\ PONTIFICIA

2\ UNIVERSIDAD e

CATOLICA pE

VALPARAISO UNIVERSIDAD TECNICA
FEDERICO SANTA MARIA

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
UNIVERSIDAD TECNICA FEDERICO SANTA MARIA

PROGRAMA CONJUNTO DE DOCTORADO EN BIOTECNOLOGIA

Mejora de la expresion de proteinas recombinantes mediante la sobreexpresion del
gen DAS1 en Komagataella phaffii Mut+: un enfoque metabodlico para aumentar el
flujo de carbono en la via de asimilacién del metanol

Tesis para optar al grado de doctor en biotecnologia

Alumno: Johan Quezada Olguin

Profesor Patrocinante: Dr. Julio Berrios Araya

Valparaiso, agosto 2026



CONSTANCIA DE V’ALIDACIC')N Y CONFIDENCIALIDAD DE
MONOGRAFIA A REPOSITORIO ACADEMICO

1.- IDENTIFICACION DEL TRABAJO ACADEMICO
Tipo de monografia (marcar una opcion): 0 Memoria o trabajo de titulo X Tesis de Postgrado

Titulo del trabajo: Mejora de la expresiéon de proteinas recombinantes mediante la sobreexpresion del gen DAST en
Komagataella phaffii Mut+: un enfoque metabdlico para aumentar el flujo de carbono en la via de asimilacion del metanol

Nombre del candidato: Johan Quezada Olguin

Carrera / Grado: Doctorado en Biotecnologia

Campus: Casa Central Departamento: Direccién de Posgrado
2.- VALIDACION DEL PROFESOR GUIA/DIRECTOR DE TESIS

Yo, Julio Berrios Araya, en mi calidad de director del trabajo académico mencionado anteriormente DEJO CONSTANCIA
que:
e He revisado esta version del documento y corresponde a la version final aprobada del trabajo.

e FEltrabajo cumple con los requisitos académicos y de formato establecidos por la institucion.

3.- EVALUACION DE CONFIDENCIALIDAD POR PROPIEDAD INDUSTRIAL (marcar una opcién)

X El trabajo NO contiene informacién que amerite confidencialidad y puede ser publicado de inmediato en repositorio con
acceso abierto.

O El trabajo CONTIENE informacién con potenciales implicancias de propiedad industrial o intelectual y requiere un periodo
de confidencialidad (embargo) por (marcar una opcion):

0 6 meses 0 12 meses O 2 afios O 3 afios O 5 afios [0 10 anios

Fundamentacion de la necesidad de confidencialidad (obligatorio si se solicita embargo):

4.- FIRMAS

Profesor(a) guia o director(a) de memoria o tesis: Dr. Julio Berrios Araya

Fecha: 08 de septiembre de 2026 Firma:

Estudiante o Candidato(a): Johan Quezada Olguin V

Fecha: 08 de septiembre de 2026 Firma:

\ \



Quisiera agradecer al Dr. Julio Berrios, por su apoyo, paciencia y guia, al igual que a la Dra. Stephanie
Braun y todo el equipo de trabajo que ha sido parte de esta investigacion. También agradecer a Rocio
Cosmar y el equipo de trabajo del Dr. Patrick Fikers, por el desarrollo de las levaduras modificadas
genéticamente que se utilizaron en esta tesis. Al Dr. Andrés Suazo, por su invaluable trabajo en el andlisis
de flujos metabolico que ayudo a entender los resultados mas complejos.

Sin falta quisiera agradecer y dedicar este trabajo a mi familia. A mi madre, que incondicionalmente ha
estado a mi lado, empujando y empujando sin descanso para verme crecer y lograr cada meta que me he
propuesto en la vida. Mi hermana, que por dificil que sea el camino, nunca me dejo bajar los brazos.

no podria nombrar a cada persona que ha sido participe de este proceso, pero agradezco infinitamente
cada palabra de aliento, cada consejo, cada sonrisa que me permitio seguir avanzando. Rhonda, Cristal,
sin ustedes jamas habria terminado este trabajo, su compariia y amor le dieron sentido a cada dia, cada
esfuerzo, a cada trasnoche de trabajo en el laboratorio, haciendo horas extras que se transformaron en
momentos para recordar y reir.

Pasar por el doctorado me permitio conocer personas increibles, que llegaron a mi vida a cambiarla por
completo y poner todo de cabeza, vidas que se cruzaron con la mia y llegaron a llenarme de amor. En
algunos casos dejaron de caminar a mi lado, aunque solo espero que sigan avanzando, creciendo y
amando con todas sus fuerzas.

Siento que siempre me dicen lo igual que soy a mi padre, pero en verdad lo que soy hoy en dia es gracias
a mi madre y a las grandes mujeres que han guiado y sido parte de mi vida. Y con ello, no puedo dejar de
escribir a la mujer que mas ha cambiado mi vida, mi pequerna Selene.

Hija mia, tu sabes como nadie lo dificil que ha sido este camino, nunca has soltado mi mano, y espero
que todo el esfuerzo sirva para crear un mejor futuro juntos. Prometo que esta sera la ultima tesis, pero
recuerda, cada esfuerzo y cada dificultad nos llevan a crecer, aprender y transformar nuestra realidad.
Nunca dejes de aprender y cuestionar el mundo, sin importar lo dificil que parezca, tu puedes. TE AMO.



INDICE

L. RESUMEN ..ottt ettt ettt ettt ettt e st e e b e e e bt e sasteessteeeaseeeenseeessteeseeesnsaeesnseesnseeeanseesnsneennseenns 7
2. INTRODUCCION .....cootuiitiiniitsiteeesee s et ses s 8
2.2 Metabolismo de Metanol.................ooooveeeeeeeee e 9
2.3 Desafios asociados al metabolismo de metanol. ................ccccooeeeeiiiiiiiiii 10
2.5 INGENIEITA GENETICA ... 13
2.6 Sobreexpresion de DAST en K. phaffii MUL"................c..ooeeeeueeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 14
2.7 Planteamiento del problEma .................cceeeieieeeeeeee ettt 15
3. HIPOTESIS ..ottt ss st 16
4. OBJETIVOS ...ttt ettt ettt ettt et e e st e st e st e st e st es e b et e st e st e st eneesees e et e bentensenseneeneens 16
4.1 ODJEEIVO GENEIA. ...ttt ettt et ettt e e e e eeaa e 16
4.2 ODJELIVOS ©SPECITICOS ...ttt ettt ettt ettt e e e e e aa e 16
5. METODOLOGIA ...ttt 17
5.1 MELOAOS @NAIITICOS ...ttt aaees 17
Lo R B =1 (o) 1= 1T 17
Lo B = - T o S 17
5.1.3  Medicion de &CidOS OFgANICOS ...............cooe e 17
5.1.4  Analisis de actiVidad lD@SA ..............uuueeeeeeee ettt 17
5.2 Medios de cultivo e inOculos para CUItIVO ................ccceeeeueeieiiee ettt eaas 18
5.3 Cepas de Komagataella PRATTii ...............uuuueeieeiiieeeee et 18
5.4 CUIIVOS ©N IMALIAZ ... s 19
5.5 ANAGIISIS TraNSCHIPIOIMIUCO .......cevee ettt ettt ettt e et te e e e et ie e e et tseeaeataaeaeenes 20
5.6 Gradiente de concentracion de metanol iniCial.......................cooveeeuuieieeseeiiiiiiiieiaa e, 20
5.7 (010111 o =T W A=Y= [o (o gl o Yo gl Lo (= 21
5.8 Analisis de fIUjO MELADONCO................oouuueeeee ettt ettt 22
5.9 Cultivo en reactor por lote alimentado...................ouuuueeiieeiiieieeee ettt 22
5.10  Estimacion de parametros CINELICOS............cuieeee ettt a e 23
5,11 ANAIISIS @STAQISICO ..ot 26
0. RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt s ettt e st et e st et e st e s es e s es e e b eneeseneese e es e s es e et en e seneeteneebeneesenes 27
6.1. Efecto de la Concentracion de Metanol en la Cinética de Crecimiento ................cccccccer...... 27
7.2 Evaluacién de la Productividad de Lipasa..............cccceeeeeeeuiuuiaieeieieeieee e eeeeeeiesa e e aaaaas 28
7.3 Validacion de Perfiles Cinéticos en Matraz ...............oooovveeeeeeeeeeiiiiiieeiieieeeeeeeeeeeeeeee 29
6.4. ANAEIISIS TraNSCIIDCIONGL............uuuuie s 31
6.5. Respuesta a EStrés Celular ................ooooo oo 34



6.6. Analisis de FIUJO METADONCO. .............coeeeeeee ettt ettt 34
7. DISCUSION ..ottt 38
7.1. Justificacion de la estrategia de ingenieria metabolica: El rol de DAST............cooveveevvvveennn.. 38
7.2. Evaluacién de la fuerza del promotor en DAS1 sobre el desempefio cinético y productivo.. 38
7.3. Tolerancia a la inhibicién por metanol: Analisis de la constante Ki................cccccccovveeeeeeeannnn. 39
7.4. Comparacioén de productividades y consumo de metanol .................ccccooeeeveeeeieiiieeein. 40
7.5. Andlisis transcripcional y correlacion de expresion cruzada..................cceeeeeeeeeiieeiiiciaaaeae. 42
7.6. Andlisis fisiolégico de la cepa +DAS1 en cultivo controlado porlote...............cccccevveevvvvnnnnn... 43
7.6.1. Sobreexpresion de DAS1 y su efecto sobre el flujo de carbono en la oxidacién de metanol. 45
7.7. Estrategias de adaptacion celular: Respuesta al eStrés redox .............ceeeeeieeeiiieiiiiiiaaaeea 46
7.8. Optimizacién de la via de secrecion: El impacto de Pdi en la eficiencia de CalB ................. 46
7.9. El fenotipo de produccién desacoplada en cultivos de alta densidad...............ccccccceeeeeeei. 48
7.9.1.  Disminucioén del consumo de oxigeno en cultivo de alta densidad de células....................... 49
7.10. Contraste con la ingenieria metabdlica clasica de la via del metanol...............cccccccceeeveei. 50
7.11.  Limitaciones del estudio y proyecciones futuras: Hacia la optimizacién del bioproceso ....... 50
8. CONCLUSIONES .......octiteieteietet ettt ettt e teste st et se st e st ese st esestese st esessesenses e sesesseseeseseeseseasenseseneeseneesensesensesensas 51
LS 211 0) oY 2N i ;OSSPSR 53
ANEXO 1 ettt ettt et e et e e e bee e tbe e e bee e tae e atee ettt eabaeatbeeanbaeebaeeaateeebaeeanbeeateeesteeareeennreeanres 64
ANEXO 2: PrOAUCTIVIAA .......iiiiiiiiiiciee ettt et et e et e e et e e et e e ebaeesabeeensaeesaseeanseeensseesnseeenssesanses 65



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Ruta metabdlica de utilizacion de metanol en K. pAaffii ........cccccoveiiiiiiiiiiiiiieeeee e, 10
Figura 2: Tasa especifica de crecimiento frente a la concentraciones crecientes de metanol inicial........................ 28
Figura 3: Productividad de CalB a concentraciones crecientes de metanol inicial ...........ccoceeeevinierininieieneene. 29
Figura 4: Cinética de crecimiento y consumo de sustrato durante cultivo €n matraz. .........cccceeeeeeieeieeseeneeneennen. 30
Figura 5: Parametros cinéticos durante Cultivo €N MALTAZ. ..........eeuieiiiiiiiiiierieite ettt ettt 30
Figura 6: Productividad de CalB durante Cultivo €N MatTazZ..........ceecvveereerieereerieiieeieesieesieeseesresnesseesseesseesseessnes 31
Figura 7: Expresion relativa de genes regulados por metanol 12 horas de cultivo en matraz...........ccccecoeeveeneennen. 32
Figura 8: Parametros cinéticos y productivos obtenidos durante cultivo por lote en reactor. ..........ccccceeceerieencenen. 33
Figura 9: Expresion relativa de genes asociados al metabolismo del metanol y estrés celular. ............cccceevvvenenneen. 34

Figura 10: Flujo de carbono a través de la ruta de oxidacion de metanol analisis de balance de flujo metabolico. 35

Figura 11: Parametros cinéticos y productivos obtenidos durante el cultivo en lote alimentado. .............cccceeueeeeee. 36
Figura 12: Anélisis de componentes extracelulares durante cultivo por lote en reactor...........ceecveveeeiieceesieeneennen. 47
Figura 13: Perfil de proteinas en sobrenadante durante cultivo por Lote ........c.cccvevvieiieereerieriecie e 48
INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Caracteristicas principales de las cepas de estudio en esta investigacion..........cccveveerververereerreerieereenenn 19
Tabla 2: Listado de partidores utilizados para analisis de expresion transcripcional por qPCR. ...........cccccvveneeneen. 21

Tabla 3: Constantes cinéticas de K. phaffii con sobreexpresion de Das! bajo el control de diferentes promotores,
determinados mediante modelo de Monod con inhibiciOn por SUSLIAO. .......c.eeveirieriieerieerieerieeeie e 27

Tabla 4: Parametros cinéticos globales en cultivo por lote en reactor, con metanol como tnica fuente de carbono
D3 8152 5 - TR USSR 32

Tabla 5: Parametros cinéticos utilizados en balance de flux de carbono, a partir de cultivo en reactor por lote con
metanol como Unica fuente de carbono y energia entre 8 y 12 horas de cultivo. .......cccecceeveevieniiniieiieieeeeeee, 35

Tabla 6: Parametros cinéticos en reactor en cultivo por lote alimentado, determinados en las Gltimas 10 horas de
alimentacion a flujo constante de MELANOL. .........ceccviiiiiiiiiiiiicieciecte et e e e reesteestaesereesseesseessaesnas 37

Tabla 7: Parametros cinéticos reportados en Komagataella phaffii cultivada en metanol. ............ccccceeeveereerneenen. 39



1. RESUMEN

La levadura Komagataella phaffii (anteriormente Pichia pastoris) se ha consolidado como una plataforma
biotecnoldgica esencial para la produccion de proteinas recombinantes, gracias a su capacidad para alcanzar altas
densidades celulares y utilizar metanol como inductor fuerte y fuente de carbono. Sin embargo, el metabolismo
oxidativo del metanol presenta desafios significativos, tales como una alta demanda de oxigeno, generacion de calor
y la acumulacion de metabolitos toxicos como el formaldehido, factores que limitan la eficiencia del bioproceso a

escala industrial.

En este contexto, la presente investigacion abordo estos desafios mediante una estrategia de ingenieria metabolica
centrada en la sobreexpresion del gen DAS/ (dihidroxiacetona sintasa 1), con el objetivo de redirigir el flujo de
carbono desde formaldehido hacia la via asimilativa, esperando mejorar asi la productividad y la robustez celular.
Para evaluar esta hipotesis, se construyeron cepas Mut” productoras de lipasa B de Candida antarctica (CalB),
modificadas con una copia adicional de DAS/ bajo la regulacién de promotores de distinta fuerza: Paox: (alcohol
oxidasa 1, inducible), Pgap (gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa, constitutivo fuerte) y Pwmpus (malato

deshidrogenasa 3, constitutivo débil).

La caracterizacion cinética inicial permitid determinar que la regulacion constitutiva fuerte bajo el promotor Pgap
(cepa denominada +DASI1) presentd las mejores propiedades, destacando una constante de inhibicion (Kj)
significativamente mayor al control y una ventaja productiva en etapas tempranas de cultivo. Durante los cultivos
controlados en biorreactor por lote, la cepa +DAS1 demostréo un incremento del 30% en la productividad
volumétrica de proteina recombinante. A nivel fisioldgico, este aumento se correlaciond con una inesperada
sobreexpresion transcripcional colateral de los genes 4OX1 y CalB, junto con la activacion de marcadores de estrés

oxidativo del peroxisoma (PMP20, CATI) y de plegamiento en el reticulo endoplasmatico (PDI).

