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CAPITULO I

MNTROD UCCION.

La Microbiologfa Aplicada es la rama de la Biologfa que implica el
uso de microorganismos (células enteras o parte de ellas, como las enzimas)
para la obtencién de productos de interés prdctico a partir de sustratos -
sencillos, )

Siguiendo este enfoque de la Microbiologfa, nuestro grupo de trabajo
tiene como interés especifico el estudiar la posibilidad de obtener el ami -
nodcido esencial L-triptofano como un subproducto en la obtenci6n de orote-
ina unicelular a partir de levaduras,

Nuestro interés por ese aminodcido esencial se debe a que, actualmen-
te, sus procesos de produccidn son ineficientes (39 ) y también a que es -
un metabolito de importanéia prdctica relevante en la industria alimenticia
y en la medicina ( 39 ).

Ademis, el triptofano fue el primer aminodcido que probd ser esencial
para la nutricifn animal (a pesar de que su requerimiento equivale a la ---
quinta parte de lo que se necesita de otros aminodcidos esenciales) y se edf
cuentra en bajas concentraciones en vegetales y cereales de consumo animal -

y humano ( 21 ).



Todas estas causas han elevado su costo, de tal manera que,su utiliza-
cién es muy limitada ( 39 ).

Si este costo de produccién bajara significativamente, en el futuro se
promoverfa, de una forma importante, su uso tanto en las industrias mencio-
nadas como en otras dreas de interés prdctico,

Buscando nuevas posibilidades para producir L-triptofano a bajo costo,
se pretende obtenerlo como un subproducto en la obtenci6n de proteina uni--
celular y de esta manera, al explotar simultdneamente estos productos en la
misma fermentacidn, abatir sus costos de produccidn.

E1 modelo biol6gico q:e se utiliza para este fin en nuestro grupo, es-

1a levadura denominada Hansenula polymorpha. La cepa de que partimos fue --

aislada del suelo por Levine y Cooney en 1972, por su capacidad de utilizar
m etanol como dnica fuente de carbono ( 25 ),

E1 motivo de usar esta levadura para producir proteina unicelular es,
fundamentalmente, el hecho de que puede utilizar fuentes de carbono muy va-
riadas y algunas de eltas de bajo cesto como son las melazas, glucosa, sa-
carosa, etanol,metanol,dcido citrico, etc, ,ademds de ser termotolerante, -
ya que crece hasta una temperatura de 45°C y a valores de pH dcidos, lo -
cual evita el problema de contamimacidn con otros microorganismos ( 25 )'

La estrategia planteada para la obtencidon de triptofano ha sido esen-
cialmente la seleccién de mutantes insensibles a los mecanismos de regula-
ci6n que afectan su biosintesis para, después, canalizar la mayor concen--
tracién posible de dcido corismico (precursor comin de fenilalanina,tiro--
sina y triptofano) hacia la biosintesis especifica de L-triptofano. Este -
d1timo evento implica la seleccién de cepas mutantes para la enzima coris-

mato mutasa, las que como resultado serdn auxétrofas para fenilalanina y ti

rosina, de tal manera que, al bloquear este ca™ino se incremente la produc-



cién de L-triptofano.

E1 trabajo experimental de esta tesis fue enfocado a la segunda parte
de esta estrategia, es decir, al desarrollo de un método de enriquecimien-
de aux6trofos para aminodcidos aromdticos (fenilalanina y tirosina especial

mente), en nuestra poblacidn celular de Hansenula @Ty\_n‘ oggtja.



CAPITULO II

GENERALIDADES.

I, Importancia del triptofano y la proteina microbiana en la nutricion.

Por largo tiempo se pens6 que todas las protefnas -tenfan el mismo -
valor nutritivo, Sin embargo, hoy en dia se sabe que el valor nutritivo
de las diferentes protefnas varia de acuerdo con su qomposicidn de amino
éé%&;;esenciales, los cuales difieren para cada especie animal. Para el
ser humano, son 8 los aminodcidos esenciales: L-fenilalanina, L-isoleuci
na, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-treonina, L-triptofano y L-vali-
na, La falta de estos aminodcidos en la dieta causa desnutricidn y enfer
medad,

Los cereales y las verduras carecen invariablemente de uno o mas ami
nodcidos esenciales y asf tenemos que al trigo es necesario adicionarlie-
lisinay al mafz, lisina y triptofanoj al arroz, lisina, treonina y a las
rafces y leguminosas, metionina, lisina y triptofano,

Estos antecedentes determinan la importancia del triptofano para la in
dustria alimenticia y en Medicina ( 39 ),
Dado que las fuentes convencionales de aminodcidos, como son las pro-

tefnas de origen vegetal y animal no son suficientes para cubrir las nece



sidades que hay de ellos, es necesario buscar fuentes nuevas de alimentos
que puedan suplir estas deficiencias,

Los microorganismos, ademds de producir metabolitos de gran importan-
cia prdctica como son los antibidticoes, vitaminas, aminodcidos, hormonas, -
enzimas, etc., también tienen la potencialidad de ser usados como fuente -
directa de alimentos ya que son especialmente ricos en vitaminas de: grupo
B y su proteina posee una buena concentracidn de aminodcidos esenciales, -
de tal modo que se equipara a protefnas como las del huevo, leche, carne
y pescado ( 9, 21 ).

Los microorganismos que se utilizan con fines alimenticios deben reu
nir ciertas caracteristicas para poder ser consumidos por la especie huma
na (21 ):

1. Deben tener requerimientos nutricionales sencillos, es decir, que
tengan un 6ptimo crecimiento en medios que tengan sdélo una fuente de carbo-
no, una fuente de nitrdgeno y una mezcla basal de sales,

2, Deben crecer rapidamente en sustratos baratos como son las me-

'
lazas, agua de cocimiento de mafz, almidén, celulosa, bagacillo de cana,etc,,
con el fin de obtener una buena produccifn a bajo costo.

3. Las c&lulas deben separarse fdcilmente del medio en que crecen
ya que si los métodos de separacion son diffciles, pueden afectar la tex-
tura y sabor del producto,

4, Deben ser resistentes a las contaminaciones pues €éstas pueden ba
jar el rendimiento de producto o pueden causar enfermedad o intoxicaciones
si los microorganismos son pat6genos para el hombre o producen sustancias-
téxicas

5. Adicionalmente, deben ser cepas estables, cuyas propiedades fi-
sioldgicas y gendticas sean conocidas y manipulables, de tal manera que, -

puedan aprovecharse en la obtenci6n de cepas con mayor cantidad y calidad

mejor en la proteina formada durante la fermentaci6n,



6. Deben usar en una forma eficiente la fuente de energfa en que --
crezcan, para que, evitando los desperdicios, se disminuya el precio de pro

duccidn}
7, Una caracterfstica muy importante, si pensamos que sea consumi-

- dopor diferentes especies animales y por el hombre, es que los microorga-
nismos empleados no tengan propiedades téxicas o alergénicas para sus consu
midores pues estas propiedades causan enfermedades y muerte en ciertos sec

tores de 15 poblaci6én mundial}
Todas estas propiedades enumeradas anteriormente deben contribuir para
que los microorganismos sean una fuente alimenticia econdmica, que esté al -
alcance de cualquier persona que desee adquirirla t 21 )
Las bacterias, hongos y algas rednen en general estas caracteristicas
para la produccidn de protefna, aunque son de especial interés las leyaduras
ya que su contenido de dcidos nucleices es bajo (6-12%) en comparacién con
el de las bacterias (8-16%), 1o que las hace preferibles ya que durante la
degradacién de sus bases pdricas (Adenina y Guanina), se produce gran cantidad
de dcido drico, el cual, cuando estd en exceso en los organismos, se depo-

sita en los mdsculos como cristales y produce la enfermedad 11amada "gota"

