfaw and
Assefa 2014; Mannan et al. 2017).

La levadura de cerveza, S. cerevisiae muestra una tolerancia al etanol
mucho mas alta que la mayoria de los otros organismos, y por lo tanto se usa
comunmente para la produccion industrial de bebidas alcohdlicas y en los ultimos
tiempos en la produccion de bioetanol (Tesfaw and Assefa 2014). Sin embargo,
los determinantes genéticos que subyacen a la inherente tolerancia al etanol de
esta levadura han resultado dificiles de dilucidar debido a que participan muchos

genes y a que la interaccion entre ellos es compleja. Diferentes tipos de
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experimentos han contribuido a la compresion de los efectos toxicos del etanol, asi
como el entendimiento de la respuesta compleja que la acompafia (Snoek,
Verstrepen, and Voordeckers 2016).

3.7.1.1 Factores que contribuyen a la tolerancia al etanol en la levadura S.
cerevisiae

a) Cambios en la composicién de la membrana en respuesta al estrés por
etanol

Como se menciond anteriormente, el etanol es un agente caotrépico que
genera un aumento en la fluidez de la membrana de S. cerevisiae y destruye las
estructuras funcionales de ésta. Para hacer frente a esta situacion desfavorable,
las levaduras responden rapidamente sintetizando moléculas que le permiten
atenuar o reparar el dafio causado por el estrés y adaptarse a las nuevas
condiciones (Alexandre, Rousseaux, and Charpentier 1994; Henderson and Block
2014; Ishmayana, Kennedy, and Learmonth 2017). Uno de los mecanismos de
respuesta de la levadura son aumentar los niveles de acidos grasos insaturados y
disminuir los acidos grasos saturados lo cual tiene como efecto una reduccion en
la proporcién insaturados/saturados (I/U) (Huffer et al. 2011; Chandler et al.
2004a). Uno de los principales acidos grasos insaturados que se ha observado
gue aumentan hasta cuatro veces, es el acido oleico, este antagoniza los efectos
del etanol en las membranas; el efecto fluidificante provocado por el etanol se
compensa por la incorporaciéon de acido oleico en las membranas celulares
(Yamada, Shimoi, and Ito 2005; Ma and Liu 2010).

Otro de los mecanismos utilizado por la levadura, es el aumento de
ergoesterol (el esterol mas abundante de la membrana de la levadura), se ha
observado que el incremento de esta molécula contribuye a una mayor tolerancia
al etanol al aumentar la rigidez de la membrana (Swan and Watson 1998;
Shobayashi et al. 2005; Dickey, Yim, and Faller 2009; Dragana Stanley et al.
2010).
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b) Elementos STRE

En los promotores de distintos genes implicados en la respuesta general a
estrés se identific6 una secuencia consenso (AGGGG), responsable de la
induccion de estos genes, a la cual se le denomin6 elemento STRE (del inglés,
STress Responsive Element)(Kobayashi and McEntee 1993; Treger, Magee, and
McEntee 1998). Entre los genes que presentan secuencias STRE en sus
promotores se encuentran aquellos tipos de genes que codifican para
transportadores, proteasas o proteinas involucradas en la proteccion de diferentes
tipos de estrés (Boy-Marcotte et al. 1998; Moskvina et al. 1998); estos elementos
son reconocidos por dos factores transcripcionales, llamados Msn2p y Msn4p
(Boy-Marcotte et al. 1998). Estos factores regulan a unos 200 genes en respuesta
a una amplia variedad de estreses y se demostro que el regulador transcripcional
Msn2p es el que principalmente contribuye a condiciones de estrés por etanol
(Boy-Marcotte et al. 1998; Watanabe et al. 2007)

c) Trehalosa

La trehalosa es un disacarido producido por S. cerevisiae como
carbohidrato de reserva; sin embargo, cuando la levadura esta expuesta a estrés
osmotico, térmico, oxidativo o por etanol, se induce su acumulacion intracelular
(Hounsa et al. 1998; Vianna et al. 2008). En presencia de concentraciones de
etanol exdgeno (20% v/v), se observd la sobreexpresion de genes relacionados
con su sintesis (TPS1, TPS2, PGM2 y UGP1) (Ogawa et al. 2000; Alexandre et al.
2001; Chandler et al. 2004b; J. Yang et al. 2011), en donde sus promotores
contienen una 0 mas copias de elementos STRE (Kobayashi and McEntee 1993;
Treger, Magee, and McEntee 1998). Kubota et al. (2004) encontraron un fenotipo
sensible en los mutantes TPS1 y TPS2 a un 11% de etanol, pero no al 8% en la
cepa de laboratorio W303 (Kubota et al. 2004b). Por otra parte, Bandara et al.
(2009) observaron que la trehalosa juega un papel importante en la tolerancia a

etanol solamente a concentraciones letales (10-18%); por lo tanto, ellos asumen
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que la concentracion de etanol parece influir en la sobreexpresion de los genes

para la sintesis de la trehalosa y esta sobre la tolerancia a etanol.

d) Proteinas asociadas con la tolerancia a etanol

Como anteriormente se ha mencionado, en la seccion 3.4, las HSPs en
condiciones de estrés pueden mediar el correcto plegamiento de otras proteinas
para prevenir dafios futuros y reparar el dafo intracelular (Piper et al. 1994).
Alexandre et al. (2001) mediante el analisis de la expresion global en S. cerevisiae
encontraron la sobreexpresion de 14 miembros de HSPs en presencia de etanol
(Alexandre et al. 2001), algunos de estos miembros son: la Hspl04, Hsp82,
Hsp70, Hsp26, Hsp30 y Hspl2 pero solo Hsp104 y la Hspl2 han mostrado una
influencia fisiolégica en la tolerancia a etanol (Sanchez et al. 1992; Sales et al.
2000).

La Hspl2 es una proteina asociada a membrana que puede proteger la
integridad de la membrana celular contra la desecacion (Sales et al. 2000; D.

Stanley et al. 2010). Sales et al. (2000) encontraron que la mutante Ahspl2

presentaba una tasa de crecimiento menor con respecto a la cepa silvestre tras 24
horas de crecimiento en 10% de etanol y una inhibicién completa al 12% (Sales et
al. 2000). Por otra parte, la Hsp104 tiene la capacidad de remodelar agregados de
proteinas y catalizar la agregacion de proteinas de algunos sustratos en
condiciones especificas (Sanchez et al. 1992; Grimminger- Marquardt and
Lashuel 2010); Sanchez et al. (1992) demostraron la importancia de la HSP104p

al observar que la cepa W303aAhsp104 pretratada con un 17-19% de etanol moria

100 veces mas rapido que la cepa silvestre (Parrou, Teste, and Francois 1997).
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e) Influencia de los aminoacidos en la tolerancia al etanol

Otro hallazgo importante relacionado con la tolerancia al etanol, fue que la
sobre-expresion de los genes para la biosintesis de triptéfano (TRP1-5) aunado
con el gen que codifica para la permeasa de triptéfano (TAT2), asi como la
suplementacion de este amino&cido dieron como resultado una mejor tolerancia al
etanol (Hirasawa et al. 2007). Este descubrimiento lo confirmaron Yoshikawa y
colaboradores (2009) cuando demostraron que con la delecién de estos genes se
obtienen cepas que son sensibles a la presencia de 8% de etanol. Los
aminoacidos aromaticos ademas estan relacionados con la respuesta al estrés
osmotico (triptofano, fenilalanina y tirosina) (Yoshikawa et al. 2009). El papel de la
biosintesis de triptéfano en la mejora de la tolerancia al estrés por etanol no esta
claro, aunque varios estudios han implicado la biosintesis y el transporte de
aminoacidos a la tolerancia al estrés por etanol, lo que sugiere que la eliminacion
de la funcidbn de la membrana por etanol puede afectar el suministro de

aminoacidos a la célula (D. Stanley et al. 2010; Yoshikawa et al. 2009).

De forma similar al triptéfano, la prolina es otro aminoacido que contribuye
a la tolerancia a etanol a través del aumento en la estabilidad de las proteinas y la
membrana e inhibiendo la agregacién de las proteinas en ambientes con baja
actividad de agua o alta temperatura (Morita, Nakamori, and Takagi 2002; Takagi
2008; Kaino and Takagi 2008; Kumar et al. 1998; Samuel et al. 2000). Takagi et al.
(2005) confirmaron el aumento en la viabilidad celular de cepas acumuladoras de
L-prolina (mutantes para la prolina oxidasa PUT1) con respecto a su cepa parental
bajo estrés por etanol (Takagi et al. 2005). Sin embargo, afios mas tarde se
observaria como el aumento de prolina intracelular tras la exposicion de las
células a un 9% (v/v) de etanol no se debia a la sobreexpresion de genes
relacionados con su biosintesis, sino a la induccion de la permeasa codificada por
PUT4p en cuyo promotor se encuentran elementos STRE para la unién de los
factores de transcripcion Msn2/4p (Takagi 2008). Es importante destacar que hoy
en dia sigue sin esclarecerse la forma en que la L-prolina interactia con los

fosfolipidos de la membrana y las proteinas para ejercer su accion defensiva y que
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una sobreacumulacién intracelular se asocia a un retraso en el crecimiento de la

levadura en presencia de etanol (Maggio et al. 2002).

f) Vacuola, Peroxisoma, Mitocondria

Una de las caracteristicas novedosas que se han revelado en respuesta al
estrés por etanol en cepas hiper-tolerantes es la funcién vacuolar asi como la
proliferacién de los peroxisomas (genes pex) (Yoshikawa et al. 2009; Teixeira et
al. 2009). Se sabe que el etanol produce acidificacién en el medio circundante y se
ha determinado que la sobreexpresion de una ATPasa vacuolar permite la
recirculacion de protones y asi el alivio de la tension (Fujita et al. 2006; Chandler
et al. 2004; Yoshikawa et al. 2009; Teixeira et al. 2009). La delecién de los genes
relacionados con el complejo V-ATPasa mostrd un fenotipo sensible a la presencia

de etanol con respecto a la parental.

El etanol no solo inhibe el crecimiento celular a través de la
desestabilizacion de la membrana (seccion 3.2), sino que también reprime el
transporte de glucosa (Salmon 1989), lo que conduce a un defecto en el
metabolismo de la levadura y el suministro de energia. Por lo tanto, la tolerancia
de los transportadores de azlcar a la inhibicién del etanol es una caracteristica
importante a considerar al seleccionar las cepas para una fermentacion eficiente
del etanol (Santos et al. 2008). Los genes que estan clasificados en las categorias
funcionales de '"respiracién aerébica"” y "funcion mitocondrial” se revelaron
recientemente relacionados con la tolerancia al etanol, enfatizando la necesidad
del metabolismo energético para la tolerancia al estrés por levadura (Wu et al.
2006; Yoshikawa et al. 2009).

Se ha documentado la influencia de los iones metalicos en la produccion
de etanol y se ha elucidado el efecto protector de los iones de magnesio y calcio
en la tolerancia al etanol (Tosun and Ergun 2007; Udeh, Kgatla, and Jideani 2014).

Durante los estudios de tolerancia al etanol de la levadura auto-floculante
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SPSCO01, se encontr6 que la adicion de zinc en el medio de cultivo mejoraba la
tolerancia al etanol. Ademas, se confirmé el efecto del zinc en la tolerancia al
estrés térmico y por etanol de la levadura autofloculante en cultivos continuos.
Aqui también se encontré que los contenidos de trehalosa y ergosterol
aumentaron en los fléculos de levadura cultivados en presencia de zinc (Zhao et
al., 2009).

3.7.2 Escherichia coli

3.7.2.1 Factores que contribuyen a la tolerancia en Escherichia coli

E. coli es un organismo no-etanologénico tiene una fermentacion acido
mixta, por lo que no tiene como uUnico producto el etanol, para tal fin se han
modificado sus vias metabdlicas; sin embargo, a pesar de los esfuerzos por
obtener buenas cepas productoras del alcohol es un microorganismo que no tiene
la capacidad inherente de tolerar concentraciones estresantes del solvente;
tolerando concentraciones por debajo de los 35 g/L de etanol (Yomano, York, and
Ingram 1998; Gonzalez et al. 2003) lo cual minimiza la produccién del mismo. En
comparacion con S. cerevisiae, existen menos estudios sobre la tolerancia al
etanol; sin embargo en esfuerzos por entender el fenbmeno de la tolerancia en
bacterias como E. coli y relacionar el fenotipo tolerante con el genotipo para crear
cepas mas robustas que puedan resistir altas concentraciones de etanol y a la vez
ser buenas productoras se han realizado diferentes aproximaciones utilizando
bibliotecas genodmicas, bilbiotecas por transposones asi como el uso de la
evolucion adaptativa para generar cepas mas tolerantes en conjunto con las
herramientas “Oémicas”, para el analisis de estas (Horinouchi, Maeda, and
Furusawa 2018; B n.d.).

