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RESUMEN

La enzima alcohol oxidasa es de particular interés como herramienta biotecnoldgica debido
a su relativamente poca especificidad por el sustrato y a que es estable bajo una amplia variedad de
condiciones de reaccion.

Se ha demostrado que la glucosa reprime la sintesis de dos enzimas indispensables para la
asimilacidn del metanol en fevaduras: la alcohol oxidasa y Ia catalasa. Asf, cuando se inoculan las
células en un medio que contiene glucosa y metanol, el metano! no es utilizado sino hasta que la
glucosa haya sido completamente consumida, observandose una curva de crecimiento diauxico
(Sahm, 1977).

En este trabajo se presenta fa metodologia llevada a cabo para evaluar las diferentes formas
de crecimiento de la levadura Pichia pastoris en distintos sustratos, un procedimiento para
producir mutantes con radiacién gama, y fa técnica de identificacion de Ia enzima alcohol oxidasa
in situ por un método cromogénico.

Se aislaron cepas revertientes de Pichia pastoris desreprimidas en genes reprimibles por
glucosa sefecciondndolas por su crecimiento en presencia de 2-desoxiglucosa usando metanol
como fuente de carbono alterna.

Ademas se propone un mecanismo alterno para la posible produccién de mutantes de Pichia
pasioris, el cual esta disefiado en base a que af germinar las ascoesporas dan lugar a individuos
haploides. Estos son estables cuando se mantienen en un medio rico en nutrientes (Sudbery y
Gleeson, 1989). De esta forma se podrian evitar los problemas de complementacién de genes

- ocasionados por la diploidia, asi como por recombinacion genética inmediata a la irradiacion de las

levaduras.



INTRODUCCION

Recientemente la importancia de la biotecnologia en la produccion de enzimas industriales
con la idea de crear compuestos saborizantes para la industria alimenticia y de los cosméticos ha
venida creciendo rapiddmente debido a que los microorganismos o enzimas pueden ser usados en
la produccién de aditivos aromaticos "naturales”, ya sea por sintesis de nova o por transformacion
de compuestos a partir de fuentes naturales (Vandak y Sturdyk, 1993).

Hoy en dia las enzimas son cominmente utilizadas en la produccion de diversos productos
tales como quesos, aderezos, productos para panaderia, jugos, etc. Se utilizan para reducir la
viscosidad, mejorar extracciones, llevar a cabo bioconversiones, aumentar separaciones,
desarrollar funcionalidad y crear o intensificar sabores. Ademds, son exitésamente utilizados
dentro del marco de la sintesis quimica de compuestos aromaticos usados para realizar ciertas
reacciones regio o estereoespecificas para producir varios grupos de compuestos con fragancia
(lactonas, ésteres, aldehidos, terpenoides y compuestos macrociclicos) comercialmente
importantes la mayoria de ellos (Vandak y Sturdyk, 1993).

El actual interés en la biotecnologia y la creencia de que se expandera considerablemente
esta basado en tres factores:

a) La materia prima puede ser obtenida a partir de recursos renovables

b) Los procesos biotecnologicos parecen ser mis economicos que el procesamiento
quimico de materiales vegetales.

¢) Se esta definiendo una amplia variedad de probables productos valiosos mediante
métodos biologicos tradicionales y por manipulacion genética.

Ciertas mejoras en cepas han promovido la produccion de proteinas y péptidos a un nivel
comercialmente aplicable. E! mejoramiento de cepas es una parte esencial del desarrolio de
procesos para la obtencion de productos de fermentacion microbiana. Esto como una forma de

reducir costos desarrollando cepas con produccion elevada, que tengan la capacidad de usar



materia prima més barata, no industrializada o con caracteristicas especificas deseadas tales como
propiedades de filtracion mejoradas, capaces de producir bajo condiciones particulares de
temperatura o tension de oxigeno, etc. (Rowlands, 1984a).

Entre las técnicas mas novedosas, tales como mutagénesis dirigida e ingenieria genética, el
método tradicional de mejoramiento de cepas por mutagénesis y seleccion con base en la medicion
por titulacion directa, conocida como bisqueda aleatoria, desempeiia un papel importante debido
a que es un procedimiento rentable y efectivo en cuanto a costos (Rowlands, 1984a).

La enzima alcohol oxidasa es de particular interés como herramienta biotecnolégica debido
a su relativamente poca especificidad por el sustrato y a que es estable bajo una amplia variedad de
condiciones de reaccion. Se ha sugerido un gran niimero de usos potenciales para esta enzima.
Estos incluyen el uso de la enzima en un ensayo cuantitativo para alcohol, como secuestrante de
oxigeno, para esterilizar materiales sensibles a radiacion o calor (a través de la liberacion de
formaldehido) para la produccion de compuestos saborizantes y como parte de un sistema para
recuperacion de etanol (Duff'y Murray, 1988).

La glucosa ejerce represion de la sintesis de una variedad de vias‘enzimaticas relacionadas
con la utilizacion de fuentes alternativas de carbono. Esto es debido a que la glucosa es mas
facilmente metabolizable por la mayoria de Jos organismos y por lo tanto fisiolégicamente es mis
econdmico para la célula mantener reprimida la sintesis para la asimilacion de fuentes de carbono
alternas. Esto representa una manera de alcanzar un beneficio competitivo, ya que prefieren tomar
la glucosa en primera instancia, posponiendo la asimilacion de la fuente de carbono mas compleja
quimicamente.

En este caso, se ha demostrado que la glucosa reprime la sintesis de dos enzimas

.indispensables para la asimilacion del metanol: la alcohol oxidasa y la catalasa. Asi, cuando se
inoculan las células en un medio que contiene glucosa y metanol, el metanol no es utilizado sino
hasta que la glucosa haya sido completamente consumida, observindose una curva de crecimiento

diauxico (Sahm, 1977),



Es por esta razén que el principal objetivo de este trabajo es el de obtener cepas mutantes
de la especie Pichia pastoris capaces de sintetizar ésta enzima atin en presencia de glucosa. La
finalidad es obtener un alto desarrollo de biomasa y consecuentemente altos rendimientos en la
produccion de alcoho! oxidasa en tiempos significativamente menores. Para ello se plantea
desarrollar una metodologia que incluye desde la induccion de mutaciones utitizando radiacion

gama hasta la deteccion de la enzima in situ,



GENERALIDADES

No obstante que los microorganismos procariontes capaces de crecer en compuestos que
poseen un sdlo dtomo de carbono con un nivel de oxidacion entre el metano y didxido de carbono
(los conocidos compuestos de un sdlo carbono) son conacidos desde hace ya mucho tiempo, no
fué sino hasta 1969 que se aislé el primer organismo eucarionte capaz de crecer en estos
compuestos (Ogata et al., 1969).

Se trata de algunas levaduras capaces de creces en metanol como Gnica fuente de carbono y
metilamina como Unica fuente de nitrogeno. Estas requieren de la presencia de las enzimas alcohol
oxidasa y catalass, que pasticipan en la oxidacion inicial del metano! o, durante el crecimiento en
presencia de metilamina como fuente de nitrogeno, a la amino oxidasa, enzima clave en el
metabolismo aminado (Zwart et al., 1980).

Se ha asociado ¢l crecimiento de las levaduras metilotrofas en metanol con la proliferacion
de grandes microcuerpos en las células que albergan a la alcohol oxidasa (AQX) y otras enzimas,
incluyendo a la catalasa que se encarga del daflino peroxido de hidrégeno generado por una o mas
de las oxidasas. Por esta razon a estos organelos se les denomina peroxisomas (de Duve, 1965).

Se ha observado ademas que durante e} crecimiento exponencial de las levaduras
metilotrdficas en glucosa es sumamente dificil detectar a estos microcuerpos y, si los hay, su
funcié6n fisiologica es incierta (Avers, 1971; van Dijken et al,, 1975b; Sahm, 1977).

Se ha identificado un ntmero relativamente pequeilo de levaduras que comparten dichas
caracteristicas, las cuales reflejan una consistente uniformidad en sus vias metabdlicas lo cual

permite relacionarlas taxondmicamente (Tabla 1).



2.1.1 Oxidacion del Metanol a formaldehido.

Durante el crecimiento de las levaduras y mohos en metanol como dnica fisente de carbono y
energia, el metanol es oxidado a formaldehido por una alcohol oxidasa (EC 1.1.3.13), la cual
cataliza la oxidacion inicial del metanol y' es dependiente de oxigeno como aceptor de electrones.

Esta proteina ha sido purificada a partir de varios microorganismos eucariontes, capaces de
crecer en metano! (Tabla 2.1) y esta presente en grandes concentraciones durante el crecimiento

de las levaduras en metanol (Sahm, 1977).

