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RESUMEN

P. pastoris es una levadura metilotrofica capaz de utilizar metanol como una sola fuente
de carbono y energia y es ampliamente usada para la expresion de genes y produccién de
proteinas recombinantes con fines de investigacion o industriales.

En el presente trabajo, se utilizd una estrategia de disefio de experimentos
(método de optimizacion Simplex) para optimizar cinco factores ambientales
(temperatura, pH,concentracion de metanol, densidad celular inicial y presencia de
sorbitol) que definen las condiciones de cultivo en la etapa de induccion para aumentar
la produccion de la fitasa “beta-propeller” FTEIl en cultivos de P. pastoris en
biorreactor. Ademas, se determiné la correlacion de este proceso de optimacion con la
actividad fisiologica y la expresién de genes del organismo huésped.

Con el proceso de optimacion, se alcanzaron hasta 347.682 U (82.814 U/L o0 6,4
g/L del medio de cultivo) de fitasa a 68 h de la induccidn.. Los resultados indican que el
aumento en la produccion de fitasa extracelular a través del proceso de optimizacion se
correlaciona con un aumento en la actividad metabdlica de P. pastoris, con una
disminucion de la actividad proteasas extracelulares, un aumento de secrecién de la
proteina recombinante alcanzando niveles de hasta en un 88%, y ademas un aumento de
la eficiencia de la produccion de fitasa extracelular por célula. EI aumento de la
produccion de FTEII no se relaciono con la expresion del gen FTEI y el gen AOX2, sin
embargo, este aumento podria estar relacionado con un aumento de la eficiencia del
proceso de traduccion, postraduccion o secrecion de FTEII, argumentos apoyados por la
expresion diferencial (nievles mas altos) de los genes KAR2 y KEX2 y los genes de
proteasas vacuolares (PEP4, PRB1, y PRC1) los cuales juegan un papel clave en la via
de secrecion y procesos postraduccionales de proteinas de P. pastoris, ademas del
aumento de una actividad metabolica para la generacion de energia requerida en estos
procesos.

La informacion obtenida en el presente trabajo impacta directamente en el disefio
de procesos mas eficientes para la produccién de proteinas recombinantes en P. pastoris

aunado a la comprension de la fisiologia del hospedero bajo las condiciones del proceso.
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ABSTRACT

P. pastoris is methylotrophic yeast capable of using methanol as a single source of
energy and carbon and it has been broadly used to gene expression and production of
recombinant proteins for industrial or research purposes.

During the present work, we used a design of experiments strategy (Simplex
optimization method) to optimize five environmental factors (Temperature, pH,
methanol, initial induction cell density and the presence of sorbitol) that define the
culture conditions in the induction step to increase beta-propeller phytase production in
P. pastoris bioreactor cultures. Furthermore, we have determined the correlation of this
optimization process with the physiological activity and gene expression of the host
organism.

Along the optimization process, up to 347,682 U (82,814 U/L or 6.4 g/L culture
medium) of phytase at 68 h of induction was achieved. In addition, the impact of the
optimization process on the physiological response of the host was evaluated. The
results indicate that the increase in extracellular phytase production through the
optimization process was correlated with an increase in metabolic activity of P. pastoris,
shown by an increase in oxygen demand and methanol consumption that increase the
specific growth rate. The increase in extracellular phytase production also occurred with
a decrease in extracellular protease activity. Moreover, the optimized culture conditions
increased the recombinant protein secretion by up to 88%, along with the extracellular
phytase production efficiency per cell. The increased production of FTEIl was not
related to the expression of the ftell gene, as determined by qPCR the transcript levels
were the same for both conditions (high and low FTE production). This increase is more
like to be related with the P. pastoris protein secretion pathway, measured by an
increase of protein secretion percentage (up to 88%) and also with the overexpression of
the Kar2 and kex2 genes, which products, the BiP and KEX2 protein, play a key role
into the secretion pathway.

The data obtained in this work, impact directly in designing more efficient P.
pastoris production processes in the near future, as well as in the understanding

regarding the physiology of the host organism during the process
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1 INTRODUCCION

1.1 Pichia pastoris como sistema de produccién de proteinas heter6logas

Una amplia variedad de hospederos empleados para la expresion y produccién de
proteinas heterdlogas de interés se ha hecho disponible desde el advenimiento de las

tecnologias del ADN recombinante a principios de los afios setentas.

P. pastoris es una levadura metilotrofica capaz de utilizar metanol como una sola
fuente de carbono y energia. Originalmente fue desarrollada por la compariia de petroleo
Phillips (Bartlesville, Oklahoma) (Sreekrishna, 2010) como un organismo util para la
bio-conversion del metanol en proteina unicelular, gracias a esto, en esta compafia
durante los afios setenta se desarrollaron procesos eficientes para la produccion de
biomasa (130 g L™ en peso seco) que siendo impresionante, no logré competir
econdémicamente con otra fuente de proteina del mercado: la soya. Después de esto, la
compafiia dirigio el futuro del producto hacia dos areas: aplicacion en alimentos y
desarrollo de sistemas de expresion para proteinas heterélogas, la cual es de interés para

el presente trabajo (Sreekrishna, 2010).

P. pastoris posee una via metabdlica altamente regulada para la utilizacion de
metanol. Sintetiza enzimas que en presencia de otras fuentes de carbono son
indetectables, pero que en presencia de metanol incrementan rapidamente su
concentracion en la célula. Este efecto se vislumbra dramaticamente para la enzima
alcohol oxidasa (AOX1), la cual, supera el 30% de las proteinas totales en presencia de
metanol. En base al promotor del gen que codifica para esta enzima, se logré tiempo
después, desarrollar un sistema de expresion de proteinas heterdlogas que funciona en
presencia de metanol como fuente de carbono, sistema que hasta el dia de hoy ha
demostrado éxito en la produccién de alrededor de 500 diferentes proteinas heterélogas

y mas de 3000 publicaciones cientificas (Sreekrishna, 2010).



1.2 Bioprocesos con P. pastoris y su optimizacion

El sistema de expresion de P. pastoris no seria tan eficiente al dia de hoy si no fuera por
el desarrollo de bioprocesos controlados en biorreactor a gran escala que permiten altas
producciones de biomasa ya que permite el control de diversas condiciones de cultivo
tales como: temperatura, pH, adicion de fuente de carbono y nitrégeno, control de
oxigeno disuelto y agitacién. Tipicamente, este proceso se lleva a cabo en dos etapas: la
primera, una etapa de crecimiento en una fuente de carbono tal como glicerol o glucosa
que permite altas velocidades de crecimiento, la segunda, una etapa en presencia de
metanol como fuente de carbono que permite a esta “maquinaria multiplicada” durante
la etapa previa, producir altas cantidades de la proteina heteréloga. La optimizacion de
condiciones de cultivo tales como las descritas anteriormente, ha demostrado también su

influencia en la produccidn de la proteina heter6loga.

1.3 Estudio de la expresion de genes en P. pastoris. ;(Qué avances ha producido?,

¢ Qué perspectivas hacia el futuro?

Desde mitad de la década pasada, con el desarrollo de las nuevas tecnologias
para determinar la expresion de genes (qPCR, microarreglos, secuenciacion de
transcritos) se han desarrollado estudios que involucran la influencia de la expresion de
ciertos genes en la produccion de proteinas heterdlogas en P. pastoris. Los primeros
estudios de esta influencia se llevaron a cabo por microarreglos en el afio 2008, durante
los cuales se estudid enfaticamente el efecto de un fendmeno metabolico relacionado al
plegamiento erréneo de proteinas en el reticulo endoplasmico encontrando una ruta
metabolica dentro de este organelo que era capaz de disminuir draméaticamente la
produccién de proteinas en la levadura (Gasser et al., 2008). Posteriormente en el afio
2009 (De Schutter et al., 2009) se publicé el primer genoma completo de una cepa de P.
pastoris (seccion 4.6) lo cual abrié un umbral mucho mas amplio para el estudio de
expresion de genes y el efecto de estos en la produccién de proteinas, asi también ha
abierto la perspectiva para hacer ingenieria metabdlica en este organismo. Aunado a

esto, el desarrollo de la PCR cuantitativa (QPCR) como herramienta de validacion para



la expresion de genes ha permitido la publicacion de diversos trabajos, que ya no solo
guedan en el estudio fisiologico de P. pastoris sino también en su comportamiento

genético.

Por lo tanto, las perspectivas a futuro son amplias, el estudio detallado de la
expresion de genes en P. pastoris, y su influencia en la produccion de proteinas
permitira el desarrollo de organismos mejorados en ciertas rutas metabdlicas que ayuden
a mejorar el proceso de produccion asi como la respuesta de la levadura a la produccién

de las proteinas heterélogas.

1.4 Objetivo y resultados del presente trabajo

En el presente trabajo se busco optimizar la produccion de la fitasa FTEII en
cultivos en biorreactor de 5L, utilizando una estrategia de disefio de experimentos
(método de optimizacion Simplex) para optimizar cinco factores ambientales
(temperatura, pH, concentracion de metanol, densidad celular inicial y presencia de
sorbitol) que definen las condiciones de cultivo en la etapa de induccion. Ademas se
evalud la respuesta fisioldgica del hospedero incluyendo la evaluacion de la expresion

de genes involucrados en la secrecién de proteinas y metabolismo de metanol.

El presente trabajo, no solo trata con el proceso de optimizacion para incrementar
la produccién de una proteina heteréloga en P. pastoris, sino también contribuye a la
comprension del impacto que tienen las condiciones de cultivo sobre la respuesta
fisioldgica del hospedero, medida por el consumo de metanol, la velocidad especifica de
crecimiento, la actividad de proteasas en el medio de cultivo, el porcentaje de secrecién

de la fitasa FTEII, y el rendimiento producto respecto a la biomasa.

A pesar de que P. pastoris es uno de los organismos que mas frecuentemente se
usan para la produccion de proteinas heterélogas (Sreekrishna, 2010), estudios sobre el
comportamiento fisiolégico y su relacion con la produccion de proteinas tiene aun que
ser evaluada. Por esto, adicionalmente se incluyo el estudio de la expresion diferencial
de siete genes involucrados en estos procesos fisiologicos en las condiciones de cultivo

de mayor y menor produccién de fitasa extracelular.



El método Simplex Secuencial Basico condujo a condiciones de cultivo con los
cinco parametros optimizados que permitieron a altos niveles de produccion extracelular
de FTEIIl. Esto muestré claramente la importancia de llevar a cabo un método de
optimizacion simultanea multivariada del proceso, en vez de usar métodos de

optimizacion tradicionales.

Estos resultados y su relacién con la fisiologia de P. pastoris, asi como con la

produccidn de fitasa extracelular se discuten a continuacion.

La informacion obtenida en el presente trabajo impacta directamente en el disefio
de procesos mas eficientes para la produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris.



2 HIPOTESIS

Factores ambientales que definen las condiciones de cultivo en la etapa de induccion de
cultivos de P. pastoris afectan a la produccion extracelular de una proteina recombinante
y simultaneamente se altera la fisiologia del hospedero y la expresion de genes

involucrados en la produccion y secrecion de la proteina recombinante.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Evaluar el impacto del proceso de optimacion de cinco factores ambientales para

incrementar la produccion de una proteina recombinante en Pichia pastoris sobre la

respuesta fisiolégica del hospedero y correlacionar la respuesta fisiolégica con la

expresion de genes involucrados en la produccién y secrecion de la proteina

recombinante.

3.2 Objetivos especificos

1.

Optimizar cinco factores ambientales que definen las condiciones de cultivo en la
etapa de induccion para incrementar la produccién extracelular en P. pastoris de
una fitasa en cultivos en biorreactor.
1.1. Plantear un disefio simplex secuencial para la optimizacién de las
condiciones de cultivo.
1.2. Desarrollar el proceso de optimizacién usando la produccion de fitasa
extracelular como factor de respuesta.
Evaluar el impacto del proceso de optimacién sobre la respuesta fisioldgica el
hospedero.
Correlacionar la actividad fisiologica del hospedero con la expresion de genes
involucrados en la produccién y secrecion de la fitasa recombinante, y con la
produccion del producto recombinante.
3.1. Realizar cultivos que generan alta y baja produccién de fitasa extracelular.
3.2. Analizar la expresion de siete genes involucrados en la produccion y
secrecion de fitasa.
3.3. Correlacionar la respuesta fisioldgica del hospedero con la expresién de
genes involucrados en la produccién y secrecion del producto

recombinante.



4.- ANTECEDENTES

4.1 Pichia pastoris como hospedero para la produccion de proteinas heterélogas

P. pastoris es una levadura metilotrofica que puede ser modificada
genéticamente para la produccion de proteinas heter6logas, gracias a una serie de
caracteristicas favorables que posee dicha levadura (Cregg et al., 2000, Macauley et al.,
2005, De Schutter et al., 2009). P. pastoris es una levadura de la familia
Saccharomycetaceae estrechamente relacionada con la levadura del pan Saccharomyces
cerevisae. Esta levadura presenta varias ventajas para la produccion de proteinas
recombinantes, siendo, las mas importantes: el uso de un promotor fuerte y regulable
para la induccién del gen heterélogo, facil manipulacion genética, capacidad de crecer a
altas densidades celulares (hasta 500 g/L de pesé humedo) , altos niveles de secrecién de
la proteina heter6loga casi libre de la presencia de otras proteinas, ausencia de
patogenicidad humana, plegamiento correcto de proteinas, modificaciones
postraduccionales similares a las de los organismos eucariontes tales como glicosilacion,
metilacién, cortes proteoliticos y marcaje para su transporte a través de los sistemas
celulares (Cereghino y Cregg, 2000, Li et al., 2007). Ademas, su manipulacion con fines
biotecnologicos es mas sencilla y menos costosa que otros sistemas de expresion de
eucariotes superiores y generalmente se obtienen niveles de expresion mas altos que en
éstos ultimos (Romanos, 1995, Li et al., 2007) también, comparado con cultivos
celulares eucariontes, el sistema de P. pastoris no requiere medios de cultivo complejos
U otros controles de las condiciones de cultivo fuera de oxigeno disuelto, temperatura,
pH y fuente de carbono (Macauley et al., 2005). Por lo mencionado anteriormente, el
sistema de expresion de P. pastoris ofrece diversas ventajas que han permitido
(Cereghino et al. 2002) hasta la fecha, la produccion de més de 500 proteinas
heterologas en P. pastoris y la publicacion de mas de 3,000 articulos cientificos

utilizando a este organismo (Sreekrishna 2010).



4.1.1 Caracteristicas del sistema de expresion de P. pastoris

El sistema de expresion de P. pastoris se compone de dos partes. Vectores de
expresion y cepas con la capacidad de acarrear estos vectores. A continuacion se
describen brevemente estos dos componentes, asi como otras caracteristicas de estos. El
sistema de expresion utilizando vectores con el promotor de la enzima Alcohol Oxidasa
1 (pAOX1) es de particular importancia en el presente trabajo, por lo que se describira

con mas detalle.

4.1.1.1 Vectores de expresion de P. pastoris

Los vectores de expresion disefiados para la produccion de proteinas heter6logas
en P. pastoris comparten muchas caracteristicas en comdn (tabla I) destacando, una
secuencia promotora seguido de uno o mas sitios de restriccion para la insercion de
genes heterdlogos, sitios especificos de terminacion de la transcripcion. Ademas, la gran
mayoria de estos vectores incluyen el gen HIS4 de P. pastoris como marcador de
seleccion por auxotrofia a histidina Asi mismo, estos vectores incluyen secuencias para
la replicacién y amplificacion en bacterias. (Higgins & Cregg, 1998). El sistema de
expresion utilizando vectores con el promotor de la enzima Alcohol Oxidasa 1 (pAOX1)
es de particular importancia en el presente trabajo, por lo que se describird con mas
detalle. Asi mismo, cada vector tiene caracteristicas diversas que lo hacen diferente a los
demas, tales como, sitios especificos de restriccion, control del gén heterélogo con otros
promotores, seleccidn con antibidticos, fusion de la proteina heterdloga a secuencias que
facilitan la secrecion y purificacion de la misma. Estas caracteristicas se describen a

detalle para cada vector en la tabla I.



Tabla |

Vectores de expresion comunes para P. pastoris (Higgins y Cregg, 1998).

Vector de Marcador de

., .. Caracteristicas
expresion seleccion

pHIL-D2 HIS4 Sitios de corte Notl para reemplazo génico de AOX1

Sitios de corte delimitado por BamHI y Bglll para
pA0815 HIS4

generacion de multicopias

PIC3K HIS4 v Karf Seleccidn por el antibiético kanamicina, sitio multiple de
p y kan

restriccion
Seleccion por el antibidtico Zeocina, fusion de la proteina
pPICZ ble' ) _
heterdloga a una cola de His

pHWO10 HIS4 Expresion controlada por el promotor pGAP

Expresidn controlada por el promotor pGAP, sitio multiple
pGAPZ ble' de restriccion, Seleccion por el antibidtico Zeocina, fusion

de la proteina heterdloga a una cola de His

Promotor AOX1 acoplado a el factor de secrecion PHOL,

pHIL-S1 HIS4

sitios Xhol, EcoRI y BamHI disponibles para insercion

PICOK HISA v Kan' Promotor AOX1 acoplado a factor de secrecion a-MF,
p Y Kan

sitios Xhol, EcoRlI, Notl, SnaBl y Avrll para insercion.

Promotor AOX1 acoplado a factor de secrecion a-MF,

sitio multiple de restriccion, generacion de multicopias,

pPICZo, ble" . _ 5 ] )
seleccidn por zeocina, fusion de la proteina heterologa a
una cola de His
Expresion del gen heter6logo controlada por pGAP
GAPZ ole" acoplado a factor de secrecion a-MF, sitio maltiple de
p o e

restriccion, seleccion por zeocina, fusion de la proteina

heteréloga a una cola de His




4.1.1.2 Vectores de expresion acoplados al promotor pAOX1

A pesar de la gran variedad de vectores de expresion que existen en P. pastoris,
los vectores de expresion basados en el promotor del gen de la enzima alcohol oxidasa |
(AOX 1), inducidos con metanol, han sido ampliamente usados respecto a otros tipos
tales como los vectores que usan pGAP (Macauley et al., 2005), debido a diversas
ventajas presentes en estos, tales como: trascripcion del gen heterdlogo fuertemente
regulada y controlada por el promotor mediante un mecanismo de represion/des-
represion, la represion de la transcripcion por fuentes de carbono tales como el glicerol 6
la glucosa permite llevar acabo etapas largas de crecimiento celular previo a la

induccidn, induccion sencilla afiadiendo metanol (Macauley et al., 2005).

4.1.1.3 Metabolismo de metanol y promotores de las enzimas Alcohol oxidasa I y 11
(pPAOX1y pAOX2)

La capacidad de esta levadura para consumir metanol como fuente de carbono
esta dada por las dos enzimas alcohol oxidasa (AOX 1y II) siendo AOX | la responsable
de la mayoria de esta actividad en la célula. Las AOX | y Il se sintetizan en grandes
cantidades dentro de la célula (hasta un 30% de las proteinas intracelulares solubles),
cuando P. pastoris se cultiva en presencia de metanol como Unica fuente de carbono en
el medio de cultivo (Cereghino & Cregg, 2000; Li et al., 2007). La sintesis de las
enzimas alcohol oxidasa | y Il estd dada a la expresion de sus dos genes, el AOX1 y
AOX2 respectivamente. Las regiones codificantes de estos dos genes presentan una
similitud en su secuencia nucleotidica del 90% (Creeg et al., 1989), sin embargo las
regiones promotoras de los genes AOX son distintas entre si. EI promotor pAOX del gen
AOX se induce cuando el metanol se encuentra en el medio de cultivo. Durante el estado
inducido por metanol la enzima AOX 1 es responsable de la mayoria de la actividad
Alcohol oxidasa presente en la célula (Cregg et al., 1989), siendo su promotor, méas
importante para la expresion de la Alcohol oxidasa. Al ser el promotor pAOX1 del gen,
un promotor fuerte y regulable, se ha utilizado para la construccion de vectores para la

produccién de diversas proteinas heterlogas. Por el contrario el pAOX2 conduce a una
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menor expresion de la alcohol oxidasa en la célula, sin embargo su presencia puede
indicar una ventaja competitiva en ciertas circunstancias (Cregg et al., 1989). En
sistemas de expresion basados en el pAOX1, se integra al genoma de P. pastoris, la
secuencia codificante del gen de la proteina heter6loga que se busca producir, bajo el
control del pAOX1, logrando asi la induccion del gen y la produccién de la proteina

heter6loga al momento de cultivar la levadura con metanol (Higgins y Cregg, 1998).

4.1.1.4 Secrecion de la proteina heterdloga

Usando P. pastoris, las proteinas heter6logas se pueden expresar intracelular o
extracelularmente en el medio de cultivo. El uso de secuencias sefial para la secrecion de
proteinas heterélogas al medio de cultivo ha sido ampliamente reportado en P. pastoris
(Cereghino & Cregg, 2000; Sreekrishna et al., 1997). El péptido mas usado para este fin
es el de la secuencia prepro del factor o de apareamiento de S. cerevisae (Sreekrishna,
2010; Higgins & Cregg, 1998). La secrecion de proteinas heterdlogas utilizando este
péptido acoplado al proteina consiste de tres pasos: el primero es la eliminacion de la
region”pre” por la enzima sefial-peptidasa; después la proteasa KEX2 hace un corte
proteolitico en la region “pro” justo después de una lisina-arginina y acido glatamico, y
finalmente son removidas las repeticiones Glu-Ala en el extremo N-terminal por accion
de la dipeptidil-aminopeptidasa (Ste13) (Figura 1). La eficiencia en cada paso estd
altamente ligada a la secuencia de la proteina madura, asi como a la estructura terciaria
que adopta. En la mayoria de los casos, el uso de esta secuencia sefial resulta en una
secrecion mas eficiente que el uso de la secuencia sefial nativa de la proteina heteréloga
(Cereghino & Cregg, 2000).

Golgi a-factor signal peptide

TCT CTC GAG AAA AGA|GAG GCT GAA GCT|GAA TTC-Multiple Cloning Site

5 L E K R E A E AlE F . P
Original intact pPICZaA
5 in Kex2
re:proteiy PS P4 P3 P2 P1|PL' P2 P3 P4
TCT CTC GAC AAA AGA|NNN|GAA TTC-Venus/Luciferase/Other Foreign CDS
. s L D K R|X|E F
Mature‘iW
protein

Figura 1. Papel de la enzima KEX2 en el corte del péptido sefial
del factor alfa de S. cerevisiae en P. pastoris (Yang et al. 2013).

Foreign CDS incorporated pPICZOA

Kex2 signal cleavage site
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Tabla Il

Cepas de P. pastoris utilizadas para expresion de proteinas heterologas.
(Higgins y Creeg, 1998).

Cepa Genotipo Fenotipo Caracteristicas
_ NRRL _
Y-11430 Wild-type ) Nativas
(nativa)
] . Consumo de metanol alto, auxotrofa a
GS115 his4 Mut", His’ o
histidina
aox1A::SARG4 _ Consumo de metanol bajo, auxoétrofa a
KM71 _ Mut®, His’ o
his4 arg4 histidina

aox1A::SARG4

] _ Incapaz de consumir metanol, auxotrofa a
MC100-3  Aox2A:: phis4 Mut’, His

_ histidina
his4 arg4
Mut®, His™, )
' o Consumo de metanol alto, auxotrofa a
SMD1168  pep4 A his4 deficiente de . _
histidina, no produce la Proteinasa A
proteasas
Mut®, His™, 3
) o Consumo de metanol alto, auxotrofa a
SMD1165 prb4 his4 deficiente de . )
histidina, no produce la Proteinasa B
proteasas
Mut®, His, Consumo de metanol alto, auxotrofa a

SMD1163 prb4 pep4 his4  deficiente de histidina, no produce la Proteinasa B,

proteasas Proteinasa A ni Carboxipeptidasa Y

4.1.1.5 Cepas de P. pastoris para la expresion de proteinas heterdlogas

Todas las cepas de P. pastoris utilizadas para la expresion de proteinas
heter6logas fueron derivadas de la cepa nativa NRRL-Y 11430. La mayoria tienen
mutaciones en HIS4 que las hace incapaces de sintetizar el aminoacido histidina
(Higgins & Cregg, 1998). Todas estas cepas presentan distintos fenotipos adquiridos por

mutacion o delecion de genes. La tabla Il describe mas detalladamente algunas de las
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cepas Yy sus caracteristicas especiales respecto a estos fenotipos. El fenotipo de
utilizacion de metanol (Mut) es de particular importancia para el presente trabajo, por lo

cual se describe con mas detalle.

4.1.2 Fenotipo de utilizacion de metanol (Mut)

Las cepas recombinantes de P. pastoris se clasifican en tres grupos respecto al
fenotipo de utilizacion de metanol (Mut): las cepas Mut™ (crecimiento en metanol tipo
nativa), las cuales portan los genes AOX1 y AOX2 intactos y funcionales en; las cepas
Mut® (crecimiento en metanol menor que tipo nativa), en las cuales sélo el gen AOX2 se
encuentra intacto y funcional; el Gltimo grupo lo componen las cepas Mut™ (Crecimiento
en metanol nulo), en las cuales tanto el gen AOX1 como el gen AOX2 se encuentran
inactivados y por lo tanto no pueden utilizar el metanol como fuente de carbono y
energia. Estas tres cepas se encuentran disponibles comercialmente y se derivan todos de
la misma cepa original, aungue tienen una velocidad especifica de crecimiento diferente
en presencia de metanol. Estas tres cepas se distinguen por sus velocidades de
crecimiento en presencia de metanol: Mut™: (0.14 h™'), Mut® (0.04 h™*), and Mut™ (0.0 h™
1) (Stratton et al., 1998).

4.1.3 Bioprocesos con P. pastoris

El escalamiento de bioprocesos en P. pastoris de matraz agitado a bioorreactor
incrementa la producciéon de la proteina heteréloga hasta 10 veces (Li et al., 2007). Esto,
principalmente, se debe a la capacidad que tiene P. pastoris para crecer a densidades
celulares altas cuando se cultiva en biorreactor, ademas de que parametros tales como la
temperatura, la aeracion, el pH y la alimentacion de la fuente de carbono son controlados
en linea. (Cereghino et al., 2002). Tipicamente, un bioproceso en biorreactor con P.
pastoris se compone de tres etapas: una etapa de lote (batch) con glicerol como fuente
de carbono seguida de una etapa de lote alimentado con glicerol (fed-batch) para
posteriormente llevar a cabo una etapa de induccion con lote alimentado de metanol
(Figura 2). Durante estas dos primeras dos etapas de lote y lote alimentado con glicerol

se permite al cultivo crecer a una velocidad de crecimiento maxima, no estando
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restringida la fuente de carbono, esto con el objetivo de obtener una alta densidad celular
para iniciar la posterior la fase de induccion, durante la cual se produce y secreta al
medio de cultivo la proteina heteréloga (Cereghino et al., 2002; Stratton et al., 1998). El
glicerol tiene un efecto menos represor sobre el promotor AOX que otras fuentes de
carbono como la glucosa, por esto, generalmente, se utiliza el glicerol para el aumento
de la densidad celular (Li et al., 2007; Romanos, 1995).

Faseslyll Fase Il
Bioproceso en lote + lote alimentado Bioproceso en lote alimentado
(hatch + fed-batch) MeOH (fed-batch)
0
Glicerol
- -
o — o —
100 1007
Masa
celular 50- 50
(g/1)
0- 0
100 100
Producto
50 - 50-
o _
T | I D
0 12 24 0 24 48 64
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 2. Etapas de un biproceso de produccion de proteinas
heterdlogas con la levadura P. pastoris.

Entre las tres etapas, la induccién con metanol es la mas importante para el
disefio de una fermentacion con P. pastoris dado que de esta fase depende la produccién
de la proteina heterdloga y el éxito del bioproceso. Durante esta etapa, debido al
metabolismo del metanol se generan subproductos téxicos como el formaldehido, el

formiato y el perdxido de hidrogeno los cuales se acumulan dentro de la célula en los
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peroxisomas. Cuando una célula muere y se produce lisis celular, estos productos
toxicos se liberan al medio de cultivo acumulandose en éste y causando toxicidad a las
células del cultivo. Por esta razon es de gran importancia determinar una velocidad de
adicion de metanol durante la etapa de induccion que mantenga en equilibrio la
toxicidad de los subproductos del metabolismo del metanol y la produccion de la

proteina heterdloga (Cregg et al., 2000: Romanos, 1995).

La estrategia de control del metanol se puede llevar a cabo de dos maneras, la
primera, 1llamada “open loop” que se lleva determinando la concentracion de metanol y
realizand las correcciones para cuplir con especificaciones establecidas de forma manual
, comunmente esto lleva a un control impreciso de este patrametro a lo largo del cultivo.
Por otro lado, la estrategia llamada de “close loop” esta basada realizar un control
automatizado de la concentracion de metanol mediante la deteccion del metanol en linea
con el proceso, para lo cual se requiere de instrumentacion adecuada que en momento

dado puede limitar el escalamiento (Sreekrishna, 2010; Valero 2013).

El control de los parametros en los bioprocesos con P. pastoris es clave para
lograr producciones altas de proteinas heterdlogas. Invitrogen, proporciona un manual
completo para llevar a cabo estos bioprocesos (Invitrogen 2002), en el cual se detallan
estrategias para el control del bioproceso, dependiendo del fenotipo de la levadura. El
control de parametros se puede llevar a cabo de tres formas: En linea, en continuo y en
discontinuo. Se considera un parametro controlado en linea como aquel que es detectado
y regulado in situ por un sistema automatizado de control, basado en un valor consigna,
se recomienda que parametros clave para el control del bioproceso, tales como la
temperatura, el pH, la agitacion y la fuente de alimentacion sean controlados por este
medio. Un parametro controlado en continuo es aquel que es registrado al momento del
bioproceso, no directamente del medio de cultivo, utilizando calculos u otras
determinaciones analiticas que posteriormente permitiran tomar una decision al respecto
del bioproceso, pardmetros tales como la cantidad de células, alguna fuente adicional de
carbono, nitrégeno u otro nutriente asi como la supresion de parametros que van en
detrimento del proceso, tales como el exceso de espuma, altas presiones, etc. Por Gltimo
un andlisis en discontinuo es aquel que se lleva a cabo para determinar parametros que

no son vitales para el control del proceso, que sin embargo resultan interesantes para la

15



posterior evaluacion del mismo, parametros tales como la produccion de la proteina
heterdloga, la actividad de algin metabolito secundario, proteasas, consumo total de
nutrientes, etc. Estas determinaciones no permiten modificar el proceso sobre la marcha,
pero otorgan un panorama general para las modificaciones que se deben hacer para el
siguiente bioproceso. En la figura 3 se representa en amplio margen el control con el
cual se lleva a cabo un bioproceso con P. pastoris.

Estimacion y

control

| Tom
° Rs232

Monitoreo

Rs23:2 °
[res—p—
H H u

o
o—— RS485
=5
primsTRUMENTS

< Sensor de metanol

oy

o

DEPRESON O

o

Andlisis de datos

Consola principal,

control en linea de

temperatura, pH,
agitacién

Control en @ @ @»
linea R

Biorreactor Muestreo
Control en continuo y

discontinuo

Figura 3. Control del bioproceso con P. pastoris (Valero, 2013).

4.2 Efecto y optimizacion de condiciones de cultivo para produccion de proteinas

heterdlogas en bioprocesos con P. pastoris

El uso de una estrategia adecuada durante el cultivo en biorreactor con P.
pastoris puede determinar la diferencia entre una alta 6 una baja produccion. Existen
diversos factores ambientales que interactian tanto en el metabolismo de la levadura
como en la produccién de proteinas heterélogas (Li et al., 2007). Estos factores pueden
clasificarse en tres por su origen: quimicos, tales como la composicion del medio de
cultivo, fuente de carbono, fuente de nitrogeno, pH del medio de cultivo; fisicos, como
la temperatura y la aeracion del medio de cultivo; e inherentes al microorganismo como

la biomasa inicial al momento de la induccién, fenotipo Mut, capacidad de secrecién de
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la proteina heterologa. Todos ellos (excepto por el fenotipo Mut y la secrecion

mencionados en el punto 4.1) se describen con mas detalle a continuacion.

4.2.1 La temperatura en los cultivos de P. pastoris

Cuando se estudia un bioproceso para la produccion de proteinas se debe tener en
cuenta que la temperatura 6ptima de crecimiento celular no siempre sera equivalente a la
temperatura 6ptima de produccién de la proteina (Bayraktar, 2009). Ademas, las
proteinas sobreproducidas en el reticulo endoplasmico pueden plegarse incorrectamente
a altas temperaturas generando degradacion del producto recombinante y estrés del
organismo hospedero por la sobrecarga metabdlica, por lo que optimizar una
temperatura puede incrementar significativamente la produccion (Li et al., 2007) y
ademas reducir el estrés y la formacion de sub-productos toxicos debido a éste
(Sreekrishna, 2010).

La temperatura estandar para un cultivo de P. pastoris indicada por el manual de
la compafia Life Technologies, antes Invitrogen (Invitrogen, 2002) es de 30°C. El
primer estudio fisioldgico de la levadura P. pastoris aislada de suelo (cepa CBM10)
indico que la temperatura ideal de crecimiento para este organismo es de 30°C con una
velocidad especifica de crecimiento de 0.235 h™ en metanol (Jara et al., 1983). Esta
temperatura de cultivo seria luego reportada por diversos autores y protocolos de cultivo
para P. pastoris (Stratton et al., 1998; Hollemberg and Gellissen 1997; Invitrogen 2002).

Por todo lo anterior, a pesar de lo ya conocido acerca de la temperatura de
crecimiento de P. pastoris, en la Gltima década han surgido trabajos que prueban
temperaturas de cultivo por debajo de 30°C durante la etapa de induccién con el fin de
incrementar la produccién de proteinas heterélogas. Cultivando a 23°C durante la
induccion se logré aumentar de 10 veces la produccién de proteina heteréloga
anticongelante tipo Il en cepas SMD1168 (Li et al., 2001). Asi mismo, otro reporte
indicd que al bajar la temperatura gradualmente de 30 hasta 13°C durante la etapa de
induccién con metanol aumenta la produccion de la proteina heteréloga hasta el doble,
en cepas SMD1168 (Jahic et al., 2003b). Asi entonces, esta tendencia de cultivos a baja

temperatura ha incrementado en los afios mas recientes con resultados similares
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(Fredericks et al., 2010; Damasceno et al., 2004; Woo et al., 2004: Dragosits et al.,
2011, Gasser et al., 2007: Pais-Chanfrau et al., 2004).

Sin embargo, no siempre una temperatura baja produce el mejor resultado en
produccion. Trabajando con cepas X-33, se encontrd6 mayor produccion de un inhibidor
de tripsina a 28°C que a 24 y 26°C, ademas el autor indica también una velocidad
especifica de crecimiento mayor a 28°C (YYang et al., 2008). Por otro lado, en cepas
KM71H no se logr6 obtener un incremento significativo (sélo 1.15 veces) de la
secrecion de interferén porcino recombinante disminuyendo la temperatura de 30 a 20°C
(Jin et al., 2011). Estos resultados indican la necesidad de buscar, no sélo bajar la
temperatura para incrementar la produccion, sino también buscar una temperatura

Optima para la produccion de proteinas entre el rango de 30° y 20°C.

Respecto al efecto de la temperatura de induccion sobre el metabolismo de P.
pastoris, algunos autores han formulado distintas hipétesis. Por una lado hay trabajos
que indican que al disminuir la temperatura durante la etapa de induccion, el estrés
metabolico del organismo hospedero también baja y a su ves se liberan menos proteasas
al medio de cultivo, disminuyendo la degradacién proteolitica de las proteinas
heter6logas libres en el medio de cultivo (Jahic et al., 2003b; Li et al., 2001; Jin et al.,
2011). Se ha demostrado también que al disminuir la temperatura de induccion aumenta
el plegamiento adecuado de las proteinas en el reticulo endoplasmico y a su ves la
secrecion de estas proteinas se vuelve mas eficiente (Gasser et al., 2008; Gasser et al.,
2007). También se sugiere que la disminucion de la temperatura de induccion mejora la
adaptacion de P. pastoris durante la etapa de induccion ligado a una actividad

metabolica mayor (Jin et al., 2011).

En conclusion, las temperaturas de induccién por debajo de 30°C, incrementan la
produccién de proteinas heterdlogas la mayoria de las veces, incremento, a su vez
provocado, por la combinacion de la disminucion del estrés metabdlico, la secrecion de

proteasas y el incremento de la secrecion de proteinas.
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4.2.2 Aeracion y control del oxigeno disuelto

P. pastoris es un organismo aerobico estricto, que necesita altas cantidades de
oxigeno cuando crece en metanol. ElI oxigeno molecular no solo es usado para la
respiracion celular en la mitocondria, sino también en la oxidacién del metanol a
formaldehido por la enzima alcohol-oxidasa, generando dos subproductos toxicos como
lo son el formaldehido y el peréxido de hidrégeno (Bayraktar, 2009). En los bioprocesos
con P. pastoris el oxigeno disuelto generalmente se mantiene en valores por arriba de
20-30% (Bayraktar, 2009; Sreekrishna, 2010; Li et al., 2007; Stratton et al., 1998;
Cereghino et al., 2002) esto debido a que P .pastoris no presenta rutas de fermentacion
por lo que el oxigeno debe estar siempre presente para evitar estrés y muerte celular
(Cereghino et al., 2002).

Para optimizar este factor pueden aplicarse tres enfoques, el primero es
administrar mayor o menor flujo de aire hacia el biorreactor, sin embargo no se
recomienda que la aeracion sea mayor a 1 vvm, (Stratton et al., 1998), el segundo
consiste en aumentar la agitacion, aumentando a su vez la solubilidad del oxigeno en el

medio y la tercera enriquecer el aire mezclando oxigeno puro.