Una de las primeras aproximaciones utilizando evolucion adaptativa se
llevé acabo en la cepa de E. coli KO11l modificada genéticamente para la
produccion de alcohol la cual se someti6 a un proceso de evolucion en el

laboratorio hasta alcanzar una tolerancia de 60 g/L de etanol, posteriormente se
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evaluaron los genes que fueron expresados en la cepa tolerante contra la cepa
silvestre productora de etanol (Yomano, York, and Ingram 1998; Gonzalez et al.
2003). Los genes que se encontraron relacionados con la tolerancia estan
principalmente dentro de los siguientes grupos funcionales: transcripcién, energia,
metabolismo de aminoacidos, procesos celulares, estructura celular,
intermediarios del metabolismo central, reguladores transcripcionales,

metabolismo de lipidos.

a) Aminoacidos

Las vias de sintesis de aminoacidos como, el triptdfano, la histidina y los
aminoacidos de cadena ramificada, generalmente se encuentran sobreexpresados
en las cepas tolerantes, lo que sugiere que estos genes estan involucrados en el
desarrollo de la tolerancia al etanol en E. coli (Horinouchi et al. 2015; Cao et al.
2017). En apoyo de esta hipotesis, la suplementacion de isoleucina, de triptofano y
de histidina al medio de cultivo, aumenta la tasa de crecimiento bajo estrés por
etanol a las cepas parentales (Gonzalez et al. 2003). Como antes se ha
mencionado, en las levaduras, también se observlé que la sobreexpresion de los
genes involucrados en la biosintesis de triptofano estan relacionadas a un fenotipo
tolerante al etanol (Hirasawa et al. 2007). Al igual que en la levadura se ha
observado un aumento en la sintesis de la prolina en cepas tolerantes al etanol
(Woodruff et al. 2013; Gonzalez et al. 2003).

Otro aminoacido que se ha observado que contribuye a la tolerancia al
etanol es la serina, se sabe que el aumento en la concentracién de este
aminoacido amortigua el estrés causado por el etanol. Gonzales et al. (2003) y
Goodarzi et al. (2010) encontraron sobreexpresados los genes sdaC y sdaB que
codifican para el importe de serina y la desaminacién de esta (Goodarzi et al.
2010). Por otra parte, Woodruff et al. (2013) encontraron que la sobreexpresion del

gen serA que codifica para la primera enzima en la biosintesis de este aminoacido
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propicia la expresion de genes que contribuyen con la tolerancia a etanol
(Woodruff et al. 2013). Otro de los aminoacidos que se ha encontrado involucrado
en la tolerancia al etanol es la glicina (Ghrist and Stauffer 1995; Okamura-lkeda et
al. 1993; Gonzalez et al. 2003; Heil, Stauffer, and Stauffer 2002). La serina es el
precursor de la glicina. E. coli requiere cantidades significativas de glicina, ya que
constituye uno de los aminoacidos mas abundantes en las proteinas; ademas, la
glicina es un componente esencial de la capa de peptidoglicano y sirve como un
donante de carbono para la biosintesis de otras moléculas celulares como la
metionina, timidina, purinas, y ciertos lipidos (Ghrist and Stauffer 1995). El sistema
de escision de glicina (GCV) es un complejo multienzimatico que cataliza la
oxidacion reversible de la glicina y se ha identificado que los genes gvc se
encuentran altamente expresados en las cepas tolerantes (Gonzalez et al. 2003;
Goodarzi et al. 2010); no obstante, en el estudio realizado por Woodruff et al.
(2013) no identifico estos genes o0 alguna relacion que contribuya al aumento de la
tolerancia, ellos concluyen que la utilizacion de medio rico y medio mineral sea la

causa de la diferencia (Woodruff et al. 2013).

En los trabajos anteriormente citados se ha identificado que las cepas
tolerantes aumentan la expresion de los genes relacionados con la biosintesis o
transporte de algunos aminoéacidos; sin embargo, en estos estudios no se ha
aclarado molecularmente que hace que se regulen estas vias. De forma natural
cuando existe una escasez de aminoacidos se genera la respuesta estricta en la
cual las proteinas RelA o SpoT (en E. coli) incrementan los niveles de la alarmona
ppGpp y ésta a su vez desencadena un conjunto de regulacion, dentro de esta
regulacion es el aumento en la sintesis de los aminoacidos (Bouveret and Battesti
2011; Potrykus et al. 2011; Horinouchi et al. 2015). Horinouchi et al. (2015)
evaluaron el genotipo en seis cepas evolucionadas bajo estrés por etanol y
encontraron que existia mutacién en el gen relA en tres de ellas, por lo que
asumieron que esta mutacién podria contribuir al aumento de la tolerancia de

estas cepas (Horinouchi et al. 2015).
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b) Estrés acido

Como se ha citado anteriormente el aumento en la concentracién de
etanol provoca una acidificacion en el citoplasma lo que conduce a la respuesta a
estrés por &acido, suponiendo una relacién entre estos dos tipos de estreses; no
obstante Gonzalez et al. (2003) y Goodarzi et al. (2010), encontraron que la
respuesta al estrés acido antagoniza a la respuesta al estrés por etanol y que por
lo tanto los genes relacionados con la respuesta al estrés acido estarian
reprimidos en cepas que toleran altas concentraciones de etanol; mientras que
Woodruff et al. (2013) identificO sobreexpresados los genes para estrés acido
(hdeA, hdeB, dctR, yhiD) en sus clonas tolerantes. Asi mismo Horinouchi et al.
(2010) identificaron sobreexpresados los genes para la sintesis de arginina e
histidina que se sabe que se encuentran relacionados con el estrés acido en E.
coli (Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010). Otros genes que se han observado
sobreexpresados en las cepas tolerantes al etanol son aquellos relacionados con
la sintesis del galactitiol (gat) los cuales se sabe que también estan involucrados

en estrés acido (Horinouchi et al. 2010).

c) Osmolitos

En condiciones de cultivo industriales para la produccién de etanol los
microorganismos se encuentran principalmente bajo dos condiciones adversas:
estrés osmoético y estrés por etanol; el primer tipo de estrés lo generan las
concentraciones altas de azucares que se tienen que manejar para obtener altos
rendimientos de producto y el segundo tipo de estrés lo produce el producto
mismo. Como se habia mencionado anteriormente las levaduras sintetizan
moléculas que le permiten atenuar o reparar el dafio causado por el estrés, como
la trehalosa (Boos et al. 1990); de forma similar, en E. coli, se identifico la

sobreexpresién de los genes ost que codifican para la biosintesis de trehalosa
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(Woodruff, Boyle, and Gill 2013) confirmando que la acumulacién de este osmolito

mejora la resistencia al etanol.

d) Membrana

La membrana esta compuesta por una bicapa lipidica, por proteinas
periféricas y proteinas integrales (canales o transportadores). Dentro de estas
Ultimas proteinas se encuentran algunas bombas de eflujo y/o transportadores que
se sabe que juegan un papel importante en la tolerancia al etanol, como
anteriormente se habia mencionado en la seccion 3.3. Por ejemplo, Okochi et al.
(2008) y Horinouchi et al. (2010), observaron que la sobreexpresion del operén
manXYZ, que codifica para el sistema de fosfotransferasa para el transporte de
manosa, permiti6 un aumento en el nivel de tolerancia a los disolventes organicos,
aunque aun no es claro el papel de este sistema en relacion con la tolerancia,
ellos asumen que se debe por un cambio en la superficie de la membrana que
permite una mayor afinidad por los hidrocarburos (hexano, ciclohexano). Por su
parte, Gonzalez et al. (2003) hallaron una relacidon entre la sobreexpresion en el
gen marB, que codifica para una bomba de eflujo y el aumento de la tolerancia.
Este gen se encuentra regulado negativamente por marR y se sabe que la
eliminacién de este regulador promueve la expresion del gen marB y por lo tanto el
aumento de la tolerancia. En otro estudio también se identificO expresado en
condiciones de estrés por etanol otro transportador (yicE), lo cual nos indica lo
antes citado, que las bombas de eflujo juegan un papel importante para contender
el estrés por etanol a través del equilibrio en la concentracion de los protones lo

gue permite una estabilizacion en el citoplasma y en la membrana.

La modificacion del contenido de peptidoglicano, lipoproteina vy
lipopolisacaridos (LPS) de la envoltura celular es una adaptacién observada
comunmente de las bacterias al estrés con solventes (Minty et al. 2011). Se han

observado sobreexpresados los genes mur, relacionados con la biosintesis del
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peptidoglicano. El incremento en la biosintesis del peptidoglicano se ha implicado
en la tolerancia al etanol y al isobutanol (Gonzalez et al. 2003; Goodarzi et al.
2010; Horinouchi et al. 2010; Woodruff et al. 2013), posiblemente al cambiar la
rigidez o resistencia estructural de la célula (Minty et al. 2011). Por otra parte, las
adaptaciones de LPS que reducen la accesibilidad de los solventes a la membrana
celular han sido reportadas en la literatura (Minty et al. 2011). Por ejemplo, se
inform6 que una cepa de E. coli tolerante a los disolventes orgénicos hidréfobos
muestra un mayor contenido de LPS, lo que hace que la superficie celular sea mas
hidrofila (Minty et al. 2011). Woodruff et al. (2013) observaron sobreexpresion en
los genes IpcA, arnB y arnC, relacionados con la sintesis de los lipopolisacéaridos,
asi como también el gen fabE, relacionado con la oxidacion de los acidos grasos y
el gen fabA, relacionado con la introduccion de los dobles enlaces en los &cidos
grasos (Woodruff, Boyle, and Gill 2013).

Por otro lado, la represion de algunos genes también puede estar
involucrada en la adquision de la tolerancia al etanol, dentro de estos genes
reprimidos se encuentran aquellos relacionados con la biosintesis del sistema
flagelar (Horinouchi et al. 2010; Goodarzi et al. 2010). La estructura del flagelo
consta de tres componentes: i) el cuerpo basal, ii) el gancho vy iii) el flamento
(Macnab 2003). La regulacién de los genes implicados en la sintesis del flagelo se
realiza en coordinacién con el ensamblaje del mismo y en respuesta a sefales
ambientales (Macnab 2003). El regulon del flagelo se expresa siguiendo una
cascada de regulacion en la que se activan secuencialmente los genes tipo I, tipo
Il 'y tipo Ill. Los genes tipo | son los que forman el operén flnDC y codifican el
principal complejo de regulacion del flagelo, FIhDC, el cual es necesario para la
expresion de resto de genes del flagelo. Las proteinas FIhD y FIhC se unen a las
secuencias promotoras de los genes tipo I, estos genes codifican para las
proteinas estructurales y accesorias del cuerpo basal, los componentes del
gancho vy las proteinas reguladoras FliA (0%®) y FIgM (factor anti-sigma). FliA es
necesaria para la transcripcion de todos los genes tipo Il de algunos operones tipo
Il'y del gen que codifica el factor anti-sigma FlgM. FIgM es un factor anti-sigma

que limita la actividad de FliA hasta que se ha completado el ensamblaje del
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cuerpo basal del flagelo (Macnab 2003; McCarter 2006). A través de un estudio
transcriptomico se observo que en una cepa mutante en el gen relA se mostraba
represion en el sistema flagelar (Durfee et al. 2008) por lo que se concluye que el
sistema flagelar se encuentra bajo la regulacion de la alarmona ppGpp, sintetizada
por la proteina RelA. Por otra parte, Horinouchi et al. (2015) como anteriormente
se habia mencionado, observé mayor tolerancia al etanol en aquellas cepas
mutantes ArelA. En otro estudio de mutagénesis por transposones también se
demostré que la pérdida de la funcion de los genes relA o spoT se correlaciona

con una mayor tolerancia al n-butanol y al isobutanol.