Tabla 2,1 LEVADURAS Y HONGOS CAPACES DE CRECER
EN METANOL (Sahm, 1977)

1. Levaduras

Candida boidinii Pichia haplophila

C. methanolica P. lindnerii

C. parapsilosis P. pastoris
Hansenula capsulata P, pinus

H. glycozyma P. trehalophila

M. henricii Toruiopsis giabrata

H. minuta 7. methanodomerquii
H. nonfermentans T. methanolovescens
H. philodendra T. methanosorbosa
H. polymorpha 7. molischiana

H. wickerhamii T. nemodendra
Kloeckera sp. T. nitratophila

T. pinus

2. Hongos

Gliociadium deliquescens '
Paeciiomyces varioti
Trichoderma lignorum

La enzima alcohol oxidasa de Pichia pastoris tiene un alto peso molecular de

aproximadamente 675,000 daltons y esta compuesta por ocho subunidades idénticas con peso



molecular de 80,000 daltons. Cada subunidad tiene ligada no covalentemente una porcion de FAD
como grupo prostético. La alcohol oxidasa tiene 65 grupos -SH libres por molécula. La
temperatura ideal para su actividad enzimatica es de 37° C y la energia de activacion requerida es
de 11.1 kealmol. El pH optimo es de 7.5 siendo inestable a pH acidos. La eﬂzima puede oxidar
una diversidad de alcoholes primarios con cadenas cortas como etanol y propanol (Tabla 2.2)
aunque & menor velocidad que el metanol. La presencia de ramificaciones y el aumento de la

cadena claramente resultan en una reduccion de la actividad (Couderc y Barati, 1980).

Tabia 2.2, ESPECIFICIDAD DE LA ALCOHOL OXIDASA DE
Pichia pastoris POR EL SUSTRATO (Couderc y Baratti, 1980)
SUSTRATO ACTIVIDAD RELATIVA
(%)
Metanol 100
Etanal 82
1-Propanol 43
2-Propanol 2
1-Butanol 20
Isobutanol 1.2
Ter-butanol 0
n-Octanol 0
Los Cancantiaciones de axigensy Scahet ueran 0.8 ity 30 i, Sespactivamente.

El peroxido de hidrogeno inhibe la actividad enzimdtica oxidando los grupos -SH. Sin
embargo, esta inhibicion puede ser reversible por medio de agentes reductores (Couderc y Baratti,

1980).



Debido a que la reaccién de oxidacién del metanol es esencialmente una reaccién bisustrato,
la concentracién del oxigeno tiene un efecto significativo en la afinidad de la enzima por el
sustrato alcohélico. Aunque falta un mayor conocimiento en cuanto a la cinética de la alcohol
oxidasa con respecto al oxigeno, se ha demostrado que la alcohol oxidasa aislada de Pichia
pastoris tiene una baja afinidad por el oxigeno (Couderc y Baratti, 1980). La Km para el metanol
esde 1.4y 3.1 mM a concentraciones de oxigeno de 0.19 y 0.93 mM. Similarmente, las Km para
el oxigeno son 0.4 y 1.0 mM a concentraciones de metanol de 1 y 100 mM.

Ya que a partir de la oxidacion del metanol por la AOX resulta la formacion del peroxido de
hidrogeno, el cual es daftino para la célula, resulta imperiosa su descomposicion. En las levaduras
metilotrofas, esto es realizado por la catalasa, cuya concentracion esta relacionada con la actividad
de la alcohol oxidasa (Sahm, 1977). Se ha reportado ademds que la catalasa puede entrar en una
actividad peroxidativa en la que el metanol es oxidado a formaldehido por el peréxido de
hidrégeno formado en la reaccion de la alcohol oxidasa (Roggenkamp et al., 1974; van Dijken et
al,, 1975a).

Algo sumamente claro es que el crecimiento de las levaduras en metanol es estrictamente
dependiente de la actividad de la AOX y catalasa, ya que las mutantes que carecen de cualquiera

de éstas dos enzimas pierden la habilidad de crecer en metano! (Sahm y Wagner, 1973).

2.1.2 Oxidacion del Formaldehido a Diéxido de carbono.

La oxidacion del formaldehido por levaduras es llevada a cabo por dos deshidrogenasas
dependientes de NAD™. La primera enzima en esta secuencia es la formaldehido deshidrogenasa,
la cual es estrictamente dependiente de glutation para su actividad. Esto se debe a que no es
propiamente el formaldehido, sino la unian hemimercaptal del forinaldehido con el glutation, el

sustrato de esta enzima, formando S-formilglutation como producto



La otra enzima, la formato deshidrogenasa, presenta una baja afinidad por el formato como
sustrato (Kato et al., 1974; van Dijken et al., 1976b), por lo que en un principio se penso que el
sustrato ideal para esta enzima seria el S-formilglutation. Sin embargo, gracias a investigaciones
posteriores se concluyd que la oxidacion del formaldehido a diéxido de carbono requiere ademds
de la accion de una S-formilglutation hidrolasa independiente de NAD" para su actividad

(Veenhuis et al., 1983).
2.1.3 Generacion de energia durante la oxidacion del formaldehido.

Durante el crecimiento de las levaduras en metanol, se genera NADH por la accidn de la
formaldehido y formato deshidrogenasas, las cuales son proteinas solubles. Bajo estas condiciones,
todo el NADH es generado fuera de la mitocondria, El mecanismo por ¢ cual la mitocondria de
estos organismos oxida el NADH citoplasmico es ain un problema sin resolver,

No obstante, mientras que durante el crecimiento de las levaduras se espera un maximo
tebrico de 3 moles de ATP formados por cada mol de NADH oxidado, dado que ¢l NADH
generalmente es generado intramitocondrialmente durante el crecimiento de las levaduras en
metanol, 1a produccidn de ATP a partir de NADH es de 2 moles de ATP por mo! de NADH
maximo (Veenhuis et al., 1983).

La figura 2.1 muestra las enzimas involucradas en el metabolismo del metano:

1) Alcohol oxidasa

2) Catalasa

3) Formaldehido deshidrogenasa

4) Formato deshidrogenasa

5) Dihidroxiacetona sintetasa

6) Dihidroxiacetona kinasa

7) Fructosa 1,6-bifosfato aldolasa

8) Fructosa 1,6-bifosfatasa
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2.2 Asimilacién del Metanol

Ciertos estudios en los perfiles enzimaticos del metabolisimo de aziicares fosfatados en las
levaduras crecidas con metanol sugirieron que, en contraste con la via de la ribulosa monofosfato
en la cual se forman triosas fosfatadas a partir de hexosas fosfatadas, para estos organismos las
hexosas fosfatadas son formadas a partir de triosas fosfatadas.

Esto se elucido debido a la presencia de concentraciones significativamente elevadas de
fructosa 1,6-bifosfatasa durante el crecimiento en metanol (van Dijken et al,,1978). Esto llevo a la
formulacion de una via de xilulosa fosfato para la fijacion del formaldehido. La reaccion clave de
este ciclo es una condensacion de tipo transcetolasa de la xilulosa 5-fosfato con formaldehido,
formando gliceraldehido fosfato y dihidroxiacetona. A la enzima responsable de esta reaccion se le
ha denominado dihidroxiacetona sintetasa (O'Connor y Quayle, 1980).

La dihidroxiacetona es fosforilada por una trioquinasa y posteriormente se le une
gliceraldehido fosfato para formar fructosa 1,6-bifosfato. Por la accidn de la fructosa 1,6-bifosfato
aldolasa y fructosa 1,6-bifosfatasa, se forma fructosa 6-fosfato. Una vez llevadas a cabo estas
reacciones, se reacomodan dos moléculas de fructosa 6-fosfato y una molécula de
dihidroxiacetona fosfato para dar lugar a tres moléculas de xilulosa fosfato por reacciones
catalizadas por transaldolasa, transquetolasa, pentosa fosfato isomerasa y epimerasa. El resultado
total del ciclo, es la formacion de un mol de triosa fosfato a partir de tres moles de formaldehido

)

por tres moles de ATP (Veenhuis et al. 1983).
2.3 Regulacion de Ia sintesis de enzimas peroxisémicas
En las levaduras, la presencia de microcuerpos y su composicion enzimatica puede variar

considerablemente durante los diferentes estadios del crecimiento en su cultivo v en respuesta a la

presencia de fuentes de carbono o nitrogeno especificas en el medio.



Lo que ain no queda claro es el mecanismo por el cual la glucosa ejerce esta represion
(Gancedo y Gancedo, 1986).