(34 ),

2. Generalidades sobre el modelo bioldgico.

E] microorganismo con el que se trabaja en esta tesis es una levadura
del género Hansenula,

Algunas levaduras son Ascomycetes unicelulares que se reproducen ase-
xualmente por gemaci6n, fisi6n binaria o ambas, y ademds producen ascospo--
ras en una asca desnuda que se origina a partir de un cigoto o partenogené
ticamente de una sola c&lula somdticas Se encuentran abundantemente en sus
tratos que contengan azdcares (néctar de flores y en la superficie de algu

nos frutos). También se encuentran en el suelo, en la leche, en las partes

vegetativas de las plantas, etc (1 ),



Las levaduras poseen una pared celular definida que contiene polfme
ros de fructosa (levanas) y manosa (mananas) y un ndcleo pequefio rodeado-
de citoplasma. Poseen una gran vacuola y otras inclusiones embebidas en el
citoplasma) Poseen gran variedad de formas y algunas veces se adhieren en-
cadenas formando un seudomicelio. Son células incoloras que forman colonias
blancas, cremosas y algunas de color café. Sus ascosporas son normalmente-
ovoides y su ndmero es de 4 G 8 por asca aunque se encuentren en otro nd--
mero (1 ).

Hay diferentes géneros de los cuales, el género Hansenula comprende a
todas las levaduras ascospordgenas capaces de asimilar los nitratos y sus-
especies se caracterizan por diferentes propiedades como son la formacién
de una pelicula en medios liquidos, la formacién de un seudomiceiio, por su
complementaridad haploide o diploide y por sus propiedades fermentativas.,
Son levaduras que se reproducen asexualmente por gemacién o por gemacién a
compafiada de formacién de seudohifas o hifas verdaderas, con una o cuatro-
ascosporas por asca y que asimilan el nitrato, Sus esporas son principal --
mente de forma de sombrero y de tipo saturno y son liberadas al madurar, de
las ascas ( 7 ).

La primera especie descrita de este género fue H,anomala, la cual --
forma una pelicula en el medio 1fquido, fermenta diferentes azdcares, for-
ma seudomicelio y produce un éster, Es una especie muy comin y puede ais-
larse de varias fuentes ( 7 ).

H.wingei es una especie no fermentativa, heterotdlica, con esporas -
en forma de sombrero,

H. polymorpha fue descrita por Morais y Maia en 1959 ( 36 ). Son cé-
lulas haploides, elipsoidales o cilfndricas y existen simples o en pares. -
Sus colonias son blancas o rosas, suaves, brillantes, cremosas, enteras; -
Crecen en medios 17quidos sin formaci6n de pelfculas, Posee una sola asca

no conjugada, La conjugacidn de las c&lulas haploides es generalmente en-



tre una célula y su gema o entre células independientes. Las ascosporas son
pequefias, hemisferoidales, o con extremos estrechos hacia abajo. Existen de
1 a 4 esporas por asca, la cual se rompe al madurar las esporas. Estas espo
ras son mds resistentes al calor que las de las otras especies. Sus ascas -
son esféricas o esferoidales’ Fermenta la glucosa y asimila muy diversas --
fuentes de carbono, as! como el KNO3, requiere biotina y tiamina para crecer

Crece a 37°C aunque puede hacerloa temperaturas mayores (25,36 ).

3 , Mutaciones

Partiendo de los recientes avances en Genética Molecular, se sabe en-
la actualidad que el orden de aminodcidos de las proteinas estd especificado
por el ordenamiento de tripletas de mononucle6tidos de un segmento de la mo
1&cula de DNA. La serie de tripletas que codifican para una proteina comple
ta se denomina cistrdn o gen.

E1 orden de los aminodcidos resulta en ocasiones alterado durante la --
sintesis, origindndose una proteina anormal. Tal protefna anormal es gene--
ralmente el resultado de una mutacién. Se produce una mutacién cuando una o
varias unidades mononucleotidicas del DNA que especifican para una cadena -
polipéptida determinada, es quimicamente alterada o bien es el resultado de
una adicién o pérdida de nucledtidos en la cadena. En ambos casos la conse-
cuencia es que el orden normal de las tripletas codificadas por el gen, re-
sulta modificado y con ello ocasiona una alteracion en el orden de 1a4cade-
nau polipeptidica que codifica,

Las mutaciones pueden inducirse mediante el empleo de agentes fisicos y
quimicos,

Desde 1963 se ha trabajado en la elucidacidn de las bases moleculares
de las mutaciones y la forma en que actdan los diferentes agentes mutagéni-
cos, tanto a nivel de microorganismos (bacterias, hongos,etc.,)hasta los -

sistemas mds complejos (como son~ los sistemas de mamiferos). Aunque, has

ta hoy no se ha establecido la relaci6n cuantitativa entre los agentes --



que inducem cambios en un solo gen ( mutaciones puntuales) y los que inducen
alteraciones cromosémicas visibles, si se ha determinado la correlacién en-
tre los agentes fisicos y qufmicos que causan ambos tipos de alteracibn --
(11, 24 ).

La investigaci6n de las mutaciones fue resumida por Drake (11 ) en3
puntos interrelacionados:

1) La deduccién de la configuracién de la regién mutada dentro de =

1a molécula del DNA.

2) Trazar los eventos por los cuales se gbtiene 1a configuracibn-
mutada dentro de 1a molécula del DNA, entendiendo el evento quimico prima
rio y

3) Analizar los efectos de la mutaci6n sobre el fenotipo de la po
blaci6n celular resultante (sistema biol6gico).

En el caso de los microorganismos, la elucidaci6n de ‘las bases mngj
culares de las mutaciones puntuales se ha facilitado por 1a naturaleza del
sistema y por las grandes poblaciones que facilitan tanto el andlisis del-

material genético como el del sitio y extensidn de la alteracién del DNA y
finalmente su efecto en la progenie resultante.

Las mutaciones puntuales se dividen en dos subtipos principales: sus
tituciones de pares de bases y cambios de arreglo. Las sustituciones de -
pares de bases se subdividen en transiciones y transversiones. Las transi
ciones son cambios de una purina por otra purina diferente y/o de una piri
midina por otra pirimidina distinta. Las transversiones son el cambio de -
una purina por una pirimidina y viceversa,

Las mutaciones de cambio de arreglo pueden ser de dos tipos: Delecio
nes y Adiciones. Las deleciones consisten en la pérdida de una o mds ba--
ses, 1o que cambia todo el mensaje posterior al lugar de la mutacién. Las

adiciones consisten en el aumento de una o ms bases con la misma consecuen



cia que las deleciones,

Hay una gran cantidad de sustancias quimicas que causan mutaciones
| puntuales y su modo de acci6n se ha determinado por pruebas microbio-
18gicas,

Los compuestos que producen sustitucidn de bases no pueden revertir
se por compuestos que producen mutaciones de cambios de arreglo ni vice
versa ,

También se producen macrolesiongs qee se detectan por medios cito-
gendticos como las deleciones, duplicacidn de cromosomas y transposicdgf
nes, siendo estas d]timas las que tienen un efecto citogendtico mds sig
nificativo, pues las deleciones generalmente conducen a células no via-
bles .

