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RESUMEN

Generalmente, la induccién del gen heterélogo en Pichia pastoris se realiza con el promotor AOX1 y
metanol. Sin embargo, el riesgo que implica el uso del metanol y la complejidad del control del proceso
a nivel industrial ha dado a lugar a buscar promotores alternativos. Uno de ellos es el promotor GAP
gue regula la expresion de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de forma constitutiva. La
optimizacion de las condiciones de cultivo ha demostrado que también influye en la produccion de la
proteina heter6loga e impacta en la fisiologia de la levadura, siendo el propo6sito del presente trabajo
determinar la respuesta fisiologica de cepas de Pichia pastoris a condiciones de sobreproduccién de
proteinas heterdlogas reguladas por un promotor constitutivo. Se construyd el vector pPGAHFTEII, se
transformaron células de P. pastoris KM71, se seleccionaron por auxotrofia a histidina y se verifico la
integracion del casete de expresion en el genoma de la levadura por PCR. Se selecciond la cepa
sobreproductora de la proteina recombinante. Se disefiaron y realizaron 7 experimentos empleando el
método Simplex con combinaciones de dos niveles cada uno de los cuatro factores ambientales a
optimizar: concentracién inicial de la fuente de carbono y temperatura, pH y velocidad especifica de
crecimiento en la etapa de lote alimentado con glicerol, con el fin de incrementar la productividad
volumétrica extracelular de fitasa en un biorreactor de 7 L empleando la cepa seleccionada. Se
determinaron los niveles relativos de expresion de los genes FTEII, GAP, RPS8A, RPS26B, GUTL,
DAK2, PGK, SEC63, CPR5, PRE5, BET2, COP1, ATG4, ATG8, MPG1, PMT2, KAR2, RSP5, SSO2,
G6PD y YPT1 a lo largo del tiempo de dos cultivos (A: baja, G: alta productividad volumétrica) por
RT-gPCR mediante el método de cuantificacion relativa 2-22Ct, Se obtuvieron mas de 200 clonas His*
y todas las clonas analizadas por PCR mostraron una tnica banda de 1310 pb. La clona seleccionada
como sobreproductora de fitasa mostr6 un rendimiento proteinas/biomasa 16 veces mayor con respecto
a la que obtuvo el menor rendimiento de las 151 clonas analizadas y un Ypx 3.4 veces mayor que el
cultivo de menor Y de los cultivos de 50 mL realizados. Se incrementd 1.6 veces la productividad
volumétrica extracelular de fitasa con respecto al cultivo de menor productividad volumétrica
extracelular y se increment6 5.3 veces el Yps con respecto al cultivo de menor Y s de los cultivos
derivados del método Simplex. El proceso de optimacidn gener6 un aumento de los tres rendimientos
(Yxs, Yo, Ypis). El presente trabajo no solo trata de la construcciéon y seleccién de una cepa
sobreproductora de P. pastoris regulada por el promotor GAP y la optimizacion de las condiciones de
cultivo, sino que también contribuye al entendimiento del impacto de las condiciones de cultivo en la
respuesta fisioldgica del huésped. La disminucion de la temperatura y de la velocidad especifica de
crecimiento resultaron ser los factores que mas influyeron en el aumento del Y« y por lo tanto en la
eficiencia celular para producir la fitasa recombinante de forma extracelular. Ademas, los resultados
obtenidos sugieren que la produccidn y productividad de fitasa extracelular no se vio afectada por la
transcripcion ni la traduccion del gen FTEII durante el proceso de optimizacion, sino que la optimacion
de las condiciones de cultivo conduce a un proceso de secrecion mejorado. Los resultados de expresién
de genes sugieren que en los cultivos con p cercanos a la pmax Y temperatura mas alta (30°C), las
moléculas de proteina recombinante sintetizadas llegan al reticulo endoplasmico donde probablemente
no se pueden plegar por completo, lo que activa la respuesta UPR, pero debido a la saturacién del
sistema derivado de la generacion de biomasa, la proteina recombinante sobrepasa el control de calidad
del reticulo endoplasmico sin importar su estado de plegamiento, pasando por el sistema de trafico de
vesiculas para dirigirse al aparato de Golgi. En este punto, probablemente, la proteina es devuelta al
reticulo endoplasmico por el sistema COPI y es enviada a degradacion por el mecanismo ERAD. La
fraccion de moléculas de proteina plegadas correctamente continGa en la ruta de secrecion. En
contrapartida, en el cultivo G (menor velocidad especifica y temperatura) las moléculas de proteina
recombinante sintetizadas Ilegan al reticulo endoplasmico donde probablemente el plegamiento es mas
eficiente que en el cultivo A, lo que les permite pasar por el sistema de tréfico de vesiculas para dirigirse
al aparato de Golgi y que sdlo una pequefia fraccion se regrese al reticulo endoplasmico quedando la
mayor parte de la proteina recombinante en la ruta de secrecion con glicosilacion (manosilacion) en el
aparato de Golgi y secrecion final por exocitosis, todo esto apoyado por el mecanismo de recambio de
proteico activado que ayuda a la sintesis de la proteina recombinante.
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ABSTRACT

Generally, the induction of the heterologous gene in Pichia pastoris is performed with the AOX1
promoter and methanol. However, the risk involved in the use of methanol and the complexity of
process control at the industrial level has led to the search for alternative promoters. One of them is the
GAP promoter that regulates the expression of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
constitutively. The optimization of the culture conditions has shown that it also influences the
production of the heterologous protein and impacts on the physiology of the yeast, being the aim of the
present work to determine the physiological response of Pichia pastoris strains to conditions of
overproduction of heterologous proteins regulated by a constitutive promoter. The pGAHFTEII vector
was constructed, P. pastoris KM71 cells were transformed and were selected by histidine auxotrophy
and the integration of the expression cassette into the yeast genome was verified by PCR. The
overproducer strain of the recombinant protein was selected. Seven experiments were designed and
performed using the Simplex method with combinations of two levels each of the four environmental
factors to be optimized: initial concentration of the carbon source and temperature, pH and specific
growth rate in the fed-batch step with glycerol, in order to increase the extracellular volumetric
productivity of phytase in a 7 L bioreactor using the selected strain. The relative expression levels of
the FTEII, GAP, RPS8A, RPS26B, GUT1, DAK2, PGK, SEC63, CPR5, PRE5, BET2, COP1, ATG4,
ATG8, MPG1, PMT2, KAR2, RSP5, SSO2, G6PD and YPT1 over the time of two culture conditions
(A: low, G: high volumetric productivity) by RT-gPCR using the relative quantification method 2-244¢,
More than 200 His* clones were obtained and all clones analyzed by PCR showed a single band of
1310 bp. The clone selected as a phytase overproducer showed a protein/biomass yield 16 times higher
compared to the one that obtained the lowest yield of the 151 clones analyzed and a Ypx 3.4 times
higher than the clone with the lower Y Of the cultures of 50 mL performed. The phytase extracellular
volumetric productivity was increased 1.6 times with respect to the culture of lower extracellular
volumetric productivity and the Y s was increased 5.3 times with respect to the crop of lower Y s of
the cultures derived from the Simplex method. The optimization process generated an increase of the
three yields (Yws, Yo, Ypis). The present work not only deals with the construction and selection of an
overproductive strain of P. pastoris regulated by the GAP promoter and the optimization of culture
conditions, but also contributes to the understanding of the impact of culture conditions on the
physiological response of the host. The decrease in temperature and the specific growth rate turned out
to be the factors that most influenced the increase in Yy and therefore in cellular efficiency to produce
recombinant phytase extracellularly. In addition, the results obtained suggest that the production and
productivity of extracellular phytase was not affected by the transcription or translation of the FTEII
gene during the optimization process, but that the optimization of culture conditions leads to an
improved secretion process. Gene expression results suggest that in cultures with p close to umax and
higher temperature (30° C), the synthesized recombinant protein molecules reach the endoplasmic
reticulum where they probably cannot be completely folded, which activates the UPR response, but
due to the saturation of the system derived from the generation of biomass, the recombinant protein
exceeds the quality control of the endoplasmic reticulum regardless of its folding state, passing through
the vesicle traffic system to go to the Golgi apparatus. At this point, probably, the protein is returned
to the endoplasmic reticulum by the COPI system and is sent to degradation by the ERAD mechanism.
The fraction of correctly folded protein molecules continues in the secretion path. In contrast, in the G
culture (lower specific speed and temperature) the synthesized recombinant protein molecules reach
the endoplasmic reticulum where the folding is probably more efficient than in the A culture, which
allows them to pass through the vesicle traffic system to go to the Golgi apparatus and only a small
fraction is returned to the endoplasmic reticulum, leaving most of the recombinant protein in the
secretion pathway with glycosylation (mannosylation) in the Golgi apparatus and final secretion by
exocytosis, all supported by the replacement mechanism of activated protein that helps the synthesis
of recombinant protein
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1. INTRODUCCION
P. pastoris es un hospedero ampliamente utilizado como parte de un sistema de expresion
para la produccion de proteinas heterologas; debido a que se distingue principalmente por
su rapido crecimiento a altas densidades celulares, la disponibilidad de fuertes promotores
regulables e inducibles y por la posibilidad de producir grandes cantidades de proteinas

recombinantes por litro de cultivo tanto intracelular como extracelularmente.

La regulacion de la expresion de los genes de interés se lleva a cabo por promotores
sensibles a fuentes de carbono especificas empleadas como sustrato. EI promotor mas
usado para transcribir genes heter6logos en P. pastoris proviene del gen de la enzima
alcohol oxidasa 1 (AOX1) de P. pastoris, cuya expresion esta regulada por metanol. Sin
embargo, la expresion constitutiva facilita la manipulacion proceso, omite el uso de
inductores potencialmente peligrosos y proporciona la transcripcion continua del gen de
interés; ademas estrategias de ingenieria metabdlica podrian tomar ventaja adicional de
promotores constitutivos para garantizar un flujo controlado de metabolitos. La
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una enzima clave en la glicolisis,
su promotor (GAP) provee una fuerte expresion constitutiva en glucosa y glicerol que no

requiere de inductor.

La produccion de proteinas recombinantes es frecuentemente potenciada a nivel
de transcripcion, uso de codones preferenciales, plegamiento de proteinas, y secrecion.
Sin embargo, la sobreproduccion de proteinas recombinantes afecta directamente el
metabolismo primario de las células. A pesar del conocimiento del impacto que las
condiciones de cultivo tienen en la produccién de la proteina heter6loga en P. pastoris,
estos estan pobremente caracterizados. Por esta razon, en el presente trabajo se evaluara
el empleo del promotor GAP con el fin de producir, de forma extracelular, altos niveles
de expresion de una fitasa termoestable (FTEII), y se analizaran mecanismos moleculares
que puedan afectar la produccion del producto recombinante. Este estudio proporcionara
informacién importante que permita relacionar el efecto del gen heter6logo, las
condiciones de cultivo, la respuesta fisiolégica en la produccién del producto

recombinante.



2. ANTECEDENTES
2.1. Produccion de proteinas recombinantes

En las Gltimas décadas, desde que los cientificos aprendieron y lograron como manipular
DNA para identificar, mover y colocar genes en organismos diferentes de la fuente
original, se ha establecido y desarrollado la industria biotecnoldgica. Esto ha permitido la
produccion comercial de enzimas industriales y proteinas biofarmacéuticas
(Weinacker et al., 2013). En el afio 2012, el 25% de los productos farmacéuticos
comerciales eran de origen bioldgico (Martinez et al., 2012), de los cuales sus ventas
excedieron los 100 billones de dolares. En conjunto con la produccion de proteinas
industriales, el mercado de produccién de proteinas recombinantes se espera que
incremente de manera anual en un 6.5% para el periodo del 2019-2024.

El alcanzar una produccion competitiva de proteinas recombinantes no es sencillo,
pues los procesos industriales deben producir la mayor cantidad de producto en el menor
tiempo posible a bajo costo, por lo que generalmente, el desarrollo de un nuevo proceso o
producto requiere de la eleccién de un hospedero adecuado para la produccion
(Porro et al., 2011).

La industria biotecnoldgica ha empleado numerosos organismos, bacterianos y
eucaridticos como plataformas de produccién. Las bacterias tienen ventajas como son
crecimiento rapido, el cultivo en medios de bajo costo y facil manipulacion genética. Sin
embargo, los sistemas de expresion bacterianos tradicionales tienen algunas limitaciones
para la produccién de proteinas recombinantes, debido a su incapacidad de realizar
modificaciones postraduccionales complejas (Ferrer-Miralles et al., 2009). Estas
limitaciones se han superado al emplear sistemas de expresion eucaridticos y algunos de
ellos se emplean actualmente para la produccién a gran escala de diferentes proteinas,
entre los cuales se encuentran: hibridomas, células CHO (Chinese hamster ovary), células
de insecto y levaduras (Nolan y Lee 2012; Morrow 2007; Cox 2012; Celik y Calik 2012),
donde los primeros dos tienen gran similitud con células humanas, por lo que las proteinas
producidas generalmente son plegadas y modificadas adecuadamente. Sin embargo, sus
costos de cultivo son elevados, tienen capacidad limitada de secrecion y los rendimientos

de la proteina producida son bajos (Demain y Vaishnav 2009).



Por otro lado, los sistemas de expresion de levaduras como los de Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica,
Schizosaccharomyces pombe, y Kluyveromyces lactis, tienen la ventaja de que todos son
organismos GRAS (generalmente reconocidos como seguros), su genoma se encuentra
secuenciado, realizan modificaciones postraduccionales, y producen grandes cantidades
de proteina heteréloga en poco tiempo. (Kim et al., 2015; Ahmad et al., 2014).

2.2. Pichia pastoris como organismo modelo para la produccion de proteinas

recombinantes

P. pastoris es una levadura conocida por su capacidad de usar el metanol como Unica
fuente de carbono y por su uso para la produccion de proteinas heterélogas. Su uso se ha
extendido durante los ultimos afios debido a que posee ciertas caracteristicas como son:
1) tiene un manejo facil y es de rapido crecimiento, 2) posee promotores fuertes y
finamente regulados, 3) tiene la habilidad de producir y secretar altos niveles de proteinas
heter6logas, 4) su capacidad de realizar modificaciones postraduccionales, 5) su
preferencia por el crecimiento aerobio sobre el fermentativo, 6) tiene estabilidad génica.
Ultimamente ha sido estudiado como organismo modelo para determinar las rutas
metabolicas implicadas en la asimilacion de metanol, como modelo eucariote para el
estudio de la biogénesis de peroxisomas y como organismo modelo para el desarrollo de
modelos metabdlicos de organismos empleados en la produccién de proteinas heterélogas
(Cregg et al., 1985; Zhang et al., 2008; Sohn et al., 2010).

2.2.1.Sistema de expresion de P. pastoris

El sistema de expresion de genes heter6logos en P. pastoris estd basado en vectores y
cepas modificadas que son capaces de transformarse integrando el vector en su genoma

de manera sitio-dirigida (Cereghino y Cregg, 2000).

2.2.1.1. Cepas de P. pastoris empleadas para la produccion de proteinas

recombinantes

Todas las cepas de P. pastoris que son empleadas como sistemas de expresion, son
derivadas de la cepa NRRL-Y 11430 y de la X-33. Muchas de estas cepas tienen una

mutacion en el gen de la histidinol deshidrogenasa (HI1S4) que permite la seleccion por



auxotrofia a histidina de las clonas que adquirieron el gen funcional después de la
transformacion. Para evitar la protedlisis de las proteinas heterélogas en los sistemas de
produccién de P. pastoris, se han desarrollado cepas modificadas como la SMD1165
(dhis4 Aprbl) y SMD1168 (4his4 Apep4) para ser deficientes en proteasas (Tabla 1)
(Higgins y Cregg, 1998).

Tabla 1. Cepas de P. pastoris utilizadas para la expresion de proteinas recombinantes.

Cepa Genotipo Fenotipo Fuente

Cepas wild-type

CBS7435 (NRRL WT WT Centraalbureauvoor

Y-11430) Schimmelcultures

X-33 WT WT LifeTechnologies™

Cepas autotrdéficas

GS115 his4 His" LifeTechnologies™

PichiaPink™ ade2 Ade” LifeTechnologies™

KM71 his4, aox1::ARG4, His, Mut® LifeTechnologies™
argd

KM71H aox1::ARG4, argd  Mut® LifeTechnologies™

Cepas deficientes en proteasas

SMD1165 his4 prb1 His" LifeTechnologies™

SMD1168 his4 pep4::URA3 ur His LifeTechnologies™

SMD1168H pep4 LifeTechnologies™

2.2.1.2.Vectores de expresion empleados en el sistema de expresion de P. pastoris

Los vectores de expresion disefiados para la produccion de proteinas heterélogas en P.
pastoris comparten varias caracteristicas tales como una secuencia promotora, un
terminador transcripcional (que dirige el procesamiento y la poliadenilacién de los
RNAmM) y entre ellos uno o varios sitios de clonacién para la insercion del gen heterélogo.
Ademas, algunos de estos vectores incluyen el gen HIS4 de P. pastoris como marcador de
seleccion por auxotrofia a histidina o incluyen genes de resistencia a antibi6ticos
(Kanamicina o Zeocina). Asi mismo, estos vectores incluyen secuencias para la

replicacion en bacterias (Tabla 2) (Higgins y Cregg, 1998).

La clonacion del gen heterdlogo en los vectores de expresion de P. pastoris
generalmente se lleva a cabo en Escherichia coli, por lo que los vectores de P. pastoris
son de tipo lanzadera, porque tienen origenes de replicacion de E. coli, ademas poseen

marcadores de seleccion para la transformacion del vector en ambos organismos. Para la
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secrecion de proteinas heterdlogas, algunos de los vectores de expresién contienen
secuencias codificantes para una sefial de secrecion, esta puede ser la secuencia prepro del
factor a (a-MF) de Saccharomyces cerevisiae o la secuencia sefial de la fosfatasa acida de
P. pastoris (PHO1) (Li et al., 2007).

El promotor mas usado en los vectores de expresion es el promotor del gen de la
enzima alcohol oxidasa 1 (AOX1) ya que es un promotor fuerte y bien regulado que es
totalmente reprimido en presencia de glicerol e inducido por metanol (Calik et al., 2015).

Ademas del promotor AOX1, también se ha reportado el uso del promotor GAP
(del gen de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) como promotor alternativo
al sistema inducible con metanol. Estudios realizados sobre el promotor GAP de P.
pastoris indican que éste promueve una fuerte expresion constitutiva en glucosa a un nivel

comparable al que se observa con el promotor de AOX1 (Waterham et al., 1997).

Tabla 2.Vectores de expresion empleados para la produccion de proteinas heterélogas en P. pastoris.

Vectores de Marcador Caracteristicas
expresion  de seleccion

pPIC3K HIS4 y kan'

Sitio multiple de clonacién; seleccion de cepas

multicopias con G418.

Sitio multiple de clonacion; seleccion de cepas

pPICZ ble" multicopias con Zeocina; fusion de la proteina
heter6loga con etiqueta de Hiss.

Promotor GAP, sitio multiple de clonacién, seleccién
pGAPZ ble' por Zeocina, fusion de la proteina heteréloga con
etiqueta de Hise.

Promotor AOX1 acoplado a factor de secrecion a-MF,

PPICI HIS4 sitios Xhol, EcoRlI, Notl, SnaBl y Avrll para insercion.
Promotor AOX1 acoplado a factor de secrecion a-MF,
pPICZal ble" sitio maltiple de restriccion, generacion de multicopias,

seleccion por Zeocina, fusion de la proteina heteréloga
a una cola de Hiss.

Promotor GAP acoplado a factor de secrecion a-MF,
pGAPZa ble' sitio multiple de restriccion, seleccion por Zeocina,
fusion de la proteina heter6loga a una cola de Hise.




2.2.1.3. Promotores empleados en los sistemas de expresion en P. pastoris
2.2.1.3.1. EIl promotor AOX1

Como ya se menciond, el promotor AOX1 es un promotor muy fuerte y al mismo tiempo
directamente controlado simplemente cambiando la fuente de carbono, y es el mas
comunmente utilizado para la expresion de proteinas heter6logas en P. pastoris. Los
niveles mas altos expresion de proteinas heterélogas reportados en P. pastoris se han
logrado con el promotor AOX1 (hasta 22 g/L y 15 ¢/L, intracelular y secretada,
respectivamente) (Vogl y Glieder, 2013; Hasslacher et al., 1997; Werten et al., 1999).