El sistema responsable para la represién por catabolito debe incluir por lo menos dos
elementos:

1) Una seftal producida por glucosa. Esta podria ser un metabolito derivado de ella, como la
glucosa 6-fosfato, pero ademas un incremento o decremento en la concentracién de algin
metabolito regulatorio o un cambio en la conformacién de una proteina que se ligue a la glucosa.

2) Una region en el gen controlada por }epresién catabolica, que puede responder a la
presencia o ausencia de alguna sefial cuando la glucosa esta presente. Este elemento regulante con
CIS-funcion no permitira la transcripcion del gen. Ademds, pueden existir elementos
intermediarios adicionales que actien de manera secuencial.

La represion catabdlica tienc dos posib]es mecanismos de accion:

a) En el caso del control positivo, la presencia de glucosa impediria u obstaculizaria la union
de una proteina especifica con una secuencia activadora del ADN, siempre y cuando esta unidn
sea un prerrequisito para la transcripcion eficiente del gen.

b) En el caso de un control negativo, la presencia de glucosa facilitaria la unién de una
proteina al ADN, con lo que se inhibiria la transcripcion del gen.

Cuando se transfieren células crecidas en glucosa a un medio que contiene metanol como
Unica fuente de carbono y energia, las actividades de alcohol oxidasa y catalasa aumentan
significativamente (Kato et al, 1974; Sahm, 1977).

La sintesis de estas enzimas puede ser inducida por metanol (Sahm, 1977). La induccion de
la sintesis de la alcohol oxidasa y catalasa también se observa en presencia de formaldehido y
formato, aunque estos organismos no scan capaces de crecer en estos compuestos.

Otros trabajos han demostrado que estas dos enzimas pueden sintetizarse en ausencia de
compuestos de un solo carbono (Eggeling y Sahm, 1978). Se han encontrado cantidades
significativas de estas enzimas en cultivos creciendo exponencialmente en glicerol, ribosa, sorbitol,

etc.

12



En contraste, durante el crecimiento en etanol, la actividad de la alcohol oxidasa no es
detectable durante la fase de crecimiento exponencial o estacionaria. Estos resultados indican que
en estos organismos la sintesis de estas enzimas puede estar sujeta a un mecanismo de contro! por
represidn/desrepresion mas que induccién por compuestos de un soélo carbono y represion
catabolica.

Cuando se ha crecido a estos organismos en cultivo en quimiostato, con glucdsa limitada, a
bajos rangos de dilucion y en ausencia de metanol, se ha observado la desrepresién de la sintesis
de alcohol oxidasa y catalasa. Esto puede considerarse como un caso de sintesis gratuita de
enzimas, ya que bajo dichas condiciones de cultivo estas enzimas no tienen una funcion fisiologica
aparente (Eggeling y Sahm, 1980). Ciertos estudios de las cinéticas de las desrepresiones
observadas en las sintesis de estas dos enzimas indican que la cantidad a la cual esta desrepresion
se expresa depende de la concentracion de glucosa en el cultivo (Egli and Fiechter ,1981). Seria de
imaginarse que esta glucosa exogena est4 en equilibrio con los metabolitos intracelulares derivados
a partir de la glucosa que inician la puesta en marcha de la represion catabolica de las enzimas
peroxisomales. La naturaleza de estos catabolitos es desconocida atin, pero parece que estos son
similares, si no es que idénticos, ya que pueden derivarse de una gran variedad de sustratos
(glucosa, ribitol, glicerol o etanol). Las concentraciones intracelulares de estos metabolitos estan
determinadas probablemente por la naturaleza de la fuente de carbono. En contraste, durante el
crecimiento en glicerol, ribosa, xilosa y sorbitol la alcohol oxidasa se sintetiza durante el

crecimiento exponencial.

El etanol ejerce una represion ain mas fuerte y puede reprimir la sintesis de alcohol oxidasa
bajo condiciones limitantes de carbono. La concentracion intracelular del represor de la sintesis de
alcohol oxidasa podria ser determinado adicionalimente por la disponibilidad de energia intracelular

(Veenhuis et al., 1983).



2.4 Regulacion de Ia actividad enzimitica por inactivacién

Se ha podido apreciar que ademas del control enzimatico por regulacion de la produccion de
enzimas y del control de la actividad enzimética por union no covalente de ligandos, los
organismos también pueden regular sus actividades enziméticas via inactivacion selectiva.

Switzer (1977), reconoci6 dos tipos de inactivacion:

a)Inactivacion por modificacion, en la cual la proteina permanece intacta pero pierde
actividad debido a un cambio en su estado fisico o a 1a union covalente de un grupo modificante.

b)Inactivacion degradativa, en la cual por lo menos uno de los péptidos es ligado como parte
del proceso de inactivacion. Una desnaturalizacion de la proteina puede 0 no seguir a este tipo de
inactivacion,

Generalmente ¢l mecanismo de inactivacién es poco entendido y en la mayoria de los casos

no es conocido qué proceso de desnaturalizacion de la proteina esta involucrado.
. En los microorganismos la inactivacion de las enzimas puede ocurrir rapidamente cuando
son expuestas a un medio que no requiere de la actividad de esas proteinas para el crecimiento.
Holzer (1976), ha denominado a este fenomeno como "inactivacion catabdlica”, la cudl incluye
ambos procesos reversibles e irreversibles. En 1981 Miller y Holzer, demostraron que la
inactivacion reversible inicial de la fructosa 1,6-bifosfatasa era debida a la fosforilacion de residuos
de serina en la proteina. Esta enzima fosforilada subsecuentemente fué degradada por enzimas
proteoliticas. En algunos casos, se han obtenido evidencias de que la reaparicion de la actividad de
la enzima inactiva depende de Ia sintesis ¢ novo de proteinas (Gancedo, 1971; Gancedo y
Gancedo, 1986).

En las levaduras, las vacuolas son los principales compartimentos celulares de fa actividad
proteolitica (Veenhuis et al., 1983), y muy probablemente, las proteinas que seran degradadas en
el proceso de desnaturalizacion deben ser transportadas primero al interior de la vacuola.

Se han detectado hasta ahora seis proteasas intracelulares en la levadura Saccharomyces

cerevisige. De éstas, 1a proteinasa A, proteinasa B y carboxipeptidasa Y estan localizadas en la
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vacuala; Ia localizacion de las otras enzimas, llamadas carboxipeptidasa S y aminopeptidasas 1y 11
aln no esta completamente elucidado. Se han encontrado inhibidores enddgenos especificos de la
proteinasa A, B y carboxipeptidasa Y en el citosol. Estos muestran una gran especificidad hacia las
proteinasas y muy probablemente estin presentes para evitar proteotlisis no deseada, en primera

instancia debido a vacuolas permeables (Veenhuis et al., 1983),

2.4.1 Inactivacidn de la alcohol oxidasa durante la gemacion

Un posible mecanismo para la inactivacion de la alcohol oxidasa durante la migracion de los
peroxisomas a las nuevas gemaciones y en células de cultivos de quimiostato limitadoe podria ser el

desacoplamiento del grupo prostético de la enzima (Veenhuis et al., 1983).

2.4.2 Inactivacion de la alcohol oxidasa y catalasa después de la exposicion de las células a

un exceso de metanol.

Cuando se transfieren células que contienen grandes cantidades de alcohol oxidasa a un
medio que contiene metanol en exceso, se observa un rapido descenso en la actividad de la alcohol
oxidasa y catalasa. Esto estd asociado con la excrecion de formaldehido y formato al medio de
cultivo (Veenhuis et al., 1978). Se ha obtenido evidencia que indica que la inactivacion de la
alcohol oxidasa y catalasa muy probablemente es causada por una sobreproduccidn de

formaldehido y peroxido de hidrogeno.

2.4.3 Inactivacion degradativa de las enzimas peroxisomales

Al transferir células crecidas en metanol a un medio que contenga glucosa o etanol, la
sintesis de catalasa y alcohol oxidasa es inhibida completamente. Ademas se observa una ripida

inactivacion de las enzimas preexistentes (Bormann y Sahm, 1978, Veenhuis et al. 1978).
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Bormann y Sahm (1978), demostraron que en el caso de la alcohol oxidasa el decremento en la
actividad especifica, estimada en ensayos in vitro, era debido a un decremento en la concentracion
de la proteina. Sin embargo, la cinética de decremento en la actividad especifica de catalasa en el
cultivo indico una dilucidn de la enzima debido a nuevas células formadas, en lugar de un
decremento en la concentracion de la enzima.

Los hallazgos de Bormann y Sahm (1978), realizados después de transferir células crecidas
en metanol a un medio conteniendo etanol, indicaron que la inactivacién de la alcohol oxidasa y
catalasa era un proceso dependiente de energia. Mas aan, también demostraron (Bormann y Sahm,
1978), que es un proceso irreversible e independiente de sintesis de proteinas.