Para que una mutacidn se exprese en un fenotipo alterado, el tipo -
de la mutacidn y su extensidn deben ser tan importantes que causen cam-
bios muy grandes en la protefna para la que codifican, Esta expresion-
final de la mutacién dependerd también de la habilidad de la célula pa-
ra reparar el dafio causado en el DNA, en el cual la célula, por medio -
de 1a DNA polimerasa sintetiza el pedazo de DNA adecuado para sustituir
al DNA mutado y por medio de una endonucleasa que reconoce al pedazo de
DNA "dafiado" To Tibere de la cadena normal de DNA. Cuando este mecanis-
mo de reparacidn ( el cual varfa segin la especie) falla, es decir, cuan
do 1a endonucleasa es empleada en forma incorrecta, puede conducir a -
mutaciones ; puntuales en e] sitio dafiado del DNA ( 24 ).

E] modo de accidn de algunos agentes mutagénicos se encuentra en la

Tabla 1.



TABLA I

MODO” DE ACCION DE ALGUNOS AGENTES MUTAGENICOS ( 24 ).

CAMBIO QUIMICO

CAMBIO MUTAGENICO

AGENTE

Alteracion de bases
(cambio qufmico en
las bases del DNA por
accign directa del mu
tdgeno]

Sustitucidn de bases

(incorporacién de an§
logos de bases)

Remocidon de bases
(formacidn de sitios

apurfnicos)

Formacién de dfmeros
de Timina

Insercién de materia-
ies en el DNA

Entrecruzamiento -de las
cadenas del DNA

Transicifn

Transicion

Transversidn

Bloqueo de la Du~
plicacidn

Delecibn o Adici6n
Transposiciones

Deleciones o Adicio
nes,Transposiciones

Hidroxilamina,
Metan-sulfonato
de etilo, N-net
ti1-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina
Acido nitroso.

Bromouracilo

Metan-sulfonato
de etilo.

Agentes fisicos-
como luz UV y ra
diaciones,

Proflavina
ICR 170

Acido nitroso,ga
ses mostaza azu=
frados y nitroge
nados,



CAPITULO III
ANTECEDENTES DEL PR O Y ECTO,

1, Produccidn de triptofano,

Como se mencion6 anteriormente, nuestro grupo estd interesado en
1a obtencidn de L-triptofano como un subproducto en la produccidon de pro
tefnaaunicelular a partir de levaduras.

La obtencién de cepas hiperproductoras de este aminodcido se plan-
te6 esencialmente por dos caminos secuenciales:
lf La obtencién de cepas resistentes a andlogos del triptofano,
como son el 6 fluorotriptofano, 7 azatriptofano, 5 metiltriptofano,y 7-
metiltriptofano, etc,, y,

2, La obtencidn de cepas que tengan afectada su corismato mutasa,
en forma tal, que requieren parcialmente fenilalanina y tirosina para --
crecer) _

E] primer paso se basa en las propiedades que presentan los andlogos
de los aminodcidos, de competir con el aminodcido por el sitio activo de
ciertas enzimas regulatorias de su biosfntesis sobre las que el aminod-
CidO' actda como regulador negativo, es decir, retroinhibe y/o reprime -
su sintesis ( Fig, 1 )}

Los andlogos no pueden ser usados en la sintesis de proteinas, pues



1a aminoacil t-RNA sintetasa no los reconoce por ser una enzima muy es-
pecifica ( 28 ).

Los andlogos actdan sobre las enzimas regulatorias, 1os que no son
tan especificas para su regulacion por producto, sino que sustancias pa
recidas a &ste, actdan sobre ellas de una forma similar a la del produc-
to mismo, La antranilato sintetasa es una enzima de este tipo y los and
logos - del triptofano actdan sobre ella, inhibiéndola, lo que no permite
]a biosTntesis del triptofano, esencial para la sintesis de protefnas y
la célula no puede crecer,

Es por esto que la cepa silvestre no crece en presencia de estos and
logos del L-triptofano. Cuando una célula se hace resistente a su efecto
es decir, es capaz de crecer en un medio que contenga al andlogo, se deno

mina Mutante regulatoria,

Para la obtencién de las mutantes regulatorias se requiere inocular
la cepa silvestre, después de mutagenizarla, en un medio que contenga un
andlogo del triptofano, de tal manera,que sepuedan seleccionar las cepas
resistentes , Mutantes con estas caracteristicas, resistentes a 6 fluoro--
triptofano y 7 azatriptofano han sido recientemente aisladas en nuestro
laboratorio (M.E. Flores y S.Sdnchez. Artfculo en preparaci6n), Como re-
sultado de este evento mutacional, algunas de ellas fueron capaces de hi
perproducir y excretar L-triptofano al medio de cultivo, En la actuali--
dad , se exploran las caracterfisticas regulatorias de la enzima antrani-
lato sintetasa en dichas mutantes.
Este mismo efecto se ha reportado en el caso de andlogos de otros a
minodcidos, los cuales se hiperproaucen al perder su efecto regulador so
bre las enzimas de su propia biosintesis ( 19,20 ),

Adicionalmente, en el 2o0. paso y motivo de esta tesis, se piensa ca

nalizar la mayor cantidad del &cido corfismico formado por la célula hacia



la bios fntes isdel L-triptofano para mejorar importantemente su produccidn
Para este caso, se plantea la posibilidad de afectar por mutacion,
en forma total o parcial, la actividad de la enzima corismato mutasa, la
cual utiliza el cido corismico como sustrato, al igual que la antranila
to sintetasa - S1 se obtienen este tipo de mutantes a partir de una mutan
te regulatoria, se podrfa predecir que al aumentar la disponibilidad del
4cido corfsmico para la enzima antranilato sintetasa, aumentaria aln mas
la produccidn de L-triptofano.

Dado que la utilizaci6n del &cido corismico por 1a enzimé corismato
mutasa permite la formacidn de dcido prefénico, precursor comin a la bio-
sintesis de fenilalanina y tirosina ( Fig, 1 ), es claro que mutantes --
con actividad de corismato mutasa afectada total o parcia]mehte requeri-
rd4n también total o parcialmente de dichos aminodcidos, Con estas bases
decidimos enriquecer nuestra poblacidn celular previamente mutagenizada
para dichos aux6trofos, es decir, decidimos buscar auxv.rofos para fenil

alanina y tirosina,

En los d1timos afios se han buscado mé&todos para enriquecer 1a pobla
cidn de aux6trofos y as? tenemes que en 1948, Dayis desarrol16 un método
para enriquecer la poblacidn de auxdtrofos en bacterias mediante el uso -
de penicilina ( 8 ), Este método es muy dtil en el caso de bacterias pe-
ro no resulta adecuado para el caso de hongos ( 29,30,33 ). En 1959, Moat
y Peters hicieron 10S primeros intentos para usar los efectos antifunga
les de los antibidticos poliénicos en Ta seleccidn de mutantes auxotrd-
ficas-en levaduras ( 20 ),

Este tipo de antibi6ticos tienen la propiedad de formar complejos -
con los esteroles de la membrana celular provocando cambios considerables
en la permeabilidad y su accifn selectiva es especialmente fuerte duran-

te e] aumento de la actividad metabdlica de la célula ( 10,22,23 )



FIGURA I

ESQUEMA DE BIOSINTESIS DE LOS AMINOACIDOS AROMATICOS EN

Saccharomyces cerevisiae ( 26 ).
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Esto permite su aplicaci6n en la selecci6n de células auxotrdficas
de hongos.