Existen algunos estudios que indican una relacion de la concentracion de oxigeno
disuelto con la produccion de proteinas heterdlogas. Probando diferentes rangos de
concentracion de oxigeno disuelto, se encontré una mayor produccion de péptido
inhibidor de elastasa cuando la concentracion de oxigeno disuelto se mantuvo en un
rango de 30-50% que a un rango de 10-50% (Lee et al., 2003). También se encontrd
mayor produccion de xilanasa recombinante a 250 rpm de agitacion entre un rango de 50
a 350 rpm (Zhou et al., 2007).

4.2.3 El pH en los cultivos de P. pastoris

P. pastoris tolera un rango de pH que va de 3.0 a 7.0 (Sreekrishna et al., 1997)
teniendo su pH 6ptimo entre 3.5 y 5.5. El pH de cultivo para los bioprocesos con P.
pastoris es altamente dependiente de la naturaleza de la proteina recombinante, por lo
tanto, se deben tener en cuenta que para optimizar este pardmetro, no solo se debe

considerar la tolerancia del pH del cultivo de esta levadura, sino también la estabilidad
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de la proteina heteréloga (Macauley-Patrick et al., 2005). Ademas, en los bioprocesos
con esta levadura se busca cultivar a pH con tendencia a la acidez, con el objetivo de
disminuir la produccién de proteasas por parte de la levadura, tales proteasas pueden
degradar sustancialmente la proteina recombinante producida (Gasser et al., 2008;
Sreekrishna 2010). Sin embargo, los valores de pH &cidos pueden provocar que la célula
active mecanismos de estrés para mantener el pH interno adecuado para su metabolismo,

este estrés también puede disminuir el rendimiento del producto recombinante.

Diversos trabajos estudian el efecto del pH en la produccién de cultivos de P.
pastoris. En un estudio del efecto de cuatro valores de pH (4.5, 5.5, 6.0 y 6.5) se
encontrd que la mayor produccién de hormona de crecimiento de carpa se llevo a cabo a
pH 6.0, y a pH de 4.5 no se observo produccién (Li et al., 2003). Por otro lado, se
encontro la mayor produccién de una Xilanasa a pH 6.5 probando un rango desde 3.0 a
7.2. Sin embargo, los autores concluyen que este pH Optimo es dependiente de la
proteina mas no de la cepa (Zhou et al., 2007). En un caso opuesto, se obtuvo mayor
produccidn de esta proteina de fusion cultivando a pH 4.0 en vez de a 5.0, se indica que
esto se debe a una mayor estabilidad de la proteina en el medio de cultivo debido a una
menor produccion de proteasas (Jahic et al., 2000a). Por ultimo, se encontré un valor
optimo de pH de 5.0 para la produccion de hormona de crecimiento humana probando
en un rango de 4.5 a 6.0 (Calik et al., 2010).

Sin lugar a dudas, dado lo anterior, el pH es uno de los factores mas importantes
y mas complicados de optimizar para obtener la mayor produccion posible de la proteina
heterdloga.

4.2.4 Concentracion de metanol en el medio de cultivo

La concentracion de metanol es uno de los parametros mas importantes a
optimizar dentro de un bioproceso con P. pastoris, su concentracion debe mantenerse a
niveles limitantes (Stratton, 1998). Debido al consumo de metanol que presentan las
cepas Mut’, se ha pensado que a altas concentraciones de metanol ocurre un mayor
efecto inductor, ademas de un metabolismo menor y baja toxicidad debida al metanol, de

acuerdo a diversos reportes en los que se presentan producciones Optimas a

20



concentraciones altas de metanol (Wan et al., 2011; Colao et al., 2006; Damasceno et
al., 2004) asi también existen trabajos que reportan su produccion Optima a bajas
concentraciones de metanol (Jafari et al. 2011; Jin et al., 2011), incluso hay trabajos que
no observan un efecto marcado de este parametro sobre la produccion (Damaso et al.,
2004; Lee et al.,2003; Zhou et al., 2007).

Para administrar el metanol en un bioproceso con P. pastoris se utilizan dos tipos
de estrategias, la primera consiste en mantener la velocidad especifica de crecimiento
constante modificando la concentracién de metanol (Arnau et al., 2010; Cos et al., 2005)
y la segunda en mantener la concentracion de metanol constante a lo largo del cultivo
(Huang et al., 2011; Viader-Salvado et al., 2013; Jin et al., 2011). Estas dos estrategias
provocan un comportamiento metabdlico distinto en la levadura, cuando se busca
mantener la velocidad especifica de crecimiento constante, generalmente se administra
metanol en exceso, lo que a su vez produce compuestos toxicos como el formaldehido y
perdéxido de hidrogeno (ver punto 4.1.3). Por el otro lado, mantener la concentracion de
metanol constante puede provocar limitacion de la fuente de carbono y energia para la

levadura acelerando el estrés metabdlico y produciendo muerte y lisis celular.

Todo lo mencionado anteriormente, hace de la estrategia de alimentacion
metanol uno de los pardmetros mas importantes dentro de la optimizacion de la

produccidn en cultivos de P. pastoris.

4.2.5 Densidad celular al inicio de la induccion

Tradicionalmente, se cree que a mayor biomasa al inici6 de la induccion, se
tienen mayores rendimientos en la produccién de proteinas heterélogas. El objetivo de
hacer un lote alimentado con glicerol previo a la etapa de induccion es el de producir
una alta cantidad de biomasa para posteriormente inducirla con metanol (Sreekrishna
2010). Esto ademas es confirmado por algunos reportes que muestran la influencia de la

optimizacion de este parametro en la produccidon de proteinas heter6logas.

Se obtuvo una mayor produccion de B-galactosidasa recombinante iniciando a
320 g/L de peso humedo la fase de induccion, en vez de a 120 y 220 g/L de peso

himedo inicial, sin embargo el autor concluye que al iniciar con mayor biomasa la etapa
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de induccidn, se obtuvo mayor produccién en menor tiempo de induccion (Plantz et al.,
2006). Por otro lado, iniciando la etapa de induccion a una densidad celular DOggo de 64
se obtuvo una mayor produccion de proteina verde fluorescente recombinante que a
densidades de 61 y 28, el autor concluye que esto podria deberse a una menor
acumulacion residual de metanol cuando el cultivo inicia su induccion con mayor

biomasa (Holmes et al., 2009).

4.2.6 Fuente de carbono adicional al metanol

Como se mencion6 anteriormente, durante la etapa de induccion, el metanol se
cumple dos funciones, la primera como inductor del gen heterélogo y la segunda como
fuente de carbono y energia para la levadura. Sin embargo no es la mejor fuente de
energia, esto es debido a que su oxidacion genera sub-productos toxicos y al ser una
molécula de un solo carbono resulta menos eficiente que otras fuentes de energia como
la glucosa, glicerol ¢ el sorbitol. Una estrategia para incrementar la produccion de
proteinas recombinantes en P. pastoris es el uso de fuentes de carbono adicionales al
metanol, esto, incrementa la biomasa durante la induccion y disminuye el tiempo que

dura la misma. (Sreekrishna, 2010).

Esta estrategia generalmente se emplea con cepas de fenotipo Mut® debido a que
presentan crecimiento muy bajo durante la etapa de induccién con metanol. En un
estudio muy completo al respecto, se comparoé el efecto de distintas fuentes de carbono
en la produccion y crecimiento de cepas Mut™ de P. pastoris y se encontrd que glicerol,
glucosa, etanol y acetato reprimieron al expresion de la proteina heterdloga [3-
Galactosidasa y por el contrario, alanina, manitol, sorbitol y trehalosa no reprimieron la
expresion de B-Galactosidasa (Inan et al., 2001). Resultados parecidos se obtuvieron en

un trabajo posterior utilizando cepas con fenotipo Mut® (Xie et al., 2005).

Por lo tanto, el uso de alimentacién mixta con sorbitol ha sido una de las
estrategias mas usadas para incrementar la produccion de proteinas en bioprocesos con
P. pastoris. Ademas de incrementar la produccién de lipasa recombinante 2.2 veces en

cepas Mut® de P. pastoris, se encontrd que el sorbitol reduce el estrés metabélico de la
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levadura durante la induccion con metanol (Ramén et al., 2007) y asi se han obtenido

resultados parecidos en diversos trabajos (Inan et al., 2001; Jungo et al., 2007).

4.2.7 Fuente de nitrégeno

El nitrégeno es un micronutriente esencial para los organismo asi como un
componente principal en las proteinas, tipicamente, la fuente de nitrégeno utilizada en
bioprocesos con P. pastoris es el hidroxido de amonio (NH4OH), que ademas se utiliza
para equilibrar el pH del cultivo (Cos et al., 2006), ya que P. pastoris tiende a acidificar
el medio de cultivo y el NH,OH al ser una base lo compensa. Actualmente solo hay un
estudio que relaciona la optimizacién de la adicion de NH4OH con el aumento de la
produccion de proteinas heterélogas, encontrando la maxima produccion a 0.4 M de
NH4OH y concluyendo que una concentracion mas alta de este parametro provoca un

decremento en la produccion (Yang et al., 2004).

Una estrategia mas adecuada para administrar cantidades altas de nitrogeno, es la
de administrar fuentes adicionales al NH,OH, tales como sulfato de amonio o
hidrolizados de proteinas como cas-aminoacidos, extracto de levadura ¢ peptona de
carne. Estudios recientes demuestran una relacion directa en el uso de fuentes de
nitrégeno adicionales al hidroxido de amonio que mejoran la produccion de proteinas
heterologas, disminuyendo la protedlisis en el medio de cultivo. Administrando Cas-
aminoacidos y sulfato de amonio se incrementd la produccion de Interferon T
recombinante y se disminuy6 la concentracién de diversas proteasas vacuolares en el
medio de cultivo libre de células (Sinha et al., 2005). En un resultado similar, se
encontrd una produccion 3.5 veces mayor de una fitasa recombinante en cepas Mut®

adicionando sulfato de amonio y extracto de levadura (Chen et al., 2004).

4.2 .8 Efectos multifactoriales de las condiciones de cultivo

En resumen de lo anterior, la estrategia de alimentacion de metanol es crucial en
bioprocesos con P. pastoris, dado a que el metanol es inductor del gen heter6logo y el
metabolismo de este produce sub-productos toxicos (Stratton et al., 1998). Temperaturas

bajas de cultivo incrementan la produccién de proteinas recombinantes mejorando la
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viabilidad celular y disminuyendo la secrecion de proteasas (Sreekrishna 2010; Li et al.,
2001; Jahic et al., 2003b; Wang et al., 2009), asi mismo, se ha demostrado la mejora en
el plegamiento de proteinas y el incremento en la secrecion cuando se cultiva P. pastoris
a baja temperatura (Dragosits et al., 2009). ElI pH puede prevenir la degradacion por
proteasas e incrementar la produccién de proteinas heter6logas en P. pastoris
(Sreekrishna, 2010), sin embargo algunos reportes indican valores de pH cercanos a 4
para disminuir la protedlisis (Jahic et al., 2003b), otros autores recomiendan un pH por
arriba de este valor para prevenir el mismo problema (Kobayashi et al., 2001). Se ha
reportado que fuentes de carbono adicionales al metanol (como glicerol 6 sorbitol) son
Utiles para incrementar la produccion de proteinas heterélogas, sobretodo en cepas Mut®
(Cos et al., 2006), ademas disminuye el tiempo de induccion, y aumenta la densidad
celular (Ramon et al., 2007). Ademés el sorbitol ha sido usado para sobreponer la
toxicidad de la proteina recombinante en la célula hospedera (Guerrero-Olazaran et al.,
2009) ¢ bien para disminuir el estrés metabdlico caudado por la produccion de la
proteina heteréloga (Ramon et al., 2007). La densidad celular al inicio de la induccion
ha mostrado ser importante para maximizar la produccion de proteinas heterologas en P.
pastoris, donde tipicamente la produccion y la densidad celular son directamente

proporcionales (Cereghino et al., 2000).

A pesar del conocimiento del impacto que las condiciones de cultivo tienen en la
produccién de la proteina heter6loga en P. pastoris, estas estan pobremente
caracterizados (Mattanovich et al., 2004). Claramente algunos factores influencian a
otros y varios de ellos podrian influenciar el mismo parametro fisiolégico. La
concentracion de metanol, fuentes de carbono adicionales y la temperatura tienen
influencia en el crecimiento celular, a su vez el crecimiento celular influencia la
demanda de metanol, que a su vez, junto con la temperatura y fuentes de carbono
adicionales influencian el estrés metabdlico. La temperatura influencia la secrecion de
proteinas y junto con el pH influencian la estabilidad de las proteinas, lo que al final

afecta la produccién del proceso global.
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4.3 Disefios experimentales multifactoriales y produccion de proteinas heterélogas
en P. pastoris

Dado lo mencionado anteriormente para bioprocesos con P. pastoris (punto
4.2.8), y a que en general, la eficiencia de los procesos bioldgicos esta sometida a la
influencia de numerosos factores y su interaccion, la optimizacién conjunta de estos
factores utilizando disefios experimentales multifactoriales proporciona un enfoque
adecuado para su control y entendimiento. El disefio de experimentos multifactorial
prueba la influencia de dos o méas factores sobre una variable respuesta y reduce la
cantidad de experimentos a realizar para llegar a una conclusion. Por esta razon el disefio
de experimentos representa una alternativa a la metodologia tradicional de variar un

factor a la vez. (Bora et al., 2012).

Previamente, este enfoque experimental ha sido utilizado para medir la influencia
de factores ambientales en bioprocesos con P. pastoris (Bora et al., 2012). En cepas de
P. pastoris Mut” se encontrd una maxima produccion de proteina verde fluorescente (3.5
g/L) variando la temperatura, el pH y la concentracion de oxigeno disuelto en un total de
trece experimentos utilizando un disefio de superficie respuesta (Holmes et al., 2009).
Utilizando el mismo disefio experimental, en cepas Mut® se logré una produccion
méaxima combinando ocho variables de la composicion quimica del medio de cultivo en
doce experimentos (Aizemberg et al., 2009). Utilizando un disefio factorial completo, en
un total de siete experimentos combinando tres distintas fuentes de nitrégeno se logro
una produccién maxima de cistatina humana C en cepas Mut® (Pritchett et al., 2005).
Combinando tres factores ambientales se obtuvo una produccion méaxima de 0.2 g/L de
mini-proinsulina humana en cepas Mut® haciendo 6 experimentos, aunque no se
menciona algin disefio experimental para este reporte (Pais-Chanfrau et al., 2004). En
otro reporte, una produccion maxima de 0.2 g/L de xilanasa recombinante se alcanzo en
8 experimentos modificando la densidad celular inicial, concentracion de metanol y
YNB en un disefio factorial 2° (Damaso et al., 2003). Por Gltimo, mediante un disefio de
superficie de respuesta se logré una produccion maxima de eritropoyetina recombinante

combinando pH, temperatura y oxigeno disuelto (Bora et al., 2012).
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4.4 Optimizacion de sistemas de produccion por el Método de optimizacidén Simplex

Una manera de abordar el problema multifactorial que representa un bioproceso
industrial de produccién de proteinas heterélogas seria, como se ha mencionado
anteriormente (ver punto 4.3), abordar la optimizacién de los factores del bioproceso con
un disefio experimental multifactorial, que ademas permita tener los factores del

bioproceso optimizados en el menor nimero de ensayos necesarios.

Una alternativa para abordar esta problematica es el método de optimizacién
Simplex, que ha probado ser una técnica eficiente en el desarrollo he implementacion de
procesos y métodos quimicos (Shavers et al., 1979). EI método simplex secuencial es un
proceso de optimacion empirica que se puede aplicar cuando la respuesta a obtener
depende de la optimizacion de factores continuos (cuantitativas). La utilidad del método
aumenta proporcionalmente con el nimero de factores involucrados y permite alcanzar

una respuesta 6ptima de manera eficiente (Nelder & Mead, 1965).

El disefio experimental es sencillo, consiste en disefiar n+1 ensayos iniciales
donde n es el numero de factores a optimizar que influyen en la variable respuesta a
obtener. A los factores seleccionados se les asignan dos niveles de acuerdo a la
informacidn obtenida ya sea en ensayos previos o de la literatura. Con estos niveles se
disefia el primer grupo de ensayos y se acomodan en una matriz de disefio factorial
fraccionado para posteriormente llevar a cabo los ensayos de acuerdo a esta matriz.
Después se identifica y se elimina el ensayo que produjo el peor nivel de la variable
respuesta y después para cada factor se disefian nuevos niveles y se obtiene un nuevo
ensayo con la combinacion de esos niveles. Se realiza el nuevo ensayo, se identifica el
peor nivel de la variable respuesta y se contintan disefiando ensayos hasta alcanzar la
variable respuesta dptima. Ademas recientemente se han desarrollado diversos analisis
estadisticos para pruebas de hipotesis sobre las variables que se encuentran dentro del
simplex (Scott, 2007).

El método simplex forma una figura geométrica definida por un numero de
puntos (en este caso ensayos) dentro de dos 6 més ejes (que corresponden a los factores)
que al acomodarse en los veértices de esta figura nos dan un punto de mejor respuesta de

la variable (R), correspondiente vértice formado por el ensayo en condiciones Optimas
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(B), un punto de peor respuesta de la variable, correspondiente al vértice formado por el
ensayo de condiciones no optimas (W) y diversos puntos intermedios (Shavers et al.,
1979). Esta figura geométrica se ejemplifica (figura 4) para el caso de dos factores a
optimizar (A y B), siendo una figura en dos ejes. Para llegar a la combinacion de estos
factores que produzca un punto en el vértice de optimizacion (B) se pueden utilizar tres

estrategias:

1). Ecuacion de reflexion (ecuacion 1a). Se utiliza cuando la variable respuesta
(R) arroja un valor mas alto que la que se tenia en el Gltimo vértice
conocido de optimizacion (B). En resumen cuando R>B (Shavers et

al.,1979).

2). Ecuaciones de contraccién p y r (ecuaciones 1b y 1c). Cuando la variable
respuesta (R) arroja un valor mas bajo que el vértice de optimizacion (B)
se ha dado un paso en la direccién equivocada y para recolocar la
direccion adecuada la figura geométrica debe de ser contraida. Esto se
puede lograr de dos maneras: la primera es la contraccion r y se utiliza
cuando el valor de la variable respuesta (R) es peor que le vértice (B)
pero no peor que el vértice (W), R<B>W; la segunda es la contraccion p
y se utiliza cuando la respuesta (R) presenta un valor menor que el vértice
(W), R<B<W (Shavers et al.,1979).

3). Ecuacion de expansion (ecuacion 1d). Si la respuesta (R) que se busca es
mucho mas grande que el valor del vértice (B) entonces se utiliza la
ecuacion de expansion. Esta permite llegar al punto de optimizacion en el
menor nimero de ensayos posibles, sin embargo esta estrategia también
podria conducir a puntos muy por fuera de la zona de optimizacién entre
mas alto sea el error estdndar de la variable respuesta (Shavers et al.,
1979).
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Figura 4 Representacion geométrica de un disefio de optimizacion
Simplex con dos factores. Xi, Xo y X3 representan los experimentos
iniciales. X, el experimento tedrico obtenido por la ecuacién de
reflexion, X. el experimento tedrico obtenido por la ecuacion de

contraccion y X, el experimento obtenido por la ecuacion de
expansion. Los vértices B y W representan la zona de condiciones
dptimas y no dptimas respectivamente.

41a:R=P+ (P -W)
4.1b: C, =P +0.5(P — W)
4.1c:C, =P —05(P —W)
41d:E=P+2(P - W)

Ecuacion 1. a: ecuacion de reflexion, b: ecuacion de contraccion r,
C: ecuacion de contraccion p, d: ecuacion de expansion.

P: promedio de los valores del factor en los ensayos quitando el peor.
W: valor del factor en el peor ensayo.

Resumiendo esto para un bioproceso de produccion de proteinas heter6logas con

P. pastoris la variable respuesta generalmente se define como la produccion de la
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proteina heter6loga y los factores a optimizar pueden ser aquellos descritos
anteriormente, temperatura, pH, concentracion de metanol, biomasa al inicio de la
induccion, composicion quimica del medio de cultivo y los vértices de la figura del
simplex corresponden a todos los ensayos en el biorreactor con la combinacion de estos

factores.

En el caso de la optimizacion de sistemas biolégicos por el método Simplex la
informacién es poca. Nuestro grupo de trabajo ya ha utilizado previamente esta
metodologia para incrementar la produccién de hormona de crecimiento recombinante
en P. pastoris a nivel matraz agitado (Guerrero-Olazaran, 2001; Guerrero-Olazaréan,
2002).

4.5. Efecto de la sobre-produccién de proteinas sobre el metabolismo de P. pastoris
4.5.1 Secrecion y plegamiento de la proteina heter6loga

Uno de los pasos cruciales en la secrecion de proteinas es el plegamiento de la
proteina inmadura y la formacién de estructuras secundarias y terciarias, junto con la
formacion de puentes disulfuro en el reticulo endoplasmatico (RE). Este paso es clave
debido a que un plegamiento adecuado trae como consecuencia proteinas maduras y en
su forma activa, por lo tanto este paso determina en un grado alto la productividad del
proceso de produccion de proteinas en P. pastoris. Un componente clave de este sistema
es la proteina chaperona BiP, la cual determina el plegamiento correcto de una proteina
y su control de calidad a lo largo de todo el proceso dentro del RE se sabe también que
esta proteina chaperona estd relacionada a procesos de solubilizacion de péptidos
hidrofobicos, estabilizacion de subunidades de proteinas oligoméricas y marcaje y re-
direccionamiento de proteinas mal plegadas al sistema degradacion en proteosoma (la
expresion diferencial del gen kar2 que es responsable de la proteina BiP se toca en el
punto 4.7). Cuando este sistema falla debido a factores ambientales y se genera una
acumulacion de proteinas dentro del RE, se desencadenan procesos que dan a lugar a la
secrecion y degradacién de proteinas mal plegadas tales como la respuesta a proteinas no
plegadas en el RE (UPR por sus siglas en ingles) y la degradacion de proteinas asociada
a reticulo endoplasmatico (ERAD por sus siglas en ingles (Gasser et al., 2008). Se ha

reportado que estos mecanismos de respuesta al estrés por acumulacion de proteinas en
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el RE se desencadenan por la sobre-expresion de diversas proteinas en distintos sistemas
de expresion eucariotes, incluido P. pastoris (Gasser et al. 2008; Resina et al. 2007).
Estos dos mecanismos de estrés por acumulacion de proteinas se describen a

continuacion.

El proceso UPR es un proceso de retroalimentacion unico, debido a su sistema de
transduccion a traves del RE a nucleo de la célula. Cuando se comienzan a acumular
péptidos en el RE debido al mal funcionamiento de chaperonas como BiP, la proteina
sensor Irel se auto-fosforila lo que activa el corte del mMRNA del factor de trascripcion
del proceso UPR (gen Hacl) para posteriormente expresar la proteina HAC1 (figura 5) .
Este factor de transcripcion es responsable de la regulacion de cerca de 330 genes, la
mayoria relacionados a la biogénesis de organelos secretores, transporte vesicular y
formacion de lipidos de membrana, haciendo méas eficiente la secrecion de péptidos
(Travers et al., 2000), sin embargo aumenta la cantidad de proteinas no maduras en el
espacio extracelular y ademas, la respuesta UPR también aumenta el funcionamiento del
mecanismo de degradacién de proteinas ERAD para desahogar el espacié del RE
(Figura 6).

ERAD es un complejo proceso en el cual las proteinas mal plegadas son re-
dirigidas al citoplasma, donde son marcadas mediante la enzima ubiquitina y sujetas a
degradacion por proteosoma (Gasser et al., 2008; Travers et al., 2000), el cual es
complejo multi-proteico que lleva a cabo la degradacion proteolitica total de proteinas
en el citoplasma hasta aminoacidos para su posterior reciclaje (Gasser et al., 2008). Este
mecanismo funciona en condiciones normales, sin embargo, se ha demostrado que
cuando una célula sobre-expresa proteinas este sistema de degradacion puede aumentar
su velocidad y degradar mayor cantidad de proteinas debido a la acumulacién de

proteinas mal plegadas en el RE (Travers et al., 2000).

30



ER correctly correctly
Nucleus folded folded

[UW} ‘Ros| f) protein glycoprotein

e, G

s BiP
o mediated
folding

failed
folding

<(———> BiP
@ Calnexin
C Ssal-4
Ssb B

[ERAD] Sse1/2

Cytosol

Figura 5. Representacion del papel de la chaperona BiP y su
relacion con el gen Irel y Hacl de la respuesta UPR y con la ERAD

(Gasser et al., 2008).

unfolded native

.~ .
. .
.~ .,
.....

.__

ERAD

Figura 6. Modelo esquematico que ilustra la accion coordinada de
UPR y ERAD. Unfolded: proteina inmadura. Native: proteina

madura. Misfolded: proteina mal plegada (Travers et al., 2000).

31



4.5.2 Remocidn del péptido sefial para la secrecion de la proteina heterdloga

La mayoria de los sistemas de expresion para la secrecion de proteinas
heterologas en P. pastoris estdn bajo el control del pre-pro péptido del factor a de S.
cerevisiae, cuya secuencia se traduce en el extremo amino-terminal de la proteina de
interés y que permite la secrecion de la proteina al espacio extracelular, previa remocion
de este péptido sefial. (Sreekrishna 2010). Este proceso de remocién se lleva a cabo en
tres pasos, el primero es la remocion de la porcion “pre” por la enzima sefial peptidasa
en el RE, después las proteasas KEX2 y YPS cortan la porcion “pro” y al final una
region de repeticiones Glu-Ala es removida por la dipeptidil-aminopeptidasa. Se ha
observado que la disrupcion parcial o total de los genes que codifican para KEX2 y YPS
(Kex2 y Ypsl) reducen la degradacion proteolitica de proteinas tales como la gelatina de
mamiferos (Werten & de Wolf, 2005) y albumina sérica humana recombinantes en P.
pastoris (Wu et al., 2013). Sin embargo en uno de estos trabajos se sefiala que esto
puede llevar a la produccion de una fraccion mayoritaria de proteinas muy largas y que

contienen el péptido sefal aun en el espacio extracelular (Werten & de Wolf, 2005).

4.5.3. Produccion y secrecion de proteasas al medio de cultivo

Como se menciond con anterioridad, P. pastoris es un sistema de expresion
adecuado para producir una alta cantidad de proteinas heterdlogas debido a su
capacidad de crecer a altas densidades celulares (Cereginho et al., 2002). Sin embargo,
en cultivos de altas densidades celulares, la produccion de proteasas debido al estrés y a
lisis celular es un problema comdn (Sinha et al., 2005; Bayraktar, 2000). Las vacuolas
celulares contienen varias proteasas cuya cantidad varia de acuerdo a las condiciones del
cultivo. En P. Pastoris las proteasas vacuolares no han sido del todo bien caracterizadas,
sin embargo se ha reportado ampliamente la presencia de actividad proteolitica en el
espacio extracelular (Jahic et al., 2003; Li et al., 2001; Jin et al., 2011) asi como en
diversos compartimentos intracelulares (Sinha et al., 2005) incluso identificando por su
actividad algunas de las mas importantes (Sinha et al., 2005) tales como la proteinasa B,

la proteinasa A y la carboxipeptidasa Y. Estas proteasas han sido mejor caracterizadas
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para S. cerevisiae y a continuacion se describe su papel en las vacuolas celulares (Zhang
et al., 2007).

La proteinasa A es una aspartil-proteasa codificada por el gen PEP4 con
dominios y actividad similar a otras aspartil-proteasas tales como la pepsina, renina y
catepsina D por lo cual recibe también el nombre de “Saccharopepsina”. Se cree que esta
proteasa juega un papel clave en la maduracion de distintas proteinas en el espacio
vacuolar (Zhang et al., 2007, Bayraktar, 2009). Es la proteasa vacuolar mas importante
ademas, porque activa a la proteinasa B y carboxipeptidasa Y iniciando asi una cascada

de activacion similar a la que ocurre en el sistema digestivo de eucariotes superiores

La proteinsa B es codificada por el gen PRB1 y es miembro de la familia de las
serin-proteasas por lo cual presenta una actividad muy similar a la de la tripsina. Se cree
que detener la expresion del gen PRB1 y PEP4 puede mejorar la produccion deteniendo
la actividad proteolitica en las vacuolas (Bayraktar, 2009). Un ejemplo de esto son las
cepas de P. pastoris deficientes en proteasas (SMD1163, SMD1165 y SMD1168), a
tales cepas se les elimino parcialmente el gen PRB1 asi como el gen PEP4. Aun asi, la
ausencia de estos genes redujo la viabilidad de las cepas asi que el proceso de
produccion es mas corto, sin embargo combinado con ciertas estrategias puede
incrementar la produccion de la proteina heterologa (Sreekrishna, 2010).

La carboxipeptidasa Y es una exo-proteasa de amplio espectro en cuanto a su
actividad, por lo cual degrada proteoliticamente muchas proteinas (preferiblemente
hidrofobicas) desde el extremo carboxiterminal (Jung et al., 1999). Es codificada por el
gen PRC1, borrando este gen, se ha logrado detener la actividad de esta enzima en cepas
de P. pastoris para aumentar la produccion de proteinas de cadenas largas tales como
hirudina y endostatina (Sreekrishna, 2010).

4.6 Secuenciacion del genoma de P. pastoris e importancia en los estudios de

expresion de genes en P. pastoris

El estudio de la expresion de genes en transcriptomas completos encuentra su
origen a mediados de la década pasada. En 2004 se reporté uno de los primeros estudios

de transcriptoma completo, utilizando microarreglos en un bioproceso de P. pastoris,
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utilizando la cepa X-33 de fenotipo Mut’. Se encontraron, sin embargo, pocas
diferencias siendo las principales, en genes del ciclo de Krebs y del metabolismo
energético, ademas que este experimento se realiz6 con un microarreglo disefiado para S.
cerevisiae en condiciones estandar de cultivo en biorreactor de P. pastoris (Sauer et al.,
2004). En 2008 se obtuvo el primer estudio utilizando marcadores especificos para genes
en P. pastoris, por un método rapido de andlisis transcripcional (TRAC) en el cual se
estudiaron cerca de 50 genes involucrados en el proceso de secrecion de proteinas
heter6logas, el autor sefiala que se encontraron discrepancias conforme a lo estudiado
previamente en S. cerevisiae recalcando la importancia de utilizar marcadores

especificos para P. pastoris (Gasser et al., 2007).

En el afio 2009, se obtuvo la primera secuenciacion de genoma completo de una
cepa de P. pastoris (GS115), estudio que arroj6 una gran cantidad de informacion. 5,013
genes que codifican para proteinas, de los cuales 3,997 tuvieron al menos un homologo
en la base de datos de secuencias aminoacidicas del Centro Nacional para Informacion
en Biotecnologia (NCBI) lo cual es casi el 80% del espacio del genoma completo. Se
incluyd ademés, informacion importante acerca de rutas metabdlicas y sus
intermediarios, siendo las mas importantes la ruta de secrecién de proteinas con mas de
100 genes involucrados y la ruta de metabolismo de metanol con 10 genes. Mas

informacidn acerca de estas dos importantes rutas se incluye después en la seccion 4.8.

Este descubrimiento trajo consigo una oportunidad de realizar estudios de
expresion de genes ya no solo de transcriptoma completo, sino también de genes
estudiados puntualmente por técnicas mas cuantitativas, principalmente g°PCR (PCR en
tiempo real o PCR cuantitativa) gracias a que las secuencias de todos los genes que

sirven para el disefio de ensayos estan disponibles desde 2009 en el GenBank NCBI.

4.7 Técnica de RT-gPCR como herramienta para el analisis de la expresion génica

La transcripcion reversa (RT) seguida de una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) representa la tecnologia mas poderosa para la amplificacion y
deteccion de moléculas de RNA mensajero. Para cuantificar los niveles de expresion de

genes en cualquier sistema biologico, el método de RT acoplado al PCR cuantitativo en
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tiempo real (RT-gPCR) es el método de eleccion, ya que presenta ventajas en
comparacion al ensayo convencional de PCR punto final debido a que la tecnologia de
deteccion permite tener alta sensibilidad, alta especificidad, buena reproducibilidad y un
amplio rango dinamico de cuantificacion. EI método RT-gqPCR es el méas sensible y
confiable, en particular para detectar y cuantificar transcritos de poca abundancia en
tejidos con bajas concentraciones de RNA, parcialmente degradado y proveniente de
fuentes limitadas de tejido (Pfaffl, 2004).

La técnica de qPCR se fundamenta en el uso de un termociclador acoplado a un
fluorométro que permite la determinacién del nimero de copias de DNA que se
sintetizan en la reaccién para un DNA blanco especifico. Mediante una correlacion entre
el nimero de copias sintetizadas y el numero de ciclos de sintesis, es posible calcular la
cantidad o concentracion de DNA blanco con el que se inicio la reaccion. Si el DNA
blanco a cuantificar proviene de una reaccion de retro-transcripcion, esta técnica permite
la cuantificacion de un transcrito especifico y se le denomina retrotranscripcion acoplada
a PCR de tiempo real o RT-gPCR. De acuerdo con la guia MIQE: Minima Informacién
para la Publicacion de Experimentos de PCR Cuantitativo en tiempo real, se propone
que la abreviacién qPCR sea utilizada para referirse al PCR cuantitativo en tiempo real,

mientras que RT-gPCR se refiera a transcripcion reversa-gPCR (Bustin, 2002).

Mientras que la PCR punto final requiere que los productos de PCR sean
detectados y cuantificados en geles de electroforesis después de la reaccion, la
tecnologia de qPCR permite la cuantificacion de los amplicones durante cada ciclo de
PCR, permitiendo una medicion cuantitativa de los productos de PCR acumulados
durante cada ciclo de la reaccién. Las reacciones en tiempo real se llevan a cabo en un
termociclador que permite la medicion mediante la deteccion de una molécula
fluorescente, lo cual disminuye los pasos de procesamiento posteriores y minimiza el
error experimental. Esto se logra principalmente mediante el uso de tecnologias basadas
en fluorescencia como: 1) sondas que fluorescen después de la hidrdlisis (TagMan) o
hibridacion (Tecnologia LightCycler); 2) horquillas fluorescentes; 6 3) agentes
intercalantes (SYBR Green) (Tabla I11). Estos enfoques requieren menos cantidad de
RNA y procesan un mayor rango dindmico que la densitometria, y son mas resistentes a

amplificaciones no especificas (VanGuilder et al., 2008).
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El método con sondas de hidrdlisis (TagMan®) emplea sondas especificas contra
una secuencia blanco unidas covalentemente a un fluoréforo por el extremo 5” y a un
compuesto que absorbe la fluorescencia (“quencher”) por el extremo 3. Este Ultimo
método es mucho mas especifico para la determinacion de la cantidad de copias de DNA
generadas por PCR. Las sondas se unen a la secuencia blanco durante la etapa de
hibridacién de la reaccion de PCR en un sitio interno cercano al sitio de unién de uno de
los iniciadores. Posteriormente, durante la etapa de polimerizacion-extension, la Taq
DNA polimerasa degrada la sonda mediante su actividad exonucleasa 5°- 3", lo cual
hace que el fluor6foro y el quencher se separen y se genere fluorescencia que se mide
con el fluorébmetro. EI empleo de sondas de hidrolisis en el gPCR hace que éste sea un
método cuantitativo muy especifico para un DNA blanco determinado, y junto con la
multiplicidad de canales de fluorescencia que tienen los nuevos termocicladores (hasta
seis longitudes de onda por tubo de reaccién) ha hecho que este método de
cuantificacion sea el mas usado para la gPCR. Esta técnica presenta la desventaja del
costo del disefio y sintesis de sondas especificas para la cantidad de genes que abarca la
expresion de un genoma completo. SYBR Green es un ejemplo de un agente intercalante
que fluoresce con la unién a DNA de doble cadena. Después de la sintesis mediada por
oligonucleotidos especificos de la secuencia blanco durante el ensayo de PCR, multiples
moléculas de SYBR Green se unen al producto y emiten una fuerte sefial de
fluorescencia, la cual es facilmente detectada. Debido a que SYBR Green se une
indiscriminadamente a DNA de doble cadena, las secuencias de dimeros de
oligonucleotidos y errores de amplificacion (productos inespecificos) son detectados en
la fluorescencia. Una consecuencia de la unién de mdaltiples moléculas, es que la
cantidad de sefial es dependiente de la masa molecular del producto de DNA de doble
cadena creado en la reaccion. Si las eficiencias de amplificacion son las mismas, la
amplificacion de un producto méas grande, generara una mayor sefial que un producto
mas corto. Los agentes intercalantes (comdnmente el SYBR Green) se afiaden a la
mezcla de PCR vy se intercalan entre las dos hebras del DNA a lo largo de los ciclos de
amplificacion, induciendo fluorescencia que posteriormente se mide para cuantificar la
cantidad de DNA inicial. Debido a la baja especificidad de estos agentes intercalantes, es

recomendable realizar una determinacion de la curva de disociacion del producto
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amplificado para comprobar su identidad y la ausencia de productos inespecificos
(VanGuilder et al., 2008).