La cantidad y el rango de degradacion de las enzimas peroxisomales en células crecidas con
metanol, depende de la naturaleza de la fuente de carbono presente en el medio en el que son
subsecuentemente resuspendidas.

La adicion de 0.5% de desoxiglucosa (un sustrato que no puede ser metabolizado) a un
cultivo de levaduras creciendo exponencialmente en metanol, resulta en un cese inmediato del
crecimiento. Sin embargo, la presencia de este compuesto no provoca que los niveles de alcohol
oxidasa y catalasa disminuyan en las células debido a degradacion o inactivacién de las mismas
(Veenhuis et al,, 1983)..

La inactivacion de la alcohol oxidasa y catalasa en células crecidas con metanol, que ocurre
después de la transferencia de tales células a un medio conteniendo glucosa o etanol, estd
acompailada por una reduccion en el nimero y vollimen de los peroxisomas origindlmente
presentes en estas células.

El decremento de la actividad enzimatica estd asociada con la fragmentacion de los
peroxisomas grandes originalmente presentes en las células a varios organelos de tamafio mas
pequedo, seguido por la degradacién de un gran niimero de estos organelos.

Invariablemente la degradacion de los peroxisomas se inicia con su secuestro del citosol. No

se ha observado el desplazamiento de los organelos al interior de la vacuola por un proceso



parecido a la pinocitosis. En la mayoria de las veces, (nicamente los peroxisomas grandes son
degradados, dejando a los mas pequeios sin afectar,

Se ha observado en Hansenula polymorpha que 1a inactivacion de la enzima peroxisomica
alcohol oxidasa y las enzimas citoplasmicas fructosa 1,6-bifosfatasa, malato deshidrogenasa y
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa ocurre después de la adicion de glucosa a células crecidas en
metanol. La concentracion de AMP ciclico se incrementd a casi dos veces en tres minutos bajo las
mismas condiciones.

En extractos crudos de H polymorpha cerca de 20 proteinas son fosforiladas por proteina
quinasas dependientes de AMP ciclico, entre ellas la fructosa {,6-bifosfatasa. No se ha podido
detectar fosforilacion alguna de la alcohol oxidasa. A partir de este hecho, se concluye que la
inactivacion de la alcoho!l oxidasa es independiente de la fosforilacion proteica dependiente de

AMP ciclico (Hofmann y Polnisch, 1991).
2,S MUTAGENESIS

La mutagénesis al igual que la recombinacion genética son la fuente de toda variacion
genética; sin embargo, ningtin tratamiento puede dar lugar a todos los tipos posibles de mutacion.
Los mutdgenos estan divididos cldsicamente en dos tipos:

a) Fisicos: luz ultravioleta, radiacion gama y rayos X.

b) Quimicos: Etil metano sulfonato (EMS), Nitrosometil guanidina (NTG), y mostazas,
como ¢l ICR170, etc. .

Sin embargo, para los geneticistas esta division es sumamente artificial. Es mucho mas
importante distinguir el tipo de mutaciones inducidas, que depende de dos factores; €l tipo de dafo
al ADN causado por el mutageno, y la accion de las rutas de reparacion celulares para ese dafio.

La mayoria de los mutagenos producen mas de un lipo de dafio al ADN, pero el grado al
cual producen los distintos tipos de daiio depende del mutdgeno. De esta manera, por ejemplo, la

luz ultravioleta lejana da una grén proporcion de dimeros de pirimidina, bases hidroxiladas y
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entrecruzamiento de las cadenas de ADN. La radiacién ionizante (radiacion gama y rayos X)
produce un alto grado de rompimiento cromosémico por la formacién de radicales libres y el EMS
y NTG son agentes alquilantes, produciendo depurinizacion y mal apareamiento de bases.

Las mismas rutas de reparacién pueden ser mutagénicas y no-mutagénicas (libres de
errores), dependiendo del mecanismo enzimatico involucrado. Las rutas no mutagénicas incluyen a
la fotoreparacion, reparacion por excisién y por recombinacién. La ruta mutagénica mas conocida
es la de SOS en Escherichia coli, Esta ruta participa en la reparacion mutagénica del daiio
causado por una variedad de mutagenos fisicos y quimicos incluyendo a la luz ultravioleta lejana
(u.v,, 260 nm), radiacién ionizante, ausencia de timina, mitomicina C, etc (Rowlands, 1984a).

La eleccion de un mutageno debe basarse en el fenémeno de la especificidad del mutdgeno,
ya que un mutageno dado o un tratamiento mutagénico afecta preferencialmente ciertas partes del
genoma, mientras que otras partes muy raramente son modificadas. Otro factor de suma
importancia es la facilidad de uso del mutdgeno y la seguridad del mismo, que de alguna manera
estan relacionadas. Se debe recordar que todos los mutagenos son potencialmente carcindgenos ya
que actan dafiando el ADN, y por lo tanto se deben tomar precauciones efectivas para proteger
de este dafio al genoma del trabajador (Rowlands, 1984a),

La préctica actual de la busqueda aleatoria se ha beneficiado grandemente gracias a avances
en otras dreas de la ciencia y tecnologia y es ahord una actividad muy sofisticada. Los desarrollos
en la comprension de la mutagénesis y reparacion del ADN permiten optimizar los procedimientos
de mutacién para la produccion de tipos mutantes deseados. El esclarecimiento de los mecanismos
que controlan la expresion genética y la regulacion bioquimica de vias metabélicas, permiten el
disefio de los procedimientos para la busqueda de una forma tal que permita la expresion maxima
de las mutaciones deseadas. Con el advenimiento de la automatizacién, robética y el control con
microprocesadores se ha logrado incrementar el nimero de cepas aisladas que pueden ser
procesadas por unidad de tiempo en varios drdenes de magnitud. Todos estos factores contribuyen
a incrementar grandemente la probabilidad con la cual se pueden obtener cepas mejoradas, y hacer

de la mutacion y seleccion un procedimiento menos azaroso de lo que el término implica.



OBJETIVOS
Objetivo general:

Encontrar mutantes de la levadura Pichia pastoris capaces de producir la enzima alcohol

oxidasa en presencia de glucosa.

Objetivos particulares:

1. Evaluar la forma de crecimiento de Pichia pastoris er; ambos sustratos (glucosa y
metanol) asi como los tiempos de asimilacion de éstos.

2. Determinar un procedimiento paré inducr mutaciones en levaduras utilizando radiacion
gama.

3. Acoplar un sistema de seleccion y deteccion de mutantes de Pichia pastoris desreguladas

de la enzima aicohoi oxidasa.



MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se presenta la metodologia llevada a cabo para evaluar las diferentes formas
de crecimiento de la levadura Pichia pastoris en distintos sustratos, un procedimiento para
producir mutantes con radiacion gama, y la técnica de identificacion de la enzima alcohol oxidasa

in situ por un método cromogénico.

Todos los materiales utilizados son de grado reactivo y adquiridos en casas comerciales

(SIGMA, ALDRICH, DIFCO, etc.).

Las etapas seguidas en este estudio se muestran a continuacién;

3.1 Fermentacion de Pichia pasioris

3.2 Determinacion del medio para la seleccion de mutantes
3.3 Mutagénesis y aislamiento de mutantes

3.4 Identificacion de la enzima alcohol oxidasa in situ

3.5 Comparacién de la actividad de las cepas mutantes aisladas.
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3.1 Fermentacién de Pichia pastoris.

La cepa utilizada en este experimento fué la levadura Pichia pastoris ATCC 28485 que es
capaz de producir la enzima alcohol oxidasa (EC 1,1.3,13) con una actividad especifica de 37
unidades/mg de proteina (Barzana et al, 1989).

El medio basal utilizado para el crecimiento de la levadura consistio de 6.75 g de "Base de
nitrégeno para levadura" (YNB) sin aminoacidos (Difco YNB 0919-15), 12.0 g de KH,PO,, y 2.1
g de K;HPO, en un litro de agua destilada, El pH del medio fué ajustado a 6.0 y esterilizado en
autoclave a 125° C durante 15 minutos. A estc medio se le agregé: 0.5% (p/v) de glucosa
previamente csterilizado, en experimentos de crecimiento en glucosa; 0.5% (v/v) de metanol
agregado asépticamente antes de la inoculacién para la fermentacion con metanol y; 0.5% de
glucosa mds 0.5% de metanol para observar la forma de crecimiento con las dos fuentes de
carbono.

El in6culo fué de una dilucién de 1:150 aproximadamente, crecido en medio YPG
conteniendo 1% (p/v) de extracto de levadura, 2% de peptona y 1% de glucosa. Este fué
centrifugado y lavado dos veces con buffer fosfatos antes de su adicion.