Los antibidticos poliénicos han dado resultados positivos cuando se
usan para seleccionar mutantes auxotrdficas en levaduras (5033 835 i
guiendo un esquema de enriquecimiento similar al usado con la penicilina.
La nistatina es un antibi6tico poliénico que ha servido en la seleccidn
de todo tipo de aux6trofos en levaduras.

E1 esquema que se sigue normalmefte para el enriquecimiento por la
mayorla de los investigadores que buscan obtener una poblacidn especifica
de aux6trofos en bacterias y levaduras es el siguiente:

Crecimiento.

\
Mutagénesis

\
crecimiento en medio completo ( M.C.)
[

deplecidn de nitrdgeno

crecimiento en medio minimo (MM) + NHg"

Tratamiento con penicilina (bacterias) o

Nistatina (hongos) y seleccidn en M.C.

Las células, despues de la mutagénesis se ponen en M.C. 1iquido con
el fin de que se expresen fenot{picamente 13s mutaciones inducidas y para
“fijar' 1a mutacidn ( muy importante en el caso de levaduras, que tienen

1a capacidad de comportarse como diploides y como haploides),
Se depletan entonces de nitrdgeno con el fin de que todas las cepas

agoten sus pozas de metabolitos acumulados.
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Una vez hecho esto, se crecen en MM con el fin de que la cepa Sl
vestre empiece a reproducirse y es entonces cuando se adiciona el antibid
tico, el cual elimina a todas las células que tienen capacidad de crecer
dejando asi solo la poblacién de cBlulas auxdtroficas, que no crecen.
Posteriormente, se permite que Tes auxdtrofos crezcan en un medio
completo y se procede a la determinaci6n de su requerimiento nutricional
(pruebas auxanogradficas),
Este tipo de enriquecimiento sirve para la seleccion de aux6trofos
que dificilmente se aislan en una poblacidn mutagenizada, como es el ca
so de algunos auxdtrofos de histidina, de aminodcides aromdticos, etc.,
Asimismo es dtil para realizar estudios metdbdlicos y para la producci6n
de algunos metabolitos secundarios que sean de interés prdctico, Es impor
tante mencionar que el tiempo de tratamiento en cada caso, varfa de acuerdo
al microorganismo usado, aunque en general, puede decirse qee para bacte-
rias , estos tiempos son mds cortos,
Cuando el enriquecimiento con nistatina fue practicado en la levadu

ra Hansenula polymorpha se encontrd que un 99% de los auxdtrofos obtenidos

requerfan! bases pdricas o pirimtdicas (S. S&nchez y A.L. Demain. Eur, J.
of Applied Microbiol, sometido para publicacién), caracterfstica que tam-

bién ha sido encontrada en Aspergillus nidulans durante el enriquecimiento

de auxdtrofos con el antibidtico N-glucosilpolifungina ( 3 ).
En la presente tesis serd descrito el enriquecimiento obtenido para
auxdtrofos de fenilalanina y tirosina, al combinar el efecto de nistatina
con un medio que especificamente inhibe el crecimiento de auxétrofos de Bk

rosina en la levadura Hansenula polymorpha.
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CAPITULO  1IV.
MATERIAL Y METODOS.

1. Microorganismos,
E1 modelo bioldgicocque se usa en este estudio es la Tevadura ----

ﬂgnsggula polymorpha que fue aislada por Levine y Cooney, en 1972, a par
tir del suelo, por su propiedad de utilizar metanol como Gnica fuente de
carbono y energta para crecer ( 25 )

La cepa 6 FTR es una mutante regulatoria, seteccionada en el labora
torio recientemente a partir de la cepa silvestre por su propiedad de re
sistir la inhibicidn del crecimiento provocada por la presencia en el me
dio de cultivo de 100 ug/ ml de 6 fluorotriptofano, andlogo del aminodci
do esencial L-triptofano,

La cepa BT-1 es un auxdtrofo para el aminodcido L-tirosina, aislado
a.partir de la cepa silyestre, por el Dr, Sergio S&nchez en el Instituto

Tecnoldgico de Massachusetts en 1975,

2, Condiciones de cultiyo.

a) Medios

Para el crecimiento de la levadura Hansenula polymorpha se utiliza-

ron b&sicamente dos medios, uno de los cuales es un medio complejo, deno-

minado M,C, y que estd compuesto por:



Extracto de Levadura 1%
Peptona 2%
Glucosa 2%
E1 otro medio es un medio minimo definido (Tabla 2), denominado M.M., y -
que corresponde basicamente al reportado por Fink en 1972 (12).
Durante Ta caracterizacién de mutantes auxotréficas, el medio MM se su -

plementa respectivamente con 1- aminodcidos,

TABLA 2

COMPOSICION DEL MEDIO MINIMO PARA Hansenula polymorpha. (12).

So]ucién(:) So]ucién(:>

Vitaminas y Elementos Solucion Reguladora de

Huella, Fosfatos.
MgS04. 7 H2o 50g KH2P04 87.5 g
NaC1l 10a K2HPO4 12.5. ¢
Tiamina 40mg H20 bidesti-
Biotina 0.2mg lada c.b.p. 1k Gk
FeCL3., 6 H20 5 mg
ZnS04 7 H20 7 mg
H3B03 1 mg Solucién (3)
CuS04., 5 H20 1 mg
K1 1 mg CaCl2. 2 H20 10 g
H20 bidestilada H20 bidestilada

C.b.pis 1 1ts c.b.p. 1 IEs
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Para el medio M.M. se usa cada solucidn al 1%

Glucosa al 1%
(NH 4)2 SO 4 0.1% (MM-N)
Prolina 200 Vg/m] (MM-P)

( 100 rg/ ml ), bases nitrogenadas (25 Pg/ ml ) o con 0.2% de casaminodcidos.

Las vitaminas se utilizan en las siguientes concentraciones finales:

Biotina

Ac. pantoténico

Ac. Folico

Inositol

Niacina

Ac. p-aminobenzoico
Piridoxina
Riboflavina

Tiamina

2 pg/ ml
400 Hg/ ml
2 pg/ m
2 Pg/ ml
400 }Jg/ ml
200 Pg/ ml
400 Fg/ ml
200 Pg/ ml
400 }:g/ ml

Para la preparacidn de placas, los medios se solidifican con Bacto-agar -

al 1.5%. Después de esterilizar el medio es afiadido a cajas de Petri (25 ml/ -

caja).

Todos los medios se esterilizan en el autoclave a 2.5 atmdsferas de pre -

sidn por 25 minutos. Las bases nitrogenadas se esterilizan en solucidn por se-

parado del medio. Las vitaminas y la tirosina se esterilizan por filtracidn en

filtros millipore 0.45 r tipo HA estériles.

b) Stocks

Las cepas se mantienen en tubos de ensayo de 13 x 100 con tapdn de rosca-

con 3 ml de M.C, s6lido e inclinado. Se inoculan por estria y se incuban a 37°

C durante 24 horas.



La cepa BT-1 se mantiene en tubos de MM-N suplementado con L- tirosi-

na (100 Vg/m]). Se inocula por estria y se incuba a 37°durante 48 horas.
c) Preparacién del Indculo

Para la inoculacidn del medio 1iquido se toma una asada del stock co-
rrespondiente y se resuspende en 10 ml de MM-N. Se incuba a 37€ con agita-
cion (225 rpm) durante 24 horas.