Contrario a la hipotesis inicial de un aumento en la asimilacion de metanol, el analisis de flujo metabdlico revelo
que la mejora productiva se ve limitada durante la gestion intracelular del carbono, generando el desvio hacia
subproductos y limitando el aumento de la sintesis de biomasa y producto recombinante. Finalmente, en condiciones
de alta densidad de celulas en cultivo por lote alimentado, la cepa +DASI1 exhibié un fenotipo de "produccion
desacoplada" de alto interés industrial. La levadura fue capaz de mantener la productividad especifica de CalB a
pesar de operar a una tasa de crecimiento casi nula y con un consumo reducido de oxigeno y metanol respecto de
la cepa control. Estos hallazgos validan la sobreexpresion constitutiva de DAS1 como una estrategia efectiva para
aumentar la productividad volumétrica de proteina recombinante, desacoplando la formacion de producto del
crecimiento celular, optimizando el rendimiento energético y reduciendo los requerimientos de oxigeno durante el

Pproceso.



2. INTRODUCCION

2.1.  Komagataella phaffii en la produccion de proteina recombinante

Las levaduras metilotréficas, cominmente conocidas como Pichia pastoris fueron reagrupadas en 1995 dentro del
género Komagataella, siendo Komagataella phaffii la especie principal utilizada en biotecnologia [1]. Si bien
existen 6 especies dentro del género, tanto K. pastoris como K. phaffii han sido utilizadas histéricamente para la
produccion de proteinas recombinantes, aunque anélisis de secuencias multigénicas han determinado que la mayoria

de las cepas biotecnoldgicas corresponden a K. phaffii [1,2].

Komagataella phaffii es actualmente uno de los sistemas de expresion de proteinas recombinantes mas usado, tanto
a escala de laboratorio como industrial [3,4] en conjunto con Escherichia coli y las células de ovario de hamster
chino (CHO). Aunque K. phaffii secreta proteinas recombinantes de manera menos eficiente que las células CHO,
permite rendimientos espacio-temporales mas altos para proteinas menos complejas, lo que la posiciona como una

fabrica celular versatil [5].

En el campo de la farmacéutica, es posible encontrar proteinas como la insulina, el antigeno de superficie de
hepatitis B, albumina de suero humano y el factor de crecimiento epidermal, entre otros [6]. Mientras que, en el
campo de la biotecnologia industrial, se utiliza K. phaffii para la producciéon de enzimas de valor comercial y
tecnologico como fitasas, lipasas, mananasas, xilanasas, entre otras [7], expandiéndose hacia enzimas criticas para
la industria alimentaria y de piensos, tales como amilasas y glucoamilasas termoestables [8]. La demanda global de
estas enzimas ha experimentado un crecimiento sostenido en los tltimos 20 afios, con una tasa de crecimiento anual
compuesta proyectada del 5.0% para el periodo 2022-2028, lo que subraya la necesidad critica de desarrollar cepas

productoras mas eficientes y robustas para satisfacer este mercado [8].

Entre las ventajas que presenta K. phaffii frente a otros sistemas de produccion de proteinas recombinantes, se
encuentra su condicion de Crabtree negativo, lo que le permite realizar cultivos en condiciones aerdbicas para llegar
a altas densidades celulares sin acumular cantidades importantes de etanol a diferencia de otras levaduras [9].
Ademas, es posible utilizar un medio de cultivo simple y econdémico, expresar altos niveles de proteina
recombinante tanto de forma intracelular como extracelular, realizar modificaciones metabodlicas en las vias de
glicosilacion para simular un sistema organismos eucariotas mayores [10] y posee el estatus GRAS (generalmente
reconocido como seguro, por sus siglas en inglés) otorgado por la Administracion de alimentos y medicamentos de

E.E.U.U. (FDA) [11,12].

Como levadura metilotroficas, es capaz de oxidar metanol para la produccion de energia y asimilarlo como tnica
fuente de carbono para el crecimiento celular y la formacion de productos [13]. Entre varios factores, la presencia

del promotor alcohol oxidasa 1 (Paoxi), genera interés debido a sus caracteristicas de promotor fuerte y altamente



regulado por la presencia de metanol [14—16]. Sin embargo, el crecimiento en metanol presenta desafios
tecnologicos para la produccion industrial, dado que presenta una alta demanda de oxigeno, alta produccion de calor

y la acumulaciéon de compuestos toxicos durante la fase de induccion con metanol [17,18].

2.2 Metabolismo de metanol

Todas las levaduras metilotroficas utilizan una via comun de oxidacién de metanol (Mut), la cual consiste en un set
de enzimas que se expresan tanto a nivel de peroxisoma como en el citoplasma [19]. Al utilizar esta levadura como
sistema de expresion de proteinas recombinantes, el metanol tiene un doble proposito, como fuente de carbono a
través de la via Mut y como inductor de la expresion de las proteinas recombinante a través de la regulacion de

Paoxi.

El metanol es oxidado en el primer paso por la enzima alcohol-oxidasa, esta enzima es producida por dos genes,
AOXI y AOX2, los cuales poseen un 92% de homologia en su secuencia nucleotidica y un 97% en su secuencia de
aminoacidos [20]. Sin embargo, sus regiones promotoras son diferentes, donde el Paox: produce aproximadamente
el 90% de la alcohol-oxidasa durante la induccion de metanol, por lo que es el promotor inducible mas usado en los
constructos de expresion de proteina recombinante [21,22]. La regulacion de este promotor es compleja y altamente
controlada por una cascada de factores de transcripcion; se ha identificado que activadores como Mitl, Mxrl y
Prm1 responden a la presencia de metanol activando la expresion, mientras que represores como Nrgl, Migl y

Mig2 inhiben el promotor en presencia de fuentes de carbono preferidas como glucosa o glicerol [23].

Debido a lo antes expuesto, es que K. phaffii puede ser clasificada en tres fenotipos segiin su capacidad de
metabolizar metanol, donde la cepa silvestre es capaz de metabolizar metanol eficientemente Mut®, con ambos
genes AOX 1y 2 activos. Mut®, presenta una utilizacion lenta de metanol ya que posee una capacidad limitada para
metabolizar metanol debido a la delecion del gen AOX1 [24] o la mutante Mut’, incapaz de metabolizar metanol
debido a la delecion de ambos genes AOX1 y AOX2 [25,26]. Recientemente se ha demostrado que cepas Mut
pueden utilizar metanol mediante la actividad de la alcohol deshidrogenasa nativa Adh2, ampliando el

entendimiento de este metabolismo [27].

En la Figura 1 se resume la ruta metabolica de oxidacion de metanol, donde en la primera reaccion se forman
formaldehido (HCHO) y peréxido de hidrégeno (H,O»). En este punto la ruta metaboélica se divide entre la via
asimilativa y la disimilativa. En la via disimilativa, el formaldehido sale del peroxisoma y se une espontdneamente
al glutation (GSH) para formar S-(hidroximetil)glutation, este es transformado a formato y luego a didoxido de
carbono (COy), lo que genera dos moles de NADH por cada mol de metanol. Por otra parte, la via asimilativa
comienza con la reacciéon de la enzima dihidroxiacetona sintasa (Das1/2), transformando el formaldehido en

xilulosa-5-fosfato (Xu5P), lo que convierte 3 moles de formaldehido en un mol de gliceraldehido-3-fosfato (GAP),



ademas, Xu5P es regenerado mediante una ruta ciclica (Ciclo XuSP), el cual considera reacciones de la via de las

pentosas [28].

(A) (B)
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@)
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Figura 1: Ruta metaboélica de utilizacion de metanol en K. phaffii: (A) Resumen de las rutas de
asimilacién y disimilaciéon de metanol. (B) Ciclo de la xilulosa monofosfato (XuMP) de la asimilacion de
metanol. Metabolitos entrando y saliendo del peroxisoma son marcados en los cuadros grises. GSH:
glutation reducido; GS-CH2O0H: S-(hidroximetil)glutation; GS-CHO: S-formil glutation: Catl: catalasa;
Fld1: folmaldehido deshidrogenada; Fghl: S-formil glutation hidrolasa; Fdhl: formato deshidrogenasa;
Aox1/2: Alcohol oxidasa 1 y 2; Das1/2: dihidroxiacetona sintasa 1 y 2; Dak2: dihidroxiacetona kinasa;
Tpil: triosafosfato isomerasa; Fbal/2: fructosa 1,6-bifosfato aldolasa; Fbpl: fructosal,6-bifosfatasa;
Shb17: sedoheptulosa 1,7-bifosfatasa; Rkil/2: ribosa 5-fosfato ketol-isomerasa; Rpel/2: D-ribulosa 5-
fosfato 3-epimerasa [29,30].

Si bien, clasicamente se ha postulado que el ciclo Xu5P ocurre en el citoplasma, donde el transporte de XuSP desde
el citoplasma al peroxisoma requeriria de transporte activo [31] Rumayer y colaboradores en 2015 describen que
todo el ciclo se localiza dentro del peroxisoma, utilizando un grupo de enzimas especializadas codificadas por

duplicado en el genoma y reguladas por metanol [32].

2.3 Desafios asociados al metabolismo de metanol.

2.3.1 Baja tasa de crecimiento
K. phaffii alcanza una tasa especifica de crecimiento maxima (umax) de entre 0,28 y 0,32 h™! en glucosa, sin embargo,
esta reprime fuertemente la expresion de Paoxi, por lo que este aziicar no es utilizado en procesos de expresion de
proteina recombinante bajo el control de este promotor [33]. Al utilizar metanol como unica fuente de carbono, la
tasa de crecimiento aparente (experimental) se encuentra en rangos de 0,08 - 0,11 h™! en una cinética de Monod,
mientras que la tasa especifica de crecimiento maxima tedrica se sitGia en 0,14 h™' [33,34]. Sin embargo, no es

posible alcanzar esa tasa de crecimiento debido a los efectos inhibitorios asociados al metabolismo de metanol [34].
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1.1.1. Consumo de oxigeno y produccion de calor
La actividad metabdlica asociada al crecimiento celular y su mantenimiento genera energia en forma de calor,
entendiendo el proceso como una reaccion exergonica [35,36]. La cantidad de calor que es generado durante el
proceso es variable segun parametros como el tipo de células, la fuente de carbono, el aceptor de electrones (Ej.
Oxigeno), tasa de crecimiento, concentracion de biomasa, entre otros. El metabolismo de metanol se vuelve tan
ineficiente como su primer paso de oxidacion por accion de la alcohol oxidasa, la cual requiere una transferencia
directa de electrones desde el metanol hacia el oxigeno, lo que demanda altas cantidades de oxigeno y genera calor
excesivo [14]. Este problema se vuelve muy relevante durante cultivos a mayor escala, donde la transferencia de
calor puede ser un factor limitante del bioproceso [37].
2.3.2 Acumulacién de metabolitos téxicos

Como se ha mencionado anteriormente, el metabolismo de metanol produce dos productos desde su primera
reaccion, peroxido de hidrogeno (H»O,) y formaldehido (HCHO). Wakayama y colaboradores en 2016, han
demostrado que las limitaciones en el crecimiento durante la induccién con metanol no se relacionan directamente

con la concentracion de éste, sino mas bien con la acumulacioén de formaldehido durante su oxidacion [38].

Por otra parte, las especies reactivas de oxigeno (ej. H,O,) generan dafio oxidativo en biomoléculas esenciales como
acidos nucleicos, proteinas y lipidos, ademds, su acumulacion se asocia directamente con la muerte celular
programada o apoptosis y la senescencia celular en levaduras [39]. Durante el metabolismo de metanol, los lipidos
de la membrana del peroxisoma reaccionan con radicales hidroxilo derivados de perdxido de hidrogeno, estas
moléculas toxicas son eliminadas por la accion de dos enzimas centrales en la respuesta antioxidante en el
peroxisoma, Pmp20 (glutation peroxidasa) y catalasa [40,41]. Estudios transcripcionales han demostrado que,
durante la fase de induccidon con metanol, en cultivos de lote alimentado, aumenta de forma considerable la
expresion de genes asociados a respuesta frente a estrés oxidativo, principalmente PMP20 [42]. Este sistema se
encuentra regulado por el factor transcripcional Yapl de K. phaffii (KpYapl), y le permite a la célula responder

especificamente frente a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno y formaldehido [43,44].

Por otra parte, durante la sobreexpresion de proteinas recombinantes se produce estrés oxidativo que no deriva
directamente desde el metabolismo de metanol. En este contexto, existe el aumento en la sintesis de especies
reactivas de oxigeno, principalmente H,O,, como derivado de la formacion enzimatica de enlaces disulfuro en el
reticulo endoplasmico [45]. Ademas, la acumulacion de proteinas en el reticulo endoplasmico durante la fase de
induccion suele generar mal plegamiento de éstas, lo que activa la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, por
sus siglas en inglés), y por consecuencia un aumento en la generacion de especies reactivas de oxigeno derivadas
de la proteolisis inducida [46,47]. Adicionalmente, la sobreexpresion de genes recombinantes puede saturar la
maquinaria secretora innata de la célula, provocando la acumulacion de proteinas mal plegadas en el reticulo

endoplasmico (ER). Este fendmeno desencadena la respuesta UPR, mediante una cascada de sefializacion destinada
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a restaurar la homeostasis con la activacion del factor de transcripcion Hacl, el cual regula positivamente la
expresion de chaperonas como Kar2 y Pdil [48]. Sin embargo, si el estrés se prolonga debido a una alta carga
metabolica, el sistema puede derivar en la degradacion de proteinas via ERAD (degradacion asociada al reticulo
endoplasmico), disminuyendo significativamente la productividad. De hecho, se ha observado que la degradacion
del intracelular producto total en ciertos casos puede ser hasta el 60%, lo que subraya la importancia de equilibrar

la tasa de sintesis proteica con la capacidad de plegamiento y secrecion [48].

Considerando lo expuesto, se evidencia el profundo impacto metabolico que conlleva la sobreexpresion de proteinas
recombinantes bajo induccion con metanol en K. phaffii, respecto del estrés oxidativo asociado al bioproceso. A
nivel fisioldgico, la principal herramienta para contrarrestar los efectos negativos de esto es el sistema redox de

glutation, el cual juega un papel crucial durante el crecimiento en metanol [43.,44].
24 Estrategias de optimizacion de productividad

Las estrategias de optimizacion se pueden agrupar en la modificacion de parametros de cultivo y la tecnologia
asociada al bioproceso [49], o herramientas de ingenieria genética que permitan modular los efectos negativos en

la levadura durante la sobreexpresion de proteina recombinante [50].

2.4.1 Condiciones de cultivo

Una de las estrategias mas utilizadas para el mejoramiento del proceso, es la mezcla de metanol con una segunda
fuente de carbono. Con glicerol o glucosa, K. phaffii presenta velocidades de crecimiento entre 1,5 y 8 veces mas
rapida que con metanol, tomando en consideracion que la glucosa o el glicerol generan represion sobre Paoxi, estos
son utilizados secuencialmente [51]. Al utilizar glicerol o sorbitol como fuente de carbono en conjunto a metanol,
es posible disminuir las tasas de consumo de metanol, lo que genera aumentos en la productividad volumétrica
debido al aumento en la velocidad de crecimiento y la disminucion en la generacion de calor y demanda de oxigeno
[51-53]. También se ha demostrado la relevancia de la estrategia de alimentacion de metanol durante cultivos co-

alimentados con sorbitol [54].

Otro parametro para considerar es la tasa especifica de crecimiento, donde se observa una tendencia donde a menor
tasa especifica de crecimiento en metanol, se genera mejor productividad de proteina recombinante [49]. Esta
situacion se atribuye a que la maquinaria celular se concentra en la produccion de proteina recombinante por sobre
el crecimiento celular, disminuyendo los requerimientos energéticos de mantencion y aumentando la viabilidad

celular [55].

Por otra parte, el oxigeno disponible se posiciona como un recurso clave a la hora de optimizar el proceso de
produccion. Dado que puede utilizarse como reactivo limitante durante la fase de induccion, se ha mostrado que, a

menor tasa de transferencia de oxigeno, aumenta la productividad volumétrica durante el cultivo [56,57]. Bajo
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determinadas condiciones, una limitacion moderada de oxigeno podria contribuir al equilibrio de la ruta MUT al
ajustar la velocidad de oxidacion del metanol a la capacidad celular de asimilar o detoxificar el formaldehido. Este
ajuste podria mejorar el desempenio productivo al reducir el estrés metabdlico, siempre que la disponibilidad de

oxigeno continte siendo suficiente para satisfacer las demandas respiratorias y energéticas [58—61].