4.7.1 Analisis de datos y disefio experimental de los ensayos de RT-qPCR

Para la cuantificacién de los valores obtenidos en los ensayos de RT-qPCR
existen dos tipos generales de estrategias: los niveles de genes expresados pueden
medirse de manera absoluta o relativa. La cuantificacion absoluta relaciona la sefial de
fluorescencia del gPCR con el numero de copias empleando una curva de calibracion,
las cuales pueden derivar de productos de PCR diluidos, DNAc o DNA recombinante,
plasmidos linealizados, 0 muestras de tejido. Este enfoque absoluto es erréneo, ya que la
cuantificacion se muestra relativa al uso de una curva de calibracién. EI nimero de
copias de RNAm debe ser correlacionado a algunos parametros biolégicos, como la
masa de la muestra, la cantidad total de RNA, un numero definido de células, o
compararlo con el nimero de copias de un gen de referencia como podria ser RNA
ribosomal 6 genes constitutivos (Pfaffl, 2004). La cuantificacion relativa o comparativa,
mide el cambio relativo en los niveles de expresion de RNAm, determina el cambio en
los niveles de RNAmM de un gen en un estado a través de multiples muestras y lo expresa
relativo a los niveles de otro RNAm. La cuantificacién relativa no requiere una curva de
calibracién o estandares con concentraciones conocidas y la referencia puede ser
cualquier transcrito, siempre y cuando se conozca su secuencia para el buen disefio de

oligonucle6tidos y sondas correspondientes (Bustin, 2002).
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Tabla 111

Tecnologias de deteccion, disponibles para RT-qPCR.

Ensavos Anélisis de
Tecnologia Fabricante Deteccidn hsay curvade
multiples disociacis
isociacion
TagMan Applied Biosystems  Sondas de hidrolisis Si NN
PrimeTime IDT Technologies  Sondas de hidrdlisis Si NN
. Sondas de . NN
LightCycler Roche hibridacion Si
LUX Invitrogen Sondg d? ho_rgUIIIa, Si N
hibridacion
Oligobalizas .
. . Horquilla bucle, .
(Molecular  Sigma-Aldrich, ITD hibridacion Si N
Beacons)
SYBR Green Multiple Agente intercalante No N

NN: No es necesario
N: Necesario

Para determinar los niveles relativos de expresion, se miden las diferencias (A)
entre el nimero de ciclos de amplificacion del gen de interés y un gen normalizador en
donde la sefial de fluorescencia de cada uno cruza un umbral de fluorescencia
determinado (Cr), y posteriormente se compara el nivel relativo de expresion del gen de
interés con una muestra calibradora: control sin tratamiento, el tiempo cero, individuos
sanos, etc. Este método se denomina método de 24T (Pfaffl, 2004), y se basa en dos
suposiciones: la primera es que todas las reacciones ocurren con 100% de eficiencia, es
decir, que en cada ciclo de PCR la cantidad de producto se duplica. La segunda
suposicion es que hay un gen (0 genes) que se expresa en un nivel constante en todas las

muestras. Este control enddgeno se emplea para corregir cualquier diferencia en el
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muestreo. Una vez que se obtienen los datos de Ct de cada reaccion, se pueden generar

niveles relativos de expresion (VanGuilder et al., 2008).

Para obtener resultados con una expresion relativa confiable, se deben generar
estrategias de normalizacion para el control del error experimental y para asegurar un
rendimiento idéntico durante el ensayo de RT-qPCR. Todas las comparaciones relativas
deben realizarse con una cantidad constante de RNA o masa de tejido de muestra
analizada, o una cantidad idéntica de células seleccionadas. Para asegurar que las
condiciones iniciales del ensayo sean idénticas, la expresion relativa de los datos debe
ser equilibrada o normalizada de acuerdo al tamafio 0 masa de las muestras o el volumen
de tejido, la cantidad total de RNA obtenida, la cantidad de DNA genomico obtenida,
RNAs ribosomales de referencia (18S o 26S rRNA), RNAs mensajeros de referencia,
cantidad total de DNA gendmico, moléculas de DNA o RNA artificial (Pfaffl, 2004).
Para la normalizacion se emplea el uso de genes de expresion constitutiva
(housekeeping) o de linaje especifico, los cuales también se denominan genes de
referencia. La seleccion de estos genes debe cumplir los siguientes requisitos: expresion
similar entre todas las muestras en un estudio dado, expresion resistente a las
condiciones experimentales, y expresion que se somete a todos los pasos del ensayo de
gPCR con la misma cinética que los genes blanco. Generalmente, la transcripcion de
estos genes es resistente a la condiciones experimentales, haciéndolos adecuados como
controles enddgenos para una normalizacién (Vanguilder et al., 2008). Se ha concluido
que para obtener una medicion mas acertada y confiable de los niveles de expresion
relativos, se debe realizar una normalizacion empleando multiples genes de referencia en
vez de uno, para lo cual se deben realizar célculos para determinar los genes de
referencia con los que se obtienen los mejores resultados. Ademas, se debe emplear la
media geométrica de los valores de expresion relativa de los genes normalizadores, en
vez de la media aritmética, ya que la primera controla mejor los posibles valores aislados
y de diferencia de abundancia entre diferentes genes. Por Gltimo se recomienda el uso
minimo de tres genes de referencia con la expresion relativa mas estable para los
calculos de RT-gPCR (Vandersompele et al., 2002).

La tecnica de gPCR ha demostrado ser de utilidad en P. pastoris para medir

niveles de expresion de genes con distintas finalidades, tales como determinar el
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aumento de expresion de genes heterdlogos y la eficiencia de su promotor (Love et al.,
2012) 6 medir la expresion de diversos genes de una ruta metabdlica (Krainer et al.,
2012). También resulta util para determinar el nimero de copias de un gen heterélogo,

también llamado “gene dosage” (Norden et al., 2011).

4.8 Estudio de la expresion de genes en rutas metabdlicas de P. pastoris

En el presente trabajo, es de interés estudiar componentes de dos rutas
metabolicas, especificamente la ruta de plegamiento y secrecion de proteinas, asi como,

la ruta catabdlica del metabolismo de metanol. Ambas se explican a continuacion.

4.8.1 Plegamiento y secrecion de proteinas

La ruta metabdlica de secrecién de proteinas en P. pastoris se muestra en la
figura 7b y corresponde a una ruta tipica de secrecion por exocitosis. Inicia en el mismo
momento que se traduce y transloca el péptido inmaduro en la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE) por accién del complejo multimérico SEC61-OST (Genes SEC61,
SBH1, SSS1, STT3, SWP1, WBP1 y OST1-6) que ademéas marca la proteina con un O-
oligosacarido. Posteriormente la proteina entra a la matriz del RE donde el péptido “pre”
es cortado por el complejo enzimatico sefial peptidasa (genes SPC1, 2, 3 y SEC11) y
entonces, diversas proteinas de control de calidad y chaperonas comienzan a interactuar
con la proteina a través de su paso por el RE (genes KAR2, ROT1, LHS1, CNE1, YDJ1,
EPS1, SHR3, SIL1, HTM1 y UGGT) donde ademéas son glicosiladas en sus sitios
correspondientes tanto a N y O-glicosilaciones. Posteriormente la proteina
correctamente plegada es translocada al complejo Golgi donde los oligosacaridos
enlazados sufren reducciones y adiciones de mas monosacaridos a la cadena
(cominmente Manosas), a su vez la proteina sufre el corte del péptido “pre” por accion
de la proteasa KEX2 (gen KEX2) y es empacada en una vacuola secretora para ser
madurada (en algunos casos) por diversas exo y endo-proteasas (PEP4, PRB1, PRC1,
YPS1, 2, 3y 7, MKC7, ATG4, GPI8, HSP31,32 y 33 y SNO4), por altimo, la vacuola
libera su contenido al espacio extracelular mediante exocitosis (De Schutter et al., 2009).
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4.8.2 Metabolismo de metanol

En cultivos inducidos con metanol en P. pastoris, el metanol generalmente sirve
como unica fuente de carbono y energia, esto hace de la via metabolica de metanol una
ruta de un tronco comun con dos “ramas” las cuales se muestran en la figura 7a. El
tronco comun inicia cuando el metanol es ingresado al peroxisoma e inmediatamente es
reducido para formar formaldehido y peroxido de hidrogeno por la enzima AOX (gen
AOX). A partir de este punto, la ruta se divide en una parte anabdlica y otra catabdlica
para la generacion de energia. Dos moléculas de formaldehido pueden ser usadas para
generar di-hidroxi-acetona mediante la enzima di-hidroxi-acetona sintasa (gen DAS),
estas moléculas de di-hidroxi-acetona a su vez, sirven para generar ciclicamente
Gliceraldehido-3-fosfato mediante diversas enzimas, siendo la mas importante la
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gen GAP) esta rama de la ruta termina en la
via de las pentosas fosfato para la generacién de monosacaridos estructurales para la
construccion celular. La segunda rama de la via comienza con el enlace de glutation al
formaldehido para formar formil-glutation mediante la enzima formaldehido
deshidrogenasa (gen FLD) en este paso se genera una molecula de NADH,
posteriormente la formil-glutation hidrolasa remueve el glutation para general formiato
que es reducido hasta CO; gracias a la enzima formiato deshidrogenasa (gen FDH). Esta
formacion de CO; libera una molecula de NADH por lo cual al final del catabolismo del
metanol se generan dos moléculas de NADH en total que generan directamente energia

en forma de ATP en la cadena respiratoria (De Schutter et al. 2009).
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5 METODOS

5.1 Material biologico y equipos

El proyecto se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia Molecular L5 y la
planta piloto de Fermentacidn del Instituto de Biotecnologia del la Facultad de Ciencias
Biologicas de la U.A.N.L.

Se trabajé con la cepa KM71FTEIl de P. pastoris construida previamente en
nuestro laboratorio (Viader-Salvado, et al. 2010). Esta cepa tiene el fenotipo Mut® que
contienen en su genoma una secuencia nucleotidica que codifica para la fitasa con
estructura de hélice denominada FTEII fusionada a la secuencia pre-pro del factor alfa

de Saccharomyces cerevisiae, y produce y secreta la fitasa FTEII.

Para el desarrollo de los cultivos en biorreactor se utiliz6: Un bioreactor Bioflo 111
(New Brunswick Scientific Co. Inc), sistema de enfriamiento externo (Polysciense),
compresora de aire, autoclave vertical (AMSCO), electrodo de pH Ingold (Mettler,
Toledo), electrodo de O, Oxyprobe 12 mm (Broadley Technologies), dos filtros de aire
de 0.2 u (Gelman Acro), bomba peristéltica (Biorad Econo pump). Para el sistema de
adquisicion de datos en linea con el biorreactor se utilizé el programa computacional
Biostat Foxy logic version 4.1, para el control de metanol se utilizo el sensor MC-168
(PTI instruments Inc) y su software NB208 Windows asi como un sistema relevador de
corriente eléctrica. Para los cultivos en matraz agitado se utilizaron: Matraces
Erlenmayer de 250, 500 y 6000 mL (Corning-Pyrex), incubadora ambiental con control
de temperatura y agitacion (Lab-line), campana de bioseguridad 11 (Labconco),
espectrofotometro Smartspect 3000 (Biorad). Para los analisis de proteinas, actividad
enzimatica y actividad de proteasas se utilizd: Un agitador magnético (PC103 Corning),
bomba de vacio (0322-V4B-G180X General Electric), espectrofotdémetro UV/VIS DU

650 (Beckman Coulter), cubetas desechables de poliestireno (Plastibrand), reactivo azul
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brillante de Comassie G-250 (Sigma Chemical Co), papel filtro (Whatman no.1), micro
pipeta de volumen variable 20-200 uL (WVR brand 40000-204), micro pipeta de
volumen variable 100-1000 uL (WVR brand 40000-208), bafio de agua termostado
(Precision), balanza granataria PG-4002 (Mettler Toledo), balanza analitica AG285
(Mettler Toledo), incubadora 37°C (Precision). Para el almacenamiento de cepas e
indculos se utilizé un congelador (-20°C), tubos corning de 15 mL. Para el ensayo de
ELISA se utilizaron placas de 96 pocillos Nunc® (Apogent), anticuerpo primario anti-
FTEII (Genescript co.), anticuerpo secundario anti-lgG conejo conjugado con fosfatasa
alcalina (Sigma-Aldrich) y un equipo de lectura de placas de ELISA (Biorad 300). Para
las técnicas de determinacion de &cidos nucleicos un nanodrop®1000 (Thermo
Scientific), cdmara horizontal de electroforesis, Bioanalyzer 2100 (Agilent Agilent
Technologies, Santa Clara, CA), termociclador para PCR punto final Multigene Mini
(Labnet) y termociclador para PCR tiempo real Strategene Mx3005P (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA). El procesador de datos empleado para elaborar todos
los gréficos y tablas asi como este escrito, fue una computadora personal HP pavilion
dv1000 entretainment notebook Intel Centrino (Hewlett packard), el procesador de texto
utilizado fue Microsoft Word 2007 (Microsoft Corp. 1987-2007), el procesador de
graficos y tablas Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corp. 1987-2007), el editor de
graficos Adobe photoshop 7.0 (1990-2002 Adobe system inc.) y el paquete
computacional Microsoft Power point 2007 (Microsoft Corp. 1987-2007).

Para los cultivos en biorreactor se emplearon el medio minimo amortiguado y
adicionado con glicerol y extracto de levadura (BMGY), y el medio de fermentacion de
sales basales (FBS), los cuales se prepararon tal como se ha descrito previamente
(Stratton et al., 1998; Invitrogen, 2002). Las sales traza PTM1 se adqurieron en
Invitrogen (San Diego, CA). Para la conservacion del RNA celular se utilizo el reactivo
RNAIlater (Ambion, Grand Island, NY). Para las preparaciones de RNA, se utilizo el kit
SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI). Para el tratamiento con
DNasa se utilizo el kit de DNasa RQ1 libre de RNasa (Madison, WI). Para la sintesis del
DNAc se utilizo el kit AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis Kit
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) para 50 reacciones. Para los ensayos de gPCR
se utilizaron Master Mix Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR Green QPCR & QRT-PCR
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(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) y Brilliant I1l Ultra-Fast QPCR & QRT-PCR
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA), oligonucledtidos 5qKEX2, 3gKEX2,
50A0X2, 3qA0X2, 5qPEP4, 3qPEP4, 5gPRC1, 3gPRC1, 5gPRB1, 3qPRB1, 5qYPT1,
3qYPT1, 5qKAR2, 3qKAR2, 5qG6PD, 3qG6PD, 5qGAP, 3qGAP, 5qFTEIl y 3qFTEII
(3.0 uM cada uno) (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, lowa) y los kit
PrimeTime Mini (5gFTEI 1.0 nM, 3gFTEII 1.0 nM y sonda de hidrdlisis qFTEII 0.5
nM, y 5gGAP 1.0 nM, 3gGAP 1.0 nM y sonda de hidrolisis gGAP 0.5 nM) (Integrated
DNA Technologies, Inc., Coralville, lowa). Otros reactivos fueron de Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, MO) o de Productos Quimicos Monterrey (Monterrey, N.L., México).

5.2 Estrategia general

Para llevar a cabo el andlisis de la respuesta metabdlica de P. pastoris KM71FTEII
involucrada con el incremento de la produccién de la fitasa FTEII se plantearon 2 etapas
experimentales: La primera etapa consistio en el desarrollo de un proceso de
optimizacion de condiciones de cultivo conformada a su vez por tres fases: en la primera
fase, se desarroll6 un método para definir las variables de las condiciones de cultivo que
se emplearon para conformar el disefio experimental para la optimizacion , en la segunda
fase se realiz6 un disefio del proceso de optimizacion empleando el método
multifactorial Simplex Secuencial considerando los parametros de las condiciones de
cultivo definidos en la primera fase y en la tercera fase se llevo a cabo el proceso de
optimizacion tomando la produccion volumétrica de la proteina heterologa (FTEII)
como parametro respuesta y evaluando parametros representativos de la respuesta
metabolica. La optimacion se realizd6 considerando cinco factores ambientales
(concentracion de metanol en el medio de cultivo, temperatura, pH, adicion de una
fuente extra de carbono, y densidad celular al inicio de la etapa de induccién) que
definen las condiciones de cultivo en la etapa de induccion del gen heter6logo para

incrementar la produccion extracelular de la fitasa FTEII en cultivos en biorreactor.

El proceso de optimacion se llevo a cabo mediante diez cultivos en biorreactor, con
los cuales se correlaciond la produccion volumétrica extracelular de fitasa durante la

etapa de induccion con la respuesta fisioldgica del hospedero, evaluada mediante el
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consumo de metanol, la velocidad especifica de crecimiento (p), el rendimiento celular
proveniente de metanol (Yys), el rendimiento de la produccion extracelular de
fitasa/biomasa (Yp), el rendimiento de la produccion extracelular de fitasa proveniente
de metanol (Yys), la actividad de proteasas en el medio de cultivo libre de células, el
porcentaje de secrecion de fitasa al medio de cultivo, y la velocidad especifica de

consumo de metanol (gs).

La segunda etapa experimental consistio en el analisis y comparacion de la
respuesta metabdlica del cultivo mas productivo con el cultivo menos productivo, esto
con el objetivo de determinar los factores que afectan la productividad de un cultivo. La
respuesta metabolica en esta etapa fue evaluada mediante los parametros antes
mencionados y con la evaluacion de la expresion diferencial de genes involucrados en la
via de secrecion de proteinas, produccion de proteasas y el metabolismo de metanol por
RTgPCR.

La estrategia general se resume en la figura 8.
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Figura 8. Estrategia experimental general empleada.
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5.3 Optimizacion de factores ambientales que definen las condiciones de cultivo

para incrementar la produccion una fitasa extracelular en P. pastoris. Etapa 1

5.3.1 Definicion de la combinacion de variables para las condiciones de cultivo

La definicién de variables que influyen en la productividad de un proceso en P.
pastoris se llevd a cabo mediante un estudio teorico a través del analisis de 45 articulos
cientificos que hacen referencia a la produccion de proteinas heterologas en P. pastoris a
nivel biorreactor. Para todos los casos reportados se estimo el valor de la productividad
volumeétrica (g/L*h) de proteinas heterélogas usando su produccion maxima en g/L y
dividiendo ésta entre el tiempo de induccion con metanol (h) en la cual se alcanzo la
productividad maxima.

Con la informacion de las condiciones de cultivo de estos procesos (temperatura
(°C), pH, densidad celular (g/L), concentracion de metanol (g/L) y presencia de sorbitol)
se realizd un analisis de grupos (clusters) definiendo vectores multidimensionales,
calculando un indice de similitud a través del producto vectorial entre dos vectores y
empleando el método de agrupamiento de pares sin ponderacién y con medias
aritméticas (UPGMA, “Unweighted Pair Group method with Aritmetic Mean”) o el
método de vecinos juntos (“Neighbour Joining”). Se calculé la productividad
volumétrica promedio de cada grupo promediando las productividades volumétricas de
cada elemento de un grupo especifico. Los reportes agrupados en mayor productividad
volumétrica promedio se usaron para definir valores altos de las variables a emplear en
la optimizacién mediante el método Simplex, mientras que los trabajos agrupados en el
grupo con menor productividad volumétrica se usaron para definir valores bajos de estas

variables.

5.3.2. Disefio del proceso de optimizacion empleando el método multifactorial

Simplex Secuencial

Para el proceso de optimizacion se realizo un disefio de experimentos empleando
el método Simplex Secuencial (Shavers et al., 1979), con el fin de definir las
condiciones de cultivo en la etapa de induccion del gen heterdlogo para incrementar la

produccion extracelular en P. pastoris de la fitasa FTEII en cultivos en biorreactor. Para
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el disefio Simplex Secuencial se utilizaron cinco factores ambientales (concentracion de
metanol en el medio de cultivo, temperatura, pH, adicién de una fuente extra de carbono,
y densidad celular al inicio de la etapa de induccion), estos se combinaron en 7 cultivos
iniciales (Tabla IV), utilizando combinaciones de dos niveles en cada uno de los cinco

factores de las condiciones de cultivo:

e Temperatura: 30 y 20°C

e pH:5y6

e Densidad celular: 250 y 350 g/L de peso humedo
e Metanol: 0.5y 1g/L

e Sorbitol: Presencia (1) y ausencia (0)

Como factor de respuesta a maximizar se utiliz6 como el factor de respuesta la

actividad extracelular total de fitasa resultante (Ae).

El proceso de optimacion se realiz6 en cuatro etapas secuenciales realizando un
total de diez cultivos, empezando con siete cultivos, en la primera etapa, en los que se
establecieron las condiciones de cultivo segun un disefio factorial simplificado con dos
niveles para cada factor a optimizar (Tabla 1V), en las siguientes etapas, las condiciones
de cultivo (los tres ultimos cultivos) se establecieron al aplicar la ecuacion de reflexion
del método Simplex Secuencial Basico (Ecuacion 2). Después de realizados los primeros
siete cultivos (B-H), se ordenaron de menor a mayor por actividad de fitasa extracelular,
se utilizd para cada factor en las condiciones de cultivo, la ecuacion para simplex
secuencial (Ecuacion 2), de cada factor de las condiciones de cultivo se obtuvieron
valores nuevos para dos cultivos mas (I y A) y posteriormente utilizando la ecuacién de

contraccion P (Ecuacién 3) se obtuvieron las condiciones para el cultivo J (Tabla V).
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Figura 9. Metodologia empleada para la optimizacion por
Simplex secuencial.

Tabla IV

Condiciones iniciales de los siete cultivos iniciales del disefio Simplex.

Cultivo  Temperatura (°C) Densidad Metanol (g/L) pH Sorbitol
celular (g/L)
B 30 350° (87.5)" 1.0 5 0
C 30 350° (87.5) " 0.5 3 0
D 20 250% (62.5) ° 05 3 1
E 30 250° (62.5) " 0.5 3 1
F 20 250° (62.5)" 1.0 5 0
G 20 350° (62.5b 1.0 5 0
H 20 350% (62.5)" 1.0 5 1

2Peso htimedo, ° Peso seco
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x = [2(Xpmc)] — FPC

Ecuacion 2. Ecuacion Simplex secuencial usada para
obtener nuevos valores de cada factor para las nuevas
condiciones de cultivo.

x: Nuevo factor para las condiciones de cultivo
Xemc:  Media de la los valores del factor en los cultivos de mayor actividad de fitasa
FPC: Valor del factor en el cultivo de menor actividad de fitasa

x = Xpye + 0.5(FPC)

Ecuacion 3. Ecuacion de contraccién P usada para obtener
nuevos valores de cada factor para las nuevas condiciones
de cultivo.

x: Nuevo factor para las condiciones de cultivo
Xemc:  Media de la los valores del factor en los cultivos de mayor actividad de fitasa
FPC: Valor del factor en el cultivo de menor actividad de fitasa

Tabla V

Tres cultivos finales del simplex con condiciones de cultivo optimizadas.

) Temperatura Densidad Metanol )

Cultivo pH Sorbitol
(°C) celular (g/L) (/L)

H 15-18 380°%(95)° 15 6 0
A 25 360% (90)° 2.0 7 0
J 24 360°% (90)° 15 6 0

%Ppeso himedo °Peso seco
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5.3.3 Proceso de optimizacion empleando el método multifactorial Simplex

Secuencial

La optimaciéon se realizd6 tomando la actividad extracelular total de fitasa
resultante (Aer) como pardmetro de respuesta. Con los diez cultivos se optimizaron la
concentracion de metanol en el medio de cultivo (0.5-2.0 g/L), temperatura (15-30°C) y
pH (3-7) en la etapa de induccion, adicién de una fuente extra de carbono (sorbitol), y la
densidad celular al inicio de la etapa de induccion (63-95 g/L de peso seco), mediante el
método de optimacién Simplex Secuencial para incrementar la produccién extracelular

de fitasa.

Para cada cultivo, se definio un conjunto de cinco valores, uno para cada factor a
optimizar (Tabla IV), y se determiné la actividad extracelular total de fitasa resultante
como el factor de respuesta. El proceso de optimacion se llevo a cabo en cuatro etapas
secuenciales. Los primeros experimentos comprendieron siete cultivos, B a H, (Tabla
IV) en los que se combinaron niveles altos y bajos de los cinco factores (paso 1 de la
optimacion). Después de analizar el factor de respuesta de los experimentos, el método
de optimacion Simplex propuso un nuevo conjunto de valores para los factores a
optimizar. Estos valores se convirtieron en las condiciones de cultivo para el proximo
experimento (cultivo I, paso 2 de la optimacién). Del mismo modo, se definieron las
condiciones de cultivo para el cultivo A, paso 3 de la optimacion, y el cultivo J, paso 4

de la optimacién (Tabla V).

Finalmente a través del proceso de optimacion, realizado mediante diez cultivos
en biorreactor (Figura 9), se correlaciono6 la produccion volumétrica extracelular de la
fitasa FTEIl durante la etapa de induccién con la respuesta fisiologica del hospedero,
evaluada mediante el consumo de metanol, la velocidad especifica de crecimiento (p), el
rendimiento celular dependiente de metanol (Yys), el rendimiento de la produccién
extracelular de fitasa por biomasa (Y ), el rendimiento de la produccion extracelular de
fitasa dependiente de metanol (Y,s), la actividad de proteasas en el medio de cultivo
libre de células, el porcentaje de secrecion de fitasa al medio de cultivo, y la velocidad
especifica de consumo de metanol (Qs).
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5.3.4 Estrategia de cultivos en biorreactor de 5 L

Se realizaron un total de diez cultivos en un biorreactor de 5 L BioFlo 111 (New
Brunswick Scientific Co., Inc.), conectado al programa de control FoxyLogic Fermentor

Control Program 4.3 (http://www.foxylogic.com).

Para todos los cultivos se utilizé el mismo lote de inoculo el cual se prepar6 en 2
L de medio BMGY de forma similar a como se ha descrito previamente (Viader-Salvadd
et al., 2013). Los diez cultivos se realizaron empleando tres etapas: lote de glicerol, y
lotes alimentados con glicerol y metanol. La primera etapa se llevé a cabo a 30°C y pH 5
en 2 L de medio FBS con 50 g/L de glicerol, hasta agotar la fuente de carbono (19-22 h).
La segunda etapa se inicidé después de una ausencia de alimentacion de 45 min y se
realizd hasta alcanzar la densidad celular deseada para el inicio de la etapa de induccion
(9-16 h), alimentando glicerol al 50% (12 mL/L de biotina 0.02% y PTML1). La ultima
etapa se inici6 después de 45 min de ausencia de alimentacion y un ajuste de pH al valor
deseado, alimentando con 100% metanol (12 mL/L de 0.02% biotina y PTM1) por al
menos 68 h. La concentracion de metanol en el medio de cultivo se mantuvo constante a
valores comprendidos entre 0.5-2.0 g/L, usando un bucle cerrado de control con ayuda
del controlador MC-168 (PTI Instruments, Kathleen, GA), el programa NB208 (PTI
Instruments, Kathleen, GA), y una bomba de adicion de metanol (Masterflex L/S DIGI-
STALTIC Dispensing System, Cole-Parmer Instrument Co., Vernon Hills, IL). El valor
del oxigeno disuelto se mantuvo por arriba del 20% de saturacion con suplementacion de
mezclas de oxigeno-aire segun fue necesario. En los cultivos que se afiadid sorbitol se

realiz6 de manera constante a una velocidad de adicion de 3.3 g/h.

De todos los cultivos se evalud el crecimiento celular a partir de la densidad
celular de células secas (g/L) correspondientes a 2 mL de medio de cultivo, teniendo en
cuenta que 1 g de células humedas son aproximadamente 0.25 g de células secas.
También se estimo la produccidn extracelular de fitasa a partir de la determinacion de la
actividad enzimatica volumétrica de fitasa (U/L). El volumen consumido de metanol se
consider6 que correspondia al volumen total de metanol afiadido en la etapa de
induccidn por el controlador de metanol, el cual demandé automaticamente la cantidad

de metanol necesaria para mantener la concentracion de metanol en el medio de cultivo
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en el valor deseado. Con estos parametros se estimaron evaluada mediante el consumo
de metanol, la velocidad especifica de crecimiento (u), el rendimiento celular
proveniente de metanol (Yys), el rendimiento de la produccion extracelular de
fitasa/biomasa (Yp), €l rendimiento de la produccion extracelular de fitasa proveniente
de metanol (Yys), el porcentaje de secrecion de fitasa al medio de cultivo, y la velocidad
especifica de consumo de metanol (gs), ademas se determiné la actividad de proteasas en

el medio de cultivo libre de células.

La metodologia general del bioproceso para todos los cultivos esta
esquematizada en la figura 10.

Sobrenadante Células

*Proteinas totales
.. *Peso humedo
*Actividad de FTEII - ! - » »
| *ELISA
*Proteasas totales v

*ELISA

6,000 rpm/10 min

| 6,000 rpm/10 min
OFF-LINE

OFF-LINE

Lote con glicerol Lote alimentado con glicerol Lote alimentado con metanol

(crecimiento celular) (crecimiento celular) (Induccion de FTEI)
‘ ON-LINE ‘ ON-LINE l
Oxigeno disuelto (%), Oxigeno disuelto (%), Oxigeno disuelto (%), pH, Temperatura

(°C), concentracién de MeOH (g/L) y

pH y Temperatura (°C) pH y Temperatura (°C) MeOH afiadido (mL/h)

Figura 10. Metodologia general de cultivo en biorreactor de 5 L.

5.3.4.1. Preparacion y conservacion de in6culos para los cultivos en biorreactor

Con el fin de obtener indculos suficientes para emplearlos en todos los cultivos a
nivel biorreactor, se realiz6 un cultivo en 600 mL de medio BMGY (peptona 2%,
extracto de levadura 1%, YNB 1.34%, buffer de fosfatos 100 mM pH 6, biotina 0.02%,
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glicerol 10%) en matraz agitado de 6 L. La metodologia se representa de manera grafica

en la figura 11 y se describe a continuacion.

Se inoculd con 100 uL de conserva de la cepa P. pastoris KM71-FTEII (DOggo=
100) un tubo de medio de YPD dejando agitar por 15 h a 30°C/250 rpm. Del cultivo
anterior se determind la DOggo y en base a ella se calculd el volumen de medio para
inocular 25 mL de BMGY a densidad optica inicial de 0.1 (Ecuacion 4) en un matraz de
250 mL, el cultivo se incub6 durante 24 h a 30°C/250 rpm.

_— (DOgoos) (V)
' DOgg;

Ecuacién 4. Calculo del volumen de indculo inicial.

Vi: - Volumen a inocular (mL).

Ve Volumen del medio de cultivo (mL).
DOspoi:  Densidad optica del inoculo.
DOspor:  Densidad dptica del cultivo inicial.

30°C /250 rpm
x15h

G—

10 mL de medio YPD

Cuenta viable de las
30°C /250 rpm [ | 6,000 rpm DD alicuotas almacenadas

m
X18h x 15 min ”” O
) ) Uy
{ f
v
\Y
v
\Y
- Inéculos para ensayos en
600 mL de medio BMGY biorreactor (BMGY Gly-15%)

Figura 11. Metodologia para la obtencion de indculos.
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El cultivo previo se utilizé para inocular 600 mL de BMGY (0.1 DOgq inicial)
en un matraz de 6 L, se cultivd durante ~18 h hasta alcanzar una DOggo de 13. Se
recolectd el medio de cultivo en un vaso estéril de 1 L, se transfirié a tubos conicos de
50 mL en condiciones de esterilidad y se centrifugaron a 6000 rpm por 15 min. Los
paquetes celulares obtenidos se resuspendieron en 100 mL de medio de conservacion
BMGY-glicerol 150 g/L, se determind la DOggo de la suspension obtenida y se dividié en

alicuotas de 13 mL en tubos conicos de 15 mL y se conservaron a -20°C hasta su uso.

Para verificar la viabilidad de los in6culos almacenados a -20°C, se llevo a cabo
una cuenta viable de una de las alicuotas mediante el método de dilucion y siembra de
gota en placa. Se realizaron diluciones sucesivas en buffer de fosfatos 1 M pH 6.0, se
inocularon placas de Petri con medio YPD agar con tres gotas de 20 uL de las ultimas
dos diluciones (generalmente 10° y 10%) y se incubaron a 30°C durante 48 h. Para el
conteo de células viables, de las dos diluciones sembradas se seleccioné aquella que
presentd el mayor nimero de colonias y que éstas estuvieran lo suficientemente
separadas para poder contarlas con facilidad, se calculé el promedio de las tres gotas
contadas. Para obtener las UFC/mL del cultivo original y se realizd un calculo aplicando
el numero de colonias por su factor de dilucion entre el volumen del in6culo-gota (0.02
mL).

5.3.4.2 Cultivo de lote con glicerol

Se esterilizo en un autoclave el vaso de 5 L del biorreactor conteniendo 2 L de
medio de sales basales (FBS) y glicerol (por litro: 26.7 mL H3PO, al 85%, 0.93 g de
CaS0;-2H,0, 18.2 g K;SO4, 14.9 g MgS0,-7H,0, 4.13g KOH y 50 g de glicerol),
después de esterilizado y una vez instalado el vaso en el biorreactor, la temperatura en el
medio de cultivo fue ajustada a 30°C, la aeracion a 5 L/min y el pH a 5 con una solucién
de NH,4OH al 30%. Antes de proceder a la inoculacion, se afiadieron al medio de cultivo
8.8 mL de biotina 500 X (0.02% concentracion final), 8.8 mL de PTM1 (CuSO4 24 mM,
Nal 0.53 mM, MnSO, 19.87 mM, Na,MoO, 0.83 mM, H3BO; 0.32 mM, CoCl, 2.10
mM, ZnCl, 0.15 mM, FeSO, 0.23 mM) y 250 uL de antiespumante 289 (Sigma-Aldrich

Co). El medio de cultivo se inoculd con una alicuota de 13 mL de indculo previamente
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preparado. Esta etapa del cultivo se llevo a cabo bajo las condiciones antes mencionadas,
hasta que se agotd la fuente de carbono (glicerol) que fue evidenciado por un aumento
brusco del valor del oxigeno disuelto en el medio de cultivo (aproximadamente 19-22 h).
Una vez terminada esta etapa se continud el cultivo durante 45 minutos sin fuente de

carbono antes de proceder a la etapa de lote alimentado con glicerol.

5.3.4.3 Cultivo de lote alimentado con glicerol

Esta etapa se realizé durante 9-16 h adicionando glicerol al 50% con 12 mL/L de
biotina 0.02% y 12 mL/L de PTM1 a un flujo de 0.5-0.8 mL/min hasta que se complet6
un volumen aproximado de 420-490 mL de glicerol 50% afiadido. Los flujos, volimenes
y tiempos de cultivo variarén en funcion de la densidad celular a la cual se busco
concluir la etapa, las cuales corresponden a las diferentes densidades celulares
planteadas para el disefio experimental Simplex. Toda esta etapa se llevé a cabo a una
temperatura constante de 30°C, a un pH de 5 y 800 rpm de agitacion. Los flujos,
volimenes y tiempos de cultivo variaron en funcién de la densidad celular a la cual se
buscd concluir la etapa, las cuales corresponden a las diferentes densidades celulares

planteadas para el disefio experimental Simplex.

5.3.4.4 Cultivo de lote alimentado con metanol (induccidn)

Esta etapa se realizd por 68 h adicionando metanol al 100% conteniendo 12
mL/L de biotina 0.02% y 12 mL/L de PTM1 con una bomba peristaltica. La adicién de
metanol se llevd a cabo con la ayuda de un sistema regulador ON/OFF de la
concentracion de metanol en el medio de cultivo. Este sistema estd compuesto de dos
partes, la primera es un sensor de metanol que detecta la concentracion de medio de
cultivo y la segunda una bomba peristaltica que estd comunicada al sensor de metanol.
Asi el sensor de metanol detecta la demanda de metanol en el medio de cultivo y la
bomba peristaltica alimenta con metanol cada vez que el cultivo se encuentra por debajo
de la concentracion de metanol deseada. Durante toda esta etapa se mantuvieron las

condiciones de cultivo correspondientes a cada experimento del simplex (tablas IV y V).
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En los cultivos donde se requirio el sorbitol se afiadio en flujo constante de 3.3 g/h

administrando una solucién de sorbitol al 50% a un flujo constante de 1.1 mL/min.

Al final de esta etapa se recuper6 el medio de cultivo utilizando una bomba
peristaltica y recuperando a través del puerto de alimentacion de fuente de carbono del
biorreactor. EI medio de cultivo se centrifugo en frascos de poli-estireno de 200 mL a
6,000 rpm/15 min para separar el medio de cultivo libre de células. Posteriormente, este

medio de cultivo libre de células fue almacenado a 4°C para su posterior tratamiento.

5.3.4.5 Analisis y control in situ (in-line)

El control in situ se llevo a cabo por retroalimentacion del registro obtenido del
biorreactor. De esta forma se mantuvo el control en linea de la temperatura y pH del

medio de cultivo.

Durante todo el tiempo de cultivo se registraron tres parametros in situ: el
oxigeno disuelto en el medio de cultivo (%,) la temperatura en °C y el pH, utilizando el
programa computacional FoxyLogic ®. La concentracion de metanol en g/L se
monitoreo solo durante el tiempo de induccion con ayuda del programa NB208 (PTI
instruments inc.) de Windows. Con ayuda de los mismos programas se exportaron los
datos del registro a Microsoft ® Excel 2007 y se construyeron los graficos de estos

parametros a lo largo del tiempo de fermentacion.

5.3.4.6 Toma de muestra para el analisis fisiologico en discontinuo (off-line)

A lo largo de todo el cultivo se tomaron muestras a diferentes tiempos (8 mL de
muestra por cada toma) estas muestras fueron colocadas en hielo y divididas en tres
tubos de 2 mL previamente tarados, se centrifugaron a 6,000 rpm y se separaron las
células del medio de cultivo para determinar el peso hiumedo. Las muestras libres de
células obtenidas de la centrifugacion previa fueron almacenadas a -20°C para analizar la
actividad de fitasa extracelular, la actividad de proteasas y el porcentaje de secrecion de
FTEII en el medio de cultivo. El procedimiento se esquematiza en la figura 12. Los

paquetes celulares se utilizaron para determinar el peso humedo y 100 mg de estos se
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almacenaron a -20°C para posteriormente utilizarlos en la determinacion del porcentaje

de secrecion de fitasa.