ET cultivo obtenido se centrifuga a 3500 rpm durante 5 minutos y se -
descarta el sobrenadante. Las cé&lulas se lavan 2 veces con agua bidestila-
da estéril por centrifugacion y se resuspende en 10 ml de agua bidestilada
estéril. De la suspensidn resultante, se utiliza 1 ml para inocular el ma-
traz con el medio 1iquido correspondiente.

En el caso de la cepa BT-1 se usan medios suplementados con L- tiro -
Sina (10rg/ ml).

Para inocular medios s61idos se hacen suspensiones celulares densas a
partir de stock y se siembra en placas 0.1 ml de suspensi6n de cada placa.

Todos Tos cultivos 1iquidos se incuban a 37°C con 225 rpm de aéitacidn
y las placas se incuban a la misma temperatura.

E1 crecimiento en medios 17quidos se determina por D.0. a 540 nm en -
un Fotocolorimetro Bausch & Lomb spectronic 20, o por determinacién de pro
teina por el método de Lowry (26).

E1 crecimiento en P]acas se determina cualitativamente cada 24 horas.

3. Determinacidn de proteina.

La protefna se determina por el método de Lowry (26) que se basa en -
la formacién de un complejo colorido entre el grupo fenélico (o aromdtico-
en otros casos como en el del triptofano, fenilalanina e histidina) de la-
tirosina de las proteinas, y el dcido fosfowolfamo-molibdico (color oro),-
que oxida al grupo hidroxilo de la tirosina en condiciones alcalinas, dan-

do un color azul intenso que se puede medir a 625 nm, usdndose un estdndar
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de proteina de albdmina sérica bovina a una concentracidn de 400 Fg/ ml -
(33).

Para la determinacion de la proteina, las células se separan del me-
djo por centrifugacién a 3500 rpm o por filtracion en filtros millipore -
0.45 P tipo HA; se lavan 2 veces con agua bidestilada estéril y al paque-
te celular se le afiaden 2 ml de acido tricloroacético ( T.C.A. ) al 10% -
para romper las células y liberar Tas proteinas. Se agita y se centrifuga
a 3500 rpm durante 5 minutos. Se elimina el sobrenadante y la proteina -
precipitada se resuspende en NaOH 1 NH20 destilada en una proporcidon de -
0.4 - 0.6 ml respectivamente. E1 volumen para resuspender depende del ta-
manio del precipitado. de aqui se toma una alicuota, considerando que si -
el volumen final de resuspensign de las células es mayor de 1 mi— la ali-
cuota debe ser de 0.1 ml como maximo. E1 volumen de la alicuota se afora
a 1 ml con agua destilada.

Se adicionan 5ml. de una solucidn de proteinas que consisten en 3 so
Tuciones: .

Solucidn 1: Na2C03: 20 g en 1 1t. de NaOH 1 N.

Solucidn 2; Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado al 1%.

Soluci6n 3: CuSO4. 5H20 al ).5%.

Solucidn

e Pratafnas. 98 ml de so]no(D+1 ml so]n(:)+1 ml so]n(:)

Agitar bien y dejar reposar 10 minutos. Adicionar 0.5 ml de reactivo
de Folin Ciocolteau diluido 1.3. Agitar perfectamente y reposar 30 minutos.
leer la densidad 6ptica (D.0.) a 625 nm contra un blanco de agua, en el co-
lorimetro Bausch & Lomb spectronic 20.

Cdlculos:

Concentracion
= [Jdst x D.0. p x F. D.

Problema
D.0. St.
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L7 P = Concentracion del problema.
L1 ST = Concentracidn del Esténdar.
D.0.P = Densidad Optica del problema.
D.0.ST = Densidad Optica del estdndar.
F.D. = Factor de dilucién de la muestra (Alicuota = ml de la suspension
celular).
_ Concentracidon del problema

Concentracifn en mg/ml = ===k ey (34)

4. Determinacidon del transporte de tirosina.

La entrada de tirosina a la célula se determina por un método radio-
activo que consiste en lo siguiente:

En el caso de la cepa silvestre, se crece ésta en 10 ml de MM-N por
20 horas a 37°C. y 225 rpm de agitacidn. Se separan la células del medio
de cultivo por centrifugacién a 3500 rpm durante 15 minutos y se lavan 2
veces con agua destilada estéril y se inoculan con 1 ml dos matraces Er-
lenmeyer de 50 m1 con 19 ml de MM-N. Se incuban 2 horas en las mismas --
condiciones de agitacion y temperatura. Se toman 10.5 ml de este medio,
se filtran en un sistema de filtracidon miltiple doméstico disefiado por -
Ahderson en 1976 (figura 2). (2), sobre filtros millipore 0.45/J tipo --
HA. Se lavan con MM-N frio y se determina proteina por el método de ----
Lowry.

Se adicionan 0.5 ml de una solucidon de L Tirosina 14C-tirosina sin
marcar (o fria) que tiene una concentracion final de 200 yg/m], y 4 rCi
de L- tirosina-U-14C (0.5519 mM).

Esta solucidon se prepara diluyendo una solucidn inicial de L- tiro-
sina 14C que tiene 22 yg y 50 PCi en 0.5 ml con 4.5 de agua destilada y
de esta solucidn se toman 0.2 ml se hace una solucidn de L- tirosina ---
fria con una concentracion de 33004-Fg/m1, es decir, que tiene 5 mg en -

15.13 m1 y de alli se toman 0.3 ml.
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Una vez logrado esto, se mezclan y se adicionan al matraz con 9.5 del
indculo crecido; tomar muestras de 1 ml a los tiempos 1, 2.5 5y 10 minutos
Filtrar fen el mismo sistema de filtracidn ya mencionado) y lavar inmediata
mente con.una cantidad abundante de MM-N helado, con el fin de detener el -
transporte; pasar a viales que contengan 10ml de Reactivo de Bray o 1iquido

de centelleo (compuesto por:

Naftaleno 60a
PEPHO 4g
Etilenglicol 20m1
metanol 100m1
Dioxano cbp 1000m1).

Se Teen las cuentas por minuto (cpm) en un contador de centelleo Nu-
clear Chicago y graficar cpm vs. tiempo.

L¢radiactividadespecifica se determina con un control de 0.5 ml de -
la so]ﬁcién de 1-tirosina-U-14C- tirosina fria.

Para la determinacidn del transporte de tirosina en la cepa BT-1, se
crecid esta cepa en MM-N suplementado de 10 Pg/m] de tirosina y después de
24 horas se depleta de este aminodcido por 30 minutos en um medio MM-P y=
después se hace 1la determinacién del transporte de la manera descrita pa-
ra la cepa silvestre.

Para medir el efecto de algunos aninodcidos sobre este transporte -
se crecen las cepas en la forma descrita anteriormente, se lavan y se re -
suspenden en 5m1 de agua destilada estéril. Se inoculan 4 matraces Erlenme
yer de 50 ml con 19 ml de medio correspondiente (segin la cepa) con Iml
de syspensi6n celular. Se incuban 2 horas a 37€ y 225 rpm de agitacidn y -
tomar 11ml de muestra para determinacion de proteina y al resto adicionar-

0.5 ml de la solucidén de tirosina ldc- tirosina fria 55.19 Pm y0.5 ml de -



una salucidn equimolar del aminodacido que se desea probar y se siguen --
los mismos pasos ya descritos en las determinaciones anteriores.