2.5 Ingenieria genética

La co-sobreexpresion de proteinas que colaboren en el proceso de produccidon de proteina recombinante es una
estrategia ampliamente utilizada en los diferentes sistemas de expresion. Algunos ejemplos en K. phaffii intentan
remediar los efectos negativos de la sobreexpresion de proteinas, es el caso de la co-sobreexpresion del factor
transcripcional Yapl, el cual favorece la regulacion del estrés oxidativo generado por el proceso, y aumenta
considerablemente la productividad mediante la modulacién en la expresion de mas de 150 genes, generando el

aumento al doble de la produccion de tripsina recombinante [62,63].

Otros ejemplos de este tipo de modificaciones han logrado obtener aumentos entre 1,07 y 3,8 veces [64], entre ellos
se encuentra la sobreexpresion de la proteina disulfuro isomerasa (Pdi), encargada de la formacion de enlaces
disulfuro en el reticulo endoplasmatico [65,66]. Adicionalmente, la co-expresion de chaperonas como Kar2 ha
demostrado mejorar la secrecion de fragmentos de anticuerpos de cadena tnica, sugiriendo que la optimizacion del
plegamiento es clave para proteinas complejas [67]. Estrategias combinacionales que incluyen optimizacion de
codones, dosis génica y co-expresion de chaperonas han probado ser efectivas para aumentar la produccion de

enzimas como la lisozima humana [68].

Ademas de la maquinaria de plegamiento, la ingenieria metabolica enfocada en el suministro de energia y cofactores
ha cobrado relevancia, dado que la produccion y secrecion de proteinas genera una alta carga metabdlica y
desbalance redox. Por ejemplo, la sobreexpresion de genes que codifican enzimas generadoras de NADPH, como
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (ZWF1) y la 6-gluconolactonasa (SOL3), ha demostrado mejorar la
productividad de proteinas recombinantes al aliviar el desbalance redox intracelular [64]. Asimismo, el desarrollo
de nuevas herramientas genéticas, como el sistema CRISPR/Cas9, ha facilitado la edicion precisa del genoma en
K. phaffii, permitiendo la integracion multigénica y la regulacion fina de la expresion mediante la modificacion de

promotores y terminadores, lo cual es fundamental para redirigir los flujos metabolicos de manera eficiente [23].

Por otra parte, GoldenPiCS, se presenta como una herramienta til siendo un sistema modular de clonacion derivado
del sistema Golden Gate, pero enfocado en levaduras. Puede utilizarse para la ingenieria de cepas de K. phaffii, con
el fin de lograr la expresion de vias y la produccion de proteinas u otras aplicaciones que requieren la integracion
de diversos productos de ADN. Permite el ensamblaje de hasta ocho unidades de expresion en un plasmido, con la

capacidad de utilizar diferentes promotores y terminadores caracterizados para cada unidad de expresion [69].
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Interesantemente, se ha reportado que la expresion heterologa de NADH oxidasa en K. phaffii productora de CalB
aument6 la disponibilidad de NAD", el consumo de metanol y la produccion de la proteina recombinante. Esta
modificacion también increment6d los transcritos de DASI y FLDI, asi como la actividad de formaldehido
deshidrogenasa. Los autores propusieron que la disponibilidad NAD" limitaba la actividad de F1d1 y, por tanto, el
flujo de la via disimilativa del metanol.[70] Posteriormente, la co-expresion de adenilato quinasa permiti6 recuperar
la carga energética reducida por la NADH oxidasa y elevd aun mas la actividad de CalB recombinante. Estos
resultados sugieren que la capacidad para metabolizar formaldehido puede restringir directamente el metabolismo

de metanol [70].

2.6 Sobreexpresion de DAS1 en K. phaffii Mut*

Considerando lo anteriormente expuesto, llevar el flujo de carbono del metabolismo de metanol hacia la via
asimilativa de metanol, sugiere ser una interesante alternativa para disminuir la acumulacién de formaldehido y
aumentar la productividad de proteina recombinante. Con este objetivo, en nuestro grupo de investigacion, se ha
generado una cepa mutante capaz de sobreexpresar la enzima Dasl en K. phaffii Mut’, la cual ha presentado
resultados preliminares bastante prometedores. Entre estos avances, enmarcados en el proyecto FONDECYT
1191196, es posible mencionar que esta cepa es hasta 3 veces mas tolerante al formaldehido y presenta un pMAX
un 30% mayor respecto de la cepa control [59]. Estos resultados sugieren el aumento en la eficiencia del consumo
de metanol, y es con esta base que se busca desarrollar una estrategia de produccion de proteina recombinante

basada en esta nueva mutante metabdlica.

La sobreexpresion de DASI en K. phaffii ha sido reportada anteriormente [71]. En el estudio de Krainer y
colaboradores de 2012, utilizando cepas con el fenotipo Mut®, la sobreexpresion de DAST resultd en un aumento de
hasta 3 veces en el rendimiento de conversiéon de metanol a producto como la peroxidasa de rabano picante (HRP)
y la lipasa B de Candida antarctica (CalB) [64,71]. Sin embargo, en ese caso se observo una disminucion de la
productividad volumétrica respecto del control. Como se menciona anteriormente, las cepas Mut® poseen una
capacidad limitada de metabolizar metanol, dada por su deficiencia de AOX1, por lo que el aumento de DAS! podria
no tener los efectos positivos esperados, ya que se encuentra limitado por este paso previo de la ruta metabolica. A
pesar de esto, es importante destacar que la manipulacion de la via Mut ha mostrado resultados prometedores en la

mejora del rendimiento de conversion sustrato-producto (Yp/s).

Esto sugiere que la redistribucion del flujo metabdlico hacia la asimilacion, mediante la accion de la
dihidroxiacetona sintasa, no solo provee el carbono necesario para la biomasa y el mantenimiento energético, sino
que también podria mitigar la toxicidad por formaldehido al canalizarlo eficientemente hacia la formacion de

dihidroxiacetona y gliceraldehido-3-fosfato [64].
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Durante el desarrollo de la presente investigacion, se pretende avanzar en el entendimiento de los efectos de la
sobreexpresion de DASI sobre el metabolismo de metanol, el equilibrio redox y la expresion de proteina

recombinante en Komagataella phaffii.

2.7 Planteamiento del problema

La utilizacién de metanol como inductor de expresion y fuente de carbono, requiere un cuidadoso control, dado que
su metabolizacion genera efectos inhibitorios en el crecimiento celular y la productividad del proceso. Durante la
oxidacion del metanol se generan especies reactivas de oxigeno como el peroxido de hidrogeno, moléculas
peroxidadas y formaldehido como intermediarios, las cuales deben ser removidas para evitar dafios al sistema y

pérdida de productividad.

Por ello, uno de los principales desafios para la produccion eficiente de proteinas reside en la limitacion en la fase
de induccion con metanol, donde el formaldehido no es asimilado de forma 6ptima por las células, generando por
una parte dafio por la acumulacion de metabolitos toxicos y reduccion de la viabilidad; por el otro, una pérdida de

carbono que podria utilizarse para generar energia y biomasa.

Para abordar este cuello de botella se utiliza una cepa mutante de Komagataella phaffii Mut*, la cual sobreexpresa
el gen de la proteina Dasl, se espera que esta estrategia desplace el equilibrio de la reaccion de oxidacion de
formaldehido hacia la via de asimilacion de este metabolito. De esta forma, se busca evitar la acumulacion de
formaldehido y aumentar la tolerancia de la levadura a altas concentraciones de éste durante la fase de induccion
con metanol. Considerando el aumento en la disponibilidad de energia generada por la asimilacion de metanol hacia
el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y la disminucion en la acumulacion de formaldehido, es aceptable considerar

que este sistema aumente su eficiencia de expresion y secrecion de proteinas recombinantes.

Sin embargo, se desconocen los efectos que puede generar la sobreexpresion de DASI y el consecuente
desplazamiento del flujo de carbono hacia la via asimilativa de metanol, sobre los parametros cinéticos y
productivos de Komagataella phaffii. Si bien se espera un efecto positivo respecto de la disminucion del
formaldehido acumulado, es posible que el aumento en el consumo de metanol genere otros inconvenientes, como
la acumulacion de especies reactivas de oxigeno o el aumento en la demanda de oxigeno, lo cual afectaria

directamente la productividad del sistema.

A partir de lo anteriormente expuesto, es que durante el desarrollo de este trabajo se pretende evaluar los efectos de
la sobreexpresion de DASI sobre el metabolismo de metanol y su interaccion con los parametros de cultivo, con el
fin de desarrollar un proceso basado en esta cepa mutante que minimice la acumulacion de especies reactivas de

oxigeno y favorezca el aumento en la productividad volumétrica de proteina recombinante.
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3. HIPOTESIS

“La sobreexpresion de DASI en Komagataella phaffii Mut" mejora significativamente la productividad de proteinas
recombinantes, impulsada por un mayor flujo de carbono a través de la via de asimilacion de metanol, y se asocia
con una perturbacion de la homeostasis redox celular”.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la sobreexpresion de DASI en Komagataella phaffii Mut* sobre la productividad de la proteina
recombinante, el flujo de carbono a través de la via de asimilacion del metanol y los cambios asociados en la

homeostasis redox celular.

4.2 Objetivos especificos

1-. Determinar la mejor estrategia de sobreexpresion de DASI en K. phaffii Mut”, bajo la regulacion de

diferentes promotores, que permita mejorar la productividad volumétrica de CalB.

2-. Evaluar el impacto de la sobreexpresion de DAS! en el flujo metabdlico de carbono dentro de la ruta de oxidacion
de metanol, su efecto en la productividad de proteina recombinante y la homeostasis redox durante cultivo por

lote en reactor.

3-. Evaluar el impacto de la sobreexpresion de DASI en los parametros cinéticos y productivos de K. phaffii Mut”,

durante condiciones productivas de alta densidad de células en cultivo por lote alimentado.
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5. METODOLOGIA

5.1 Meétodos analiticos
5.1.1 Biomasa

La biomasa se cuantifico mediante el método de peso seco de acuerdo con el protocolo descrito previamente [72].
Para ello, se cultivaron 50 mL de K. phaffii en medio YPD por 12h a 30°C con agitacion constante de 200 rpm.
Posteriormente, se recolectd por triplicado en tubos conicos de 15 mL por centrifugacion a 2500xG por 15 minutos
a 4°C. Se descarto el sobrenadante y el pellet fue lavado tres veces con 10 mL de NaCl 150mM. Luego del ultimo
lavado, el pellet fue re suspendido en un volumen de 5 mL de la soluciéon NaCl 150mM vy trasladado a un crisol
previamente secado durante 12 horas a 105°C y pesado hasta alcanzar un peso constante. L.a masa celular se obtuvo
por diferencia y la concentracion de biomasa se determind dividiendo la masa celular en gramos por el volumen

inicial de caldo de cultivo utilizado en litros.

El resto de cultivo se someti6 a diluciones seriadas entre 1 y 200, posteriormente se midio la densidad optica (D.O)
de cada dilucion a 600 nm. La concentracion de biomasa de cada dilucion (g-L), se estimé en funcion de la biomasa
inicial de la muestra, para luego graficar D.O. v/s concentracion de biomasa (g-L"). A partir de la zona lineal de

esta grafica, se obtuvo la ecuacion de conversion de D.O. a concentracion de células.

5.1.2 Metanol

La concentracion de metanol en medio de cultivo se determin6 mediante cromatografia de gases (GC, por sus siglas
en inglés). Se us6 un equipo Perkin-Elmer Clarus 500 con inyeccion manual y detector FID. Adicionalmente se
utilizo una columna Supelco Equity-1 con un volumen de inyeccion de 0,1 pL usando isopropanol 5 g-L™! como

estandar interno. Se diluyd 1:1 con el sobrenadante de cada muestra recolectada.

5.1.3 Medicion de acidos organicos

La concentracion y perfil de acido organicos en la fase liquida se determind mediante cromatografia liquida de alta
presion (HPLC; LC-2030C, Shimadzu). El HPLC estaba equipado con una columna MetaCarb 67H (300 mm x 6,5
mm, Agilent Technologies) con detector UV a una longitud de onda de 214 nm. La columna se operd a 55 °Cy se

utiliz6 H2SO4 0,01 N como eluyente a un caudal de 1 mL-min™".
5.1.4 Analisis de actividad lipasa

La actividad lipasa en sobrenadante, se analiz6 a partir del protocolo de Cabrera et al. en 2010 modificado. Para
ello se mezclaron de 15 pL de sobrenadante (sustrato) con 0,4 mM de p-nitrofenol butirato (pNPB, stock 60 mM
disuelto en acetonitrilo), y buffer fosfato de sodio 50 mM ajustado a pH 7, en un volumen final de 200 pL. La
generacion de producto (pNP) fue medida en un lector de placa de 96 pocillos Multiskan Sky 1530-800532C,

Thermofisher a 398 nm, cada 30 segundos, durante 5 minutos.
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5.2 Medios de cultivo e indculos para cultivo

Las cepas fueron mantenidas en medio YPD (Extracto de levaduras 10 g-L"!, peptona 20 g-L' y dextrosa 10 g-L™")
en caldo o medio sélido (agar-agar 15 g-L"), en caso de requerir seleccion, se adiciono zeocina™ (Invitrogen) a

una concentracion final de 100 pg'mL"' como marcador de seleccion (YPD+Zeo).

El banco celular de cada cepa se realizd6 mediante el cultivdo de una colonia aislada, inoculada en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL con 25 mL de medio YPD+Zeo. Se incub6 durante 12 horas a 30 °C con agitacion constante
de 200 rpm. Las células fueron colectadas por centrifugacion a 2500 xG durante 5 minutos y re suspendidas en 10
mL de medio YPD con glicerol al 40% v/v, llevando a viales con tapa rosca, con 1 mL de suspension y guardados

a -80 °C hasta su uso.

Para cada ensayo realizado, se utiliz6 el medio minimo descrito previamente por Krainer et. al en 2012. Este medio
se denomina YNBM vy esta compuesto por buffer fosfato de potasio 100mM ajustado a pH 6, sulfato de amonio 10
g-L"!, yeast nitrogen base sin aminoacidos (YNB BD Difco™ Ref. 291940) 3,4 g-L"!, biotina (Sigma-Aldrich™
B4639) 0,4 mg-L!' y metanol a la concentracion correspondiente a cada ensayo, previamente filtrado con filtro de

22 um de PTFE.

5.3 Cepas de Komagataella phaffii

Con objeto de evaluar el efecto de la sobreexpresion del gen DASI como gen auxiliar durante la produccion de
proteina recombinante, se desarrollaron las nuevas cepas de K. phaffii sobreexpresoras de DAS! a partir de una cepa
GS115 productora de Lipasa B de Candida antarctica (CalB) con péptido sefial de exportacion aMF [73] con
reversion de auxotrofia como marcador de seleccion [74]. Tanto la cepa parental productora de CalB (codificada
como RIY308) como las nuevas cepas fueron desarrolladas en colaboracion con el equipo de investigacion del Dr.

Patrick Fickers en Gembloux Agro BioTech, Universidad de Li¢ge (TERRA Teaching and Research Centre).

Para la insercion del gen DASI de manera estable en el genoma, se utilizd6 como base el vector pIB4 BB3aZ
incluido en el kit GoldenPiCS (Addgene N°1000000133) [75]. Los vectores correspondientes fueron disefiados y
ensamblados por metodologia HiFi assembly [76], en los que se generaron tres versiones de la unidad
transcripcional para DASI recombinante. Uno bajo el control transcripcional del promotor con alta actividad
transcripcional (fuerte) e inducible por metanol de alcohol oxidasa 1 (Paoxi), otro constructo con DASI bajo el
control transcripcional del promotor constitutivo fuerte de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Pgap) y por
ultimo un constructo con DASI bajo el control del promotor de la enzima malato deshidrogenasa peroxisomal
(Pmpws), el cual presenta baja actividad transcripcional en cultivo con metanol, pero alta actividad con otras fuentes

de carbono [75], detallado en la tablal.
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Cada constructo generado, fue linealizado para su insercion por recombinacién homodloga en el terminador de
alcohol oxidasa 1 (AOXTT) ubicado en el locus PP7435 Chr4-0130, donde se seleccion6 un clon de cada constructo

con s6lo una insercidn en el genoma (evaluado por cuantificacion relativa mediante qPCR).