Células a -20°C para ELISA Determinacién de
peso humedo

Células

> ’ humedas
g | 6,000 rpm x 10
2 i i min
2 W
X 8 mL de muestra Se divide en tubos
Bioproceso (4°c) de 2 mL tarados

Actividad de fitasa, Medio de
proteinas totales, ELISA, cultivo libre de

proteasas totales células (-20°C)

Figura 12. Toma de muestra para analisis en discontinuo.

5.3.5 Determinacion y calculo de produccion
5.3.5.1 Determinacion de actividad de fitasa

Para medir la produccion de fitasa en el medio de cultivo se realiz6 el método de
medicion de punto final, midiendo el fosforo liberado del fitato de sodio utilizando el
método del &cido ascorbico (Fiske y Subarrow, 1925). y estandares de fosfato
monobasico de potasio. Se considerd una unidad de fitasa a la cantidad de enzima que
cataliza la liberacion de 1 umol de fosfato en un minuto bajo las condiciones del ensayo
(Fitato de sodio 1.6 mM, CaCl, 1 mM, 100 mM Tris-HCI (pH 7.5) a 37°C por 30 min.).

59



Desalado de sobrenadantes

Cada muestra fue desalada previamente usando cromatografia de
exclusion molecular. Para el desalado se lavé previamente una columna PD-10 (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) con 25 mL de solucién amortiguadora
(Tris-HCI 100 mM, NaCl 50 mM, CaCl, 5 mM y glicerol 2%) y se eluyé por gravedad
hasta descartar la totalidad de la solucion. Luego 1000 uL de la muestra (medio de
cultivo libre de células) fueron diluidos a un volumen de 2,500 uL con la misma
solucion amortiguadora, diluyéndola 2.5 veces. Esta mezcla fue colocada en la columna
y se eluyo por gravedad hasta que el total de la muestra entré completamente en la resina
de la columna. Después se agrego a la columna 3,500 pL de solucion amortiguadora y se
eluyd por gravedad colectando toda la fase movil que eluyd de la columna hacia un tubo

conico de 15 mL. La muestra desalada fue almacenada a -20°C (Fig. 13).

NN

2.5 mL muestra 3.5 mL solucién

@ Dilucién: 1:2.5 amortiguadora

Medio de cultivo '

libre de células 4

Medio de cultivo libre

Eluir y descartar Eluir y colectar ¢
de células y sales

Figura 13. Cromatografia de exclusion molecular para desalar las muestras.
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Actividad volumétrica y extracelular total de fitasa

El analisis se llevo a cabo diluyendo previamente (dilucion dependiendo de
la cantidad de fitasa) cada muestra (fase mavil del desalado) con solucién amortiguadora
(Tris-HCI 100 mM (pH 7.5), 1 mM CacCl,) para reducir la cantidad de enzima en la
reaccion. La reaccion enzimatica se llevd a cabo mezclando 40 uL de la muestra diluida
previamente con 60 pL (proporcién 2:3) de solucion de sustrato (fitato de sodio 1.6 mM,
100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM CaCl,) y se incubd en bafio Maria a 37°C durante 30
minutos. La reaccion fue detenida afiadiendo 100 uL de acido tricloroacético 15% a la
mezcla anterior (proporciéon 1:1) se midi6é la liberacion del fosfato inorganico. La
reaccion colorimétrica se llevo a cabo afiadiendo 200 pL de la dilucién anterior y 800
uL de una solucién colorante (agua ultrapura, acido ascorbico 10%, molibdato de
amonio 2.5%, acido sulfurico 6 N, proporciones 2:1:1:1). Esta mezcla fue incubada por
40 min a 37°C. Se midi0 la absorbancia de las muestras a 820 nm en un
espectrofotdmetro y se obtuvo la cantidad de fosforo liberado del fitato interpolando el

valor de la absorbancia obtenida en la recta de calibracién (Fig. 15).

i
f
Dilucién 37°Cx 30 min 37°Cx 40 min
Medio de cultivo  1eraincubacién Afiadir 100 pL  2da incubacién ABS 820 nm
libre de células ] ) 9
(Fitato de sodio TCA 15% (4cido ascérbico
1.6mM, 100 mM Tris- 10%, molibdato de
HCI, 1 mM CaCl,) amonio 2.5%, acido
sulfurico 6 N)

Figura 14. Determinacion de actividad de fitasa.
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Se analizaron todas las muestras colectadas durante el lote alimentado con
metanol. Se consider6 una unidad de fitasa a la cantidad de enzima que cataliza la
liberacion de 1 umol de fosfato en un minuto bajo las condiciones del ensayo realizado.

Las unidades de la Fitasa FTEII se calcularon en base a la ecuacién 5:

A= (P10 FD| 1000
vf KPMpxt) l

Ecuacién 5. Calculo de actividad de fitasa.

Ayt Actividad volumétrica de fitasa en U/L
P Fosforo liberado durante la reaccion enzimatica (Jug).
Factor de conversidn (inverso del volumen de muestra usado en la
reaccién enzimatica en mL).
FD: Factor de dilucion de la muestra.
PM,,:  Peso atomico del fosforo (g/mol).
t. Tiempo de incubacién de la reaccidon enzimatica (min).

Para calcular la actividad extracelular total de fitasa (4..r) en el medio de cultivo

se utiliz6 la ecuacion 6.

Ao = Kl — (Dcps)(3.6)> Vtmcl A,

1000

Ecuacién 6. Calculo de actividad extracelular total de
fitasa.

Aetrt Actividad extracelular total de fitasa.
DCps: Densidad celular en peso seco en g/L.
3.6: Volumen celular de P. pastorispor células en peso seco (mL/g).
Vime: Volumen total del medio de cultivo.
Ayst Actividad volumétrica de fitasa en U/L.

Por Gltimo, en base a la actividad de cada muestra tomada a diferente
tiempo de cultivo y con ayuda del programa Microsoft Excel 2007, se construyd un

gréfico la actividad de fitasa extracelular durante el tiempo de induccién con metanol.
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5.3.6 Determinacion de parametros relacionados con la respuesta fisiolégica del
hospedero

5.3.6.1 Determinacion de la demanda de metanol

El registro en linea del metanol afiadido se realiz6 de manera manual en una hoja
de célculo de Microsoft Excel ® anotando el valor de metanol afiadido en mL registrado
en el panel de la bomba peristaltica de alimentacion de metanol junto a su respectivo

tiempo de induccion en horas.

En base a estos datos se elaboraron curvas de adicion o demanda de metanol
(Dw), graficando el metanol afiadido (mL) contra tiempo de induccion (h). Esta curva se
ajusta a un polinomio de segundo grado, de la cual se calcula la pendiente que representa
la velocidad (Vp)) de adicion o demanda de metanol (mL/min) en cada punto

muestreado utilizando la ecuacion 7.

Vou = [2(at) + b]/60

Ecuacién 7. Calculo de la velocidad de adicidon o demanda de metanol.

Vpm -+ Velocidad de demanda de metanol mL/min.

Constante del término de segundo grado en el polinomio 2do. grado
Constante del término del primer grado en el polinomio 2do. grado
Tiempo de induccidn en horas.

60: Factor de conversion de horas a minutos.

TER

5.3.6.2 Determinacion de biomasa y densidad celular

En tubos de 2 mL previamente tarados, se afiadieron 2 mL de muestra directa del
biorreactor, se centrifugaron a 6,000 rpm durante 10 min, se decantaron los
sobrenadantes y se peso el paquete celular en una balanza analitica (Fig. 15). El peso

hiumedo (x,,)se calculé como la diferencia entre el peso del tubo lleno con el paquete
celular menos el peso del tubo vacio. El valor del peso himedo o biomasa (x,)

obtenido se empléo para calcular la densidad celular en peso seco (DC,s) en g/L usando
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la ecuacion 8. Con los valores obtenidos a lo largo del tiempo se construy6 un grafico de

densidad celular contra el tiempo de fermentacion.

DC,; = (’%‘ X 0.25)1000

Ecuacién 8. Calculo de la densidad celular

DCy,s: Densidad celular en peso seco en g/L.
Xpn: Biomasa en peso hiumedo de células en g.
V,:  Volumen de la muestra en mL (2 mL).
0.25: Factor de conversion de peso himedo a peso seco.
1000: Factor de conversion de mg/L a g/L.

2mL T 6,000 rpm/10 min

Muestra del Tubo tarado Paquete celular Pesaje de células
cultivo himedo himedas

Figura 15. Determinacion analitica de biomasa en peso himedo.

5.3.6.3 Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento

La velocidad especifica de crecimiento (p) en la etapa de induccion con metanol
se calculé a partir de la pendiente del grafico logaritmico natural del peso seco total de

células en gramos (densidad celular x volumen del cultivo) contra el tiempo de
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induccidn en horas. Para cada punto analizado, se estimé el volumen del cultivo a partir
de la suma del volumen inicial, los volimenes afadidos de hidroxido de amonio,
glicerol, metanol y sorbitol al tiempo analizado, menos el volumen de cultivo

muestreado.

5.3.6.4 Rendimiento de la produccion de fitasa extracelular por biomasa

El rendimiento del producto por unidad de biomasa, Y,x, fue determinado a las
68 h de induccion a considerando la produccion de fitasa extracelular (A..f) sobre

biomasa en base a la ecuacion 9.

Yo = (Bees )/ (X)

Ecuacion 9. Calculo de rendimiento producto por unidad de biomasa.

Y ox:  Rendimiento de producto por unidad de biomasa (U/g de biomasa).
Aqert Actividad extracelulat total de fitasa (ecuacion 5.5).
X: Biomasa en peso seco (g).

5.3.6.5 Rendimiento celular debido al consumo de metanol

El calculo del rendimiento celular sobre consumo de metanol (Yys) se realizé a

las 68 h de cultivo en base a la ecuacién 10.

(%0 — %)

VMeOH

Yx/s -
Ecuacion 10. Rendimiento celular sobre consumo de metanol.

Yx/si Rendimiento celular por consumo de metanol en g/L de metanol.
Vimeon:: Volumen de metanol afiadido en L.

X, Biomasa en peso seco al inicio de la induccion (g).
Xr. Biomasa en peso seco a las 68 h de induccion (g).
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5.3.6.6 Rendimiento de la produccion de fitasa extracelular por consumo de

metanol

Para calcular el rendimiento de la produccion de fitasa extracelular debido al
consumo de metanol () se realizd estimando el cociente de la actividad total de fitasa

Ag¢r en el medio de cultivo libre de células (ecuacion 6) sobre los litros totales afiadidos

de metanol al tiempo de induccién evaluado(ecuacion 11).

Aetf

Yo/s =

VMeOH

Ecuacion 11. Rendimiento de produccion de fitasa extracelular por
consumo de metanol.

V., - Rendimiento de produccién de fitasa extracelular por consumo
P/S* de metanol.

Aerrit Actividad extracelulat total de fitasa (ecuacion 6).
Vieon: Volumen de metano afiadido en L

5.3.6.7 Determinacion de actividad de proteasas totales

La actividad de proteasas totales se determiné directamente del medio de cultivo
de células midiendo la formacion de aminas primarias a partir de las proteinas presentes
en el medio de cultivo después de incubar muestras diluidas con agua a la temperatura y
pH del cultivo (15-30°C, pH 3-7) por 2, 4, y 6 h. La reaccion se realiz6 afiadiendo un
tercio del volumen de 2,4,6-trinitrobencensulfénico (TNBSA) al 0.03% (Habeeb, 1966)
en una solucion amortiguadora de boratos (50 mM, pH 8.5), y se llevé a cabo una
incubacion posterior a 30°C por 30 min, seguido por la medida de la absorbancia a 450
nm. La cantidad de producto generado se calcul6 con el coeficiente de absorcion molar
del derivado TNBSA-amina (20,000 M cm™). La actividad de proteasas se determiné a
partir de la pendiente de la regresion lineal de pumol TNBSA-amina contra el tiempo (en
minutos). Se consideré como una unidad de proteasa a la cantidad de proteasas requerida
para generar 1 umol de derivado TNBSA-amina por min bajo las condiciones del ensayo
(figura 16).
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Para la reaccion especifica, se mezclaron 150 pL de medio de cultivo libre de
células con 150 pL de buffer de fosfatos (100 mM pH 6) y 150 pL de agua ultrapura.
Esta mezcla se incub6 a 30°C durante 0, 2, 4 y 6 h (para cada tiempo se realizarén por
duplicado) para llevar a cabo la reaccion enzimética. Después de la incubacion, se
afiadieron a la mezcla 150 pL de TNBSA 0.03% (Boratos 50 mM, pH 8.5). Luego de 30
min de incubacion a 30°C se determind la absorbancia de la muestra en un
espectrofotobmetro de luz visible a 450 nm. Para cada mezcla de reaccion se incubo
ademas un blanco conteniendo 300 pL de agua ultrapura, 150 pL de buffer de fosfatos
(100 mM pH 6) y 150 pL de TNBSA 0.03%. La absorbancia del blanco se le resto a la

absorbancia de la mezcla en caso de ser necesario (absorbancia del blanco >0).

En base a la absorbancia de la muestra se calcularon los micromoles de producto

formado despejando de la ecuacion de Lambert-Beer (ecuacion 12).

V,
TNBSA — amina = (ABS450 nm) (ﬁ)

Ecuacién 12. Calculo de TNBSA-amina formado.

TN].BSA B pmol de producto formado.

amina :

ABS450 nm: Absorbancia de la muestra a 450 n

Vixn: Volumen de la mezcla de reaccion (600 pL).

€: Coeficiente de extincién molar del TNBSA (20,000 M™' cm™).
l: Longitud de la celda (1 cm).

Con los micromoles de producto formado por tiempo de incubacion se graficd
una linea recta cuya pendiente equivale a las unidades totales de proteasas en la
reaccién, en base a esta se calculé la actividad de proteasas extracelulares en mU/L de

proteasas totales usando la ecuacion 13.

67


http://en.wikipedia.org/wiki/Molar_concentration#Units

AP,
VMRxn::
1000:
1000:

AP, = ( )(1000 )(1000)

VMRxn

Ecuacion 13. Calculo de actividad de proteasa extracelular.

Actividad de protesa extracelular en en mU/L.

Volumen de la muestra en la mexcla de reaccion (0.15 mL).
Factor de convesion de mL a L.

Factor de convesion de U a mU.

Los valores de AP, en mU/L se graficaron contra el tiempo de induccion (h) con
ayuda de Microsoft Excel 2007.

4
£
Dilucién 30°Cx0,2,4y6h TAx1h
Medio de cultivo lera incubacién 2da incubacién ABS 820 nm
libre de células
(150 pL de muestra, (Afiadir 150 pL de
150 pL de aguamQy TNSBA 0.01% )

150 pL de Buffer de
fosfatos 100 mM pH 6)

Figura 16. Determinacion de proteasas totales en el medio de cultivo.
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5.3.6.8 Determinacion de niveles de secrecion de fitasa por ELISA

El porcentaje de secrecion de fitasa al medio de cultivo se determiné a través de
la relacion de la concentracion de fitasa extracelular/intracelular, ambas determinadas
por un método ELISA directo desarrollado por nuestro grupo de trabajo (Fig. 17). Como
anticuerpo primario se empled un anticuerpo policlonal anti-fitasa FTEII, adquirido de la
compafiia GenScript Corporation (Scotch Plains, NJ), sintetizado en conejo usando un
péptido sintético conjugado a la hemocianina de la lapa Megathura crenulata (KLH) y
purificado por cromatografia de afinidad usando el péptido sintético como ligando.
Como segundo anticuerpo se emple6 un anti-lIgG de conejo policlonal producido cabra
conjugado a una fosfatasa alcalina que desarrolla color con absorcion a 420 nm al
reaccionar con p-nitrofenolfosfato (PNPP, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). El revelado
se realizd con PNPP. Como estdndar de calibracion se us6 FTEIl purificada por
cromatografia de intercambio anidnico en el intervalo de 1 a 11 mU/mL (75-827
ng/mL). Como muestra intracelular se utilizé un extracto de proteinas obtenido de la
lisis celular de cada uno de los tiempos de induccion y como muestra extracelular se
utiliz6 medio de cultivo libre de células. La metodologia detallada se describe a

continuacion.
Anticuerpo primario

El anticuerpo primario IgG anti-FTEIl se sintetizd dirigido contra un

péptido antigénico que se encuentra en la superficie de la FTEII asi como de otras fitasas

tipo B-Propeller.

Estandares para la curva de calibracion

Para tener valores de referencia de los cuales determinar la cantidad de
FTEIl en las muestras se purific6 FTEIl por cromatografia de intercambio anidnico
(Viader-Salvado et al., 2010). Se inyectd 1 mL de FTEII concentrada y desalada (108.6
U totales) en una columna de intercambio anionico HiTrap QFF ® (Amersham

bioscience). Se corri6 un gradiente como se muestra en la tabla V1.

Las fases moviles utilizadas para la mezcla del gradiente fueron: Tris-HCI
25 mM, CaCl, 1 mM vy Tris-HCI 25 mM, CaCl, 1 mM, NaCl 500 mM. Se colecto la
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fraccion correspondiente a 300 mM de NaCl y se le determind la cantidad y la pureza de
fitasa (22.3 U/mL y 10.5 U/mg). De esta fraccion se hicieron alicuotas de 20 pL y se
guardaron a -20°C para utilizarlo como estandar madre de concentracién conocida de
fitasa en la prueba de ELISA.

e

— Conjugado fosfatasa alcalina

il m
w W

Complejo enzima-sustrato

IgG raton Anti-IgG conejo H

1gG conejo Anti-FTEII

FTEN

Figura 17. Fundamento del ELISA directo usado para la determinacion.

Para preparar la curva de calibracion se diluyo el estandar stock dos veces
en buffer de carbonatos pH 9.5 (Por litro: 2.93 g de NaHCO3; y 1.59 g de Na,CO)
primero 1:10 y luego 1:100 para dejarlo a una concentracion de fitasa de 22.3 mU/mL,
posteriormente esta nueva solucién madre se mezcl6 como se muestra en la tabla VII

para obtener la curva de calibracion.
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Tabla VI

Gradiente de intercambio anionico.

Tiempo NaCl
(min) (mM)
0-10 0
10-11 0-25
11-17 25
17-18 25-175
18-24 175
24-25 175-300
25-31 300
31-33 300-500
33-43 500
43-53 500-0
53-63 0

Tabla VII

Curva de calibracion para la determinacion por ELISA.

) Solucidn stock Buffer de
Estandar 993 mU/mL Carbonatos
muU/mL
(mtfmt) (uL) (L)

1 50.0 950.0

5 200.0 800.0

7 333.3 667.7

11 500.0 500.0
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Para obtener la recta de calibracion se grafico la concentracion del estandar

contra la absorbancia obtenida en un intervalo de 1 a 11 mU/mL (75-827 ng/mL).

Preparacién de proteinas solubles intracelulares

La preparacion de proteinas intracelulares se realiz6 a partir de una lisis
celular con perlas de vidrio. De cada tiempo se obtuvieron 40 mg de células himedas. El
volumen de medio de cultivo para tener 40 mg de peso humedo se determind con la

ecuacion 14.

40
V=1—1]1000
xph

Ecuacion 14. Volumen de medio de cultivo equivalente a 40 mg de peso
hdmedo.

V' Volumen de medio de cultivo (EL).

Xpr: Peso humedo de la muestra (mg/mL).
1000: Factor de conversion de mL a [IL.

Al paquete celular se afiadieron 40 mg de perlas de vidrio (425-600 pum,
Sigma-Aldrich Co.) lavadas en &cido (425-600 um, Sigma-Aldrich) y 50 uL de buffer de
lisis (fosfato de sodio 10 mM pH 7.4 fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 5 mM y
ditiotreitol, (DTT) 0.1 mM), se homogenizaron a maxima velocidad en un vortex por 30
sy luego se enfrié a 4°C en hielo por 30 s. La homogenizacion-enfriamiento se repitid 9
veces mas para completar 10 ciclos. La mezcla de lisis se centrifugd a 18,000 g por 10
min, se traspasé el sobrenadante a un tubo nuevo y se le realizé un lavado a la pastilla
con 950 uL de buffer de lisis (realizando los 10 ciclos de homogenizacién-enfriamiento)
para posteriormente centrifugar a 18,000 g por 10 min, los 950 pL de sobrenadante se
mezclaron con los 50 pL del primer lavado. La solucién obtenida se afor6 a 1 mL y se
guardo a -20°C para la posterior determinacion del ELISA (Fig. 18).
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Medio de cultivo 40 mg de células 50 pL Solucién de lisis

himedas (40 mg de perlas de

vidrio, de fosfatos 10

mM pH 7.4, PMSF 5
Sobrenadante — 20°C mMy DTT 0.1 mM)

14,000 rpm/10 min
’—) —
14,000 rpm/10 min
-
950 uL de buffer de lisis y 10 . 10 CiC|0.S de. Vortex-
ciclos vortex-enfriamiento pastilla enfriamiento

Figura 18. Preparacion de proteinas solubles intracelulares

Técnica de ELISA directo

Cada pocillo de una placa MaxiSorp ELISA (Nunc, Roskilde, Dinamarca)
de 96 se recubrieron con 100 pL del antigeno (muestra intracelular 6 extracelular y
estandar). La colocacion de las muestras siempre fue como se indica en la figura 19. Las
muestras intracelulares fueron diluidas de 500 a 5,000 veces con buffer de carbonatos
(carbonato de sodio 50 mM, pH 9.5) y las extracelulares de 10,000 a 50,000 veces (la
dilucion vario respecto a la cantidad de fitasa en la muestra).

Estandar 11 mU/mL

Muestras de distintos tiempos de induccion .

Estandar 7 mU/mL

Estandar § mU/mL

Estandar 1 mU/mL

Extracto intracelular primera dilucién

Extracto intracelular segunda dilucion
. Medio extracelular primera dilucién

Medio extracelular segunda dilucién

Blanco sin muestra

Blanco con buffer de carbonatos

Control positivo

Control negativo

Figura 19. Aplicacion de las muestras en los ensayos de ELISA directo.
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Después de la aplicacion la placa se incubd por dos horas a 37 °C para el
tapizado del antigeno (FTEII) en la superficie de la placa, posteriormente la placa se
lavd tres veces con TBS (100 mM Tris-HCI, 0.9% NaCl, pH 8) -0.05%Tween 20.
Después a todos los pocillos se les aplicaron 100 uL de la solucion de bloqueo (TBS,
0.1% Tween 20, 1% albdmina de suero bovino (BSA) y la placa se incub6 dos horas a
37°C. De nueva cuenta la placa se lavo tres veces con TBS-0.05% Tween 20 y se
aplicaron 100 pL del primer anticuerpo por duplicado a cada pocillo primario diluido
1:5,000 en TBS-0.05% Tween 20-0.2% BSA para luego incubar a 37°C por dos horas.
Después de tres lavados, se aplicaron 100 pL de anticuerpo secundario (anti-lgG de
conejo producido en cabra y marcado con fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich Co.),
diluido 1: 30,000 (TBS-0.05% de Tween 20-0.2% BSA) a cada pocillo y la placa se

incub6 durante dos horas a 37°C.

Las placas se lavaron tres veces y se llevo a cabo el desarrollo de color
mediante la adicién de 100 pL por pocillo de 0.05% p-nitrofenilfosfato (PNPP, Sigma-
Aldrich Co.) en 10% de trietanolamina (pH 9.5). Por ultimo la placa se lavo tres veces y
se dejo secar completamente para luego aplicar 100 pL por pocillo de la solucion de
revelado (0.05% p-nitrofenilfosfato (PNPP, Sigma-Aldrich Co.) en 10% de
trietanolamina, pH 9.5) y después se incubo en oscuridad y a temperatura ambiente por
90 min. La lectura se llevd a cabo a 420 nm en un lector de de microplacas 500 de Bio-
Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) y utilizando como blanco los pocillos sin
muestra (Fig. 19). Como estandar de calibracion se uso FTEII purificada en el intervalo
de 1 a 11 mU/mL (75-827 ng/mL).
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Lavados

=

Lavados

Muestra Tamizaje, 2 h, 37°C Bloqueo, 2 h, 37°C Ac primario, 2 h, 37°C
(TBS tween 0.1%, (TBS tween 0.1%, ASB

1%)

Lavados l

Lavados |

Lectura a 420 nm Revelado 90 min, 37°C Ac secundario 2 h, 37°C

(PNPP 0.1%, (TBS tween 0.1%, ASB 1%)
Trietanolamina 10%)

Figura 20. Protocolo del ELISA directo.

A partir de la absorbancia determinada a 420 nm se calculd la

concentracién de FTEII en cada muestra en mU/mL utilizando la ecuacién 15.

[FTEII] _ <(ABS420nm B b)) FD
m

Ecuacién 15. Calculo de la concentracion de FTEII en la muestra.

[FTEII]: Concentracion de FTEII en la muestra en mU/mL.
b: Interseccion eny de la recta de calibracion
m: pendiente de la recta de calibracion
FD: Factor de dilucion de la muestra.
ABS,,0nm: Valor de absorbancia a 420 nm

Para determinar el porcentaje de FTE liberada del espacio intracelular al
medio de cultivo libre de células se calculd la concentacion de las muestras intracelular

y extracelular. Para el célculo de la concentracion de FTEII extracelular en mU/mL se
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empled la ecuacion 15 previamente descrita, mientras que para la preparacion
intracelular se utilizé e la ecuacion 16, la cual incluyé el peso de las células hiumedas

utilizadas para el extracto y el peso humedo de esa muestra.

ABS420nm —b
m

) (D) x (4

DC
40 mg

[FTEIIi = (

Ecuacioén 16. Calculo de la concentracion de FTEII intracelular.

[FTEII]i: Concentracion de FTEII inracelular por volumen de cultivo (mU/mL).
Interseccion en y de una curva de calibracion semi-logaritmica
Pendiente de la curva de calibracion semi-logaritmica

Volumen de la preparacion intracelular (1 mL).

Factor de dilucién de la muestra.

Densidad celular en peso humedo (mg/mL).

Peso humedo de biomasa utilizada para la preparacién de proteinas
solubles intracelulares (mg).

ABS,,0nm: Valor de absorbancia a 420 nm

o~

_n
5 3953??

Por dltimo, para obtener el porcentaje secretado de FTEII se utilizo la

ecuacion 5.15.

(100%)([FTEII],.)
([FTEI, + [FTEII;.)

%FTEIl,, =

Ecuacion 17. Porcentaje de secrecion de FTEII.

%FTEIl,. Porcentaje de FTEII secretada al medio de cultivo.
[FTEII],.: Concentracion de FTEII extracelular en mU/mL
[FTEII];.: Concentracion de FTEII intracelular en mU/mL

Con los porcentajes obtenidos se realiz6 un grafico de porcentaje de

secrecion contra el tiempo de induccién (h) con ayuda de Microsoft Excel 2007.
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5.4 Andlisis de la expresion de genes involucrados en la produccién y secrecion de
la fitasa recombinante y correlacion con la respuesta fisioldgica del hospedero y con

la produccion extracelular del producto recombinante. Etapa 2.

Con el objetivo de evaluar el impacto del proceso de optimacion en la respuesta
fisioldgica del hospedero, y su correlacion con los niveles de expresion de genes
involucrados en la produccion y secrecion de la fitasa recombinante se implementaron y
estandarizaron protocolos experimentales para el analisis de los niveles de expresion de
siete genes involucrados en la produccién y secrecion de la fitasa recombinante. Los
genes seleccionados (Tabla VIII) fueron el gen FTEII que es el gen heter6logo de la
cepa P. pastoris estudiada (KM71FTEIl), tres genes de proteasas vacuolares (PEP4,
PRB1 y PRC1), un gen responsable del metabolismo del metanol en las KM71 de P.
pastoris (AOX2), un gen de una proteasa (KEX2) que participa en el procesamiento
postraduccional para la secrecion de la proteina recombinante, y un gen (KAR2) que
codifica para una chaperona del reticulo endoplasmico. Ademas, se seleccionaron tres
genes normalizadores reportados como constitutivos en P. pastoris (GAP, G6PD, y
YPT1). Posteriormente, se analizaron los niveles de expresion de los siete genes en
células KM71FTEII de P. pastoris cultivadas bajo dos condiciones de cultivo diferentes,
una de baja y otra de alta produccion extracelular de la fitasa FTEII a cinco distintos

tiempos de induccién.

5.4.1 Disefio de experimentos

La estrategia experimental seguida para llevar a cabo este analisis se resume en
la Fig. 21. De los cultivos de optimizacion (disefio experimental Simplex, seccion 5.3.3)
se consideraron para este estudio los cultivos de menor y mayor produccion de fitasa
FTEII extracelular. Se hicieron nuevos indculos de la cepa de P. pastoris KM71-FTEII.
De cada condicion se hicieron cultivos por triplicado en fermentador de 5 L. Para cada
cultivo se determinaron los parametros fisiologicos antes ya descritos, consumo de
metanol, la velocidad especifica de crecimiento (u), el rendimiento celular proveniente
de metanol (Yys), el rendimiento de la produccion extracelular de fitasa/biomasa (Y ),
el rendimiento de la produccion extracelular de fitasa proveniente de metanol (Yys), la

actividad de proteasas en el medio de cultivo libre de células, el porcentaje de secrecion

77



de fitasa al medio de cultivo, y la velocidad especifica de consumo de metanol (qs) y la
actividad de proteasas extracelular. Para llevar a cabo un analisis de los niveles de
expresion de genes se tomaron muestras de cada cultivo a 5 tiempos de induccién (0, 22,
30, 47 y 68 h) para la preparacion de RNA total. EI RNA total fue utilizado para obtener
cDNA mediante retro-transcripcion de alta fidelidad con el cual se hizo PCR cuantitativa
(QPCR) para determinar el nimero relativo de transcritos totales de los siete genes
analizados (Tabla VIII). Para los 10 genes se disefiaron oligonucleétidos especificos
para realizar la gqPCR, para el gen FTEIl y GAP se disefio ademas una sonda de
hidrdlisis especifica. Los genes GAP, G6PD, y YPT1 reportados como constitutivos en
P. pastoris se utilizaron como genes normalizadores. Para la estimacion de los niveles de
expresion se realizo el calculo de la expresion relativa utilizando el método conocido
como 2 doble delta C; (2AAC;), empleando como genes normalizadores a los genes GAP,
YPT1y G6PD y como muestras calibradoras a las muestras de los tiempos de induccion
de 0 h. Se corelacioné el estudio de los pardmetros fisiologicos con los niveles de

expresion de los 7 genes estudiados.

Células a 5 tiempos
(Il ‘ de induccién
(0,22, 30, 47y68 h)

MO CUGATEUAGCTINE A

Extraccion RNA total

Primers . o Primersy
para | P i = sondas para
deteccion - / ; | deteccion de

de 9 genes e p—— 2 genes

Anadlisis de niveles de transcritos por RT-qPCR

Figura 21. Estrategia general para medir la expresion relativa de genes.
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5.4.2 Seleccion de genes y disefio de oligonucledtidos especificos y sondas de
hidrolisis

Se seleccionaron un total de siete genes relacionados con las rutas metabdlicas de
proteolisis, secrecion y metabolismo del metanol: el gen AOX2, que codifica para la
enzima AOX2, responsable del metabolismo del metanol en las cepas KM71 de P.
pastoris; el gen PEP4, gen que codifica para la proteinasa A, principal proteasa aspartica
vacuolar en P. pastoris; el gen PRB1, que codifica para la proteinasa B, principal serin-
proteasa vacuolar en P. pastoris; el gen PRC1, que codifica para la carboxipeptidasa Y,
proteasa vacuolar que procesa el extremo C-terminal de proteinas; el gen KEX2, que
codifica para la proteasa KEX2, involucrada en el procesamiento del propéptido del
factor alfa de S. cerevisiae; el gen KAR2, que codifica para la chaperona BiP, proteina
principal responsable del plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico; y el gen
FTEII, que codifica para la fitasa FTEII clonado en la cepa KM71FTEII de P. pastoris.
Ademas, como genes normalizadores se seleccionaron tres genes reportados como
constitutivos en P. pastoris: el gen GAP, que codifica la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, enzima de la glicolisis; el gen G6PD, que codifica para la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, enzima de la via de las pentosas fosfato; y el gen YPT1, que

codifica para una GTPasa implicada en el proceso de secrecion.

Se disefiaron un total de diez pares de oligonucledtidos especificos en base a las
secuencias nucleotidicas reportadas en GenBank y empleando el programa ProbeFinder
de Roche Applied Science (http://www.probefinder.com) o bien el programa Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). El programa se alimentd con las secuencias
obtenidas previamente en el GenBank para obtener las secuencias de los
oligonucleédtidos especificos 3’ y 5° para cada uno de los genes a analizar.
Posteriormente, las secuencias de los oligonucleétidos disefiados fueron evaluadas para
determinar su especificidad sobre el DNA blanco y la formacion de estructuras

secundarias.

Para evaluar la especificidad, se realizaron alineamientos utilizando la
herramienta en linea blastn (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), alimentando el
programa con las secuencias 3’ y 5’ de cada uno de los oligonucleotidos disefiados y

haciendo alineamiento especifico contra el genoma de P. pastoris, excepto en el
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alineamiento con la secuencia de los oligonucleotidos de FTEII, para la cual se realizé el
alineamiento con la secuencia de una fitasa termoestable sintética disefiada en nuestro
laboratorio (Numero de acceso: HM755449). Para determinar la especificidad se
tomaron en cuenta tres criterios: hibridacion de ambos oligonucledtidos en la misma
secuencia, hibridacion en cadenas complementarias y que los oligonucleodtidos se
encontraran a una distancia no mayor a 5,000 pb de distancia. Para evaluar la formacion
de estructuras secundarias, se realizaron analisis empleando la herramienta en linea
OligoAnalyzer 3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/), este
programa permite analizar la formacién de estructuras secundarias de tipo horquilla,
homodimeros y heterodimeros, entre otras propiedades. El programa fue alimentado con
las secuencias 3’ y 5° de cada uno de los oligonucledtidos disefiados y se evalu6 el valor
de AG (kcal/mol). Para determinar que no hubiera formacion de estructuras secundarias
se evalud que el valor de AG no fuera mayor a -10 kcal/mol, tomando en cuenta las
siguientes concentraciones: oligonucleétido 3.3 pM, Na* 100 mM, Mg* 55 mM vy
dNTPs 1mM. Una vez que se evaluaron las propiedades de los oligonucle6tidos
nmdisefiados, estos se sintetizaron en la compafiia Integrated DNA Technologies, Inc
(Coralville, lowa). Todos los oligonucleétidos fueron disefiados para hibridar en la
region CDS de la secuencia de cada gen, excepto en el caso del oligonucleétido para
AOX2, cuya hibridacion fue dirigida a la region 5° no traducible del gen. Ademas, todos
los oligonucledtidos se disefiaron para que la deteccion de la expresion de los genes se
realizara empleando SYBR Green como agente fluorogénico, excepto para los genes
FTEIl y GAP cuyo disefio contempld la deteccion con sondas de hidrolisis con el kit
PrimeTime Mini de Integrated DNA Technologies, Inc. (Coralville, lowa), el cual
contiene una pareja de oligonucle6tidos y una sonda marcada en el extremo 5’ con FAM
(colorante fluorescente) y en el extremo 3’ con ZEN/3’ Iowa Black FQ que actua de

quencher.

En la tabla VIII se enlistan los genes seleccionados, método de deteccion y

aplicacion.
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Tabla V111

Genes seleccionados para el analisis de expresion por gPCR.
Gen Seleccionado (GS)/

GEN Método de deteccion Gen normalizador
(GN)
AOX2 SYBR green GS
Sondas de hidrélisis
FTEIN GS
(FAM)
PEP4 SYBR green GS
PRB1 SYBR green GS
PRC1 SYBR green GS
KEX2 SYBR green GS
KAR2 SYBR green GS
G6PD SYBR green GN
YPT1 SYBR green GN
Sondas de hidrolisis
GAP GN
(FAM)

5.4.3 Método de cultivo y analisis de parametros fisioldgicos y produccion de fitasa
extracelular

En base al disefio experimental de optimacién Simplex, se eligieron dos
condiciones de cultivo experimentales que generaran alta y baja produccion extracelular
de fitasa, las cuales correspondieron a las de los cultivos J (temperatura de 24°C, pH 6,
densidad celular inicial de 90 g/L de células secas, concentracion de metanol en el medio
de cultivo de 1.5 g/L y sin sorbitol) y C (temperatura de 30°C, pH 3, densidad celular al
inicio de la induccién de 88 g/L de peso seco, concentracion de metanol en el medio de
cultivo de 0.5 g/L y sin sorbitol), respectivamente.

Para cada condicion de cultivo se llevaron a cabo tres cultivos (Fig. 22)

independientes siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (seccion 5.3.4.), y se
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determind la actividad de fitasa extracelular y los parametros fisioldgicos antes ya
descritos (porcentaje de secrecion de fitasa, actividad extracelular de proteasas, consumo
de metanol y crecimiento celular) a las 68 h de induccion. Ademas se tomaron muestras
de celulas humedas a cinco tiempos durante la etapa de induccion (0, 22, 30, 46 y 68 h)
y se almacenaron en RNAIlater (Fig. 22). Posteriormente 50 mg de células himedas se

lisaron con perlas de vidrio y se extrajo el RNA total empleando el SV Total RNA

Isolation System (Promega).