Tambi&n se probd el efecto de diferentes fuentes de nitrdgeno. Se -
crece la cepa silvestre en MM-N por 20 horas y después se lavan y resus-
penden las c€lulas en 3 ml de agua destilada estéril. Se inoculan con 1
ml, 2 matraces Erlenmeyer de 50 m1 que contienen MM-N o MM-P ( 19 ml ca-
da matraz ) Se incuban 2 horas a 37°C y 225 rpm de agitacidn y entonces
determinar el transporte de L- tirosina.

NOTA: Desde el momento en que se toma la muestra para proteina, la

determinaci6n se hace en condiciones No estériles.

5. M8todo de Mutagénesis.
Hansenula polymorpha, cepa 6 FTR se crece en un medio M.C. durante

20 a 22 horas a 37°C y 225 rpm de agitaci6n; las células se lavan dos ve

ces con solucién reguladora de citratos 0.1 M pH 5.5 estéril y se resus-
penden en 13 ml de la misma solucidn reguladora.

Se toma 1 ml de esta suspensidn y se hacen diluciones seriadas en -
agua destilada estéril. Se siembran en placas de M.C. e incuban a 37°C -
durante 48 horas. Se cuenta el nlmero de colonias ( blanco inicial ).

Se toman 9.5 ml de la suspensién celular y se mezclan con 0.5 ml de
N-metil-N-"nitro-N-nitrosoguanidina ( NTG ) con una concentraci6n de 500
Pg/mi, el cual actdia como agente mutagénico. Se deja actuar por 20 minu-
tos y se centrifuga.

Se lavan las células 2 veces con agua destilada estéril y se resus-
penden en 11 ml de medio M.C. Se toma 1 ml para hacer diluciones seria--
das en MM + glicerol al 20% y (NH4)2504 al 0.1%. Se siembra de estas di-
luciones en placas de medio M.C. Se incuban a 37°C y se determina el por

centaje de muertes provocadas por el agente mutagénico.
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La solucién de NTG se prepara pesando 2.5 mg de NTG y disolviéndo--
los en 5 ml de solucién reguladora de citratos 0.1 M y pH 5.5. Esterili-

zar por filtracién y tomar 0.5 ml para cada 10 ml de medio M.C.

6. Método de Enriquecimiento.

Una vez mutagenizadas las células, se incuban a 37°C y 225 rpm de -
agitacién durante 12 a 15 horas en un matraz cubierto con papel alumi---
nio. Se centrifugan y se divide el paquete celular en dos partes: una se
resuspende en MM + glicerol y se congela; la otra, se resuspende en MM +
sacarosa al 20% y se incuba una hora. Se adiciona 0.6 ml de una solucién
de nistatina ( 100 Pg/m] ) y se deja actuar por 15 minutos. Se centrifu-
ga y se lava dos veces con agua destilada estéril y se resuspende el pa-
quete celular en 10 ml de MM + glicerol al 20%. Se hacen diluciones en -
el mismo medio y se siembra en placas de medio M.C. + floxin (10 Pg/m]).
Se incuban las placas a 37°C durante 2 dias.

Se siembra las diluciones en placas de medio M.C. y de 1a dilucidn
donde se obtengan 60 colonias por placa, se siembran mis placas de medio
M.C. y MM-N + fenilalanina (FA) + tirosina (Tir) + triptofano (Trip) y -
se replica en MM-N. Se incuban a 37°C durante 48 horas y se caracterizan
los aux6trofos en MM + bases, MM + vitaminas, MM + FA + Tir + Trip y MM
+ casaminodcidos. De este Gltimo medio, se caracterizan los auxotrofos -
en b]acas de MM + diferentes aminodcidos (auxanografia).

La solucidn de nistatina se prepara pesando 2 mg de nistatina y di-
solviéndolos en 2 ml de metanol. Se toman 0.8 ml y se ilevan a 8 ml con
etanol y se esterilizan por filtracién. Se adicionan 0.6 ml para cada 10

ml de medio M.C.
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7. Quimicos.

Todos los aminodcidos y bases asf como la nistatina y la NTG se ob
tuvieron de Sigma Chemical Co. La tirosina 14c marcada uniformemente se
obtuvo de New England Nuclear Co. y Tos demds productos quimicos se ob-
tuvieron de Merck S.A. E1 P P 0 del 1iquido de centelleo fue un obse---

quio del Dr. Rafael Palacios.
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CAPITULO V
RESULTADOS.

1. La cepa BT-1

Esta cepa es una mutante de Hansenula polymorpha que fue aislada -

por el método de enriquecimiento de Snow ( 32 ) en el que después de la
mutagénesis, hay una deplecifn de nitrégeno, tratamiento con nistatina
y siembra en placas para determinar su requerimiento nutricional.

Como puede verse en la Tabla 3, esta cepa es capaz de crecer en --
MM-N suplementado con L-tirosina pero no es capaz de hacerlo en medio -
MM-M. Sorprendentemente, cuando se decidid conservarla en medio M.C., -
la cepa no crecid. Se sembrd entonces en medio M.C. suplementado con L-
tirosina y tampoco crecif. Sin embargo, 1a cepa crecid muy bien en MM-N
y L-tirosina en presencia de bases y vitaminas, mientras que, en presen
cia de casaminodcidos » Su comportamiento era igual que en medio M.C. --
( Tabla 3 ).

E1 efecto del medio M.C. no se observa en el caso de la cepa sil--
vestre ni cuando se usan auxdtrofos para L-arginina, L-metionina, L-his
tidina, L-prolina ( las cuales pueden por lo tanto, conservarse en me--

dio M.C. ).
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TABLA 3

EFECTO DE BASES, VITAMINAS Y AMINOACIDOS SOBRE

EL CRECIMIENTO DE UN AUXOTROFO DE TIROSINA DE

LA LEVADURA Hansenula polymorpha.

Condiciones Crecimiento en placas a 37° .
Auxétrofo Silvestre
BT-1
mm P . .
MM + Tir © + N
m.c. @ S .
M.C. + Tir o .
MM + Tir + Casaminodcidos -—- 4
MM + Tir + Vitaminas . + +
MM + Tir + Bases + &

3 Observacién hecha a las 48 horas de incubacién
b Medio Mfnimo adicionado de (NH4)ZSO4 y glucosa
€ L- Tirosina

4 Medio compuesto por peptona, extracto de levadura y glucosa
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Tratando de profundizar un poco mds en el motivo de esta inhibi---
cidn se inoculd la cepa en placas de MM-N + L-tirosina y cada uno de --
.Yos 19 aminodcidos preteicos restantes, ( como se explicd en Material -
~ y M&todos ) usando como controles MM-N y MM-N + L-tirosina. Ademés, con
el fin de saber si la inhibicién del crecimiento de la cepa era a nivel
de entrada de la tirosina, se inocularon placas de MM-P adicionadas de
L-tirosina‘y cada uno de los 19 aminodcidos usando como controles MM-P
y MM-P + L-tirosina. Este G1timo se hizo pues existen reportes de que -
los iones NH4+ inhiben la entrada de los aminodcidos en levaduras a ni-
vel de su permeasa para aminodcidos generalizada (16,17) . Los resul-
tados se encuentran en la Tabla 4 y en ellos se observa que los aminoa-
cidos L-aspartico, L-cistefna, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, --
L-metionina, L-serina y L-treonina previenen el crecimiento de Ta cepa
BT-1 y que este efecto se ve revertido por la ausencia de iones NH4+ en

el medio con excepcidn del caso de la histidina ( Tabla 4 ).