La cepa utilizada como control en este estudio, deriva de la progenitora de las cepas en estudio (RI'Y308). Esta fue
transformada con el vector pIB4 BB3aZ vacio, es decir, que no presenta el gen de interés (DASI), conteniendo la

resistencia a Zeocina, presentando una Unica insercion en el genoma, al igual que las cepas en estudio.

Tabla 1: Caracteristicas principales de las cepas de estudio en esta investigacion

Marcador de

Nomenclatura Sigla Genotipo Tamaiio (a) .,
seleccion
pIB4(Paoxi-CalB) His+ / YPD Zeo
Paoxi-DASI A 3295pb
Aoxt (A) BB3aZ.14(Paox1-DASI)-Zeo+ P 100 pgmL"!
pIB4(Paoxi-CalB) His+ / YPD Zeo
Pcap-DAS1 B 2849pb
car (B) BB3aZ.14(Pcap -DASI)-Zeo+ P 100 pg-mL"!
pIB4(Poxi-CalB) His+ / YPD Zeo
Pyons-DASI 4
b (LA © BB3aZ.14(pMDH3-DASI)-Zeo+ Sy 100 pg'mL"!
pIB4(Paoxi-CalB) His+ / YPD Zeo
Control D ) a.
ontro (D) BB3aZ.14(vacio)-Zeo+ na 100 pg-mL"
. Medio si
Parental  RIY308 pIB4(Paoxi-CalB) His+ n.a. o s
histidina

(a) Tamaiio correspondiente a la unidad transcripcional del gen DASI recombinante.

5.4 Cultivos en matraz

Para el cultivo en matraz de cada cepa, se realizé un pre-cultivo con 200 puL desde un vial a -80 °C, en matraz de
500 mL con un 10% del volumen final en YNBM con 5 g-L"! de metanol, incubado a 30 °C y con agitacion de 200
rpm durante 20 a 28 horas.

Desde este pre-cultivo, se tomé el volumen correspondiente para inocular matraces de 250 mL a una concentracion
de células de 0,1 g-'L ' (DWC), se centrifugd a 1000 xG durante 5 minutos, re suspendiendo el pellet en medio fresco
e inoculando cada cepa en triplicado biologico, éstos se cultivaron en las mismas condiciones que el pre-cultivo,
durante 20 horas. Para evaluar el crecimiento celular, se tomaron muestras cada 4 horas y se midi6 su absorbancia
a 600 nm en una lector de placas de 96 pocillos, mientras que la concentracion de metanol se evalud en sobrenadante

mediante cromatografia de gases.

A las 12 horas de cultivo, se tomd muestra para evaluacion de la expresion transcripcional de genes (pellet celular
en RNA later a -20 °C). Ademas, para la evaluacion de actividad lipasa en sobrenadante, se tomaron muestras a las

12 y 20 horas de cultivo.
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5.5 Analisis transcriptémico

Las muestras obtenidas desde el cultivo fueron tratadas con el kit de extraccion de RNA YeaStar (Zymo Research).
El RNA purificado se disolvid en agua ultrapura y se cuantificd por absorbancia a 260 nm, y su pureza se evalud
por la razon de su absorbancia a 260/280 nm. Para el andlisis por qPCR se realizo la sintesis de cDNA con 1 pg de
RNA con cada muestra, utilizando el kit AffinityScript JPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent). Finalmente, la reaccion
de qPCR se realizé en duplicado analitico, utilizando 1 pL. de cDNA y cada partidor a 0,2 uM por reaccion de 25
pL mediante el kit Brilliant IT SybrGreen (Agilent).

La amplificacion se realizd con una desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95 °C, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibridacion y extension a 60 °C durante 60 s, en un equipo AriaMx Real-
time PCR System (Agilent). La expresion relativa se calculd con el método -224¢1 [77], utilizando como referencia
los valores medidos del ciclo de cuantificacion (Cq) del gen de la B-actina expresado constitutivamente [78], y la
relacion con la cepa control para determinar la expresion relativa (veces de cambio). Se utilizaron los partidores

detallados en la Tabla 2.
5.6 Gradiente de concentracion de metanol inicial

Para este ensayo, se prepar6 un pre-cultivo de la misma forma que para el cultivo en matraz como ya se menciond
anteriormente. Se evaluaron 8 concentraciones diferentes de metanol inicial (1, 2, 3, 4, 5, 10, 15y 20 g'L"), en
medio YNBM descrito previamente. Cada concentracion se evalud en triplicado bioldgico, en cultivos de 5 mL en
una placa de pocillo profundo de 24 pocillos, y se incub6 a 30 °C con una agitacion de 1000 rpm en triplicado. Se
tomaron muestras de 100 pL cada 4 horas para evaluacién de biomasa, y finalizado el ensayo a las 20 horas se

guardo sobrenadante para evaluacion de actividad lipasa.
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Tabla 2: Listado de partidores utilizados para analisis de expresion transcripcional por gPCR.

Clasificacion Gen Partidor Secuencia 5' - 3' Ref.
Gen de Aeting Ppact-F  AGA TGG CTC CGA GAA GTT CA
Referencia Ppact-R  GTT GCT CAG AGG GCT TCA AC [79]
Heterélogos Call CalB-F  TCT CTG CTC CTT CTG TGT GG
CalB-R  GTC GAA CAG AGG TCC ACA GA
HACI-F  CAA GAA TCA GCC AAA GCC
HACH HACI-R  TGC GAG TGG ATG TAG ATG C
KAR2-F  CCT ACT TCA ACG ACG CTC AA
Estrés de AR KAR2-R  CCA CCC TCA ATA GAA AGC AGA
Reticulo PDI-F GAG CAA CAA GAA GTT TGG AGT TCC (501
ool PDI-R CCT CAT AAG CAG GAG CCA TTC
EROI-F  CGT TAG CAA ACC CTC AAA TCC
FROL EROI-R  GCA GAA TCC CTC ATC ACC ATT
AOX-F  GTG CCC AAC TTG AAC TGA GG
Via de oxidacién 40X AOX-R  AGA TCG TCA AAT GGG GTG GT
del Metanol DAS-F GAC TCC TGG ACA CCC TGA AA [51]
pAst DAS-R  CCT CTT GCA AAC AAG CAT CA
VAPL Yapl-F  AGG AAC CCT GGC GTG ATA GA

Yapl-R AGT GAC AAG AGA CGC AAG GG
Pmp20-F CTC CAG GTG CTT TCA CGA GT
Pmp20-R  AGA TCG AGG GTC AGT CCC AA

Ctal-F TTC GAC AAC GCT AAT CAC GCT AAC

Ctal [82]
Ctal-R ~ TCA CCT CAA ACT CAC CGA AAG CT

Primer-Blast

Estrés Oxidativo Pmp20

5.7 Cultivo en reactor por lote

El pre-cultivo se realiz6 de igual manera que en cultivos anteriores, en matraz de 1 L con 100 mL de medio, el cual
se recolectd para inocular el reactor a una concentracion de células de 0,5 g-L! aproximadamente. El cultivo en
reactor se realizo en un reactor (Applikon, EZ-Control, Netherlands) de 2 L, en un volumen de trabajo de 1,5 L, con
medio YNBM descrito anteriormente, con metanol inicial a 5 g-L™!. Las condiciones de cultivo fueron a 30 °C con
agitacion a 700 rpm, con control de pH a 5.05 regulado por NaOH [2N] y 1 volumen de aire por volumen de liquido
por minuto (VVM) de inyeccion de aire. Los cultivos se monitorizaron durante 20 horas, tomando muestras cada 4
h para determinar la concentracion celular, la concentracion de metanol y la actividad de Ca/B. Durante todo el
proceso, se registro la tension de oxigeno disuelto (TOD) mediante un sensor optico (Applikon, Lumisens,

Netherlands).
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5.8 Analisis de flujo metabdlico

Los flujos metabolicos para cada cepa se calcularon mediante un modelo estequiométrico para K. phaffii descrito
anteriormente por nuestro grupo de investigacion [59,81]. El modelo original se redujo a 40 reacciones que incluyen
las principales vias de metabolismo del metanol, glucolisis y gluconeogénesis, ciclo de acidos tricarboxilicos, via
de las pentosas fosfato y biosintesis de biomasa, a lo que se sumoé la sintesis de lactato y sintesis de CalB,

considerando su formula molecular (Anexo, tabla A1).

La informacion metabdlica para la red de reaccion se obtuvo de modelos previos de flujo metabolico [54,83] y se
agrup6 cuando fue posible para reducir el tamafo de la matriz estequiométrica. La reaccion para la formacion de
biomasa consider6 la contribucion de la composicion macromolecular (proteinas, lipidos, polisacaridos, ADN y
ARN) y se equilibro para obtener la formula empirica de biomasa (CH; 80No.13700.785), tal como se obtuvo de la

composicion elemental de K. phaffii [84,85].

El modelo fue implementado en Python 3 mediante el paquete COBRApy [86], minimizando el flujo de ATP para
mantenimiento (Reaccion 39, tabla A1 anexo) bajo el supuesto de que, para una tasa de crecimiento especifica dada
y una condicién de crecimiento celular de sustrato ilimitado, las células sintetizan nuevas células con el menor
consumo de energia [87].

Todos los flux se expresaron en mmol-ge;'-h™! para cada parametro de entrada calculado entre las 8 y 12 horas, en
cultivo por lote en reactor con metanol como unica fuente de carbono y energia. Los parametros de entrada fueron
fijados como limite inferior y superior, siendo tasa especifica de crecimiento (h™), tasa especifica de consumo de
metanol, productividad especifica de CalB, productividad especifica de 4cido organico (lactato), mientras que la
tasa especifica de consumo de oxigeno fue fijada como limite superior. El modelo implementado permitid estimar

el flux de productividad de CO,, asociado principalmente a la via disimilativa de metanol.

5.9 Cultivo en reactor por lote alimentado

El cultivo del inoculo se llevo a cabo en matraz de un litro con 100 mL de medio YNBG (ynb 3,4 g-L!, sulfato de
amonio 10 g-L!, biotina 0,4 g-L"!, buffer fosfato de potasio 100 mM y glicerol 20 g-L"), inoculados directamente
desde vial (-80) y cultivados a 30°C y agitacion de 200 rpm durante 20 a 24 horas.

Este cultivo se llevd a cabo en reactor Applikon de 3 litros con un volumen inicial de 1,35 litros de medio YNBG
con 45 g-L! de glicerol, a 30°C, 1 VVM de inyeccion de aire y 1000 rpm de agitacion. Manteniendo el cultivo a pH
5,05, mediante la adicion de hidroxido de amonio al 30%. Este ensayo en particular se realizo en una réplica

biologica unica.

El reactor fue inoculado con 1 g'L' de biomasa inicial, para dar comienzo a la fase de lote. Luego de 12 horas de

cultivo con glicerol como unica fuente de carbono se adicion6 un pulso de 5 g'L!' de metanol (concentracion en
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reactor), con objeto de acondicionar las células a la fase de induccion. Una vez consumido completamente el glicerol
presente en el cultivo, sefialado por el aumento abrupto de la tensién de oxigeno disuelto (TOD), se comenzo la fase
de alimentacion a las 25 horas de iniciado el cultivo, alimentado a un flujo constante de 0,0075 L-h™' con YNB a
3,4 gL' y metanol 200 g-L! hasta completar un volumen final de 1,5 litros, luego de 20 horas de alimentacion.
Estas condiciones de alimentacidn se basaron en lo descrito por Ebbecke y colaboradores en 2025 [88], generando

una adaptacion empirica de parametros como la induccion inicial y la concentracion de metanol en la alimentacion.

5.10 Estimaciéon de pardmetros cinéticos

La tasa especifica de crecimiento (1) se estimd desde la pendiente de la region lineal (R*>0,99) de la grafica

semilogaritmica de la concentracion celular (x) y el tiempo (¢), de acuerdo con la ecuacion (1).

Ec. (1) In(x) — In(xo) = tmax * t
Donde x es la concentracion inicial de células en el cultivo. El rendimiento de sustrato en biomasa ( Yss), se estim6

a partir de la pendiente de la region lineal de la concentracion de metanol (S) y la concentracion celular (x), segin

la ecuacion (2).

Ec. (2) Yr = 22X

Considerando Yysy u en la etapa del cultivo en que son constantes, se estimo la tasa especifica de consumo de

sustrato a partir de la expresion definida en la ecuacion 3.

U rYIMet
Ec. (3 =— |[——
3) s e gcarn

El efecto de la concentracién inicial de metanol sobre la tasa especifica de crecimiento se estim6 mediante el calculo
de la contante de inhibicion (Kj;). Para esto, se utilizo la ecuacion de Monod asumiendo modelo de inhibicion por

sustrato segun la ecuacion 4, donde K; corresponde a la constante de saturacion de sustrato.

_ Mmax'S

Ec. (4) U=—" %
KS+S+F

i
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Para la estimacion de las constantes cinéticas asociadas a inhibicion por sustrato (K, K; ¥ tmax), se utilizé el método
de minimizacion del error cuadritico medio (MSE, por sus siglas en inglés) entre los datos predichos y

experimentales (R*>0,99), de acuerdo con la ecuacion 5.
1 R 2
Ec. (5) MIN: MSE =~ Yo (8 — uy)

Donde i, representa la estimacion experimental de los valores de u. Esta optimizacion se llevé a cabo utilizando

la herramienta SOLVER en Microsoft Excel®.

Para el calculo de parametros cinéticos asociados al oxigeno, se determind el coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno (K;a), mediante la metodologia de gaseo (ecuacion 6) y desgaseo (ecuacion 7) descrito
previamente [89]. Calculado de forma independiente para cada condicién de operacion del cultivo en reactor, en

funcién del medio de cultivo (YNBM o YNBGQG), la agitacion (rpm) y la inyeccion de aire por volumen de medio

(Fvm).

Ec. (6) In (CC—LLO) =Ka-t

Ec. (7) In (1 — %) =Ka-t

Donde C;, corresponde a la concentracion de oxigeno en el medio (mg-L™), Cro es la concentracion inicial de oxigeno

en el medio y C* es la solubilidad de oxigeno a la temperatura de trabajo (fijado a 7,54 mg-L"' a 30 °C [90]).

A partir de lo anterior, se determind la velocidad de transferencia de oxigeno (V70), seglin detalla la ecuacion 8:
Ec. (8) VTO = K a(C* — Cp)

Considerando que el cambio de la concentracion de oxigeno disuelto en el tiempo es resultado de la diferencia entre
la velocidad de transferencia de oxigeno y la velocidad de consumo de oxigeno (V'CO), es posible determinar VCO

segun plantea la ecuaciones 9 y 10.

Ec. (9) =L = VT0 - VCO
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Ec. (10) veo =vTo — (=)

t—to

Cuando se ha determinado la velocidad de consumo de oxigeno, es posible determinar la tasa especifica de consumo

de oxigeno (qo2), mediante el cociente con la biomasa, segtin detalla la ecuacion 11.

VTO mmolp,

Ec. (11) oz =~ [7,—,

Respecto a la determinacion de actividad enzimatica en sobrenadante, evaluada mediante aparicion de producto en
el tiempo, se determino la unidad internaciones (UI) por unidad de volumen, a partir de la ecuacion 12, considerando

una Ul como la cantidad de enzima necesaria para la conversion de 1 mmol de sustrato en 1 minuto.

Ec. (12) Z_ml_

L min

Pm—Pp
fc

)GD)

Donde P,, corresponde a la pendiente de la aparicion de producto con muestra (Absorbancia 398 nm'min™), P,
corresponde a la pendiente de la reaccidon blanco, fc es el factor de conversion obtenido a partir de la pendiente de
la curva de calibrado de producto en absorbancia (Abssesam'mM), V7 corresponde al volumen total de reaccion (L)

y Vi el volumen de muestra utilizada en reaccion (L).