Pese a que se tienen altos rendimientos empleando el promotor AOXL1, el uso de
metanol resulta ser peligroso y su manejo en grandes volimenes es costoso, ademas
genera una alta demanda de oxigeno durante el cultivo que puede llegar a limitar el
crecimiento celular, por lo que la basqueda de promotores alternativos se ha incrementado
(Sreekrishna 2010; Calik et al., 2015).

2.2.1.3.2. EIl promotor GAP

La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una enzima de uniéon de NAD
clave en las rutas de glicolisis y gluconeogénesis. GAPDH es una proteina
homotetramérica con 333 residuos de aminoacidos que tiene un peso molecular de 35,4
kDa y es expresada constitutivamente bajo el control de su promotor GAP (Waterham et
al., 1997). En los sistemas de expresion de P. pastoris, altos niveles de expresion pueden
ser alcanzados mediante el uso del promotor GAP. Este promotor se ha utilizado como
promotor alternativo al promotor AOX1 debido a su expresidn constitutiva, no requiere de
un paso de induccidn, lo que reduce el tiempo de cultivo y simplifica el proceso para la
produccidn de proteinas. Ademas, se ha visto que tiene niveles de produccion de proteinas
similares e incluso mayores que con el sistema controlado por el promotor AOX1 (Vogl y
Glieder, 2013).

2.2.1.3.3. Ingenieria de promotores

En los Gltimos afios, se han hecho importantes esfuerzos para desarrollar promotores que
exhiban una amplia gama de actividad transcripcionales. Se han hecho bibliotecas de

promotores mediante la delecion y duplicacion de sitios de union de factores de



transcripcion hipotéticos en la secuencia del promotor AOX1, de la cual se obtuvieron
actividades transcripcionales desde un 6% hasta un 160% en comparacion al promotor
nativo (equivalente a 1.6 veces), ademas se realizaron caracterizaciones en condiciones de
represion, activacion e induccion donde se encontraron 12 elementos en cis involucrados

en los altos niveles de expresion (Hartner et al., 2008).

También se han hecho bibliotecas sintéticas de promotores a través de la aplicacion
de oligonucledtidos aleatorios y mutagénesis al azar mediante error-prone PCR
(Kim et al., 2014). Recientemente se hizo una biblioteca de promotores mutados a partir
del promotor GAP por mutagénesis aleatoria para generar promotores adicionales con el
potencial para la expresion génica finamente regulada o para la generacion de nuevos
circuitos de regulacion, donde se obtuvieron variantes del promotor GAP cuyos niveles
de expresion van desde 0.006 a 19.6 veces mayor que el promotor nativo a partir de 30,000

clonas, de las cuales siete son las que se encontraron en el intervalo (Qin et al., 2011).

2.2.2. Metabolismo de la fuente de carbono en P. pastoris

La produccion de proteinas recombinantes es frecuentemente potenciada a nivel de
transcripcion, uso de codones preferenciales, plegamiento de proteinas, y secrecion. Sin
embargo, la sobre-produccién de proteinas recombinantes afecta directamente el
metabolismo primario de las células.

P. pastoris puede producir energia a través de la fermentacién de azucares,
alcohol-azucares o a través de la oxidacién de una gran variedad de productos de la
fermentacion, asi como el metanol como Unica fuente de carbono y energia
(Calik et al., 2015).

La velocidad de los procesos de transporte determina la cinética de crecimiento
del microorganismo (Mattanovich et al., 2009). Los carbohidratos son tomados por las
células bajo cierto orden con fases de adaptacion (fases lag) intermitentes, debido al
conjunto de mecanismos controlados por la glucosa, desde la transcripcion de los genes
que codifican para los transportadores que es finamente regulado por la concentracién de
glucosa en el medio, ademas de que la presencia de glucosa tiene un impacto negativo en

el metabolismo de otros carbohidratos (Calik et al., 2015).



En P. pastoris, la velocidad de captacion de glucosa es limitada, ya que contiene
menos genes transportadores de hexosa que S. cerevisiae y que codifican simportadores
dependientes de energia, lo que se traduce a un menor rendimiento celular y del producto
final. Adicionalmente P. pastoris tiene cuatro genes que codifican simportadores H + /
glicerol hipotéticos, que son similares a transportadores de glicerol en K. lactis y Yarrowia
lipolytica (Mattanovich et al., 2009).

En cultivos en quimiostato de P. pastoris empleando glucosa, se encontré que la
velocidad de captacion de glucosa es de goiemax = 0.35 g g* h™, 8 veces menor que la
obtenida en S. cerevisiae (Qoicmax = 2.88 g g h) a una velocidad especifica de
crecimiento maxima pmax = 0.19 h™, mientras que con cultivos en glicerol, la velocidad
de captacion especifica maxima de glicerol de P. pastoris es de goiyemax = 0.37 g g* h?,
que fue significativamente mayor que la de S. cerevisiae (qeiyemax = 0.046 g g h1). La
velocidad especifica de crecimiento de P. pastoris en glicerol es de 0.26 h'%; lo que implica
que el glicerol es mejor fuente de carbono para el crecimiento celular que la glucosa.

Aunque la glucosa y glicerol entran al metabolismo del carbono a traves de la via
de la glicolisis, su regulacion es diferente. En S. cerevisiae, la adicion de glucosa a las
células que crecieron en glicerol, resultd en un rapido cambio en el patron de fosforilacién
de proteinas, asi como una reestructuracion masiva del estado transcripcional del genoma.
Estos cambios transcripcionales implicarian un aumento de la expresion de genes
responsables de la biogénesis de ribosomas y la represion de genes necesarios para la
fosforilacion oxidativa, y otras funciones mitocondriales y de los genes necesarios para el
metabolismo inicial de azUcares distintos de la glucosa. Ya se han realizado estudios de
este tipo en P. pastoris (Prielhofer et al., 2015) y se observd que los cambios
transcripcionales son muy pocos por lo que P. pastoris se comporta casi igual con glicerol

que con glucosa.

2.2.3. Secrecion de proteinas en P. pastoris

La produccion de proteinas secretadas requiere de varios pasos en la conversion de
secuencias de DNA codificante a proteinas maduras, lo cual es un proceso complejo e

involucra diferentes etapas en el procesamiento, incluyendo transcripcion, traduccion,



translocacion, modificaciones postraduccionales como escisiones peptidicas vy

glicosilaciones, plegamiento y secrecion (Hou et al., 2012).

El proceso de secrecidn de proteinas inicia en el mismo momento que el RNAmM
se traduce y se transloca el péptido inmaduro a la membrana del reticulo endoplasmico
(RE) por accion del complejo multimérico SEC61-OST (genes SEC61, SBH1, SSS1,
STT3, SWP1, WBP1 y OST1-6) que ademéas marca a la proteina con un O-oligosacérido.
Posteriormente la proteina entra a la matriz del RE donde se corta el péptido sefial (region
“pre”) por accion del complejo enzimatico sefial peptidasa (genes SPC1, SPC2, SPC3 'y
SEC11), y diversas proteinas de control de calidad y chaperonas empiezan a interactuar
con la proteina a través de su paso por el RE (genes KAR2, ROT1, LHS1, CNE1, YDJ1,
EPS1, SHR3, SIL1, HTM1 y UGGT) donde ademas la proteina se N- y/o O-glicosila. La
proteina correctamente plegada se transloca al aparato de Golgi donde los oligosacaridos
enlazados sufren reducciones y adiciones de mas monosacaridos a la cadena (cominmente
manosas).A su vez se remueve el péptido “pro” de la proteina por accion de la proteasa
KEX2 y se empacada en una vacuola secretora para ser madurada (en algunos casos) por
diversas exo y endo-proteasas (genes PEP4, PRB1, PRC1, YPS1, YPS2, YPS3, y YPS7,
MKC7, ATG4, GPI8, HSP31,HSP32, HSP33 y SNO4).Por ultimo, la vacuola libera su

contenido al espacio extracelular mediante exocitosis (De Schutter et al., 2009).

En la Figura 1 se representa de manera esquematica la via de secrecion en
levaduras, asi como algunos genes que se han sobre-expresado para mejorar la secrecion

de las proteinas heter6logas.
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Figura 1.Representacion esquematica de la via de secrecion en levaduras. Las proteinas para ser secretadas,
deben entrar por el RE, una acumulacion de proteinas mal plegadas conduce a la induccion de la respuesta
UPR y a ERAD. Las proteinas correctamente plegadas son transportadas al aparato de Golgi para
procesamiento adicional, posteriormente las proteinas pueden ser secretadas extracelularmente o ser
canalizadas hacia vacuolas para almacenaje o degradacion (Kim et al. 2014).

Uno de los pasos cruciales en la secrecion de proteinas es el plegamiento de la
proteina inmadura y la formacion de estructuras secundarias y terciarias, junto con la
formacion de puentes disulfuro en el RE. Este paso es clave debido a que un plegamiento
adecuado trae como consecuencia proteinas maduras en su forma activa, por lo tanto, este
paso determina en un alto grado la productividad del proceso de produccion de proteinas
extracelulares en P. pastoris. Un componente clave de este sistema es la proteina
chaperona BiP (gen KAR2), la cual determina el plegamiento correcto de una proteina y
su control de calidad a lo largo de todo el proceso dentro del RE. Se sabe también que esta
proteina chaperona esta relacionada a procesos de solubilizacion de péptidos hidrofdbicos,
estabilizacion de subunidades de proteinas oligoméricas y marcaje y re-direccionamiento

de proteinas mal plegadas al sistema de degradacion de proteosoma.

Cuando este sistema falla debido a factores ambientales y se genera una
acumulacion de proteinas dentro del RE, se desencadenan procesos que dan a lugar a la

secrecion y degradacion de proteinas mal plegadas tales como la respuesta a proteinas no
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plegadas en el RE (UPR por sus siglas en inglés) y la degradacién de proteinas asociada a
reticulo endopldsmico (ERAD por sus siglas en inglés) (Gasser et al., 2008). Se ha
reportado que estos mecanismos de respuesta al estrés por acumulacién de proteinas en el
RE se desencadenan por la sobre-expresion de proteinas en distintos sistemas de expresion
eucariotes, incluido P. pastoris (Gasser et al., 2008; Resina et al., 2007). Estos dos

mecanismos de estrés por acumulacién de proteinas se describen a continuacion.

El proceso UPR es un proceso de retroalimentacion dnico, debido a su sistema de
transduccion a través del RE al nucleo de la célula. Cuando se comienzan a acumular
péptidos en el RE debido al mal funcionamiento de chaperonas como BiP, la proteina
sensora Irel se autofosforila, lo que activa un corte del RNAm del factor de trascripcion
del proceso UPR (gen Hacl) para posteriormente producirse la proteina HAC. Este factor
de transcripcion es responsable de la regulacion de cerca de 330 genes, la mayoria
relacionados a la biogénesis de organelos secretores, transporte vesicular y formacion de
lipidos de membrana, haciendo mas eficiente la secrecion de péptidos (Travers et al.,
2000); sin embargo, aumenta la cantidad de proteinas no maduras en el espacio
extracelular y ademéas aumenta el funcionamiento del mecanismo de degradacion de

proteinas ERAD para desahogar el espacio del RE.

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

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

2.3. Bioprocesos con P. pastoris

Los problemas existentes en el sistema de produccion de P. pastoris se han abordado
mediante ingenieria genética de cepas y mediante la mejora de las condiciones de cultivo
en biorreactores. Generalmente, en el disefio del bioproceso se busca identificar las
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condiciones Optimas (pH, temperatura, oxigeno disuelto y el suministro de nutrientes) para
el crecimiento de biomasa y la formacion de producto, por eso es muy importante el disefio
de la estrategia de cultivo (Looser et al., 2015). Como que la produccion de proteinas
recombinantes bajo la regulacion del promotor GAP esta asociada al crecimiento celular,
la estrategia de cultivo puede llevarse a cabo mediante un cultivo en lote (batch) o bien en
un cultivo en lote alimentado (fed-batch). Mientras que el cultivo en lote no es
comunmente utilizado para la produccién de proteinas recombinantes debido a su baja
produccidn, el uso de la estrategia de lote alimentado es el mas usado (Tabla 3), aunque
también se han empleado estrategias de cultivo continuo para la produccion de proteinas
recombinantes (Calik et al., 2015).

El control de las condiciones de cultivo en los bioprocesos con P. pastoris es un
factor clave para lograr niveles altos de produccion de proteinas heterélogas, y se puede
Ilevar a cabo con tres tipos de mediciones: in situ, en linea y en discontinuo. Se considera
una medicién in situ si la sonda del parametro a medir y controlar se encuentra sumergida
en el medio de cultivo y tiene un tiempo de respuesta rapido para proporcionar la
medicién. Este tipo de mediciones es muy Util para usar una estrategia de control por
retroalimentacion (feed-back control), en la cual un sistema automatizado de control
(controlador) toma decisiones en base a comparar el valor medido por la sonda con un
valor deseado o de consigna (set point).Se recomienda que parametros clave para el
control del bioproceso, tales como la temperatura, el pH, el oxigeno disuelto, y a ser
posible la adicion de nutrientes si el bioproceso es en lote alimentado, sean controlados
por este medio. Una medicion en linea es aquella que se realiza con una sonda fuera de
medio de cultivo, pero al lado o cerca del biorreactor y también tiene un tiempo de
respuesta rapido, por lo que también es Util para usar una estrategia de control por
retroalimentacion. Ejemplo de estas mediciones son la determinacion de la densidad
Optica o la densidad celular en peso himedo, o el empleo de espectrofotometros en linea
con el biorreactor, tambiéen algunos sistemas que permiten determinar rapidamente la
concentracion de la fuente de carbono en el medio de cultivo. Por altimo, una medicion
en discontinuo es aquel que se lleva a cabo para determinar parametros que no son vitales
para el control del proceso ya que se realizan por métodos que, aunque muy buenos, tardan

en proporcionar la informacion, por lo tanto, estas mediciones no son Utiles para el control
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del proceso, pero si son informativas y, pero otorgan un panorama general para las
modificaciones que se deben hacer para el siguiente bioproceso. Pardmetros tales como la
produccién de la proteina heterdloga, la actividad de algin metabolito secundario,

actividad de proteasas, etc., son mediciones en discontinuo.
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Tabla 3. Estudios realizados en P. pastoris empleando el promotor GAP donde se utilizaron diferentes estrategias de cultivo, valores
de pH, temperatura (°C), fuente de carbono (g/L), velocidad especifica de crecimiento (h™), produccion (mg/L) densidad celular (g/L).

. Condiciones de cultivo M Produccion Densidad
. Estrategia celular .
Proteina de cultivo Euente d c iraci6 - ¢ Referencia
uente de oncentracion emperatura
carbono g/L pH (®) (h) (mg/L) (@/L)
B Glicerol 40 5 25 0.197 3.2 19.3
Glucosa 40 5 25 0.190 2.9 12.3 Garcia
Fab 2E5 (Glicerol)Glicerol 400 5 25 0.098 23.2 101.7 Ortega et
FB (Glicerol)Glucosa 400 5 25 0.101 24.7 97.0 al. 2013
(Glucosa)Glicerol 400 5 25 0.098 18.6 99.6
(Glucosa)Glucosa 400 5 25 0.099 17.7 95.3
Cadenas Gasser et
pesadas y FB Glucosa 550 5 25 0.055 41 160 al. 2006
ligeras (Fab) '
Glutatién FB Complejo N/D 5 30 0.2 250 98 Fez'oegg‘"
Fructose-
X . 26.6 Menendez
rellia\;c,;?]gsgo- FB Glicerol 500 5 30 N/D (U/mL) 59.7 et al. 2004
Lipasa FB Glicerol 40 5 30 ND 125 N/D Zhg%gé al.
: Liu et al.
Alfa-amilasa CcC Glucosa 300 6.5 28 N/D  3.3(g/L) 120 2012
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2.3.1. Cultivos en lote alimentado

Los cultivos en lote alimentado se han empleado en las siguientes condiciones: 1) cuando
existe inhibicion por sustrato, 2) para alcanzar altas densidades celulares, 3) para evitar la
represion por catabolito, 4) cuando se utilizan cepas auxotroficas, 5) para extender el
tiempo de cultivo, 6) para reemplazar el liquido perdido debido a la evaporacion y 7) para

disminuir la viscosidad del medio de fermentacion.

En P. pastoris se utiliza para incrementar el tiempo de cultivo, alimentando de
manera continua con el sustrato iniciando al final del cultivo en lote e incrementar asi la
produccién de proteinas recombinantes. El cultivo en lote alimentado ha sido
extensamente usado para procesos de produccidn recombinante, pues permite la extension
del tiempo de proceso, asi como obtener mayor biomasa y concentracion de producto por
la adicion gradual del sustrato (Garcia-Ortega et al., 2019). Las estrategias de
alimentacion para la fase de lote alimentado usando pulsos de adicion, velocidades
constantes, rampas y/o pasos, que antes eran protocolos basicos, pueden considerarse
obsoletos. El perfil de alimentacion exponencial provee una estrategia directa y efectiva
para lograr condiciones pseudo-estacionarias (Zhang et al., 2000; Garcia-Ortega et al.,
2013; Garcia-Ortega et al., 2016).

Normalmente los cultivos en lote alimentado son disefiados en dos fases. La
primera fase, consiste de una fase en batch, donde la cepa productora se cultiva con una
concentracion inicial de sustrato de 10 a 50 g/L, siendo la mas utilizada de 40 g/L. En esta
fase, el objetivo principal es la proliferaciéon celular y generalmente tiene una duracion
20-30 h hasta que se alcanza cierta densidad celular o se consume el sustrato inicial. Se
ha relacionado el agotamiento de la fuente de carbono con un incremento en la sefial de la
sonda de oxigeno disuelto, por lo que, al detectarse ese incremento, se inicia con la fase
de lote alimentado adicionando la fuente de carbono (Calik et al., 2015).

2.3.2. Cultivos continuos

El cultivo continuo es la estrategia mas frecuentemente usada para obtener datos
fisiolégicos, por el efecto de diferentes variables del proceso en el desempefio de las

células. Estudios interesantes se han publicado recientemente, considerando al lote
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alimentado menos robusto, mas laborioso y consumidor de tiempo
(Garcia- Ortega et al., 2019).

Los bioprocesos regulados por promotor GAP permiten la expresion de las
proteinas recombinantes en cultivos continuos al eliminar la necesidad de una fase de
induccidn. Se han hecho experimentos utilizando como estrategia el cultivo continuo para
la expresion de una quitinasa humana, la cual durd 26 dias y se obtuvieron bajos niveles
de produccion en comparacion con los niveles de produccion de cultivos en lote
alimentado, pero la produccion mediante el cultivo continuo estabilizo la secrecion de la

proteina y no se detect6 degradacién proteolitica (Goodrick et al., 2001).

2.3.3. Efecto de condiciones de cultivo para la produccion de proteinas heterélogas
en bioprocesos con P. pastoris

El uso de una estrategia adecuada durante el cultivo en biorreactor con P. pastoris puede
determinar la diferencia entre una alta o baja produccion de la proteina heteréloga de
interés. Existen diversos factores ambientales que interactian tanto en el metabolismo de
la levadura como en la produccion de proteinas heterdlogas (Li et al., 2007). Estos factores
pueden clasificarse en tres tipos por su origen: quimicos, tales como la composicién del
medio de cultivo, pH del medio de cultivo; fisicos, como la temperatura y la aireacion del
medio de cultivo; e inherentes al microorganismo como la biomasa inicial al momento de

la induccion, y capacidad de secrecion de la proteina heteréloga.

2.3.3.1.Fuente de carbono

Se han realizado comparaciones entre glucosa y glicerol como fuentes de carbono
(Waterham et al., 1997) donde revelan que el uso de glucosa como fuente de carbono
genera mayor produccion volumétrica de la proteina heter6loga. Sin embargo, existen
estudios donde ocurrié lo contrario, se obtuvieron mayores producciones volumetricas de
la proteina heter6loga empleando glicerol como fuente de carbono. Recientemente, surgi
un estudio donde se realizé una estrategia en fed-batch donde se reporta el glicerol como
fuente de carbono superior en la fase batch, mientras que en la fase de fed-batch el uso de
glucosa fue més ventajoso, debido a una menor generacion de calor y demanda de oxigeno

(Garcia-Ortega et al,. 2013). Estos hallazgos revelan que la seleccion de la fuente de
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carbono depende de: 1) el tipo de cultivo (batch o fed-batch), 2) tipo de estrategia para la
produccion (un rendimiento alto de proteina o la produccién de grandes cantidades de
biomasa en conjunto con grandes cantidades de proteina recombinante)
(Calik et al., 2015).

