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RESUMEN

En esta investigacién, se utilizé6 el algoritmo de
programacién lineal (OptKnock) en Python en el
modelo GEM iYali4 de Yarrowia lipolytica, para
predecir estrategias de eliminacién de genes y
optimizar la produccién de licopeno. Como la levadura
no produce naturalmente el licopeno, se utilizo
adicionalmente rutas hetero6logas. Para el analisis de
ingenieria metabdlica, se emplearon los paquetes
Cameo y COBRApy, y el modelo basado en
restricciones metabdlicas: FBA para la optimizacién.
Se generaron visualizaciones graficas de los planos de
fase de fenotipo (production envelopes), cuyo fin es
representar las diferentes etapas de crecimiento
optimo al utilizar de manera distinta dos sustratos:
oxigeno y nitrégeno; analizando la optimizacién de la
eliminaciéon del gen PGM2 (fosfoglucomutasa) que
result6 de la predicciéon de knockouts usando
OptKnock. Los resultados del FBA mostraron una tasa
de produccién de licopeno de 0.0567 (mmol/gdcw/h)
al eliminar el gen PGM2, lo que indicé que la
prediccién y el posterior ensayo de eliminacién de
genes resulta adecuado para simular y aumentar la
producciéon de licopeno usando el modelo iYali4 de
esta levadura; aunque, por otra parte se comprometio
la produccién de biomasa, disminuyendo el
crecimiento del microorganismo a una tasa de
crecimiento cercana al cero.
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ABSTRACT

In this study, the linear programming algorithm
OptKnock was applied in Python to the GEM model
iYali4 of Yarrowia lipolytica to predict gene knockout
strategies and optimize lycopene production. Since
this yeast does not naturally produce lycopene,
heterologous pathways were additionally
incorporated. The metabolic engineering analysis
packages used included Cameo and COBRApy;
constraint-based metabolic models, specifically FBA,
were applied for optimization. Phenotypic phase plane
plots (production envelopes) were generated to
visualize various phases of optimal growth with
different usages of two substrates, oxygen and
nitrogen. The optimization also involved analyzing the
deletion of the PGM2 gene (phosphoglucomutase),
predicted by OptKnock. The FBA results indicated a
lycopene production rate of 0,0567 mmol/gDCW/h
upon deletion of the PGM2 gene, demonstrating that
the predicted gene deletion approach was suitable for
simulating and enhancing lycopene production using
the iYali4 model of this yeast. However, biomass
production was compromised, reducing the
microorganism’s growth rate to near zero.

Keywords: Yarrowia lipolytica; OptKnock; FBA;
Metabolic Engineering; Lycopene; COBRApy; Cameo;
gene knockout; Production Envelopes; GEM, iYali4;
Linear Programming; PGM2.
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INTRODUCCION

El licopeno, compuesto carotenoide, se produce inicamente en ciertas plantas como el tomate, la
sandia, la guayaba y la papaya, asi como en microorganismos carotenogénicos; resulta
indispensable para el cuerpo humano y este solo puede ser incorporado mediante su consumo, ya
sea en forma de alimentos o suplementos. Este carotenoide contribuye a una buena salud por sus
efectos terapéuticos, profilacticos y nutracéuticos. Actualmente se ha comprobado que ayuda en la
destruccion de células cancerigenasy en la interrupcion del ciclo celular en varios tipos de cancer.
Ademas, actlia como un potente preventivo del cancer y cuenta con beneficios cardioprotectores,
antioxidantes y antiinflamatorios (Nambou et al., 2015; Takeshima et al.,, 2014; Zhang et al., 2021).

La fabricacién masiva de licopeno resulta esencial; no obstante, el proceso actual de obtencién de
licopeno a partir de fuentes vegetales presenta desafios relacionados con la competencia
alimentaria, el impacto ambiental, los elevados costos de produccion, la extensién del tiempo de
procesamiento y el rendimiento limitado. Aunado a ello, la fermentacion realizada mediante
microorganismos carotenogénicos es poco comun, y tampoco genera cantidades significativas de
licopeno. A su vez los esfuerzos sustanciales se realizaron con la finalidad de disefiar
microorganismos no carotenogénicos con la meta de la mejora en la eficiencia en el proceso de
produccioén de licopeno (Nambou et al,, 2015).