Para el calculo de parametros en cultivo por lote alimentado, se requiere considerar el cambio de volumen durante

la etapa de alimentacion. Para esto, se considera la expresion en la ecuacion 13.
Ec. (13) XV = X,V, - epmaxt
Al operar y despejar la expresion en la ecuacion 13, es posible obtener el valor de pm. durante el periodo de

alimentacion, considerando Xy y ¥y como la concentracion de biomasa y el volumen al inicio de la etapa de

alimentacion, la expresion utilizada se presenta en la ecuacion 14.

Ec. (14) Hmax =

Respecto de la determinacion de parametros asociados al consumo de metanol durante la fase de alimentacion

constante, se determind el rendimiento de biomasa en sustrato a partir de la expresion presentada en la ecuacion 15.
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Ec. (15) % IS + Yil =F-Sp-t+S,V, + lX;,)VOl

Donde F corresponde al flujo de alimentacion (L-h™), S corresponde a la concentracion de sustrato en el cultivo

(g'L"), Sk corresponde a la concentracion de sustrato en la flujo de entrada de alimentacion (g-L™).

Con esto, finalmente se estimo6 la productividad especifica de generacion de producto (¢gp), donde la variacion de
concentracion de producto respecto del cambio del volumen en el tiempo se asocia directamente con el cambio de

la biomasa y volumen durante la fase de alimentacion, segin se expresa en la ecuacion 16 y 17.

Ec. (16) L = gpxv
[(PV—POVO)
Ec. (17) qp = %

Donde, Py corresponde a la concentracion de producto al momento de iniciar la fase de alimentacion, y la expresion

de t-tprepresenta el tiempo transcurrido de la alimentacion.

5.11 Analisis estadistico

Salvo que se indique lo contrario, los pardmetros cinéticos se calcularon a partir de mediciones obtenidas en
experimentos independientes. Cuando corresponde, los valores se expresan como el promedio + la desviacion

estandar de los datos.

La significancia estadistica de los datos se evalu6 en el software Graphpad Prism® 6 (Graphpad Software Inc., San
Diego, CA, EE. UU.), mediante test ANOVA de dos vias, cuando se evaliia mas de dos condiciones experimentales
(como cepas de estudio) y un test T multiple no pareado (método Holm-Sidak) en caso de comparar sélo dos
condiciones experimentales. Se considero la diferencia significativa de los promedios, con un intervalo de confianza
del 95% (P<0,05) en adelante, donde P<0,05, P<0,01, P<0,001 y P<0,0001 se rotula en cada grafica como (*), (**),

(¥*%) y (****) respectivamente.
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6. RESULTADOS

El presente capitulo expone los hallazgos experimentales obtenidos con el fin de validar la hipdtesis en que se
plantea el rol de la sobreexpresion del gen DASI de Komagataella phaffii (Mut"), como factor determinante en la
mejora de la productividad de proteinas recombinantes mediante un incremento en el flujo de carbono sobre la ruta

asimilativa de metanol y sus consecuencias en la homeostasis celular.

En primer lugar, se describen y comparan las estrategias de construccion de cepas para determinar la regulacion
transcripcional mas eficiente para la sobreexpresion de Dasl. A continuacidn, se analiza el impacto fisioldgico de
dicha modificacion genética durante el cultivo controlado en reactor por lote, evaluando especificamente las
alteraciones en el flujo metabolico de la via de metanol y marcadores del estado redox intracelular. Finalmente, se
presentan los parametros cinéticos y productivos alcanzados bajo condiciones dindmicas de cultivo en lote

alimentado, determinando asi la viabilidad del sistema en un entorno de alta densidad de células.
6.1. Efecto de la Concentracion de Metanol en la Cinética de Crecimiento

La exposicion de las cepas de Komagataella phaffii a diferentes concentraciones iniciales de metanol reveld que la
tasa de crecimiento es dependiente de la concentracion del sustrato, observandose una disminucion generalizada de
la velocidad especifica de crecimiento a medida que aumento la concentracion inicial de metanol (Figura 2). Los
datos experimentales de las cuatro cepas se ajustaron satisfactoriamente con un elevado coeficiente R? a un modelo

cinético de Monod con inhibicion por sustrato.

A pesar del ajuste general al modelo, se evidencid una sensibilidad diferencial entre la cepa control y las variantes
mutantes (Tabla 3). Aunque la variacion de la velocidad maxima de crecimiento w4 entre las cepas no supero6 el
10%, el parametro de la constante de inhibicion (K;) mostro diferencias considerables. La cepa A (Paoxi-DAST)
exhibi6 una Ki de 52 g-L' casi el doble que la cepa control (27.6 g-L!) indicando una mayor tolerancia a
concentraciones inhibitorias de metanol. En contraste, la cepa C (Pmpms-DASI) presento el valor mas bajo de Ki,
denotando una alta sensibilidad al sustrato. Por su parte, la cepa B (Pgap-DAS1) destacod por presentar el mayor

valor de la constante de afinidad (Ks coincidiendo con la cepa que mostrd la mayor wmqx estimada).

Tabla 3: Constantes cinéticas de K. phaffii con sobreexpresion de Dasl bajo el control de
diferentes promotores, determinados mediante modelo de Monod con inhibicidn por sustrato.

Mmax [h7] Ks[g- L] Ki[g-L"] R?
Prox-DASI (A) 0,185 0,120 52,89 0,999
Piap-DASI (B) 0,213 0,391 45,50 0,998
Pvipus-DAS1 (C) 0,179 0,229 17,57 0,997
Control (D) 0,201 0,215 27,64 0,991
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Figura 2: Tasa especifica de crecimiento frente a la concentraciones crecientes de metanol inicial.
Los datos experimentales se muestran en el simbolo de color correspondiente a cada cepa (A) Paoxi, (B)
Pcap, (C) Puvpns y (D) control. La simulacion del modelo de Monod con inhibicion se muestra como una
linea punteada en gris en cada grafica.

7.2 Evaluacion de la Productividad de Lipasa

En cuanto a la produccion de proteina recombinante (Figura 2), la productividad volumétrica siguioé una tendencia
gaussiana con un Optimo entre 4 y 5 g'L! de metanol inicial. En este rango, Ginicamente la cepa B super6 la
productividad volumétrica del control, especificamente a 4 g-L™!. Sin embargo, en términos de productividad
especifica, la cepa C mostro valores considerablemente superiores en todas las condiciones, alcanzando 43 Ul-gcer
'h!. La cepa B logro equiparar y superar este valor solo a la concentracion de 4 gL' obteniendo una productividad

volumétrica de 40 UL-ge"-h!.
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Figura 3: Productividad de CalB a concentraciones crecientes de
metanol inicial. Productividad volumétrica (A) y especifica (B) de cepas
de K. phaffii sobreexpresoras de DASI.

7.3 Validacion de Perfiles Cinéticos en Matraz

Para superar las limitaciones de transferencia de oxigeno de las placas de pocillo profundo, se evalué el desempeiio
cinético en matraz a 5 g-L"! de metanol (Figura 3). Los perfiles de crecimiento (Figura 4A) mostraron que la cepa
B alcanz6 la fase estacionaria y la mayor concentracion de biomasa de manera mas temprana (16 horas) en

comparacion con el resto de las cepas (20 horas).

El consumo de metanol (Figura 4B) revel6 diferencias significativas: a las 12 horas, los cultivos de la cepa A
presentaron las concentraciones residuales mas bajas, mientras que la cepa control y la cepa C mostraron un retraso

en el consumo. Al finalizar el cultivo luego de 20 horas, todas las cepas excepto la C habian agotado el sustrato.
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Figura 4: Cinética de crecimiento y consumo de sustrato durante cultivo en matraz. (A) Cambio
de la concentracion de células (peso seco estimado) en el tiempo. (B) Cambio en la concentracion de
metanol en sobrenadante en el tiempo.

Cinéticamente (Figura 5), las cepas sobreexpresoras de DAS/ presentaron tasas especificas de crecimiento entre
0,17 y 0,19 h', superiores al promedio del control (0,162 h™). Asimismo, la velocidad especifica de consumo de

metanol mostrd una tendencia al alza correlacionada con la fuerza del promotor utilizado: Paoxi > Pcarpu > Pypns.

Respecto al rendimiento biomasa/sustrato (Figura 5B), solo la cepa C mostré un aumento considerable, aunque

paraddjicamente fue la inica que no consumi6 la totalidad del sustrato.

A B c
Paox-DAS14 — PAaox-DAS14 = Paox-DAS1 —
Pcap-DAS1 A PGar-DAS1 — PGar-DASTA —
Paox-DAS1
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-1 A
[9cel Imeton ] [Imeton - Ieer - D]

Figura 5: Parametros cinéticos durante cultivo en matraz. (A) Productividad volumétrica, (B) Productividad
especifica de cepas de K. phaffii sobreexpresoras de DASI y CalB.

En términos de productividad temporal (Figura 6), la cepa B demostro una ventaja cinética significativa a las 12
horas de cultivo, comenzando la produccion de CalB a mayor velocidad en etapas tempranas, aunque al final del

cultivo (20 horas) la cepa control logré igualar su productividad volumétrica.
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Figura 6: Productividad de CalB durante cultivo en matraz. (A) Productividad volumétrica de cepas
sobreexpresoras de DASI y control, (B) Productividad especifica de cepas sobreexpresoras de DASI y
control.

6.4. Analisis Transcripcional

El analisis de expresion génica mediante qPCR a las 12 horas (Figura 7) reveld perfiles transcripcionales
inesperados. Las cepas modificadas mostraron una sobreexpresion significativa no solo del gen DASI (como era
esperado), sino también de AOX! y CalB, a pesar de que la unidad transcripcional de CalB y el gen AOXI nativo
no fueron modificados. Este hallazgo sugiere una posible regulacion cruzada, dado que ambos genes estan bajo el

control del promotor Paoxi.

Considerando el cumplimiento del primer objetivo especifico, y ponderando los parametros de pimax, Ki, tolerancia
al metanol y la productividad temprana de CalB, se determin6 que la cepa B presentaba las mejores proyecciones
biotecnoldgicas. En consecuencia, esta variante fue seleccionada para las etapas posteriores y se denominara en

adelante como cepa +DASI.

Durante el cultivo en biorreactor (Figura 8), la cepa +DAS1 y el control mostraron perfiles similares de crecimiento
y agotamiento de metanol, alcanzando ambas una biomasa final de aproximadamente 2 g-L! tras 16 horas. Sin
embargo, la cepa +DASI presentd un aumento leve en la biomasa final y una mejora sustancial del 30% en la
productividad volumétrica a las 20 horas (Figura 8C). Consistentemente con los ensayos en matraz, la ventaja en

productividad especifica de +DAS! se manifesto principalmente en la etapa temprana (8-12 horas).
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Figura 7: Expresion relativa de genes regulados por metanol 12 horas de cultivo en
matraz. Cepas sobreexpresoras de DASI bajo el control de los promotores Paox
(morado), Pgar (azul) y Pmpns (verde), y de control sin sobreexpresion de DAS! (rojo).

El analisis de los parametros cinéticos en reactor (Tabla 4) indico que, si bien la productividad especifica global no
presento diferencias estadisticamente significativas, +DASI mostrd valores nominales mayores, acompaiiados de
menores tasas especificas de consumo de oxigeno y metanol. Los perfiles de consumo de oxigeno (Figura 8 E y F)

confirmaron que la mayor demanda metabdlica ocurri6 entre las 12 y 14 horas para ambas cepas.

Tabla 4: Parametros cinéticos globales en cultivo por lote en reactor, con metanol como
unica fuente de carbono y energia.

+DAS1 Control Sig.
p[h'] 0,175+0,018 0,187+ 0,018 ns
Yxs [geel - gvieion™'] 0,389 + 0,042 0,374 + 0,047 ns
CalB [UI- L] 755 + 59 577 + 60 &
Qca[Ul- L' h'] 38+3 29+3 *
qcas [Ul - g - h'] 41+7 36+1 ns
qmeton [mmol - geer! - '] 2,15+ 0,63 2,28 +£ 0,33 ns
qoz [mmol - geer! - h'] 7,22 +£1,79 88915 ns
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Figura 8: Parametros cinéticos y productivos obtenidos durante cultivo por lote en reactor. Variacion
de concentracion celular (A), concentracion de metanol (B) en cultivos de reactores por lote con cepas control
y +DAS1. Productividad volumétrica de cepas Control y +DASI (A). Productividad especifica de cepas
Control y +DAS1 (B) vs. tiempo, en cultivo de reactores por lote. Velocidad de consumo de oxigeno de cepa
control (A) y cepa +DASI (B) en cultivo de reactores por lote.
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6.5. Respuesta a Estrés Celular

El analisis de marcadores genéticos a las 8 horas (Figura 9) corrobor¢ la alta expresion de AOX1, DASI y CalB en
+DASI (4-5 veces superior al control). Respecto al estrés celular, no se detectaron diferencias significativas en
marcadores generales de estrés de reticulo (UPR), salvo un aumento en la Proteina Disulfuro Isomerasa (PDI). Por
el contrario, los marcadores de estrés oxidativo se mostraron significativamente activados en +DASI, con la

excepcion del factor transcripcional YAPI.
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Figura 9: Expresion relativa de genes asociados al metabolismo del metanol y estrés celular. Expresion
de los genes inducidos por metanol (A). Niveles de transcripcion de Hacl, Kar2, Erol y Pdil, relacionados
con la respuesta al estrés del reticulo endoplasmatico (UPR) (B). Genes asociados al estrés oxidativo, Yapl,
Pmp20 y Cat (C). Evaluados mediante qPCR.

6.6. Analisis de Flujo Metabdlico

Para dilucidar los mecanismos subyacentes, se estimo la distribucion del flujo de carbono mediante un modelo
estequiométrico durante la fase de crecimiento exponencial (8-12 horas) (Figura 10, Tabla 5). Los flujos de entrada
de tasa especifica de consumo de metanol fueron de 2,482 y 1,869 mmol-gei'-h"! para el control y +DASI,

respectivamente.

En este analisis, se observo un aumento en la proporcion de carbono dirigido hacia la via asimilativa en la cepa
+DASI (78,2%) respecto al control (58,5%), lo que indica una redistribucion significativa de los flujos de la
bifurcacion asimilativa/disimilativa. En ambas cepas, la fraccion del carbono que se canalizo hacia la produccion
de CalB fue muy similar (27,5% en +DASI vs 28% en control), una situacion similar se observo respecto de la
biomasa (10,7% +DASI vs 8,1% en control). Por otra parte, se identificé que la cepa +DAS1 destina casi el doble

del carbono consumido a la productividad de acidos organicos, en este caso identificado como lactato.

Estos resultados indican que la sobreexpresion de DAS/ y el aumento de la asimilacion de metanol, no deriva
directamente en una mayor disponibilidad de carbono y energia, que pueda traducirse en el aumento considerable
del crecimiento o la productividad. Si bien se observa la formacion de un nuevo cuello de botella que limita el uso
del carbono asimilado, es relevante notar la diferencia en el potencial toxico del formaldehido y otros metabolitos

que se puedan acumular, en este caso acidos organicos como lactato [43,59,60].
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Tabla 5: Parametros cinéticos utilizados en balance de flux de carbono, a partir de cultivo en reactor
por lote con metanol como unica fuente de carbono y energia entre 8 y 12 horas de cultivo.

+DAS1 Control
n[h'] 0,198 + 0,042 0,216 + 0,032
Yxis [eel * Eeton™] 0,415+ 0,071 0,346 + 0,071
queton [mmol * geo ™+ b 1,869 £ 0,312 2,482 + 0,404

qoz [mmol * geo! - h7!]