La fermentacion se realizo en una incubadora New Brunswick Scientific innova 4330 con
temperatura controlada a 30° C y 175 rpm durante 60 horas. Las muestras para la construccion
de la cinética de crecimiento fueron tomadas bajo condiciones asépticas. El crecimiento fué
determinado por la densidad optica del medio, leyendo absorbancia a 610 nm en un
espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda 2S y corrigiendo la lectura con un blanco del mismo
cultivo,

Las levaduras s¢ separaron de las muestras por centrifugacion a 10,000 rpm durante 10
minutos, tomando el sobrenadante para realizar las siguientes determinaciones analiticas:

La desaparicién de la glucosa del medio fué determinada por el método de DNS para

azlcares reductores (Miller, 1959).
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El consumo de metanol fué medido con un cromatégrafo de gases Hewlett Packard 5890
Series utilizando una columna HP-20 M (Carbowax 20 M) y un detector de ionizacioén por flama.
Para ello se preparé una curva de calibracién preparando diluciones de metanol con medio basal,
La temperatura del inyector fué de 120°C, la temperatura del detector fué de 120°C y la de la

columna fué de 100°C, operando con un flujo de nitrégeno como gas acarreador.
3.2 Determinacién del medio para la seleccién de mutantes

Se realizaron comparaciones con el crecimiento de la levadura tanto en medio liquido como
en medio solido; para gelificar a este (ltimo se le agregd agalr 2.0% (p/v). El pH de los medios fué
6.0.

Se utilizé 2-desoxiglucosa como analogo de glucosa en conjuncién con las distintas fuentes

de carbono como lo muestra la tabla 3.1.
Para determinar el crecimiento en medio liquido, se realizaron pruebas por lote a 30°C, 175

Fpm y se muestreo a las 48 y 96 horas del crecimiento de dichas muestras, midiendo su densidad

6ptica a 610 nm,
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Tabla 3.1, COMPOSICION DE L.OS MEDIOS PARA EVALUAR
LA CAPACIDAD DE ASIMILACION DE Plchla pastorls,

Medio Basal

Fuente de Carbono

YNB pH 6.0
YNB pH 8,0
YNB pH 6.0
YNB pH 6.0
YNB pH 6.0
YNB pH 6.0

Desoxiglucosa (DOG) 0.01% (p/v)
Glucosa (Glu) 0.5% (p/v)

Metanol (MeOH) 0.5% (v/v)

DOG 0.01% + MeOH 0.5%

DOG 0.02% + MeOH 0.5%

DOG 0.02 + Glu 0.5%

Para determinar el crecimiento en el medio solido, se preparard una dilucion de 1:10 con

células previamente crecidas en medio YPG liquido, lavadas dos veces antes de ser utilizadas,

plaqueindose por triplicado las cajas con los distintos medios mencionados en la tabla 3.1.

Las cajas se incubaron durante 48 horas a 30°C y se comparo el crecimiento de la levadura

en los distintos medios.

El medio utilizado para la seleccion de mutantes con produccion desrregulada de alcohol

oxidasa estuvo constituido por medio basal YNB, 0.01% de 2-Desoxiglucosa, mas 0.5% de

metanol a pH 6.0, adicionando 2.0% de agar bacteriologico.
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3.3 Mutagénesis y aislamiento de mutantes

Las irradiaciones con las que se realizé la mutagénesis de las levaduras se llevaron a cabo
en el Gamma Beam del Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM. Este equipo consiste de
varias fuentes de 80Cobalto emisoras de radiacién gama, controladas por un dispositivo disefiado
por el Atomic Energy of Canada, Ltd.

El punto de partida en la obtencidn de la dosis apropiada para la irradiacion de la
suspension de levaduras de Pichia pastoris fue determinada a partir del grado de sobrevivencia
resultante del tratamiento. Para ello se expusieron viales que contenfan una concentracién
conocida de células por mililitro a distintas désis de radiacién gama, haciendo asi un barrido del
nimero de colonias sobrevivientes a una dosis absorbida determinada,

Las levaduras utilizadas para este propdsito siempre fueron crecidas en medio YPG
aerdbicamente a 175 rpm, 30° C y durante 48 horas. Fueron lavadas dos veces con buffer de
fosfatos, recuperadas por centrifugacion, y luego resuspendidas en mas medio YPG recién
preparado antes. de introducirlas en viales previamente esterilizados. Estas muestras fueron
conservadas en refrigeracion hasta la irradiacion,

Para la claboracién de la curva de mortalidad, las células irradiadas fueron resuspendidas en
medio YPG (tomando en cuenta la dilucion) y plaqueadas en cajas de petri con medio completo
YM-agar (Difco 0712-01) para su total recuperacion. A

Para el plaqueo de la suspension de Jevaduras, se utilizé un asa de vidrio y una tornamesa
giratoria; el volimen del indculo fué de 0.1 ml en todos los casos, Una vez crecidas las colonias,
se realizd el conteo de las mismas, donde cada punto de la curva fué realizado por triplicado.

Una vez identificada una dosis apropiada para lograr una mutagenicidad eficiente, se
decidio irradiar las muestras a 300 Krads durante un lapso determinado y en un lugar especifico y
fijo de] Gamma beam, al cual se habia efectuado dosimetria con anticipacion. Bajo estas

condiciones se obtiene una suspension de levaduras con un porcentaje de letalidad del 99.9.
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Los viales conteniendo la solucion de levaduras irradiadas se cubricron con papel aluminio y
se almacenaron a 4° C hasta el momento en que fueran resembradas.

La recuperacion se realizo tomando las levaduras de los viales, resuspendiendolas en medio
de seleccion, seguido de plaqueo en cajas conteniendo el mismo medio. Después de un dia y medio
de incubacidn a 30°C, se replicaron las colonias en cajas de petri conteniendo medio basal, 1.0%
de glucosa, 0.5% de metanol y 2.0% de agar. La replicacion se realizb picando las colonias con
palillos de madera previamente esterilizados en autoclave de las cajas con medio de seleccion a las
cajas con glucosa y metanol (G-M). A las cajas de G-M se les coloca un papel filtro (Whatman
No. 42, 7.5 cm de didmetro) mojado con 0.5 ml del mismo medio, dejindose incubar por la noche

a 30°C para realizar el ensayo de deteccion de AOX in sifu.
3.4 Identificacion de la enzima alcohol oxidasa in siru

El método para detectar la alcohol oxidasa in sit consiste en replicar las colonias
mutagenizadas en un papel filtro, humedeciéndolo con medio para que las colonias se peguen a él,
y asi trabajar con una réplica idéntica de las colonias que se encuentran sobre el agar. El papel
debe colocarse inmediatamente a la inoculacion de la caja de petri, con la finalidad de que la
colonia se adhiera al papel mientras crece.

Un dia después de la inoculacién y bajo incubacién a 30°C, se retira el papel de la caja de
petri y se coloca sobre un embudo Biichner, con las colonias hacia arriba y con ligera succion. Se
permeabiliza |a pared celular agregando una solucion de liticasa (SIGMA Chemical Co., St Louis,
USA.) 2 mg/ml en buffer tris-HCI pH 7.5. Se dejan incubar por media hora a 30°C, se lavan las
células con buffer de fosfatos y se agregan 15 ml de una solucion de 16 mg de ABTS (2,2-
diazino-(3-etilbenzotiazolino-6-4cido sulfonico), 2.0 ml de metanol y 1 ml de una solucion con 288
unidades/ml de peroxidasa de rabano (POD EC 1.11.1.7) en 100 ml de buffer fosfatos. Se deja
reaccionar al reactivo durante 30 minutos a 30°C hasta desarrollar un color verde intenso en las

colonias que presentan alcohol oxidasa.
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En el ensayo para la deteccion de 1a alcohol oxidasa in situ se adiciona el metanol y se acopla
la enzima peroxidasa de rabano con ¢l cromégeno ABTS reducido. Cuando la AOX esta presemé
en las celulas, el metanol es oxidado a formaldehido con fa intrinseca produccion de H202, el cual
es subsecuentemente degradado a agua acompaflado de oxlgenp gracias a la accion de la
peroxidasa. El ABTS reacciona con el oxigeno liberado en la degradacion del peréxido, formando
el color verde que identifica la presencia de la AOX en las colonias al oxidarse dicho reactivo.

Las colonias que se colorean de verde son entonces identificadas y aisladas de la caja de G-
My resembradas en medio completo YM para su posterior estudio,

La figura 3.2 muestra ¢! método para identificar la enzima alcohol oxidasa presente en las

colonias de Pichia pastoris.