2.3.3.2.pH

P. pastoris tolera un intervalo de pH que vade 3.0 a 7.0 (Sreekrishna et al., 1997) teniendo
su pH optimo entre 3.5 y 5.5. EIl pH de cultivo para los bioprocesos con P. pastoris es
altamente dependiente de la naturaleza de la proteina recombinante, por lo tanto, se deben
tener en cuenta para optimizar este parametro, no sélo se debe considerar la tolerancia del
pH del cultivo de esta levadura, sino también la estabilidad de la proteina heteréloga
(Macauley-Patrick et al., 2005).

2.3.3.3. Temperatura

Cuando se estudia un bioproceso para la produccion de proteinas se debe tener en cuenta
que la temperatura Optima de crecimiento celular no siempre es equivalente a la
temperatura 6ptima de produccién de la proteina heterdloga (Bayraktar, 2009). Ademas,
las proteinas sobreproducidas en el reticulo endoplasmico pueden plegarse
incorrectamente a alta temperatura generando degradacién del producto recombinante y
estrés del organismo hospedero por la sobrecarga metabdlica, por lo que optimizar una
temperatura puede incrementar significativamente la produccion (Li et al., 2007) y
ademas reducir el estrés y la formacién de sub-productos téxicos debido a éste
(Sreekrishna, 2010; Tang et al., 2019).

2.3.3.4.Aireacion y oxigeno disuelto

P. pastoris es un organismo aerdbico estricto que necesita altas cantidades de oxigeno
cuando se crece en metanol y algo menores en cultivos con glicerol o glucosa. El oxigeno
molecular no sélo es usado para la respiracién celular en la mitocondria, sino también en
la oxidacion del metanol a formaldehido por la enzima alcohol oxidasa, generando dos
subproductos tdxicos como lo son el formaldehido y el peroxido de hidrégeno (Bayraktar,

2009). En los bioprocesos con P. pastoris el oxigeno disuelto generalmente se mantiene
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en valores por arriba de 20-30% (Bayraktar, 2009; Sreekrishna, 2010; Li et al., 2007) esto
debido a que P. pastoris no presenta rutas de fermentacion por lo que el oxigeno debe

estar siempre presente para evitar estrés y muerte celular (Cereghino et al., 2002).
2.3.3.5. Velocidad especifica de crecimiento y cinética de produccion

La cinética de produccion se relaciona con la formacion de producto especifica (qp) v la
velocidad especifica de crecimiento (1) es usualmente considerado como un factor crucial
para la eficiencia del bioproceso, sin importar el criterio de seleccién para la optimizacién
del bioproceso. (Barrigon et al. 2015). La cinética de formacién de producto refleja el
equilibrio entre varios pasos hasta que el producto es secretado y esta sujeto a numerosos
factores fisioldgicos (Garcia-Ortega et al., 2019). Normalmente, el perfil de alimentacion
se optimiza como una variable de decisidn, mientras que en otras aplicaciones la meta de
optimizacion es encontrar el mejor valor para 4 0 gs en los cuales la productividad

volumeétrica o Ypix Se maximiza.

La mayoria de los procesos industriales para la produccion de proteinas
recombinantes esta asociado al crecimiento, de hecho, la gp optima usualmente se obtiene
cuando se emplean altas p (Looser et al., 2015). Mayores cantidades de producto se
generan cuando se realiza el bioproceso a menores tasas de crecimiento, lo que lleva a
largos tiempos de fermentacion antes de que el proceso se detenga debido a las

limitaciones del sistema.

2.3.4. Efectos multifactoriales de las condiciones de cultivo

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

al final afecta la produccién del proceso global.
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Por lo tanto, la optimizacién conjunta de estos factores utilizando disefios
experimentales multifactoriales proporciona un enfoque adecuado para su control y
entendimiento. El disefio de experimentos multifactorial prueba la influencia de dos 0 mas
factores sobre una variable respuesta y reduce la cantidad de experimentos a realizar para
llegar a una conclusion. Por esta razén el disefio de experimentos representa una

alternativa a la metodologia tradicional de variar un factor a la vez (Bora et al., 2012).

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

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

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

Recientemente, se realizé una optimacion de este tipo de 5 factores ambientales
para incrementar la produccion de una fitasa termoestable en P. pastoris empleando el
promotor AOX1, donde se consiguid una produccion extracelular de 6.4 g/L de cultivo
(Castillo-Galvan 2014).
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2.4.  Secuenciacion del genoma de P. pastoris e importancia en los estudios de
expresion de genes en P. pastoris

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

100 genes involucrados.

Este descubrimiento trajo consigo una oportunidad de realizar estudios de
expresion de genes ya no solo de transcriptoma completo, sino también de genes
estudiados puntualmente por técnicas mas cuantitativas, principalmente gPCR (PCR en
tiempo real o PCR cuantitativa) gracias a que las secuencias de todos los genes que sirven
para el disefio de estos ensayos estan disponibles desde 2009 en el GenBank NCBI
(De Shutter et al., 2009).

Se han realizado estudios mediante analisis de transcripcion de genes clave en la
ruta de secrecion, que bajo dos condiciones de cultivo comparadas (la de mayor
produccion (CM) y la de peor (CP)), donde se encontrd que el proceso de secrecion es
mas eficiente en CM, donde se presentd una mayor expresion del gen KEX2 y de los genes
de proteasas vacuolares (PEP4, PRB1, y PRC1), ademas de KAR2 (chaperona)
(Viader- Salvadé et al., 2010; Castillo-Galvan, 2014).

También se han realizado andlisis transcripcionales de la via de secrecion y del
metabolismo del metanol en los cultivos CM y CP, donde se concluyé que las condiciones
empleadas en CM promovieron la expresion de genes relacionados con la secrecion,
plegamiento y traduccién de proteinas, ademas promovieron la expresién de la ruta de
metabolismo de metanol dirigiéndola hacia la asimilacion (Guerrero-Olazaran et al.,
2015).
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3. JUSTIFICACION
La produccién de proteinas recombinantes se ha vuelto una actividad esencial en la
validacion funcional, biologia estructural y la produccion de polipéptidos de interés

farmacéutico e industrial.

Hasta el momento no se tienen reportes de optimizacion de condiciones de cultivo
empleando un disefio de experimentos multifactoriales con un promotor constitutivo
(GAP).

Este estudio permitird mejorar el sistema de expresion de P. pastoris al buscar
condiciones de cultivo que permitan obtener rendimientos similares o mejores empleando
un promotor constitutivo (GAP) sin metanol a los cultivos que emplean el sistema de
AOX1.

Se incrementara el conocimiento sobre mecanismos y genes de rutas metabolicas
que estan relacionadas con la sobreproduccidn en sistemas con promotores constitutivos
(GAP) y podré servir de referencia para la construccion de cepas a partir de un casete de
expresion sintético. Podran localizarse genes que se activen con determinadas condiciones
de cultivo y que potencien la expresion del gen heter6logo, asi como que permitan un

mejor procesamiento post-traduccional.
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4. HIPOTESIS
Las condiciones de cultivo influyen en la respuesta fisiologica durante la sobreproduccion
de proteinas heter6logas reguladas por un promotor constitutivo en P. pastoris.

22



5. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la respuesta fisiologica de cepas de Pichia pastoris a condiciones de

sobreproduccidn de proteinas heterélogas reguladas por un promotor constitutivo.

Objetivos especificos
1.- Construir cepas recombinantes de P. pastoris portadoras del gen heter6logo FTEII
regulado por el promotor GAP y seleccionar una cepa sobreproductora de la proteina

recombinante.

2.- Optimizar cuatro factores ambientales que constituyen las condiciones de cultivo para
incrementar la productividad extracelular de la proteina recombinante FTEII a nivel de
biorreactor.

3.- Determinar y comparar la respuesta fisioldgica de la cepa seleccionada de P. pastoris

a condiciones de alta y baja produccion de la proteina recombinante FTEII.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Estrategia general

Para el cumplimiento de los objetivos planteados en este trabajo, se implementd la
siguiente estrategia (Figura 2). La primera etapa consistié en la construccion cepas de P.
pastoris capaces de producir de forma constitutiva la fitasa con estructura de hélice
denominada FTEII (Viader-Salvadé et al., 2010) de forma extracelular. Posteriormente,
se selecciond una cepa sobreproductora de la fitasa FTEIl mediante cultivos en pequefia
escala empleando el rendimiento de proteinas extracelulares/biomasa como criterio de
seleccion. Con la cepa seleccionada, se optimizaron cuatro factores que constituyen las
condiciones de cultivo (concentracion inicial de glicerol, y el pH, temperatura y velocidad
especifica de crecimiento en la etapa de lote alimentado con glicerol) para incrementar la
productividad volumétrica extracelular de la fitasa FTEII en cultivos en biorreactor de 7
litros usando el método Simplex. Se determinaron pardmetros fisioldgicos (rendimiento
celular proveniente del glicerol, Yys; rendimiento de produccion extracelular de
fitasa/biomasa, Ypx; rendimiento de produccion extracelular de fitasa proveniente de
glicerol, Yps) y los niveles de expresion de los genes relacionados con el metabolismo de
glicerol, traduccién de proteinas y secrecién y FTEII (gen heter6logo). Finalmente, se
correlacionaron y compararon los tres rendimientos (Yxs, Ypis, Ypix) Y 10S niveles de
expresion de los genes mencionados con la productividad volumétrica de FTEII y con los

cuatro factores que constituyen las condiciones de cultivo (Figura 2).
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1. Construccion de la cepa KM71GAHFTEII de P. pastoris y seleccion de la
cepa sobreproductora

Construccién del plasmido pGAHFTEI
Sall

|

pGAPF Xhol FTE1 Notl
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e | /|
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2. Optimizacion de condiciones de cultivo
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Figura 2. Estrategia general para la determinacion de la respuesta fisioldgica de cepas de P. pastoris en

condiciones optimizadas de cultivo para la sobreproduccion de proteinas recombinantes.
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6.2.  Construccién de cepas recombinantes de P. pastoris portadoras del gen
heterdlogo FTEII regulado por el promotor GAP

6.2.1. Obtencidén y caracterizacion de DNA plasmidico de Escherichia. coli IM109
PGAHFTEIV Y pGEMFTEIIAOX

Para obtener los plasmidos pGAHFTEIV y pGEMFTEIIAOX construido previamente, se
activaron conservas en glicerol de las cepas de E. coli JIM109 que contenian los plasmidos.
Se inocularon 25 mL de medio LB (Bactotriptona 1%, Extracto de levadura 0.5%, NaCl
1%) con ampicilina (100 pg/mL) contenidos en un matraz de 250 mL con 100 pL de la
conserva. Se incub6 el matraz en una incubadora de piso con agitacion a 250 rpm a 37°C
por 18 horas. Se coloco el cultivo en un tubo de centrifuga de 50 mL, se hizo un paquete
celular mediante centrifugaciones a 14000 rpm por 10 min, y se extrajo el DNA
plasmidico empleando el Kit PureYield Plasmid Midiprep system de Promega siguiendo
las instrucciones del fabricante. EI DNA obtenido fue calentado a 65°C por 20 min, se
analizo por electroforesis en geles de agarosa al 0.8% y se cuantifico la concentracién de

DNA empleando el nanofotometro P-300 de Implen.

Posteriormente, los plasmidos pPGAHFTEIV y pGEMFTEIIAOX se caracterizaron
por digestion con las enzimas de restriccién Xhol y Notl y por PCR con oligonucleétidos
especificos para fitasa (FTE1 y FTE2) en el caso de pGEMFTEIIAOX y con los
oligonuclettidos pGAPF y 3AOX para el plasmido pGAHFTEIV.

Para caracterizar los plasmidos pPGAHFTEIV y pGEMFTEIIAOX por digestion
enzimatica, se realizaron mezclas de reaccion para la muestra y un control negativo sin
enzima, empleando las enzimas de restriccion Xhol y Notl, las cuales generan dos bandas
de 7499 y 1081 pb para pPGAHFTEIV; 3470 y 1081 pb para pGEMFTEIIAOX. Se realiz
una mezcla de reaccién agregando 16 pL de agua estéril libre de nucleasas, 4 pyL de
solucion amortiguadora CutSmart de NEB (10X), 1.0 pL de la enzima Xhol (20 U/uL),
1.0 pL de la enzima Notl-HF (100 U/pL) y 16 pL de DNA plasmidico. Se repartio en dos
tubos donde cada tubo contenia 18 pL del coctel y se afiadieron las enzimas
correspondientes a uno de ellos (Tabla 4). Para el control negativo de la reaccion se

emplearon 2 pL de agua estéril libre de nucleasas. Se incubaron las reacciones a 37°C por
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18 horas. Después del periodo de incubacién, se analizaron 3 pL cada reaccion en un gel
de agarosa al 0.8%

Tabla 4. Mezcla de reaccion de la digestion enzimatica con Xhol y Notl de los plasmidos pGAHFTEIV y
pGEMFTEIAOX.

Volumen (1X) Volumen 2X

Reactivo (uL) (uL)
Agua estéril libre de nucleasas 8.0 16
Buffer CutSmart (10X) 2.0 4.0
Enzima Xhol (20 U/pL) 1.0 -
Enzima Notl-HF (100 U/uL) 1.0 -
DNA (pGAHFTEIV 0 pGEMFTEIIAOX) 180 ng/pL 8.0 16
Volumen total 20.0 36.0 pL

Para la caracterizacion por PCR del plasmido pGEMFTEIIAOX y pGAHFTEIV se realiz6
una reaccion de PCR con los oligonucleotidos FTEL y FTE2, los cuales amplifican un
fragmento de 538 pb. También se realizé con los oligonucle6tidos pGAPF y 3A0X que
amplifican un fragmento de 1475 pb. Para montar la reaccion se realiz6 un coctel con los
siguientes reactivos: 13.3 pL de agua estéril libre de nucleasas, 5 pL de Green Buffer
(5X), 2.5 pL de cada oligonucle6tido (5 uM), 0.5 pL de dNTP’s (10 mM cada uno), 0.2
uL de la enzima GoTag® Polimerasa (5 U/uL) y 1 puL del DNA de la muestra. De la
misma manera se realizaron dos mezclas adicionales, en una de ellas se agregd agua libre
de nucleasas en lugar de DNA como control negativo y en la otra se agregé 1 uL DNA
gendémico de P. pastoris KM71FTEIlI como control positivo para pPGEMFTEIIAOX y
DNA genomico de P. pastoris KM71GAPFTEII como control positivo para la PCR de
pGAHFTEIV.

En la Tabla 5, se muestran los volimenes empleados en la reaccién, el volumen
total fue divido en 3 alicuotas de 24 uL, una para cada reaccion (control positivo, control

negativo y la muestra) y en la Tabla 6 se muestran las condiciones del ensayo.
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Tabla 5. Mezcla de reaccion para la caracterizacion por PCR de pGEMFTEIAOX y pGAHFTEIV

Reactivo Concentracion Yolumen (1X) - Volumen (3X)

(uL) (uL)

Green Buffer 5X 5.0 15.0

dNTP’s 10 mM 0.5 15

Oligonucle6tido 5° 5mM 2.5 7.5

Oligonucle6tido 3° 5mM 2.5 7.5

GoTaq DNA polimerasa 5 U/uL 0.2 0.6
DNA molde 100 ng/pL 1.0 -

Agua estéril libre de nucleasas - 13.3 39.9

Volumen final - 25.0 72.0

Tabla 6. Condiciones del ensayo de PCR

Ciclos Duracion Temperatura

1 2 minutos 94°C
1 minuto 94°C
30 1 minuto 50°C
2 minutos 72°C
1 10 minutos 72°C

Finalmente, de cada tubo de reaccion se tomaron 5 L para ser analizados en un
gel de agarosa al 0.8%.

6.2.2. Digestion preparativa de los plasmidos pPGAHFTEIV y pGEMFTEIIAOX
con las enzimas Xhol y Notl

Se realiz6 la digestion preparativa los plasmidos pGAHFTEIV y pGEMFTEIIAOX para
obtener los fragmentos FTEIl y pGAH con las enzimas Xhol y Notl, para posteriormente
construir el plasmido pGAHFTEII y transformar células competentes de P. pastoris
KM71. Para la digestion, se emplearon 3 y 8 ug totales de DNA respectivamente. Se
hicieron las reacciones con los volimenes que se encuentran en la Tabla 7.
Posteriormente, los tubos fueron incubados a 37°C por 3 horas. Finalmente, 2 pL del

producto resultante de la digestion fue analizado en un gel de agarosa al 0.8%. El resto de
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la mezcla de reaccion se sometid a una electroforesis preparativa para poder obtener los
fragmentos pGAH y FTEII

Tabla 7. Mezcla de reaccion de la digestién preparativa de pPGAHFTEIV y pGEMFTEIIAOX con Xhol y

Notl
Reactivo Volumen (1X)
(uL)
Agua estéril libre de nucleasas 7.0
Buffer CutSmart (10X) 4.0
Enzima Xhol (20 U/uL) 2.0
Enzima Notl-HF (100 U/uL) 2.0
DNA (pGAHFTEIV 0 pGEMFTEIIAOX) 180 ng/uL 25.0
Volumen total 40.0

La purificacion preparativa de los fragmentos a clonar se realiz6 como sigue: al
depdsito de la cdmara de electroforesis se transfirié SDS 0.1% y se dejo reposar durante
una hora, cuidadosamente éste fue retirado de la camara, y la cAmara se enjuago tres a
cinco veces con agua esteéril, se decantd el agua y se vertio TBE 1X libre de nucleasas
(estéril) posteriormente se realiz6 una electroforesis en agarosa 0.8 % en TBE 1X libre de
nucleasas (estéril). Una vez finalizada la electroforesis, el gel se colocd sobre sobre una
pelicula de parafilm fino y este a su vez sobre el transiluminador, con la intensidad de luz
UV mas baja, y con la ayuda de una navaja estéril, se cortaron los fragmentos de interés.
Cada uno de los fragmentos obtenidos se colocaron en un tubo de microcentrifuga nuevo
estéril previamente pesado y por diferencia de pesos se obtuvo el peso total de la agarosa
contenida en el tubo. Los fragmentos del gel de agarosa recuperados fueron purificados
con el Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

Las concentraciones de DNA de los fragmentos purificados se estimaron mediante el
analisis con el marcador 1kb DNA Ladder de Promega), de acuerdo al tamafio del
fragmento en pares de bases y a la masa correspondiente del fragmento (ng). EI DNA
purificado del vector (pGAH) y del inserto (FTEII) fueron guardados a 4°C hasta su
ligacion.
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6.2.3. Construccion del plasmido pGAHFTEII y transformacion en E. coli TOP10

La mezcla de reaccion se realizo (Tabla 8) en tubos de 0.2 mL, conteniendo 70.26 ng de
FTEIl y 100 ng de pGAH, asi como los componentes necesarios para su ligacion (agua
libre de nucleasas y buffer) excepto la enzima T4 DNA ligasa. Se prepard un coctel de 20
uL, el control negativo se preparé con 10 pL del coctel y no se agregd enzima. El resto
del coctel se transfirié a otro tubo y se agregé 1 uL de DNA T4 ligasa. La mezcla de
reaccion (10 pL) se incub6 a temperatura ambiente por 3 horas. Para el analisis por
electroforesis de ligacion se tomaron 2 pL de la mezcla de reaccion y el resto se empleo
para la transformacién de E. coli TOP10 (Invitrogen) calcio competentes. En la Tabla 8
se muestran los componentes de la reaccién de ligacion del fragmento FTEII con el vector
pGAH.

Tabla 8. Componentes de la reaccién de ligacion del fragmento FTEII con el vector pGAH.

Reactivo Volumen (uL)
Buffer de ligacion 10X 2.0
Vector pGAH (100 ng) 10.0
Fragmento FTEII (70.26 nQ) 5.5
Agua ultrapura 1.0
DNA T4 ligasa 1.0
Total 20

La transformacion de células Escherichia coli TOP10 con el vector pPGAHFTEII
construido se realiz6 con una mezcla de 50 pL de células calcio competentes y 4 uL de la
mezcla de reaccion de ligacion con el vector pPGAHFTEII.

Con el producto de la reaccion de ligacion, se llevo a cabo la transformacién de
celulas Escherichia coli TOP10 quimicamente competentes, para lo que se realizo el
siguiente procedimiento: a 50 pL de células se le agregaron 4.0 pL de la mezcla de
reaccion de ligacion. La suspension celular se mezcl6 suavemente, esta mezcla se incubd
en hielo por 30 minutos, luego se someti6 a un choque térmico por 42°C por 45 segundos
y se transfirié inmediatamente a hielo por 2 minutos. A continuacion, a esta suspension

celular se le agregaron 250 pL de medio SOC (Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%,
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NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM MgCl; 10 mM, MgSQO4 10 mM y glucosa 20 mM) y se incubd
durante una hora a 37°C a 250 rpm. Por ultimo, 100 pL de la suspension celular se
sembraron en placas de LB con ampicilina [(Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%,
NaCl 1%, ampicilina (100 pg/mL) y agar (15 g/L)]. Para la seleccion de cepas
recombinantes de Escherichia coli portadoras del plasmido pGAHFTEII, las placas se
incubaron en una incubadora estética a 37°C de 16-24 horas.