Dentro de este ambito, la levadura oleaginosa Yarrowia lipolytica, reconocida bajo la categoria
GRAS (generalmente aceptada como segura), y destacando como una plataforma biotecnolégica
con un enorme potencial para la fermentacién orientada a la sintesis de metabolitos. Estos
productos encuentran diversas aplicaciones en las industrias farmacéutica y alimentaria. Este
potencial radica en su sistema de expresién eficiente que permite la produccion de proteinas tanto
homoélogas como heterélogas. Asimismo, su habilidad para aprovechar sustratos hidrofobos de
bajo costo y para secretar productos con eficacia la posiciona como una opcién ideal en este campo
(Larroude et al,, 2018; Yan et al., 2018).

Se han creado metodologias in silico en el &mbito de la ingenieria metabélica para mejorar la
produccion de licopeno en esta levadura. Estas metodologias aprovechan la informacién
proporcionada por el modelo metabélico genémico a escala completa (GEM) denominado iYali4,
el cual permite analizar en detalle las rutas metabélicas de la levadura y simular modificaciones
especificas, como la eliminacién o sobreexpresion de determinados genes. El modelo iYali4
incorpora un total de 1683 metabolitos, 1985 reacciones y 901 genes, y su funcién objetivo, asociada
al cédigo 2111, estd vinculada a la reacciéon de crecimiento de la levadura, cuya principal salida es la
biomasa (Quinga, 2023). Ademas el uso de modelos basados en restricciones metabélicas, entre los
que destaca el Analisis de Balance de Flujos Metabélicos (FBA), ha demostrado ser una
herramienta valiosa para orientar la ingenieria metabdlica de Yarrowia lipolytica al optimizar la
produccioén de licopeno, basandose en sus predicciones computacionales (Quinga, 2023).

Los algoritmos computacionales en Python, usando paquetes como Cameo y COBRApy han
resultado ttiles en las simulaciones computacionales de la produccién de licopeno en Yarrowia
lipolytica (Cardoso et al, 2028; Quinga, 2023). Ademas, al tratarse de Python, que es una
plataforma accesible, facilita su implementacién en laboratorios con recursos limitados (Ebrahim
et al, 2013). Sin embargo, es necesario establecer mas herramientas computacionales que ayuden
en la prediccion de la eliminacion de genes para maximizar la produccién de un metabolito de
interés mientras se mantiene el crecimiento del organismo en cuestion (Burgard et al., 2003;
Zhang et al., 2024).

La falta de una metodologia eficiente para la prediccién de knockouts en el modelo iYali4
representa una barrera significativa para avanzar en la bioproduccién de licopeno y otros
compuestos de interés en Y. lipolytica. Por tal motivo, en esta investigacién se utilizé en Python el
algoritmo OptKnock implementado en Cameo, que es una herramienta avanzada de ingenieria
metabodlica basada en programacion lineal. Al aprovechar las redes metabélicas de los GEM, el
algoritmo determina una serie de genes que deben eliminarse (knockouts) para desviar los flujos
metabodlicos hacia rutas especificas que optimicen la produccién de un metabolito de interés,
mientras se mantiene el crecimiento celular a manera de produccién de biomasa (Burgard et al,,

2003).
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METODO

Se utilizé la versién de Python 3.10.12, en un entorno Jupyter Notebook de Google Colab para la
implementacién del cédigo. Asimismo, los paquetes de Python empleados para analizar la
ingenieria metabédlica y que, a su vez, soportan los modelos basados en restricciones son:
COBRApy 'y  Cameo. El  script desarrollado estd  disponible en  Github:
https://github.com/Milton250/articulo-Predicci-n-de-estrategias-de-eliminaci-n-de-genes-gene-k

nockout-

La metodologia se basé en el trabajo de Titulacién de la Maestria en Biologia Computacional que
lleva por titulo “Desarrollo de algoritmos para optimizar la produccién de licopeno en Yarrowia
lipolytica usando herramientas computacionales de ingenieria metabélica en Python” (Quinga,
2023).