La alarmona ppGpp regula positivamente al gen rpoS que codifica para el
factor sigma S (0°), y muchos genes del regulén del factor sigma RpoS requieren
ppGpp para la transcripcién; por lo tanto, la correlacién de la actividad reducida de
RelA o SpoT con una mejor tolerancia al n-butanol e isobutanol también puede
estar relacionada con la disminucion de la actividad del factor RpoS, asi mismo se
ha demostrado que este factor también es un represor de los genes flagelares, es
especial de los genes flnDC(Dong and Schellhorn 2009). Por su parte Minty et al.
(2011) observaron una disminucién en la sintesis de fimbrias y un aumento en la
sintesis de los flagelos, identificando una mayor actividad del factor de
transcripcion FIhDC. En contraste, los estudios de expresion génica de una cepa
adaptada al etanol mostraron una represion de la biosintesis flagelar (Gonzalez et
al. 2003). Por lo tanto, aun no es claro si la regulacién positiva de la biosintesis
flagelar o la regulacién negativa es una consecuencia de la actividad de RpoS o

de la actividad de la alarmona ppGpp o una fina regulacion entre ambas.

e) Otros factores

FNR y ArcA son reguladores globales relacionados con el metabolismo
central que se expresan cuando la célula enfrenta cambios en las condiciones de

oxigeno (aerobio/anaerobio). Se ha descubierto que la eliminacién de estos genes
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permite el aumento de la tolerancia (Gonzalez et al. 2003; Goodarzi et al. 2010)

aunque aun no es claro el mecanismo asociado.

La homeostasis de hierro juega un papel importante en la tolerancia al
etanol, esto nos sugiere de un cambio en el estado redox intracelular en las cepas
hipertolerantes. Se ha observado en ellas un incremento en la expresion de los
transportadores de hierro al igual que en las enterobactina involucradas en la
regulacion de hierro, asi como la inactivacion del regulador negativo Fur (Goodarzi
et al. 2010; Horinouchi et al. 2010; Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010).

3.7.3 Zymomonas mobilis

Uno de los organismos no modelo mas intrigantes, que produce etanol
como unico producto, es la bacteria Zymomonas mobilis, es la Unica bacteria
conocida que utiliza la via Entner-Doudoroff (Figura 2) de manera anaerobia en
combinacion con la enzima piruvato descarboxilasa y la alcohol deshidrogenasa
(Swings and De Ley 1977). Combinando esto se encuentra el hecho de que Z.
mobilis muestra el fendbmeno de "crecimiento desacoplado”, que le permite
metabolizar los azlcares rapidamente sin importar sus requerimientos de
crecimiento, lo cual hace que esta bacteria sea un destacado productor de etanol.
Esta capacidad para la producciéon de etanol ha llevado a muchos a explorar a Z.
mobilis para la produccién de biocombustibles industriales a partir de residuos
agroindustriales (Panesar, Marwaha, and Kennedy 2006a; Rogers et al. 2007; M.
X. He et al. 2014; S. Yang et al. 2016; Wang et al. 2018).

En 1911, Baker y Hillier, aislaron una bacteria responsable de la baja
acidez en la produccibn de sidra y que inicialmente nombraron como
Termobacterium mobile. Entre 1923 y 1924, Linder, en México, aisl6 una bacteria
similar cuando estudi6 la fermentacion del aguamiel o jugo azucarado del agave
durante la fabricacién del pulque, bebida alcohdlica con un 4 a 6 % de etanol. El

género de Zymomonas fue creado por Kluyver y van Niel, Swings y Deley,
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reclasificaron a todas las cepas de Zymomonas en una especie Zymomonas
mobilis. Ahora se sabe que la especie Zymomonas mobilis la conforman dos
subespecies diferentes: Z. mobilis subsp. mobilis, y Z. mobilis subsp. pomaceae.
Los estudios de Kluyver y Hoppenbrouwer en 1931 dieron a conocer la eficacia de
la bacteria para la produccion de alcohol. En 1934, Screder y sus colaboradores,
demostraron que Z. mobilis convertia el 98% de sustrato en etanol y CO,. A
principios de los afios 50 Gibbs y DeMos demostraron que la bacteria
metabolizaba su sustrato por la via de Entner-Doudoroff. Hasta los afios 60 la
bacteria se utiliz6 a nivel industrial para la produccién de pulque, obtenida por
fermentacion en cocultivo con Lactobacillus sp. y Leuconostoc mesenteroides

siendo los microorganismos mas importantes para el proceso (Mariano 1993).

En 1965 se reportd por primera vez la velocidad de crecimiento de esta
bacteria y se mostro el efecto de la composicién del medio de cultivo sobre: la
produccion de biomasa, el tiempo de generacion y la produccion de etanol a partir
de glucosa. Por su parte en 1977 Swings y delLey se dedicaron al estudio
taxonomico y fenotipico de mas de 40 cepas de Z. mobilis aisladas en diferentes
paises, ellos llegaron a la conclusion de que Z. mobilis presentaba un gran
potencial econémico, lo cual se confirm6 afios mas tarde por el grupo australiano
de Rogers, que demostraron que en comparacion con las levaduras,
tradicionalmente utilizadas para la produccién de etanol, Z. mobilis presenta
rendimientos y velocidades de produccién de etanol superiores ya que la
productividad especifica de etanol puede ser tres o cuatro veces mayor. Sus
caracteristicas potenciales son: mayor velocidad de consumo de glucosa,
requerimientos simples para crecimiento, tolerancia a alta osmolaridad, altos
rendimientos de etanol, baja produccion de biomasa, no requiere de la adicion
controlada de oxigeno para mantener la viabilidad de la célula, mayor tolerancia a
altas concentraciones de etanol (Wang et al. 2018; S. Yang et al. 2016; Panesar,

Marwaha, and Kennedy 2006a).
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En 1981 el grupo de Rogers (Skotnicki et al. 1981), evalu6 11 cepas de Z.
mobilis en cuanto a su velocidad de crecimiento y produccion de etanol.
Finalmente descubrieron que la cepa ZM4 tenia mayor capacidad de tolerar
mayores concentraciones de etanol con respecto a las demas (80 g/L).

En las udltimas décadas se ha comenzado una investigacién sobre la
interesante fisiologia de este organismo con el uso de las herramientas “6micas”
(transcriptomica, genomica, proteomica, metabolomica) (Horinouchi, Maeda, and
Furusawa 2018). A pesar de sus muchas caracteristicas atractivas, varios factores
han limitado el uso de Z. mobilis para la produccion comercial de etanol a partir de
azucares lignoceluldsicos, primero porque solo puede fermentar glucosa, fructosa
y sacarosa. En particular, Z. mobilis no puede fermentar de forma nativa azucares
como las pentosas xilosa y la arabinosa, que son componentes significativos de
los hidrolizados lignocelulésicos. Ademas, la lenta tasa de crecimiento de Z.
mobilis evita que alcance altas densidades celulares durante la fermentacion en
comparacion con E. coliy S. cerevisiae. Z. mobilis no puede tolerar los inhibidores
presentes en los hidrolizados lignocelulésicos, incluyendo acido acético y diversos
compuestos fendlicos. Un esfuerzo significativo se ha centrado en modificar las
cepas de Z. mobilis mediante el uso de ingenieria metabdlica para que pueda
producir etanol u otros derivados quimicos a partir de azucares lignocelulésicos.
(M. X. He et al. 2014; S. Yang et al. 2016; Wang et al. 2018), Se obtuvieron las
cepas recombinantes para la asimilaciéon de xilosa mediante la insercién de los
genes para la xilosa isomerasa (xylA), la xilulocinasa (xyIB) y el transporte de la
xilosa (S. Yang et al. 2016) aunado a aquellos genes que completan la via de las
pentosas transcetolasa (tkt) y transaldolasa (tal); asi como también se construyé
una cepa recombinante para la asimilacion de arabinosa mediante la insercién del
vector pZB206 que expresa cinco genes heterologos de E. coli que codifican para
L-arabinosa isomerasa (araA), L-ribulocinasa (araB), L-ribulosa-5-phosphato-4-

epimerasa (araD), transaldolasa (talB) y transcetolasa (tktA) (S. Yang et al. 2016).
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3.7.3.1 Metabolismo

Z. mobilis es una bacteria con forma de bastoncillo, Gram-negativa, de 1 a
5 um de ancho y de 2 a 6 um de largo. Inmavil o movil debido a la presencia de 1
a 4 flagelos lofétricos, ausencia de esporas, de capsulas y de constituyentes de
almacenamiento celular, fermentativa y el tamafio del genoma de todas las cepas
varia de 2.01 a 2.22 Mb con dos a ocho plasmidos (Wang et al. 2018; S. Yang et
al. 2016). Frecuentemente forma parte de la microbiota en el material de reserva
de algunos vegetales tropicales y algunas bacterias de este género se han aislado
como contaminantes durante la produccion de sidra y cerveza (Swings and De Ley
1977). Produce etanol y dioxido de carbono en cantidades equimolares, cercanas
al rendimiento tedrico, a partir de los azucares glucosa, fructosa y sacarosa
utilizando la via Entner-Doudoroff. (ED) (También conocida como via 2-ceto-3-
deoxi-6-fosfogluconato KDPG; Fig. 2), en combinacion con las enzimas piruvato
descarboxilasa (Pdc) y alcohol deshidrogenasa (Adh) (Gibbs and Demoss 1954;
Dawes, Ribbons, and Large 1966). A diferencia de otras bacterias, Z. mobilis
utiliza la via ED de forma anaerdbica para producir solo un mol de ATP por mol de
glucosa, en lugar de la via de glucdlisis de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) que
produce dos moles de ATP (Kalnenieks 2006). Z. mobilis esta restringido a la via
ED para el metabolismo de los azlcares porque carece del gene que codifica para
la enzima 6-fosfofructoquinasa de la via EMP y el complejo 2-oxoglutarato
deshidrogenasa y la enzima malato deshidrogenasa del ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) (Seo et al. 2005). Los genes para la mayoria de los enzimas
de la ruta de las pentosas fosfato (PPP) tampoco estan presentes en el
cromosoma de Z. mobilis (Seo et al. 2005). Aproximadamente el 2 % de la fuente
de carbono se convierte en biomasa (Kalnenieks 2006). Este bajo rendimiento de
crecimiento es una caracteristica de Z. mobilis que lo hace ideal para la sintesis de
productos. Cabe aclarar que Z. mobilis también produce una pequefia cantidad de
lactato en condiciones anaerobias (0.053 moles de lactato por mol de glucosa

metabolizada).
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Figura 2. Via Entner-Doudoroff. Glc, Glucosa; Glc-6-P, Glucosa-6-fosfato; 6-P-GDL, 6-fosfo
gluconato; KDPG-6-P, 2-ceto-3-deoxy-6-fosfo-gluconato; GAP, Gliceraldehido-3-fosfato; 1,3-bPG,
Glicerato-1,3-fosfato; 3-PG, 3-fosfo-glicerato; 2-PG, 2-fosfo-glicerato; PEP, fosfoenolpiruvato; Pyr,
piruvato; EtOH, etanol.