Las cepas transformantes que crecieron en placas de LB con ampicilina se
inocularon en medio LB liquido con ampicilina (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%,
NaCl 1%, ampicilina 100 pg/mL), se incubaron a 37°C, 250 rpm durante 14-18 horas para
obtener el DNA plasmidico necesario para su caracterizacion por el método de lisis
alcalina, la preparacién obtenida se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%

en TBE 1X y se almacen¢ a 4°C hasta su posterior uso.

Para caracterizar los plasmidos pGAHFTEII obtenidos previamente, por digestion
enzimatica, se realizaron mezclas de reaccion para cinco muestras empleando las enzimas
de restriccion Xhol y Notl, las cuales generan dos bandas de 7499 y 1081 pb para
pPGAHFTEII. Se realiz6 una mezcla de reaccién agregando 52 UL de agua estéril libre de
nucleasas, 10 pL de solucion amortiguadora CutSmart de NEB (10X), 4.0 pL de la enzima
Xhol (20 U/uL) y 4.0 pL de la enzima Notl (100 U/pL). Se repartié en cinco tubos donde
cada tubo contenia 14 pL del coctel (Tabla 9). Se incubaron las reacciones a 37°C por 18
horas. Después del periodo de incubacion, se analizaron 3 pL cada reaccion en un gel de

agarosa al 0.8%.
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Tabla 9. Mezcla de reaccion de la digestion enzimatica con Xhol y Notl de los plasmidos pGAHFTEII

Volumen (1X) Volumen 5X

Reactivo (uL) (uL)
Agua estéril libre de nucleasas 10.0 50.0
Buffer CutSmart (10X) 2.0 10.0
Enzima Xhol (20 U/uL) 1.0 4.0
Enzima Notl-HF (100 U/uL) 1.0 4.0
DNA (pGAHFTEII) 6.0 -
Volumen total 20.0 70.0 pL

Para la caracterizacion por PCR del plasmido pGAHFTEII se realizaron dos reacciones
de PCR con los oligonucledtidos FTE1 y FTE2. También se realiz6 con los
oligonucleotidos pGAPF y 3AOX. Para montar la reaccion se realiz6 un coctel con los
siguientes reactivos: 13.3 pL de agua estéril libre de nucleasas, 5 pL de Green Buffer
(5X), 2.5 pL de cada oligonucle6tido (5 uM), 0.5 pL de dNTP’s (10 mM cada uno), 0.2
uL de la enzima GoTaq Polimerasa (5 U/uL) y 1 pL del DNA de la muestra. De la misma
manera se realizaron dos mezclas adicionales, en una de ellas se agreg6 agua libre de
nucleasas en lugar de DNA como control negativo y en la otra se agregdé 1 pL DNA
plasmidico pPGEMFTEIIAOX como control positivo para la PCR con los oligonucleétidos
FTELl y FTE2 y DNA plasmidico pPGAHFTEIV como control positivo para la PCR con
los oligonucleétidos pGAPF y 3AOX.

En la Tabla 10 se muestran los volimenes empleados en la reaccion, el volumen
total fue divido en 7 alicuotas de 24 uL, una para cada reaccion (control positivo, control

negativo y las muestras) y en la Tabla 11 se muestran las condiciones del ensayo.
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Tabla 10. Mezcla de reaccion para la caracterizacion por PCR de pGAHFTEII

Volumen (1X) Volumen (7X)

Reactivo Concentracion (uL) (uL)
Green Buffer 5X 5.0 35.0
dNTP’s 10 mM 0.5 35

Oligonucle6tido 5° 5mM 2.5 175

Oligonucleotido 3° 5mM 2.5 17.5
GoTaq DNA polimerasa 5 U/uL 0.2 -
DNA molde 100 ng/pL 1.0 -

Agua estéril libre de nucleasas - 13.3 93.1

Volumen final - 25.0 168.0

Tabla 11. Condiciones del ensayo de PCR

Ciclos Duracién Temperatura

1 2 minutos 94°C
1 minuto 94°C
30 1 minuto 50°C
2 minutos 72°C

1 10 minutos 72°C

Finalmente, de cada tubo de reaccion se tomaron 5 pL para ser analizados en un gel de

agarosa al 0.8%.

6.2.4. Preparacion a mediana escala del plasmido pGAHFTEII y transformacién
de P. pastoris KM71

Se realizd la digestion preparativa para linearizar el vector pPGAHFTEII con la enzima
Sall, para posteriormente transformar células competentes de P. pastoris KM71. Para la
digestion, se emplearon 12 g totales de DNA obtenidos de la extraccion de mediana
escala realizada en el punto anterior. Se hicieron las reacciones con los volumenes que se

encuentran en la Tabla 12. Posteriormente, los tubos fueron incubados a 37°C por 18
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horas. Finalmente, el producto resultante de la digestion fue analizado en un gel de agarosa

al 0.8% como se describi6 previamente.

Tabla 12. Componentes y volimenes de la digestion preparativa de pGAHFTEII con Sall.

Volumen (1X) Volumen (6X)

Reactivo (uL) (uL)

Agua estéril libre de nucleasas 11.8 28.8
Buffer D (10X) 2.0 12.0

BSA (100X) 0.2 1.2

Enzima Sall (5 U/uL) 1.0 6.0
DNA (pGAHFTEII 178ng/uL) 12.0 72.0
Volumen total 20.0 120.0

Para remover las enzimas y sales contaminantes, todas las muestras de DNA
fueron recolectadas y limpiadas con los Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices.
La muestra fue colocada en un cartucho adaptado a un tubo de 2.0 mL y posteriormente
se afadieron 400 pL de agua estéril libre de nucleasas. Se centrifugaron a 14000 rpm por
10 min a temperatura ambiente y al finalizar se descart6 el sobrenadante. Se hicieron 3
lavados de la misma manera y un ultimo lavado se hizo agregando 400 puL de agua estéril
libre de nucleasas que fue centrifugado a 14000 rpm durante 20 min, para un total de 4
lavados. Finalmente, se recupero6 la muestra colocando el cartucho de manera invertida en
un tubo nuevo de 2.0 mL, se centrifugd a 3000 rpm durante 3 min y se calenté a 65°C por

20 min.

Para concentrar la muestra de DNA, se utilizé el equipo Centrivap (Labconco). Se
coloco la muestra en un tubo de 0.2 mL, en otro tubo se colocé un contrapeso de agua con
el mismo volumen que la muestra y se realizé una marca en el tubo indicando el volumen
final esperado. Se utiliz6 el programa 3 del equipo que corresponde a una temperatura de

42°C a 1000 rpm y se mantuvo activo hasta que el volumen llegara a la marca.

Para la preparaciéon de células electrocompetentes para la transformacion por
electroporacion, se inocularon 10 mL de medio YPD en un tubo de 50 mL con 100 pL de
la cepa KM71 de P. pastoris y se incubd a 250 rpm a 30°C hasta que el cultivo alcanzé
una DOeoo nm de 6. A partir del cultivo anterior, se inocularon 100 mL de medio YPD

(Extracto de levadura 1%, Peptona 2%, Dextrosa 2%) ( en un matraz de 500 mL con 1.17
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mL del cultivo, iniciando con una DOsgo nm de 0.1, se incub6 a 30°C y 250 rpm hasta que
la DOsoo llegd al valor de 1.0. Después, se obtuvo el paquete celular por centrifugacién a
2000 g y 4°C por 10 min en dos tubos de centrifuga de 50 mL, se descarté el sobrenadante
y se resuspendio el paquete celular en medio YPD-HEPES. La mezcla de YPD-HEPES-
células se traspasé a un matraz estéril de 500 mL y se afiadieron 0.5 mL de DTT 1 M. Se
incubo a 30°C por 15 min en una incubadora con agitacion a 250 rpm. Posteriormente, la
mezcla de células y medio YPD-HEPES-DTT se afor6 a 100 mL con agua destilada fria
y estéril, se coloco en dos tubos de centrifuga de 50 mL y se centrifug6 a 2000 g por 10
min y 4°C, hasta obtener los paquetes celulares. Se descarto6 el sobrenadante, los paquetes
celulares se resuspendieron en 50 mL de agua fria y estéril, y se centrifugd a 5000 g por
10 min a 4°C hasta obtener los paquetes celulares. A continuacién, se descarto el
sobrenadante resultante, se resuspendio en 4 mL de sorbitol 1 M frio y estéril en un sélo
tubo de centrifuga de 50 mL, y se centrifugd a 5000 g por 10 min a 4°C con su respectivo
contrapeso hasta la obtencion del paquete celular. Finalmente se descart6 el sobrenadante
y el paquete celular se resuspendio en 100 pL de sorbitol frio y estéril, quedando un
volumen final de 0.2-0.3 mL (incluyendo las células) que se distribuyé en alicuotas de 40
uL en tubos de microcentrifuga de 2.0 mL, los cuales se envolvieron en multiples capas
de papel secante, se sellaron en una caja de plastico resistente y se almacenaron a -70° C
hasta su uso.

La transformacion de las células electrocompetentes preparadas previamente se
llevo a cabo utilizando el sistema de electroporacion Gene Pulser® Il. Electroporation
System (Bio-Rad). Primero, se conectd el tren de carga de la celda en el “Controller
pulser” y a su vez, el “Controller pulser” fue conectado en el Gene Pulser II, y finalmente
fue conectado a la fuente de electricidad. Se encendi6 el Gene Pulser 11 y se ajustaron los
pardmetros de resistencia (400 Q), capacitancia (25 uF), voltaje (1.5 kV). Se tomo un tubo
con células de P. pastoris KM71 preparadas y se mezclo con el DNA linearizado y
desalado, se vertio en una cubeta de 2 mm de electroporacion previamente enfriada en
hielo durante 2 minutos. La celda se introdujo en el tren del electroporador para después
ser empujado hacia los electrodos del equipo. Una vez colocado en su posicion, se realizé
la descarga eléctrica a las células, siendo la cubeta colocada inmediatamente después en

hielo. Se agregdé 1 mL de sorbitol 1 M frio y estéril, el cual fue homogenizado por
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inversion de 5 a 10 veces. Se hizo una siembra por extension en placa de las células
electroporadas en placas con medio YPD agar y RDB His". Se incubaron a 30°C por 48-
120 horas hasta la aparicion de colonias transformadas. Se seleccionaron inicialmente 10
colonias al azar, se inocularon en medio liquido YPD y se incubaron a 30°C en agitacion
a 250 rpm por 24 horas.

A partir de 4 mL del cultivo, se hicieron los paquetes celulares por medio de dos
centrifugaciones sucesivas a 14000 rpm, descartando el sobrenadante entre cada una. A
los paquetes celulares obtenidos, se les afiadieron 200 pL de solucién amortiguadora de
lisis TSNT y se agitaron por inversion 20 veces. Se agregaron 500 pL de Fenol saturado
con Tris-HCI y se agitaron nuevamente por inversion 20 veces. Posteriormente, se
afiadieron 100 pL de Sevag (cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1) a cada tubo y se
mezclaron en un vortex por 5 min. Después, se adicionaron 200 uL de TE 1X, los tubos
se agitaron por inversion 5 veces y se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 min a
temperatura ambiente. Se transfirio la parte acuosa de los sobrenadantes obtenidos a tubos
nuevos de 2.0 mL, se afiadié 1 mL de etanol frio al 100% a cada uno y se mezclaron por
inversion 20 veces, observandose la precipitacion del DNA en cada tubo. Los tubos se
centrifugaron a 14000 rpm por 15 min a 0°C y el sobrenadante resultante de cada tubo fue
descartado. Las pastillas que quedaron en los tubos, se lavaron con 1 mL de etanol 70% y
se centrifugaron a 14000 rpm por 10 min a 0°C. Finalmente, se descartd el sobrenadante
de los tubos y se colocaron sobre papel absorbente, a los cuales, una vez que se eliming el
exceso de etanol, se resuspendieron en 100 pL de TE 1X, las muestras se calentaron a
65°C por 20 min, se analizaron en geles de agarosa al 0.8% y se almacenaron a 4°C hasta

Su uso posterior.

6.2.5. Caracterizacion genotipica de las cepas recombinantes de P. pastoris
KM71GAHFTEII

Se realizaron ensayos de PCR utilizando los oligonucleétidos especificos pGAPF: y FTE2
Tal como se describid previamente. En la Tabla 13 se muestran los volumenes empleados
para la mezcla de reaccion. Se empled DNA plasmidico utilizado para la transformacion
como control positivo de PCR y agua esteril libre de nucleasas como control negativo. Se

utilizaron las mismas condiciones del programa del termociclador de la Tabla 11.
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Finalmente, de cada tubo de reaccion se tomaron 3 pL para ser analizados en un
gel de agarosa al 0.8%.

Tabla 13. Volumenes de la mezcla de reaccion para la verificacion de la integracion del
casete de expresion de las clonas transformantes.

Volumen (1X) Volumen (12X)

Reactivo Concentracion (uL) (uL)
Green Buffer 5X 5.0 60.0
dNTP’s 10 mM 0.5 6.0
Oligonucleotido 5'pGAPF 5mM 2.5 30.0
Oligonucleotido FTE2 5mM 2.5 30.0
GoTaq DNA polimerasa 5 U/uL 0.2 2.4
DNA 100 ng/pL 1.0 -
Agua esteéril libre de nucleasas - 13.3 159.6
Volumen final - 20.0 288.0

6.3.  Seleccion de cepas de P. pastoris sobreproductoras de la proteina
recombinante FTEII regulada por el promotor GAP

6.3.1. Cultivos en tubo agitado

Para seleccionar la cepa sobreproductora de la fitasa FTEII regulada por el promotor GAP
se realizaron cultivos en tubos agitados de 50 mL en dos etapas, la primera etapa consiste
en un cultivo en lote de glicerol durante 20 h y la segunda etapa consiste en una etapa de
lote alimentado con glicerol (una sola adicion a las 20 h) para un tiempo final de cultivo
de 30 h. Para ello, se inocularon 10 mL de medio YPD contenidos en tubos de 50 mL con
100 uL de cada clona KM71GAHFTEII de P. pastoris y se incubaron a 30°C en agitacion
de 250 rpm hasta que alcanzaron una densidad dptica final (DOsoo nm) entre 8-10. Después
se inocularon 8 mL de medio BMG-CaCl, (Buffer de fosfatos 100 mM, glicerol 1%, YNB
1.34%, biotina 1X, CaClz 0.1%) contenidos en tubos de centrifuga de 50 mL con 2 mL
del cultivo celular reactivado, para un volumen final de 10 mL y una DOeoo nm ~1.4, se
incubd a 30°C durante 20 h a 250 rpm. Después de las 20 h de incubacion se midié DOegoo
nm Y se afiadié 1 mL de glicerol al 10% p/v y de incubo por 10 h, para un tiempo total de
30 h de cultivo. Al final del cultivo, se midio la DOsoo nm 'y Se centrifugd a 8000 rpm a 4°
para recuperar el medio de cultivo libre de células. Se almaceno a -20°C el paquete celular

y medio de cultivo libre de células para realizar determinaciones posteriores.
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6.3.2. Determinacion de la produccidn de proteinas extracelulares y rendimiento
proteinas extracelulares/biomasa

Para la determinacion de la concentracion de proteinas totales se emple6 el método de
Bradford, el cual se describe a continuacion. Se utilizé una solucion de ASB 50 pg/mL
como estandar para determinacion de la concentracion de proteinas, de la cual se
realizaron por triplicado una serie de diluciones a determinada concentracion para los
estandares en tubos de 2 mL. En la Tabla 14, se muestran la concentracion de los
estandares y los volimenes empleados en las diluciones. Una vez preparados los
estandares de ASB, se agregaron 800 pL de azul de Coomassie, se incubaron 5 min a
temperatura ambiente y se hicieron lecturas en el espectrofotometro a 595 nm. Los valores
fueron registrados en una plantilla de Microsoft Excel y a partir de los datos obtenidos, se
realiz6 una recta de calibracion, la cual se utiliz para la interpolacion de los valores

obtenidos de las muestras.

Tabla 14. Concentracion de los estandares de ASB para la recta de calibracion.

Estandar Concentracion ASB (50 Agua destilada Azul de

(ug/mL) pg/mL) (uL) (L) Coomassie

(ML)
1 0.0 0.0 200.0 800.0
2 5.0 20.0 180.0 800.0
3 7.5 30.0 170.0 800.0
4 15.0 60.0 140.0 800.0
5 225 90.0 110.0 800.0
6 30.0 120.0 80.0 800.0
7 45.0 180.0 20.0 800.0

Para la preparacion de las muestras a analizar, se realizaron diluciones 1:2 de los
sobrenadantes libres de células, se agregaron 800 pL de azul de Coomassie en un tubo de
2.0 mL por triplicado y se midi6 la absorbancia a 595 nm. Para calcular la concentracién
de proteinas en las muestras, se realiz6 una gréfica de absorbancia a 595 nm contra la
concentracion en pg/mL de los estandares empleados, donde se interpolaron los valores
de absorbancia obtenidos de las muestras y se multiplicaron por el factor de dilucion para

obtener la concentracion real de la muestra en pg/mL.
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Para la determinacién de la densidad celular en g/L de células secas, se multiplico
la DOsoonm Obtenida de cada cultivo a las 30 h de cultivo por 0.23.

Para la determinacion del rendimiento proteinas extracelulares/biomasa, se
multiplico la densidad celular obtenida del cultivo en g/L de células secas por la
concentracion de proteinas extracelulares en pg/mL. El rendimiento proteinas/biomasa fue
medido en mg de proteina extracelular por gramo de biomasa (mg/g). Se seleccionaron

las cepas con mayor rendimiento para los siguientes experimentos.
6.3.3. Cultivos en matraz

Se realizaron cultivos en BMG-CaCl, con las cinco cepas con mayor rendimiento
proteinas extracelulares/biomasa a nivel de matraz para comprobar los resultados

obtenidos en los cultivos en tubo agitado.

Se inocularon 10 mL de medio YPD contenidos en tubos de 50 mL con 100 pL de
cada clona KM71GAHFTEII de P. pastoris y se incubaron a 30°C en agitacion de 250
rpm hasta que alcanzaron una densidad Optica final (DOsoo nm)y entre 8-10. Después se
inocularon 40 mL de medio BMG-CaCl> contenidos en matraces de 500 mL con 10 mL
del cultivo celular reactivado, para un volumen final de 50 mL y una DOeoo nm ~1.4, se
incub6 a 30°C durante 20 h a 250 rpm. Después de las 20 h de incubacién se midié DOsqo
nm Y se afladieron 5 mL de glicerol al 10% p/v y de incubd por 10 h, para un tiempo total
de 30 h de cultivo. Al final del cultivo, se midié la DOgoonm Y se centrifugd a 8000 rpm a
4° para recuperar el medio de cultivo libre de células. Se almaceno a -20°C el paquete

celular y medio de cultivo libre de células para realizar determinaciones posteriores.

6.3.4. Determinacién de la produccion de proteinas extracelulares, produccion de
fitasa y rendimiento actividad de fitasa/biomasa (Y pix)

Para determinar la actividad de fitasa de los sobrenadantes libres de células, se desalaron
las muestras utilizando cromatografia de exclusion molecular. Se lavo previamente una
columna PD-10 Sephadex G-25 con 25 mL de solucion amortiguadora (Tris-HCI 100 mM,
NaCl 50 mM, CaCl> 5 mM vy glicerol 2%) y se eluyo por gravedad hasta descartar la
totalidad de la solucion. Se afiadieron a la columna 600 pL de la muestra y 1900 pL de

solucion amortiguadora, y se eluyo por gravedad hasta que el total de la muestra entro
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completamente en la resina de la columna. Después se agreg6 a la columna 3,500 pL de
solucién amortiguadora y se eluyd por gravedad colectando toda la fase movil que eluyo
de la columna en un tubo de 15 mL. Después de la elucion, la muestra desalada quedo

diluida 5.83 veces respecto a su concentracion inicial.

La determinacion de la actividad de fitasa se llevd a cabo mediante el método
descrito por Guerrero-Olazaran et al,. 2010. Ese método cuantifica la liberacion del
fosfato inorganico por accion de la fitasa sobre el fitato de sodio por unidad de tiempo.
Para estos ensayos se empled como sustrato fitato de sodio (sal dodecasddica del acido
hexafosférico de inositol) (Sigma Aldrich Corporation, PM: 770.04). La actividad de
fitasa fue medida en buffer de actividad de 100 mM de Tris-HCI pH 7.5 y 1 mM de CaCls..