7,540 = 1,333

8,052 +3,374

Qprot [mMmol - geo™ - 1] 0,00032 + 0,00007 0,00058 + 0,00017

qao[mmol - ge" - h7'] 0,249 = 0,069 0,181 + 0,098

4 )

Flux consumo de metanol

(5] 2482[mmol - geyt - 1]
(7)) 1869 (mmol - gee' - h1] |

CH,OH

100
100

-

DS

— C02

Peroxisoma

S erx

v
Metabolismo

8.8 Central
10.7

Mediio extracelular

Biomasa * % CalBmmoy

o J
Figura 10: Flujo de carbono a través de la ruta de oxidacion de metanol analisis de balance de flujo
metabolico. En el cuadro superior se detalla el flujo de consumo de metanol presentado por cada cepa

[mmol-ge.!h!]. La proporcion y distribucion del carbono captado por la cepa control se detalla en los
cuadros rojos y +DASI1 en los cuadros azules. AS indica la via asimilativa de metanol y DS indica la via
disimilativa. OA representa el flujo de formacion y secrecion del acido organico detectado por HPLC.
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Para evaluar la calidad productiva de +DAS! en condiciones de alta demanda metabdlica, se realizaron cultivos en
modo lote alimentado (Figura 11). El protocolo incluyd una etapa de crecimiento inicial con glicerol (0-12 horas),
un pulso de adaptacion con metanol (5 g'L") a las 12 horas, y el inicio de la alimentacion constante con metanol a

partir de las 25 horas (zona destacada en amarillo).

El comportamiento de ambas cepas fue idéntico en la etapa de glicerol, con diferencias notables solo durante las
ultimas 10 horas de la fase de alimentacion con metanol. El consumo de metanol fue equivalente antes de la
alimentacion, donde la concentracion disminuyé gradualmente de 5 a 3,2 g-L"!. Sin embargo, tras 12 horas de
alimentacion constante, la cepa +DASI mostré una mayor concentracion de metanol residual en el medio en

comparacion con el control, condicion que se mantuvo hasta el final.

Al analizar la tendencia del crecimiento celular (Figura 11A 'y 11B), la cepa control logré una mayor acumulacion
de biomasa al final del cultivo, en coherencia con su mayor consumo de metanol. Respecto a la produccion de lipasa
(Figura 11A y 11C), las diferencias volumétricas fueron bajas, aunque +DASI mantuvo una mayor produccion al
finalizar la etapa de alimentacion. En linea con su menor actividad metabdlica general, la cepa +DASI presento

una menor velocidad de consumo de oxigeno (VCO) durante ambas etapas del cultivo (Figura 11D).
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Figura 11: Parametros cinéticos y productivos obtenidos durante el cultivo en lote alimentado. (A) Produccion
de biomasa y concentracion de metanol en el tiempo. (B) Actividad lipasa en sobrenadante y concentracion de
metanol en el tiempo. (C) Velocidad de consumo de oxigeno en el tiempo (D). La flecha gris indica el pulso de
metanol a 5 g'L"! durante el crecimiento en glicerol y la zona amarilla indica el periodo de alimentacidn constante
con metanol 200 g-L!. Cepa Control en triangulos invertidos, cepa +DAS1 en cuadrados. Las barras de error
corresponden a desviacion estandar de las réplicas analiticas.
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Los parametros fisiologicos detallados en la Tabla 6 durante la fase de alimentacion resaltan la divergencia: +DAS/
present6 una tasa especifica de crecimiento casi nula (tres veces menor al control), un bajo rendimiento de metanol

a biomasa (cuatro veces menor al control), y un menor consumo de oxigeno (0,8 veces menor al control).

La productividad especifica de CalB sobre biomasa se mantuvo mayor en +DAS], siguiendo tendencias previas.
No obstante, al analizar la productividad especifica de CalB en funcion del metanol consumido el panorama se

invirti6, mostrando +DASI un valor 40% menor al control, reflejo de su bajo consumo total de metanol.

Tabla 6: Parametros cinéticos en reactor en cultivo por lote alimentado, determinados en las ultimas 10
horas de alimentacion a flujo constante de metanol.

n Yxis Met qo2 (caB (caB
[h']  [geergmec']  [gmecgca™h!]  [mmol-gca™h']  [Ul'gea™h™]  [UI'gmec'-h]
Control 0,017 0,403 0,012 0,521 13,167 161
+Dasl 0,005 0,104 0,020 0,402 16,781 96

En resumen, los resultados expuestos demuestran que la sobreexpresion de DASI bajo el promotor Pgappn genera
un fenotipo de "produccion desacoplada”. La cepa +DAS1 es capaz de sostener o aumentar la produccion
volumétrica de proteina recombinante (CalB) a pesar de suprimir significativamente el crecimiento celular (tasa de
crecimiento casi nula) y reducir el consumo especifico de metanol y oxigeno. Esta caracteristica es relevante, ya
que +DASI es capaz de producir tanto o mas CalB que el control mientras minimiza la acumulacion de biomasa y
la demanda de oxigeno. El perfil de alta productividad especifica de producto por unidad de biomasa en condiciones
de baja demanda energética (demostrada por la baja qo2 y Yxss) confiere a esta cepa modificada metabolicamente
caracteristicas altamente ventajosas para optimizar procesos industriales, donde la reduccion de costos operativos

y la eficiencia del rendimiento producto/biomasa son objetivos primordiales.
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7. DISCUSION

El presente capitulo se presenta un analisis critico de los resultados experimentales descritos anteriormente, con el
fin de revisar la hipotesis planteada en torno a la manipulacion genética de DASI en Komagataella phaffii Mut®,
como un punto de inflexiéon para potenciar la productividad de proteina recombinante y sus consecuentes

repercusiones en la homeostasis celular.

En primera instancia, se discute la relevancia de la fuerza del promotor y la estrategia de sobreexpresion en la
modulacion de los parametros cinéticos y productivos de K. phaffii Mut'. Posteriormente, se examinan los
mecanismos metabdlicos observados durante el cultivo controlado en reactor de la cepa Pgap-DASI, dado que
presento los resultados con mejores proyecciones de entre las cepas modificadas. Evaluando asi, si el aumento en
la expresion de DAS! conlleva un aumento significativo en la capacidad de asimilacion de metanol. Finalmente, se
analizan las implicaciones de estos fendmenos sobre los pardmetros cinéticos y el rendimiento global en cultivos
de alta densidad de células (lote alimentado), contrastando los resultados obtenidos con la literatura vigente para

determinar la viabilidad y robustez industrial de la cepa desarrollada.
7.1. Justificacion de la estrategia de ingenieria metabdlica: El rol de DAS1

En Komagataella phaffii, el gen DASI codifica para la dihidroxiacetona sintasa 1, enzima clave que cataliza el
primer paso en la via de asimilacion del formaldehido, desviando el carbono hacia la sintesis de biomasa y energia
(gliceraldehido-3-fosfato). La sobreexpresion de esta enzima en K. phaffii fue implementada con objeto de redirigir
el flujo de carbono y mitigar la toxicidad generada por la eventual acumulacion de formaldehido, un metabolito que

compromete el crecimiento celular y su productividad [13,59].

Anteriormente ya se ha estudiado el efecto de la sobreexpresion de DAS! en cepas productivas de K. phaffii, donde
se reportd un aumento en la productividad especifica de sustrato (metanol) en proteina recombinante. Sin embargo,
derivé en una disminucion de la productividad volumétrica [71]. Es por esto que al considerar los efectos que puede
tener la sobreexpresion de DASI en el metabolismo de K. phaffii, en cultivos con metanol, se evaluaron tres
estrategias diferentes respecto de los niveles transcripcionales y las condiciones de expresion heterdloga de DAS1
[16,91].

7.2. Evaluacion de la fuerza del promotor en DAS1 sobre el desempeiio cinético y
productivo

En primera instancia, como se muestra en la Figura 2, se analizo el efecto que tenian las diferentes concentraciones
de metanol inicial en el medio de cultivo sobre la tasa especifica de crecimiento. Con respecto a este parametro, el
analisis de las tres cepas muestra un resultado diferencial al determinar los parametros cinéticos presentados. En la

Tabla 3 vemos que la tasa especifica de crecimiento vario entre 0.17 y 0.21 donde la cepa que presentd una menor
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Umax fue aquella que sobreexpesaba Das1 bajo el control de Pvpns. No se esperaba este resultado considerando que

disminuye la velocidad especifica de crecimiento respecto a la cepa control que no sobreexpresa DASI [92]

Por otra parte, la cepa que presento la um. simulada mas alta, fue aquella que sobreexpresa Dasl bajo el control
Pgap, un promotor de expresion constitutiva y de alta actividad transcripcional. En este sentido, llama la atencion
que el resultado sea mejor a los presentados por la cepa que sobreexpresa DAS! bajo el control del Paoxi, promotor

que normalmente se utiliza para sobreexpresar tanto genes recombinantes como genes auxiliares [16,91].

Sin embargo, existen reportes anteriores que hablan respecto de efectos diferenciales que tiene la insercion de
diferentes unidades transcripcionales bajo el control del Paoxi [16,48]. Otros estudios reportan un cambio en los
resultados obtenidos, dependiendo de las caracteristicas del promotor seleccionado durante la estrategia de
expresion de un gen auxiliar [93,94]. Es por esto que se decidi6 evaluar la sobreexpresion de DAS! bajo regiones

promotoras de caracteristicas diferentes.

Al comparar los datos de los parametros cinéticos obtenidos en este ensayo, destacan las altas puma.x obtenidas en
todas las cepas estudiadas (entre 0,179 a 0,213 h") respecto de lo reportado anteriormente, como se ve en la Tabla
7. Si bien cada estudio utilizé cepas distintas, cepas productoras y diferentes modelos para estimar los parametros,
destaca la coincidencia en las constantes de afinidad por sustrato Kg, las cuales se han reportado entre 0.1, 0.35 y

1.5 gL [13].

Tabla 7: Parametros cinéticos reportados en Komagataella phaffii cultivada en metanol.

Modelo Wmax [N7'] K gL'l K;[gL" Sistema de Cultivo Ref.

Andrews 0,146 1,5 8,86 Lote Alimentado [95]
Monod 0,14 0,1 - Lote alimentado [96]
Monod 0,084 0,22 - Continuo [97]

Andrews 0,088 0,344 14,86 Lote [53]

Andrews 0,087 0,35 7,08 Continuo [98]

En este sentido era de esperar que las cepas mutantes con sobreexpresion de DASI, pudiesen presentar constantes
de afinidad menores relacionadas a los posibles efectos que esta mutacion pudiese generar en el metabolismo de

metanol [59,99].

7.3. Tolerancia a la inhibicion por metanol: Andlisis de la constante K;

Finalmente, el parametro mas relevante para determinar la cepa que presenta un mejor rendimiento respecto del

metabolismo de metanol es la constante de inhibicion Ki, donde una constante de inhibicion mayor es indicativa de
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tolerancia a altas concentraciones de metanol en el medio. En este sentido, todas las cepas estudiadas presentaron
niveles de Ki mayores a los reportados en otros estudios [13,91]. Sin embargo, considerando que son cepas
productoras de proteinas recombinantes, es necesario considerar los cambios en el metabolismo que puede generar
la carga de la produccion de proteina en cada caso particular, ademas de la cepa utilizada en cada estudio y el

background genético que ésta pudiese tener [48,82].

Respecto de los valores de Ki las cepas que sobre expresan la enzima DASI con promotores fuertes ya sea, Paoxi 0
Pcap, presentaron las mayores constantes de inhibicion [16,91]. Esto indica que resisten altas concentraciones de
metanol sin variar demasiado los pardmetros cinéticos de crecimiento [13]. Si bien, la constante de inhibicion (K7)
de la cepa Paox-DASI llega a ser el doble que la cepa control [71]. El coeficiente R? obtenido entre los datos
experimentales y las simulaciones asociadas al modelo de Monod permiten confiar en los parametros calculados

[13,92].

7.4. Comparacion de productividades y consumo de metanol

Los resultados presentados en la Figura 3, referente a la productividad de lipasa en sobrenadante, fueron bastante
categoricos. Al analizar la productividad volumétrica destaca la cepa que sobreexpresa DAS! bajo el control del
Pcap superando a las otras cepas en casi todas las concentraciones de metanol inicial. Sin embargo, la cepa control

mostro mejor desempefio frente a altas concentraciones de metanol inicial entre 10 y 20 g-L' [71].

Es importante considerar que la productividad volumétrica depende, entre otras cosas, de la biomasa alcanzada
durante las horas de cultivo [13]. Esto se debe a que la tasa especifica de crecimiento disminuye cuando la
concentracion de metanol es alta, logrando alcanzar una menor biomasa en el mismo tiempo de cultivo [91]. Por
ende, a altas concentraciones de metanol, un mejor parametro para comparar el desempefio productivo de cada cepa
es la productividad especifica (Figura 3B) [48], donde la cepas mutantes con sobreexpresion del gen auxiliar DASI,
muestran un desempefio mejor en todas las condiciones evaluadas, con excepcion de la cepa que sobreexpresa DAS!
bajo el control del Paoxi, la cual presentd productividades especificas iguales o0 menores a la cepa control en todas

las condiciones evaluadas [91].

Este fue un resultado inesperado, considerando que presenta un alto Ki y una pmax simulada cercana a la de las otras
cepas [71]. Esto podria estar asociado a la Ks que presenta esta cepa, y como se muestra en la Figura 4B su rapido
consumo de metanol puede repercutir en la productividad, dado que el metanol es fuente de carbono, pero también

inductor de la expresion de CalB [16].

Cuando se llevaron las cepas a cultivo en matraz, a condiciones de cultivo estandar para su evaluacion. Los
resultados coinciden bastante con los observados en placa de pocillo profundo. El crecimiento de células se observa

similar entre las cepas evaluadas (Figura 4). Las diferencias se vuelven evidentes en el consumo de metanol, donde,
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como se menciond anteriormente, la cepa (A) consume mas rapido el metanol. A las 12 horas de cultivo la
concentracion de metanol en él en sobrenadante llega a niveles cercanos a 1 g-L”!, mientras que la cepa control en

las mismas condiciones se encontraba con metanol promedio de 3.5 g-L™".

Si bien, se observan diferentes perfiles de consumo de metanol, es destacable que todas las cepas presentan tasas
especificas de consumo de metanol mayores a las del control (Figura 5). Un resultado esperado, considerando que

DAS] participa directamente en la ruta de consumo de metanol.

En este sentido, al analizar el rendimiento de sustrato a biomasa del cultivo en matraz, vemos que solo en la cepa
(C) presenta un aumento significativo mientras que (A) y (B) presentan los mismos resultados que el control. Pero
si la tasa especifica de consumo de metanol es mayor, se espera que la diferencia de carbono consumido derive en
proteina recombinante (producto). Sin embargo, al contrastar luego los resultados presentados en la Figura 6, vemos
que solo la cepa (B) present6 productividades mayores al control, aunque s6lo en etapas tempranas de cultivo (12h).
También resalta que la tasa especifica de crecimiento mostrada por las cepas en estudio no alcanzd la um.x calculada
mediante el modelo de Monod en el ensayo de gradiente inicial donde tanto la cepa (A) y (B) muestran tasas
especificas de crecimiento similares a la del control, a diferencia de la cepa (C) que logra alcanzar la fq estimada

previamente [92]

Con los resultados obtenidos hasta este punto, queda en evidencia que la estrategia utilizada en la expresion de un
gen auxiliar, especificamente, el promotor que regula su expresion puede generar cambios importantes en el

desempefio de una cepa productora de K. phaffii [13,16].

La mayor productividad observada en la cepa que expresa DASI bajo regulacion constitutiva de Pgap podria
explicarse por una compleja interaccion entre la regulacion transcripcional, la disponibilidad enzimatica anticipada
y el equilibrio metabolico. Esta interpretacion sugiere que la expresion de DASI modifica indirectamente el flujo
de metanol, la concentracion de intermediarios y el estado fisioldgico celular, sin activar de forma directa la red de
promotores inducibles. Cuando DAS! se co-expresa bajo el mismo promotor inducible que la proteina
recombinante, su induccion ocurre de manera simultanea a la de CalB, AOX1 y otros genes de la ruta MUT. Esta
sobredemanda podria generar una competencia adicional por factores reguladores limitantes como Mxrl y Mitl,
cuya disponibilidad también depende del estado fisiologico y la velocidad de crecimiento [100]. De hecho, en cepas
con multiples casetes inducibles, el aumento de la dosis génica provoca una atenuacion de los genes asociados al
metabolismo del metanol, la biogénesis peroxisomal y la secrecion proteica [101], un desbalance que solo logra

mitigarse parcialmente al sobreexpresar dichos activadores transcripcionales [102].