Tabla 3.2. METODO DE DETECCION DE AOX
IN SITU EN COLONIAS DE Pichia pastoris

1. SE ESPARCEN LAS CELULAS RESUSPENDIDAS EN MEDIO DE SELECCION
SOBRE CAJAS DE PETRI CON EL MiSMO MEDIO Y SE DEJAN INCUBANDO.

2. 38 HORAS MAS TARDE SE PICAN LAS COLONIAS CRECIDAS A CAJAS DE
PETRI CON MEDIO GLU-MeOH,

3, INMEDIATAMENTE SE COLOCA UN PAPEL FILTRO MOJADO CON EL MISMO
MEDIO GLU-MeOH DEJANDOSE INCUBAR POR LA NOCHE.

4. BAJO CONDICIONES ASEPTICAS, SE RETIRA EL PAPEL FILTRO DE LAS
CAJAS DE PETRI Y SE COLOCA SOBRE UN EMBUDO BUCHNER CON LAS
COLONIAS HACIA ARRIBA.

5. BAJOLIGERA SUCCION, SE PERMEABILIZAN LAS CELULAS CON AYUDA
DE UNA SOLUCION DE ENZIMA COMERCIAL “LITICASA" DURANTE 30 MIN.

6. SE ENJUAGAEL PAPEL FILTRO CON BUFFER FOSFATOS,

7. SE AGREGA EL REACTIVO DE ABTS-POD Y SE DEJA INCUBAR LA
REACCION POR 30 MIN. A30° C.

8. LAS CELULAS CON PRODUCCION DE ALCOHOL OXIDASA DESARROLLAN
UN COLOR VERDE INTENSO.
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3.5 Comparacién de Ia actividad de las cepas mutantes aisladas.

Para evaluar la actividad de alcohol oxidasa que poseia cada una de las distintas colonias
aisladas por haber resultado positivas en el ensayo de la alcohol oxidasa, se crecieron en medio
basal liquido con metanol o glucosa mas metanol durante 48 horas. Y se prepararon extractos
libres de células de la siguiente manera:

Se prepararon soluciones de células en buffer de fosfatos pH 7.5 con una absorbancia igual a
I (+/- 0.01), de las cuales se tomaron 3 ml y se les agreg6 una solucién de tritén X-100 0.1% y
glicina 1.0%. Se mantuvieron por 16 horas a 30°C y 210 rpm.

El ensayo se inicia al agregar 0.05 ml de muestra a 2.5 ml del reactivo ABTS-POD,
incubindose por 20 minutos a 30°C. La reaccion se detiene con 0.2 ml de HCl 6 N y se lee la
sbsorbancia de cada muestra a 420 nm (Chen et al., 1992),

Adicionalmente, estas colonias se crecieron en cajas petri con medio basal gelificado con
agar més 0.5 % de metanol y las siguientes concentraciones de glucosa desde 0.5, 0.4,0.3, 0.2 y .

0.1% respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fermentacién de Pichia pastoris

Con el objeto de verificar lo reportado en cuanto al crecimiento de Pichia pastoris, se
realizaron cinéticas de crecimiento con glucosa, metanol y glucosa mas metanol como sustratos.

Se determinaron los tiempos de consumo de éstos y la forma del crecimiento de la levadura.

La concentracion del sustrato se fijo en 0.5% en todos los casos, debido a que durante el
crecimiento con altas concentraciones de metanol se inhibe el crecimiento de las levaduras
metilotrofas, probablemente por un exceso de peroxido de hidrogeno o de formaldehido liberado

porla reaccion de la AOX con el metanol (Veenhuis et. al, 1983; Duff y Murray, 1988).

Las condiciones para el crecimiento como el pH, la temperatura y la agitacion estuvieron
basadas en trabajos previos (Duff y Murray, 1988; Chen et. al, 1992). Durante el crecimiento en
metanol las levaduras requieren de una buena aereacion y una temperatura dptima de crecimiento

de 30°C (Couderc y Baratti, 1980).

El crecimiento se realizo durante 60 horas, ya que se observo que para ese tiempo se habia

alcanzado la fase estacionaria del crecimiento.

La figura 4.1 muestra el crecimiento de P..pastoris en medio YNB con glucosa tal como se

describio previamente (materiales y métodos 3.1).
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Figura 4.1, CRECIMIENTO CON GLUCOSA 0.5%
D.0, 810 nm GLUCOSA {mg/ml)
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En esta grifica se puede observar que en el crecimiento de la levadura se producen altos
niveles de biomasa ademés de una rapida asimilacion del sustrato. Se puede apreciar que la
pendiente del sustrato decrece durante las primeras doce horas del crecimiento, denotando que la
glucosa es practicamente asimilada en su totalidad. Es en este periodo también cuando la fase

exponencial del crecimiento se desvanece para alcanzar la fase estacionaria del mismo.

El crecimiento se mantiene invariante debido a la completa desaparicién de la glucosa del

medio.

En contraste con lo observado durante el crecimiento en metanol (Fig. 4.2); al crecer a P.
pastoris en el medio de glucosa, no se presenta fase alguna de adaptacion al medio. Es decir, la
fuente de carbono y energia se comienza a asimilar en cuanto el indculo es agregado al medio de
cultivo. Asimismo, la densidad celular de la levadura alcanzé un méximo en el intervalo de las 24 a

las 48 horas.
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El crecimiento obtenido en glucosa como sustrato supera al registrado en metanol hasta por

un 90%, lo cual permite afirmar que fa glucosa es un sustrato ideal para el crecimiento de este

organismo.

En la figura 4.2, se observa el crecimiento en metanol como sustrato. Claramente, el nivel de
biomasa es significativamente menor, en relacion al obtenido durante el crecimiento en glucosa. Es
por esto que es importante encontrar una cepa que durante su crecimiento con glucosa pueda
sintetizar la enzima alcohol oxidasa, ya que de ésta manera se obtendrian altos niveles de alcohol

oxidasa en un tiempo razonablemente corto.

Figura 4.2, CRECIMIENTO CON METANOL 0.5%

D.0, 810 nm METANOL {ut/mi)
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EL TESTIGO MUESTRA LA PERDIDA DE METANOL POR EVAPORACION

En ésta grafica se puede apreciar un periodo de adaptacion al medio conteniendo metanol,
durante el cual se desrreprime la sintesis de las enzimas propias para Ia asimilacion del metanol, i.e.

AOX y catalasa, Dicho periodo comienza desde la adicion del metanol hasta después de 6 horas en
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que el cultivo comienza con un lento crecimiento, y no es sino hasta 12 horas después (toda vez
que dichas enzimas se han producido) cuando se dispara el crecimiento exponencial por 12 horas
mas hasta alcanzar la fase estacionaria del crecimiento. E! crecimiento méximo se alcanza a las 24

horas, nuevamente cuando el sustrato ha sido completamente agotado.

También se puede ver que una parte del metanol se evapora, segin se muestra en la curva

denominada testigo de metanol, Jo cual puede resultar en un crecimiento celular limitado.

Coincidéntemente Reuss et al. (1975), argumentaron que los bajos valores de biomasa

obtenidos en su trabajo eran debidos a pérdidas de metanol por evaporacion,

El cultivo continuo de este organismo con metanol fué estudiado por Duff y Murray (1988),
agregando ) sustrato conforme se asimilaba completamente en un ciclo. De esta forma se pueden
evitar las dificultades de inhibicion ocasionadas por el metanol, dando como resultado un
incremento en la concentracién de biomasa a la vez que la produccion de alcohol oxidasa y

catalasa no se ven disminuidas (Duff y Murray, 1988)

En la figura 4.3 se presenta el crecimiento de la levadura metilotrofica en la mezcla de los
dos sustratos (glucoss mis metanol). Claramente se aprecia un crecimiento diauxico donde la
glucosa es consumida en primera instancia, de manera similar al consumo de glucosa presentado
en la figura 4.1, donde no hay fase de adapatacion al medio de cultivo. Esto es seguido de un
crecimiento exponencial a medida que se asimila ripidamente la glucosa por un periodo de 12
horas, de forma tal que a las 24 horas se alcanza la mixima densidad optica con glucosa. Dicha
turbidez se mantiene invariable por otras doce horas, periodo en el cual la levadura se adapta
metabdlicamente al metanol. Esto resulta en una produccién simultinea de las enzimas y
peroxisomas para la asimilacion del metanol. Sin embargo, al término de la fermentacion, el
crecimiento en metanol no resulta ser de la magnitud del que se muestra en la figura 4.2,

probablemente debido a pérdidas de metanol por evaporacion.
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Asimismo, de forma similar a la curva testigo mostrada en la figura 4.2, se puede apreciar

la pérdida de metanol por evaporacion.