Esta solucion fue precalentada a 37°C por 30 min antes de realizar la reaccion enzimatica.

La elaboracidn de la recta de calibracion se realizd por triplicado de acuerdo con
Tabla 15 utilizando una solucién stock de fosfato de potasio monobésico 1.64 mM
preparado con buffer de actividad de 100 mM de Tris-HCI pH 7.5y 1 mM de CaCl..

Tabla 15. Volumenes para la preparacion de los estandares para la curva de calibracion.

Estandar de fosfato Volumen r,equerido del Volumen_dg buffer de
(MM) estdndar actividad
(uL) (uL)
0.0 0 100
0.57 35 65
1.02 62 38
1.64 100 0

Los estandares se incubaron a 37°C durante 30 minutos en un Thermomixer R
(Eppendorf). Se agregaron 600 pL de TCA al 15%, posteriormente se agregaron 800 pL
de colorante recién preparado (acido ascorbico 10%, molibdato de amonio 2.5%, acido
sulfurico 6 N). Se incubaron los tubos de los estandares a 37°C por 45 min, y se midié la
absorbancia a 820 nm en un espectrofotdometro Beckman Coulter DU650, calibrado a cero
con una celda de poliestireno y buffer de actividad. Los valores fueron registrados en una
plantilla de Microsoft Excel y a partir de los datos obtenidos, se realizd una recta de

calibracion, la cual se utiliz6 para la interpolacion de los valores obtenidos de las muestras.
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Para cada uno de los ensayos se consideraron dos blancos: el blanco de sustrato
(s6lo sustrato sin fitasa) y el blanco de muestra (sin el sustrato). El blanco de sustrato se
incluyd para considerar la concentracion de fosfato ya presente en el sustrato liberado
durante la reaccion enzimatica sin la accion de una fitasa al momento de realizar los

calculos de la actividad enzimatica.

Para llevar a cabo la reaccion enzimatica se realizaron mezclas de reaccion por
triplicado para cada ensayo de acuerdo a la Tabla 16 empleando tubos de 2.0 mL
previamente incubados a 37°C. La actividad de fitasa se midi6 empleando una solucion
de sustrato de 100 mM de Tris-HCI, 1 mM CaCl, y 8.33 mM de fitato de sodio.

Tabla 16. Mezcla de reaccion para la determinacion de actividad de fitasa

Blanco de Volumen Blanco de Volumen Muestra Volumen
sustrato (uL) muestra (uL) (uL)
Buffe_r de 40 Muestra 40 Muestra 40
actividad
Sustrato 60 Buffgr de 60 Sustrato 60

actividad

Total (uL) 100 Total (uL) 100 I;’S' 100

Las mezclas de reaccion junto con sus blancos correspondientes se incubaron a
37°C durante 30 minutos en un Thermomixer R (Eppendorf). La reaccion se detuvo
agregando 600 pL de TCA al 15%, posteriormente se agregaron 800 uL de colorante
recién preparado. Se incubaron los tubos de las muestras y los blancos a 37°C por 45 min,
y se midié la absorbancia a 820 nm en un espectrofotémetro Beckman Coulter DU650. Se
obtuvo la cantidad de fosforo liberado interpolando el valor de la absorbancia obtenida en
la recta de calibracion. Los datos se registraron en una plantilla de Excel que permitid el

calculo de la actividad volumétrica enzimatica empleando las siguientes ecuaciones:

APL= APM-ABF-ABM

Ecuacion 1. Célculo de la absorbancia generada por el fosfato liberado en la mezcla de reaccién
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Donde APM es la absorbancia promedio de la mezcla de reaccion enzimatica, ABF es la
absorbancia promedio del blanco de substrato (fitato) y ABM es la absorbancia promedio
del blanco de muestra.

Posteriormente, se calculo la concentracion de fosfato libre (mM) en la mezcla de
reaccion realizando una interpolacién matemaética del valor de la absorbancia generada
por el fosfato liberado en la mezcla de reaccion (APL) en la recta de calibracidn, calculada
previamente a través de la regresion lineal por el método de minimos cuadrados de los

valores de absorbancia y concentraciones de las soluciones estandares de fosfato.

x= (y-b)/m
Ecuacion 2. Calculo de fosfato libre (mM)

Donde, “x” es la concentracién de fosfato libre de la muestra (mM); “y” es el valor de la
absorbancia generada por el fosfato liberado en la mezcla de reaccidn (APL); b es el valor

de la interseccion con el eje “y” y “m” es la pendiente de la recta de calibracion.

Finalmente se calculd la actividad volumétrica de la muestra (U/mL) de la

siguiente manera:
X
AVf = ?*FD*Z.S

Ecuacién 3. Calculo de la actividad volumétrica de fitasa en la muestra

(]

Donde AVf es la actividad volumétrica de fitasa en la muestra, “x” es la
concentracion (mM) de fosfato libre en la mezcla de reaccion, “t” es el tiempo de
incubacidn de la reaccién enzimatica (30 min), FD es el factor de dilucion de la muestra
y 2.5 es un factor que proviene de emplear 40 pL de muestra en un volumen final de
reaccion de 100 pL (100/40 = 2.5). Para aceptar el valor de la actividad volumétrica final
calculado se tomé en cuenta que el valor de APM estuviera por debajo de la absorbancia
del estandar de valor de mayor de concentracion y que x/t este comprendido entre 0.0050
y 0.083.
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Para el célculo del rendimiento actividad fitasa/biomasa (Ypx), se dividié la
actividad volumétrica de fitasa final en U/L entre la densidad celular en g/L de células

secas. El Ypxse midio en unidades de fitasa producidas por gramo de biomasa (U/g).

6.4.  Optimizacion de cuatro factores que constituyen las condiciones de cultivo
para incrementar la productividad volumétrica extracelular

6.4.1. Disefio del proceso de optimizacion empleando el método simplex secuencial

Para el proceso de optimizacion se realizd un disefio de experimentos empleando el
método Simplex Secuencial (Shavers et al., 1979), con el fin de definir las condiciones de
cultivo para incrementar la productividad volumétrica extracelular de la fitasa FTEII en
cultivos en biorreactor de P. pastoris regulada por el promotor GAP. Para el disefio
Simplex Secuencial se utilizaron cuatro factores (concentracion inicial de glicerol en la
etapa de lote, temperatura, pH y velocidad especifica de crecimiento (u)), estos se
combinaron en 5 cultivos iniciales (Tabla V), utilizando combinaciones de dos niveles
en cada uno de los cuatro factores de las condiciones de cultivo:

e Concentracion inicial de glicerol en la etapa de lote: 30 y 50 g/L

En la etapa de lote alimentado con glicerol:

e Temperatura: 30 y 24°C

e pH:4y6

e w:02y0.1h?

Como factor de respuesta a maximizar se utilizé la productividad volumétrica
extracelular de fitasa.

El proceso de optimacion se realizd en tres etapas secuenciales realizando un total
de siete cultivos, empezando con cinco cultivos, en la primera etapa, en los que se
establecieron las condiciones de cultivo segln un disefio factorial simplificado con dos
niveles para cada factor a optimizar (Tabla 17), en las siguientes etapas, las condiciones
de cultivo (los dos ultimos cultivos) se establecieron al aplicar la ecuacion de reflexion

del método Simplex Secuencial Basico (Ecuacion 4).

X= [2 (Xemc)]-FPC
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Ecuacion 4. Método Simplex secuencial (reflexién) para obtener nuevos valores de cada factor para las
nuevas condiciones de cultivo.

Donde, x es el nuevo factor para las condiciones de cultivo; XFMC es la media
de los valores del factor en los cultivos de mayor productividad volumétrica fitasa y FPC

es el valor del factor en el cultivo de menor productividad volumétrica de fitasa.

Después de realizados los primeros cinco cultivos (A-E), se ordenaron de menor a
mayor por productividad volumétrica extracelular de fitasa, se utiliz6 para cada factor en
las condiciones de cultivo, la ecuacion para simplex secuencial (Ecuacion 4), de cada
factor de las condiciones de cultivo se obtuvieron valores nuevos para dos cultivos mas
(F y G) (Tabla 18). Posteriormente se emple0 la ecuacion nuevamente, pero las nuevas

condiciones (H) fueron similares a los experimentos anteriores y se dio por terminado el

proceso.
Tabla 17. Condiciones de los cinco cultivos iniciales del disefio simplex.
. Concentracion inicial Temperatura
Cultivo o h1
de glicerol (g/L) (°C) k()
A 50 6 30 0.173
B 30 4 30 0.176
C 50 6 24 0.104
D 50 4 24 0.095
E 30 6 24 0.099
Tabla 18. Cultivos finales del simplex con condiciones de cultivo optimizadas
Concentracion inicial Temperatura
Cultivo de glicerol (g/L) pH (°C) n (h)
F 30 4 24 0.057
G 50 6 24 0.054
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6.4.2. Estrategia de cultivo en biorreactor de 7L

Para el desarrollo de los cultivos, se utilizo un biorreactor de 7 L (Applikon Inc.),
el cual posee controladores por microprocesador de potencial de hidrogeno (pH), oxigeno
disuelto (OD), agitacion (rpm) y temperatura (°C), los cuales funcionan por medio de un
control por retroalimentacion. Para los cultivos con el promotor GAP, la estrategia de
cultivo consta de dos etapas: Crecimiento de biomasa inicial en un medio con glicerol
(lote glicerol), obtencién de biomasa y proteina recombinante hasta un punto delimitado
a partir de la adicién continua de glicerol (lote alimentado con glicerol). Se emplearon las
condiciones de cultivo de la Tabla 17 y después se emplearon las de la Tabla 18, ademas
se procuro el porcentaje de oxigeno disuelto por arriba del 25% con aire 0 mezclas de
oxigeno-aire. Previo al inicio de cada cultivo en biorreactor, se llevaron a cabo
calibraciones para las sondas de pH y de oxigeno disuelto. Previo a cada esterilizacién del
tanque, se calibrd la sonda de pH (Applikon Inc) a 2 puntos, uno a pH 4 y otro a pH 7.
Una vez ajustadas las presiones de aire (entrada compresor-consola (20 psi), salida tanque-
sensor (300 cm3/min), entrada al tanque (5 L/min), presion interna del tanque (1.7 psi,
120 cm H20)), al igual que las condiciones del cultivo en el tanque, se calibré la sonda
de oxigeno disuelto (Applikon Inc.) a 2 puntos, uno considerando el 100% de oxigeno
disuelto en el tanque y otro considerando el 0% de oxigeno disuelto, por medio de la

saturacion del tanque con nitrdgeno gaseoso.

6.4.3. Generacion de in6culos para cultivos en biorreactor

Con el fin de obtener una concentracion alta de in6culo para los posteriores, se
Ilevd a cabo un cultivo inicial en el biorreactor de 7 L (Applikon Inc.) con 2 L de medio
BMG siguiendo la metodologia descrita anteriormente (Viader-Salvado et al., 2013). Una
vez preparado el medio SBG (sales basales con glicerol 1%), se vertieron 2 L de este en
el vaso del biorreactor, se calibro la sonda de pH (Applikon Inc.) y se esterilizo a 120 psi
por 15 min. Se dej6 enfriar y posteriormente se realizd el montaje y los debidos ajustes
para el inicio del cultivo. La sonda de oxigeno disuelto (Applikon Inc.) se calibrd con
nitrogeno Yy aire. Posteriormente se inoculo la cepa suspendida en 150 mL de medio BMG
(DOsoonm 20) y se incub6 a 30°C, pH 5, 1,249 rpm, 5 L/min de aire por ~20 h de cultivo.

45



Se recolectaron 5 mL de muestra cada 3 0 4 h y se determiné el crecimiento celular a
través del peso humedo y DO600. El cultivo finalizé cuando se consumio la fuente de
carbono, evidenciado por un aumento de la sefial del oxigeno disuelto, alcanzando una
DOsoonm de 13 (~23 h). Con ayuda de una bomba peristaltica (DIGI-STALTIC), se

recolecto el cultivo en un recipiente estéril a traves de un puerto para toma de muestra.

Para verificar la viabilidad de los ino6culos almacenados a -20°C, se llevo a cabo
una cuenta viable de una de las alicuotas mediante el método de dilucion y siembra de
gota en placa. Se realizaron diluciones sucesivas en buffer de fosfatos 1 M pH 6.0, se
inocularon placas de Petri con medio YPD agar con tres gotas de 20 uL de las ultimas dos
diluciones (generalmente 10° y 108) y se incubaron a 30°C durante 48 h. Para el conteo de
células viables, de las dos diluciones sembradas se selecciond aquella que presento el
mayor nimero de colonias y que éstas estuvieran lo suficientemente separadas para poder
contarlas con facilidad, se calculé el promedio de las tres gotas contadas. Para obtener las
UFC/mL del cultivo original y se realizé un calculo aplicando el nimero de colonias por

su factor de dilucion entre el volumen del indculo-gota (0.02 mL).
6.4.4. Cultivo en lote en glicerol

Para realizar la etapa de lote de glicerol de los cultivos en biorreactor, se agrego el
medio SBG (sales basales con glicerol al 3 0 5%) con 650 pL de solucion antiespumante
204 (Sigma-Aldrich Co., cat. no. A8311) al tanque, delimitando a un volumen inicial de
2.5 L en cada cultivo. Posteriormente a la esterilizacién del tanque del biorreactor con el
medio, se ajusto en el siguiente orden la temperatura a 30°C, la aireacién a 5 L/min, el pH
a 5.0 y la velocidad de agitacion a 1249 rpm. Posteriormente se adicionaron al medio 11
mL de biotina 500X (0.02% concentracion final), 11 mL de PTM1 y se calibro6 la sonda
de oxigeno disuelto del biorreactor a 0 y 100% de saturacion, y una vez ensamblado y
activado el software de monitoreo, se inoculd con ~14 mL de in6culo preparado
previamente. Las condiciones que se controlaron a lo largo de esta etapa fueron la
temperatura a un valor de 30°C por medio de un sistema de circulacién de agua, oxigeno
disuelto (mayor de 25%), y pH (constante a 5.0), el cual se reguld por medio de la adicién
de hidroxido de amonio al 28% (NH4OH). La finalizacion de la etapa de lote de glicerol

se evidencid por un incremento abrupto de la sefial del oxigeno disuelto a causa del
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consumo total de la fuente de carbono (ausencia de glicerol). Una vez observado el
minimo de la sefial del oxigeno disuelto, se esperaron 45 min antes de iniciar el lote
alimentado con glicerol para que la levadura lograse metabolizar completamente el

glicerol restante.

6.4.5. Cultivo en lote alimentado con glicerol

Esta etapa se realiz6 durante 10-36 h, dependiendo del cultivo realizado, se mantuvo
adicionando glicerol al 60% con 12 mL/L de biotina 0.02% y 12 mL/L de PTM1 y 650
uL de antiespumante a un flujo exponencial en mL/min hasta que se completdé una
densidad celular de 120 g/L de células secas. Los flujos, volumenes y tiempos de cultivo
variaron en funcion de la velocidad especifica de crecimiento requerida de acuerdo al

disefio del simplex empleando un perfil de adicion exponencial (Ecuacion 5y Ecuacion

6).
F(t) = FO X e”t

Ecuacion 5. Perfil exponencial de la adicion de glicerol

Donde, Foes el flujo inicial, p es la velocidad especifica de crecimiento deseada y t es el
tiempo .

Uset. x.V
(652 G- 100

60

Fo_

Ecuacion 6. Calculo del flujo inicial de adicion (mL/min)

Donde, pset €s la velocidad especifica de crecimiento deseada, Yx/s es el rendimiento
biomasa/sustrato, x.V es la biomasa total al final del lote y Win es la concentracion del

glicerol para la alimentacion.

Toda esta etapa se llevo a cabo a aireacion constante de 5 L/min y una agitacion
de 1,245 rpm. Se tomaron muestras a distintos tiempos dentro de dicha etapa (~10 mL de
muestra por toma), las cuales fueron centrifugadas a 14,000 rpm (18,078 g) por 5 min y
los paquetes celulares y sobrenadante obtenidos se conservaron y se almacenaron a -20°C
para preservar su integridad y poder realizar los andlisis posteriormente que sirvieron

como indicadores del comportamiento fisioldgico de P. pastoris
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Para la conservacion de las células del cultivo, se obtuvieron paquetes celulares a
partir de alicuotas, conteniendo 50 mg de biomasa himeda y se conservaron en el reactivo
RNAlater. El volumen (ul) necesario para obtener muestras de 50 mg de biomasa se
depositd en un tubo de Eppendorf de 2 ml. Cada muestra fue centrifugada a 6,000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante, y se agreg6 un volumen equivalente
a 5 veces el volumen del paquete celular (=500 pl) del reactivo RNAlater. El paquete
celular se resuspendid y se incubd durante una hora a temperatura ambiente. Una vez
terminada la incubacion, las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm durante 5
minutos a 4°C y se decant6 el sobrenadante. Finalmente, los tubos con cada paquete

celular fueron etiquetados y almacenados a -70°C

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

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

6.4.6. Determinacion de parametros fisioldgicos de los cultivos en biorreactor
6.4.6.1. Determinacién de crecimiento celular (densidad celular y velocidad

especifica de crecimiento)

Para la obtencion de datos relacionados al crecimiento celular, se determiné la biomasa
en el cultivo a través de su densidad celular y DO600. Se tomaron 2 mL de muestra 'y se
centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min, se decantaron los sobrenadantes y el paquete
celular se pesd. La densidad celular se calculé con la diferencia entre el peso del tubo lleno
con biomasa menos el peso del tubo vacio sobre el volumen de muestra (0.002 L) y
teniendo en cuenta que 1 g de células himedas son aproximadamente 0.25 g de células
secas. A partir del valor de la densidad celular se calculo la biomasa en gramos de células

secas a cada tiempo usando la siguiente ecuacion (Ecuacion 7).

x=DC*V

Ecuacién 7 .Célculo de biomasa.

Donde, x es la biomasa (g); DC es la densidad celular (g/L de célula secas) y V, es el

volumen de cultivo del biorreactor (L).
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También se calcul6 la velocidad especifica de crecimiento (p) de los cultivos en la
etapa de lote alimentado glicerol a partir de la pendiente de la zona lineal del gréfico
semilogaritmico natural de la biomasa en g de células secas contra el tiempo de lote
alimentado (h). Para cada punto analizado, se estimé el volumen del cultivo a partir de la
suma del volumen inicial, y los volumenes afiadidos de hidroxido de amonio, glicerol, y
metanol al tiempo analizado, menos el volumen de cultivo muestreado.

6.4.6.2. Determinacion de produccion extracelular de fitasa y productividad
volumeétrica extracelular

Para la medicion de la actividad de fitasa, se realizé el método de medicion de punto final.
Se midio el fosfato liberado del fitato de sodio utilizando fosfomolibdato y a través del
cambio de absorbancia a 820 nm (ver punto 6.3.4). La productividad volumétrica
extracelular de fitasa se calculé como unidades de fitasa generadas por hora, por cada litro

de medio de cultivo
6.4.6.3.Determinacion de rendimiento celular proveniente del glicerol (Yxs)

El célculo del rendimiento celular proveniente del glicerol (Yxs) se realizo con el
cociente de la biomasa total de células secas y la cantidad en gramos de glicerol afiadido,
la cual se estimd con la cantidad de glicerol inicial + la cantidad de glicerol afiadido
durante la etapa de lote alimentado (volumen afiadido de solucién de glicerol en L x

concentracion de glicerol en g/L).

6.4.6.4. Determinaciéon de rendimiento de produccion extracelular de
fitasa/biomasa (Ypix)

El célculo del rendimiento de la produccion de proteina recombinante extracelular
por biomasa (Ypx) se realizd considerando la produccion de proteina recombinante
extracelular sobre biomasa (g).

6.4.6.5. Determinacion de rendimiento de produccion extracelular de fitasa
proveniente de glicerol (Yprs)
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El célculo del rendimiento de la produccion de proteina recombinante extracelular
por consumo de la fuente de carbono se realizd6 mediante el cociente de la cantidad de

fitasa extracelular producida y la cantidad en gramos de glicerol afiadido.

6.5.  Determinacion del impacto del proceso de optimizacion en la respuesta
fisioldgica del hospedero a condiciones de alta y baja productividad volumétrica de
la proteina recombinante FTEIL.