Importacion del modelo metabélico iYali4 de Yarrowia lipolytica

A través del uso del comando models de Cameo, se procedié a importar el modelo metabdlico a
escala del GEM, el cual se denomina iYali4, correspondiente a Y. lipolytica, extraido de la data
base de la Universidad de Minho (http://darwin.di.uminho.pt/model). Este modelo, presentado en
el formato SBML (Systems Biology Markup Language), tiene como objetivo disefiar no solo las
vias metabdlicas, sino también las interacciones complejas de sefializacién celular, asi como otras
rutas bioquimicas fundamentales para la célula (Hucka et al., 2018).

Identificacion de las reacciones de la ruta del mevalonato en el modelo GEM

Dado que el modelo metabédlico vigente emplea identificadores numéricos conocidos como id,
para representar cada una de las reacciones bioquimicas, se procedié a ubicar las reacciones
contenidas en la via biosintética del licopeno a partir de acetil-CoA dentro del marco de dicho
modelo metabélico (Quinga, 2023). Finalmente, para realizar la operacién, se utiliz6 el comando:
reactions.get_by_id() de COBRApy, una herramienta ampliamente utilizada para la manipulaciény
analisis de modelos metabodlicos a escala genémica.

Adicién de rutas heterélogas

Como Y. lipolytica no produce licopeno de forma natural, fue imprescindible integrar vias
heterélogas derivadas de las rutas de sintesis de licopeno presentes en Pantoea ananatis,
excluyendo la reaccién encargada de consumir dicho compuesto (Schwartz et al,, 2017; Zhang et al.,
2020; Zhang et al.,, 2021). Para realizar esta incorporacién en el modelo, se tuvo que determinar su
estequiometria, los metabolitos participantes y los genes implicados, informacion extraida de la
data base KEGG (Quinga, 2023).

Optimizacién de la produccién de licopeno (Evaluacién del modelo antes de realizar la
predicciéon de knockouts)

Con el proposito de optimizar la producciéon de licopeno y validar el modelo propuesto, se llevé a
cabo un analisis del balance de flujo (FBA) utilizando los comandos de COBRApy. Los resultados
obtenidos permitieron calcular las unidades correspondientes a diversos flujos metabélicos,
incluyendo la tasa de crecimiento (biomasa) en unidades de (1/h), la tasa de producciéon de
licopeno (mmol/gdcw/h) y el rendimiento de licopeno expresado como (mol/mol glucose)
(Quinga, 2023).

Identificacion de las reacciones involucradas en el medio de cultivo
Con ayuda de los comandos de COBRApy, se logré identificar el medio de crecimiento actual del
modelo y se identifico a las reacciones con sus valores numeéricos (Quinga, 2023).

Prediccién de estrategias de eliminacién de genes (gene knockout) usando el algoritmo de
programacion lineal (OptKnock)

Para la prediccién de genes que pueden ser eliminados para optimizar la producciéon de licopeno
en el modelo GEM empleado, se utilizé el algoritmo OptKnock implementado en el paquete
Cameo de Python. Los parametros para la prediccion empleados fueron, maximo un knockout
permitido, y que muestre al menos los 3 mejores resultados. El cédigo que se utilizé es el siguiente:

#Para importar OptKnock
from cameo.strain_design.deterministic.linear_programming import OptKnock

#Para aplicar el algoritmo OptKnock en el modelo metabélico
#Ejecutar multiples knockouts con OptKnock puede llevar algunas horas o dias...
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optknock = OptKnock(modelyall, fraction_of_optimums=0.5, exclude_non_gene_reactions=True,
exclude_reactions=['xBIOMASS'])

result = optknock.run(max_knockouts=1, target=LYCO-dem', biomass="2111", max_results=3)

Eliminacion de genes y optimizacion de la produccion de licopeno

Con los resultados obtenidos de la prediccién se utiliz6é al menos 1 gen para simular el knockout de
este gen. En este caso el gen de la fosfoglucomutasa PGM2 (GPR YALIOE02090g) empleado en el
cédigo para eliminacion de genes que usa COBRApy es:

modelyall.genes.YALIOE02090g.knock_out()
Luego, se optimiz6 con FBA el resultado de la eliminaci6n del gen.

Graficos de planos de fase de fenotipo (Production envelopes)

A través de este modelo de representaciones graficas, se facilita el desarrollo de un modelo teérico
que aborda las capacidades y limitaciones celulares, considerando restricciones estequiométricas.
Ademas, permite un andlisis eficiente de las limitaciones inherentes al sistema en desarrollo, asi
como de la interaccién entre produccién y crecimiento al emplear diferentes sustratos (Edwards
et al, 2002). Los graficos obtenidos ilustran cémo la produccién de licopeno y biomasa depende de
sustratos como el oxigeno y el nitrégeno (Quinga, 2023).