Por el contrario, la expresion de DASI mediante un promotor constitutivo evita esta limitacion regulatoria al no
afiadir una copia adicional que compita por los mismos factores de transcripcion. Ademas, permite acumular la

enzima de forma anticipada, de modo que, al iniciar la induccién y la consecuente generacion de formaldehido, la
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célula ya dispone de una mayor capacidad para derivarlo hacia la via asimilativa. Este efecto preventivo reduce el
desfase temporal entre la produccién del intermediario téxico y su consumo, lo cual favorece directamente el

crecimiento, el consumo de metanol y la productividad [103].

Sin embargo, la sola abundancia de Das1 no garantiza un incremento irrestricto del flujo asimilativo, dado que esta
ruta compartimentalizada genera una alta demanda de cofactores, aminoacidos y capacidad biosintética [104].
Incrementar la actividad de Das1 desplaza la limitacion metabdlica hacia etapas posteriores, particularmente hacia
la regeneracion peroxisomal de xilulosa-5-fosfato (Xu5P), un proceso que depende de enzimas complementarias
como Fbplp, Fba2p y Tal2p [105]. La secrecion extracelular de acidos organicos constituye una evidencia
fisioldgica de este desbalance: al no poder regenerar suficiente Xu5P, oxidar completamente los intermediarios o
incorporarlos a la biomasa, la célula desvia el excedente de carbono hacia el metabolismo central. Lejos de
contradecir el mejor desempefio de la estrategia constitutiva, esta acumulacion indica que se logrd optimizar la

primera etapa de la ruta, revelando asi el siguiente cuello de botella del bioproceso.

Finalmente, el éxito de esta configuracion depende de mantener una estrecha coordinacion con la via disimilativa,
la cual es crucial para la eliminacion de formaldehido y la generacion de poder reductor. La alteracion de esta rama
modifica profundamente procesos centrales como la fosforilacion oxidativa, la glucolisis, el ciclo TCA y las
respuestas de estrés celular [[60]], y su disrupcién aumenta tanto la sensibilidad al formaldehido como las
necesidades energéticas de mantenimiento [59]. En consecuencia, el estado redox y energético influye directamente
en el rendimiento global; ajustes favorables en el cociente NADH/NAD+ y en la carga energética han demostrado
potenciar el consumo de metanol y la produccion recombinante [70,106]. En conjunto, la superioridad de la
expresion constitutiva de DAS! se fundamenta en la preparacion metabdlica previa y la descongestion de la
maquinaria regulatoria, confirmando que la enzima ejerce una modulaciéon puramente indirecta sobre la red

transcripcional, limitada en tltima instancia por la regeneracion de co-sustratos y el balance energético.

7.5. Analisis transcripcional y correlacion de expresién cruzada

Cuando miramos la expresion transcripcional de los principales genes objeto de estudio (Figura 7), nos encontramos
con resultados inesperados, dado que, respecto a la expresion transcripcional de CalB, cuya unidad transcripcional
(gen) es igual en todas las cepas, incluida el control, se observa que las cepas que sobreexpresan DASI presentan
tendencias con un aumento en la actividad transcripcional de CalB y AOXI, principalmente cepa (A) y (B), las
cuales mostraron los gx.: mas altas (Figura 5). En este punto es importante recordar que CalB se encuentra bajo la

regulacion del Paoxi.

Los resultados de analisis transcripcional mostraron una alta dispersion, lo que no permitié establecer diferencias

estadisticamente significativas. Esta dispersion impide la asociacion de los resultados transcripcionales con la

42



concentracion de metanol en el medio a las 12 horas de cultivo, la que igualmente presenta alta dispersion, tanto

entre cepas estudiadas como réplicas bioldgicas de cada una (N=3).

En este punto se tomo la decision de continuar las evaluaciones unicamente con la cepa (B), ya que mostro los
mejores perfiles de productividad en ambos estudios realizados hasta ese momento (cultivo en placa de pocillo
profundo con gradiente de metanol y cultivo en matraz). Desde este punto en adelante, la cepa que sobreexpresa

DASI bajo el control de GAP, es nombrada como +DASI.

7.6. Analisis fisiologico de la cepa +DAS1 en cultivo controlado por lote

Considerando que el cultivo en pequeia escala presenta limitaciones técnicas en la determinacion de parametros
metabolicos, como la transferencia y consumo de oxigeno, y con objeto de dar cumplimiento al objetivo especifico
N°2 se llevo la cepa +DAS1, ademés de la cepa control, a cultivo en reactor con metanol como tnica fuente de

carbono.

La concentracion de metanol donde se obtuvo el mejor rendimiento fue de 5g-L™!. Al analizar los resultados
presentados en la Figura 8, es posible observar que tanto el crecimiento celular (Figura 8 A) como el consumo de
metanol (Figura 8B) presentan perfiles casi idénticos entre ambas cepas. Sin embargo, al analizar la productividad
volumétrica luego de 20 horas de cultivo (Figura 8C), destaca la mayor productividad alcanzada con +DASI, lo

que se tradujo en un aumento del 30%.

En cuanto a la productividad especifica (Figura 8D) presentada por ambas cepas, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas. Los perfiles de velocidad de transferencia y consumo de oxigeno (Figura 8E y 8F)
ambas cepas presentaron perfiles similares a pesar de la mayor dispersion de datos que presentd la cepa control

(Figura 8E) considerando las 4 réplicas bioldgicas analizadas.

Al mirar en detalle los parametros cinéticos del cultivo por lote en reactor (Tabla 4), no existen diferencias
estadisticamente significativas en los parametros especificos de consumo y produccion (qs, qoz2 y qr), aunque los
valores de la tasa especifica de consumo de oxigeno (qo2) son considerablemente altos al compararlas con
parametros obtenidos en cultivos con glucosa o glicerol como fuente de carbono, el cual se ha descrito alrededor
de 3 mmol-g"-h' [13,107]. Considerando que el metabolismo de metanol requiere oxigeno en el primer paso de la
ruta de oxidacion, ademas del oxigeno utilizado por el metabolismo central durante la fosforilacion oxidativa, estos
valores de qo2 se encuentran dentro de lo esperado durante el cultivo con metanol como tnica fuente de carbono

[13,107].

Se analizo la actividad transcripcional de marcadores genéticos asociados a estrés de reticulo (Figura 9B), de estrés

oxidativo (Figura 9C) y los genes de interés antes evaluados (Figura 9A). Tanto la expresion de DASI como la de
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AOX]I y CalB resultaron muy elevadas en la cepa +DASI, resultado que coincide con lo obtenido en el analisis

transcripcional durante el cultivo en matraz.

Como se mencion6 anteriormente, la modificacion realizada a las cepas incluye la insercion del gen de CalB bajo
el control del Paoxi (estimado previamente en al menos 4 inserciones [81]), y la insercion de una copia extra de
DASI bajo la regulacion de diferentes promotores. Estas modificaciones no deberian generar cambios en la
regulacion de otros genes asociados al metabolismo de metanol como AOX]. Sin embargo, los resultados muestran
claramente que las cepas sobreexpresoras de DAS! presentan cambios en la regulacion transcripcional de AOX1 y
CalB, en este punto, esta sobreexpresion transcripcional no esperada de CalB, podria estar explicando el aumento

de la productividad de la cepa modificada, y no directamente la insercion de una segunda copia del gen DAS].

No se encontraron reportes especificos que describan este fenomeno en particular. Sin embargo, algunos autores
mencionan que la integracion de secuencias recombinantes en locus comtiinmente utilizados en este modelo, como
AOX1, GAP, asi como HIS4 pueden generar perturbaciones en el metabolismo celular [23,108—110], por lo que se
han abocado a la tarea de encontrar nuevos sitios de integracion que generen un menor impacto en el metabolismo

y homeostasis celular [110].

Considerando el punto anterior, se busco encontrar antecedentes que pudiesen dar explicacion al fenémeno
observado. En este sentido, se ha reportado que un nimero elevado en las de copias de unidades transcripcionales
reguladas por el Paoxi, deriva en la atenuacion de los niveles de expresion de este [111]. A lo largo de los ultimos
afios, ha quedado en evidencia la compleja red de regulacion de Paoxi y la via de sefializacion asociada a metanol
en general [112]. Trabajos recientes, han ido extendiendo el conocimiento sobre la compleja red regulatoria asociada
al metabolismo del metanol y especificamente Paoxi, extendiendo las posibles rutas regulatorias a la via de MAPK
[113], cuya activacion se ha asociado a cambios transcriptomicos globales, como respuesta adaptativa que busca

favorecer la supervivencia celular [114].

La relevancia en la regulacion de Paox: ha llevado al amplio desarrollo de estrategias que modifican directa o
indirectamente su regulacion [ 112]. Estos esfuerzos se han basado principalmente en la modificacion de la expresion
de activadores como PRM1, MIT1 y MXRI, o el bloqueo de represores como NRG1 [16,115,116], generando la
activacion de Paoxi, en condiciones normalmente son represoras durante cultivos con glicerol [16,23,94,117]. Si
bien no hay datos experimentales que puedan asociar alguna de las vias descritas a los cambios regulatorios de
Paoxi, se hace relevante considerar la amplitud de posibilidades que pueden estar involucradas en este cambio

respecto de la levadura progenitora.

En K. phaffii, 1a induccion del promotor no depende exclusivamente del metanol, sino también de sus productos de
oxidacion (formaldehido y formiato). Estos metabolitos ejercen una retroalimentacion positiva sobre el promotor

[22,103], logrando inducir la expresion génica y la produccion de proteina recombinante incluso en ausencia de
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metanol [118]. En este sentido, la actividad promotora responde directamente a la concentracion y velocidad de

recambio de estos intermediarios intracelulares.

Bajo esta perspectiva, la sobreexpresion de DASI habria canalizado el formaldehido hacia el ciclo de XuMP,
mitigando su toxicidad y optimizando la distribucion de carbono hacia la generacion de biomasa y proteina
recombinante. Esta disminucion del estrés metabolico y la consiguiente mejora del balance redox podrian explicar
la mayor activacion de la red de genes MUT. Si bien Wang et al. [106] reportaron beneficios similares al modificar
conjuntamente AOX1 y DASI, la presencia de alteraciones adicionales en su disefio impide atribuir dicho efecto

exclusivamente a DAS1.

Es importante destacar que la relacion entre el flujo metabdlico y la induccion no es lineal. Un consumo acelerado
de carbono puede agotar los metabolitos inductores y reducir la actividad del promotor, tal como se ha observado
al sobreexpresar SOR1 [119]. De forma anéloga, la sobreexpresion de DAS! reconfigura el delicado equilibrio entre

la induccion, asimilacion, disimilacion y toxicidad de la ruta MUT.

7.6.1. Sobreexpresion de DAS1 y su efecto sobre el flujo de carbono en la oxidacion de
metanol.

El incremento del flujo asimilativo de metanol, desde aproximadamente un 60 % hasta un 80 % (Figura 10), en la
cepa sobreexpresora de DAS/ evidencia una captura mas eficiente de formaldehido, aunque esto no se tradujo
necesariamente en una conversion mas efectiva hacia biomasa o proteina recombinante (CalB). La elevada actividad
metabolica de Das1 impulsaria la formacion de intermediarios derivados de la dihidroxiacetona y el gliceraldehido-
3-fosfato a una tasa superior a la capacidad de procesamiento del metabolismo central, desencadenando un
desequilibrio entre la entrada de carbono, la regeneracion del co-sustrato xilulosa-5-fosfato (Xu5P), la homeostasis

redox y la demanda biosintética de la célula [71,106].

En este contexto, la duplicacion en el flujo de exportacion de acidos organicos (del 20 % al 40 %) resulta plenamente
consistente con un fenomeno de desbordamiento metabdlico (overflow metabolism). Bajo este esquema, el lactato
(u otros acidos organicos) actiila como un aceptor alternativo de carbono y equivalentes reductores cuando el flujo
metabolico supera la capacidad de incorporacion al ciclo del acido tricarboxilico (TCA), la sintesis de biomasa o la
formacion de producto. Si bien este desvio metabolico podria contribuir a mitigar transitoriamente la acumulacion
de formaldehido intracelular [59], conlleva una pérdida neta de carbono y representa un costo bioenergético
adicional asociado a la acidificacion, la acumulacion intracelular de aniones o los mecanismos de exportacion

dependientes de energia [120,121].

En consecuencia, el aumento en la tasa de asimilacion primaria observado en la cepa +DAS1 se ve neutralizado por
una mayor secrecion de subproductos fermentativos, lo que podria explicar el por qué las fracciones finales de

carbono dirigidas hacia la biomasa y CalB se mantienen en niveles equivalentes a los de la cepa control.
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En conjunto, estos hallazgos demuestran que la sobreexpresion de DAS1 desplazé exitosamente el cuello de botella
metabolico desde la etapa inicial de captura y fijacion del formaldehido hacia etapas posteriores vinculadas al
procesamiento de los intermediarios asimilativos, la regeneracion del co-sustrato, el balance redox o la capacidad

respiratoria celular.
7.7. Estrategias de adaptacion celular: Respuesta al estrés redox

El andlisis de los marcadores de estrés durante las etapas tempranas del cultivo en biorreactor proporciond
informacion importante sobre la respuesta celular a la sobreexpresion de DAS! y la induccion con metanol. Resulta
interesante notar que se observo la activacion de peroxidasas especificas como PMP20 (peroxidasa de membrana

del peroxisoma) y CATI (catalasal).

Estas enzimas estan directamente destinadas al control de la acumulacion de H>O, durante la oxidacién de metanol
[44]. Por el contrario, el factor de transcripcion Yapl, descrito como un activador de la respuesta general de estrés
oxidativo [43], no presentd cambios significativos respecto al control (Figura 9). Lo anterior sugiere que, si bien
existe una respuesta especifica a una posible alza de especies reactivas de oxigeno (ROS, por la sigla en inglés) en
el peroxisoma, la carga metabodlica oxidativa no supero los niveles minimos para activar una respuesta de estrés

oxidativo sistémico o general.

Es importante mencionar, que los genes marcadores utilizados son de utilidad para conocer la condicion redox de
la célula, son insuficientes para consolidar informacién detallada de la homeostasis redox de la célula. Para esto,
seria necesario medir directamente la acumulaciéon de ROS intracelular o la proporcion de glutation oxidado y

reducido, para lo cual se han descrito técnicas directas utilizadas en K. phaffii [62,122,123].

7.8. Optimizacion de la via de secrecion: El impacto de Pdi en la eficiencia de CalB

Por otra parte, los marcadores de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, por las siglas en inglés) [80] no
mostraron cambios significativos, con la notable excepcion de un alza en los niveles de expresion de Pdi (Proteina
Disulfuro Isomerasa). Esta proteina, encargada de facilitar la formacion de puentes disulfuro durante el plegamiento
de proteinas en el Reticulo Endoplasmatico (RE), ha mostrado una relacion directa con los niveles de estrés
oxidativo durante la producciéon de proteinas recombinantes [124]. Este factor es relevante al considerar la
estructura de la lipasa CalB, la cual requiere la formacion de tres puentes disulfuro y presenta una zona de

glicosilacion [125].
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Figura 12: Analisis de componentes extracelulares durante cultivo por lote en reactor. Se
presenta la cuantificacion de proteinas totales (A) presentes en el sobrenadante a lo largo del
cultivo (BCA Pierce, Thermo Fisher), y la concentracion de acidos organicos (lactato) evaluado

(B).

Este fendmeno de mayor expresion de Pdi en +DAS1 podria explicar una aparente contradiccion observada durante
el andlisis de productividades en el cultivo en reactor: a pesar de registrar una mayor actividad lipasa en el
sobrenadante de +DAS], la concentracion de proteinas totales fue consistentemente menor al control (Figura 12).
Dado que el analisis mediante SDS-PAGE (Figura 13) solo detectd una banda coincidente con el tamaiio de CalB
(33 kDa) [126], esta discrepancia sugiere una mayor eficiencia en la secrecion y/o plegamiento de la proteina activa

por parte de la cepa +DAS], en lugar de una mayor cantidad de proteina total.