6.5.1. Seleccion de genes y disefio de oligonucleotidos especificos.

Para el disefio de oligonucleotidos especificos, primeramente, se seleccionaron los genes
para el estudio, para lo cual se investigaron genes representativos del metabolismo del
glicerol, traduccidn y procesos de secrecion de proteinas en P. pastoris. Posteriormente,
se realiz6 una busqueda de las secuencias nucleotidicas de los genes seleccionados en la
base de datos de GenBank.

Las secuencias obtenidas fueron utilizadas para el disefio de oligonucleotidos en
el programa Primer3web (http://bioinfo.ut.ee/primer3/). Los pardmetros mas importantes
en Primer3web para el buen disefio de los oligonucledtidos fueron: Primer Size Min 18,
Opt 20, Max 36; Primer Tm Min 64, Opt 66, Max 68, Max Tm Difference 5.0, Table of
thermodynamic parameters SantaLucia 1998; Product Size Ranges 100-150;
Concentration of Monovalent Cations 100; Salt Correction Formula Santa Lucia 1998;
Concentration of Divalent Cations 5.5; Concentration of dNTPs 1, Annealing Oligo
Concentration 50.0. Adicionalmente se verificé que la Tm de los iniciadores disefiados
tuvieran una Tm comprendida entre 65.8 y 68.5°C calculada con el programa
OligoAnalyzer 3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) con la
informacion de las siguientes concentraciones: oligonucleétido 0.3 pM, Na* 100 mM,
Mg*25.5 mM y dNTPs 1 mM.

Para evaluar la especificidad de los oligonucleétidos disefiados, se realizaron
alineamientos de las secuencias nucleotidicas disefiadas contra el genoma de P. pastoris
utilizando la herramienta en linea blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para
evaluar la formacion de estructuras secundarias y dimeros de oligonucleo6tidos (“primers
dimers”), se realizaron los andlisis empleando la herramienta OligoAnalyzer 3.1. Este

programa permite analizar la posible formacion de estructuras secundarias de tipo

50


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

horquilla, homodimeros y heterodimeros. Se emplearon las secuencias de cada uno de los
oligonuclettidos disefiados y se determind el valor de la energia libre de Gibbs (AG) en
kcal/mol para las estructuras secundarias y dimeros de oligonucleotidos. Para determinar
que no hubiera formacion de estructuras secundarias que pudieran inhibir el ensayo de
PCR, se verificd que el valor de AG no fuera menor a -10 kcal/mol, tomando en cuenta
los mismos valores de concentraciones empleados para el calculo de la Tm con
OligoAnalyzer 3.1. Una vez que se evaluaron las propiedades de los oligonucleétidos
disefiados, se sintetizaron en la compafiia Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville,
lowa). Todos los oligonucle6tidos se disefiaron para utilizar SYBR Green como agente de

deteccidn fluorogénico.

6.5.2. Preparacion de RNA total de muestras de células obtenidas de los cultivos
de alta y baja productividad volumétrica extracelular de fitasa

Para la obtencion de preparaciones de RNA a partir de las muestras conservadas
previamente (punto 6.6.5), se utilizo el Kit de Promega SV Total RNA Isolation System,
siguiendo el protocolo del manual de Promega. El primer paso para la extraccion de RNA
consistio en preparar una solucion de lisis con los siguientes reactivos: 0.1 M EDTA (pH
7.4), 1 M sorbitol, 0.1% B- mercaptoetanol y 50 unidades de liticasa. A cada paquete
celular descongelado se agregaron 100 uL de solucién de lisis y se homogenizo en un
vortex durante 5-10 segundos. Las muestras fueron incubadas durante una hora a 30°C en
un agitador termoestatado (Thermomixer R, Eppendorf) con agitacién a 350 rpm. Al
terminar la incubacidn, se procedid a realizar la extraccion de RNA de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Cada tubo de elucion fue etiquetado y almacenado a -70
°C. Las preparaciones de RNA obtenidas para cada una de las muestras se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en buffer de trisboratos-EDTA (TBE
1x, Tris-HCI 90 mM, &cido bérico 89 mM, EDTA 2 mM). Ademas, se determind la
calidad y concentracion (ng/uL) del RNA por espectrofotometria determinando los
valores de absorcion a 260 y 280 nm y la relacion de estos (260/280), empleando el
nanoespectrofotometro P-300 de IMPLEN.

Se realizaron analisis de microfluidos empleando el Bioanalizador 2100 de

Agilent, el cual permite obtener informacion sobre el tamafio molecular, integridad y
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concentracion de acidos nucleicos de manera automatizada en un formato digital, en base
a geles de electroforesis en nano chips. El primer paso para el anlisis fue la preparacion
del marcador de RNA (ladder), el cual se desnaturalizé en un bloque térmico durante 2
minutos a 70°C, se realizaron alicuotas de trabajo y se almacenaron a -70°C.
Posteriormente, se armé la estacion de preparacion del nano chip de RNA, primeramente,
se reemplazo la jeringa utilizada anteriormente por una nueva y se ajustaron tanto la
palanca de la base en la posicion adecuada (posicion C para el nano chip de RNA) como
el clip para sostener la jeringa (posicién superior). A continuacion, se preparé el gel para
el nano chip, para lo cual se agregaron 550 puL de “RNA 6000 Nano Gel Matrix” en un
filtro, el cual fue centrifugado a 15,000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
realizaron alicuotas de 65 uL del gel filtrado en microtubos. Posteriormente, se prepararon
mezclas de gel-colorante, para lo cual se homogenizo por vortex el colorante concentrado
durante 10 segundos, centrifugd (spin) y se agreg6 1 uL de colorante a una alicuota de 65
uL de gel filtrado. Nuevamente se homogenizd por vortex y centrifugd (spin) a
temperatura ambiente. Esta mezcla se cargo en el nano chip de RNA pipeteando 9.0 uL
de la mezcla gel-colorante en el pocillo marcado con G, el cual estd conectado con el
émbolo de la estacion de preparacion del chip. Se cerré la tapa de la estacion de
preparacion verificando que el émbolo se encontrara en la posicion de 1 ml, y se empujo
el émbolo de la jeringa completamente. Se aseguré el clip para sostener la jeringa y se
esperaron 30 segundos antes de soltar el clip. Una vez que se solto el clip se esperaron 5
segundos Yy se estiré suavemente el émbolo a la posicion de 1 ml. Se abri6 la tapa de la
estacion y se cargaron 9.0 uL en los deméas pozos marcados con Gs. Posteriormente, se
pipetearon 5 puL de nano marcador RNA 6000 en los 12 pozos para muestras y en el pocillo
para el marcador (ladder). Por ultimo, se agregd 1 pL del marcador y 1 uL de cada una de
las muestras a analizar, depositando la muestra en el pocillo correspondiente. EI nano chip
de RNA se llevo a vortex durante 1 minuto a 2400 rpm, se coloco el nano chip en el equipo
y se inicio el programa 2100 Expert de Agilent. Una vez terminado el programa, se
analizaron las concentraciones de RNA obtenidas y el nimero de integridad de las
muestras de RNA (RIN) para cada una de las muestras de todos los cultivos realizados de

las dos condiciones.
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Para eliminar cualquier contaminacion con DNA de las muestras de RNA
seleccionadas, se realizd un tratamiento con una enzima DNasa, empleando el Kit de
Promega RQ1 RNase-Free DNase, trabajando en un ambiente limpio y libre de nucleasas,
empleando material nuevo y libre de RNasas. El primer paso para realizar el tratamiento
con DNasa consistio en mezclar 3 pg de RNA a tratar, agua libre de RNasas, 2 pL de
Buffer de reaccién y 2 uL de enzima RQ1 RNase-Free DNase en tubos de 0.2 ml (Tabla
I1). La mezcla se incubd en un termociclador durante 1 hora a 37°C (Tabla Il1). Una vez
terminada la incubacion, se agregaron 2 uL de solucién de paro de DNasa y se incubo de

nuevo la muestra en un termociclador durante 15 minutos a 65°C.

Tabla 19. Mezcla de reaccion para el tratamiento del RNA con RQ1 DNasa libre de RNasa.

Reactivo Volumen (uL)
Solucion RNA (Variable, 3ug totales)
Buffer de DNasa RQ1 10X 3.0
Agua libre de nucleasas (Variable)
RQ1 DNasa (1 U/mL) 3.0
Volumen final 30.0

Tabla 20. Condiciones para el ensayo de DNasa.

Ciclos Duracion del ciclo Temperatura
1 60 min 37°C
1 15 min 65°C

Para la sintesis del DNAc se utilizo el kit de Agilent AffinityScript Multiple
Temperature cDNA Synthesis. A partir de las muestras de RNA tratadas con DNasa, se
realizaron ensayos de retrotranscripcion para cada una de las muestras. EI primer paso
consistio en realizar una mezcla agregando en orden para una preparacion: 150 ng totales
de RNA, 1 uL de oligo(dT) (0.5 pg/uL) y agua libre de RNasas, necesaria para obtener un
volumen final de 15.7 uL (Tabla 21). La mezcla fue incubada en un termociclador durante
5 minutos a 65°C (Tabla 22). Una vez terminada la incubacion, se dej6 enfriar la mezcla
durante 10 minutos a temperatura ambiente antes de proseguir con el ensayo. Mientras

tanto, se realiz6 una segunda mezcla agregando en orden para una preparacion: 2.0 uL de
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buffer de reaccion, 0.8 puL de mix de dNTP’s (25 mM) y 0.5 uL de inhibidor de
ribonucleasas (40 U/uL) (Tabla 21). Esta mezcla se mezcl6 con la primera. Por ultimo, se
agrego 1 uL de enzima transcriptasa reversa AffinityScript Multiple Temperature. Los
tubos se incubaron en un termociclador durante 1 hora a 42°C y durante 15 minutos a
70°C (Tabla 22). Por cada ensayo de sintesis de DNACc se realiz0 a la par un ensayo como
control negativo de la retrotranscripcion siguiendo los pasos descritos previamente,
evitando afiadir los volimenes de enzima transcriptasa reversa. Una vez obtenidas las
muestras de DNAC, se realizaron diluciones seriadas 1:5 y 1:25 empleando agua libre de
nucleasas en un volumen final de 50 pL. El material fue etiquetado y las muestras fueron

almacenadas a -70°C.

Tabla 21. Mezcla de reaccion para la sintesis de DNAc (1 preparacion).

Reactivo Volumen
(uL)
Solucion de RNA Variable (150 ng totales)

Oligo dT 1.0

Agua libre de RNasas Ajustar a 20 uL
Buffer Affinity Script 2.0
dNTP’s 0.8
RNase Block 0.5
Enzima Affinity Script 1.0
Volumen final 20.0

Tabla 22. Condiciones del ensayo de sintesis de DNAc.

Ciclos Duracién del ciclo Temperatura

1 5 min 65°C
1 10 min 24°C
1 1h 42°C
1 15 min 70°C

6.5.3. Ensayos de qPCR para determinar la eficiencia y el intervalo de linealidad
de los genes seleccionados

Para el andlisis de expresion de genes, las muestras de DNAc se cuantificaron por gPCR

con el equipo Swift Spectrum 48 Real Time Thermal Cyclers (Esco Healthcare) y se
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emplearon los kits Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR Green QPCR & QRT-PCR (Agilent
Technologies) y Brilliant 111 Ultra-Fast QPCR & QRT-PCR (Agilent Technologies).
También se empled el colorante de referencia pasiva ROX, en los ensayos de gPCR
realizados. Los oligonucledtidos empleados fueron disueltos en 1 mL de agua ultrapura
libre de nucleasas y se agitaron 12 h a temperatura ambiente con ayuda de un balancin.
Posteriormente, se prepararon alicuotas de trabajo de 100 uL a una concentracion final de
3 uM y se guardaron a -20°C.

Para determinar la especificidad de los oligonucleétidos disefiados, se realizaron
ensayos de gPCR para obtener las curvas de disociacién por duplicado para cada par de
oligonucleotidos empleando dilucion 1:25 de la muestra calibradora (proveniente del
tiempo O del lote alimentado con glicerol). Se prepar6d un coctel de reaccién con los
siguientes reactivos: 10 pL de Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR Green, 2 uL de cada
oligonucle6tido, 4.0 uL de agua libre de nucleasas, 2.0 uL de DNAc dilucién 1:25. Se
prepard por duplicado para cada par de oligonucle6tidos. Las mezclas fueron realizadas
en tubos de 0.65 mL, se distribuyeron 18.0 uL de cada mezcla en tiras de tubos opticos
especiales de 8X, y se agregaron los 2.0 pL de la dilucién de DNA correspondiente.
Finalmente, los tubos fueron cerrados con tiras de tapas Opticas especiales de 8X. Todos
los tubos con las mezclas realizadas fueron centrifugados en una minicentrifuga durante
10 segundos y colocados en la placa del equipo. Las condiciones del ensayo estan la Tabla
23.

Tabla 23. Condiciones del ensayo de gPCR para SYBR Green

Ciclos Duracion  Temperatura

1 3 minutos 95°C
20 segundos 95°C
20 segundos 60°C
1 minuto 95°C
1 30 segundos 55°C
30 segundos 95°C

Para determinar la eficiencia de la reaccion (E), linealidad (R?) y los intervalos de

40

linealidad de los ensayos de gPCR, se realizaron ensayos de gPCR de 5 diluciones seriadas
1:5 de DNACc proveniente de la muestra calibradora (tiempo O de lote alimentado con

glicerol). Se prepar6 un coctel de reaccion con los siguientes reactivos: 10 puL. de Brilliant
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Il Ultra-Fast SYBR Green, 2 uL de cada oligonucle6tido, 3.7 pL de agua libre de
nucleasas, 0.3 uL de ROX (1:500), 2.0 uL de DNAc. También se realiz6 un coctel de
reaccion similar para los ensayos de gPCR con sondas de hidrolisis (FTEIl y GAP). Cada
reaccion se realizd por duplicado para cada dilucién. Los volimenes totales para las
mezclas estan descritos en las Tabla 24 y Tabla 25 respectivamente. Las mezclas fueron
realizadas en tubos de 0.65 mL, se distribuyeron 18.0 pL de cada mezcla en tiras de tubos
Opticos especiales de 8X, se agregaron los 2.0 pL de la dilucién de DNA correspondiente.
Finalmente, los tubos fueron cerrados con tiras de tapas Opticas especiales de 8X.

De la misma manera, se realiz6 una mezcla de reaccion para el control negativo
empleando 5 pL del Brilliant 111 Ultra fast SYBR Green gPCR Master Mix, 1 uL de cada
oligonucledtido y 3 pL de agua estéril libre de nucleasas. La mezcla se realizd
directamente en un tubo éptico especial. Finalmente, el tubo fue cerrado con una tapa
Optica especial.

Tabla 24. Volimenes de la mezcla de reaccidn para los ensayos de gPCR para la recta de eficiencia de
amplificacién con SYBR Green con todos los oligonucle6tidos en estudio, excepto GAP y FTEII.

Volumen Volumen
Reactivo (1X) (12X)
_ (ML) (ML)
Brilliant 111 Ultra-Fast iA\TER Green gPCR Master 10.0 120.0
Oligonucledtido 5 2.0 24.0
Oligonucleotido 3° 2.0 24.0
Agua estéril libre de nucleasas 3.7 44.4
DNA 2.0 -
ROX (dilucién 1:500) 0.3 3.6
Volumen final 20.0 216.0

Todos los tubos con las mezclas realizadas fueron centrifugados en una minicentrifuga
durante 10 segundos y colocados en la placa del equipo Swift Spectrum 48 Real Time
Thermal Cyclers (Esco Healthcare). Se emplearon las mismas condiciones de la Tabla 23

para los ensayos realizados con SYBR Green.
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Tabla 25. Volimenes de la mezcla de reaccién para los ensayos de gPCR para las rectas de eficiencia de
amplificacién con las sondas de hidrolisis para el gen GAP y FTEII

Reactivo Volumen (1X) Volumen (12X)

(ML) (ML)
Brilliant 111 Ultra-Fast gPCR Master Mix 10.0 120.0
Kit PrimeTime Mini GAP o FTEII 4.0 48.0
Agua estéril libre de nucleasas 3.7 44.4
ROX (1:500) 0.3 3.6
DNA 2.0 -
Volumen final 20.0 216.0

De la misma manera, se realizé una mezcla de reaccion para el control negativo
empleando 5 pL del Brilliant 111 Ultra fast g°PCR Master Mix, 2 pL del Kit PrimeTime
Mini y 3 pL de agua estéril libre de nucleasas. La mezcla se realiz6 directamente en un

tubo optico especial. Finalmente, el tubo fue cerrado con una tapa dptica especial.

Todos los tubos con las mezclas realizadas fueron centrifugados en una
minicentrifuga durante 10 segundos y fueron colocados en la placa del equipo Swift
Spectrum 48 Real Time Thermal Cyclers (Esco Healthcare). Se emplearon las condiciones
de la Tabla 26.

Tabla 26. Condiciones del ensayo de qPCR utilizando sondas de hidrolisis.

Ciclos Duracion Temperatura
1 3 minutos 95°C
40 20 segundos 95°C
20 segundos 60°C

Para el procesamiento de la informacion obtenida de RT-qPCR, se utilizo el
programa propio del termociclador fqdpcr versién 4.2.10 y el programa LinReg.PCR
version 2017.1. Los datos fueron exportados en hojas de Excel y se introdujeron en una
plantilla de Excel para realizar los calculos correspondientes de eficiencia, R? y el

intervalo de linealidad de cada gen analizado.
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6.5.4. Determinacion de los niveles de expresion de los genes seleccionados en los
cultivos de alta y baja productividad volumétrica de fitasa extracelular

Se determinaron por RT-gPCR los niveles relativos de expresion de 19 genes,
involucrados con el metabolismo de glicerol, traduccion y la ruta de secrecidn de proteinas
en la cepa P. pastoris KM71GAHFTEII en cultivos de alta (G) y baja (A) productividad

volumétrica de fitasa extracelular.

Para los ensayos de RT-gPCR, se emple6 el DNACc correspondiente a cada muestra
de los cultivos A y G sintetizado previamente (ver punto 6.5.2). Para la determinacion de
los niveles de expresion de los genes analizados, se empled la cuantificacion relativa y el
método de 224CT (ver seccion de Apéndices). Como muestra calibradora se empleé la
muestra correspondiente al tiempo O del lote alimentado con glicerol y como genes
normalizadores G6PD y YPTL1. En los ensayos de qPCR realizados se analizaron todos los

tiempos de ambos cultivos con el mismo gen al mismo tiempo.

Se realiz6 una mezcla de reaccion con los componentes de la Tabla 27 de la misma
manera descrita previamente. Las mezclas fueron realizadas en tubos de 0.65 mL, se
distribuyeron 18.0 uL de la mezcla en tiras de tubos pticos especiales de 8X, se agregaron
los 2.0 pL de la muestra de DNAc diluida 1:25 correspondiente. Finalmente, los tubos
fueron cerrados con tiras de tapas Opticas especiales de 8X. También se realizaron mezclas
de reaccién para los controles negativos de PCR y de retrotranscripcion como se describid
previamente en el punto 6.7.3. Todos los tubos con las mezclas realizadas fueron
centrifugados en una minicentrifuga durante 10 segundos y colocados en la placa del
equipo Swift Spectrum 48 Real Time Thermal Cyclers (Esco Healthcare). Se emplearon

las mismas condiciones de la Tabla 23 para los ensayos realizados con SYBR Green.
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Tabla 27. Volimenes de mezcla de reaccion para los ensayos de gPCR con SYBR Green de los 19 genes
en estudio en las muestras obtenidas de los cultivos Ay G.

Volumen Volumen

Reactivo (1X) (20X)

_ (BL) (BL)
Brilliant 111 Ultra-Fast i/l\:)l_?R Green gPCR Master 10.0 2000
Oligonucleotido 5° 4.0 40.0
Oligonucledtido 3’ 4.0 40.0

Agua esteril libre de nucleasas 3.7 74.0

ROX (1:500) 0.3 6.0

DNA 2.0 -

VVolumen final 20.0 360.0

De manera similar, se realizaron los ensayos correspondientes para los genes FTEIIl y

GAP. Los volumenes empleados en las mezclas de reaccion se muestran en la Tabla 28.

Las mezclas fueron realizadas en tubos de 0.65 mL, se distribuyeron 18.0 pL de la
mezcla en tiras de tubos Gpticos especiales de 8X, se agregaron los 2.0 uL de la muestra
de DNACc diluida 1:25 correspondiente. Finalmente, los tubos fueron cerrados con tiras de
tapas Opticas especiales de 8X. También se realizaron mezclas de reacciéon para los
controles negativos de PCR vy de retrotranscripcién como se describi6é previamente en el
punto 6.7.3. Todos los tubos con las mezclas realizadas fueron centrifugados en una
minicentrifuga durante 10 segundos y colocados en la placa del equipo Swift Spectrum 48
Real Time Thermal Cyclers (Esco Healthcare). Se emplearon las condiciones de la Tabla
26.