RESULTADOS

Prediccién de estrategias de eliminaciéon de genes (gene knockout) usando el algoritmo de
programacioén lineal (OptKnock)

En el Gréfico 1, se muestra la optimizacién en las tasas de produccién de licopeno y la de
crecimiento aplicando el andlisis FBA al modelo metabélico iYali4 de Yarrowia lipolytica
modificado hacia la produccién de licopeno y su comparacién frente a los resultados de prediccion
de estrategias de eliminacién de genes usando el algoritmo OptKnock. Se observé que se
obtuvieron 4 estrategias de genes para la eliminacioén, los genes: fosfoglucomutasa (id 888), sintasa
de N-acetilglucosamina-6-fosfato (id 760), acil-CoA aciltransferasa (oleoil-CoA), membrana del
reticulo endoplasmico (id 127) y transportador de oleato de ergosterol, membrana del reticulo
endoplasmico-particula lipidica (id 3722). Para todas las estrategias de genes a eliminar se obtuvo la
misma tasa de produccién de licopeno de 0.0566 [mmol/gdcw/h] que resulta superior a la tasa de
produccion de licopeno cuando no se realiza la eliminacién de esos genes. Ademas, se observé que
al aplicar la eliminacién de los genes, la tasa de crecimiento es decir la biomasa de la levadura
tiende a cero.

Graficol
Resultados obtenidos en la optimizacion de la tasa de producciéon de licopeno y la tasa de
crecimiento en Yarrowia lipolytica mediante FBA en el modelo iYali4, utilizando el algoritmo
OptKnock.
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Graficos de planos de fase de fenotipo (Production envelopes)

A partir de los planos de fase de fenotipo, los graficos generados representan diversas etapas de
crecimiento 6ptimo, asociadas a un uso diferenciado de los sustratos oxigeno y nitrégeno.
Considerando que los resultados fueron idénticos para los cuatro genes evaluados, se realizaron
las simulaciones graficas basadas en la primera estrategia de eliminacioén, identificada con el gen
fosfoglucomutasa (id 888), denominado también PGM2.

El Grafico 2 muestra la simulacién de la produccién de licopeno y biomasa, considerando el
consumo de oxigeno y utilizando una tasa fija de captacién de glucosa como fuente de carbono, de
0.649 [mmol/gdcw/h]. Cuando se elimina el gen PGM2.

Grafico 2
Produccién de licopeno y biomasa en funciéon del oxigeno (medio de cultivo) y la glucosa como
fuente de carbono. Cuando se elimina el gen PGM2.
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En el Grafico 3 se visualiza la simulacién de la produccién de licopeno y biomasa, considerando el
consumo de nitréogeno y utilizando una tasa fija de captaciéon de glucosa de 0.649 [mmol/gdcw/h]
como fuente de carbono, después de la eliminacién del gen PGM2.

Grafico3
Produccién de licopeno y biomasa en funcién del nitrogeno (medio de cultivo) y como fuente de
carbono la glucosa. Cuando se elimina el gen PGM2.
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DISCUSION

Prediccién de estrategias de eliminacién de genes (gene knockout) usando el algoritmo de
programacioén lineal (OptKnock)

Segun los datos obtenidos (Grafico 1), al utilizar el algoritmo de programacioén lineal (OptKnock)
implementado en Cameo de Pyhton, se observé que la simulacién para predecir estrategias de
eliminacién o bloqueo de genes (gene knockout), da como resultado nuevas opciones de genes
para ser eliminados y que dirigen las rutas metabdlicas de la levadura hacia el aumento de la
produccion de licopeno empleando el modelo metabélico iYali4 de Yarrowia lipolytica.