2. Transporte de tirosina

Para saber si los aminodcidos que inhiben el crecimiento de la ce-
pa BT-1 afectan normalmente la entrada de tirosina en la cepa silves---
tre, se montd una técnica de determinacion del transporte de L-tirosina
por un método radiactivo (descrito en Material y Métodos)..Se hicieron
controles para medir la eficiencia del aparato y determinar la radiacti
vidad especifica que fue de 8.8 x 106 c.p.m./ Fmo]a.

Como puede observarse en la Figura 3, la entrada de L-tirosina 14c
a la célula en su fase logaritmica de crecimiento ( 2 a 4 horas ) es ~--
una funcidn Tinear del tiempo.

Debido a que los iones NH,+ afectan el transporte de varios aminod

cidos en levaduras = (16,17) » se decidid ver si afectaba la entrada de
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TABLA 4

EFECTO DE DIFERENTES AMINOACIDOS SOBRE EL CRECIMIENTO DE UN

AUXOTROFO DE TIROSINA

Condiciones Crecimiento en placas a 37° 2
(NH, )50, Prolina

wm P ol e
MM + Tir © + 3
MM + Tir + Alanina it v
MM + Tir + Arginina 7 +
MM + Tir + Aspdrtico = +
MM + Tir + Asparagina + +
MM + Tir + Cisteina . +
MM + Tir + Fenilalanina i+ +
MM + Tir + Glicina + +
MM + Tir + Glutdmico + 4}
MM + Tir + Glutamina + +
MM + Tir + Histidina oo iy
MM + Tir + Isoleucina e 7
MM + Tir + Leucina A +
MM + Tir + Lisina + +
MM + Tir + Metionina - 7
MM + Tir + Prolina + +
MM + Tir + Serina - i
MM + Tir + Treonina ! it
MM + Tir + Triptofano + +
MM + Tir + Valina + +

30bservacidn hecha a las 48 hrs. de incubaci6n

bMedio minimo adicionado de NH4 y dextrosa

€L~ Tirosin

a

32



FlQUR A %

TRANSPORTE DE L-tirosina EN LA CEPA SILVESTRE
Dé  Hanseavla /o_g/y_rnef,o,ég

2

) Fd % s
\S \8 .
b 8

£ Qz
(t UV

= A

g 3
iy g

S o

g 'Q

= /. 35 ; |

~ 3

3 b

w N

S

)

i

13
bLs - >

al 5 10
Radloachwdad EsFec(fl'CO 8.8 x Tok c.P.m-/Z‘mo!a
MM + Glucosa 1% +(NH4),S04 0.1

°.

15 jtnempo(min)

€€



L-tirosina en la cepa silvestre de Hansenula polymorpha.

En la figura 4 se observa que el transporte de L-tirosina 14c au--
menta hasta seis veces en ausencia de jones NH,+.

Con los resultados obtenidos, se decidi6 probar el efecto de los -
aminoicidos L-histidina, L-Teucina y L-metionina sobre el transporte de
L-tirosina 14C, asf como el efecto de L-prolina, L-arginina y L-tripto-
fano.

En la figura 5 se observa que L-prolina no inhibe el transporte de
L-tirosina; que la L-histidina y L-arginina, 1o inhiben un 44% mientras
que L-Teucina, L-metionina y L-triptofano lo inhiben de un 80 a un 90%.

Basados en estos resultados se decidid observar cdmo se encuentra
el transporte de L-tirosina 14C en la cepa BT-1 y después el efecto de
1os aminodcidos que inhiben su crecimiento en medio MM-N + L-tirosina.

E1 primer experimento que se planted fue el de determinar el trans
porte de L-tirosina con diferentes tiempos de deplecidn de tirosina, ya
que debido a que es un aux6trofo para L-tirosina y por lo tanto se cre-
ce en medio MM-N + L-tirosina, &sta puede impedir la entrada de L-tiro-
sina 14, al encontrarse en cierta concentracion dentro de la célula. -
Al depletar de L-tirosina, la célula agota su poza y entonces, la nueva
tirosina ( tirosina 14C ) puede entrar libremente y podemos medir en --
forma Optima cualquier efecto que presenten los aminodcidos que se de--
seen probar.

Se hizo determinacidn del transporte a los 0, 30, 60 y 120 minutos
de deplecidn de L-tirosina siguiendo el método descrito en Material y -
Métodos.

Los resultados de este experimento estdn en la Figura 6 y basados
en ellos, se decidid depletar 30 minutos en MM=-P

Posteriormente, se deicidé medir el efecto de los aminodcidos L-as
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partico, L-cisteina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-metionina,
L-serina y L-treonina sebre el transporte de L-tirosina 14C depletando -
30 minutos de L-tirosina.

En la figura 7 se observa que el L-aspdrtico inhibe un 10% el trans
porte de L-tirosina; que la L-metionina lojnhibe un 66%, L-Teucina un --
77% y los demds aminodcidos entre un 85 a un 95%, lo que explicaria la -
inhibicidn del crecimiento producida por estos aminodcidos en la cepa --

BT-1.

3. Enriquecimiento de auxdtrofos para fenilalanina y tirosina

Basados en el comportamiento de la cepa BT-1 en M,C. se pensd esta-
blecer un método de enriquecimiento y seleccion para auxdtrofos de feni-
lalanina y tirosina, combinando el enriquecimiento por nistatina descri-
to por Snow (33) con el medio que inhibi6 selectivamente el crecimien-
to de la cepa BT-1 ( auxdtrofa para un aminodcido aromdtico ). E1 esque-
ma propuesto para el nuevo método de enriquecimiento se encuentra en la
figura 8.

Previamente se determind la concentracidn necesaria de nistatina pa
ra obtener el enriquecimiento dptimo de auxdtrofos ( Figura 9 ).

Los resultados de combinar el medio M.C. y el enriquecimiento con -
nistatina empleando la cepa regulatoria 6 FTR se encuentran en la Tabla
5,

Como puede observarse, cuando el cultivo no se enriquecié, no se de
tectaron aux6trofos.

Cuando se mutageniz6 y se selecciond en medio M.C., se observd la -
aparicion de algunos aux6trofos para aminodcidos pero ninguno requiere -
aminodcidos aromdticos. Cuando se enriquecid pero se selecciond en medio

M.C. se obtuvo un ligero enriquecimiento para auxdtrofos de aminodcidos
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TABLA 2
ENRIQUECHMIENTO OBTENERO RARA AUXOTROFOS-DE AMINOACIDOS
ABOMATICOS CON RESRECTO. A DIFERENTES CONDICIONES DE

SELECCRON
AUXOTBOFOS
Enriquecimiento
; para auxdtrofos

Condicidn Seleccidn No,de colontas . tipo® de aromdticos

' probadas Noy' % M ¥it Bes  FTT %
Control M.c.3 250 0 R T O - . 0
NTGD M.C, 400 0w 25 6 0 4 0 0
NTG-MC ~NC M.C. 720 15 2,08 9 0 6 2 0,278
NTG-MC-N M-FTT 360 16 4,45 16 Q 0 16 4,45

a‘Corr‘esponde a un medio s6]ido formado poy peptona, estracto de leyadura y glucosa

bN-meti] =N'-nitro-N-nitrosoguanidina .‘

Ccarulas mutagenizadas, crecidas en M.C. |iquido y enriquecidas con nistatina,
dCorresponde a un medio minimo sd]ido adicionado de Fenilalanina, Tirosina y Triptofano,