GLF, facilitador de glucosa; GLK, glucocinasa; ZWF, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; PGL,
fosfogluconolactonasa; EDD, 6-fosfogluconato deshidratasa; EDA, 2-ceto-3-deoxi-gluconato
aldolasa; GAP, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; PGK, fosfoglicerato cinasa; PGM,
fosfogliceromutasa; eno, enolasa; PYK, piruvato cinasa; PDC, piruvato decarboxilasa; ADH, alcohol
deshidrogenasa. (Sprenger 1996)

3.7.3.2 Crecimiento desacoplado

Una caracteristica distintiva de Z. mobilis es que exhibe un crecimiento
desacoplado, lo que significa que las células consumiran azucares rapidamente,
independientemente de sus requerimientos de crecimiento (Kalnenieks 2006). Las
tasas catabdlicas en esta bacteria son hasta 5 veces mas rapido que los
observados en la levadura y alcanza hasta 1.0 pmol de glucosa/mg peso seco /

min durante el crecimiento exponencial anaerdbico (Kalnenieks 2006). Todas las
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enzimas de la via ED se expresan en cantidades considerables: la mayoria lo
hace de manera constitutiva y la ruta glicolitica en este organismo parece
funcionar con un control alostérico minimo. Las proteinas de la via ED
comprenden casi la mitad de la proteinas totales de las células (An et al. 1991).
Aunque el rendimiento de ATP de la via ED es el mas bajo de las vias
fermentativas, la alta tasa catabdlica en Z. mobilis previene que el organismo sufra
de una falta de ATP (Kalnenieks 2006). De hecho, debido a su bajo rendimiento de
biomasa, Z. mobilis produce un exceso de ATP que de alguna manera debe ser
eliminado. Lazdunski y Belaich (1972) proporcionaron evidencia de una ATPasa
asociada a la membrana elimina el exceso de ATP (Lazdunski and Belaich 1972).
Reyes y Scopes (1991) purificaron lo que creian que era la misma ATPasa, y
encontraron que era del tipo FoF; de bombeo de protones y que probablemente
representaba el 20% de la hidrolisis del ATP en las células (L. Reyes and Scopes
1991). El resto de la ATP hidrolizado se debe probable a la accion de las
fosfatasas acidas y alcalinas y una 5'-nucleotidasa periplasmica (L. Reyes and
Scopes 1991).

Otra bacteria que también muestra un crecimiento desacoplado es la
Streptococus bovis (Forrest 1967). En esta bacteria, el ATP producido por la
ATPasa esta acoplado a un ciclo de protones a través de la membrana.
Presumiblemente, Z. mobilis emplea un mecanismo similar, porque su ATPasa no
disipa realmente la energia sino que la convierte en fuerza proténica-motriz (FPM)
(Kalnenieks 2006). Kalnenieks (2006) propuso que la FPM se pudiera disipar a
través de la exportacion de aniones de bicarbonato desde la célula. Esta hipotesis
se apoya en la presencia del gen para la anhidrasa carbénica, que convierte el
dioxido de carbono en aniones bicarbonato, en el cromosoma Z. mobilis (Seo et al.
2005).
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3.7.3.3 Requisitos de nutricion

La temperatura éptima para el crecimiento de Z. mobilis es de 30° C, y la
mayoria de las cepas también pueden tolerar temperaturas hasta 42° C bastante
bien (Swings and De Ley 1977; Rogers et al. 1982). Las temperaturas por encima
de este rango hacen que la relacion de lipidos/proteinas en la membrana
disminuya, lo que conduce a la fuga de proteinas solubles en el entorno (Carey
and Ingram 1983). El crecimiento se produce en un amplio rango de valores de
pH, de aproximadamente 3.5 a 7.5 (Swings and De Ley 1977). La necesidad de
pantotenato, un precursor de la coenzima A en medio minimo se ha confirmado.
En medio rico, el extracto de levadura no es una fuente de carbono adecuada por
lo que debe afadirse algun azucar como fuente de carbono (Swings and De Ley
1977); todos los aminoacidos, sales de amonio, y los péptidos pueden actuar
como fuentes de nitrégeno para Z. mobilis. La mayor parte del azufre asimilado

proviene del sulfato y la metionina (Rogers et al. 1982).

La adicion de fosfato inorganico y ciertos iones metalicos también puede
mejorar el crecimiento de Z. mobilis. Se ha realizado un estudio detallado sobre
los efectos cada uno de los componentes del medio de cultivo sobre el
comportamiento cinético (Rogers et al. 1982). Las concentraciones altas de
fosfato, potasio pero en especifico de magnesio estimulan la actividad catabdlica y
por lo tanto la productividad de etanol independientemente de la concentracién de
glucosa, de hecho se reporta que la adicion de 10 mM de magnesio resulta en una
Optima actividad de la enzima glucosa-6-fostato deshidrogenasa (ZWF, Figura 2)

pero concentraciones mayores la inhiben (Rogers et al. 1982).

3.7.3.4 Modelos metabdlicos y biologia de sistemas

Los modelos metabdlicos proporcionan una comprension mas profunda

del metabolismo celular, abriendo el camino para el desarrollo racional de cepas
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mas robustas con rasgos industriales deseables. Se han realizado varios modelos
metabdlicos a escala genémica para Z. mobilis (Tsantili, Karim, and Klapa 2007;
Lee et al. 2010; Widiastuti et al. 2011; Pentjuss et al. 2013; Motamedian, Saeidi,
and Shojaosadati 2016) tras la publicacion del genoma en 2005 de la cepa ZM4 de
Z. mobilis (Seo et al. 2005). Los modelos utilizan ecuaciones estequiométricas
junto con la absorcion de sustrato y las restricciones termodindmicas para
optimizar determinada variable dependiente, mas comUnmente tasa de
crecimiento. En un interesante estudio, se investigo la esencialidad de los genes
utilizando su modelo a escala gendémica (Widiastuti et al. 2011). En comparacion
con E. coliy S. cerevisiae, la fraccion de los genes esenciales en Z. mobilis son
mucho mas altos; esto indica que el tamafio del genoma de Z. mobilis, es mas de
dos veces mas pequefio que en E. coli y en S. cerevisiae, de tal manera que
gueda con una fraccibn mucho mayor de genes esenciales. Widiastutti et al.
(2011) encontraron que la eliminacion de un 43 % de las reacciones relacionadas
con el metabolismo de los amino acidos es letal (Widiastuti et al. 2011), por lo
tanto, es evidente que la sintesis de aminoacidos es la parte rigida del
metabolismo de Z. mobilis, lo cual es consistente con la incapacidad de los
experimentadores para aumentar flujo glucolitico en Z. mobilis (Snoep et al. 1996).
Ademas, encontraron que las enzimas alcohol deshidrogenasa (Adh) y la piruvato
descarboxilasa (Pdc) fueron los genes mas significativos para la productividad del
etanol de Z. mobilis (Lee et al. 2010; Widiastuti et al. 2011).

Los modelos a escala gendmica se utilizan normalmente para investigar el
metabolismo en estado pseudo-estable; sin embargo, se necesitan modelos mas
detallados, que requieren ecuaciones de velocidad cinética. Entender los cambios
dinamicos en el metabolismo y el crecimiento seria importante por eso algunos
modelos cinéticos se han comenzado a desarrollar (por ejemplo, (Rutkis et al.
2013, 2016)). Curiosamente, estos modelos predicen que la mayoria del control de
flujo reside fuera de la via ED, predominantemente en el consumo de ATP. Estas
predicciones son consistentes con la falta de aumento en el flujo glucolitico

cuando las enzimas glucoliticas son sobreexpresadas (Snoep et al. 1996).
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3.7.3.5 Tolerancia al etanol por Zymomonas mobilis

Mientras que la tolerancia de Z. mobilis al precursor del etanol (el
acetaldehido, (Figura 2) puede ser baja, su tolerancia al etanol ademas de ser
inherente es alta. Se ha reportado que un 47 % de las cepas del género de
Zymomonas toleran mas de 100 g/L de etanol (Swings and De Ley 1977; Sprenger
1996). A concentraciones de etanol por encima de esta cantidad, la fuga de
cofactores y coenzimas esenciales para las enzimas del metabolismo a través de
la membrana plasmatica se producen (Osman and Ingram 1985). Los hopanoides
(esteroles) en Z. mobilis representan alrededor del 30 % (en masa) de los lipidos
celulares totales, es de las bacterias que tiene el mayor porcentaje de hopanoides.
Moreau et al. (1997) encontraron que en Z mobilis ZM1 (ATCC 29191) cultivada
anaerdbicamente en presencia de etanol al 0, 3 0 6% (v/v) causé cambios en los
niveles de hopanoides y otros lipidos (Moreau et al. 1997); sin embargo, este no
fue un aumento significativo en ninguna de las clases de lipidos a medida que
aumentaba la concentracion de etanol. Por otro lado, otra de las caracteristicas de
Zymomonas es que produce el acido cis-vaceénico el cual representa un 75 % de
los acidos grasos totales en la membrana, sus altos niveles constitutivos no se
afectan por las variaciones en las concentraciones de etanol; sin embargo, estas
variaciones si causan un decremento en la concentracion de la
fosfatidiletanolamina y el fosfatidilglicerol a cambio de un incremento en la
fosfatidilcardiolipina y la fosfatidilcolina (L. O. Ingram 1976; Tornabene et al. 1982;
Barrow et al. 1983; Carey and Ingram 1983), también hay una reduccion en la
proporcion lipidos-proteina. La composicion lipidica de Z. mobilis puede
representar una adaptaciéon evolutiva para la supervivencia en presencia de etanol
(L. O. Ingram 1976; Tornabene et al. 1982; Barrow et al. 1983; Carey and Ingram
1983).

Z. mobilis también puede tolerar altas concentraciones de azucar de hasta

400 g/L (Swings and De Ley 1977). Al crecer en sacarosa, Z. mobilis produce
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sorbitol a través de la enzima la glucosa-frutosa oxidorreductasa (GFOR) en un
solo paso. La produccion de sorbitol ayuda a superar el estrés osmotico generado
por las altas concentraciones del azucar; pero si la sacarosa no es la fuente de
carbono, la adicion de sorbitol al medio de cultivo mejora el crecimiento a altas
concentraciones de azulcar y también a altas concentraciones de etanol (Loos et
al. 1994; Sootsuwan et al. 2013); Z. mobilis no puede crecer en medios que
contienen mas de 10 g/L cloruro de sodio (Swings and De Ley 1977) y de las
cepas estudiadas la mayoria tiene un amplio rango de crecimiento en diversos

antibioticos.

El etanol tiene un efecto similar al que se produce en condiciones de
estrés por temperatura, en donde se estimula la sintesis de proteinas de estrés
por choque térmico. (G. P. Michel and Starka 1986) encontraron al menos seis
proteinas de choque térmico que se expresan en condiciones de estrés por etanol,
mientras que (Thanonkeo et al. 2007) Thanonkeo y colaboradores encontraron
expresadas solo dos proteinas de choque térmico, GroES y GroEL. Por su parte,
An et al (1991) mostraron que la enzima alcohol dehidrogenasa Il es una proteina
abundante en condiciones de estrés por etanol (An et al. 1991). Por otro lado, Cho
et al (2014) demostraron que los pequeiios ARN puede regular la respuesta a
altas concentraciones de etanol (Cho et al. 2014). EI mismo grupo de investigacion
mediante un analisis computacional encontr6 que las regiones no traducidas
5’'UTR podrian estar influyendo en la expresidon de algunos genes bajo la
tolerancia a etanol, en especial la region no traducida del gen ZM0O0347 el cual
codifica para la proteina Hfg, de la cual posteriormente se hablara sobre su papel
en la tolerancia a los compuestos inhibitorios generados por la hidrélisis de los
residuos lignoceluldsicos, asi como también en la tolerancia al etanol (Cho et al.
2014).

Se han obtenido varias cepas de Z. mobilis industrialmente deseables
usando adaptacién evolutiva. El analisis de estas cepas proporciona una
compresion a nivel mecanicista de los factores que gobiernan la fisiologia de Z.

mobilis y proporcionan informacion para la mejora genética de las cepas de Z.
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mobilis. Un ejemplo de esto es el estudio del transcriptoma y el proteoma de una
cepa adaptada a tolerar determinadas concentraciones de acetato (S. Yang et al.
2013). La mayor tolerancia resultd debido a la sobreexpresion del gen nhaA, que
codifica para un antiportador de protones de sodio. Un segundo estudio por el
mismo grupo de investigacion compard el transcriptoma y el metaboloma de Z.
mobilis durante crecimiento aerobio y anaerobio. Ellos encontraron que los
transcritos de los genes de la via Entner-Doudoroff (ED) (glk, zwf, pgl, edd, eda,
gap, pgk, eno y pyk) fueron al menos 30 veces mas abundantes en condiciones
anaerobias (S. Yang et al. 2009). Esto es consistente con el reduccion de la tasa
de crecimiento de Z. mobilis en condiciones aerobicas. También se observo la
expresion diferencial de 166 genes; dentro de ellos el gen ZMO0347 que codifica
para la proteina Hfg la cual se encuentra mas abundante en condiciones
anaerobias; la proteina Hfg es un miembro de la familia de las proteinas Sm de
unién al ARN, que actia por apareamiento de bases con los mRNA y funciona

como un chaperoén para los RNA pequeiios (SRNA).