Tabla 28. VVolumenes de mezcla de reaccion para los ensayos de qPCR con sondas de hidrolisis (GAP y
FTEII) de las muestras obtenidas de los cultivos Ay G.

Volumen (1X) Volumen (20X)

Reactivo (uL) (uL)
Brilliant 111 Ultra-Fast g°PCR Master Mix 10.0 200.0
Kit PrimeTime Mini GAP o FTEII 4.0 80.0
Agua estéril libre de nucleasas 3.7 74.0
ROX (1:500) 0.3 6.0
DNA 2.0 -
Volumen final 20.0 360.0
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Para el procesamiento de la informacion obtenida de RT-gPCR, se utiliz6 el programa
propio del termociclador fqdpcr version 4.2.10 y el programa LinReg.PCR version 2017.1.
Los datos fueron exportados en hojas de Excel y se introdujeron en una plantilla de Excel
para realizar los calculos correspondientes para la determinacion de los niveles de
expresion relativa.

6.5.5. Comparacion de los niveles de expresion de los genes seleccionados con la
respuesta fisioldgica del hospedero

Una vez determinado el estado fisiolégico de la cepa en las dos condiciones de cultivo, se
realiz6 la comparacion de los niveles de expresion de los genes seleccionados con la
respuesta fisioldgica del hospedero. Se realizé una grafica comparativa de promedios los

niveles de expresion relativos de cada gen de cada cultivo.
6.5.6. Analisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos de comparacién de medias mediante una prueba t de
Student para dos muestras independientes sin asumir varianzas iguales con un nivel de
significancia de a=0.05 (Minitab® 19.2) para comparar los niveles de expresion relativa

para cada gen en las dos condiciones de cultivo.
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7. RESULTADOS
7.1.  Construccion de cepas recombinantes de P. pastoris portadoras del gen
heterélogo FTEII regulado por el promotor GAP

7.1.1. Obtencion de DNA plasmidico de E. coli JM109 pGAHFTEIV vy
PGEMFTEIIAOX

En la

Figura 3, se muestra el andlisis en geles de agarosa para verificar la integridad del DNA
plasmidico pPGEMFTEIIAOX y pGAHFTEIV obtenido de células de E. coli. En los carriles
correspondientes se presentan las diversas conformaciones del DNA para cada plasmido,
libre de RNA. La obtencion de las bandas confirmé la integridad del DNA plasmidico
aislado.

A) B)

10000 —
8000 ——
6000
5000
4000
3000 —
2500 —

2000 —

1500

1000 —

750 ——
500 —

500 —

250 —— 250 ——

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE de preparaciones de DNA plasmidico a mediana
escala de pGEMFTEIIAOX y pGAHFTEIV. A) M: marcador de 1 kb DNA Ladder. Carril 1: DNA

plasmidico pGEMFTEIIAOX. B) M: marcador de 1 kb DNA Ladder. Carril 1: DNA plasmidico
pGAHFTEIV.
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En la Figura 4, se muestra el analisis en geles de agarosa del ensayo de digestion
enzimatica con las enzimas Xhol y Notl. En el carril 2 de la Figura 4A, se observan las
bandas esperadas de 1087 y 3464 pb que confirm6 la identidad del vector
pGEMFTEIIAOX.

En el carril 2 de la Figura 4B, se observan las bandas esperadas de 1087 y 7493pb
que confirmo la identidad del vector pGAHFTEIV

A) B)

500 =/

500 —

250 ——
250 ——

Figura 4. . Electroforesis en geles de agarosa al 0.8% del analisis de restriccion con las enzimas Xhol y
Notl. de pPGEMFTEIIAOX y pGAHFTEIV. A) M: marcador de 1 kb DNA Ladder. Carril 1: DNA plasmidico
PGEMFTEIIAOX; Carril 2: pGEMFTEIIAOX digerido con Xhol y Notl. B) M: marcador de 1 kb DNA
Ladder. Carril 1: DNA plasmidico pPGAHFTEIV; Carril 2: pPGAHFTEIV digerido con Xhol y Notl.

En la

Figura 5 se muestra el andlisis en geles de agarosa del ensayo de PCR de los
plasmidos pGEMFTEIIAOX y pGAHFTEIV. En la Figura 5A, se muestra el PCR con los
oligonuclettidos FTE1 y FTE2 del plasmido pGEMFTEIIAOX. La presencia de una Unica
banda de 536 pb en el producto amplificado de la muestra (carril 3), que corresponde a
una region del gen FTEII, confirmo la identidad del plasmido pGEMFTEIIAOX.
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En la Figura 5B, se muestra el PCR con los oligonucle6tidos pGAPF y 3A0X del
plasmido pGAHFTEIV. La presencia de una unica banda de 1475 pb en el producto
amplificado de la muestra (carril 3), que corresponde con parte del promotor GAP y de la

region terminadora de AOX, confirmd la identidad del plasmido pPGAHFTEIV.

A) B)

500 —

500 —

250 =/
250 —

Figura 5. Electroforesis en geles de agarosa al 0.8% del ensayo de PCR para la caracterizacion de los
plasmidos pGEMFTEIIAOX y pGAHFTEIV. A) M: marcador de 1 kb DNA Ladder. Carril 1: control
negativo de la PCR; Carril 2: control positivo de la PCR (DNA genémico de P. pastoris KM71FTEII) Carril
3: pPGEMFTEIIAOX. B) M: marcador de 1 kb DNA Ladder. Carril 1: control negativo de la PCR; Carril 2:
control positivo de la PCR (DNA genémico de P. pastoris KM71GAPFTEII) Carril 3: pPGAHFTEIV.

7.1.2. Construccion del plasmido pGAHFTEII y transformacion en E.coli TOP10

En la Figura 6 se muestra la digestion preparativa de pGEMFTEIIAOX con Xhol y Notl
(carriles 1 y 2) que gener6 dos fragmentos, uno de 3464 pb, correspondiente al vector
pGEM, y otro de 1087 pb correspondiente al gen FTEIIl. La digestion preparativa de
pGAHFTEIV con Xhol y Notl (carriles 3 y 4) generd dos fragmentos de 7499 y 1081 pb.

En la Figura 7 se muestra la purificacion de los fragmentos correspondientes al

fragmento FTEII y al vector pGAH. La purificacion de la banda de 1081 pb (carril 1)
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condujo a obtener 1750 ng y de la purificacién correspondiente a la banda de 7499 pb, se
obtuvieron 1000 ng que se emplearon en la ligacion subsecuente.

b M 1 2 3 4
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la digestion preparativa de
pGEMFTEIIAOX y pGAHFTEIV con Xhol y Notl. M: marcador de 1 kb DNA Ladder. Carriles 1-2:
PGEMFTEIIAOX digerido con Xhol y Notl; Carriles 3-4: pGAHFTEIV digerido con Xhol y Notl.

M 1 2

500 —

250 =/

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de los fragmentos purificados para llevar a
cabo la ligacion. M: marcador de 1 kb DNA Ladder. Carril 1: fragmento de 1081 pb del fragmento FTEII.
Carril 2: fragmento de 7499pb vector pGAH.
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La Figura 8 muestra la electroforesis del ensayo de ligacion del vector pGAH con el
fragmento FTEII (carril 1). Se observo la presencia de bandas que no se encontraban en
el control negativo de ligacion (fragmentos a ligar sin ligasa, carril 2), ademas se observé
la ausencia de la banda correspondiente al fragmento FTEII y no se mostraron signos de

degradacidn de los fragmentos utilizados, lo cual indic que se llevé a cabo la ligacion.

M 1 2

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la ligacion del vector pGAH con el
fragmento FTEII. M: marcador de 1 kb DNA Ladder. Carril 1: vector pGAH y fragmento de FTEII con
DNA ligasa T4 después de 3 h de incubacion a temperatura ambiente. Carril 2: vector pGAH y fragmento
de FTEII sin DNA ligasa T4 (control negativo de ligacion).

En la Figura 9 se muestra el DNA plasmidico obtenido de cinco colonias de E. coli
TOP10 transformadas con el producto de ligacion anterior. La obtencion de bandas sin
degradacion confirmo la integridad del DNA plasmidico aislado. Ademas, se observaron
claramente las distintas conformaciones caracteristicas de los plasmidos. Asimismo,

también se observo la presencia de RNA degradado en las muestras.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de pGAHFTEII. M: marcador de tamafio
molecular 1 kb DNA Ladder. Carriles 1-5: DNA plasmidico de cinco colonias obtenidas durante la
transformacion de E. coli TOP10 con el producto de ligacion de pGAH y el fragmento FTEII.

En la Figura 10 se muestra el andlisis de digestion enzimatica con las enzimas Xhol
y Notl. En los carriles 2, 4, 6, 8, y 10 se muestra la digestion de pPGAHFTEII mediante el
empleo de las dos enzimas (Xhol y Notl), lo cual generd dos fragmentos, uno de 7499 pb
correspondiente al vector pGAH y otro de 1081 pb correspondiente al fragmento de FTEII.
Ademas, se observa la presencia de DNA sin cortar, lo que indica que se present6 una

digestion parcial debido a la presencia de RNA en los ensayos.
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la caracterizacion enzimética del
plasmido pGAHFTEII con Xhol y Notl. M: marcador de tamafio molecularl kb DNA Ladder. Carriles 1, 3,
5,7y 9: controles negativos de corte (0)GAHFTEII sin digerir). Carriles 2, 4, 6, 8 y 10: pPGAHFTEII digerido
con Xhol y Notl.

En la Figura 11 se muestra el resultado del PCR con los oligonucleétidos pGAPF
y 3A0X de los plasmidos aislados ()GAHFTEII). La presencia de una Unica banda de
1475 pb en el producto amplificado de las muestras (carriles 3-7) corresponde con parte
del promotor GAP vy de la region terminadora de AOX, lo cual indica que el plasmido
obtenido contiene al menos la secuencia del promotor GAP y un fragmento insertado entre

la region promotora y el terminador.

En la Figura 12 se muestra el resultado del PCR con los oligonucledtidos FTE1 y
FTE2 de los plasmidos aislados ()GAHFTEII). EI PCR del plasmido pGAHFTEIV (carril
2) no mostro la banda de 536 pb ya que los oligonucleotidos empleados no hibridan en el
gen FTEIV. Los plasmidos aislados mostraron la banda de 536 pb, lo cual confirma que
se trata del plasmido pGAHFTEILI.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la caracterizacion por PCR con los
iniciadores pGAPF y 3AOX del plasmido pGAHFTEII construido. M: marcador de tamafio molecular 1 kb
DNA Ladder. Carril 1: control (-) de la PCR. Carril 2: control positivo (DNAp pGAHFTEIV). Carriles 3 -
7: DNA plasmidico pGAHFTEII de cinco colonias de E. coli trasformadas.
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la caracterizacion por PCR con los
iniciadores FTE1 y FTE2 del plasmido pGAHFTEII construido. M: marcador de tamafio molecular 1 kb
DNA Ladder. Carril 1: control (-) de la PCR. Carril 2: control negativo 2 (DNAp pGAHFTEIV). Carril 3:
control positivo (DNA p pGEMFTEIIAOX). Carriles 4 - 8: DNA plasmidico pGAHFTEII de cinco colonias
de E. coli trasformadas.
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7.1.3. Preparacién a mediana escala del plasmido pGAHFTEII y transformacién de
P. pastoris KM71

En la Figura 13 se muestra el analisis en geles de agarosa para verificar la integridad del
DNA plasmidico pGAHFTEII. Se presentan las diversas conformaciones del DNA, libre

de RNA. La obtencion de las bandas confirmo la integridad del DNA plasmidico aislado.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE de preparaciones de DNA plasmidico a mediana
escala de pGAHFTEIIl. M: marcador de tamafio molecular 1 kb DNA Ladder. Carril 1: DNA plasmidico
pGAHFTEII.

En la Figura 14 se muestra el andlisis en gel de agarosa del plasmido pPGAHFTEII
linearizado con la enzima de restriccion Sall, para verificar el corte total del vector. Este
vector se empleo para transformar células quimicamente competentes de P. pastoris. La
obtencion de una banda bien definida de 8580 pb demostro el corte total del plasmido.

Después de la electroporacion de la cepa de P. pastoris KM71 con el vector
pGAHFTEII previamente linearizado, se obtuvieron mas de 200 clonas His* con
caracteristicas morfoldgicas de P. pastoris, de las cuales se analizaron 70 clonas (solo se
presentan diez). La Figura 15 muestra el analisis en gel de agarosa para verificar la
integridad de los DNA gendmicos aislados de 10 colonias de P. pastoris cepa KM71
transformadas con el vector pPGAHFTEII linearizado previamente con Sall. La obtencion
de bandas intensas y definidas demostr6 la integridad de todos los DNA gendmicos

aislados.
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE de la digestion enzimética con la enzima Sall.
M: marcador de tamafio molecular 1 kb DNA Ladder. Carril 1: pPGAHFTEII linearizado con la enzima Sall.

250 —

Figura 15. Electroforesis en geles de agarosa al 0.8% en TBE 1X de DNA gendmico aislado de cepas de P.
pastoris KM71 transformadas con el vector pPGAHFTEII. M: marcador de tamafio molecular 1 kb DNA

Ladder. Carriles 1-10: DNA gendmico aislado de cepas KM71 transformadas con el vector pGAHFTEII
linearizado con Sall.
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7.1.4. Caracterizacion genotipica de las cepas recombinantes de P. pastoris
KM71GAHFTEII

La caracterizacion genotipica del DNA gendémico de las colonias transformadas con el
plasmido pGAHFTEII se llevo a cabo mediante la confirmacion por PCR de la presencia
del casete de expresion empleando la combinacion de los oligonucledtidos pGAPF y
FTE2.

En la Figura 16 se muestra el analisis de electroforesis de la caracterizacion por
PCR de las clonas KM71GAHFTEII (clonas 1-10) con los iniciadores pGAPF y FTE2.
La presencia de una Unica banda de 1310 pb confirmé la integracion del casete de

expresion en el genoma de la levadura.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 16. . Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X de la caracterizacion por PCR con los
iniciadores pGAPF y FTE2 del DNA gendémico aislado de las colonias de cepas KM71GAHFTEIIl. M:
marcador de tamafio molecular 1 kb DNA Ladder. Carril 1: control positivo de PCR (DNAp pGAHFTEII).
Carril 2: control negativo de PCR. Carriles 3-12: DNA gendmico de las colonias transformantes His* de P.
pastoris KM71GAHFTEII.

7.2.  Seleccion de cepas de P. pastoris sobreproductoras de la proteina
recombinante FTEII regulada por el promotor GAP

7.2.1. Cultivos en tubo agitado

En la Figura 17 se muestra el crecimiento celular de 151 clonas de P. pastoris
KM71GAHFTEII. En la Figura 18 se muestra la concentracion de proteinas extracelulares

y en la Figura 19, se muestra el rendimiento proteinas extracelulares/biomasa. Los cultivos

71



de 10 mL de las 151 clonas analizadas mostraron una densidad celular entre 1.44 y 4.54
g/L de células secas, y una concentracion de proteinas extracelulares de 9.8 a 78.1 pg/mL,
lo cual represent6 un rendimiento proteinas extracelulares/biomasa en un intervalo de 3 a

46 mg/g.

Sélo 3 (2%) de las 151 cepas analizadas se consideraron como sobreproductoras
de la proteina heteréloga por mostrar un rendimiento proteinas/biomasa mayor al 75%
respecto al obtenido por la cepa que generd el mayor rendimiento, es decir mayor a 35
mg/g. El 92.7% (140 de 151) de las cepas analizadas se consideraron como intermedias y

el resto (8 cepas, 5.3%), se consideraron como cepas de bajo rendimiento.
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Clonas de P. pastoris KM71GAHFTEII

Figura 17. Crecimiento celular de 151 clonas de P. pastoris KM71GAHFTEII en medio BMG-CaCl; a las
30 h de cultivo, ordenadas de mayor a menor densidad celular.
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Figura 18. Concentracion de proteinas extracelulares de 151 clonas de P. pastoris KM71GAHFTEII en
medio BMG-CaCl; a las 30 h de cultivo, ordenadas de mayor a menor.
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Figura 19. Rendimiento proteinas extracelulares/biomasa de 151 clonas de P. pastoris KM71GAHFTEII
en medio BMG-CaCl; a las 30 h de cultivo, ordenadas de mayor a menor.
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7.2.2. Cultivos en matraz

Los cinco cultivos realizados en matraz de las cepas seleccionadas mostraron una
concentracion de proteinas extracelulares de 150.8 a 233.6 pg/mL, una densidad celular
de 4.78 a 7.16 g/L de células secas, una actividad volumétrica extracelular de fitasa de 0.3
a 0.9 U/mL, que representa un rendimiento actividad de fitasa/biomasa (Ypx) de 56 a
193 U/g (Figura 20).

250 + 8
" ]
S 3 gH ,
53 200 |
[ + o
o> ] 63
SE_ " . |2
8 g | . 8
—_ ) 1 a
C © < 4 )
O35 x c
% 6 >_D'100 T 3 g‘—,
53 w
o ] 2=
O >< 50 T —
c @ 1 1
8 ]
0 0
127 70 103 112 120

Clonas de P. pastoris KM71GAHFTEI

O Concentracion de proteinas M Yp/x @ Densidad celular

Figura 20. Concentracion de proteinas extracelulares, densidad celular y Yy de cinco clonas de P. pastoris
KM71GAHFTEII en medio BMG-CaCl; a las 30 h de cultivo, ordenadas de mayor a menor Y px.

La clona seleccionada como sobreproductora de fitasa (clona 127) mostré un
rendimiento proteinas/biomasa 16 veces mayor con respecto a la que obtuvo el menor
rendimiento de las 151 clonas analizadas, y un Ypx 3.4 veces mayor que el cultivo de

menor Y de los cinco cultivos realizados en matraz.
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7.3.  Optimizacion de cuatro factores que constituyen las condiciones de cultivo
para incrementar la productividad volumétrica extracelular

7.3.1. Disefio del proceso de optimizacion empleando el método simplex secuencial
El proceso de optimacion se realizé en tres etapas secuenciales realizando un total de siete
cultivos. Los cultivos A al E constituyeron la primera etapa, en los que se establecieron
las condiciones de cultivo segun un disefio factorial simplificado con dos niveles para cada
factor. La productividad volumétrica maxima obtenida en esta etapa fue de 309 U/L h
(Tabla 29). La produccion volumétrica extracelular de fitasa fue de 5,687 a 12,747 U/L
de cultivo. Las condiciones de cultivo de la segunda etapa condujeron a una productividad
volumeétrica de 328 U/L h (Tabla 29). La produccion volumétrica extracelular de fitasa
fue de 18,914 UJ/L. En la tercera etapa, se obtuvo la productividad volumétrica maxima
del proceso de optimizacion de 384 U/L h. La produccion volumétrica extracelular de
fitasa fue de 19,945 U/L de cultivo. Utilizando la ecuacion de reflexion nuevamente se
obtuvieron nuevas condiciones de cultivo (Cultivo H) pero al ser muy parecidas a las de
los cultivos anteriores se dio por terminado el método de optimizacién en el cultivo G
(Tabla 29).

El proceso de optimizacion condujo a usar una concentracion de glicerol de 50 g/L
en la etapa de lote, pH 6, 24°C y p 0.056 h™t. Con estas condiciones de cultivo, la
productividad volumétrica extracelular de fitasa fue dos veces mayor que la del cultivo

con menor productividad volumétrica (Figura 21).

Tabla 29. Produccion, produccién volumétrica y productividad volumétrica extracelular de fitasa de cada
cultivo realizado.

Concentracion Produccion Productividad
. L . Temperatura o e
Cultivo inicial de glicerol  pH (°C) (h) volumétrica volumétrica
(g/L) (U/L de cultivo) (U/L h)
A 50.0 6 30 0.173 5,687 197
B 30.0 4 30 0.176 5,305 208
C 50.0 6 24 0.104 9,008 247
D 50.0 4 24 0.095 10,604 265
E 30.0 6 24 0.099 12,747 309
F 30.0 4 24 0.057 18,914 328
G 50.0 6 24 0.054 19,945 384
H 23.33 5.67 20.00 0.04 . }
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Figura 21. Productividad volumétrica de fitasa extracelular de los cultivos de los siete cultivos con la cepa
KM71GAHFTEII. Los cultivos estan ordenados de menor a mayor productividad volumétrica de fitasa
extracelular. Las lineas punteadas dividen las etapas de optimizacién.