La afirmacion anterior puede verse respaldada por el aumento de PDI desde etapas tempranas, un fenémeno
generado como respuesta a la demanda de recursos derivada de la expresion de CalB y el desequilibrio en la
homeostasis redox sefialada por los marcadores de estrés oxidativo. Siendo coincidente con lo reportado por otros
grupos de investigacion en los que la sobreexpresion de genes asociados al RE o a UPR llevan a mejoras

considerables en la productividad de proteinas recombinantes en K. phaffii [48,80,127].
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Figura 13: Perfil de proteinas en sobrenadante durante cultivo por lote. Se muestra
la electroforesis denaturante de proteinas (SDS-PAGE 12%) de muestras colectadas al
final del cultivo en reactor (20 h), cada carril muestra una réplica bioldgica del cultivo
de la cepa segun corresponda. (PM) Kaleidoscope BioRad.

7.9. El fenotipo de producciéon desacoplada en cultivos de alta densidad

Al llevar la produccion a un sistema mas exigente, como lo es el cultivo por lote alimentado con metanol y alta
densidad celular [88], la cepa K. phaffii +DAS1 exhibi6é un fenotipo desacoplado de la productividad de CalB
respecto al metabolismo de oxigeno y metanol. En estas condiciones, la levadura +DAS1 presenté una
productividad volumétrica levemente superior al control, a pesar de registrar consumos especificos de oxigeno (qo2)

y metanol (qs) menores (Tabla 7).

Destaca la disminucion en la biomasa absoluta (X7) luego de iniciar la fase de alimentacion, fenomeno puede estar
relacionado con la exigencia que implica este proceso de adaptacion. Respecto de esto, se ha reportado la activacion
de las vias de autofagia y peroxifagia (degradacion del peroxisoma) durante cultivos intensivos o procesos exigentes
de produccion [128]. Este escenario de alta exigencia, sumado a la concentracion de metanol que se mantuvo por
encima de 5 g'L"! durante la fase de alimentacion, buscaba amplificar las diferencias metabolicas que no fueron tan

evidentes en el cultivo por lote.

Originalmente, se esperaba que la expresion constitutiva de DAS! disminuyera el proceso de adaptacion a la fase

de metanol. Sin embargo, los resultados indican que las diferencias se intensifican al final de la fase de alimentacion
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por metanol. Esto sugiere que el efecto de la sobreexpresion de DASI no es un mecanismo de adaptacion temprana,
sino un mecanismo de optimizacion de flujo bajo alta carga tdxica y limitacion de crecimiento. La exposicion a una
concentracion mas alta de metanol podria estar haciendo efectivo el desplazamiento del flujo de carbono hacia la
ruta asimilativa (como mecanismo de desintoxicacion), dado el aumento de las probabilidades de acumulacién de
formaldehido intracelular. El desempeno de +DASI en estas condiciones exigentes lo convierte en un interesante
objeto de estudio industrial, ya que combina baja demanda de oxigeno con tolerancia a la acumulacion de metanol

en el medio.

7.9.1. Disminucién del consumo de oxigeno en cultivo de alta densidad de células

Al analizar el rendimiento de produccion de CalB en funcion de la tasa de consumo especifico de oxigeno. La cepa
+DASI present6 3,62 [UI'mmolO,'-h™'], mientras que la cepa control presenté 2,77 [UI'mmolO>'-h'], con esto es
posible determinar que la cepa que sobreexpresa DAS1 fue un 31% superior al control, aun cuando el crecimiento
se estancd durante las ultimas 10 h de alimentacion. Este resultado sugiere una redistribucion favorable de los

recursos celulares desde la formacion de biomasa hacia la produccion recombinante.

La mayor captura asimilativa de formaldehido podria disminuir su acumulacién y el estrés oxidativo asociado al
metabolismo del metanol, preservando la capacidad biosintética y secretora [106]. Esta interpretacion concuerda
con la relacion entre tolerancia al estrés oxidativo, menores niveles de ROS y mayor expresion de proteinas
heterologas descrita en K. phaffii [129], asi como con el elevado coste respiratorio y oxidativo que acompaiia la
induccién con metanol [42]. Industrialmente, el incremento del 31% en la produccion de CalB por unidad de
oxigeno representa una ventaja relevante para cultivos de alta densidad, en los que la transferencia de oxigeno suele
limitar el escalamiento, pues permitiria mantener la produccidon con menores requerimientos relativos de aireacion,

agitacion o enriquecimiento con oxigeno.

Esta mejora adquiere especial relevancia industrial porque los cultivos de alta densidad de K. phaffii inducidos con
metanol presentan una elevada demanda de transferencia de oxigeno, que puede requerir altos niveles de agitacion,
aireacion, presion o enriquecimiento con oxigeno [130—132]. Al aumentar la escala, las limitaciones de mezcla y
transferencia de masa generan gradientes locales de oxigeno y metanol que pueden reducir el rendimiento y
perjudicar la secrecién de proteina recombinante [133,134]. Asimismo, el metabolismo aerobio intensivo
incrementa la generacion de calor y, por tanto, las necesidades de refrigeracion del reactor [135,136]. En este
contexto, el aumento del 31 % en la produccion de CalB por unidad de oxigeno observado con la sobreexpresion
de DASI podria reducir los requerimientos relativos de aireacion, potencia de agitacion, enriquecimiento con

oxigeno y remocion de calor, facilitando el escalamiento y disminuyendo los costes operacionales del proceso.
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7.10. Contraste con la ingenieria metabédlica clasica de la via del metanol

El desempefio de la cepa +DASI, resultante de la sobreexpresion de DASI, contrasta con otras estrategias de
ingenieria metabolica dirigidas a la via disimilativa del metanol. Por ejemplo, la enzima formaldehido
deshidrogenasa (/"DH1) ha sido blanco de numerosos estudios, donde su sobreexpresion ha mostrado aumentos en
la productividad volumétrica en cepas productoras de proteinas recombinantes (fenotipo Mut®) [71]. Por otra parte,
la delecion de FDHI ha resultado en cambios fisioldgicos relevantes en Komagataella phaffii, como una
considerable disminucion en la capacidad de crecimiento con metanol [59,71,118,119,137]. Entre estos resultados,
resalta que la modificacion de las enzimas involucradas en el manejo del formaldehido (FDH en la disimilacion, o

DASI en la asimilacion) tiene efectos distintos en el balance metabdlico.

7.11. Limitaciones del estudio y proyecciones futuras: Hacia la optimizacion del bioproceso

A pesar de los solidos resultados que cumplen con los objetivos de la tesis, hace falta una mayor recopilacion de
datos para comprender completamente el fenotipo desacoplado en el cultivo de alta densidad. Se necesita un analisis
transcriptomico de marcadores de estrés o un analisis de balance de flujos durante la etapa final del cultivo en lote
alimentado que permita entender con mayor detalle lo que ocurre dentro de la célula. Este analisis podria establecer
si el aumento en la eficiencia se debe a una represion metabolica del crecimiento o a una amplificacion del flujo
asimilativo en condiciones de alta toxicidad, lo que permitiria realizar ajustes en el proceso que optimicen aiin mas

las ventajas de la cepa +DASI.
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8. CONCLUSIONES

Considerando los resultados planteados durante el desarrollo de este trabajo, es posible concluir la manipulacion de
la via asimilativa del metanol, mediante la sobreexpresion de el gen DASI en Komagataella phaffii Mut", constituye
una estrategia efectiva para mejorar la productividad de proteinas recombinantes, validando parcialmente la

hipotesis planteada, pero refinando el mecanismo bioldgico propuesto.

Si bien se postulo inicialmente que la mejora provendria de un aumento en el flujo asimilativo total, los analisis de
balance de flujos demostraron que la ventaja en la asimilacion de carbono de la cepa modificada se ve limitada por
la acumulacién de acido organico exportado al medio extracelular. Por lo que se genera n una redistribucion del
carbono intracelular. La sobreexpresion constitutiva de DAS! bajo el promotor Pgap minimizo el desbordamiento
de carbono hacia rutas no deseadas, canalizando los recursos hacia la sintesis de proteina recombinante y biomasa,
incluso bajo condiciones de estrés oxidativo y perturbacion de la homeostasis redox evidenciada por la activacion

de genes marcadores especificos PMP20y CATI.

Aunque la hipotesis inicial apostaba por un efecto metabolico directo de la enzima Dasl (desvio de flujo de
carbono), los resultados que demuestran el aumento en la transcripcion de CalB (un efecto indirecto de la
manipulacion genética), podria ser un factor determinante asociado a la mayor productividad observada, y no
permite determinar a qué fenémeno estaria asociado el aumento de la productividad volumétrica. Dilucidar si es un

efecto directo o sistémico queda como un pendiente para futuras evaluaciones.

Dentro de los resultados mas relevantes, se encuentra la identificacion de un fenotipo de "produccion desacoplada”
en la cepa +DAS1 durante cultivos de alta densidad. A diferencia de las estrategias clasicas que asocian la
productividad al crecimiento celular, esta variante genética demostrdo capacidad para sostener niveles de
productividad especifica de lipasa similares o incluso mayores al control, manteniendo una tasa de crecimiento
cercana a cero, y en particular, con una demanda especifica de oxigeno y metanol inferior. Este comportamiento
desafia los paradigmas convencionales de produccion en sistemas metilotroficos y posiciona a la cepa +DAS1 como
una candidata de interés para aplicaciones industriales, donde la reduccion de la demanda de oxigeno y la generacion

de calor son factores criticos para la viabilidad economica y operativa del proceso.

Es importante reconocer, las limitaciones del alcance que presentan los resultados obtenidos a partir de los cultivos
de alta densidad de células por lote alimentado, debido a la falta de réplicas biologicas. Sin embargo, probablemente
debido a la reproducibilidad del trabajo con K. phaffii, es posible encontrar investigaciones con ensayos en réplica

bioldgica unica, como el publicado por Celik y colaboradores en 2010 [54].
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No obstante, la investigacion abre nuevas interrogantes que requieren evaluacion futura para consolidar una
eventual transferencia tecnoldgica de estos resultados. Queda pendiente dilucidar, mediante analisis
transcriptomicos globales, los mecanismos regulatorios que permiten el desacoplamiento entre crecimiento y
produccion en la fase de lote alimentado, asi como confirmar si la sobreexpresion colateral de AOX! y el gen
reportero es un efecto directo de la insercion o una respuesta sistémica a la alteracion del flujo de metanol.
Asimismo, sera necesario profundizar en el analisis de la calidad del producto final para asegurar que el estrés redox
y la mayor demanda sobre la maquinaria de plegamiento, sugerida por el alza de PDI, no comprometan las

caracteristicas postraduccionales de proteinas mas complejas.

En definitiva, este estudio aporta evidencia sélida de que la ingenieria de la via asimilativa del formaldehido,
especificamente a través de la regulacion constitutiva de DASI, ofrece una alternativa superior a la manipulacion
tradicional de la via disimilativa. Esta estrategia no solo incrementa la productividad volumétrica, sino que confiere
al sistema una eficiencia energética y una robustez fisioldgica que son claves para el desarrollo de la proxima

generacion de bioprocesos basados en Komagataella phaffii.
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Anexo 1

Tabla Al: Reacciones estequiométricas consideradas para modelo de analisis de flux metabdlico de carbono [59].

Numero |Reaccidon estequiométrica Relevancia metabodlica
1 MetOH + 0.5 O2 ->FAH Oxidacién de metanol
2 FAH ->2 NADH + CO2 Via disimilativa
3 FAH + ATP ->0.33333 G3P Via asimilativa
4 G3P <> PEP + ATP + NADH
5 PEP -> Pyr + ATP Glucdlisis/Gluconeogénesis
6 F6P <> G6P
7 2 G3P <> F6P
8 G6P > CO2 + R5P + 2 NADPH ,

Via Pentosa Fosfato
9 2 R5P <-> F6P + E4P
10 E4P + R5P <-> F6P + G3P
11 Pyr + ATP + CO2 <> OA Via anaplerdtica
12 Pyr > AcCoA + CO2 + NADH Piruvato deshidrogenasa
13 AcCoA + OA >aKG + CO2 + NADH
14 aKG > CO2 + SucCoA + NADH Ciclo TCA
15 SucCoA <->Mal + ATP + FADH2
16 Mal <-> OA + NADH
17 Glu + NH3 + ATP -> GIn
18 aKG + NADPH + NH3 -> Glu
19 Glu + ATP + 2 NADPH -> Pro
20 AcCoA +2 ATP +2 Glu + NADPH > Arg + Mal + aKG
21 AcCoA + ATP + 2 Glu + NADPH > aKG + CO2 + Lys
22 Glu + OA <> aKG + Asp
23 Asp +2 ATP + NH3 > Asn
24 Asp +2 ATP +2 NADPH -> Thr
25 Asp + ATP + 2 NADPH + SucCoA + Cys -> FADH2 + Mal + NH3 + Pyr + Met
26 Thr + NADPH + Glu + Pyr ->Ile + CO2 + NH3 + aKG Metabolismo de
27 2 Pyr + NADPH + Glu -> Val + aKG + CO2 aminoacidos
28 AcCoA + Glu + 2 Pyr + NADPH -> Leu + aKG + 2 CO2
29 Ser <-> Gly
30 PEP + Glu > NADH + Ser + aKG
31 Ser + AcCoA +2 ATP + 2 NADPH -> Cys
32 Glu + Pyr <> aKG + Ala
33 E4P + 2 PEP + Ser + ATP + R5P + NADPH > Trp + CO2 + G3P + Glu + Pyr
34 2 PEP + ATP + E4P + Glu + NADPH -> aKG + Tyr + CO2
35 ATP + E4P + Glu + 2 PEP + NADPH -> aKG + CO2 + Phe
36 Glu + R5P -> His + aKG
37 NADH+0.502 ->2.5 ATP
38 FADH2 + O2 -> 1.5 ATP Energia
39 ATP + H20 --> ADP + Pi
0.013 Ala +0.003 Arg +0.005 Asn + 0.023 Asp + 0.444 ATP + 0.006 Cys + 0.045
GIn + 0.007 Glu + 0.012 Gly + 0.001 His + 0.006 Ile + 0.006 Leu + 0.006 Lys +
0.006 Met + 0.003 Phe + 0.005 Pro + 0.007 Ser + 0.007 Thr + 0.000 Trp + 0.004|_. .
40 Biomass synthesis
Tyr + 0.006 Val + 0.1476 ATP + 0.042 AcCoA + 0.0185 CO2 + 0.002392 G3P +
0.043754 G6P +0.0241 NH3 + 0.0078 O2 + 0.0127 R5P + 0.0006 NADH + 0.0828
NADPH -> Biomass
5 Met + 11 Lys + 36 Leu + 32 Ser + 30 Thr + 28 Gly + 27 Val + 40 Ala + 7 Cys +
41 (*) 31 Pro +9 Arg + 14 Asp + 10 Phe + 18 GIn + 11 Ile + 14 Asn + 5 Trp + 9 Tyr + 4(Sintesis de CalB
Glu + 1 His + 1368 ATP --> CALBe + 1368 ADP +1368 Pi + 1027 H20
42 (*) Pyr + NADH + H --> Lact + NAD Produccién de lactato

(*) Reacciones incorporadas al modelo previamente descrito.
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Formato Poster - Modification of the assimilative metabolism of Pichia pastoris for the improvement of
tolerance to methanol and the productivity of recombinant protein.

37th International Specialised Symposium on Yeasts (ISSY 37)

Adelaida, Australia / 27 de noviembre al 1 de diciembre de 2023.

Formato Presentacion oral - Overexpression of Dihydroxyacetone Synthase 1 in Mut+ Komagataella phaffii
(Pichia pastoris) Improves the Tolerance to Methanol and Formaldehyde Pulses

Congreso Chileno de Microbiologia (SOMICH XLVII)

Viiia del Mar, Chile / 24 al 27 de noviembre de 2025.

Formato Presentacion oral - Overexpression of Dihydroxyacetone Synthase 1 in Mut+ Komagataella phaftii
(Pichia pastoris) Improves the Tolerance to Methanol and the Productivity of Recombinant Proteins
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