En E. coli la proteina Hfg se encuentra implicada en la regulacion de
diversos procesos y la eliminacion del gen hfg presenta fenotipos peliotrépicos;
incluyendo el crecimiento lento, osmosensitividad, aumento de la oxidacion de
fuentes de carbono, y los patrones alterados de la sintesis de proteinas y el
aumento en la tolerancia (Minty et al. 2011). Estudios recientes en Z. mobilis
indican que la proteina Hfg puede jugar un papel importante en el control de la red
de los RNAs pequefios (Cho et al. 2014), a su vez se ha demostrado que la
sobreexpresion del gene hfg contribuye al aumento en la tolerancia de multiples
inhibidores derivados de la hidrdlisis de los compuestos lignoceluldsicos (furfural,
hidroximetilfurfural, acetato) (S. Yang et al. 2010; M. He et al. 2012).

El perfil transcriptomico también se ha utilizado para estudiar la regulacion
de los genes en respuesta a diversos factores ambientales (S. Yang et al. 2009,
20, 2010; M. He et al. 2012; M.-X. He et al. 2012). Por primera vez He et al. (2012)
(M.-X. He et al. 2012) evaluaron el transcriptoma de Z. mobilis ZM4 en condiciones

de estrés por etanol exdgeno, en este estudio se expresaron diferencialmente 127

42



genes, estos genes son principalmente asociados con la biogénesis de la
membrana/pared celular, el metabolismo y la transcripcidn, dentro de estos genes
cabe destacar que el gen hfg se encuentra reprimido, esto concuerda con lo
encontrado por Cho et al. (2017) y la region no traducida que reprime los genes rio
abajo en condiciones estresantes por etanol, por otro lado bajo estrés osmotico el
gen hfg no se encuentra diferencialmente expresado lo que sugiere que se
reprime conforme el etanol se acumula en el medio (S. Yang et al. 2016).

Se sabe que las proteinas de choque fagico (Psp) contribuyen a solventar
algun tipo de estrés suprimiendo la pérdida de protones (Darwin 2005; Flores-Kim
and Darwin 2016), He et al (2012) encontraron sobreexpresados los cuatro genes
ZM0O1061, ZMO1063, ZMO1064, y ZMO1065, que codifican para este tipo de
proteinas, también identificaron que estos genes estan altamente expresados bajo
estrés osmotico lo cual nos sugiere una relacion entre estos dos tipos de estrés y

posibles blancos de ingenieria (M.-X. He et al. 2012).

Anteriormente Seo et al. (2005) en el estudio de secuenciacion del genoma
de Z. mobilis. ZM4 asumen que el factor 6= confiere resistencia al etanol en Z.
mobilis (Seo et al. 2005), He et al. (2012), concuerdan con esta suposicion al
encontrar sobreexpresado el gen rpoE que codifica para este factor sigma (M.-X.
He et al. 2012).

Al igual que en E. coli (Durfee et al. 2008; Gonzalez et al. 2003), Jeon et al.
(2012) en un andlisis transcriptomico de un mutante floculante hallaron reprimidos
algunos genes relacionados con la sintesis del sistema flagelar (Tabla 2), como
anteriormente se habia mencionado, la sintesis del sistema flagelar se encuentra
regulada por el factor 0%, este factor se observé sobreexpresado en el anélisis
gue realizaron He et al. (2012) por lo que puede ser de interés para posibles

estudios posteriores sobre el aumento de la tolerancia (M.-X. He et al. 2012).

Como anteriormente se habia dicho en E. coli se determind que la

sobrexpresiéon de los genes ost aumentaban la tolerancia al etanol y por su parte
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He et al (2012) encontré6 sobreexpresado el gen ostA y suponen que este

probablemente confiera mayor tolerancia al etanol.

Por otra parte Yang et al (2013) en su estudio transcriptémico utilizando la
biologia de sistemas encontraron reprimidos genes relacionados a la traduccién y
biogénesis del ribosoma; mientras que encontrd sobreexpresados genes

relacionados a procesos celulares y el metabolismo.

Se han hecho varios esfuerzos por entender los factores genéticos que les
confieren tolerancia al etanol a aquellos microorganismos etanologénicos, asi
como a aquellos modificados genéticamente para la produccion de etanol y que
posteriormente se han evolucionado para hacerlos mas tolerantes. Una de las
aproximaciones que se ha hecho para mejorar la tolerancia tanto es cepas de S.
cerevisiae (Alper et al. 2006) como en Z. mobilis (Tan et al. 2016) es mutando el

factor global de transcripcion.

En la siguiente tabla se muestran los genes involucrados en la tolerancia

al etanol o a otros solventes en S. cervisiae, E. coliy Z. mobilis (Tabla 2).

Tabla 2. Genes involucrados en la tolerancia al etanol o a otro solvente en S. cervisiae, E. coliy Z.
mobilis.

Funcién celular Genes Microorganismo Referencia
Membrana
Bombas de eflujo acrAB-tolC E. coli (Symmons et al. 2009; Seeger et al. 2006;
Atsumi et al. 2010)
Metabolismo de los acidos E. coli (Woodruff et al. 2013; Woodruff, Boyle,
grasos, peptidoglicano, LPS and Gill 2013; Horinouchi et al. 2015)
S. cerevisiae

Magquinaria de la
transcripcion

Chaperona de RNA E. coli (Minty et al. 2011)
hfg Z. mobilis (Yamada, Shimoi, and Ito 2005; Ma and
Liu 2010)
Reguladores marA, relA E. coli (Atsumi et al. 2010; Horinouchi et al.
transcripcionales 2015)
Mns2p/Mns4p S. cerevisiae (Boy-Marcotte et al. 1998; Watanabe et
al. 2007)
Factores sigma rpoH E. coli, Z. mobilis (Brynildsen and Liao 2009; Rutherford et
al. 2010; M. He et al. 2012)
rpoE Z. mobilis (M.-X. He et al. 2012)

Proteinas HSP y otras

proteinas
hsp104, hsp12 S. cerevisiae (Sanchez et al. 1992; Sales et al. 2000)
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HSP groES, gro EL, E. coli (Zingaro and Papoutsakis 2012;

clpB Brynildsen and Liao 2009)
Proteinas de choque fagico pspA E. coli (Nicolaou, Gaida, and Papoutsakis 2010)
Z. mobilis (M.-X. He et al. 2012)
Osmolitos
TPS12, PGM2, S. cerevisiae (Ogawa et al. 2000; Alexandre et al.
Trehalosa UPG1 2001)
ost E. coli (Woodruff, Boyle, and Gill 2013)
OstA Z. mobilis (M.-X. He et al. 2012)
Aminoécidos
Triptéfano, prolina, serina, TRP1-5, PUT4p S. cerevisiae (Hirasawa et al. 2007)
glicina sdaC, sdaB, gvc E. coli (Gonzalez et al. 2003; Goodarzi et al.

2010; Woodruff et al. 2013)

Vacuola
S. cerevisiae (Fujita et al. 2006; Teixeira et al. 2009)
Sistema Flagelar
E. coli (Minty et al. 2011)
Z. mobilis (Jeon et al. 2012; M.-X. He et al. 2012)

En la tesis que aqui se presenta, se utilizd un enfoque diferente para
identificar genes de Z. mobilis implicados en la tolerancia intrinseca al etanol y
para describir su influencia en la fisiologia de este organismo bajo altas
concentraciones de etanol. En este trabajo obligamos a una poblacion de Z.
mobilis ZM4 a crecer bajo concentraciones crecientes de etanol, con el objetivo de
identificar posteriormente las mutaciones que se confirieron a nuestra cepa de Z.
mobilis desarrollar una tolerancia al etanol aumentada. Al finalizar el experimento
de evolucion dirigida en el laboratorio, identificamos dos mutantes con morfologia
distinta: una de las mutantes producia colonias pequefias en medio sélido
mientras que la otra las hacia del mismo tamafio que la cepa parental. Los dos
genomas se secuenciaron, y se identificaron las mutaciones que posiblemente le
pudieran estar confiriendo la mayor tolerancia a estas mutantes. El conocimiento
descrito aqui puede utilizarse para elaborar estrategias de ingenieria genética para
generar cepas tolerantes al etanol en microorganismos etanologénicos Gram-
negativos de tipo silvestre, como Z. mobilis, o microorganismos modificados

metabdlicamente, como E. coli.

De la literatura antes citada se generan entonces la siguiente pregunta en
referencia a Z. mobilis el cual es una bacteria que posee como caracteristica una

tolerancia intrinseca al etanol.

¢, Qué genes le confieren a Z. mobilis su tolerancia intrinseca al etanol?
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4 HIPOTESIS

La tolerancia intrinseca de Z. mobilis ZM4 se debe a la sobreexpresion o
represion de aquellos genes relacionados con el transporte, la membrana,
metabolismo energético y de aminoacidos; asi como también aquellos genes

implicados en la regulacion transcripcional.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Identificar aquellos genes o conjunto de genes que le confieren la
tolerancia intrinseca a Z. mobilis ZM4 mediante el uso de la evolucion adaptativa
generando una cepa con mayor tolerancia (hiper-tolerancia) que la cepa parental.

5.2 Objetivos Particulares

5.1 Generar una cepa de Z. mobilis con mayor tolerancia al etanol que la
cepa ZM4.

5.2_Caracterizar la tolerancia, el crecimiento, la produccion de etanol y el
consumo de glucosa de las cepas mutantes obtenidas.

5.3 _Secuenciar las cepas derivadas e identificar las mutaciones
introducidas comparando con el genoma de referencia con el fin de
identificar aquellos genes que les confieren mayor tolerancia al etanol.

5.4 Evaluar la influencia que tienen estos cambios en la fisiologia de la
célula por medio del estudio de los perfiles de transcripcion, tanto de la
cepa silvestre (ZM4) como de las cepas derivadas, en presencia (70g/L) y
ausencia de etanol.
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6 MATERIALES Y METODOS

Parte de esta seccion fueron publicados en el articulo (Carredn-Rodriguez
et al. 2019), la siguiente parte de materiales y métodos corresponde a los
resultados que aun no se han publicado pero que se desarrollaron en el proyecto
de Doctorado.

6.1 Aislamiento de RNA y Microarreglos

El RNA total se extrajo de las células en la fase media logaritmica (con y
sin 70 g/L de etanol), con un miniPrep Quick-RNATM (ZymoResearch, CA,
EE.UU.) segun lo descrito por el fabricante. La calidad del RNA se evaluo
mediante electroforesis en gel de agarosa y se cuantific6 a OD260 y OD280 en un
espectrofotometro  NanoDrop-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,
EE.UU.). El RNA purificado de cada muestra se us6 como plantilla para generar
cDNA. Los microarreglos fueron hibridizados en la Unidad de Microarreglos del
Instituto de Fisiologia Celular (UNAM, Ciudad de México). Los microarreglos de Z.
mobilis ZM4 fueron construidos por Mycroarray.com (MIl, EE.UU.), usando
oligonucledtidos disefiados por (“Source of Microarrays and Probes for
Zymomonas Mobilis Subsp. Mobilis ZM4” n.d.), como se apoya en la secuencia del
genoma ZM4 obtenida de GenBank. Los datos discutidos en esta tesis se
depositaron en NCBI's Gene Expression Omnibus (GEO) y son accesibles a través
del numero de acceso de la serie GEO: GSE90043 (Barrett et al. 2013).

7 RESULTADOS

Los primeros resultados se encuentran publicados en el articulo (Carre6n-

Rodriguez et al. 2019) el cual se encuentra en el apéndice 12.1.1; los siguientes
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resultados que se realizaron no han sido publicados; sin embargo fueron
elaborados durante el periodo del proyecto de Doctorado.