Dos condiciones de
cultivo

—

Cultiva CP

S

Triplicado de cultivo
(Mismas condiciones)

Cultivo CM

1—1

Triplicado de cultivo
(Mismas condiciones)

CM1, CM2, CM3 CP1,CP2, CP3
Muestras a 5 Muestras a 5 Muestras a 5 Muestras a 5 Muestras a 5 Muestras a 5
tiempos de tiempos de tiempos de tiempos de tiempos de tiempos de
induccion: induccion: induccion: induccion: induccion: induccion:
CM1-MO (0 h) CM2-MO (0 h) CM3-MO (0 h) CP1-MO (0 h) CP2-M0 (0 h) CP3-MO (0 h)
CM1-M1 (22 h) CM2-M1 (22 h) CM3-M1 (22 h) CP1-M1 (22 h) CP2-M1 (22 h) CP3-M1 (22 h)
CM1-M2 (30 h) || CM2-M2 (30 h) CM3-M2 (30 h ) CP1-M2 (30 h ) CP2-M2 (30 h) CP3-M2 (30h)
CM1-M3 (47 h) CM2-M3 (47 h) CM3-M3 (47 h) CP1-M3 (47 h) CP2-M3 (47 h) CP3-M3 (47 h)
CM1-Md (68 h) CM2-M4 (68 h) CM3-M4 (68 h) CP1-M4 (68 h) CP2-M4 (68 h) CP3-M4 (68 h)

Figura 22. Diagrama de flujo con la estrategia para en analisis de los
niveles de expresion relativa de los genes en estudio bajo dos
condiciones de cultivo (CM y CP) (Felix Castro, 2013).

5.4.4 Muestreo de cultivos y conservacion de células para preparacion de RNA total

Para el muestreo de los cultivos se recuperaron muestras de 10 mL de medio de
cultivo en tubos de ensayo de 20 x 150 mm en 0, 22, 30, 46 y 68 h de induccion de
metanol. Inmediatamente después de la toma las muestras se colocaron a 4°C (en hielo)
para su transporte al laboratorio. Para determinar el peso humedo se determind de
acuerdo a la seccion 5.3.6.2. A partir de la densidad celular en g/L, se determin¢ el

volumen de muestra para obtener el total de 50 mg de células en peso himedo. Para la
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conservacion de las células, las muestras fueron centrifugadas en tubos de 2 mL a 6,000
rpm, durante 10 minutos a 4 °C. El paquete celular fue re-suspendido en 500 pL
(volumen equivalente a 5 veces el volumen del paquete celular) del reactivo RNAlater
del reactivo RNAlater solution ® (Ambion) e incubado durante una hora a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugdé a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y se
decantd el sobrenadante. Finalmente, las muestras fueron etiquetadas y almacenadas a

70 °C para su posterior uso (Fig. 23).

- ' - %

10 mL de muestra Transferir el volumen
Bioproceso (4°C) necesario de muestra
segun ecuacion x
6,000 rpm x
10 min
i \ 5 ( 1 5 1h, temperatura
ambiente
Conservacion a -70°C Centrifugar a 12,000 Mezcla con 500 pL de
rpm x 15 min RNAlater solution ®

Figura 23. Toma y conservacion de muestra para extraccion de RNA total.

5.4.5 Obtencion de preparaciones de RNA total

En la figura 24 se esquematiza la metodologia empleada para la preparacion y
analisis del RNA. La preparacion de RNA total se realizo a partir de 50 mg de células
himedas empleando el SV Total RNA Isolation System (Promega). La cuantificacion y
calidad del RNA se evalué por espectrofotometria de luz ultravioleta y mediante el
numero de integridad del RNA (RIN) con el equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent

Technologies).
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1h/30°C 10 min/12,000 rpm
| —> —>

Células de P. pastoris Solucién de lisis (0.1m +75 pL de buffer de +200 pL de etanol
EDTA pH 7.4, 1M sorbitol, 0.1% lisis y 300 uL de buffer 95% y mezclar

B-mercaptoetanol y 50 U liticasa)
15 min/20-25°C 1 min/12,000 rpm 1min/12,000 rpm

-, = =y,

de dilucién (azul)

+250 pL de +50 pL de solucién +200 pLde Transferir a
solucién DNAasa de DNAasa. soluci6n de lavado cartucho de
l 1min/12,000 rpm
1min/12,000 rpm 2min/12,000 rpm 2min/12,000 rpm
+ 250 uLde +600 pL de solucién +250 pL de solucién +100 pL de agua
solucién DNAasa de lavado. de lavado. maQ.
stop.
I 1min/12,
Cuantificacién por min/12,000 rpm
espectroforometria colectar

Coeficiente 260/280

Agarosa 0.8%

Solucién de RNA.

Micro-electroforesis

Figura 24. Metodologia de la extraccién de RNA.

Para la obtencion de preparaciones de RNA a partir de las muestras conservadas
previamente (punto 5.4.2), se utiliz6 el Kit de Promega SV Total RNA lIsolation System,
siguiendo el protocolo del manual de Promega, trabajando en un ambiente libre de polvo
u otros contaminantes y utilizando guantes, puntillas, tubos y agua libres de RNasa.
Cada preparacion de 50 mg de células conservadas en RNAlater solution® fue
descongelado y se mezcl6 con 100 uL de una solucion de lisis (0.1 M EDTA (pH 7.4),
1M sorbitol, 0.1% pB-mercaptoetanol y 50 unidades de liticasa). La mezcla fue
resuspendida mediante vortex a velocidad media durante 5-10 segundos. Las muestras
fueron incubadas durante una hora a 30°C en un agitador termoestatado (Thermomixer

R, Eppendorf) con agitacion a 350 rpm células fueron incubadas a 30 °C, durante una
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hora para llevar a cabo la digestion de la pared celular. Posteriormente se agregaron 75
ul de buffer de lisis de RNA (4M TCG, 0.001 M Tris-HCI, 0.97% B-mercaptoetanol) y
300 ul de buffer de dilucion de RNA, se mezclé por inversion y los tubos se
centrifugaron a 12,000 rpm, durante 10 minutos a 4 °C, se separd el sobrenadante (color
azul) en un tubo nuevo de 2 mL, se afiadieron 200 ul de etanol 95%, se mezclé por
pipeteo, y se transfirio la mezcla a un cartucho de filtracion, se centrifugé a 12,000 rpm
durante 1 minuto, a 4 °C y se descarté el liquido del tubo colector. Posteriormente se
afiadieron 600 pl de solucion de lavado de RNA y se centrifugd a 12,000 rpm, durante 1
minuto, a 4 °C. Una vez terminada la centrifugacion, se prepar6 y afiadio al cartucho de
filtracion la solucidon de incubacion de DNasa (40 pl de Yellow Core Buffer, 5 ul de
MnCl; 0.09M y 5 ul de DNasa 1) y se incubd a temperatura ambiente durante 15
minutos. Luego, se agregaron 250 ul de la solucién para desactivar la DNasa y el
cartucho se centrifug6 a 12,000 rpm, durante 1 minuto a 4 °C. Nuevamente se afiadieron
600 pl de la solucidon de lavado de RNA, se centrifugd en las mismas condiciones y se
descarto el liquido del tubo colector. De nueva cuenta, se anadieron 250 pl de solucioén
de lavado de RNA y se centrifug6 a 12,000 rpm, durante 2 minutos a 4 °C. Por altimo,
se transfirio el cartucho de filtracion a un tubo de elucién de 1.5 mL y se agregaron 100
ul de agua libre de nucleasas. Se centrifugdé a 12,000 rpm, durante 1 minuto a 4°C. El
cartucho de filtracion fue desechado y el contenido del tubo colector fue etiquetado y
almacenado a -70 °C.

Debido al pH maés acido (pH 3) empleado en el cultivo CP, se realizaron lavados
de las células almacenadas en RNA later con PBS 10X antes de iniciar con el protocolo
del manual del Kit de Promega SV Total RNA Isolation System. ElI PBS 10X fue
preparado agregando los siguientes reactivos, en orden: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3
mM Na,HPO,7H,0, 1.4 mM KH,PO,. Se realiz6 una dilucion del PBS 1:10 (90 ml de
PBS 10x + 10 ml de Agua DEPC), de la cual se agregaron 500 ul a cada paquete celular
descongelado. El paquete celular fue resuspendido mediante pipeteo y la suspensién
centrifugada a 6,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se realizaron tres lavados como el
descrito anteriormente, hasta obtener un pH entre 6 y 7. La medicion del pH se
determind mediante el uso de tiras indicadoras de pH directamente en los tubos con el

paquete celular. Una vez obtenidas las muestras de RNA total se determino la integridad
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del RNA mediante nanoespectrofotometria. Cada tubo de elucion fue etiquetado de
acuerdo a la nomenclatura establecida y almacenado a -70 °C, hasta su posterior

procesamiento para la sintesis de DNAC.

El RNA obtenido se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm utilizando un
equipo de nano-espectrofotometria (Nanophotometer IMPLEN). Se coloc6 1 pL del
RNA sobre el pedestal lector y se tomé como valor de la concentracion de RNA
directamente de la lectura que arrojé el equipo utilizando como blanco agua libre de

nucleasas.

El valor de la absorbancia a 260 nm se dividié entre el valor de absorbancia a
280 nm. El resultado de este cociente debid de ser mayor a 2 para que un RNA fuese
considerado Util para los pasos posteriores. Las preparaciones de RNA obtenidas para
cada una de las muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
en buffer de tris-boratos-EDTA (TBE 1x, Tris-HCI 90 mM, &cido bdrico 89 mM, EDTA
2 mM). Los geles se prepararon pesando 800 mg de agarosa y disolviendo en 100 mL de
TBE estéril, la mezcla se calentd por 30 s en un microondas. La agarosa se colocd en un
molde y se dejo solidificar a temperatura ambiente por 20-30 min. Se mezclaron 6 uL de
la muestra de RNA con 2 pL de buffer de carga azul y 2 pL de una solucién de agente
intercalante GelRed® 100x. El gel fue montado en una camara horizontal de
electroforesis y se corrid durante una hora con un voltaje de 100 V y una intensidad de
corriente de 85 mA. Transcurrido este tiempo, el gel se desmonté de la camara y se
fotodocumento en un equipo Kodak Edas ® 290 acoplado a un trans-iluminador 3UV de
luz ultravioleta a 256 nm. Se determind la presencia de las dos bandas de las
subunidades de rRNA (18s y 26s) en base a su peso molecular medido interpolando con

los tamafios de un marcador de peso molecular Hyperladder 1V de promega ®.

El tamafio molecular, integridad y concentracion de &cidos nucleicos fueron
también determinados empleando el Bioanalizador 2100 de Agilent y el kit nanochip
para RNA (RNA 6000 Nano Kit Agilent) el cual emite los resultados manera

automatizada en un formato digital, en base a geles de electroforesis en nano chips.

El primer paso para el analisis fue la preparacion del marcador de RNA (ladder),

el cual se desnaturalizé en un bloque térmico durante 2 minutos a 70°C, se realizaron
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alicuotas de trabajo y se almacenaron a -70°C. Posteriormente, se armé la estacion de
preparacion del nano chip de RNA, primeramente se reemplazd la jeringa utilizada
anteriormente por una nueva y se ajustaron tanto la palanca de la base en la posicién
adecuada (posicién C para el nano chip de RNA) como el clip para sostener la jeringa
(posicion superior). A continuacion se preparé el gel para el nano chip, para lo cual se
agregaron 550 pl de “RNA 6000 Nano Gel Matrix” en un filtro, el cual fue centrifugado
a 15,000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se prepararon alicuotas de 65 pl
del gel filtrado en microtubos. Se mezclaron 65 pL de gel RNA 6000 (Agilent
technologies) previamente filtrado con 1 pL de mezcla colorante en un tubo de
filtracion, se homogenizd y luego se centrifugé a 1500 g por 10 min. Esta mezcla se
cargd en el chip en los pocillos correspondientes para cargar el gel. Inmediatamente
después de carg6 5 uL del marcador (RNA 6000 nanomarker, Agilent technologies) en
los 12 pozos para muestras y en el pocillo para el marcador (ladder), 1 ul del marcador y
I ul de cada una de las muestras a analizar, depositando la muestra en el pocillo
correspondiente. Posteriormente el chip se llevé a vortex durante 1 minuto a 2400 rpm,
se colocd en el equipo y se corrid el programa 2100 Expert de Agilent durante 30 min.
Al final el equipo arrojo un electroferograma de sefial de fluorescencia contra tiempo de
corrida, las concentraciones de RNA y el nimero de integridad de RNA (RIN) para cada
una de las muestras de todos los cultivos realizados de las dos condiciones (Felix Castro,
2013).

5.4.6 Transcripcion inversa

Las preparaciones de RNA total aisladas se trataron con la enzima DNAsa
RQ1(Promega), libre de RNAsa, para eliminar la posible contaminacion con DNAg, que
en pasos subsecuentes pudiera generar falsos positivos. En un ambiente limpio y libre de
nucleasas, empleando material nuevo y libre de RNasas, primeramente, se preparé la
mezcla de reaccidn con los componentes que aparecen en la Tabla IX. A continuacién,
las muestras se incubaron en un termociclador durante 1 h a 37°C, enseguida a cada
muestra se le agrego 2 uL de la solucion “Stop” DNAsa RQ1 Promega y se incubaron en

un termociclador a 65°C durante 10 min para inactivar la enzima DNAsa. Finalmente,
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las muestras se usaron inmediatamente en la reaccion de transcripcion inversa. Las
muestras tratadas fueron etiquetadas de acuerdo a la nomenclatura establecida (Ver
anexo 1) y almacenadas en hielo para su inmediato uso en la sintesis de DNAc. Se
realizaron tratamientos con DNasa a todas las muestras de RNA obtenidas de los dos
cultivos a analizar, trabajando una muestra por dia, seguido de la sintesis de DNAc y los

ensayos de gPCR.

Tabla IX
Mezcla de reaccion para el tratamiento del RNA total con la DNAsa
RQ1.
Reactivo Volumen (uL)
Solucion de RNA 24
Buffer de DNAsa RQ1 Promega (10X) 3
DNAsa RQ1 Promega (1 U/uL) 3
VVolumen final 30

Para la sintesis del DNAc se utilizo el RNA aislado en el punto 5.4.5 y el kit de
Agilent AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis ®, siguiendo el protocolo
para la sintesis de DNAc de una hebra, trabajando en un ambiente limpio y libre de
nucleasas, empleando material nuevo y libre de RNasas. A partir de las muestras de
RNA tratadas con DNasa, se realizaron ensayos de retrotranscripcion por triplicado para
cada una de las muestras, para lo cual se prepar6 una mezcla inicial agregando en orden
para una preparacion: 150 ng totales de RNA, 1 ul de oligo(dT) (0.5 pg/ul) y agua libre
de RNasas, necesaria para obtener un volumen final de 15.7 pl (Tabla X). Esta mezcla se
calent6 en un termociclador a 65°C por 5 min para despues dejar enfriar 10 min a
temperatura ambiente (Tabla XI). Paralelamente se realizd una segunda mezcla
agregando en orden para una preparacion: 2.0 pl de buffer de reaccion, 0.8 pl de mix de
dNTP’s (25 mM) y 0.5 pl de inhibidor de ribonucleasas (40 U/ul). Esta mezcla se agrego
con la primera y por ultimo, se afiadi®6 1 pl de enzima transcriptasa reversa

AffinityScript Multiple Temperature. Los tubos se incubaron en un termociclador
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durante 1 hora a 42°C y durante 15 minutos a 70°C (Tabla XI). Por cada ensayo de
sintesis de DNAc se realiz6 a la par un ensayo como control negativo de la
retrotranscripcion siguiendo los pasos descritos previamente, evitando afiadir los

volimenes de enzima transcriptasa reversa.

Tabla X
Mezcla de reaccion para transcripcion inversa
Reactivo Volumen (pl)

Solucion de RNA Variable (150 ng totales)
Oligo dT 1.0
Agua libre de RNasas Ajustar a 20 pl
Buffer 2.0
dNTP’s 0.8
RNase Block 0.5
Enzima Affinity Script 1.0
Volumen final 20

Tabla XI

Condiciones del ensayo de sintesis de DNAC.

Ciclos Duracion del ciclo Temperatura

1 5 minutos 65°C
1 10 minutos 24°C
1 1 hora 42°C
1 15 minutos 70°C
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5.4.7 gPCR

Los DNACc generados para cada muestra en el punto anterior se amplificaron por
duplicado con los oligonucleétidos especificos disefiados y empleando el Brilliant 111
Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies) para los transcritos
de los genes AOX2, PEP4, PRB1, PRC1, KEX2, KAR2, G6PD, y YPTL1, o bien el
Brilliant 111 Ultra-Fast QPCR Master Mix para los transcritos de los genes FTEIl y GAP.

Se siguio el protocolo del manual de la compafiia, trabajando en un ambiente
limpio y libre de nucleasas, empleando material nuevo. Las sondas disefiadas fueron
elaboradas por IDT technologies utilizando el fluorégeno 5° FAM vy el extintor
(quencher) ZEN/3’ Towa Black FQ. Las reacciones de gPCR se realizaron en un equipo
Mx3005P QPCR System de Agilent Technologies.

Todos los oligonucledtidos usados se resumen en la tabla XII. Estos fueron
resuspendidos en 1 mL de agua ultrapura y se agitaron toda la noche. Después de se
prepararon alicuotas de trabajo de 100 pL y se guardaron a -20°C. Las sondas hidrolisis
se resuspendieron en 400 pL de una solucién amortiguadora (10mM Tris, 0.1mM
EDTA, pH 8.0) y se mezclaron toda la noche, después se formaron alicuotas de 100 pL

y se almacenaron a -20°C.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 20 pL utilizando
la mezcla de reaccion que se muestra en las tablas XIIl y XIV. EI DNAc y el control
negativo de la sintesis de DNAc (sin enzima retrotranscriptasa) se diluyeron 1:25 (la
dilucion se realiz6 con agua MilliQ libre de nucleasas). También se realizaron mezclas
de gPCR sin DNAc, como control negativo del ensayo de qPCR. Los diferentes DNAc
empleados fueron etiquetados para su identificacién: simbolo (+) para las muestras con
DNAC (reaccion positiva de retrotranscripcion) y simbolo RT (-) para las muestras del
sin retrotranscriptasa (reaccion negativa de la retrotranscripcion) y PCR (-) para el

control negativo del ensayo de gPCR.
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Secuencias de oligonucle6tidos y sondas utilizados en las gPCRs.

Tabla XII

Oligonucleétido Gen Secuencia Tm (°C)
5qKEX2 KEX2 GCCACTTTTTCGTCTTCCTCT 60
3qKEX2 KEX2 GAAGTCTCTTTTACATCCGTTTCC 60
5gA0X2 AOX2 ACGGGCTTTTAACTACATTGTTCT 60
3qA0X2 AOX2 TGTAGTCAATACAGTTGATCCGAAA 60
5qPEP4 PEP4 GATCCGAATATGCTGAATTGC 60
3qPEP4 PEP4 GGCAAAGCAATCAATGAGGT 60
5qPRC1 PRC1 CGCTCAGATGGGACCCTA 60
3qPRC1 PRC1 GGATCCACCATCACATTCCT 60
5qPRB1 PRB1 TTAAGGGCTCTACCGCTAACA 60
5qPRB1 PRB1 CATTGACTGCAAGGTCCAAA 60
5qKAR2 KAR2 GTCCATCACCATCAACAATGA 60
3qKAR?2 KAR2 CTCGGCCTCTTCAACCATAC 60
5qFTEII FTEI TCCAAATCACTGACGGTCCAGA 60
3qFTEIIl FTEI TCACCGTCTTGAGCAACGAACA 60
5qYPT1 YPT1 GCGGTCAAGCTAGTGCTTCT 60
3qYPT2 YPT2 TGCTGACAAAACGTAAAACCA 60
5qG6PD G6PD TTAAGCCAGGTTCTAAATGTGTCA 60
3qG6PD G6PD TTCCCACCTTTCTGTGTTGA 60
Sonda de Gen Secuencia Tm (°C)
hidrolisis

pFTE FTEII TTTGGGTTTCGGTTTGGGTCCAGA 72
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El primer paso para el ensayo de qPCR consistio en realizar una mezcla de
reaccion agregando en orde npara una preparacion los siguientes reactivos: 10 ul de
Brillant 111 Ultra-Fast SYBR Green, 2 pl de solucion de DNAc dilucion 1:25 (+), 2 ul de
oligonucleétido 5°, 2 ul de oligonucledtido 3’ y 4 ul de agua libre de nucleasas (Tabla
XI1I). Para analizar un total de 10 genes por duplicado, se realizé una mezcla de trabajo
evitando agregar los oligonucleétidos (Tabla XIV). La mezcla se realiz6 en un tubo de
0.5 ml, se distribuyé el volumen en tiras de tubos Opticos especiales de 8X y se
agregaron 4 pl de una mezcla del par de oligonucle6tidos de cada gen a analizar al tubo
correspondiente (se utilizdo una mezcla de trabajo con los oligonucledtido 5’ y 3° a una
concentracion de 3 UM cada uno). Por dltimo, los tubos fueron cerrados con tiras de

tapas Opticas especiales de 8X.

Tabla X111

Mezcla de reaccion de la gPCR con SYBR Green.

Reactivo Volumen 1X (pl)
Brillant 111 gPCR Master mix 10
SYBR Green ®
Agua libre de nucleasas 4
Oligonucledtido 5' 2
Oligonucleétido 3' 2
cDNA 1:25 (+) 2
Total 20
Tabla X1V
Mezcla de trabajo para 20 ensayo de gPCR con SYBR Green.
Reactivo Volumen 20X (ul)
Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR Green 200
Solucion de DNAc 1:25 (+) 40
Agua libre de nucleasas 80
Volumen final 320
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Posteriormente se realizd0 una segunda mezcla de reaccion para analizar las
muestras de control negativo de la retrotranscripcion, en la cual se agregaron en orden
para una preparacién los mismos reactivos que para el analisis de las muestras de DNAc
(+) pero en la mitad del volumen: 5 ul de Brillant III Ultra-Fast SYBR Green, 1 pl de
solucion de DNAc dilucién 1:25 (-), 1 ul de oligonucledtido 5°, 1 ul de oligonucledtido
3’ y 2 pl de agua libre de nucleasas. De la misma manera se realiz6 una mezcla de
trabajo en un volumen suficiente para analizar un total de 10 genes, evitando agregar los
oligonucledtidos y procediendo con el protocolo antes descrito. A continuacion, se
realiz6 una tercera mezcla de reaccion para un ensayo que funcionara como control
negativo de la gPCR sin DNACc, para el cual se agregaron en orden para una preparacion
los siguientes reactivos: 5 upl de Brillant III Ultra-Fast SYBR Green, 1 pl de
oligonucleotido 5°, 1 ul de oligonucleétido 3° y 3 ul de agua libre de nucleasas. De la
misma manera como se describié previamente, se realizé una mezcla de trabajo en un
volumen suficiente para analizar un total de 10 genes, evitando agregar los
oligonucle6tidos. Todos los tubos con las mezclas realizadas fueron centrifugados en
una minicentrifuga durante 10 segundos y colocados en la placa del equipo Mx3005P
QPCR System de Agilent Technologies en el cual se eligi6 el programa SYBR® Green
(with Dissociation Curve). Las condiciones para cada ciclo de PCR fueron ajustadas

como se muestra en la tabla XV.

Por ultimo se determinaron y analizaron los valores de Ct obtenidos para cada
una de las reacciones de amplificacion con los oligonucledtidos empleados para cada
una de las muestras de DNAc ajustando el umbral de cuantificacion a 2000. EI DNAc de
cada muestra se amplifico por triplicado y se determing el valor de C+, estimando media,
desviacion estandar y coeficiente de variacion. Este proceso se realizé para cada uno de
los genes evaluados y posteriormente se compararon los coeficientes de variacion de
todos los Ct estimados con el fin de determinar las caracteristicas de la muestra que dio
la menor variacién. Ademas, para validar empiricamente la especificidad de los
oligonucleotidos, se analizaron las curvas de disociacion generadas para cada uno de los

oligonucleotidos sintetizados, para observar la formacion de bandas inespecificas.
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Tabla XV

Condiciones del ensayo de gPCR empleando SYBR Green.

Ciclos Duracion del ciclo Temperatura

1 3 minutos 95°C
20 segundos 95°C

40
20 segundos 60°C ?
1 minuto 95°C
1 30 segundos 55°C P
30 segundos 95°C

a: lectura de fluorescencia al final de la etapa.
b: lectura de fluorescencia durante el aumento
de la temperatura de 55 a 95°C.

Debido a la presencia de bandas inespecificas en las curvas de disociacion en los
ensayos de qPCR realizados con los oligonucle6tidos para los genes de GAP y FTEII, se
realiz6 un ensayo de qPCR empleando las muestras de DNAc a diferentes temperaturas
de hibridacion a la empleada originalmente (Tabla XVI). Se analizaron las curvas de
disociacion de cada ensayo de gPCR con cada oligonucledtido para evaluar la

especificidad de los oligonucledétidos sintetizados.

Sin embargo por la persistencia de la presencia de bandas inespecificas en los
ensayos de gPCR empleando los oligonucledtidos para amplificar las secuencias de GAP
y FTEII con SYBR green como agente fluorogénico se realizé el disefio de nuevos pares

de oligonucleotidos especificos siguiendo el procedimiento 5.4.3.
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Tabla XVI

Ensayo de PCR para la optimizacion de oligonucleétidos.

Ciclos Duracion del ciclo Temperatura 2

1 3 minutos 95°C
10 20 segundos 95°C
20 segundos 65°C?

1 minuto 95°C

1 30 segundos 55°C"
30 segundos 95°C

a: lectura de fluorescencia al final de la etapa.
b: lectura de fluorescencia durante el aumento
de la temperatura de 55 a 95°C.

Para realizar los ensayos de qPCR de los genes FTEIl y GAP a partir de las
preparaciones de DNAc recién sintetizado, se empled el Master Mix de Agilent
Technologies Brilliant 11l Ultra-Fast QPCR & QRT-PCR. La mezcla de reaccion
consistid en agregar en orden para una preparacion los siguientes reactivos: 10 ul de
Brillant III Ultra Fast, 2 ul de solucion de DNAc dilucion 1:25 (+), 4 ul de kit
PrimeTime Mini y 4 ul de agua libre de nucleasas (Tabla XVII). Se realiz6 una mezcla
de trabajo en un volumen suficiente para analizar un total de 2 genes por duplicado,
evitando agregar los oligonucle6tidos (Tabla XVI1II). La mezcla fue realizada en un tubo
de 0.5 ml, se distribuyé el volumen en tiras de tubos Opticos especiales de 8X y se
agregaron 4 pl del kit PrimeTime Mini el cual contiene el par de oligonucledtidos y la
sonda de hidrdlisis (Sonda de hidrolisis 1.25 pM, Oligonucledtido 5° 2.5 uM y
oligonucleo6tido 3’ 2.5 uM). Por ultimo los tubos fueron cerrados con tiras de tapas

Opticas especiales de 8X.
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Tabla XVII

Mezcla de reaccion para el ensayo de gPCR empleando
sondas de hidrolisis.

Reactivo Volumen 1X (ul)
Brilliant 111 Ultra-Fast 10.0
Solucién de DNAc 1:25 (+) 2.0
Kit PrimeTime Mini* 4.0
Agua libre de nucleasas 4.0
Volumen final 20

*Contiene sonda de hidroélisis yoligonucleotidos 3y 5°

Tabla XVIII

Mezcla de trabajo para analizar las muestras de DNAc en
los ensayos de qPCR empleando sondas de hidrdlisis.

Reactivo Volumen 4X (ul)
Brilliant 111 Ultra-Fast 40.0
Solucién de DNAc 1:25 (+) 8.0
Agua libre de nucleasas 16.0
Volumen final 64.0

Se realizaron mezclas de reaccion para el control negativo de la
retrotranscripcion y para el control negativo de la gPCR sin DNAc, siguiendo el mismo

protocolo descrito para las reaccione llevadas a cabo con SYBR Green.

Todos los tubos fueron centrifugados en una minicentrifuga 10 segundos y
colocados en la placa del equipo Mx3005P QPCR System de Agilent Technologies en el
cual se eligi6 el programa Comparative Quantitation. Las condiciones para cada ciclo de
PCR fueron ajustadas de acuerdo a la tabla XI1X. Los valores obtenidos de Ct fueron
empleados para determinar posteriormente los niveles de expresion relativa.

Nuevamente, para los casos de que la dilucion del DNAc no fuera la adecuada para
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obtener valores de C+ dentro del intervalo de linealidad, el ensay0 se realizd empleando

la dilucion adecuada (Fig. 25).

Tabla XIX

Condiciones del ensayo de gPCR empleando sondas de
hidrolisis.

Ciclos Duracion del ciclo Temperatura

1 3 minutos 95°C
40 20 segundos 95°C
20 segundos 60°C?

a: lectura de fluorescencia al final de la etapa.

5.4.8 Linealidad y eficiencia de la reaccién de la gPCR

Para determinar la eficiencia de amplificacion (E) de cada transcrito se realizaron
ensayos de qPCR de cinco diluciones seriadas (5, 25, 125, 625 y 3125), cada una por
duplicado a partir del DNAc preparado a partir de 150 ng de RNA total con cantidades
que oscilaron en un intervalo 0.1 — 56.6 ng totales.

Las diluciones se realizaron a partir de muestras de DNAc provenientes de
células del cultivo de mayor produccién de fitasa extracelular al el tiempo de 68 horas
después de la induccion con metanol (Muestra CM1-M4). Los ensayos de gPCR se
realizaron siguiendo los lineamientos establecidos previamente y empleando los
oligonucleotidos disefiados para los mismos. Se realizaron mezclas de trabajo en un
volumen suficiente para 5 reacciones por duplicado (5 muestras de DNAC), evitando
agregar el DNACc, se distribuy6 el volumen en tiras de tubos dpticos especiales de 8X y
se agregaron 2 pul de cada muestra de DNAc al tubo correspondiente (Felix Castro,
2013).

Para cada dilucion se estimo el valor de C+, empleando una florecencia umbral
de 2000 a partir de las curvas de amplificacion. Con el log los valores de Ct de cada
dilucion y los valores tedricos de la cantida de RNA se construye una recta y a partir de
la pendiente de esta recta se calculo del valor de la eficiencia de la gPCR. Se

consideraron los intervalos lineales de las curvas, considerando un r?lo mas cercana a un
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valor de uno, estos intervalos limitantes fueron considerados para los valores de Ct que
delimitan la curva de dilucion. La eficiencia de amplificacion (E) se determiné de la
pendiente de la curva en el intervalo lineal, considerando el criterio de un valor superior
al 90% y menor del 110%. Los valores de todos estos parametros (r?, E, y valores de Ct
que delimitan la curva de dilucion) fueron estimados de forma automatica por el
programa que se opera con el equipo de gPCR (MxPro® - Mx3005P® v4). Por dltimo los
valores fueron registrados en una plantilla de trabajo de Microsoft Excel en la cual,

posteriormente, se realizaron los calculos de expresion relativa.

5.4.9 Analisis de los niveles de expresion de los genes en estudio a dos condiciones
de cultivo

Para el analisis de los niveles de expresién de los genes en estudio y
normalizadores (KEX2, AOX2, PEP4, PRC1, PRB1, YPT1, KAR2, G6PD, GAP y
FTEII), mediante la determinacion y comparacién de los valores de C+t obtenidos en los
ensayos de qPCR realizados a partir de muestras a diferentes tiempos de induccién de
los cultivos de optimizacion (disefio experimental Simplex, seccion 5.3.3) se
consideraron para este estudio los cultivos de menor y mayor produccion de fitasa FTEII
extracelular (cultivos J y C) se siguieron las siguientes etapas previamente descritas:
primeramente el muestreo y conservacion de muestras de cultivo en tiempos
representativos después de la induccion con metanol, para lo cual se realizaron cultivos
por triplicado de cada condicion y se analizaron 5 tiempos de induccion (Fig. 22) de
cada uno de los cultivos realizados (0, 22, 30, 47 y 68 h); la extraccion de RNA total de
todas las muestras conservadas; la sintesis de DNAc de las muestras de RNA total
obtenidas; los ensayos de qPCR empleando los 8 pares de oligonucleétidos disefiados
para emplearse con agentes intercalantes para las secuencias de: KEX2, AOX2, PEP4,
PRC1, PRB1, YPT1, KAR2, G6PD y dos pares de oligonucleotidos disefiados para ser
empleados con sondas de hidrdlisis para las secuencias de GAP y FTEII a partir de la
muestra de DNAC recién sintetizada; y el anélisis de los niveles de expresion relativa a
partir valores de Cr obtenidos, considerando que el coeficiente de variacion de los

valores de Ct fuera menor al 5%, de lo contrario se realizd nuevamente el ensayo de
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gPCR. Si la reproducibilidad fue adecuada, se promediaron los valores de C+ obtenidos
y se verificd que el valor promedio de Ct se encontrara dentro de la curva de eficiencia
determinada, de lo contrario se realiz6 nuevamente el ensayo de qPCR empleado otra
dilucion de DNAc. Por ultimo si el valor de Ct se encontrd dentro de la curva de
eficiencia se calculo el nivel de expresion relativa empleando el valor promedio de Ct
(Fig. 25).
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Figura 25. Diagrama de flujo con la estrategia para el andlisis de los niveles
de expresion relativa ejemplificando la muestra CM1-MO. Todas las
muestras se analizaron empleando la misma estrategia (Felix Castro, 2013).

Se realizaron ensayos de qPCR simultdneamente para todos los genes en una
muestra de DNAc proveniente de un tiempo de induccién de un cultivo realizado a unas
condiciones determinadas. Se emplearon los Master Mixes de Agilent Technologies,
Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR Green QPCR & QRT-PCR para 8 de los genes en estudio
y normalizadores (KEX2, AOX2, PEP4, PRC1, PRB1, YPT1, KAR2, G6PD) y Brilliant
11 Ultra-Fast QPCR & QRT-PCR para los dos genes restantes (GAP y FTEII).
Primeramente se realizaron los ensayos de gPCR con SYBR Green e inmediatamente
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después se realizaron los ensayos de gPCR con sondas de hidrolisis. Todos los ensayos
de qPCR se realizaron por duplicado empleando una dilucién inicial 1:25 de la muestra
de DNACc para todos los genes a evaluar. El umbral de fluorescencia fue ajustado a 2000
en todos los ensayos, en todos los caso pertinentes, se ajusto la dilucion del DNAc para
obtener valores de Ct dentro del intervalo de linealidad, los valores obtenidos de Cr

fueron registrados en una plantilla de trabajo de Excel.

5.4.9.1 Determinacion de los genes normalizadores en el calculo de la expresion
relativa

Ya que inicialmente se contd con tres genes normalizadores (YPT1, G6PD y
GAP), siete genes de estudio, muestras de cinco tiempos de cultivo y condiciones de
cultivo, se decidio evaluar el gen normalizador o combinacion de estos que fueran los
mas adecuados para estimar la expresion relativa. Esta evaluacion se realiz6 en funcion
del coeficiente de variacion conjunta estimada a partir de los valores de expresion
relativa a 4 tiempos determinados. Para la expresion relativa se consideraron los valores
de cada uno de los tres replicados del cultivo CM, en un tiempo dado y de cada uno de
los siete genes evaluados (3 cultivos, un tiempo y siete genes). En base a estas
consideraciones se determiné la estabilidad de los tres genes normalizadores (YPTL,
G6PD y GAP), considerando la mejor opcién aquella que mostrara la menor variacién
conjunta de los resultados en los niveles de expresion relativa de todos los genes
analizados. Para realizar esta evaluacion se realizaron los calculos de expresion relativa
empleando los niveles de expresion de un s6lo gen normalizador (YPT1, G6PD 6 GAP),
0 bien, la media geométrica de los niveles de expresion de dos genes normalizadores o la
media geomeétrica de los niveles de expresion de tres genes normalizadores (Tabla XX).
Los célculos se realizaron para los tres cultivos realizados de la primera condicion (CM)
en todos los tiempos de induccidn con metanol (22, 30, 47 y 68 h). Para cada uno de los
siete genes Yy en cada tiempo de induccion se determiné la media de los niveles de
expresion relativa y se determiné su coeficiente de variacion empleando cada una de las
combinaciones de los genes normalizadores. Por ultimo, se calculd el promedio de los
coeficientes de variacion obtenidos con cada combinacién de genes normalizadores para

cada caso y se compararon entre si (Felix Castro, 2013).
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Tabla XX

Diferentes combinaciones de genes normalizadores para su evaluacion
en el célculo de la expresion relativa (Felix Castro, 2013).

1 gen 2 genes 3 genes
normalizador normalizadores normalizadores
YPT1 YPT1 + G6PD
YPT1 + G6PD +
G6PD YPT1 + GAP
GAP
GAP G6PD + GAP

5.4.9.2 Célculo de los niveles de expresion relativa

Para determinar los niveles de expresion relativa se determiné la eficiencia (E),
linealidad (r?) e intervalos de linealidad de los ensayos de qPCR para cada uno de los
genes en estudio, se realizé un analisis de los genes de referencia a emplearse como
normalizadores para determinar la combinacion Optima de los genes normalizadores que
permitiera obtener la menor variacion global en los niveles de expresion y por ultimo se
empled la ecuacion 17 (se desglosa en el anexo Il) para el célculo de los niveles de
expresion relativa en base al método de 272““". La ecuacién 17 (Anexo Il), la cual fue
aplicada en una plantilla de Excel, la cual empleé como informacion de entrada los
valores de Cy por duplicado para cada uno de los genes en estudio y genes
normalizadores correspondientes a cada uno de los tiempos de cultivo analizados vy a las
tres repeticiones de cada condicion de cultivo. De los valores de C+ se calculé su media
y coeficiente de variacion, se incluyé también la dilucion del DNAc empleada en cada
ensayo de gPCR (generalmente 25), en la plantilla de Excel se incluyd también los
valores de eficiencia, intervalos de linealidad y linealidad, los primeros dos valores son
necesarios para la determinacion de los niveles de expresion relativa de acuerdo a la la
ecuacion 17, mientras que el tercero permitio evaluar que los valores de Ct obtenidos
para cada gen en estudio se encontraran dentro de los intervalos de linearidad
previamente estimados. La ecuacion se alimentd con los valores promedios de

duplicados de Ct de cada uno de los genes en estudio y de los genes normalizadores para
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cada uno de los tiempos de cultivo analizados y las repeticiones de cada condicion de
cultivo evaluadas. Para el calculo de la expresion relativa se emplearon como genes
normalizadores los genes YPT1 y G6PD y como muestras calibradoras las muestras de
los tiempos de induccién de O h.