Analizando los 4 genes que pueden ser eliminados, se obtuvo el mismo valor de aumento para la
tasa de produccién de licopeno de 0.0566 [mmol/gdcw/h]. Por tal motivo, el analisis se centré
finalmente a la primera opcién de gene knockout, el caso del gen de la fosfoglucomutasa (id 888)
PGM2, que juega un papel importante en el metabolismo de carbohidratos, y en procesos de
biosintesis de glicégeno y catabolismo de galactosa. Esto es importante para la producciéon de
licopeno, ya que el flujo de intermediarios glucidicos puede afectar la disponibilidad de
precursores para la sintesis de carotenoides, como es el caso del licopeno. Por lo que se justifica la
eliminacién de este gen para aumentar la producciéon de licopeno en esta levadura (SGD, 2024;
Chen et al., 2021)

Por otra parte, al aplicar el algoritmo OptKnock, se evidencié que la produccién de biomasa tiende
a cero, este resultado puede darse debido a que, al maximizar la producciéon del metabolito de
interés, puede entrar en competencia el crecimiento celular y la producciéon del metabolito por lo
que se reduciria la capacidad de la célula por producir biomasa (Burgard et al., 2003; Tepper &
Shlomi., 2010). Ademas, en ciertos casos se ha documentado que los resultados de este algoritmo
son demasiado optimistas y tienen, a menudo, un acoplamiento del crecimiento débil lo que
conllevaria a la obtencién de una biomasa baja o cercana a cero (Motamedian et al., 2023).

Analisis de los graficos de planos de fase de fenotipo (Production envelopes)

Los resultados obtenidos confirmaron que Yarrowia lipolytica (Grafico 2) exhibe un crecimiento
estrictamente anaerébico. Este microorganismo prospera Ginicamente en condiciones donde no
hay oxigeno disponible. A pesar de que la biomasa disminuye hasta valores cercanos a cero en
estas condiciones, la producciéon de licopeno se ve afectada negativamente cuando el ambiente
cambia a condiciones aerobias (Yan et al,, 2018; Jach & Malm, 2022). Ademas, estudios adicionales,
han sefialado que la restricciéon de oxigeno no genera un aumento en la produccién de licopeno
por unidad de peso seco celular (DCW) (Quinga, 2023).

En el Grafico 3, se puede observar que la tasa de consumo de nitrégeno no acttia como un limitante
para la produccién de biomasa, ya que, como se mencion6é previamente, la biomasa en la
simulacién de prediccién de genes disminuye, mientras que la produccién de licopeno sigue
aumentando. Esto podria explicarse por estudios previos que documentan que la restricciéon de
nitrégeno favorece la acumulaciéon de carotenoides (Quinga, 2023).
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CONCLUSIONES

Se utiliz6 un algoritmo programado en Python
para trabajar con el modelo metabdlico
genémico iYali4 de Yarrowia Iipolytica,
empleando los paquetes COBRApy y Cameo con
el objetivo de simular estrategias de ingenieria
metabdlica asistidas por computadora. Esto hizo
posible simular la predicciéon de estrategias de
eliminaciéon de genes (gene knockout) usando
el algoritmo de programacién lineal
(OptKnock).

Los resultados obtenidos de la eliminacién de
genes, indican que es posible predecir genes
que, al ser eliminados o bloqueados de las rutas
metabodlicas, podrian aumentar la tasa de
produccién de licopeno, pero comprometiendo
la viabilidad del microorganismo al disminuir la
produccion de biomasa, tal es el caso de la
eliminacién del gen de la fosfoglucomutasa (id
888) PGM2.

Al simular las etapas de fenotipo Production
envelopes, se apreci6é que se puede simular el
comportamiento de la levadura ante la
presencia de sustratos como el oxigeno y
nitrégeno, observando de forma general
restringe la produccién de biomasa y licopeno.
A su vez, se pudo apreciar la relacién inversa
entre la produccioén de biomasa y la produccién
de licopeno, ya que mientras la primera
disminuye, la segunda aumenta.

Finalmente se puede concluir que el algoritmo
computacional de ingenieria metabélica creado
en esta investigacién resultaria sumamente
valioso para los cientificos dedicados a la
ingenieria metabdlica en laboratorios humedos,
ofreciéndoles la posibilidad de integrar
herramientas de disefio computacional dentro
de sus procedimientos. Esto facilitaria la
modelizaciéon de la produccién sostenible de
metabolitos de interés comercial en Yarrowia
lipolytica, mediante la prediccién de genes
potenciales que podrian eliminarse para
incrementar la produccién de licopeno en esta
levadura.
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