7.1 Perfiles de transcripcion

La mutante ER79ap tolera concentraciones de mas de 85 g/L de etanol
adicionado con respecto a la otra mutante ER79ag y a la cepa de tipo salvaje.
Para comprender mejor por qué esta cepa mutante es capaz de soportar mas
eficazmente el estrés por etanol, se realizaron los perfiles de transcripcién de la
cepa ER79ap y de la silvestre en presencia (70 g/L) y ausencia de etanol mediante
tecnologia de micromatrices (ver materiales y métodos), la comparacion se realizo
bajo las condiciones de estrés en cada cepa. En estas comparaciones,
observamos que la cepa silvestre expreso diferencialmente 126 genes en
presencia de etanol con cambios en la expresion 21.5; 75 genes fueron sobre-
expresados y 51 fueron reprimidos. En contraste, ER79ap expresd de manera
diferencial 148 genes en la misma condicion de crecimiento, con 83 genes sobre-
expresados y 65 reprimidos (Tabla 3). Ambas cepas expresaron diferencialmente
un conjunto comun de 40 genes cuando las cepas se cultivaron con etanol
adicionado, pero a diferentes magnitudes (Tabla 4). Todos los genes expresados
diferencialmente de la cepa silvestre y la cepa mutante pertenecieron a 39
categorias funcionales diferentes (grupos de clases de genes ortélogos [COG])
(Figura 3, Tabla 3).

48



45

W ER7%ap-down-regulated
B ER7%ap-up-regulated
40 B ZM4-down-regulated
B ZM4-up-regulated
35
30

Number of affected genes

]

llnll‘ll I|.|I|l|.
C‘:IZ_E_?‘:?T o mo

= n =
o .

H>

O mam

am

wo |l

ey |

III.I-I mm .I--
IS TANRE And a3 E aome=sx=g
© —
COG classes n
9
o

Figura 3. Namero de genes que fueron diferencialmente expresados bajo condiciones de estrés por
etanol, clasificados bajo las categorias listadas en la tabla 3.

Tabla 3. Namero de genes diferencialmente expresados bajo condiciones de estrés por etanol en

ZM4 y ER79ap
Categoria M4 M4 ER79ap ErR9ap
Funcional DEFINITION up down up down
C Produccion y conversién de energia 2 2 0 2
CH Produccion y conversidn de energia; Transporte de coenzimas 1 0 1 0
y metabolismo.
D Control del ciclo celular, divisidn celular, particién 1 0 1 1
cromosomica.
DL Control del ciclo celular, divisidn celular, particién 0 1 0 0
cromosdmica; Replicacidn, recombinacion y reparacion.
DM Control del ciclo celular, divisidn celular, particién
cromosdémica; Pared celular / membrana / envoltura 1 0 0 0
biogénesis
E Transporte y metabolismo de aminoacidos. 6 3 5
EH Transporte y metabolismo de aminoacidos; Transporte y 0 1 1 1
metabolismo de coenzimas.
EQ Transporte y metabolismo de aminoacidos; Metabolitos 0 0 1 0
secundarios de biosintesis, transporte y catabolismo.
F Transporte y metabolismo de nucleétidos. 2 1 1 1
FE Transporte y metabolismo de nucleétidos; Transporte y
. L 0 1 0 1
metabolismo de aminoacidos.
G Transporte y metabolismo de carbohidratos 3 1 2 2
GE Transporte y metabolismo de carbohidratos; transporte y
R S 0 0 0 1
metabolismo de amino acidos.
GEP Transporte y metabolismo de carbohidratos; transporte y
metabolismo de amino 4cidos; transporte y metabolismo de 1 2 0 1
iones inorganicos
GT Transporte y metabolismo de carbohidratos; Mecanismos de o 1 0 1
transduccion de sefiales
H Metabolismo y transporte de coenzimas 6 2 2 4
HI Metabolismo y transporte de coenzimas; metabolismo y o 0 1 0
transporte de lipidos
| Metabolismo y transporte de lipidos 4 0 3 2
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Q Metabolismo y transporte de lipidos; Modificacion

. , 1 0 1 1
postraduccional, proteina
J Traduccidn, estructura ribosomal y biogénesis. 5 8 7 9
K Transcripcion 3 2 3 4
KE Transcripcion; transporte y metabolismo de aminoacidos 0 0 1 1
KG Transcripcion; transporte y metabolismo de carbohidratos 1 0 0 0
KT Transcripcion; Mecanismos de transduccion de sefiales 0 1 0 0
L Replicacién, recombinacion y reparacion 2 2 2 3
M Biogénesis de la pared celular/membrana/envoltura 4 4 5 4
MV Pared celular/membrana/envoltura biogénesis; mecanismo de 1 0 1 0
defensa
N Motilidad celular 0 0 2 3
NT Motilidad celular; Mecanismo de transduccidn de sefales 0 0 1 0
NU Motilidad celular; trafico intracelular, secrecién y transporte 1 0 0 0
vesicular
0 Modificacion postraduccional, recambio de proteinas, 0 2 1 2
chaperonas.
P Transporte de iones inorgdnicos y metabolismo. 5 3 7 1
Q Transporte y metabolismo de metabolitos secundarios 0 0 1 0
R Solo prediccion de la funcién general 4 3 4 5
S Funcién desconocida 4 1 1 3
T Mecanismos de transduccidon de sefiales 2 2 5 3
U Trafico intracelular, secrecién y transporte vesicular. 1 1 1 1
Vv Mecanismos de defensa 3 2 2 0
X Mobiloma: profagos, transposones 0 0 0 1
noen
COGs no en COGs 1 5 20 7
SUB TOTAL 75 51 83 65
TOTAL 126 148

7.1.1 Genes comunes que se expresan diferencialmente en presencia de etanol en
ZM4 y ER79ap

Los genes expresados diferencialmente en ambas cepas bajo estrés por
etanol pertenecen a 20 categorias funcionales diferentes y probablemente son
esenciales para la tolerancia al etanol. El grupo mas grande correspondié a doce
genes que codifican proteinas hipotéticas (NO-DEF: no se asigné COG) o
proteinas con funcion desconocida (Tabla 4). Cinco genes involucrados en los
sistemas de transporte de membrana se expresaron diferencialmente, 2
pertenecientes a la familia de tipo ABC, dos a la familia de tipo MFS y uno
perteneciente a la familia de proteinas TonB las cuales se encuentran
involucradas en el transporte de iones inorganicos. Se puede observar que el gen
ZMO_RS09070 perteneciente a la categoria de replicacién, recombinacién y
reparacion se encuentra casi dos veces menos abundante en la cepa ZM4 (-5.02)
en comparacion con la mutante (-2.68). En la categoria de mecanismos de

transduccion de sefiales (T) se puede observar el gen ZMO_RS03055 se

50



encuentra mayormente reprimido en la cepa silvestre (-4.06) que en la mutante (-
1.94). En la categoria de Traduccion, estructura ribosomal y biogénesis (J), cuatro
genes se encuentran reprimidos en ambas cepas. Tres de estos genes codifican
proteinas (L21, L31 L33) que son componentes de la subunidad ribosomal grande.

Tabla 4. Lista de genes que fueron diferencialmente expresados en Z. mobilis ZM4 y la mutante
ER79ap bajo condiciones de estrés por etanol.

COG Locus Tag Nombre Funcion Cambioen la
del gen expresion
ZM4 ER79ap
GT ZMO_RS00170 nagE proteina reguladora de nitrégeno -4.09 -3.64
R ZMO_RS00465 null Proteina tipo transportador ABC -5.76 -1.56
GEP ZMO_RS04320 emrB Transportador de tipo MFS -4.03 -2.24
P ZMO_RS05645 SSUA Proteina de union al sustrato transportador ABC 3.47 2.89
G ZMO_RS07055 opdE Transportador de tipo MFS 1.85 -1.52
M ZMO_RS04750 null Proteina Ton B -3.57 -2.94
U ZMO_RS07350 secB Proteina exportadora SecB -3.37 -2.69
T ZMO_RS03055 null Histidina cinasa -4.06 -1.94
J ZMO_RS00910 rplU 50S proteina ribosomal L21 -3.67 -2.93
J ZMO_RS01075 null 50S proteina ribosomal L33 -1.99 -3.38
J ZMO_RS04545 infA Factor de iniciacion de la traduccion IF-1 -2.14 -1.86
J ZMO_RS05125 rpmE 50S proteina ribosomal L31 -1.54 -3.25
K ZMO_RS03200 greB Factor de elongacién de la transcripcion GreB 2.73 2.21
L ZMO_RS09070 null Proteina cisteina metilada-DNA -5.02 -2.68
T ZMO_RS07180 thrB Homoserina cinasa -2.56 -2.66
E ZMO_RS00890 proB Glutamato 5-cinasa 3.26 2.85
E ZMO_RS01755 argD Acetilornitina aminotransferasa 1.66 174
EH ZMO_RS00475 pabB para-aminobenzoato sintasa -2.40 -1.70
EF ZMO_RS06810 null Ribosa-fosfato pirofosfocinasa -3.17 -2.52
\Y ZMO_RS04660 null ADP-ribosa pirofosfatasa 242 2.65
CH ZMO_RS00665 null D-2-hidroxiacido deshidrogenase 2.63 2.18
| ZMO_RS02590 accD Acetil-CoA carboxilasa subunidad beta 2.49 2.04
M ZMO_RS06665 kdsA 2-dehidro-3-desoxifosfoctonato aldolasa 1.76 2.55
P ZMO_RS03175 ppk Polifosfato cinasa 1.75 1.88
R ZMO_RS08550 null Proteina de membrana AbrB o amonio mono- -2.72 -1.85
oxigenasa

C ZMO_RS00110 null Fe-S oxidoreductasa 2.89 -1.51
S ZMO_RS07265 null Proteina con el dominio GatB/YqeY 2.76 2.38
S ZMO_RS00950 null Proteina hipotética -3.00 -2.24
R ZMO_RS03405 null Proteina hipotética 1.77 2.45
R ZMO_RS07195 null Proteina hipotética -1.63 1.66
NO-DEF ZMO_RS09110 null Proteina hipotetica 2.36 2.70
NO-DEF ZMO_RS07365 null Proteina hipotética -1.67 -1.55
NO-DEF ZMO_RS00395 null Proteina hipotética -3.48 -3.23
NO-DEF ZMO_RS00660 null Proteina hipotética 3.67 2.24
NO-DEF ZMO_RS01140 null Proteina hipotética 2.13 2.98
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NO-DEF ZMO_RS01690 null Proteina hipotética 2.30 3.16

NO DEF  ZMO_RS04445 null Proteina hipotética 2.16 2.17
NO DEF  ZMO_RS05595 null Proteina hipotética 221 2.18
NO-DEF ZMO_RS06135 null Proteina hipotética 3.49 2.62
NO-DEF ZMO_RS08940 null Proteina hipotética 1.71 3.25

7.1.2 Genes que se expresan diferencialmente en presencia de etanol en ZM4

Ademés de los genes descritos anteriormente, ZM4 también expreso de
manera diferencial 86 genes en 27 categorias funcionales (Tabla 5). La traduccion,
la estructura ribosomal y la biogénesis (J) fueron las clases funcionales mas
representadas, con nueve genes. Dentro de esta clase, tres genes codifican
proteinas ribosdmicas 50S, y dos fueron sobre-expresadas. Seis genes agrupados
en la clase de biogénesis de la pared celularymembrana/envoltura (M) también se
expresaron diferencialmente, y la mitad de estos genes fueron sobre-expresados.
En esta cepa también se expresé de manera diferencial siete genes involucrados
en el metabolismo y confinados dentro de la categoria de transporte y
metabolismo de aminoacidos (E); cuatro genes de esta categoria fueron sobre-
expresados. Genes circunscritos en las categorias funcionales de transporte y el
metabolismo de las coenzimas (H) (ocho genes) y el transporte de iones
inorganicos y el metabolismo (P) (seis genes) se expresaron también de manera
diferencial.

Tabla 5. Genes que se expresan diferencialmente en presencia de etanol en ZM4
New_locus_tag

Gene Fold _zm4 Function COG-ID

ZMO_RS04970 - " . .

- ndh -1.89 Piridina nucle6tido-disulfuro oxidorreductasa C
ZMO_RS06625 Transferencia de electrones flavoproteina

etfB -1.69 subunidad beta

ZMO_RS07890

- ssdA 1.55 Succinato-semialdehido deshidrogenasa
ZMO_RS03745 . R

- ftsz 151 Proteina de division celular FtsZ
ZMO_RS00895

- null -2.06 GTPasa Obg DL
ZMO_RS01935 .

- null 2.09 Hidrolasa de la pared celular DM
ZMO_RS00435 Subunidad grande de 3-isopropilmalato

leuC -2.31 deshidratasa E

ZMO_RS01810 .