€AA = aminodcidos, Vit = vitaminas; Bas = bases; FTT = fenilalanina, tirosina y triptofano,

6¢



- /A molas de L- zf/ras)na/ mg Froterna

-~
O
N

~
~

-
11&

e/mj ?/‘o e

ch X0

2
o

FIGURE 7

/ransporfe de L- tirosina en una cepa aurotrofa para. Zirosina

de H. polymorpha

o L-AA 0.065/9 m M

s 4+ [ - ﬁsPa'n‘fca

x x + L-MeHoning

//’/_'__ o o + L- Levana

‘/° c m + L- Histidisg
iz g e
o

. o a t L-Serina
S e g & A+ L- 7reon/fla,
s = 4+ L-Cisteina,
4 715 5 t1empo (in)

Radioactvidad Espec(((ca 6.48 x(0° cpm‘(}ﬂmola

(0}



FIGURA 8
ESQUEMA PROPUESTO DE MUTACION, ENRIQUECIMIENTO Y SELECCION

Crecimiento en M.C.

v
Mutacion

Y
Crecimiento en M.C.

Enriquecimiento con

Nistatina

Siembra en Placas

3Medio 11quido compuesto por peptona, extracto de levadura y glucosa.
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aromiticos, mientras que, si las células enriquecidas ( mutagenizadas,
crecidas en medio M.C, y tratadas con nistatina ) se sembraban en pla--
cas de medio MM-N adicionado de L-fenilalanina, L-tirosina y L-triptofa
no, se obtenfa un aumento de casi 20 veces en el porcentaje de auxdtro-
fos para aminodcidos aromdticos.

Se procedid entonces a hacer la caracterizacidn fenotipica de es--
tos nuevos auxdtrofos y se encontraron los resultados de la Tabla 6, en
1a cual es importante notar que el 75% de estos auxdtrofos requieren ti
rosina para crecer y el resto son dobles auxdtrofos para fenilalanina y
tirosina. e

La produccidn de L-triptofano en estas cepas no se determind, pero
experimentos simultdneos han demostrado que dobles auxtrofos k cepa 5 )
para fenilalanina y tirosina derivados de la cepa 6 FTR producen el do--
ble de triptofano que su cepa padre y son capaces de excretarlo al medio

de cultivo ( M.E. Flores y S. Sénchez. Articulo en preparacidn ).



TABLA 6

FENOTIPOS OBTENIDOS EN LOS AUXOTROFOS AISLADOS
PARA AMINOACIDOS AROMATICOS®

MM

CrecimientoP
Fa Trip Tir Fa,Tir Fa,Trip FTT MC Cepa
. a3 e + -- + -- Tir~
-- - - + -- + £ Fas Tir~

% de Aromdticos

75

25

aObservacibn‘hecha a Tas 48 horas de incubacién a 37°C

bMM medfo mfnimo: Fa= fenilalanina; Tir= tirosina; Trip= triptofano
ETT= Fenilalanina,tirosina y triptofano; MC= medio compuesto por peptona,glucosa y extracto de le-
vadura.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Durante el presente trabajo se demuestra que es posible obtener un
método de aislamiento selectivo para auxdtrofos de aminodcidos aromati-

cos, especificamente para tirosina en la levadura Hansenula polymorpha,

mediante 1a combinacidén del enriquecimiento con nistatina con un medio
capaz de inhibir especificamente su crecimiento.

Esta inhibicién es producida por la accidn de los aminodcidos L-as
pértico, L-cistefna, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-metionina,
L-serina y L-treonina como se probf durante el desarrollo de esta te---
sis. Esta inhibicidn podia deberse a dos causas:

1. Que estos aminoicidos inhibieran la entrada de L-tirosina a la
célula ( competencia por alguna permeasa ).

2. Que tuvieran un efecto regulaforio sobre alguna via de biosinte
sis de los mismos aminoicidos aromdticos, porque las enzimas de la via
sean sensibles a regulacidn por estos metabolitos.

Efectos similares han sido reportados por Grenson y otros investi-
gadores ( 6, 13, 14, 15, 32 ) a nivel de transporte y Guerzoni, Carsio-

tis, etc., a nivel regulatorio ( 4, 18 ).
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Aparentemente todos Tos aminodcidos inhibidores del erecimiento --
tienen un efecto a nivel de transporte, aunque la histidina también pu-
diera tener un efectn.reguTatorio, ya que posee un precursor comin con
la biosintesis de L-triptofano y de bases piricas ( 5 fosforibosilpiro-
fosfato ) y cuya desviacién hacia una de estas vias estd regulada por -
la concentracjdén del producto final de las vias relacionadas ( 17, 26,
38 ).

E1 mecanismo por el que se regula una via metabdlica por un metabo
1ito que pertenece a otra via distinta se conoce como Regulacidn entre
Vias (Cross Pathway Regulation o Metabolic Interlock). (4 ).

Las ventajas que este nuevo método de enriquecimiento selectivo --
ofrece sobre el método tradicional de enriquecimiento (6, 33 ), en el
cual es necesaria una deplecibn de nitrégeno previa al enriquecimiento
con nistatima se muestran en la Tabla 7, Como es posible observar, hay
una reduccidn del tiempo invertido de casi 5 veces para la obtencidn de
Jos auxdtrofos deseados, lo cual reduce la posibilidad de contaminacio-
nes por otros microorganismos; ademds el enriquecimiento obtenido es --
considerablemente mayor ( 111 veces con este método ).

Finalmente, de estos resultados puede esperarse que este tipo de -
procesos sirva para obtener cualquier clase de mutantes auxotréficas, -
Gnicamente buscando los inhibidores especificos del crecimiento de las
mutantes deseadas, los que no afecten al resto de la poblacion celular.
Por ejemplo, la inhibicidn especifica producida por citrulina en el cre

cimiento de auxdtrofos de L-prolina en Neurospora crassa cuando se cre-

ce en arginina ( 30 ), podria permitir el enriquecimiento de auxdtrofos
de prolina combinando el tratamiento por nistatina con un medio de cre-

cimiento que contenga L-citrulina + L-arginina.
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TABLA 7

'ESQUEMAS DE MUTACION, ENRIQUECIMIENTO Y SELECCION EN FUNCION DEL TIEMPO

QUE_REQUIEREN PARA REALIZARSE

ESQUEMA I

Crecimiento en M.C,2
Mutacidn

Crecimiento en M-FTTb

Deplecidn, de nitrdgeno

Crecimiento en MM + NH4

Tratamiento con Nistatina

Siembra en placas de M-FTT

2 auxdtrofos para aromdticos
de 500 células estudiadas

Tiempo (hrs)
20

96

25
12

Total 7153 Hrs.

ESQUEMA II Tiempo (hrs)

Crecimiepto en M.C. 20
Mutacidn

CrecimieIto en M.C. 18

Tratamie;to con Nistatina
Siembra en placas de M-FTT

16 auxdtrofos para aromdticos
de 360 células estudiadas

Total 38 Hrs,

a: medio 1iquido compuesto por peptona, extracto de levadura y glucosa

b: medio minimo adicionado de NH4, Fenilalanina, Triptofano y Tirosina
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