5.4.9.3 Comparacion de los niveles de expresion relativa de los genes en estudio

Se realizaron tres analisis estadisticos para comparar los niveles de expresion
relativa de los genes en estudio en tres casos: comparacion de los niveles de expresion
relativa a lo largo del cultivo comparando la expresion relativa de cada tiempo con el
inicio de la etapa de induccion con metanol o tiempo cero; comparacion de los niveles
de expresion relativa entre dos diferentes tiempos a lo largo del cultivo en la etapa de
induccion con metanol; y por ultimo una comparacion a un momento puntual del cultivo
de la expresion relativa en las dos condiciones de cultivo durante la etapa de induccion
con metanol. Para comparar los niveles de expresion de los genes en estudio a los
diferentes tiempos de induccion analizados tomando como referencia el inicio de la
etapa de induccion, se realizaron analisis estadisticos de comparacion de medias
mediante una prueba t de Student para una muestra, con un nivel de significancia de
a=0.05 (IBM SPSS 21.0.0.0.0). Se analiz6 la media de los valores de expresion relativa
de cada tiempo de induccién (22, 30, 47 y 68 h) contra un valor fijo igual a 1 que
corresponde al inicio de la etapa de induccién y que es a su vez la muestra calibradora.
Para comparar los niveles de expresion de los genes en estudio a lo largo del cultivo en
la etapa de induccion con metanol, se realizaron analisis estadisticos de comparacion de
medias mediante una prueba t de Student para muestras relacionadas con un nivel de
significancia de a=0.05 (IBM SPSS 21.0.0.0.0). Se analizé la media de los valores de
expresion relativa de cada tiempo contiguo de induccion con metanol (22 h comparado
con 30 h, 30 h comparado con 47 h y 47 h comparado con 68 h). Los analisis se

realizaron para las dos condiciones de cultivo evaluadas.

Para evaluar el efecto las dos condiciones de cultivo en los niveles de expresion
de genes en estudio, se realizaron analisis estadisticos de comparacion de medias

mediante una prueba t de Student para muestras independientes con un nivel de
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significancia de a=0.05 (IBM SPSS 21.0.0.0.0). Se analiz6 la media de los valores de
expresion relativa de cada tiempo de induccion (22, 30, 47 y 68 h) de las dos

condiciones de cultivo evaluadas.

5.5 Correlacion de la expresion de genes con la respuesta fisiologica del hospedero

Con los datos de los niveles de expresion de los cultivos de mayor y menor
produccion de fitasa extracelular se generaron graficas para cada gen en las dos
condiciones a lo largo del tiempo de induccién, utilizando el programa Microsoft Excel
2007. Los niveles de expresion del gen FTEII se correlacionaron con la produccion de
fitasa FTEII, el porcentaje de secrecion y la produccion total de fitasa. Los niveles de
expresion de las proteasas PEP4, PRC1 y PRB1 se correlacionaron con la actividad de
proteasas extracelulares y la produccion de fitasa extracelular. Los niveles de expresion
del gen AOX2 se correlacionaron con el crecimiento celular, consumo de metanol y
produccion de fitasa extracelular. Por ultimo, los niveles de expresion de los genes
KEX2 y KAR2 se correlacionaron con la produccién de fitasa extracelular. Todos estos
pardmetros fisioldgicos mencionados se determinaron en cada tiempo bajo los mismos

métodos descritos previamente en la seccion 5.3.
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6 RESULTADOS

6.1 Optimizacion de factores ambientales que definen las condiciones de cultivo

para incrementar la produccion de una fitasa extracelular en Pichia pastoris

6.1.1 Definicidn de la combinacidn de variables para las condiciones de cultivo.

Se realizé un estudio tedrico de agrupacion estadistico de pares sin ponderacién
y con medias aritméticas. Se utilizaron referencias bibliograficas de cultivos en
fermentador con P. pastoris que cumplieran las siguientes caracteristicas: 1) fenotipo de
utilizacién de metanol Mut®, 2) sistema de expresion controlado por el promotor de
AOX1 y 3) el cultivo fue hecho en biorreactor. En la Fig. 26 se muestra el andlisis de
agrupamiento cluster. De los 45 experimentos analizados en los articulos cientificos,
solo 22 cumplieron las caracteristicas para agruparse en el andlisis. Los experimentos
extraidos de las referencias se agruparon en base los valores de las siguientes
condiciones de cultivo: temperatura (°C), pH, densidad celular al inicio de la etapa de
induccion con metanol (g/L peso seco). Después de obtener los grupos, se calculo la
productividad volumétrica promedio de cada grupo en base las productividades
volumétricas (gL*h™) de cada elemento dentro del grupo. El grupo A y el grupo D
correspondieron a los grupos de mayor productividad y el C y B a los de menor
productividad. Posteriormente se extrajo la informacion de las condiciones de cultivo
promedio de cada grupo: (Temperatura (°C), pH, densidad celular (g/L peso seco),
concentracion de metanol (g/L), presencia de sorbitol como fuente de carbono adicional
y se determino si el valor correspondia a un indice alto o bajo en base a la media total de

los 22 experimentos.

Con este estudio se determiné que el grupo correspondiente a la mayor
productividad volumétrica fue el grupo A cuyas condiciones de cultivo fueron 27°C, 176

g/L de peso himedo, pH 5, concentracion de metanol de 1.5 g/L y ausencia de fuente de

104



carbono al inicio de la induccion. Para los grupos de menor productividad (grupos B y
C) se mostrd una temperatura de 29°C, pH 5, concentracion de metanol de 1 g/L,

biomasa inicial de 200 g/L de peso humedo.

En resumen, de este estudio de agrupamiento se puede concluir que las
temperaturas por debajo de 29°C influyen en una mayor produccion, el pH no mostrd
una influencia significativa y una mayor densidad celular al inicio de la induccién no
resultaria en una mayor productividad, a su vez, la concentracion de metanol por arriba
de 1 g/L parece influir en mayor productividad y la presencia de una fuente de carbono
no parece tener una influencia en la produccion.
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Zhang 2004 0.0056

Damasceno 20410600

Damasceno 2004.d58846154 MediaA
Damasceno 2004.0sk615385
Pilong 2007  0.005555556
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Teng 2007 0.00069
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Soonbombiwat 205733462

”””” €08 2005 (B ) 5o005 7 MediaB
_E Cos 2005 (A ) (0006 0.0014
Chen 2004 0.003229167
”””” Su"2007 """ " oo0042  MediaC
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Castillo-Galvan 206463054
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Figura 26. Agrupamiento de pares sin ponderacion y con medias
aritméticas de los experimentos revisados en la literatura.

6.1.2. Disefio y proceso de optimizacion empleando el método multifactorial
Simplex Secuencial

El proceso de optimacién se realiz6 en cuatro etapas secuenciales
realizando un total de diez cultivos. Los cultivos B al H constituyeron la primera etapa,
en los que se establecieron las condiciones de cultivo segun un disefio factorial

simplificado con dos niveles para cada factor a optimizar (Tabla XXI), en este bloque
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inicial se obtuvo una produccion de fitasa extracelular méxima de 177,944 U totales a
las 68 h de induccién (Tabla XXI) en el cultivo H. Las condiciones de cultivo para el
segundo bloque, correspondiente al cultivo | (tabla XXI), obtenidas con la ecuacion de
reflexion del método de optimizacién Simplex condujeron a una actividad de fitasa
extracelular de de 230,621 U totales a las 68 h de induccion, 1.29 veces mayor que la
actividad del cultivo H. Un nuevo calculo con la ecuacion de reflexion arrojo las
condiciones de cultivo A (Tabla XXI), en un tercer bloque de optimizacién, el cual
resulté tener la menor produccion de fitasa de entre todos los cultivos con 32,106 U
totales de fitasa extracelular. Debido a esto, para el ultimo bloque de optimizacion se
utilizo la ecuacion de contraccion P (ver ecuacion 5.2), la cual llevo a las condiciones de
cultivo J (Tabla XXI), que posteriormente llevo a la produccion maxima del proceso de
optimizacion con valores 347,682 U totales de fitasa extracelular. Utilizando la ecuacion
de reflexion de nueva cuenta se obtuvieron nuevas condiciones de cultivo (Cultivo “K”,
Tabla XXI) pero al ser estas muy parecidas a las de los cultivos de la matriz inicial
(excepto por la temperatura) se dio por terminado el método de optimizacion en el

cultivo J.

Las curvas de produccion de fitasa extracelular a lo largo del tiempo de
induccion mostraron la formacidn de dos grupos de cultivos, uno de alta y otro de baja
produccidn de fitasa extracelular (Figura 27). El proceso de optimizacion condujo a usar
1.5 g/L de concentracion de metanol, 24°C, pH 6, sin sorbitol en la etapa de induccion, y
una densidad celular inicial de 90 g/L de peso seco. Bajo estas condiciones de cultivo, la
produccion de fitasa extracelular a las 68 h de induccion fue de 347,682 U (82,814 U/L
0 6.4 g/L de medio de cultivo), 11 veces mayor que la del cultivo con la menor

produccidn de fitasa extracelular (Fig. 28).
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Tabla XXI
Condiciones de cultivo calculadas para los cultivos de los bloques de optimizacién y produccion total de fitasa a las 68 h de induccion

. Temperatura Densidgd_ Metanol . a Actividad Activi,da_d Produccién
Bloque Cultivo °C) celularlinicial (@/L) pH Sorbitol® extracelular volumétrica total (g/L)
(g/L)** total (U) (U/L)
B 30 88 1.0 5 0 63,881 22,383 1.7
C 30 88 05 3 0 66,288 25,059 1.9
D 20 63 05 3 1 68,202 22,513 1.7
| E 30 63 05 3 1 69,243 22,766 1.7
F 20 63 1.0 5 0 82,509 24,717 1.9
G 20 83 10 5 0 171,784 42,389 3.2
H 20 88 1.0 5 1 177,944 39,800 31
I I 15-18 05 15 6 0 230,621 58,487 4.5
11 A 25 90 20 7 0 32,106 12,001 0.9
Y *] 24 90 15 5 0 347,682 82,814 6.4
“v” “K” 13 82.5 1.0 5 0

*el calculo del cultivo J se obtuvo con la ecuacion de contraccion P. ** Peso seco. ® presencia 6 auscencia de sorbitol
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Figura 27. Actividad de fitasa extracelular a lo largo del tiempo de
induccién del gen heter6logo para los diez cultivos realizados con la cepa
KMT71FTEII a diferentes condiciones de cultivo en la etapa de induccion. (¥
): A; (0): B; (0): C; (A): D; (0): E; (X): F; (m): G; (A): H; (®): I’ (¢):J.
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Figura 28. Actividad de fitasa extracelular a las 68 h de induccion en los

diez cultivos con la cepa KM71FTEIl. Los cultivos estan ordenados de

menora mayor produccion de fitasa extracelular. Las lineas punteadas

encierran el bloque inicial de optimizacion. Los cultivos A, | y J representan
al segundo, tercer y cuarto bloque.
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La figura 28 muestra la evolucion de la actividad de fitasa extracelular a las 68 h
de induccion durante el proceso de optimizacion en los diez cultivos con la cepa
KM71FTEII. Los cultivos estan ordenados de menor a mayor produccion de fitasa
extracelular. Se observaron de nueva cuenta dos grupos, uno de alta produccion (cultivos

G-J) y otro de baja produccion (cultivos A-F).

6.1.3 Oxigeno disuelto y metanol en linea

La Fig. 29 muestra el oxigeno disuelto y el metanol en linea de los cultivos.
Existe una correlacion de los cultivos de productividad alta (F-J) con el aumento en la
demanda de oxigeno disuelto y la posterior adicion de oxigeno puro para compensar esta
demanda, ya que, para estos cultivos fue necesaria la adicion de oxigeno puro
aproximadamente a las 48 h de induccién (~80 h de cultivo). Esto no sucedié en los
cultivos de menor produccion (A- E). El decremento en la concentracién de oxigeno
disuelto en los cultivos D y E se debio a la adicion de sorbitol como fuente de carbono

extra al metanol.
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Figura 29. Oxigeno disuelto (negro) y concentracion del metanol en linea
(gris) para los diez cultivos realizados con la cepa KM71FTEII a diferentes
condiciones de cultivo en la etapa de induccion. La linea (¢**) representa el
inicioé de la etapa de lote alimentado con glicerol, la linea (- - - - ) representa
el inicio de la induccion con metanol y la linea (- ¢ - « - *) representa el inicio
de la alimentacion con oxigeno puro (en caso de ser requerido).
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6.1.4 Crecimiento celular

Los diez cultivos con la cepa KM71FTEII tuvieron un comportamiento similar
en las etapas de crecimiento en glicerol, alcanzando el crecimiento celular deseado entre
62.5-95 g/L de peso seco al final del lote alimentado con glicerol. Durante la etapa de
induccion, la densidad celular incrementd de manera exponencial (Figura 30),
produciendo a las 68 h de induccion de 6.7 a 462 g totales de peso seco (26.8 a 1848 g
de peso humedo) durante la induccion. Es importante sefialar, que el cultivo con la
mayor produccién de fitasa extracelular (Cultivo J) no fue el cultivo con el mayor
crecimiento celular, ya que este, tuvo una biomasa total a las 68 h de induccion de 329.7
g de peso seco (1318 g de peso humedo). En la tabla XXII se resumen los pardmetros de

crecimiento celular en los cultivos.

500
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Figura 30. Biomasa total en gramos totales de peso seco a lo largo del tiempo
de induccion del gen heterélogo para los diez cultivos realizados con la cepa
KMT71FTEII a diferentes condiciones de cultivo en la etapa de induccion. (£):
A; (0):B; (0): C; (A): D; (0): E; (X): F; (m): G; (A): H; (®): 5. (#):J.
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Tabla XXII

Parametros de crecimiento, rendimiento celular y consumo de metanol a las 68 h

de induccion.
Densidad ) Metanol
Culti ul Biomasa &) 5adid s Y x/s
ultivo celular afladido
WL total (g)° : 0 (mmol/g h) (g/L)°
g
98.9°
B (305.5) 50.1 0.005 0.25 0.13 118.3
349.5°
C (67 4b) 6.7 -0.0002 0.04 0.11 192.7
76.0°%
D (304.19) 68.2 0.004 0.08 0.15 *-
64.6°
E (258 5b) 37.0 0.0025 0.09 0.56 *-
105.9°
F (423.5) 179.4 0.013 0.81 0.98 148.6
130.12
G (520 4b) 303.0 0.017 1.44 1.12 156.9
151.0°
H (604.17) 462.2 0.013 1.42 1.18 *-
139.0°
I (555 gb) 330.6 0.013 1.29 1.10 2345
75.9°
A (303.5) -47.3 -0.003 0.07 0.12 -486.0
121.72
(486 7b) 274.7 0.013 1.55 1.23 176.8

2 peso seco. ° peso htimedo. ¢ gramos de peso seco. *no determinado debido
a la prescencia de sorbitol como segunda fuente de carbono. ¢ gramos de
biomasa por litros de metanol.
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6.1.5 Consumo de metanol y velocidades de demanda de metanol

Para los diez cultivos con la cepa KM71FTEII, la demanda de metanol durante la
etapa de induccion incrementd de acuerdo a una ecuacion polinomial de segundo orden
(r>>0.990), con una demanda de metano inicial de 0.01-0.19 mL/min y alcanzando 0.01-
0.68 mL/min a las 68 h de induccién (Fig. 31). Los valores de demanda de metanol a las
68 h de induccion se agruparon en tres grupos (0.04 mL/min en promedio para los
cultivos A al E, 0.23 mL/min para el cultivo F, y 0.62 mL/min en promedio para los
cultivos G al J), donde el primer y el tercer grupo correspondieron a los cultivos de
menor y mayor produccion de fitasa extracelular, respectivamente, a las 68 h de
induccidn. En el primer grupo, tres de los cuatro cultivos se realizaron a pH 3, y todos
los cultivos del tercer grupo se realizaron a temperaturas por debajo de los 30°C en la
etapa de induccidn. En la tabla XXII se resumen los parametros de consumo de metanol.
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Figura 31. Consumo de metanol a lo largo del tiempo de induccion del gen
heter6logo para los diez cultivos realizados con la cepa KM71FTEIl a
diferentes condiciones de cultivo en la etapa de induccion. (¥): A; (o): B;
(0): C; (A): D; (0): E; (X): F; (): G; (A): H; (®): I; (#):J.
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6.1.6 Produccion de proteasas totales

Tres (A, B y C) de los diez cultivos realizados presentaron mayor actividad de
proteasas en el medio de cultivo libre de células a lo largo del tiempo de induccion (Fig.
32), siendo el valor méaximo de 34.9 mU/L a las 68 h de induccion en el cultivo A. El
resto de los cultivos presentaron una actividad de proteasas en un intervalo de 0.0 a 28.9
mU/L a las 68 h de induccion. Dos de los cultivos (B y C) que presentaron mayor
actividad de proteasas se llevaron a cabo a 30°C. El cultivo E también se realiz6 a 30°C,
sin embargo éste se realiz6 en presencia de sorbitol. El cultivo A fue el Gnico cultivo que
se realizd a un pH de 7. El cultivo con mayor produccion de fitasa extracelular present6
una actividad de proteasas a las 68 h de 4.0 mU/L, valor 3.5 veces menor que el del
cultivo que presentd6 menor actividad de proteasas (cultivo D), el cual se realizd en

presencia de sorbitol.

Actividad de proteasas (mUJ/L)

Tiempo de induccion (h)

Figura 32. Actividad de proteasas a lo largo del tiempo de induccion del gen
heter6logo para los diez cultivos realizados con la cepa KM71FTEIl a
diferentes condiciones de cultivo en la etapa de induccion. (¥): A; (o): B;
(0): C; (A): D; (0): E; (X): F; (w): G; (A): H; (®): 1; (#): 1.
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6.1.7 Secrecién de fitasa

Los cultivos de mayor produccion de fitasa extracelular presentaron a su vez la
mayor secrecién porcentual de fitasa, en un intervalo a las 68 h de 88.7 a 85.1%. Por
otro lado, los cultivos que presentaron el porcentaje de secrecion mas bajo fueron
también los de produccion de fitasa extracelular mas baja con un valor minimo de 55.3%
a las 68 h de cultivo. Todos los cultivos del grupo de mayor secrecion se cultivaron a
una temperatura menor de 30°C. Los tres cultivos de menor produccion de fitasa
extracelular, ademas de haber sido cultivados a 30°C, también se utilizé un pH de 3 (Fig.
33).
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Figura 33. Secrecion de fitasa lo largo del tiempo de induccion del gen
heter6logo para los diez cultivos realizados con la cepa KM71FTEIl a
diferentes condiciones de cultivo en la etapa de induccion. (¥): A; (o): B;
(0): C; (A): D; (0): E; (X): F; (): G; (A): H; (®): I; (#):J.
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6.2 Correlacion de la respuesta fisiologica con el aumento de la produccion
extracelular de fitasa

6.2.1 Comportamiento de las condiciones de cultivo en la optimacion de la

produccion de fitasa extracelular
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Figura 33. Comportamiento de las condiciones de cultivo en la produccion
de fitasa extracelular. Los cultivos estdn ordenados de menor a mayor
produccion de fitasa extracelular. Sorbitol (0/1) (o) temperatura (°C) (e), pH
(w), concentracion de metanol (g/L) (A) y densidad celular al inicio de la
etapa de induccion (g/L peso seco) (o).

La Fig. 33 muestra el efecto de las condiciones de cultivo respecto a la
produccion total de fitasa extracelular. La concentracion de metanol y el pH fueron
disminuyendo para luego aumentar hasta un valor final intermedio para el cultivo de
mayor produccién de fitasa extracelular (pH 6 y 1.5 g/L). La temperatura tuvo un
comportamiento similar, tendiendo a mostrar valores altos durante los primeros cultivos
para luego disminuir y aumentar hasta un valor intermedio en el cultivo de mayor

produccién de fitasa extracelular (24°C). La densidad celular inicial tendié a valores
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mayores de 350 g/L de peso himedo (88 g/L de peso seco) durante los cuatro cultivos

con mayor produccion de fitasa extracelular.

6.2.2 Comportamiento del consumo de metanol, produccién de proteasas, secrecion
de fitasa, crecimiento celular (n) y rendimiento producto/biomasa (Y durante la

optimacién de la produccion de fitasa extracelular

La Fig. 34 muestra el consumo de metanol, valores de u , actividad de proteasas
extracelular en el medio de cultivo, el porcentaje de secrecion de fitasa y valores de Y px
a las 68 h de induccion para los diez cultivos realizados con la cepa KM71FTEII. Los
cultivos se ordenaron de menor a mayor produccion de fitasa extracelular. EI incremento
en la produccion de fitasa extracelular a través del proceso de optimizacion correlacion6
con un incremento en el consumo de metanol de hasta 1.6 L, un incremento en los
valores de p alcanzando un méximo de 0.013-0.017 h™, una disminucién en la actividad
de proteasas en el medio de cultivo y un incremento en la secrecién de fitasa hasta 88%.
Ademas, el incremento en la produccion de fitasa extracelular correlacioné con un
incremento en el valor de Ypx (152.2 a 680.8 U/g de peso humedo). El rendimiento
biomasa/sustrato (Yys) de los cultivos sin sorbitol estuvo entre 234 y 148 gramos de
peso seco por litro de metanol, excluyendo a los cultivos D, E y H que tuvieron también
sorbitol como fuente de carbono y al cultivo A que mostr6 un rendimiento Y hegativo.
Todos los pardmetros relacionados a lo tratado en esta seccion se resumen en la tabla
XXIII.
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Tabla XXI11

Produccidn total de fitasa, consumo de metanol, velocidad especifica de crecimiento, actividad extracelularde proteasas,
porcentaje de secrecion de fitasa, y rendimiento producto-biomasa a las 68 h de induccidnde los cultivos con la cepa
KM71FTEII bajo diferentes condiciones de cultivo en la etapa de induccion.

Actividad Metanol Actividad de  Secrecion
Cultivo extracelular  afiadido l_ll proteasas de fitasa Y p/;( Y xis
total (U) L) (h) (MU/L) (%) (Ulg7) (9°/L)
B 63,881 0.95 0.005 28.9 58.3 243 118.3
C 66,288 0.04 -0.0002 19.1 60.1 284 192.7
D 68,202 0.08 0.004 2.9 65.3 305 x.
E 69,243 0.09 0.0025 4.6 65.4 368 x.
F 82,509 0.81 0.013 3.9 86 215 148.6
G 171,784 1.44 0.017 3.1 85.4 380 156.9
4 177,944 142 0.013 2.2 88.6 340 x.
| 230,621 1.9 0.013 0.0 87.3 453 9345
A 32,106 0.07 -0.003 34.9 55.3 153 4860
] 347,682 1.55 0.013 4.0 87.1 681 176.8
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Figura 34. Consumo de metanol (0O), velocidad especifica de crecimiento, p (®), actividad extracelular de
proteasas (®), porcentaje de secrecion de fitasa (A ), y rendimiento producto-biomasa (o) a las 68 h de induccion
de los cultivos con la cepa KM71FTEII bajo diferentes condiciones de cultivo en la etapa de induccién.

120



6.3 Analisis de la expresion de genes involucrados en la produccion y secrecion de
la fitasa recombinante y correlacidn con la respuesta fisioldgica del hospedero y la

produccion de fitasa extracelular

6.3.1 Resumen del andlisis de parametros fisiologicos y produccién de fitasa

extracelular

En la tabla XXIV se resumen los valores de parametrés fisioldgicos y produccion
de fitasa extracelular, que fueron usados posteriormente para la correlacién con la
expresion de genes. La produccién de fitasa extracelular de los cultivos CM fue
significativamente mayor a la de los cultivos CP ademas de presentar valores de
produccion similares a aquellos en el cultivo Simplex con condiciones idénticas
(promedio CM= 390,440 U, Simplex J = 347, 681 U, promedio CP =69,335, Simplex
C= 66,288 U). Asi mismo, el resto de los parametros seleccionados para la comparacién
presentaron valores similares los correspondientes en los cultivos de optimacion

Simplex.
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Tabla XXIV

Determinacion de parametros fisioldgicos seleccionados para el analisis y comparacién con su cultivo correspondiente
al simplex. Los valores para los cultivos CM y CP representan el promedio de tres cultivos independientes.

Actividad extracelular ) ) Secrecion de fitasa Actividad de
Biomasa total (g) Metanol afiadido (L)
total (U) (%) proteasas (mU/L)
CM ) CM ) CM Simplex CM ] CM )
) Simplex J ~ Simplex J ] ~ Simplex J ~ Simplex J
promedio promedio Promedio J Promedio Promedio
390,440 347,682 258.3 247.7 1.54 1.53 87.4 87.1 8.5 *4.0
CP ) CP Simplex CP Simplex CP ) CP Simplex
) Simplex C ] ) ~ Simplex C ]
promedio promedio C promedio C promedio promedio C
69,935 66,288 -8.5° 6.7 0.08 0.04 56.3 60.1 26.1 *19.1

*El protocolo fue distinto para el punto de 68 h en este cultivo.
% La diferencia entre la biomasa inicial en la induccion fue mayor a la biomasa final, por ello el numero es negativo
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6.3.2 Seleccion de genes y disefio de oligonucledtidos y sondas de hidrdlisis
especificos para los genes a analizar

Se seleccionaron un total de 7 genes relacionados con las rutas metabdlicas de
protedlisis, secrecion y metabolismo del metanol: el gen AOX2, que codifica para la
enzima AOX2, responsable del metabolismo del metanol en las cepas KM71 de P.
pastoris; el gen PEP4, gen que codifica para la proteinasa A, principal proteasa aspartica
vacuolar en P. pastoris; el gen PRB1, que codifica para la proteinasa B, principal serin-
proteasa vacuolar en P. pastoris; el gen PRC1, que codifica para la carboxipeptidasa Y,
proteasa vacuolar que procesa el extremo C-terminal de proteinas; el gen KEX2, que
codifica para la proteasa KEX2, involucrada en el procesamiento del propéptido del
factor alfa de S. cerevisiae; el gen KAR2, que codifica para la chaperona BiP, proteina
principal responsable del plegamiento de proteinas en el reticulo endoplédsmico; y el gen
FTEII, que codifica para la fitasa FTEII clonado en la cepa KM71FTEII de P. pastoris.
Ademas, como genes normalizadores se seleccionaron dos genes reportados como
constitutivos en P. pastoris: el gen G6PD, que codifica para la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, enzima de la via de las pentosas fosfato; y el gen YPT1, que codifica
para una GTPasa implicada en el proceso de secrecion. Se disefiaron un total de nueve
pares de oligonucle6tidos especificos en base a las secuencias gendémicas reportadas en
GenBank (Tabla XXVI). Todos los oligonucle6tidos fueron disefiados para hibridar en
la region CDS de la secuencia de cada gen, excepto en el caso del oligonucle6tido para

AOX2, cuya hibridacion fue dirigida a la region 5’ no traducible del gen.

En la evaluacion de la especificidad, no se encontraron alineamientos
inespecificos de los oligonucle6tidos disefiados con otras secuencias de P. pastoris que
no fueran la secuencia blanco para las cuales fueron disefiados, cada par de

oligonucleotidos hibridd en la misma secuencia y en cadenas complementarias (Fig. 35).

En la evaluacién de la formacién de estructuras secundarias de tipo horquilla,
homodimeros y heterodimeros, no se encontraron valores de AG menores a -10 kcal/mol
en ninguno de los oligonucle6tidos (Tabla XXV), excepto en el oligonucledtido 3’ del
gen PRC1, el cual presentdo un valor de -10.76 kcal/mol para la formacion de

homodimeros. Este valor fue considerado como dentro de los limites tolerables.
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Tabla XXV

Formacidn de estructuras secundarias de tipo horquilla, homodimero y
heterodimero de las secuencias de lo oligonucle6tidos disefiados.

. . AG (kcal/mol)
Gen Oligonucleotido )
Horquilla Homodimero Heterodimero
KEX2 3’ 0.06 -3.61
-5.12
5’ 1.37 -3.61
AOX2 3’ -1.76 -5.47 20
5 -0.73 -4.85 '
PEP4 3’ -0.97 -3.53
-8.51
5’ -0.36 -5.36
PRC1 3’ -1.09 -10.76
-8.07
5’ 0.04 -6.14
PRB1 3’ -3.02 -7.05
-4.41
5’ -0.56 -4.85
YPT1 3’ -0.14 -6.3
-4.87
5’ -2.88 -6.68
KAR2 3’ -0.28 -9.28
-3.53
5 -1.54 -3.53
G6PD 3’ -1.18 -3.3
-6.01
5’ 0.59 -4.85
GAP 3’ -0.59 -6.34 -5.47
5 -2.00 -4.67
FTEII 3’ -2.91 -4.74 -6.46
5’ -1.83 -3.65
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Tabla XXVI

Genes seleccionados en el estudio y secuencia de oligonucledtidos especificos.

Numero de acceso Secuencia Amplicon
Gen Proteina Oligonucledtido 5’ Oligonucleotido 3’
GenBank (pb) (pb)
XM_002491154.1 KEX2 Propeptidasa 2334 gccactttttcgtcttectct gaagtctcttttacatccgtttcc 65
U96968.1 AOX2  Alcohol oxidasa 2 420 acgggcttttaactacattgttct ~ tgtagtcaatacagttgatccgaaa 75
XM_002493288.1 PEP4 Proteinasa A 1246 gatccgaatatgctgaattgc ggcaaagcaatcaatgaggt 70
XM_002490083.1 PRC1 Carboxipeptidasa Y 1572 cgctcagatgggacccta ggatccaccatcacattcct 73
XM_002489831.1 PRB1 Proteinasa B 1680 ttaagggctctaccgctaaca cattgactgcaaggtccaaa 69
XM _002493580.1 YPT1 GTPasa 567 gcggtcaagctagtgcttct tgctgacaaaacgtaaaacca 70
XM_002490982.1 KAR2 Chaperona BiP 2037 gtccatcaccatcaacaatga ctcggcctcttcaaccatac 73
Glucosa-6-fosfato
XM_002491158.1 G6PD ) 1515 ttaagccaggttctaaatgtgtca ttcccacctttctgtgttga 68
deshidrogenasa
Fitasa termoestable
HM755449.1 FTEIN 1068 tgacgacgagtacggttcttt tggctcagcagagaacttcc 70
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307938856?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BAFN1B8N01R
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Query 22  GGAGACTACCTACGAGGAGATCAA 45 Query 1 BARACACCCTTGAGCTTACCC 21
FEECEELEETEEELTTEETTT FECEEELTEEETTTT LT
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Figura 35. Alineamientos en blast-n de los oligonucleotidos
disefiados con su secuencia blanco correspondiente en el genoma de
P. pastoris.
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6.3.3 Calidad del RNA total extraido

En la tabla XXVII se muestra la calidad (coeficiente 280/260) y concentracién de

RNA.Todas las muestras presentaron un valor de 280/260 mayor a 1.94 hasta un valor

de 2.85. A su vez, la cantidad de RNA total fue muy variable presentando 143.4 ng/pL,

nn el valor mas alto y 20.8 ng/uL para el valor mas bajo.

Tabla XXVII

Cantidad y calidad del RNA total extraido para las muestras de alta y baja
produccion de fitasa extracelular.

Tiempo de CcM1 CM2 CM3
induccion (h)  pg/ul.  A260/A280  ng/uL.  A260/A280 ng/pL  A260/A280
0 143.4 2.1 1275 2.2 131.2 2.2
22 96.0 2.1 93.8 2.2 90.7 2.2
31 54.8 2.1 74.2 2.2 71.3 2.2
47 83.8 2.0 82.0 2.2 83.4 2.2
68 49.9 2.1 103.0 2.1 105.6 2.1

Tiempo CP1 CP2 cP3

induccion (h)  pg/ul.  A260/A280  ng/uL.  A260/A280  ng/upL  A260/A280
0 42.9 2.3 136.0 2.2 135.0 2.1
22 120.0 2.3 113.0 2.0 715 2.2
31 97.4 2.0 57.7 1.9 35.9 2.3
47 77.8 2.0 40.1 2.1 21.2 2.4
68 87.4 2.1 58.5 2.1 20.8 2.9
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La figura 36 muestra uno de los 30 electroferogramas (los 29 electroferogramas
restantes se muestran en el anexo 1) que se utilizaron para determinar la integridad del
RNA total en todas las muestras (RIN), el coeficiente de integridad para todas las
muestras se enlista a su vez en la tabla XXVIII. Los valores de los RIN estuvieron

comprendidos entre 4.8 y 7.8. Las electroforesis digitales se muestran en las figuras 37 y
38.
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Figura 36. Electroferograma del RNA total de la muestra de 22 h de
induccion del primer cultivo en condiciones de alta produccion de
fitasa extracelular. Los dos picos altos corresponden a los RNA
ribosomales 18S y 26S, respectivamente. El resto de los
electroferogramas se muestran en el anexo 1.
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Figura 37. Geles de electroforesis digital obtenidos mediante analisis de

microfluidos de las preparaciones de RNA obtenidas de los cultivos 68 h de

induccion. Cultivos CM rRNA 26S (banda superior) y 18S (banda inferior).
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Figura 38. Geles de electroforesis digital obtenidos mediante analisis de
microfluidos de las preparaciones de RNA obtenidas de los cultivos. 68 h de
induccion. Cultivos CP, rRNA 26S (banda superior) y 18S (banda inferior).
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Tabla XXVIII

indice de integridad de RNA total extraido para las muestrasde alta y baja
produccion de fitasa extracelular.

CM CP
Tiempo
induccion (h) : 3 : : 3
0 7.0 6.2 6.1 7.7 7.5 7.0
22 7.3 6.5 6.5 6.7 6.8 7.4
31 6.6 7.6 7.5 7.1 7.8 6.7
47 7.2 4.8 6.4 6.4 6.1 6.8
68 6.7 5.8 5.1 7.1 6.8 7.0

6.3.4 Especificidad de oligonucledtidos y sondas de hidrolisis

Todos los genes cuya deteccion se realizd con SYBR green mostraron una curva
de curva de disociacion con un anico pico (Fig. 39), lo que garantizo la ausencia de la
amplificacion de productos inespecificos y de dimeros de iniciadores, y por lo tanto la
especificidad de los iniciadores. Las temperaturas de disociacion de los productos
amplificados de cada transcrito estuvieron comprendidas entre 79 y 82°C.
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Figura 39. Curva de disociacién del producto formado en la amplificacién
del transcrito de los genes de estudio empleando SYBR green para su
deteccion. AOX2 (Rojo), PRC1 (Gris), KEX2 (Azul), PEP4 (Naranja),
KAR2 (Verde), G6PD (Cyan), YPT1 (morado), PRC1 (Verde olivo). El
resto de las curvas de amplificacion se muestran en el Anexo Il.

6.3.5 Determinacion de la eficiencia, linealidad e intervalos lineales para los genes
en estudio en los ensayos de gPCR

Todas las curvas de amplificacion de los diferentes transcritos obtenidas a partir
de diluciones seriadas del DNAc en las muestras de 68 h de induccion con metanol
mostraron un comportamiento similar (Figura 40, ver resto en el Anexo Il), lo que
genero correlaciones de Cr respecto al logaritmo de la cantidad equivalente de RNA con

R? mayores de 0.983, y eficiencias de amplificacién comprendidas entre 90.3 y 101.3%
(Tabla XXIX).
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Tabla XXIX

Valores de Eficiencia (E), linealidad (r%) y el intervalo de linealidad
(Cy) para cada uno de los genes en estudio en los ensayos de qPCR.

Gen

Eficiencia Linealidad

Intervalo linealidad

(%) (R%) (Cn)

KEX2 101.3 0.998 27.1 36.2
AOX2 92.3 0.992 22.7 324
PEP4 98.6 0.988 18.7 25.8
PRC1 92.6 0.996 25.0 32.1
PRB1 95.0 0.995 22.8 29.9
YPT1 92.1 0.983 25.6 34.7
KAR2 96.8 0.994 22.5 31.7
G6PD 93.1 0.992 24.6 34.0
FTEII 90.3 0.990 18.9 28.7
GAP 92.0 0.996 25.7 35.3
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Figura 40. Correlacién de los valores del ciclo umbral (Ct) respecto al
logaritmo de la cantidad equivalente de RNA, obtenida a partir de las curvas
de amplificacion del transcrito correspondiente al gen kex2 de diluciones
seriadas del DNAc de 68 h de induccion correspondiente al cultivo CM1 de

fitasa. El resto de las correlaciones se muestran en el anexo IlI.
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6.3.6 Testigos negativos de la RT-qPCR y analisis de genes normalizadores

Se observo la ausencia de amplificacion en los controles negativos de PCR (sin
DNAC) y en los ensayos negativos de retrotranscripcion (QPCR directo del RNA sin la
etapa de retrotranscripcién) en todas las muestras evaluadas de cada cultivo analizado,
excepto en algunas muestras en las cuales se detectdo amplificacion, la cual se presento
10 ciclos 0 mas después del ciclo de amplificacion de la muestra, por lo que, de acuerdo
al manual del equipo de gPCR de Agilent, siendo la diferencia de ciclos mayor a 10 no

se consider6 como significativo (Anexo 11).