Cabe hacer notar que ¢l metanol no es utilizado sino hasta que la glucosa ha sido

completamente asimilada.

La realizacion de la cinética de crecimiento en ambos sustratos es importante, ya que de
esta forma se corobora que la enzima alcohol oxidasa no es sintetizada en presencia de glucosa no
obstante la existencia de metanol en el medio. Toda vez que es necesaria la produccidn de la

enzima alcohol oxidasa para la asimilacién del metanol.

Figura 4.3. CRECIMIENTO CON GLUCOSA 0.6% Y METANOL 0.5%
D.0. 610 nm GLUCQOSA / METANOL
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4.2 Determinacion del medio para la seleccién de mutantes

Veenhuis et al. (1983), al agregar 0.5% de 2-desoxiglucosa a un cultivo de Hansenula
polymorpha creciendo exponencidlmente en metanol encontraron que el crecimiento se detiene
inmediatamente, concluyendo que ¢l andlogo de glucosa induce a la represién catabdlica. Y, por
otra parte, Sakai et al. (1987), utilizaron un medio selectivo compuesto por metanol adicionando
2-desoxiglucosa con la finalidad de obtener cepas mutantes de Candida boidinii productoras de
alcohol oxidasa en presencia de glucosa. Las siete colonias aisladas por ellos, fueron capaces de

liberarse de la represion catabolica ocasionada por glucosa.

Con la finalidad de obtener un medio selectivo para encontrar mutantes que posean la
habilidad de vencer a la represion catabélica ejercida por glucosa, se realizo una comparacién con
mezclas de los distintos sustratos en los que la levadura metilotrofica es capaz de crecer, Para ello
s agreg6 un anilogo de glucosa con la capacidad de reprimir Ia sintesis de las enzimas necesarias
para la asimilacién del metanol. Se busca detectar las células que hayan adquirido o incrementado

su resistencia en contra de la represion por glucosa.
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Figura 4.4. CRECIMIENTO DE P.pastoris
EN DISTINTOS SUSTRATOS CON 2-DOG
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La figura 4.4 muestra la comparacion del crecimiento de la levadura P.pasforis en distintos
sustratos y mezclados con 2-Desoxiglucosa, que es un anlogo de glucosa y un fuerte represor de
la enzima alcohol oxidasa (Veenhuis et al., 1983, Sakai et. al, 1987; Sudbery y Gleeson, 1989),
Asi pues, se observa que la glucosa se asimila preferentemente sobre cualquier otro sustrato.
Incluso al ailadir glucosa mas el andlogo de glucosa, se puede apreciar que este Gltimo no se
incorpora a la célula, puesto que el crecimiento no se retarda y es bastante similar al crecimiento
que se observa con glucosa Unicamente. En todo caso, si la 2-Desoxiglucosa fuera incorporada a
la célula, no hay indicio de que fuera asimilada. Por otra parte, el crecimiento obtenido con
metanol tal y como se esperaba es la mitad del obtenido con glucosa. Sin embargo al agregar el
andlogo de glucosa, se observa que éste si es incorporado, ya que se puede apreciar un retardo o
aletargamiento en e} crecimiento. No es sino hasta después de 48 horas de cultivo cuando las

células pueden vencer la represion ejercida por la 2-desoxiglucosa reflejandose en un ligero
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crecimiento que no alcanza los niveles de la muestra crecida en metanol Gnicamente. Ademis se
puede observar que este aletargamiento celular estd intimamente relacionado con la concentracion
del andlogo, puesto que, al aumentar su concentracién en el medio, ¢! crecimiento disminuye a un

tiempo determinado.

Unicamente se tomaron muestras en dos tiempos debido a que el objetivo de esta prueba era

determinar el nivel de crecimiento alcanzado al final de cada tiempo determinado.

Estos resultados son presentados en porcentaje relativo con el objeto de poder equipararlos

con las figuras donde se muestran las fermentaciones.

El cien por ciento a que se hace referencia corresponde al maximo crecimiento obtenido en

lote con glucosa a las 48 horas.

Por otra parte, no se encontrd crecimiento alguno al crecer las cepas en medio con analogo

unicamente.

Debido a que las pruebas en medio liquido usualmente son distintas a las realizadas en medio
solido y a que la recuperacion de las levaduras se lleva a cabo en medio solido, se presentan los
resultados de la tabla 4.1. Se observa que en medios gelificados con agar y a las 48 horas de
cultivo, el crecimiento se limito unicamente a los medios que no contenian al andlogo de glucosa,
salvo el caso del medio constituido por glucosa mas 2-desoxiglucosa. Estos resultados y el trabajo
realizado por Sakai et al. (1987), con 2-desoxiglucosa para aislar cepas mutantes de Candida
boidinii, nos impulsé a establecer el medio de seleccion de mutantes con medio YNB, metanol y el

andlogo de glucosa 2-desoxiglucosa.
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Tabla 4.1, CRECIMIENTO DE  P.pastoris EN MEDIO SOLIDO
CON DISTINTOS SUSTRATOS Y 2-DESOXIGLUCOSA
MEDIO BASAL FUENTE DE CARBONO CRECIMIENTO
YNBpH 6.0 e -
YNB pH 6.0 Desoxiglucosa {DOG) 0.01% -
YNB pH 6.0 Glucosa (Glu) 0.56% +
YNB pH 6.0 Metanol {(MeOH) 0.5% +
YNB pH 6.0 D0G0.01% + MeOHO0.5% -
YNB pH 6.0 D0G 0.02% + MeOH0.5% -
YNB pH 6.0 D0G 0.02% + Glu 0.5% +
4.3 Mutagénesis

Para la realizacion de este trabajo, se pensé en utilizar radiacién gama debido al alto grado
de penetrabilidad que posee este agente fisico y al importante daflo que puede provocar al genoma
celular por rompimiento de cromosomas (Fried| et al., 1993). Esto induce una rapida reparacion
del ADN por el sistema SOS, el cual es bien conocido como un sistema de reparacion

mutageénico, promoviendo errores durante la reparacion genomica (Rowlands, 1984).

La dosis ideal de irradiacion de la fevadura P, pastoris fué encontrada a partir de un barrido
de la exposicion del caldo de levaduras a distintas dosis de radiacién gama, segiin se observa en la
figura 4.6 que reporta el nimero de colonias sobrevivientes contra la doésis de exposicion. Se

puede observar que la dosis ideal para la busqueda de levaduras con el genotipo mutante de
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nuestro interés ocurre a 300 Krads, donde la ddsis es suficiente para provocar una alta mortandad
de 99.9% en la poblacidn, rango en el que existe mayor probabilidad de que el genoma de las
colonias sobrevivientes haya sido afectado sensiblemente y que la reparacion de éste no sea tan fiel
al genatipo original,

El criterio utilizado para irradiar las muestras a esa dosis esta basado en que es la maxima

dosis absorbida en la cual se pueden obtener colonias sobrevivientes de la levadura Pichia

pastoris.

Figura 4.6. CURVA DE MORTALIDAD DE
Pichia pastoris CON RADIACION GAMA

COLONIAS SOBREVIVIENTES
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Las colonias sobrevivientes a la irradiacion fileron recuperadas de los viales en cajas de petri
con medio sdlido conteniendo 2-desoxiglucosa y metanol. Las colonias capaces de crecer en el

medio de seleccion, fueron resembradas en medio sélido G-M (formado por glucosa y metanol)
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realizindoseles el ensayo de AOX in situ. Las 200 colonias que resultaron positivas al ensayo
fueron sembradas individualmente en medio campleto YM agar. Cada cepa aislada con este

sistema de seleccion fué crecida tanto en medio liquido G-M coma con metanal.

Con el objeto de determinar ta actividad de AOX en las distintas colonias aisladas por haber
resultado positivas en el ensayo de la alcohol oxidasa, fueran crecidas en medio basal liquido con
metanal o glucosa mas metano! durante 48 horas. Esto permitia” evaluar la actividad de alcohal

oxidasa que posee cada una, tanto en presencia de glucosa como sin ésta.

De las aproximadamente 1000 colonias obtenidas resistentes a 2-desoxiglucosa
(presumiblemente mutantes desrreprimidas de glucosa), ninguna mostré actividad de AOX en
medio liquido en presencia de glucosa. Estas cepas pudicron liberarse de la represion catabdlica
por 2-desoxiglucasa para poder asimilar el metanol en presencia del anilogo de glucosa y muy
probablemente de la represidn catabdlica por glucosa. Desafortunadamente, estas colonias
revertieron su capacidad de desrepresion par glucosa después de un nimero reducido de 3

resiembras en medio solido.