- tyrC 191 Proteina TyrC E
ZMO_RS01840 S

- csdB 3.20 Cisteina desulfurasa E
ZMO_RS02600 o . .

- trpB -3.76 Triptéfano sintasa subunidad beta E
ZMO_RS03540 .

- null 1.80 Peptidasa E
ZMO_RS05085 .

- serB 2.13 Fosfatasa fosfoserina E
ZMO_RS06520 .

- null -2.59 Transportador de lisina LysE E
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ZMO_RS01990
ZMO_RS04200
ZMO_RS08345
ZMO_RS00250
ZMO_RS01905
ZMO_RS07220
ZMO_RS00410
ZMO_RS01265
ZMO_RS01855
ZMO_RS02045
ZMO_RS02505
ZMO_RS03410
ZMO_RS03645
ZMO_RS04500
ZMO_RS06380
ZMO_RS06700
ZMO_RS03375
ZMO_RS05195
ZMO_RS07610
ZMO_RS08865
ZMO_RS01215
ZMO_RS02265
ZMO_RS02275
ZMO_RS02320
ZMO_RS02455
ZMO_RS02565
ZMO_RS04270
ZMO_RS08565
ZMO_RS08675
ZMO_RS00875
ZMO_RS01590
ZMO_RS03500
ZMO_RS04205
ZMO_RS07740
ZMO_RS04745
ZMO_RS03620
ZMO_RS05530
ZMO_RS07930
ZMO_RS00930
ZMO_RS01200

ZMO_RS03705

ZMO_RS05545

pyrG

null
yfel
gIxK

null

plsC
null
null
ribD
ispB
null
ygcM
sul
thiE
null
null
pssA
fabl
null
md
rpID
rplB
rplE
infB
mboA
null
null
null
pbrR
null
null
null
frk
null
recR
rec]
null

null
null

murD

pmi

2.38
-1.76
1.87
-1.69
1.85
1.54
1.72
-2.20
-1.84
2.43
1.65
2.54
2.56
1.88
2.51
-1.84
2.61
1.83
1.52
3.41
-2.46
171
2.45
-2.09
-1.69
1.83
-2.85
2.16
2.82
171
-2.99
-1.61
1.93
1.51
-1.72
-1.68
2.14
1.80
-3.08

171

-2.02
3.47

CTP sintasa

Guanina desaminasa

Glutamina amidotransferasa

Glicerato quinasa

Haloacido deshalogenasa

Enolasa

Transportador MFS

Transportador MFS

5'-nucleotidasa

Proteina de biosintesis riboflavina RibD
Farnesiltransferasa

Hidrolasa alfa / beta
6-carboxi-5,6,7,8-tetrahidropterina sintasa
Dihidropteroato sintasa

Tiamina monofosfato sintasa

cob(l)irinico acido a,c-diamida adenosiltransferasa

Proteina de union a esterol
CDP-diacilglicerol O-fosfatidiltransferasa
Enoyl-ACP reductasa

Deshidrogenasa de cadena corta

3'-5' exonucleasa

50S proteina ribosomal L4

50S proteina ribosomal L2

50S proteina ribosomal L5

Factor de iniciacion de la traduccion 1F-2
Metiltransferasa

ARNr metiltransferasa

Metiltransferasa dependiente de SAM
Peptidil-tRNA hidrolasa

Regulador transcripcional de la familia MerR
Regulador transcripcional

Holliday unién ADN helicasa

Regulador transcripcional de la familia MarR
Fructoquinasa

ATPasa AAA

Proteina de recombinacion RecR
Recombinasa RecJ

Proteina hipotetica

Peptidasa M23

LPS exportar ABC transportador ATP-proteina de

union
UDP-N-acetilmuramoil alanina - D-glutamato
ligasa

Manosa-1-fosfato guanililtransferasa
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ZMO_RS06675
ZMO_RS08735
ZMO_RS03575
ZMO_RS02855
ZMO_RS01615
ZMO_RS01850
ZMO_RS00015
ZMO_RS02490
ZMO_RS04090
ZMO_RS04650
ZMO_RS06315
ZMO_RS08215
ZMO_RS00885
ZMO_RS08775
ZMO_RS08860
ZMO_RS00740
ZMO_RS01255
ZMO_RS01945
ZMO_RS00550
ZMO_RS05025
ZMO_RS07725
ZMO_RS01085
ZMO_RS03560
ZMO_RS03565

ZMO_RS08985
ZMO_RS00370
ZMO_RS01315
ZMO_RS03050
ZMO_RS03925
ZMO_RS05675
ZMO_RS06580

null
rkpl
null
fliN
lon
null
cysC
null
COpA
null
fur
nifE
null
null
null
null
null
null
null
null
exbB
null

null

null
blaP
null
null
null
null
null

null

1.94
-3.40
281
1.68
-2.68
.52
212
2.75
335
-1.54
1.54
1.81
158
1.80
331
1.75
1.81
2.14
2.44
1.70
215
2.32
-1.88

-2.08
1.79
1.85
-4.02
2.05
-3.29
1.57
-2.31

Proteina de membrana

sulfatasa

Proteina hipotética

Proteina del interruptor del motor flagelar FIiN
Peptidasa

Proteina hipotética

Adenilsilsulfato quinasa

Receptor dependiente de TonB

Proteina hipotética

Receptor dependiente de TonB

Regulador transcripcional de la familia de Fur
Cofactor de nitrogenasas hierro-molibdeno
Epimerasa

Proteina hipotética

Proteina de biosintesis de fenazina PhzF
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Metalofosfoesterasa

ATPasa

Proteina motora flagelar MotA
Endoribonucleasa

Permeasa transportador de tipo ABC
Proteina de unién a ATP transportador ABC de
multiples farmacos

Clase A beta-lactamasa

Proteina hipotética

Proteina sensible al estrés
Proteina asociada a CRISPR Csy4
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

< <« < c 4 4 »w » » I T [/ TV W T TV T T O O

NOTDEF
NOTDEF
NOTDEF
NOTDEF
NOTDEF
NOTDEF

7.1.3 Genes que ER79ap expresan diferencialmente bajo estrés con etanol

La mutante ER79ap bajo estrés por etanol expresé diferencialmente 108
genes clasificados en 30 categorias funcionales (Tabla 6). Un conjunto de 17
genes no tenia categoria funcional; La mayoria estan anotadas como proteinas
hipotéticas. Ademas, cinco genes se agruparon en la categoria de solo prediccién

de la funcion general (R). Por otra parte doce genes cayeron en la categoria
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funcional de traduccion, estructura ribosomal y biogénesis (J); cinco eran proteinas
ribosémicas (dos sobre-expresadas y tres reprimidas). Siete genes se clasificaron
en la categoria de biogénesis de la pared/membrana/envoltura celular (M). Cada
una de las categorias de mecanismos de transduccion de sefiales, transporte y
metabolismo de coenzimas (H) y transporte y metabolismo de iones inorganicos
contenia seis genes (P). La categoria de motilidad celular contenia cinco genes
(N). El resto de los genes expresados diferencialmente pertenecen a categorias
funcionales con cuatro o menos elementos. En particular, dentro de la categoria
de mecanismos de transduccion de sefiales, el gen que codifica para la proteina
Hfq estaba sobre-expresado (1,67 veces), ademas se encuentra reprimido el gen

rpoH que codifica para el factor sigma RpoH (c°?).

Tabla 6. Genes que se expresan diferencialmente en presencia de etanol en EP79ap

New locus_tag Gene Fold Function COG_ID
ZMO_RS07630 null -1.99 NADPH: quinona reductasa C
ZMO_RS05720 null -1.95 Aminodeoxicorismato liasa D
ZMO_RS07440 null 1.65 Proteina de unién al ADN D
ZMO_RS06015 pepN 1.81 Aminopeptidasa N E
ZMO_RS07465 proA 2.30 gamma-glutamil fosfato reductasa E
ZMO_RS08260 nifv 2.37 Homocitrato sintasa E
ZMO_RS01460 null 1.58 Aminotransferasa EH
ZMO_RS04155 null 1.75 Peptidasa T4 EQ
ZMO_RS03160 purM -1.64 Fosforibosilformilglicinamidina ciclo-ligasa F
ZMO_RS03655 pur-q 1.59 Fosforibosilformilglicinamidina sintasa F
ZMO_RS02075 cbbF 1.68 Fructosa 1,6-bifosfatasa G
ZMO_RS05245 null 2.21 beta-hexosaminidasa G
ZMO_RS08030 null -1.68 Proteina hipotética G
ZMO_RS05070 null -1.91 Proteina hipotética GE
Proteina relacionada con la biosintesis de
ZMO_RS01380 ribF -1.89 riboflavina RibF H
ZMO_RS02040 ribC 1.68 Rivoflavina sintasa subunidad alfa H
ZMO_RS05060 lipA -1.584 Lipoil sintase H
ZMO_RS05330 ubiE -1.90 Biosintesis de ubiquinona/menaquinona H
ZMO_RS05820 bcbE -2.31 Proteina hipotética H
ZMO_RS08535 serA 1.71 Hidroxiacido deshidrogenasa H
ZMO_RS03290 null 1.53 Acetil-CoA carboxilasa HI
ZMO_RS00675 null -1.52 Tioesterasa |
ZMO_RS03455 pmtA -1.93 Methiltransferasa tipo 12 |
4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol
ZMO_RS05295 ispE 2.08 quinasa |
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ZMO_RS06215
ZMO_RS03400
ZMO_RS01510
ZMO_RS05495

ZMO_RS00850
ZMO_RS01000
ZMO_RS02300
ZMO_RS02330
ZMO_RS02435

ZMO_RS02535
ZMO_RS05165
ZMO_RS06075

ZMO_RS06775
ZMO_RS08670
ZMO_RS09045
ZMO_RS09065
ZMO_RS01220

ZMO_RS01820
ZMO_RS03350

ZMO_RS03450
ZMO_RS04125
ZMO_RS04905

ZMO_RS08340

ZMO_RS08855
ZMO_RS00510
ZMO_RS00935
ZMO_RS03145
ZMO_RS07185
ZMO_RS00270
ZMO_RS04245
ZMO_RS05755

ZMO_RS05965
ZMO_RS06395
ZMO_RS07355
ZMO_RS07655
ZMO_RS06850
ZMO_RS02690
ZMO_RS02700
ZMO_RS02750
ZMO_RS02770
ZMO_RS02845

null
gloA
null
null
rf-2
null
rpmC
rpsH
rpsO
prmA
frr

null

null

plY
gidA
trmE

null

null

rpoH

null
null

r
null

null
null
helY
nth
rmhA
oprB
null

null

null
oprM
null
lolA
null
flgK
flgl
motB
flhA
fliL

1.67
1.61
-1.87
1.60

-1.84
-1.74
1.52
1.72
-2.02

1.70
1.70
-2.36

1.88
-2.77
2.01
1.59
-2.03

-1.62
1.90

1.83
-1.95
-1.52

-1.54

1.65
-2.25
-1.80

1.61

1.72

1.58
-2.54
-1.75

1.52
1.84
2.49
-2.44
2.43
-2.22
1.94
2.13
-1.69
-2.28

Diacilglicerol quinasa
Glioxalasa
4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintasa

3-oxoacil-ACP sintasa
Factor de liberacion de la cadena peptidica
2

RNA metiltransferasa
50S proteina ribosomal L29
30S proteina ribosomal S8

30S proteina ribosomal S15
subunidad ribonucledtido-difosfato
Reductasa

Factor de reciclaje de ribosomas

30S proteina ribosomal S20
N5-glutamina S-adenosil-L-metionina-
dependiente

50Sproteina ribosomal L25
tARN uridina 5-carboximetilaminometilo
tRNA modificacion GTPasa MnmE

Proteina de choque frio
Regulador transcripcional de la familia
AsnC

Factor sigma RpoH RNA polymerasa
Regulador transcripcional de la familia
LysR

Proteina de unién a DNA

Ribonucleasa R

Regulador transcripcional de la familia
GntR

Regulador transcripcional de la famila
GntR

ATPasa AAA

helicasa

Endonucleasa Il
Ribonucleasa H

Porina

Proteina glicosil transferasa 2

Proteina hipotética
Proteina del canal de iones mecanosensible
MscS

Transportador de tipo RND

Proteina de membrana

Envoltura celular biogénesis proteina LolA
Transportador de tipo RND

Proteina de gancho flagelar FIgK

Proteina P-anillo flagelar Flgl

Proteina hipotética

Proteina de biosintesis flagelar FIhA

Flagelar proteina del cuerpo basal FliL
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ZMO_RS00340