El estudio de los genes normalizadores demostré que la combinacién de los
genes YPT1 y G6PD como genes normalizadores es la mas adecuada para evaluar la
expresion de los siete genes en estudio, ya que generan la menor variacién conjunta de
los resultados en los niveles de expresion relativa de todos los genes analizados. Para la
combinacién de los genes YPT1 y G6PD en el tiempo de 22 h de induccién con metanol
se encontré una media del coeficiente de variacion de 20.0, a las 30 h la media fue de
27.0, a las 47 h de 37.2 y por Gltimo a las 68 h la variacion calculada fue de 52.1. El uso
del gen GAP como normalizador llevo a la variacion mas alta en los resultados de los
niveles de expresion (Tabla XXX).

Tabla XXX

Media del coeficiente de variacion (%) de los niveles de expresion
relativa de los genes en estudio empleando diferentes combinaciones de
normalizadores a lo largo del primer cultivo independiente de alta
produccion de fitasa extracelular.

Genes Media de CV%
normalizadores 22 h 30h 47 h 68 h
YPT1 20.0 25.6 35.9 51.4
YPT1, G6PD 20.0 27.0 37.2 52.0
G6PD 20.1 27.3 38.1 52.1
YPT1, G6PD, GAP 21.5 29.8 40.4 52.1
G6PD, GAP 22.4 30.6 42.4 54.0
YPT1, GAP 23.5 31.6 42.9 54.1
GAP 29.0 52.4 59.5 85.7
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6.3.7 Comparacion de los niveles de expresion relativa de los genes en estudio

Los niveles de expresion del gen KEX2 a lo lago del cultivo se encuentran en la
tabla XXXI. Este gen presentdé un comportamiento a lo largo del cultivo CM con un
incremento desde el inicio de la induccion con metanol (0 h) hasta las 47 h de induccion
con valores de expresion de 2.6, seguido de un descenso en los niveles de expresion a las
68 h con valores de 1.8. En los cultivos CP se observo una disminucion en los niveles de
expresion desde el tiempo de 0 h con valores de 0.8 hasta las 68 h con valores de 0.5. No
se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles de expresion de los
tiempos contiguos para ninguna de las condiciones de cultivo evaluadas (Tablas
XXXVIy XXXIX).

Tabla XXXI

Niveles de expresion relativa del gen KEX2 a lo largo del cultivo
para los cultivos CM y CP.

KEX2
Tiempo(h) CM1 CM2 CM3 Media CP1 CP2 CP3 Media
22 15 1.8 1.4 16 05 17 0.2 0.8
30 1.6 1.2 2.2 1.7 04 07 04 0.5
47 1.6 3.1 2.8 26 07 08 0.2 0.6
68 0.5 2.6 2.4 18 08 05 02 0.5

Los niveles de expresion del gen AOX2 se encuentran en la tabla XXXII. Este
gen presentd un comportamiento similar a lo largo del cultivo en ambas condiciones,
presentandose un incremento a las 47 h de con valores de expresion de 10.4 para el
cultivo CM y de 10.7 para el cultivo CP, seguido por una disminucién en los niveles de
expresion a las 68 h a valores de 8.4 para el cultivo CM y de 7.6 para el cultivo CP. En
la comparacion de los niveles de expresién a lo largo del cultivo, el gen AOX2 fue uno
de los pocos casos en los cuales se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar los tiempos contiguos (P< 0.01), estas diferencias se
presentaron en el cultivo CP al comparar los tiempos de 22 con 30 h, y 30 con 47 h
(LVII). No se encontraron diferencias significativas al analizar los tiempos contiguos
del cultivo CM (Tablas XXXVIIy XXXIX).
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Tabla XXXII

Niveles de expresion relativa del gen AOX2 a lo largo del cultivo para los
cultivos CM y CP.

AOX2

Tiempo (h) CM1 CM2 CM3 Media CP1 CP2 CP3 Media

22 3.5 6.1 7.9 58 39 44 147 16
30 52 110 74 78 21 28 127 59
47 36 192 84 104 59 74 188 10.7
68 28 138 85 84 77 87 63 76

Los niveles de expresion del gel PEP4 se encuentran en la tabla XXXIII. En el
cultivo CM, se observo un aumento en los niveles de expresion a lo largo del cultivo
hasta llegar a las 68 h con valores de expresion de 1.9. Mientras que en el cultivo CP los
niveles de expresion fueron disminuyendo desde el inicio de la etapa de induccién hasta
las 68 h con valores de 0.02. Nuevamente, no se encontraron diferencias significativas al
comparar los niveles de expresién de los tiempos contiguos para ninguna de las
condiciones de cultivo evaluadas (Tablas XXXVl y XXXIX).

Tabla XXXI1I

Niveles de expresion relativa del gen PEP4 a lo largo del cultivo
para los cultivos CM y CP.

PEP4

Tiempo (h) CM1 CM2 CM3 Media CP1 CP2 CP3 Media

22 11 11 11 1.1 0.04 0.01 001 0.02
30 1.7 10 1.0 1.2 0.03 0.01 0.04 0.03
47 1.7 1.7 19 1.8 0.03 0.01 0.01 0.02
68 1.0 16 31 19 0.03 0.01 0.02 0.02
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Los niveles de expresion del gel PRC1 se encuentran en la tabla XXXIV. En las
dos condiciones de cultivo se observé una disminucion de los niveles de expresion. En el
cultivo CM se encontraron valores de expresion que oscilaron entre 0.7 alas68 hy 1 a
las 47 h. En el cultivo CP se encontraron valores ain menores entre 0.2 alas 47 hy 0.4 a
las 22 h. En la comparacion de los niveles de expresion en los tiempos contiguos, no se
encontraron diferencias significativas (P< 0.01) en el cultivo CM al comparar los
tiempos de 22 y 30 h (Tabla XXXIV). No se encontraron diferencias significativas al

analizar los tiempos contiguos del cultivo CP (Tabla XXXIX).
Tabla XXXIV

Niveles de expresion relativa del gen PRCL1 a lo largo del cultivo para los
cultivos CM y CP.

PRC1

Tiempo (h) CM1 CM2 CM3 Media CP1 CP2 CP3 Media

22 1.2 09 07 09 07 04 01 0.4
30 1.2 09 06 09 04 02 01 0.3
47 1.2 11 038 10 03 03 00 0.2
68 0.3 10 08 0.7 05 04 01 0.3

Los niveles de expresion para el gen PRB1 se encuentran en la tabla XXXV. En
el cultivo CM se observo un incremento en los niveles de expresion valores de 1.8 a las
47 h de, seguido de un descenso en los niveles a 1.5 a las 68 h, mientras que en el cultivo
CP se encontré una disminucion de los niveles de expresion en practicamente todas las
etapas de induccion de hasta 0.8 a las 68 h de induccion. Al comparar los niveles de
expresion de los tiempos contiguos no se encontraron diferencias significativas en

ninguna de las condiciones de cultivo evaluadas (Tablas XXXV y XXXIX).
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Tabla XXXV

Niveles de expresion relativa del gen PRB1 a lo largo del cultivo para los
cultivos CM y CP.

PRB1

Tiempo (h) CM1 CM2 CM3 Media CP1 CP2 CP3 Media

22 14 13 15 1.4 1.1 09 05 09
30 20 16 14 1.7 09 07 07 038
47 19 19 17 1.8 07 04 02 04
68 06 21 17 1.5 15 06 03 038

Los niveles de expresion para el gen KAR2 se encuentran en la tabla XXXVI. En
el cultivo CM se encontré un aumento en los niveles de expresion relativa en
practicamente todos los tiempos de induccién evaluados con valores de expresion de
hasta 9.9 y 8.1 a las 47 y 68 h de induccidn, respectivamente, mientras que en el cultivo
CP se observo un incremento menor en los niveles de expresion hasta valores de 1.2 a
las 22h, seguido de un pequefio aumento hasta valores de 1.2 a las 68 h de induccion.
Nuevamente, al comparar los niveles de expresion de los tiempos contiguos no se
encontraron diferencias significativas en ninguna de las condiciones de cultivo
evaluadas (Tablas XXXVl y XXXIX).

Por ultimo, los niveles de expresion para el gen FTEII se encuentran en la tabla
XXXVII, los cuales mostraron los valores mas elevados de todos los genes evaluados en
ambas condiciones de cultivo. A lo largo del cultivo CM se present6 un incremento a las
22 h con valores de expresion de 24.9, seguido de una disminucion de los niveles de
expresion hasta las 68 h con valores de 9.3. Para el cultivo CP se presentdé un aumento
con valores de 27.5 a las 22 h y una disminucion hasta valores de 15 a las 68 h. En la
comparacion los niveles de expresion de los tiempos contiguos no se encontraron
diferencias significativas en ninguna de las condiciones de cultivo evaluadas (Tablas
XXXV y XXXIX).
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Tabla XXXVI

Niveles de expresion relativa del gen KAR2 a lo largo del cultivo para los
cultivos CM y CP.

KAR?2

Tiempo (h) CM1 CM2 CM3 Media CP1 CP2 CP3 Media

22 145 66 74 95 1.1 07 01 06

30 82 50 76 69 13 07 01 0.7

47 162 62 74 99 18 13 02 11

68 72 72 81 81 20 15 01 12
Tabla XXXVII

Niveles de expresion relativa del gen FTEII a lo largo del cultivo para los
cultivos CM y CP.

FTEII

Tiempo (h) CM1 CM2 CM3 Media CP1 CP2 CP3 Media

22 256 10.0 388 248 253 145 426 275

30 31.0 87 170 189 294 141 350 26.2

47 190 16.7 44 133 144 175 106 142

68 116 124 3.7 92 232 94 123 150
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Tabla XXXVIII

Diferencias significativas obtenidas de la comparacion de la
expresion relativa de muestras obtenidas a tiempos de induccion
contiguos a lo largo del cultivo CM

CM
Tiempo (h)
KEX2 AOX2 PEP4 PRC1 PRB1 KAR2 FTEII
Oy 22 * *
22y 30 **
30y 47
47y 68
** P<0.01

Tabla XXXIX

Diferencias significativas obtenidas de la comparacion de la
expresion relativa de muestras obtenidas a tiempos de induccién
contiguos a lo largo del cultivo CP

CP
Tiempo (h)
KEX2 AOX2 PEP4 PRC1 PRB1 KAR2 FTEII

Oy22 *x
22y 30 **
30y 47 *

47y 68

*P<0.05
**P<0.01
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6.3.8 Comparacion de los niveles de expresion relativa a lo largo del cultivo con los

niveles de expresion del tiempo 0 h de induccion con metanol

En la comparacion de los niveles de expresion del gen KEX2 a lo largo del
cultivo con los niveles de expresion del inicio de la etapa de induccién con metanol, se
encontraron diferencias significativas en el cultivo CM en los tiempos de 22 y 47 (P<
0.05), en los cuales se observo un aumento en los niveles de expresion relativa de 1.6 a
las 22 h'y 2.6 a las 47 h (Tabla XL). Para el cultivo CP no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los tiempos de induccion al comparar con

el inicio de la etapa de induccion con metanol (Tabla XL1I).

Para el gen AOX2, no se encontraron diferencias significativas al comparar los
niveles de expresidn con el inicio de la etapa de induccion con metanol en ninguna de
las condiciones de cultivo evaluadas, aunque para ambas condiciones se observé un
aumento en los niveles de expresion relativa como se menciono en el punto 6.3.7 (Tabla
XLy XLlI).

En el caso del gen PEP4, se encontraron diferencias significativas en el cultivo
CM al comparar el tiempo de 47 h con el inicio de la etapa de induccion (P< 0.05), en el
cual se observé un aumento en el nivel de expresion relativa de 1.8 (Tabla XL). En el
cultivo CP se encontraron diferencias significativas en todos los tiempos de induccién
evaluados (P< 0.01), los cuales presentaron niveles de expresion muy bajos de 0.02 a las

22 h,0.03alas 30 hy 0.02 a las 47 y 68 h (Tabla XLI).

Para el gen PRC1, no se encontraron diferencias significativas al comparar los
tiempos de induccion con el inicio de la etapa de induccion con metanol en el cultivo
CM, mientras que para el cultivo CP si se encontraron diferencias significativas en la
comparacion de los tiempos de 30 y 47 h con el inicio de la etapa de induccion (P<
0.01), en estos tiempos se observaron niveles relativos de expresion de 0.4 a las 30 h'y
0.2 alas 47 h (Tabla XLI).

Para el gen PRBL, se encontraron diferencias significativas al comparar los
tiempos de induccidén con el inicio de la etapa de induccidon con metanol en el cultivo
CM alas 22 y 47 h (P< 0.05), en estos tiempos se observd un aumento en los niveles de

expresion relativa de 1.4 a las 22 h 'y 1.8 a las 47 h (Tabla LIX). En el cultivo CP se
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encontraron diferencias significativas al comparar en el tiempo de 47 h con el inicio de

la etapa de induccion (P< 0.05) en la cual se observd un nivel de expresion relativa de
0.4 (Tabla XLI).

Para el gen KAR2 la comparacién de los tiempos de induccion con el inicio de la
etapa de induccion presento diferencias estadisticamente significativas en el cultivo CM
a las 30 h (P< 0.05), en este tiempo se observd un aumento en el nivel de expresion
relativa de 6.9 (Tabla XL). En el cultivo CP no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los tiempos evaluados (Tabla XLlI).

Por ultimo, para el gen FTEII solo se encontraron diferencias significativas en el
cultivo CP al comparar el tiempo de 47 h con el inicio de la etapa de induccion (P<
0.05), en este tiempo se observd un aumento en el nivel de expresion relativa de 14.2
(Tabla XL1).

Tabla XL

Diferencias significativas obtenidas de la comparacion de la expresién
relativa de muestras obtenidas a diferentes tiempos de induccién respecto
al inicio de la induccion del cultivo CM.

CM
Tiempo (h)
KEX2 AOX2 PEP4 PRC1 PRB1 KAR2 FTEII

Oy22 * *
Oy 30 *
Oy47 * * **

Oy 68

*P<0.05
** P<0.01
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Tabla XLI

Diferencias significativas obtenidas de la comparacion de la
expresion relativa de muestras obtenidas a diferentes tiempos de
induccidn respecto al inicio de la induccion del cultivo CP.

CP
Tiempo (h)
KEX2 AOX2 PEP4 PRC1 PRB1 KAR2 FTEII
Oy22 *x
O y 30 ** **
O y 47 ** * * **
O y 68 * ** *
*P<0.05
** P<0.01

6.3.9 Comparacion de los niveles de expresion relativa en las dos condiciones de

cultivo

Los niveles de expresion del gen KEX2 a lo largo de las dos condiciones de
cultivo se muestran en la Fig. 41. En el cultivo CM los niveles de expresion a las 30 h
fueron tres veces mayores y a las 47 h fueron 4 veces mayores que en el cultivo CP,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre las dos condiciones a las
30 y 47 h (P< 0.05).

Los niveles de expresion del gen AOX2 a lo largo de las dos condiciones de
cultivo se muestran en la Fig. 42. Se encontré un comportamiento similar en los niveles
de expresion relativa en ambas condiciones de cultivo, sin diferencias estadisticamente

significativas en ninguno de los tiempos de induccion evaluados.
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Figura 41. Comparacion de los niveles de expresion relativa del

gen KEX2 en las dos condiciones de cultivo evaluadas. Cada punto

corresponde al promedio de tres experimentos independientes y las

barras de error corresponden al error estandar de la media.* P<0.05,
** P<(.01, ® Cultivo CM, [ Cultivo CP.
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Figura 42. Comparacion de los niveles de expresion relativa del
gen AOX2 en las dos condiciones de cultivo evaluadas. Cada punto
corresponde al promedio de tres experimentos independientes y las
barras de error corresponden al error estandar de la media. ®
Cultivo CM, [ Cultivo CP.
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Los niveles de expresion del gen PEP4 a lo largo de las dos condiciones de
cultivo se muestran en la Fig. 43. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos cultivos en practicamente toda la etapa de induccion (P<
0.05), presentandose valores de expresién que oscilaron entre 1.1 y 1.9 para el cultivo
CMy de 0.02 y 0.03 para el cultivo CP.

* ¥

Niveles relativos de expresion

g —

0 10 20 30 40 50 60 70
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Figura 43. Comparacién de los niveles de expresion relativa del gen PEP4
en las dos condiciones de cultivo evaluadas. Cada punto corresponde al
promedio de tres experimentos independientes y las barras de error
corresponden al error estandar de la media. * P<0.05, ** P<0.01, ® Cultivo

CM, U Cultivo CP.

Los niveles de expresion para el gen PRC1 a lo largo de las dos condiciones de
cultivo se muestran en la Fig. 44. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las dos condiciones de cultivo a las 30 y 47 h (P< 0.05). A las 30 h se
encontraron niveles de expresion tres veces mayores en el cultivo CM que en CP con
valores de 0.9 en el cultivo CM y 0.3 en el cultivo CP, mientras que a las 47 h se

encontraron niveles de expresion de 1.0 en el cultivo CM y 0.2 en el cultivo CP.
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Figura 44. Comparacion de los niveles de expresion relativa del gen PRC1
en las dos condiciones de cultivo evaluadas. Cada punto corresponde al

promedio de tres experimentos independientes y las barras de error
corresponden al error estandar de la media. * P<0.05, ** P<0.01, ® Cultivo

CM, U Cultivo CP.

Los niveles de expresion para el gen PRB1 en la comparacion de las dos
condiciones de cultivo se muestran en la Fig. 45. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas a las 30 y 47 h de induccion (P< 0.05). A las 30 h se
presentaron niveles de expresion relativa de 1.7 en el cultivo CM y 0.4 en el cultivo CP,
mientras que a las 47 h se encontraron niveles de 0.8 en el cultivo CM y 0.4 en el cultivo
CP.

Los niveles de expresion del gen KAR2 en las dos condiciones de cultivo se
pueden observar en la Fig. 46. Se encontraron diferencias significativas en todos los
tiempos evaluados con niveles menores a 0.05. En el cultivo CM los niveles de
expresion relativa fueron 15 veces mayores a las 22 h que en el cultivo CP con valores
de 9.5 en el cultivo CM y de 0.6 en el cultivo CP. A las 30 h encontramos niveles de
expresion de 6.9 en CM y 0.7 en CP, a las 47 h los niveles de expresion relativa fueron 9
vences mayores en el cultivo CM que en el cultivo CP con valores de 9.9 en el cultivo
CM y 1.1 en el cultivo CP. A las 68 h encontramos nuevamente una diferencia de 9

veces entre los cultivos con valores de 9.8 en el cultivo CM y 1.2 en el cultivo CP.
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Figura 45. Comparacién de los niveles de expresion relativa del gen PRB1
en las dos condiciones de cultivo evaluadas. Cada punto corresponde al
promedio de tres experimentos independientes y las barras de error

corresponden al error estandar de la media. * P<0.05, ** P<0.01, ® Cultivo
CM, [ Cultivo CP.
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Figura 46. Comparacion de los niveles de expresion relativa del gen KAR2
en las dos condiciones de cultivo evaluadas. Cada punto corresponde al
promedio de tres experimentos independientes y las barras de error

corresponden al error estandar de la media. * P<0.05, ** P<0.01, ® Cultivo
CM, L1 Cultivo CP.
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Por ultimo, los niveles de expresion del gen FTEII en la comparacion de las dos
condiciones de cultivo se muestran en la Figura 47. Se encontr6 un comportamiento
similar en los niveles de expresion relativa en ambas condiciones de cultivo, sin
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los tiempos de induccion

evaluados.

Niveles relativos de expresion
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Tiempo de induccién (h)

Figura 47. Comparacion de los niveles de expresion relativa del gen FTEII
en las dos condiciones de cultivo evaluadas. Cada punto corresponde al
promedio de tres experimentos independientes y las barras de error
corresponden al error estandar de la media. ® Cultivo CM, 1 Cultivo CP.
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6.4 Correlacion de la expresion de genes con la respuesta fisioldgica del hospedero

6.4.1 Correlacion de la expresion del gen FTEIl con la produccion de fitasa

extracelular, porcentaje de secrecion de fitasa y produccion total de fitasa

Los niveles de expresion del gen FTEII durante la etapa de induccién en las dos
condiciones de cultivo evaluadas fueron similares (Fig. 48A) y no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los dos cultivos, presentando un rapido incremento
a las 22 h de induccién a valores préximos a 31 y una disminucion gradual hasta valores
de 17. Por otro lado, la produccion de fitasa extracelular (Fig. 48B) en las dos
condiciones de cultivo evaluadas mostré diferencias estadisticamente significativas entre
los dos cultivos, alcanzando valores a las 68 h de induccién de 390,440 y 69,935 U
totales para el cultivo de alta y baja produccion de fitasa extracelular, respectivamente.
El porcentaje de secrecion de fitasa (Fig. 48C) en las dos condiciones de cultivo
evaluadas también mostré diferencias estadisticamente significativas entre los dos
cultivos, alcanzando valores a las 68 h de induccién de 87.4 y 56.3% para el cultivo de
alta y baja produccion de fitasa extracelular, respectivamente. La produccién total de
fitasa (Fig. 48D), calculada como la suma de la cantidad de fitasa intra y extracelular
determinada por el método de ELISA, en las dos condiciones de cultivo evaluadas
también mostré diferencias estadisticamente significativas entre los dos cultivos,
alcanzando valores a las 68 h de induccion de 399,864 y 65,770 U totales para el cultivo
de alta y baja produccion de fitasa extracelular, respectivamente. Un valor 6.1 veces

mayor para el cultivo de alta produccion de fitasa extracelular.
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Figura 48. Niveles de expresion del gen FTEII (A), produccién de fitasa extracelular (B), porcentaje de secrecién
de fitasa (C) y produccion total de fitasa (D) durante la etapa de induccion de los cultivos a condiciones de alta
produccion (cuadros llenos) y baja produccion (cuadros vacios) de fitasa extracelular. Cada punto representa la
media de tres cultivos independientes y las barras de error muestran el error estandar de la media. Los valores
experimentales usados para el célculo correspondientes a B,C y D se muestran en el anexo I11.
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6.4.2 Correlacion de la expresion del gen AOX2 con el crecimiento celular, consumo
de metanol y produccion de fitasa extracelular

Los niveles de expresion del gen AOX2 (Fig. 49A) en las dos condiciones de
cultivo evaluadas no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos
cultivos en la etapa de induccion, a pesar que el metanol es inductor del gen AOX2 y que
el cultivo de baja produccidn se realiz6 a una concentracion de metanol constante de 0.5
g/L y en el de alta produccion a 1.5 g/L de metanol. Por otro lado, se observaron
diferencias significativas del crecimiento celular (Fig. 49B) y el consumo de metanol
(Fig. 49C) en las dos condiciones de cultivo evaluadas entre los dos cultivos en la etapa
de induccion. Los cultivos de alta producciéon de fitasa extracelular presentaron un
crecimiento celular a una velocidad especifica de crecimiento 0.012 h*, alcanzando
valores de densidad celular a las 68 h de induccion de 118.5 g/L de peso seco, mientras
que en los cultivos de baja produccion de fitasa extracelular, no se observd crecimiento
celular (velocidad especifica de crecimiento 0.000 h™), siendo la densidad celular a las
68 de induccidn de 68.75 g/L peso seco, la cual es incluso menor que la densidad celular

inicial de estos cultivos (89.7 g/L peso seco).
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Figura 49. Niveles de expresion de los genes AOX2 (A), crecimiento celular en peso seco (B) y consumo de metanol (C)
durante la etapa de induccion de los cultivos a condiciones de alta (cuadros llenos) y baja produccién (cuadros vacios) de
fitasa extracelular. Cada punto representa la media de tres cultivos independientes y las barras de error muestran el error

estandar de la media. Los valores experimentales usados para el calculo correspondientes a C y D se muestran en el anexo
.
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6.4.3 Correlacion de la expresion de los genes PEP4, PRC1 y PRB1 con la actividad
de proteasas extracelulares y produccion de fitasa extracelular

Los niveles de expresion de los genes PEP4 (Fig. 50A), PRC1 (Fig. 50B) vy
PRB1 (Fig. 50C) en las dos condiciones de cultivo evaluadas también mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los dos cultivos en practicamente toda la
etapa de induccidn. A las 68 de induccion no se observaron diferencias significativas de
los niveles de expresion de PRC1 y PRBL1. Por otro lado, la actividad extracelular de
proteasas durante la etapa de induccion (Fig. 50D) fue siempre mayor en los cultivos de
baja que en los de alta produccion de fitasa extracelular, mostrando un valor 6 veces

mayor.

6.4.4 Correlacion de la expresion de los genes KEX2 y KAR2 con la produccién de

fitasa extracelular

Los niveles de expresion de los genes KEX2 (Fig. 51A) y KAR2 (Fig. 51B) en las
dos condiciones de cultivo evaluadas también mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos cultivos en la etapa de induccién, siendo siempre mayor en
los cultivos de alta que en los de baja produccion de fitasa extracelular. La expresion de
KEX2 a las 68 h de induccion fue 3 veces mayor en el cultivo de alta que en el de baja
producciédn de fitasa extracelular. La expresion de KAR2 a las 68 h de induccion fue 10
veces mayor en el cultivo de alta que en el de baja produccion de fitasa extracelular, lo
cual mostré ser la mayor diferencia entre los niveles de expresion de los genes evaluados

a las dos condiciones de cultivo de alta y baja produccion de fitasa extracelular.
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Figura 50. Niveles de expresion de los genes PEP4 (A), PRC1 (B) y PRB1 (C), y actividad de proteasas extracelulares (D)
durante la etapa de induccion de los cultivos a condiciones de alta (cuadros llenos) y baja produccién (cuadros vacios) de
fitasa extracelular. Cada punto representa la media de tres cultivos independientes y las barras de error muestran el error
estandar de la media. Los valores experimentales usados para el calculo correspondientes a B,C y D se muestran en el
anexo IlI.
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Figura 51. Niveles de expresion de los genes KEX2 (A) y KAR2 (B) durante la etapa de induccion de los cultivos a
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media de tres cultivos independientes y las barras de error muestran el error estandar de la media.

154



7 DISCUSION

Recientemente, nuestro grupo de trabajo describid la clonacién y la expresion del gen
nativo phyC de Bacillus subtilis codificante para una fitasa tipo B-propeller utilizando a
P. pastoris como hospedero (Guerrero-Olazaran et al., 2010). Posteriormente, se logro el
diseno de nuevas fitasas B-propeller y su clonacion en P. pastoris para su produccion
(Viader-Salvad6 et al., 2010). Basado en su actividad a distintos valores de pH,
incluyendo el neutro, estas fitasas presentan potencial para uso como aditivos en
alimentos de animales con tractos digestivos funcionales a valores de pH neutro-
alcalino, asi como también pueden ser usadas para el pre-tratamiento de dietas animales
derivadas de granos vegetales. La fitasa llamada FTEII es de particular interés debido a
gue muestra una mayor termo-estabilidad, comparada con la de la enzima nativa PhyC,
la cual es una propiedad importante de las fitasas, debido a que les permite resistir las

altas temperaturas presentes en el proceso del peletizado en la elaboracion de piensos.

Previamente, se evalud la produccion de la fitasa FTEII en cultivo de matraz
agitado (Viader-Salvado et al., 2010), durante el presente trabajo se busco optimizar la
produccién de fitasa FTEIl en cultivos en biorreactor de 5L, modificando las
condiciones de cultivo. Ademéas se evalud la respuesta fisiologica del hospedero
incluyendo la evaluacién de la expresion de genes involucrados en la secrecion de

proteinas y metabolismo de metanol.

Asi también, anteriormente, nuestro grupo de trabajo optimizé la produccion en
biorreactor de 5 L de la fitasa nativa PhyC producida en P. pastoris, modificando los
valores de tres parametros en las condiciones de cultivo (temperatura, concentracion de
metanol en el medio de cultivo y biomasa al inicio de la induccion), utilizando un
enfoque de optimizacion tradicional, esto es, variando un parametro por cada

experimento y manteniendo el resto constantes para determinar la influencia de ese solo
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parametro en la produccion de fitasa extracelular (Castillo Galvan 2008, Viader-Salvado
et al., 2013). Sin embargo, esta metodologia mostré ser ineficiente respecto al consumo
de tiempo y la cantidad de experimentos que se tendrian que llevar a cabo para encontrar
mejoras significativas en la produccion. Por lo tanto, para el presente trabajo, se utilizd
un enfoque de disefio de experimentos (Método Simplex), basado en un disefio factorial
fraccionado que considera la influencia de varios parametros en las condiciones de
cultivo y sus interacciones durante la etapa de induccién para aumentar la produccion de
la fitasa FTEII en P. pastoris. Previamente en nuestro grupo de trabajo se ha utilizado
este enfoque para incrementar la produccion de hormona de crecimiento humana (HGH)
recombinante en P. pastoris (Guerrero-Olazaran et al., 2002, Guerrero-Olazaran et al.,
2001), para determinar la mezcla de cationes éptima de un medio de cultivo que
produjeron la mayor formacion de quistes de Entamoeba histolytica bajo condiciones
axénicas (Campos-Gongora et al., 2000) y para desarrollar un método AFLP que
genotipificara distintos asilamientos de Mycobacterium tuberculosis (Viader-Salvado et
al., 2009). El enfoque de disefio experimental ha mostrado ser muy Util para optimizar
simultaneamente, una combinacion de distintos factores experimentales basado en un
solo factor respuesta, lo cual reduce el nimero de experimentos necesarios para la
evaluacion de estos parametros (Anthony, 2003). A pesar de que este enfogque ha sido ya
descrito previamente para la optimizacion de bioprocesos (Mandenius et al., 2008), en el
caso de P pastoris, se han hecho pocos estudios usando una estrategia de este tipo.
Utilizando un método de respuesta de superficie se optimizaron la composicion del
medio de cultivo, asi como las condiciones de cultivo para aumentar la produccion de
biomasa y glicerol quinasa en una cepa Mut® de P. pastoris, lo que condujo a un
incremento de 1.17 veces en la produccion de la proteina recombinante en cultivos de
matraz agitado (Aizemberg et al., 2011). Adicional a lo anterior, se optimizo el
rendimiento proteina-biomasa en funcion de la temperatura, el pH y el oxigeno disuelto,
o tres fuentes de nitrogeno distintas, usando un método de superficie de respuesta 0 un
disefio factorial para la produccion de proteina verde fluorescente, eritropoyetina y
glicoproteina cisteina C en cepas recombinantes de P. pastoris (Holmes et al., 2009,
Bora et al., 2012, Pritchett et al., 2004).
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En el presente trabajo, el proceso de optimizacion mostro que tres de los
parametros (densidad celular inicial, concentracion de metanol en el medio de cultivo y
pH en la etapa de induccidn) tuvieron una tendencia a presentar un efecto directamente
proporcional en la produccion extracelular de fitasa, mientras que la temperatura en la
etapa de induccion tuvo un efecto inversamente proporcional, y la adicion de sorbitol
(bajo las condiciones experimentales propuestas) no afectd significativamente la
produccién de fitasa extracelular. Sin embargo, reportes indican que la alimentacion
mixta sorbitol/metanol ayuda a disminuir el estrés metabdlico causado por la
sobreproduccion de la proteina heteréloga en cepas Mut® de cultivos crecidos a 30°C
durante la etapa de induccion (Ramon et al., 2007). Puede ser que el efecto del sorbitol
no fue detectado, debido a que todos los cultivos que presentaron una produccion alta de
fitasa extracelular fueron crecidos a temperaturas menores a 30°C, asi que el efecto de la
temperatura, pudo haber enmascarado el efecto del sorbitol para los presentes ensayos.
En los experimentos presentados en este trabajo, la disminucion de la temperatura en la
etapa de induccion llevé a un incremento en la actividad metabdlica de las células,
demostrado por el incremento de la demanda de oxigeno y el consumo de metanol, lo
cual, incrementd la velocidad especifica de crecimiento. La disminucién de la

temperatura también condujo a disminuir el estrés metabdlico.

El método Simplex Secuencial Basico condujo a unas condiciones de cultivo que
fueron una combinacion de valores de cinco parametros optimizados. Estos valores
fueron iguales a los valores maximos o minimos que afectan directa o inversamente
proporcional la produccion de fitasa extracelular. Esto muestra claramente la
importancia de llevar a cabo un método de optimizacion simultanea multivariada del

proceso, en vez de usar métodos de optimizacion tradicionales.

A pesar de que las condiciones para el cultivo A fueron deducidas utilizando el
método de optimizacion Simplex, este cultivo tuvo la menor produccion de fitasa
extracelular. Esto probablemente se debio a que el cultivo se llevo a cabo a un pH de 7,
el cual corresponde al limite maximo recomendado para cultivar a P. pastoris
(Sreekrishna, 2010). Asi también se ha descrito previamente la disminucion del
crecimiento celular cuando P. pastoris se cultiva a pH 7 o por encima (Holmes et al,
2009).
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La estrategia de alimentacion de metanol es crucial para maximizar la
produccidn de proteinas en P. pastoris. Debido a que en el presente trabajo se utilizd un
sistema de “close loop” para monitorear y controlar la concentracion de metanol en el
cultivo, se logr6 mantener una concentracion de metanol constante para todos los
cultivos, durante la etapa de induccion. Este tipo de estrategia ha sido reportada
previamente como benéfica para una produccion Optima de proteinas (Sreekrishna,
2010; Damasceno et al., 2004). Una estrategia de alimentacion tipo “ON/OFF” (afiadir y
dejar de afiadir metanol para mantener la concentracion de metanol) ha sido reportada
como inadecuada para el control preciso de la concentracién de metanol en el biorreactor
(Sreekrishna; 2010, Cos et al., 2006). Lo observado en el presente trabajo, confirma que
para cepas tipo Mut® no es el caso, ya que una simple estrategia “ON/OFF” acoplada a
una alimentacion de metanol de “close loop” fue suficiente para mantener constante la
concentracion de metanol en el medio de cultivo, fluctuando solo 1% en las mediciones
hechas en linea por el sensor de metanol, respecto el valor deseado para todos los
cultivos. Otra estrategia de alimentacion de metanol que es cominmente usada por
algunos autores es la alimentacion exponencial con metanol, también llamada estrategia
de metanol limitado en cultivo en lote (Barrigon et al., 2013), la cual proporciona una
velocidad especifica de crecimiento constante para mantener un crecimiento limitado
(Zhang et al., 2000; Trinh et al., 2003; Sinha et al., 2003), sin embargo estos estudios se
llevaron a cabo con cepas Mut”™. Para cepas Mut®, una estrategia de este tipo ha sido
descrita, usando ademas alimentacion mixta de glicerol o sorbitol con metanol (Ramon
et al., 2007; d’Anjou et al., 200N, d’Anjou et al., 1997). En el presente trabajo utilizando
una cepa Mut’, las células demandaron metanol tal como lo requirieron segin su
metabolismo, y simultaneamente se mantuvo una concentracion de metanol constante en
el medio de cultivo. Con esta estrategia de alimentacion automatizada, el metanol se
afiadié siguiendo un comportamiento de ecuacién polinomial de segundo orden que
generd un crecimiento exponencial con una p constante en todos los cultivos (entre
0.000 y 0.013 h™). Anteriormente nuestro grupo de trabajo ha descrito un sistema
automatizado de alimentacion de metanol con un comportamiento polinomial de
segundo orden (Viader-Salvadé et al., 2013), el cual ha sido también descrito en la

literatura (Huang et al., 2011). Una estrategia de alimentacién de metanol no limitado
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fue recientemente comparada con la estrategia de adicion de metanol limitada en un
cultivo en lote alimentado en cepas tipo Mut® (Barrigon et al., 2013). Estos autores
reportaron produccion de proteina extracelular y un valor de Y, mas alto cuando los
cultivos se hicieron con la estrategia de alimentacion de metanol no limitado. Nuestro
sistema automatizado de alimentacion proporciondé metanol a un flujo de hasta 0.68
mL/min (14 mL/L/h), el cual es 2.3 veces mayor que el flujo de metanol
tradicionalmente recomendado para cepas Mut® (Stratton et al., 1998). La disminucion
de la temperatura en la etapa de induccion fue a su vez, un parametro que influy6 para
que las células presentaran una alta demanda de metanol, mientras que la temperatura de
30°C en la etapa de induccién resultdé en velocidades de alimentacion de metanol
similares a los recomendados. El indice de consumo de substrato (gs) ha sido relacionado
con la productividad de P. pastoris, y ha sido recomendado para el control de
bioprocesos con cepas Mut® (Dietzsch et al., 2011). Durante el presente trabajo se han
obtenido resultados similares a los descritos previamente en esta literatura, donde la
produccidn extracelular de fitasa se incrementd respecto al incremento de los valores de
gs, sin embargo, los valores de qs reportados a las 68 h de induccion, en nuestros
experimentos (0.1-1.2 mmol/g/h) fueron menores que los descritos en la literatura

(Dietzsch et al., 2011) para la productividad maxima especifica.

Aunque, las cepas Mut® consumen menos oxigeno que las cepas Mut”, en cuatro
de los cultivos (G, H, 1 y J) se necesitdé administrar mezclas de aire/oxigeno para
mantener el oxigeno disuelto a valores mayores del 20%, y simultdneamente mantener
constante la concentracion de metanol. Para estos cuatro cultivos, esta adicion de
oxigeno fue necesaria cuando las células alcanzaron una densidad celular proxima a los

100 g/L de peso seco (400 g/L peso humedo).