En la figura 4.7 se puede observar una comparacion de actividad de distintas cepas aisladas
por haber resultado positivas en el ensayo de deteccion de la alcohal oxidasa /n situ. Esta se hiza
al crecer las distintas cepas aisladas en metanol Gnicamente camo fuente de carbona para poder
diferenciar la produccion de la enzima alcohal oxidasa. Por ejemplo, la cepa numero H14-83
disminuyd la actividad de 1a AOX hasta cési un 50% en comparacidn con la cepa silvestre aunque

en la mayoria el descenso era minimo
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Figura 4,7. ACTIVIDAD DE AOX EN CEPAS MUTANTES
AISLADAS DE Pichia pastoris

P.pastoris silvestrs §;

0 0.06 0.1 0.16 0.2 0.26
UNIDADES DE AOX/m|

Para investigar la insensibilidad a la represion catabélica de AOX en P. pastoris, se crecicron
en medio solido a la cepa silvestre y a las cepas mutantes en pequefias concentraciones de ghicosa
y se mantuvo constante la concentracion de metanol. La actividad de alcohol oxidasa no fué
detectada en ninguna de las cepas. Esto demostrd que el metanol por si misma podria na ser un

factor esencial para la expresion de la AOX en presencia de glucasa en estas cepas.

Se aislaron cepas revertientes de Pichia pastoris desceprimidas en genes reprimibles por
glucosa selecciondndolas por su crecimiento en presencia de 2-desoxiglucosa usando metanol
como fuente de carbono alterna.

Posiblemente dichas mutaciones fueron recesivas y por lo tanto a través de las pocas
resiembras efectuadas, el caracter se perdid gracias a la recombinacion genética. Otra explicacion

podria ser que los sistemas de reparacion en estos organismos es tan eficaz que a lo largo de la
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seleccion de mutantes el dafio al ADN fué reparado, suficientemente como para recuperar la
regulacion catabdlica ejercida por glucosa.

Por otra parte, ¢l efecto de mutaciones confiriendo resistencia a 2-desoxiglucosa en la
actividad del promotor de AOX ha sido investigada, La expresion de la AOX en tales mutantes no
es reprimida por glucosa pero es dependiente de la presencia de metanol. Estos resultados
sugieren que la expresion de AOX esta sujeta a un doble contral: represién por glucosa e
induccion por metanol. La primera se libera en las mutaciones resistentes a 2-desoxiglucosa, pero
permanece un requerimiento para la segunda (Sudbery y Gleeson, 1989).

Cregg y Madden (1988), generaron mutantes de AOX™ en Pichia pastoris por rompimiento
del gen y demostraron que hay dos genes estructurales para la AOX en este organismo, ambos
deben ser destruidos para generar un fenotipo de metanol”. Esto indica que es necesario obtener
una doble mutante, es decir, hay que dafar dos zonas del genoma de Pichia pastoris en forma
simultanea para poder obtener el fenotipo de interés

Tomando en cuenta que el promotor de la AOX es bastante potente (De Hoop et al.,1991),
es de esperarse que en vez de obtener un incremento en la producian de la enzima, se obtenga una
disminucion en la produccion de ésta, debido a que el tratamiento mutagénico lo puede afectar.

Como es el caso de nuestros resultados.

A continuacion se propone un mecanismo bara la posible praduccion de mutantes de Pichia
pastoris:

* Induccidn de ascoesporas de la levadura. Esto se puede lograr preparando un medio que
contenga acetato como la principal fuente de carbono. Este puede ser ¢l medio de McClary
(Acetato de potasio 1.0%, extracto de levadura 0.25%, glucosa 0.1%).

+ Exterminacion de las células vegetativas existentes en el medio con esporas. El
tratamiento con calor a 60°C podria ser una opcian viable, otra seria el agregar dietil eter

al medio con esporas, entre muchas otras,
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+ +Una vez lograda la obtencion de ascoesporas, se deben mantener en un medio rico en
nutrientes donde se pueden mantener estables, es decir donde no se apareen. Por ejemplo
¢l medio YPG (Extracto de levadura 1%, pectina 2% y glucosa 1%).

+ Exposicién de la suspension de esporas a la dosis de radiacion gama de 300 krads.

+ Realizar el metodo de seleccion de mutantes aqui descrito.

Este método esta disefiado en base a que al germinar las ascoesporas dan lugar a individuos
haploides. Estos son estables cuando se mantienen en un medio rico en nutrientes (Sudbery y
Gleeson, 1989). De esta forma se podrian evitar los problemas de complementacién de genes
ocasionados por la diploidia, asi como por recombinacién genética inmediata a la irradiacion de las

levaduras.

4.4 Identificacion de la enzima alcohol oxidasa in situ

El método de visualizacion usado para detectar colonias con produccion de alcoho! oxidasa
esta basado esencialmente en el método de Eggeling y Sahm (1980). Ellos utilizaron quitosano
para la permeabilizacién de las células. Sin embargo y como ellos mismos lo mencionan en su
trabajo, el quitosano presenta problemas incluso interfiriendo en la formacién del complejo
cromogénico cuando las células no son completamente lavadas de este reactivo. En el ensayo
propuesto en este trabajo utilizamos enzimas liticas de la pared y membrana celulares para evitar

este problema y como una manera de ser mas especificos en la permeabilizacion celular.

Este método, se ha aplicado exitosamente para aislar mutantes con represion alterada de
alcohol oxidasa por glucosa en Hansenula polymorpha (Eggeling y Sahm, 1980) y para el
aislamiento de una cepa mutante de la levadura Candida boidinii AS productora de alcohol

oxidasa en un medio que contiene glucosa (Sakai et al., 1987).
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CONCLUSIONES

Durante el crecimiento con glucosa se observa una alta produccion de biomasa. Sin

embargo no hay produccion de alcohol oxidasa.

Se observé un crecimiento lento y escaso en metanol. Para que la levadura Pichia pastoris
pueda desarrollarse en este medio es necesaria la desrepresion de las enzimas degradadoras del

sustrato, lo cual resulta en un retardo del crecimiento celular.

Al inocular células de Pichia pastoris a un medio conteniendo glucosa y metanol, ¢l
metano! no fué utilizado hasta que la glucosa desaparecié completamente del medio,

observandose una curva de crecimiento diauxico.

Pequefilas concentraciones de glucosa (I mg/ml) reprimen la sintesis de la alcohol oxidasa

.

en presencia de metanol (5 pl/ml).

La 2-desoxiglucosa cldramente inhibio e] crecimiento de la levadura al utilizarla
conjuntamente con metanol. Sin embargo, en este caso no permitié la deteccion de mutantes

insensibles a represion catabolica de alcohol oxidasa por glucosa.

'

La dosis de radiacion gama de 300 krads si afecta al genoma celular de la levadura, No

obstante un andlisis del porcentaje de revertientes es necesario para mejorarla.

Se acoplo la utilizacion de 2-desoxiglucosa con ¢l ensayo enzimdtico del reactivo ABTS-

POD para detectar la presencia de alcohol oxidasa en colonias de Pichia pastoris.



Claramente se mejord la permeabilizacion de la pared celular de levaduras utilizando

enzimas liticas (Liticasa),

Ya que no se pudo lograr el objetivo principal de este trabajo, se sugiere otra metodologia
para la posible obtencion de mutantes de Pichia pastoris desreguladas en su produccion de

alcohol oxidasa,



PERSPECTIVAS

Es recomendable realizar un estudio-detallado de la fermentacién de la levadura utilizando
un inéeulo crecido en metanol y observar que sucede con la AOX durante el crecimiento de las
células en medio conteniendo glucosa més metanol. Con ello se buscaria conocer si la actividad
especifica de AOX preexistente se mantiene, aumenta o disminuye y su consecuencia en el

crecimiento celular.

Estudios acerca de la cantidad minima de glucosa necesaria para reprimir la sintesis de
alcohol oxidasa en Pichia pastoris asi como la inactivacién catabélica de la enzima en presencia

de glucosa son las préximas investigaciones a seguir en este proyecto.

Dado que la reaccién de oxidacion del metanol llevada a cabo por la enzima alcohol
oxidasa es esencidlmente una reaccion bisustrato, la concentracion del oxigeno tiene un efecto
significativo en la afinidad de la enzima por el sustrato alcohdlico, por lo cudl se debe hacer una

cinética del crecimiento del microrganismo cuantificando oxigeno.
No obstantc la utilizacién de enzimas liticas de la pared celular para permeabilizar células

es un método confiable y rdpido, otras altemativas deben tomarse en cuenta para reducir los

costos, por ejemplo: detergentes, solventes orgdnicos, etc.
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