ZMO_RS01065
ZMO_RS04150

ZMO_RS07775
ZMO_RS02415
ZMO_RS03755
ZMO_RS05650
ZMO_RS07120
ZMO_RS08120
ZMO_RS08310
ZMO_RS01800
ZMO_RS04580
ZMO_RS06995
ZMO_RS08115
ZMO_RS09055
ZMO_RS06410
ZMO_RS08005

ZMO_RS00490
ZMO_RS00570
ZMO_RS01480
ZMO_RS04935
ZMO_RS05265
ZMO_RS08960
ZMO_RS05255
ZMO_RS08790
ZMO_RS01625
ZMO_RS00365
ZMO_RS00690
ZMO_RS01135
ZMO_RS01895
ZMO_RS02835
ZMO_RS02955
ZMO_RS04260
ZMO_RS04515
ZMO_not_defined
ZMO_RS06155
ZMO_RS06560
ZMO_RS06780
ZMO_RS07510
ZMO_RS07790
ZMO_RS07935

ZMO_RS08190

cheR

hsl\V

aat

null
null
clc-b
ssuC
bfr
null
null
null
null
null
null
null
null

null

null
null
hfg
null
null
null
null
null
null
null
tonB
null
null
null
null
null
null
null
null
null
null
null
null

null

null

1.77

-1.59
157

-1.72
1.77
1.91
1.67
1.89
1.55

-2.02

-1.69

-1.66

-1.52
151
1.89

-1.71

-2.21

2.45
1.55
1.67
-1.86
1.82
1.61
1.87
241
-2.00
-2.88
2.06
1.86
1.63
-1.57
1.57
3.11
-2.01
-1.66
2.70
2.17
1.55
1.67
2.28
1.70

-2.21

Proteina de quimiotaxis CheR
Proteasa HslV subunidad dependiente de
ATP

leucil / fenilalanil-tARN - Transferasa
Adaptador de proteasa Clp dependiente de
ATP ClpS

Transportador de sulfato

Proteina del canal de cloruro
Transportador ABC de sulfonato
Bacterioferritina

Canal cerrado por ligando
Transportador de tipo ABC permeasa
Proteina hipotética

Alfa /beta hidrolasa

Proteina de membrana
O-acetiltransferasa

oxidoreductasa

Proteina de resistencia al cido fusarico

Proteina de membrana
Regulador transcripcional de la familia
ArsR

Proteina hipotética
Chaperona de RNA Hfq
Histidina quinasa
Histidina quinasa
Histidina quinasa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
N-acetiltransferasa relacionada con GCN5
transportador de multiples farmacos
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética
Regulador transcripcional SIR2 family
protein
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ZMO_RS08240 nifQ 2.11 Hidrogenasa NO-DEF

8 DISCUSION

El andlisis del perfil de expresion para ZM4 y la mutante ER79ap con y sin
etanol revel6 elementos que pueden ser esenciales en la respuesta de Z. mobilis
al estrés por etanol. La evaluacion de la transcripcion se realiz6 en la fase
logaritmica media, lo que implica que las células estan creciendo. Sin embargo, la
regulacién negativa de los genes que codifican las proteinas ribosémicas sugiere
gue las células estan comenzando a restringir su crecimiento. Ademas, el perfil de
transcripcion observado sugiere alguna remodelacion de la membrana y un

cambio en el metabolismo, especialmente en vias que involucran aminoacidos.

Es dificil contrastar nuestros datos con los obtenidos por He (M.-X. He et
al. 2012) porque las condiciones experimentales fueron distintas: se utilizaron
medios, concentraciones de etanol y fases de crecimiento y microarreglos
diferentes para evaluar las respuestas de Z. mobilis al estrés por etanol. Sin
embargo, identificamos algunos puntos en comun: primero, los genes que
codifican las enzimas de la ruta Enter-Duodoroff no mostraron cambios relevantes
en la expresion. Segundo, los genes involucrados en la sintesis flagelar se
expresaron diferencialmente en el rango de 1 a 1.5 veces, excepto fliN, que fue
regulado por aumento 1.68 veces en nuestras mediciones. De forma similar, el
gen que codifica la pared celular hidrolasa sleB estaba sobre-expresado 2,09
veces. Tercero, en el estudio realizado por (M.-X. He et al. 2012) encontraron que
algunos transportadores se expresaban diferencialmente en presencia de etanol;
observamos el mismo efecto, pero el conjunto de genes que observamos

expresados diferencialmente fue distinto.

He et al (2012) informaron que los genes que codifican para los factores
sigma (oE, 070, 054 y 028), algunos de los cuales estan involucrados en diversas

respuestas al estrés, se expresaron de manera diferente. En nuestros
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experimentos detectamos reprimido solamente al factor sigma 32 en la cepa
mutante (Tabla 6).

En general las categorias funcionales mas representadas en ambas cepas
fueron las mismas; sin embargo los genes incluidos en cada categoria fueron

diferentes para cada cepa.

Las diferencias en la expresion génica entre ZM4 y ER79ap son
significativas. Por lo que, si consideramos que la mutante ER79ap con mutaciones
en spoT/relA y clpP tienen una mayor tolerancia al etanol que la cepa parental, se
sugiere que estas mutaciones representan la mayoria, si no todas, de las

caracteristicas fenotipicas.

9 CONCLUSIONES

Existe un creciente interés en saber cuales son los mecanismos de
inhibicién por el etanol de aquellos microorganismos productores de etanol para la
mejora del mismo producto, y debido a que Z. mobilis es una bacteria que
naturalmente tolera concentraciones por arriba de los 100 g/L de etanol entonces
se ha desarrollado un gran interés en conocer que genes le proporcionan esta
caracteristica fenotipica, por lo que el objetivo en este trabajo fue identificar
aquellos genes involucrados en la tolerancia a etanol en Z. mobilis ZM4 y tratar de
describir su participacion en este proceso. Para evaluar esta relacion genética se
obtuvieron dos mutantes con mayor tolerancia que la cepa parental
(hipertolerantes) mediante evolucion adaptativa, las cuales nombramos como
ER79ag y ER79ap. En el proceso de evolucién la segunda mutante tuvo un
cambio en la morfologia de la colonia, el tamafio de la colonia fue menor con

respecto a la parental.

Un aspecto importante que no se afectd por el proceso de evolucion fue la

conversion del azucar a etanol, alin en condiciones de estrés osmotico (alta
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concentracion de glucosa). Esto nos indica, por lo tanto, que el proceso
fermentativo de ambas cepas no se modificé y acorde con lo que se ha publicado,
este microorganismo prefiere consumir azucares rapidamente,
independientemente de sus requerimientos de crecimiento. Por otra parte las
cepas mutantes no adquirieron tolerancia a otro tipo de estreses. La cepa ER79ap
mostré la mayor tolerancia de etanol exdgeno tanto en condiciones de bajo y alto

inéculo inicial.

Ambas mutantes adquirieron mutaciones puntuales en los genes clpP,
spoT/relA, en el primero en la misma posicién y en el segundo en diferente
posicion, ademas se identifico mutacion en el gen clpB en la cepa ER79ap Se
sugiere que los genes spoT/relA y clpP podrian estar influyendo en la respuesta
hipertolerante, sobre todo el primero.

Diversas técnicas pueden utlizarse para entender el fendmeno de
tolerancia, una de ellas es mediante el estudio de cepas mutantes las cuales
hayan adquirido mayor resistencia que las silvestres. Este es el primer estudio en
la cepa silvestre Z. mobilis ZM4 en las que se generaron cepas hipertolerantes
mediante el uso de la técnica de evolucion adaptativa y se identificaron posibles
genes que pudieran estar contribuyendo a la inherente tolerancia de este

microorganismo.

60



10 PERSPECTIVAS

10.1 Insertar los alelos mutados de los genes (spoT/relA, clpP y clpB) mediante
recombinacién homéloga, de forma independiente, en el cromosoma de la cepa
parental y evaluar su efecto en condiciones de etanol exdgeno y en condiciones
de produccioén.

10.2 Construir un operén que contenga los tres alelos mutados (spoT/relA, clpP y
clpB) provenientes de la cepa ER79ap tanto en un plasmido en el cual se regule
Su expresion, asi como en cromosoma Yy evaluar su efecto en condiciones de

etanol exégeno y de produccion.

10.3 Basados en trabajos anteriores en donde sabemos que la eliminacion de los
genes clpP (Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Actinobacillus
pleuropneumoniae) (Thomsen et al. 2002; A. Michel et al. 2006; Xie et al. 2013) y
clpB (Escherichia coli, Brucella suis, Francisella tularensis) (Eriksson and Clarke
2000; Ekaza et al. 2001; Meibom et al. 2008) no es deletérea se propone eliminar
estos genes y evaluar su efecto en condiciones de etanol exégeno y de
produccion para confirmar el impacto que tienen estos genes sobre la tolerancia a

etanol.

10.4 Los genes rsh (denominados asi por los genes relA/spoT homélogos)
codifican para las proteinas RelA/SpoT, este tipo de proteinas cuenta con cuatro
dominios, dos de regulacién y dos cataliticos (sintesis y degradacion de la
alarmona). Los dominios de regulacion permiten que las enzimas se encuentren
en estado activo o inactivo debido a la conformacion que adoptan por los enlaces
entre los dominios. También la oligomerizacion influye en el estado catalitico
(activo o inactivo). Estos genes son no-esenciales (Xiao et al. 1991) lo cual
permite la construccién de cepas ppGpp° este tipo de cepas muestran un

comportamiento pleitrépico. Sabiendo que estos genes no son deletéreos y que la
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cepa ER79ap tiene una mutacion puntual en el dominio de sintesis, y sabiendo
que estos dominios interactian con los dominios de regulacion para su activacion,
entonces se propone eliminar el gen spoT/relA de Z. mobilis o eliminar el dominio
de sintesis y evaluar su efecto en condiciones de etanol exdgeno para saber la
contribucion de este gen en la tolerancia a etanol.

10.5 El modo en que la proteina entra estado de degradacion o sintesis (ON/OFF)
es mediante la unién de sus dominios de regulacion a los dominios cataliticos, asi
como la oligomerizacién (Bouveret and Battesti 2011). La cepa ER79ap tiene una
mutacion puntual en el dominio de sintesis, por lo que seria interesante conocer el
rol de esta mutacion puntual en la estructura de la proteina y su activacion o
inactivacion. Utilizando el I-TASSER se podria conocer el rol de esta mutacion y
su efecto sobre la conformacion de la proteina y quizas la velocidad de formacion

de la alarmona o su formacion constitutiva.

10.6 Evaluar el perfil de transcripcion, el pérfil protedmico y metabolémico tanto de

la cepa parental como de las cepas mutantes en presencia y ausencia de etanol.

10.7 Evaluar el perfil de lipidos en condiciones estresantes de etanol de las
mutantes ER79ap y ER79ag y determinar cuales son las modificaciones en la

composicion de lipidos generadas en estas cepas.

10.8 Evaluar la tolerancia de la cepa ER79ap en condiciones de cultivo continuo o

fermentacion por lotes alimentado.

10.9 Evaluar la tolerancia de la cepa ER79ap en condiciones de medio minimo y

etanol exégeno.

10.10 Hacer un perfil de transcripcion de la cepa ER79ap en medio minimo y
etanol exdgeno en diferentes etapas de crecimiento (fase media logaritmica,
finales de la fase logaritmica y fase estacionaria) para identificar el proceso

dinamico en el fendbmeno de tolerancia.
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10.11 Mediante el uso de ingenieria genética, insertar a la cepa ER79ap las vias
para el consumo de xilosa y arabinosa y evaluar la produccion de etanol en

condiciones de alta concentracion de glucosa.

10.12 Modificar el dominio de sintesis en la proteina RelA de una cepa de E. coli

productora de etanol y evaluarla si se incremento su tolerancia.
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