Gracias al proceso de optimizacion Simplex se obtuvieron hasta 347,682 U
totales a las 68 horas de induccion, que corresponde a 82,814 U/L y 6.4 g/L de la
proteina recombinante en el medio de cultivo equivalente a 146,100 U/L y 11.2 g/L en el
medio de cultivo libre de células. Este nivel en la produccion de fitasa fue 11 veces
mayor que el obtenido para el cultivo con la produccion mas baja de FTEII, 13 veces
mayor que el cultivo de mayor produccion en bioreactor para la cepa KM71phyC

(Castillo Galvan, 2006, Viader-Salvado et al., 2013) y 3,500 veces mayor que el nivel
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reportado en matraz agitado (Viader-Salvadé et al., 2010) correspondiendo con valores
de Ypxde4, 12 y 3 veces mayores respectivamente. Adicionalmente, el maximo nivel de
produccién reportado en este trabajo equivale a 1.75 veces mas que lo reportado
previamente para la fitasa de E. coli producida en cepas Mut® de P. pastoris en cultivos
de biorreactor de 5 L (Chen et al., 2004) (11.2 vs 6.4 g/L en el medio de cultivo libre de
células). Es también un valor maximo muy cercano a aquellos normalmente obtenidos
en cultivos en bioreactor de P. pastoris (Cereghino et al., 2002)) (de 1 mg a 10 g de
proteina rcombinante por litro de medio de cultivo). El cultivo de FTEII se detuvo a las
68 h en el cultivo J que fuel el de mayor produccion debido a que el vaso del biorreactor
con capacidad de 5 L se llen6 a consecuencia de la alta cantidad de metanol afadido,
esto a pesar de que la produccion extracelular de fitasa se seguia incrementando. Por
esto, trabajando con un biorreactor de mayor capacidad, se esperaria incrementar los
niveles de produccidn total, pese a que la productividad del proceso (producto sobre

tiempo de proceso) tendria que ser verificada en el escalamiento.

Los resultados obtenidos durante el proceso de optimizacion indican que el
aumento de la produccion se correlaciond con un incremento en la actividad metabdlica
de P. pastoris, mostrando también un incremento en la velocidad especifica de
crecimiento, con un un valor éptimo entre 0.013 h™-0.017-h™. Esta velocidad especifica
de crecimiento es mayor que la reportada por otros autores para cepas Mut® con una
estrategia similar de alimentacién de metanol (Cos et al., 2006), aun asi, este valor es
lejano a la velocidad especifica de crecimiento caracteristica para cepas Mut® (0.035 h™)
(Stratton et al., 1998 Brierley et al., 1990). Ademas, se logré un incremento de la
produccion de fitasa extracelular junto a una disminucion de la actividad de proteasas en
el medio de cultivo libre de células, asi fuese por una disminucién en la lisis celular del
cultivo o por baja actividad de estas proteasas en las condiciones experimentales. Por
otra parte, las condiciones Optimas de cultivo encontradas por el proceso de
optimizacion incrementaron la eficiencia en la secrecion de la proteina recombinante
hasta un 88%. El incremento de Yy durante el proceso de optimizacion indica que el
incremento en la produccion de fitasa extracelular se debié a un incremento en la
eficiencia en la produccidn fitasa extracelular por célula, dando entender ademas que las

células usan mayoritariamente el metanol de la etapa de induccién en la generacion de
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energia y que solo una parte del metabolismo de ese metanol se dirige a la produccién de
biomasa. Por lo tanto, no se encontrd una correlacién directa entre la densidad celular y
la produccién de proteinas en estos cultivos. El cultivo F, fue el Gnico cultivo que
presentd una disminucion en el valor de Ypx con respecto a su predecesor, mostrado en
la figura 6.8 (seccion 6.1). Este hallazgo, indica que el cultivo F disminuyo la relacion
entre la generacién la genergia y produccion de biomasa durante la etapa de induccion,
comparado con el cultivo E. Sin embargo, el oxigeno disuelto en el tanque, del cultivo F,
decay0 a las 50 h de induccién, y no fue posible administrarle el oxigeno necesario para
las células. Esto sugiere que el incremento de la eficiencia en la produccion de fitasa
extracelular por célula pudiera también estar relacionado a la adicion de oxigeno cuando

la actividad metabdlica de las células se incrementa.

El presente trabajo, no solo trata con el proceso de optimizacion para incrementar
la produccién de una proteina heteréloga en P. pastoris, sino también contribuye a la
comprension del impacto que tienen las condiciones de cultivo sobre la respuesta
fisiolégica del hospedero, medida por el consumo de metanol, la velocidad especifica de
crecimiento, la actividad de proteasas en el medio de cultivo, el porcentaje de secrecion
de la fitasa FTEII, y el rendimiento producto respecto a la biomasa. A pesar de que P.
pastoris es uno de los organismos que mas frecuentemente se usan para la produccion de
proteinas heterélogas (Sreekrishna, 2010), estudios sobre el comportamiento fisiologico
y su relacion con la produccion de proteinas tiene aun que ser evaluada. Por esto,
adicionalmente se incluy6é el estudio de la expresion diferencial de siete genes
involucrados en estos procesos fisiologicos en las condiciones de cultivo de mayor y
menor produccion de fitasa extracelular. Estos resultados y su relacion con la fisiologia
de P. pastoris, asi como con la produccion de fitasa extracelular se discuten a

continuacion.

Para el analisis de los niveles de expresion de los genes en estudio es importante
realizar un disefio experimental adecuado empleando genes normalizadores, ya que es
inevitable encontrar variacion generada por el muestreo y conservacion, preparacion de
muestras de RNA, sintesis de DNAc y ensayos de qPCR. Los genes normalizadores
seleccionados, YPT1 y G6PD, son genes de expresion constitutiva en P. pastoris, cuya

expresion no se vio afectada por las condiciones de cultivo a las cuales fueron
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sometidas, presentando niveles de expresion constantes en ambos cultivos. El uso de un
gen normalizador puede llevar a resultados erroneos, por lo que se recomienda el uso de
dos 0 mas genes normalizadores para obtener resultados mas confiables (Bustin et al.,
2002). El método de 2" representa el modelo matematico mayormente utilizado para
la determinacion de los niveles de expresion relativos (Bustin et al., 2002), aunque la
formula original no presenta correcciones de la eficiencia de amplificacion, existen
alteraciones de la formula original para incluir dichas correcciones. Debido a que en la
determinacion de las eficiencias de amplificacion para los genes en estudio se
obtuvieron valores de eficiencia préximos al 100% pero diferentes para cada gen, se
realizo el célculo de los niveles de expresion relativa empleando el método de la 244¢T
con correccion de las eficiencias de amplificacién. Ademas, debido a que se emplearon
diferentes diluciones del DNACc en los ensayos de gPCR para obtener valores de Ct que
se encontraran dentro del intervalo de linealidad determinado con las curvas de
eficiencias realizadas, se afiadié al calculo de los niveles de expresion la correccion de

los diferentes factores de dilucién empleados en cada caso.

Los niveles de expresion del gen FTEII durante la etapa de induccién en las dos
condiciones de cultivo evaluadas no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos cultivos. Estos resultados indican que el proceso de
transcripcion del gen FTEII no se vio afectado por las condiciones de cultivo ensayadas,
a pesar que el cultivo de baja produccion se realiz6 a una concentracion de metanol
constante de 0.5 g/L y el de alta produccién a 1.5 g/L de metanol. Al ser el metanol el
inductor del promotor que regula la expresion del gen FTEII, cabria esperar que los
niveles de transcripcion de este gen cambiaran con la concentracion de metanol en el
medio de cultivo, y no fue asi al menos a las condiciones evaluadas. Sin embargo, si se
encontraron diferencias significativas en la produccion de fitasa extracelular entre los
cultivos de mayor y menor produccion, esto indica que la diferencia en la produccion de
fitasa extracelular de estos dos cultivos tiene que deberse a una diferencia en el proceso
de traduccion o en alguno de los procesos postraduccionales, incluyendo el proceso la
secrecion, o bien en la estabilidad de la fitasa recombinante en el medio de cultivo. A su
vez, el porcentaje de secrecion de fitasa en las dos condiciones de cultivo evaluadas

también mostré diferencias estadisticamente significativas entre los dos cultivos. Este
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resultado indica que el proceso de secrecion se vio afectado por las condiciones de
cultivo ensayadas, volviéndose mas eficiente en las condiciones de cultivo de alta
produccidn de fitasa. Debido a que en el cultivo de alta produccion de fitasa extracelular
la produccidn total de fitasa fue 6.1 veces mayor que en el cultivo de baja produccion de
fitasa extracelular, y el porcentaje de secrecion de fitasa solo fue 1.6 veces mayor en el
cultivo de alta respecto al de baja produccion de fitasa extracelular, es probable que la
diferencia en la produccion de fitasa extracelular entre estos dos cultivos sea debida
principalmente a una diferencia en los procesos de traduccion o de modificaciones

postraduccionales.

Para los tres genes de proteasas vacuolares evaluados, PEP4, PRC1y PRB1, , los
niveles de expresion fueron mayores en el cultivo de alta que en el de baja produccion
de fitasa extracelular a tiempos menores de 68 horas de induccion, indicando que al
menos de forma intracelular, estas proteasas son importantes para la produccién de fitasa
y las condiciones de cultivo influyen directamente en la expresion de estos genes. Este
fendmeno fue mas acentuado en PEP4, cuyos niveles de expresion en el cultivo de baja
produccion de fitasa extracelular fueron disminuyendo desde el inicio de la induccion
hasta llegar a valores practicamente nulos (0.02). Este hallazgo es importante ya que
existen cepas comerciales de P. pastoris en teoria Utiles para producir proteinas sensibles
a la protedlisis que son deficientes en la proteinasa A (gen PEP4) o proteinasa B (gen
PRBL1), o en ambas proteasas (Invitrogen 2002; Stratton et al., 1998, Cereghino & Cregg
2000). Sin embargo, al menos para la fitasa FTEIIl y en las condiciones evaluadas, una
mayor expresion de PEP4 y PRB1 fue beneficiosa para una mayor produccion de fitasa
extracelular. Por otro lado, la actividad extracelular de proteasas durante la etapa de
induccion fue siempre mayor en los cultivos de baja que en los de alta produccién de
fitasa extracelular. Generalmente la presencia de proteasas extracelulares en P. pastoris
son debidas a lisis celular, por lo tanto los resultados obtenidos indican que en el cultivo
de alta produccién de fitasa extracelular el crecimiento celular ocurre con menor lisis
celular que en el cultivo de baja produccion de fitasa extracelular, o bien que las
proteasas detectadas en el medio de cultivo no corresponden a las proteasas codificadas
por los genes PEP4, PRC1 y PRBL.
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Los niveles de expresion del gen AOX2 en las dos condiciones de cultivo
evaluadas no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos cultivos
en la etapa de induccién. Esto indica que el metabolismo de metanol no esta limitado por
la induccidn del gen AOX2 y por lo tanto por la alcohol oxidasa 2, sino que esta limitado
por la propia concentracion de metanol en el medio de cultivo. Al igual que los cultivos
realizados durante el proceso de optimacion, el consumo de metanol mostrd un
comportamiento polinomial de segundo orden (R’=0.9916) en los cultivos a las dos
condiciones evaluadas, siendo mayor en los cultivos de alta que en los de baja
produccion de fitasa extracelular. Los resultados del crecimiento celular y consumo de
metanol parecen indicar que la diferencia en la produccién de fitasa extracelular fue
debida a una marcada diferencia en el crecimiento celular en las dos condiciones de
cultivo evaluadas. Sin embargo un anélisis de los rendimientos producto/biomasa (Y )
durante el proceso de optimacion demostrd que el aumento en la produccién de fitasa
extracelular fue debida al incremento de la eficiencia en la produccion de fitasa por

célula, como se describid a su vez durante el proceso de optimizacion.

El gen KEX2 codifica para la proteasa KEX2 responsable del procesamiento de
la regidn pro del factor alfa de Saccharomyces cerevsiae, situado de forma artificial en el
extremo amino terminal de la fitasa FTEII para dirigir, junto con el péptido sefial del
factor alfa, la secrecion de la fitasa al medio de cultivo. Las condiciones de cultivo del
cultivo de alta produccion de fitasa extracelular generaron una mayor expresion de
KEX2 y por lo tanto una mayor secrecion de la fitasa al medio de cultivo. La expresion
de KAR2 a las 68 h de induccién fue 10 veces mayor en el cultivo de alta que en el de
baja produccién de fitasa extracelular, lo cual mostro ser la mayor diferencia entre los
niveles de expresion de los genes evaluados a las dos condiciones de cultivo de alta y
baja produccion de fitasa extracelular. Esto indica que las condiciones de cultivo del
cultivo de alta produccion de fitasa extracelular estimularon principalmente la expresion
de KAR2 y ésta a su vez present0 el efecto mas beneficioso sobre la produccion de fitasa.
El gen KAR2 codifica para la chaperona BiP, proteina principal responsable del
plegamiento de proteinas en el reticulo endopléasmico. Por lo tanto, una mayor expresion
de KAR2 en los cultivos de alta produccién de fitasa extracelular indica un mejor

plegamiento intracelular de la proteina recombinante, lo cual ha sido reportado como un
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efecto benéfico para aumentar la secrecion de proteinas recombinantes en P. pastoris.
Por otro lado, el aumento de los niveles de la proteina BiP ha sido reportado como un
marcador del aumento de estrés celular, sin embargo en los cultivos de alta produccion
de fitasa extracelular no se observaron indicios de mayor estrés celular que en los
cultivos de baja produccion de fitasa extracelular, lo cual quedaria justificado si las
condiciones de cultivo de alta produccién de fitasa extracelular estimularan una mayor
utilizacion del metanol para generacion de energia para el crecimiento celular, tal como
lo indico el andlisis de los rendimientos producto/biomasa y rendimiento

producto/sustrato durante el proceso de optimacion.

Estos resultados indican que el proceso de transcripcion del gen FTEII no se vio
afectado diferencialmente por las condiciones de cultivo ensayadas y que por lo tanto el
aumento de la produccion de FTEIIl durante la optimacion no es dependiente de la
regulacion del promotor AOXI pero si correlaciona con un aumento de la actividad
metabolica dirigida a producir energia empleada en procesos de traduccion,
postraduccion y secrecion de FETII y dirigida al menos en la expresion de los genes

involucrados en la via de secrecidn y prote6lisis estudiados en este trabajo.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

eUsando un método multifactorial Simplex secuencial basico, se logré determinar
condiciones de cultivo que permiten producir hasta 347,682 U de FTEII (82,814 U/L 6
6,4 g/L de medio de cultivo) valores que representan una produccion once veces mas
altos obtenidos a las condiciones de cultivo de mejor produccion respecto a las

condiciones de cultivo de con los niveles més bajos de produccion.

e El aumento en la produccion extracelular de fitasa a traves del proceso de optimacion
se correlaciona con un aumento en la actividad metabolica de P. pastoris, caracterizado
por un aumento en la demanda de oxigeno, el consumo de metanol y, por consecuencia
incremento de la velocidad especifica de crecimiento. La presencia de sorbitol no fue

determinante en el aumento de la produccion.

eEl aumento de la produccion extracelular de fitasa correlaciona también con una
disminucion de la actividad extracelular de proteasas, un aumento en la secrecion de la
proteina recombinante (con valores de hasta en un 88% de FTEII extracelular), y

aumento de la eficiencia de la produccidn extracelular de fitasa por célula.

¢ El incremento de la eficiencia en la produccion de fitasa por célula no fue debida a un
aumento del proceso de transcripcion del gen FTEII sino que fue debida probablemente
a un aumento de la eficiencia del proceso de traduccion, de procesos postraduccionales o

secrecion de FTEIL.

o El proceso de secrecion es mas eficiente en las condiciones de cultivo de los cultivos
de alta produccién de fitasa, y correlaciona con el hecho de a que esas condiciones de
cultivo se presentdé una mayor expresion del gen KEX2. y de los genes de proteasas
vacuolares (PEP4, PRB1, y PRC1)

¢ El metabolismo de metanol no estuvo limitado por la expresion del gen AOX2 ya que

los niveles de expresion de este gen no mostraron diferencias significativas a las
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condiciones de cultivo de mejor produccién que a las condiciones de cultivo con los
niveles mas bajos, sino que estuvo limitado por la propia concentracion de metanol en el

medio de cultivo.

e Las condiciones de cultivo de los cultivos de alta produccion extracelular de fitasa
estimularon la expresion de KAR2, y ésta a su vez presentd probablemente un efecto
beneficioso sobre la produccién de fitasa debido a una mejora en el plegamiento FTEII y

su secrecion, aunque con un costo de consumo de energia.

e Pese a que en el cultivo de baja produccion (CP) hay mayor actividad de proteasas en
el medio de cultivo libre de células, no hay una mayor induccion de pep4, prcly prbl
por parte de las levaduras. Por esto, las proteasas en el medio de cultivo podrian deberse

a la lisis celular presente en estos cultivos.

e La relacion del aumento en la produccion con la expresion de Kar2 propone a futuro
un estudio mas profundo de los genes que codifican para proteinas involucradas en

plegamiento y secrecién como Pdi, Ero, Calnexina.

e El aumento de la actividad metabdlica de P .pastoris sugiere asi mismo una relacién
con genes involucrados en la ruta de metabolismo de metanol, genes como DAS (Di-
hidroxi acetona sintetasa) y FLD (Formaldehido deshidrogenasa) podrian arrojar datos

valiosos acerca de los cambios de la actividad metabolica.

¢ Otros genes a estudiar, serian aquellos involucrados en el procesamiento del péptido
inmaduro, tales como los complejos SEC61 y OST asi como otros genes involucrados en
desérdenes de plegamiento como la respuesta a proteinas mal plegadas (gen Hacl) y
ERAD.

e La informacion obtenida en el presente trabajo impacta directamente en el disefio de

procesos mas eficientes para la produccién de proteinas recombinantes en P. pastoris.
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ANEXO |

Para realizar el célculo de la expresion relativa de los genes en estudio, se tomo
el método de la 2724¢T (Livak et al., 2001), el cual calcula la cantidad de blanco,
normalizado a un control enddégeno y relativo a un calibrador. Corrigiendo la formula de
la 272A¢T para incluir en el calculo los valores de las eficiencias de amplificacion
obtenidas para cada gen y los factores de dilucion de los DNAc empleados en los
ensayos de gPCR, se obtiene la siguiente ecuacion:

XN,q FDX,q(]- + EX)_(CT'X.Q) ' FDR,q (1 + ER)_(CT'R"Z)
XN,Cb FDX,Cb (1 + Ex)_(CT,X,Cb) ' FDR,Cb(l + ER)_(CT,R.CD)

Ecuacién 1. Calculo de la expresion relativa incluyendo eficiencias de amplificacion y factores

de dilucion.

Origen de la formula: La ecuacion que describe la amplificacién exponencial de la PCR
es:

X, =X, X (1+E)"

Ecuacion 2. Amplificacion exponencial de la PCR.

Donde:

X,,= numero de moléculas blanco en el ciclo n
X, = numero inicial de moléculas blanco

Ex= eficiencia de amplificacion del blanco

n= numero de ciclos

El ciclo umbral (Cy) indica el numero fraccional del ciclo en el cual la cantidad de
blanco amplificado alanza un umbral especifico, asi,

Xr =X, X (14 Ex)‘Tx = Ky

Ecuacién 3. Amplificacion exponencial de la qPCR para las moléculas blanco.

Donde:

Xp= valor de umbral de fluorescencia de las moléculas blanco
Cr x= ciclo umbral de la amplificacion del blanco

K= constante

También se realiza una ecuacion similar para las moléculas empleadas como
normalizadoras o de referencia:
RT = RO X (1+ER)CT'R = KR

Ecuacién 4. Amplificacion exponencial de la gPCR para las moléculas de referencia.

Donde:
R;= valor de umbral de fluorescencia para las moléculas de referencia
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R,= numero inicial de moléculas de referencia

E= eficiencia de la amplificacion de las moléculas de referencia

Cr r= ciclo umbral de la amplificacion de las moléculas de referencia
Kgr= constante

Ya que todas las muestras blanco deben ser normalizadas, se divide X, entre Ry
resultando la siguiente expresion:

Xr Xy X (1+Ex)T* Ky
Rt Ry, X (1+ER)TR K
Ecuacion 5. Division de la amplificacion exponencial de la gPCR de las moléculas blanco

K

(Ecuacion 3) y de referencia (Ecuacion 4).

Despejando:
o Xo  Xpx (L+ER)STR K (1 + ER)Crr
N7 Ry, T Rpx (L4 Ex)tx 7 (14 Ey)Crx
Ecuacion 6. Normalizacion de las moléculas blanco.
Donde:

Xy = X,/R,= la cantidad normalizada de blanco

El siguiente paso es dividir X, de cualquier muestra (q) por la X,y de la muestra
calibradora (cb):

Xoq Xrq X (14 Eg)‘TRa
Xvg  Roq  RpgXx (1+Ex)‘Txa

XN,Cb B XO,Cb - XT,Cb X (1 + ER)CT,R,cb
Rocb  Rpgp X (1 + Ex)Crxe

Ecuacién 7. Division de las moléculas blanco normalizadas entre las moléculas calibradoras

normalizadas.

Dado que a un mismo umbral de fluorescencia X7 ,=Xr 5, €ntonces:

Xng _ (A4 ER)CTRa X (1 4 Ey)CTxcb
Xneo (14 Eg)°TRer x (1 + Ey)CTxa

Ecuacion 8. Division de las moléculas blanco normalizadas entre las moléculas calibradoras

normalizadas sin los valores de umbral de fluorescencia.

Simplificando:
1+ EX)—(CT,X,q— CT,x,cb)
(1+ ER)_(CT,R,q_ CTRcb)
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Ecuacion 9. Ecuacion 8 simplificada.

Otra forma de representar la ecuacion:

1+ EX)—(CT,X,q— CT x.ch) 3 1+ EX)_(CT,X,q) . 1+ ER)_(CT,R,q)
(1+ ER)_(CT,R,q_ CTReb) (1+ EX)—(CT,X,cb) ' 1+ ER)—(CT,R,cb)

Ecuacion 10. Ecuacion 8 simplificada.

Por dltimo, se incluyd en la ecuacion la correccion de las diferentes diluciones de los
DNAc empleados para los ensayos de gPCR:

Xoq  IDxgq
Xng _ R, q y FDg 4
XN,cb - Xo,cb FDX,cb
Ro,cb FDR,cb

Ecuacién 11. Multiplicacién de la ecuacion 8 por los factores de dilucion empleados en los

ensayos de qPCR.

Donde:
FDy ,= Factor de dilucion de la molécula blanco en cualquier muestra

FDg 4= Factor de dilucion de las moléculas de referencia en cualquier muestra
FDy .= Factor de dilucion de la molécula blanco en la muestra calibradora
FDy, .= Factor de dilucion de las moléculas de referencia en la muestra calibradora

Multiplicando por lo factores de dilucion:

Xng | +E) " Crxa (1 +E)"(rrad|  FDyy X FDgep
= - X
XN cb (1+ EX)_(CT,X,cb) 1+ ER)—(CT,R,cb) EDycp X FDgg4

Ecuacién 12. Multiplicacién de la ecuacion 8 por los factores de dilucion empleados en los

ensayos de qPCR.

Resultando la ecuacion para el calculo de la expresion relativa como la programada en la
plantilla de trabajo de Excel:

Xng _ FDxq(1+ Ey)~(Txa) ~ FDpq (1 + Eg)~(CTRa)
XN cb B FDy (1 + EX)—(CT,x,cb) ) FDp p(1+ ER)_(CT.R.Cb)

Ecuacion 1. Célculo de la expresion relativa incluyendo eficiencias de amplificacion y

factores de dilucion.
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ANEXO 11
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Figura 1. Electroferogramas del RNA total de los 5 tiempos de induccion de

los cultivos CM2 y CM3. Los dos picos altos corresponden a los RNA

ribosomales 18S y 26S,

respectivamente. El Gltimo electroferograma

(Ladder) corresponde al marcador empleado por el equipo bioanalizador

para determinar el tamafio molecular de los picos de RNA.

171



[FUI— CPI-MO  rmy) CPIML Ry CP1-M2

20
> 10 I
0 0 0
T | 5% Dot g | T T | L T T L L T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 Int] 25 200 1000 4000 [nt]
o CPIM3  [Fy) CPIM4 ) tadder
20 7] 2l
10 10 20 L
0 0 1 0 A ‘-
] | R A | ] ] ] | S WL I L] T
25 200 1000 4000 [nt] 25 500 4000 [ne] 25 zoo 1000 4000 [nt]
IFUI CP2-M0  TFU cP2 M1 Ul . cP2-m2
200- 1 = | |
100 4 i
100 ==} )
hj I |
0 o A 04—t AN
T | TR B ) T 1 S8 B 1 1 | AR AL Rl 1 =
25 200 1000 4000 Tl 3 S0 2000 [ne] 5 50 4000 ne]
[FU] CP2M3 oy cP2-Me  [Fy) Ladder
50— =
20 |
. i LA
gl o s u’\_
] | B R R | I > T TiT 177 1 I L 0 R B
25 500 4000 [ne] 5 500 4000 2] 25 200 1000 4000 [rt]
[FU] CPI-M0  1Fy; CPI-ML (Y] CP3-M2
20
20 10
104 104 l
0 0 - . 0
1 | R O | 1 . ] | B3 G 1 = I L= i=—l I R
25 500 4000 [n] 25 200 1000 4000 [re] 25 200 1000 4000 :_m]
(FU) CPIMI [y CPIM4  [FU]
20
—4 1 —
10 A 10 | 0 L Im
8 o 0__L
1 | A XA AL Ll = ] | N3 A ) 1 % ,
% 500 4000 i) 25 200 1000 4000 i) 25 200 1000 4000 e

Figura 2. Electroferogramas del RNA total de los 5 tiempos de induccion de
los cultivos CP1, CP2 y CP3. Los dos picos altos corresponden a los RNA
ribosomales 18S y 26S, respectivamente. El ultimo electroferograma
(Ladder) corresponde al marcador empleado por el equipo bioanalizador

para determinar el tamafio molecular de los picos de RNA.
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Figura 3. Correlacion de los valores del ciclo umbral (Cy) respecto al

logaritmo de la cantidad equivalente de RNA, obtenida a partir de las curvas
de amplificacion de los genes KEX2, AOX2, PEP4, PRC1, PRB1 y YPTL,
generadas a partir diluciones seriadas del DNAc correspondiente al tiempo

de 68 h de induccion con metanol del cultivo CM1.
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Figura 4. Correlacion de los valores del ciclo umbral (Ct) respecto al
logaritmo de la cantidad equivalente de RNA, obtenida a partir de las curvas
de amplificacion de los genes KAR2, G6PD, GAP y FTEII, generadas a
partir diluciones seriadas del DNAc correspondiente al tiempo de 68 h de
induccion con metanol del cultivo CM1.
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Figura 5. Curva de disociacion para los genes en estudio expresada como la
derivada de la fluorescencia respecto a la temperatura. Se observa un solo
pico de emisién de fluorescencia. Cada linea representa los DNAc
empleados los cuales fueron sintetizados a partir de las muestras de RNA del
tiempo de 0 h de induccién con metanol del cultivo CM2 (derecha) y el
tiempo de 30 h de induccién con metanol del cultivo CP3 (izquierda)
empleando SYBR green.
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ANEXO 111

Tiempo (h) Peso himedo CM1 (g/L) Peso himedo CM2 (g/L) Peso himedo CM3 (g/L) X 5 CV% I Tiempo (h)
0 90.8 89.1 89.1 " ga7 | 10 11 0
7 84.3 89.1 893 " g5 7 2s 3.3 7
19 85.5 90.3 93.1 " a1z 7 6a 7.0 19
21 84.5 90.2 89.1 " g3 | 30 3.4 21
30 101.6 79.7 923 " 912 7 nop 121 30
a2 102.5 94.6 1083 " 18 | 69 6.8 12
a7 102.5 1095 1083 " 1we7 | 38 3.5 47
56 118.2 119.2 1045 " oo 7 a2 7.2 56
68 121.7 128.2 106.1 " sy | na 9.6 68
Tiempo (h) Peso himedo CPL(g/L) Pesohumedo CP2(g/L) Pesohimedo CP3 (g/L) X S CV% I Tiempo (h)
0 36.4 29.2 842 " @6 | 25 2.9 0
4 87.9 87.5 847 " 87 | 17 2.0 1
21 88.1 91.4 89.2 : 895 : 17 1.9 21
30 83.2 88.1 95.1 Toms | 6o 6.8 30
22 84.2 83.8 83.1 83.7 06 0.7 2
a7 83.5 811 80.4 : 8L7 : 16 2.0 47
68 70.0 65.2 689 68.0 25 3.7 68
Figura 1. Tabla de Microsoft Excel con los valores correspondientes a la
densidad celular en peso himedo de los cultivos CM y CP.
Tiempo (h) Secrecion CM1 (%) Secrecidn CM2 (%) Secrecidn CM3 (%) X S CV%
0 76.4 716 70.3 T 28 32 4.4
7 77.3 183 67.1 "5 7 144 2.3
19 74.3 80.4 73.2 " w0 7 3m 5.1
21 73.9 98.2 77.2 "omma 7 o132 15.9
30 83.7 91.0 91.8 " 83 | as 5.0
a2 836 52.3 50.3 " om0 7 a7 5.3
47 86.5 86.3 91.5 " 81 " 29 3.3
56 885 87.1 88.8 " 81 | 10 11
58 87.1 87.2 88.0 " s74 7 05 0.6
Tiempo (h) Secrecidn CP1 (%) Secrecion CP2 (%) Secrecion CP3 (%) X S V%
0 74.3 69.3 77.2 T me | 40 5.5
4 0.0 75.8 73.1 " w3 " 35 45
21 77.3 72.4 63.2 "o T o7 10.1
30 703 70.7 71.2 " 07 7 oa 06
12 63.8 64.7 61.6 " &4 7 16 25
47 62.0 6.4 51.8 " o7 7 os1 9.0
68 56.3 59.1 53.3 " 53 7 29 5.2
Figura 2. Tabla de Microsoft Excel con los valores correspondientes a la
secrecion de fitasa (%) determinada por ELISA de los cultivos CM y CP.
Tiempo (h) Proteasas CM1 (mU/L) Proteasas CM2 (mU/L) Proteasas CM3{mU/L) X 5 CV%
0 4.7 42 2.9 " 39 09 23.9
21 3.1 42 6.8 Toar T 1 41.0
30 5.0 9.7 14.4 " o977 a7 48.8
47 7.6 5.4 12.0 " o83 " 34 40.7
58 117 13.4 15.4 " o135 "7 18 13.5
Tiempo (h) Proteasas CP1{mU/L) Proteasas CP2 (mU/L) Proteasas CP3 (mU/L) X S CV%
0 5.6 43 3.7 T 45 10 2.4
21 37.1 34.6 9.6 " ma " 80 19.9
30 332 36.9 64.8 T 38.3
47 64.8 70.8 68.3 " o " 30 45
68 57.6 56.6 54.1 " osea1 7 o1s 3.2

Figura 3. Tabla de Microsoft Excel con los valores correspondientes a los

valores de proteasas extracelulares de los cultivos CM y CP.
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Tiempo (h) Actividad CM1 {U/mL) Actividad M2 (U/mL) Actividad CM3 [U/mL) X 5 V%
o 46855.7 44883.3 56819.6 45520.8 6397.7 12.9
7 55116.2 47245.0 82417.5 61593.0 18455.3 30.0
19 130762.8 72445.1 182261.0 128485.6 54543.2 42.8
21 126114.6 150362.5 208603.9 161693.7 42396.0 26.2
30 175064.0 194127.8 241134.7 204775.5 32376.3 15.8
42 221147.2 283348.2 25934592.0 265995.8 39165.8 14.7
a7 265420.3 332117.9 351788.1 316442.1 45267.5 14.3
56 317758.3 507691.4 521021.3 4488237 113701.5 25.3
[ 645896.6 671523.8 703462.8 675094.4 26523.5 4.0
Tiempo (h) Actividad CP1(U/mL) Actividad CP2 (U/mL) Actividad CP3(UfmL) X 5 V%
1] 45301.1 24656.4 35645.4 35215.6 10308.2 29.3
4 45147.3 25860.3 35079.0 3B655.5 11727.4 32.0
21 52855.4 38654.4 46670.8 46060.2 7120.2 15.5
30 59103.5 55200.7 51524.1 73276.1 22397.3 30.6
42 857304 74445.6 734283 75202.8 5131.5 115
47 101872.6 86288.0 786311 88563.5 11898.6 134
68 100060.8 86818.5 50115.2 52331.5 6853.7 7.5
Figura 4. Tabla de Microsoft Excel con los valores correspondientes a los
valores de produccion total de fitasa de los cultivos CM y CP.
CM I Tiempo (h) CM1 CM2 CM3 X ] CV%
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.0
7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 15.0
19 0.2 0.2 0.2 0.2 0.0 4.3
21 0.2 0.2 0.2 0.2 0.0 4.3
30 0.4 0.4 0.4 0.4 0.0 3.9
a2 0.7 0.7 0.7 0.7 0.0 4.5
a7 0.8 0.8 0.7 0.8 0.1 6.8
56 1.0 1.0 0.8 0.9 0.1 8.1
68 1.5 1.6 1.3 1.5 0.1 9.8
cp Tiempo (h) CP1 CP2 cP3 X 5 V%
0 0.00 0.00 0.00 0.0 0.0 87.3
4 0.01 0.01 0.01 0.0 0.0 17.0
21 0.02 0.03 0.03 0.0 0.0 2.3
30 0.03 0.04 0.05 0.0 0.0 29.0
42 0.0 0.05 0.08 0.1 0.0 29.7
47 0.05 0.05 0.08 0.1 0.0 28.4
68 0.08 0.08 0.13 0.1 0.0 29.8

Figura 5. Tabla de Microsoft Excel con los valores correspondientes a los

valores de consumo de metanol de los cultivos CM y CP.
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Anexo IV

PREPARACION DE SOLUCIONES

Medio YPD. Pesar 20 g de peptona, 10 g de extracto de levadura, disolver en 900
mL de agua bidestilada. Esterilizar por autoclaveado 20 minutos a 15 Ib/pulg2,
121°C. Dejar enfriar y por separado agregar 100 mL de solucion 10 XD.

10 XD (Glucosa 20%). Disolver 20 g de glucosa en 100 mL de agua destilada,
esterilizar por filtracion. Almacenar a 4°C.

Buffer de fosfatos 1M, pH =6. Disolver 1.03 g de K2HPO4 y 12.8 g de KH2PO4 en
80 mL de agua destilada, ajustar el pH con H3PO4 o con KOH, aforar a 100 mL y
esterilizar 20 minutos a 15 Ib/pulg2 a 121°C. Almacenar a temperatura ambiente.
500X B. (Biotina 0.02%). Disolver 20 mg de biotina en 100 mL de agua destilada,
esterilizar por filtracion y almacenar a 4 °C.

10X G. (Glicerol 10%). Mezclar 100 mL de glicerol con 900 mL de agua destilada.
Esterilizar por filtracion o autoclave. Almacenar a 4°C.

10X YNB. (Base de levadura nitrogenada con sulfato de amonio y sin aminoacidos
13.4%) Disolver 134 g de YNB en 1000 mL de agua destilada, esterilizar por
filtracion. Almacenar a 4°C

YPD. (Peptona 2%, extracto de levadura 1%, dextrosa 2%). Disolver 20g de
peptona, 10g de extracto de levadura en 900 mL de agua destilada, esterilizar 20 min
a 15 Ib/pulg2 a 121°C, dejar enfriar y agregar 100 mL de 10 XD. Almacenar a 4°C.
BMGY (Peptona 2%, extracto de levadura 1%, 1.34% de YNB, 100 mM de buffer
de fosfatos, 4x10-5% de biotina, glicerol 1%). Disolver 10 g de extracto de levadura,
20 g de 50 peptona en 700 mL de agua destilada. Esterilizar en autoclave por 20
minutos y enfriar a temperatura ambiente. Agregar por separado las siguientes
soluciones y mezclar: 100 mL de buffer de fosfatos 1M pH=6.0, 100 mL de YNB
10X, 2 mL de biotina 500 X y 100 mL de glicerol 10X. Almacenar a 4°C.

SBG-50 (Sales basales suplementado con glicerol 50 g/L). En un vaso de
precipitados de 100 mL, pesar 1.86 g de CaSO4..2H20, 8.32 g de KOH, 29.80 de
MgSO04+7H20 y 36.40 g de K2SO4, y disolver en 1 litro de agua y 53.4 mL de
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H3PO4 empleando una jarra de 5 litros (observar que la solucién se vuelva
transparente). Pesar 100 g de glicerol en un vaso de precipitados de 200 mL y afadir
a la solucién anterior para su disolucién. Medir con la ayuda de una probeta de 250
mL un volumen de 1 litro de agua, enjuagar el vaso de precipitados que tenia el
glicerol y agregarla a la solucidn anterior, continuar agitando hasta que la solucion
tenga una apariencia homogénea y traslucida.

Sales en trazas (PTM1). Se empled una solucion preparada por Invitrogen
(Fermentation PTM1 Trace Salts, Cat. No. Q300-12) que contiene las siguientes
sales: CuSO4 24 mM, Nal 0.53 mM, MnSO4 19.87 mM, Na2MoO4 0.83 mM,
H3BO3 0.32 mM, CoCl2 2.10 mM, ZnCI2 0.15 mM, FeSO4 0.23 mM y biotina 0.82
mM. Esta solucion se esterilizé por filtracion y se almacené a 4°C en alicuotas de 12
y 6 mL hasta su uso. Siempre que se empled esta solucion se adiciono el mismo
volumen de biotina 500X recién preparada.

Reactivo de Coomassie. Disolver 100 mg del colorante azul brillante de Coomassie
G-250 en 50 mL de etanol al 95%. Agitar vigorosamente. Agregar 100 mL de &cido
fosférico al 85%. Mezclar vigorosamente por 20-30 min. Llevar a 1 L con agua
destilada, agitar por 20-30 min vy filtrar con papel Whatman no. 1 para eliminar el
colorante no disuelto. Guardar el reactivo en un frasco oscuro a 4°C.

Solucién de albdmina sérica bovina (50 Rg/RL). Pesar 5 mg de ASB en un matraz de
aforacion de 5 mL y aforar con agua destilada (ASB 1 Ug/UL). Colocar 250 UL de

esta solucion en un matraz de aforacion de 5 mL y aforar con agua destilada.
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