7.3.2. Comportamiento de parametros fisioldgicos de los cultivos en biorreactor
7.3.2.1. Crecimiento celular y consumo de glicerol

En la Figura 22 se muestra el crecimiento celular de los siete cultivos a lo largo del tiempo
del cultivo. Los cultivos realizados con 50 g/L de glicerol, alcanzaron densidades celulares
entre 31.2-37.1 g/L de células secas, mientras que los realizados con 30 g/L de glicerol
fue de 20.7-23.8 g/L de células secas. Durante los cultivos realizados, la densidad celular
incrementd de manera exponencial de 8.4 a 813 g de células secas. En la Figura 23 se
muestra el perfil de alimentacion de glicerol para obtener la velocidad especifica de

crecimiento determinada para cada experimento propuesto por el método simplex.
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Figura 22. Crecimiento celular a lo largo del tiempo de cultivo en los siete cultivos realizados. (O): A, (A):
B, (O): C, (©): D, (@): E, (A): F, (H): G).
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Figura 23. Perfil de alimentacidn exponencial de glicerol en los siete cultivos realizados. (0):A, (A):B,

(@):C, ():D, (o):E, (A)F, (m):G).
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7.3.2.2. Produccion de fitasa extracelular

La produccién de fitasa extracelular en los cinco cultivos que constituyeron la primera
etapa del proceso de optimizacidn, mostré un pico de produccion de fitasa maximo y
después disminuye en las ultimas horas del cultivo (Figura 24). La produccion de fitasa
extracelular fue de 17,221 U a 63,653 U. Los cultivos F y G mostraron una produccion de

fitasa extracelular de 91,787 y 90,612 U, respectivamente.

En la Figura 25 se muestra el perfil de produccion de proteinas extracelulares,
donde se observa que no hay una disminucion en la cantidad de proteina extracelular en
los cultivos de la primera etapa del proceso de optimizacidn, como sucede con la actividad
de fitasa, lo que indica que existe lisis celular en los cultivos A al E, que corresponden a

la primera parte del proceso de optimizacion.
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Figura 24. Produccion de fitasa extracelular a lo largo del tiempo de cultivo en los siete cultivos realizados.
(©): A, (A):B, (@):C, () D, (8):E, (A): F, (m): G.
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Figura 25. Produccion de proteinas extracelulares a lo largo del tiempo de cultivo en los siete cultivos
realizados. (0): A, (A): B, (0): C, (). D, (e): E, (A): F, (m): G.

7.3.2.3. Comportamiento de los tres rendimientos Yxs, Ypix Y Ypis durante el proceso
de optimizacion

Durante el proceso de optimacion, el Yys fue aumentando desde 0.37 g/g hasta valores
entre 0.51 g/g para posteriormente estabilizarse a valores de 0.41 g/g (Figura 26). El Ypx
inicié en 55 U/g, fue aumentando paulatinamente y de forma mas rapida en los dos Gltimos
cultivos hasta llegar a un valor de 152 U/g (Figura 26), lo que indica que la eficiencia
celular para producir la fitasa recombinante de forma extracelular fue aumentando durante
el proceso de optimacion. El Y fue aumentando progresivamente de 19 hasta 67 U/g,
valores globales a partir del lote de glicerol de 14 a 74 U/g, lo cual repercute en una
disminucion de 5 veces el costo del proceso, ya que la fuente de carbono (glicerol) es el
componente del medio de cultivo que mas impacta en dicho costo (alrededor del 80% del

costo total de todas las materias primas).
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Figura 26. Rendimiento celular proveniente del glicerol, Yys (O); rendimiento de
produccion extracelular de fitasa/biomasa, Ypx (4); y rendimiento de produccion

extracelular de fitasa proveniente de glicerol, Yps (O) durante el proceso de optimacion.
Los cultivos estan ordenados de menor a mayor productividad volumétrica extracelular
de fitasa.

7.3.2.4. Comportamiento de las condiciones de cultivo durante el proceso de
optimizacion

Durante el proceso de optimacion, tanto la concentracion inicial de glicerol como el pH
en el lote alimentado con glicerol fueron oscilando entre 30-50 g/L y 4-6 (Figura 27),
respectivamente, lo cual indica que estos dos factores no mostraron un gran impacto en la
productividad volumétrica del proceso. Sin embargo, la temperatura y la velocidad
especifica de crecimiento tendieron a ir bajando a medida que aumentaba la productividad
volumeétrica extracelular de fitasa. La temperatura y la velocidad especifica de crecimiento
disminuyeron de 30°C y 0.176 h't a 24°C y 0.054 h™. Por lo tanto, de los cuatro factores
estudiados, la temperatura y la velocidad especifica de crecimiento fueron los factores que
mas influyeron en la productividad volumétrica y lo hicieron de forma inversamente

proporcional.
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Figura 27. Comportamiento de las condiciones de cultivo durante el proceso de optimacion.
Los cultivos estan ordenados de menor a mayor productividad volumétrica extracelular
de fitasa. Concentracion inicial de glicerol (o), temperatura (A), pH (o) y velocidad
especifica de crecimiento, p ()

7.4.  Determinacion el impacto del proceso de optimizacion en la respuesta
fisiol6gica del hospedero a condiciones de alta y baja productividad volumétrica de
la proteina recombinante FTEII

7.4.1. Seleccion de genes y disefio de oligonucleotidos especificos

Se seleccionaron y disefiaron un total de 12 genes relacionados con los procesos de
traduccion, secrecion y metabolismo de glicerol: los genes RPS8A y RPS26B que
codifican para proteinas pertenecientes a la subunidad ribosomal pequefia 40S; el gen
GUT1 que codifica para la glicerol quinasa, que convierte el glicerol en glicerol 3-fostato;
el gen DAK2 que codifica para la dihidroxiacetona quinasa, involucrada en el metabolismo
de dihidroxiacetona; el gen PGK que codifica para la 3-fosfoglicerato quinasa, enzima
clave en el proceso de glicolisis; el gen SEC63 que codifica para una parte esencial del
complejo SEC63 involucrado en la translocacion de las proteinas al reticulo
endoplasmico; el gen CPR5 que codifica para la peptidil-prolil cis-trans isomerasa,

cataliza la isomerizacion cis-trans de enlaces peptidicos en residuos de prolina; el gen
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PRES que codifica para la subunidad alfa 6 del proteosoma 20S; el gen BET2 que codifica
para la subunidad beta de la geranilgeranil transferasa requerida para el transporte
vesicular entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi; el gen COP1 que codifica
para la subunidad alfa del coatomero del complejo vesicular COPI; el gen ATG4 que
codifica para una cisteina proteasa requerida para la autofagia que corta a la proteina
ATG8 a una forma requerida para la formaciéon del autofagosoma y generacion de
vesiculas, y el gen ATG8 que codifica para un componente de los autofagosomas y
vesiculas. Ademas, también se seleccionaron otros genes relacionados al proceso de
secrecion previamente analizados en el laboratorio (Ferndndez-Cano, 2015): MPGL1 que
codifica para una GDP manosa pirofosforilasa, importante durante la biosintesis de la
pared celular; el gen PMT2 que codifica para la O-manosiltransferasa que esta involucrada
en la O-glicosilacion en el reticulo endoplasmico y en los fenémenos de UPR y ERAD; el
gen KAR2 que codifica para la chaperona BiP, proteina principal responsable del
plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico; el gen RSP5 que codifica para la
ubiquitina ligasa, involucrada en la degradacion mediada por ubiquitinacion; el gen SSO2
que codifica para t-SNARE involucrado en la fusién de vesiculas secretoras en la
membrana plasmética; el gen GAP que codifica la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, enzima de la glicdlisis; y el gen heter6logo FTEII que codifica para la
fitasa FTEII. Se usaron como genes normalizadores el gen el gen G6PD, que codifica para
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzima de la via de las pentosas fosfato; y el gen

YPT1, que codifica para una GTPasa implicada en el proceso de secrecion.

Se disefiaron un total de 12 pares de oligonucle6tidos especificos en base a las

secuencias genomicas reportadas en el GenBank (Tabla 30).

En la evaluacion de la especificidad de los oligonucle6tidos, no se encontraron
alineamientos inespecificos de los oligonucleotidos disefiados con otras secuencias de P.
pastoris que no fueran la secuencia blanco para las cuales fueron disefiados, cada par de
oligonucleodtidos hibridé en la misma secuencia y en cadenas complementarias (Figura
28).
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En la evaluacion de la formacion de estructuras secundarias de tipo horquilla,

homodimeros y heterodimeros, no se encontraron valores de AG menores a -10 kcal/mol

en ninguno de los oligonucle6tidos (Tabla 31).
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Figura 28. Alineamientos en blastn de los oligonucleétidos disefiados con su secuencia blanco
correspondiente en el genoma de P. pastoris
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Tabla 30. Genes seleccionados y secuencia de oligonucleétidos especificos.

NUmero de acceso Tamario Tamario
Gen Proteina secuencia Oligonucleotido 5’ Oligonucleétido 3’ Amplicén

GenBank (pb) (pb)

XM_002494183.1 GUT1 Glicerol quinasa 1866 ttgctgecggttttggtgtc cgtcgctcaatgtggcecttg 141

XM_002493026.1 DAK2  Dihidrioxiacetona quinasa 1827 gccacaagaaagctcgaagec gcggcaagaccaatagcacc 116

XM_002490366.1 PGK 3-fosfoglicerato quinasa 1251 gcaaaggtcggtgaagccac tcagcgatggtagetgcgaa 104

Proteina de la subunidad
XM_002490052.1 RPS8A ribosomal pequefia 603 agtctggtcgtcaaggtgcec ccctcggatgeccaagagaa 130
RPS8Ap
Proteina de la subunidad
XM_002491217.1 RPS26B ribosomal pequefia 360 tgcactactgtgtttcctgtge agccttcttggcagcettcag 143
RPS26B
XM_002493779.1  SEC63 Subunidad _esenmal el 1995 cctacacctcctacgccagg agacaccagcatcttccacct 133
complejo Sec63

XM_002489874.1  CPR5 Peptldlils-grrr?(::;;s-trans 669 tccggtagtgctccaaaggaa tggccteggegtaatcttca 106
Subunidad alfa 6 de

XM _002491139.1 PRES proteosoma 20S 834 atcacaagcgggtagaacgc gtctctcagggcaagcaagc 100

Subunidad beta tipo Il

XM_002492948.1 BET2 geranilgeraniltransferasa 1002 aactgacccccgaagtggtg gcggcaacgcaaacaaacac 127
Subunidad alfa del

XM _002489906.1 COP1 complejo vesicular COPI 3621 gctgggatctcggtgacgaa cagcagcagtgcgtccattc 129

XM_002490609 ATG4 C'itg'::éf\::ézasa 1596 ggctgggggtagaaaaagtgaac  ccgtagaagtaatgcgaggaaca 118
Componente de los

XM_002494100.1 ATGS8 autofagosomas 378 agtttgcggaccgtatcccc actggcccacagttaggtcg 108
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Tabla 31. Andlisis de la formacion de estructuras secundarias de tipo horquilla, homodimero y heterodimero
de las secuencias de los oligonucle6tidos disefiados.

Gen  Oligonucleotido Horquilla Homod?rﬁero Heterodimero
SEC63 N e P 4,67
o3 e,
cPRS 5, 0% om0
I
sET2 51 e e
aTes 255 om0
corL 5, 1e oo 0%
B - B
on 3 3 3% o
RPSBA N o oo 5.02
RPS26B ” o e 5.09
we 3 i3

7.4.2. Preparacion de RNA total de muestras de células obtenidas de los cultivos de
alta y baja productividad volumétrica extracelular de fitasa

En la Figura 29 y Figura 30 se muestran los andlisis de integridad del RNA total de las
muestras obtenidas de los cultivos de alta y baja productividad volumétrica tanto en geles
de agarosa como en las electroforesis digitales obtenidas con el Bioanalyzer 2100. En
ambos casos, se verificd la integridad de las muestras ya que presentaron las bandas
caracteristicas del RNA ribosomal 18S y 26S, ademas se observo la presencia de DNA

gendmico degradado con barrido hacia arriba de las bandas de RNA (Figura 29).

El analisis posterior al tratamiento con DNAsa en geles de agarosa muestra la
desaparicion del barrido de DNA en la parte superior (Figura 31).
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Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X de preparaciones de RNA total de 10
muestras correspondientes a los cultivos A 'y G. M: marcador de tamafio molecular 1 kb DNA ladder.
Carriles 1-5: RNA total de cinco muestras a lo largo del cultivo G. Carriles 6-10: RNA total de cinco
muestras a lo largo del cultivo A.
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Figura 30. Electroforesis digital de preparaciones de RNA total de 10 muestras correspondientes a los
cultivos Ay G.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X de preparaciones de RNA total tratado con
DNAsa de 10 muestras correspondientes a los cultivos Ay G. M: marcador de tamafio molecular 1 kb DNA
ladder. Carriles 1-5: RNA total de cinco muestras a lo largo del cultivo G. Carriles 6-10: RNA total de cinco
muestras a lo largo del cultivo A.
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En la Tabla 32 se muestran los valores obtenidos de concentracién y calidad de las
muestras de RNA total de los cultivos A y G. Los valores de concentracion oscilaron entre
72.0 y2016.0 ng/uL. Los valores de la relacion A260/280 fueron cercanos 2, lo cual indica
que hay una muy baja proporcion de proteinas respecto al RNA en las muestras. Los

valores de RIN oscilaron entre 6.0 y 8.5 en las muestras analizadas.

En la Tabla 33 se muestran la concentracion y calidad de las muestras de RNA
tratadas con DNAsa. La concentracion de las muestras oscil6 entre 36.8 y 118 ng/uL y la
relacién A260/280 fue cercana a un valor de 2 en todas las muestras, las cuales son ideales

para usarse para la sintesis de DNAc.

Tabla 32. Concentracion y calidad de las muestras de RNA obtenidas de diferentes tiempos de los cultivos
Ay G en la etapa de lote alimentado con glicerol, previo al tratamiento con DNAsa.

Cultivo G Cultivo A
Ti‘zﬂ;po Clave CO”(%Z?HSM” A260/A280 RIN Ti?rerOCIavecor}ieg?Lf;iénA260/A280RI N
00 16  1676.0 2154 85| 00 1A 20160 2172 78
98 3G 126.0 2100 65| 26 2A 2480 2138 6.0
196 4G 13440 2161 68| 52 3A 13400 2175 85
245 5G 720 2118 60| 78 4A 3140 2181 7.1
342 71G 610.0 2148 78| 104 5A 1538 2166 8.7

Tabla 33. Concentracidon y calidad de las muestras de RNA obtenidas de diferentes tiempos de los cultivos
Ay G en la etapa de lote alimentado con glicerol, posterior al tratamiento con DNAsa.

Cultivo G Cultivo A
Tiempo Clave Concentracion A260/A280TiempOCIave Concentracion A260/A280

(h) (ng/plL) (h) (ng/pL)
0.0 1G 96.0 2.087 0.0 1A 84 2.100
98 3G 79.6 2.095 26 2A 87.6 2.086
196 4G 118.0 2.085 52 3A 102.0 2.073
245 5G 36.8 2.091 7.8 4A 118.0 2.077
342 7G 104.0 2.088 104 5A 117.0 2.101
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7.4.3. Ensayos de qPCR para determinar la eficiencia de amplificacion y el intervalo
de linealidad de los genes seleccionados

Todos los genes analizados mostraron una curva de disociacion con un unico pico, lo que
garantizo la ausencia de la amplificacion de productos inespecificos y la especificidad de
los oligonucledtidos disefiados (Figura 32).
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——BET2 =—PRE5 =—GUT1 =—ATG4 =—RPS8A =——RPS26B

Figura 32. Curva de disociacion para los genes seleccionados expresada como la derivada de la
fluorescencia respecto a la temperatura, donde solo se observa un pico para cada gen utilizando cDNA de
la muestra calibradora (tiempo 0 de la etapa de lote alimentado del cultivo G).

Las curvas de amplificacion correspondientes a cada gen evaluado obtenidas a
partir de diluciones seriadas del cDNA en la muestra de las 0 horas de lote alimentado
mostraron un comportamiento similar lo que generd correlaciones de Ct respecto al
logaritmo de la cantidad equivalente de RNA con R? mayores a 0.985 y eficiencias de
amplificacion entre 90.3 y 110.0% (Tabla 34).

88



Tabla 34. Eficiencia, linealidad, intervalos de linealidad de los genes evaluados.

Intervalo de linealidad

Gen Eficiencia  Linealidad Crl Cr2
FTEII 0.931 0.997 17.82 27.68
GAP 0.903 0.999 18.88 28.90
G6PD 0.969 0.994 21.48 30.98
YPT1 0.935 0.991 23.59 33.68
8A 0.969 0.996 22.80 32.28
26B 0.952 0.997 21.00 30.80
PRE5 0.932 0.999 23.17 33.10
COP1 1.099 0.993 24.26 32.85
DAK2 1.028 0.994 20.03 29.40
GUT1 0.944 0.998 19.75 29.32
KAR?2 1.001 0.999 22.80 31.94
PGK 0.981 1.000 20.24 29.61
ATGS 0.981 0.999 22.80 32.22
SS02 0.901 0.996 24.39 34.51
PMT2 0.934 0.985 25.02 35.29
RSP5 0.911 0.985 25.34 35.21
MPG1 0.922 0.997 24.81 34.59
SEC63 1.100 0.999 25.32 34.08
CPR5 0.925 0.997 23.02 33.03
BET2 0.924 0.997 24.32 34.37
ATG4 1.017 0.996 24.83 33.88

7.4.4. Determinacion de los niveles de expresion de los genes seleccionados en los
cultivos de alta y baja productividad volumétrica de fitasa extracelular

Los valores de C+ obtenidos fueron calculados con un umbral de 2 en el programa LinReg
para cada gen, se encontraron dentro del intervalo de linealidad y mostraron valores de
CV < 5%, indicando una buena reproducibilidad de los duplicados analiticos en las
condiciones de cultivo evaluadas. En las Tabla 35, Tabla 36 y Tabla 37 se muestran la
media de los valores Cr, desviacion estandar y coeficientes de variacion de cada uno de
los genes evaluados en los cultivos Ay G. Las curvas de amplificacion para cada gen se

encuentran en la seccién de Anexos.

89



Tabla 35. Valores de ciclo umbral (Ct) media, y CV (%) de cada uno de los genes evaluados en cuatro muestras correspondientes al cultivo A.

1A 2A 3A 4A

Gen . C.V. . C.V. . C.V. . C.V.
Crl Ct2 Media (%) Cr1 Cr2 Media (%) Crl Ct2 Media (%) Crl Ct2 Media (%)

FTEIl 18.67 18.57 18.6 0.27 19.34 1911 192 0.60 | 1835 1886 186 137 | 1897 19.14 191 045
GAP 2251 2248 225 0.07 2133 2121 213 028 | 2072 2068 20.7 010 |21.00 2097 210 0.07
G6PD 23.74 23.79 23.8 0.11 2431 2528 248 196 | 2448 2482 247 0.69 | 2448 2482 247 0.69
YPT1 26.07 26.01 26.0 0.12 26.87 2741 271 099 | 2636 2652 264 030 |2636 2652 264 0.30
RPS8A 24.17 24.04 241 0.26 | 24908 24931 249 0.05 |24.718 24.617 247 0.20 |25.103 25.010 25.1 0.19
RPS26B 22.21 2242 22.3 0.47 21.02 21.02 210 001 | 2045 2090 20.7 110 |2096 2119 211 0.56
PRE5 23.34 22.80 231 1.19 2354 23.02 233 111 | 2315 2271 229 096 |23.66 2342 235 0.52
COP1 28.39 2783 281 0.98 2727 2739 273 022 | 2672 2689 268 033 |2831 2831 283 0.00
DAK2 2492 2499 25.0 0.13 2598 26.12 26.0 027 | 2536 2564 255 054 |26.04 2651 263 0.90
GUT1 2147 2128 214 0.46 2324 2278 230 099 | 2197 2230 221 076 |2276 2279 228 0.06
KAR2 24.64 25.17 249 1.05 2480 2578 253 192 | 2421 2425 242 008 | 2561 2450 251 221
PGK 2242 2228 224 0.31 2233 2240 224 014 | 2166 2162 216 0.08 |2240 2239 224 0.02
ATG8 26.23 26.31 26.3 0.16 26.12 27.28 267 217 | 2614 2635 262 040 |2639 26.74 266 0.66
SS02 2575 2540 25.6 0.69 25.67 2519 254 093 | 2538 2479 251 117 |2558 2573 257 0.29
PMT2 29.06 28.63 28.8 0.75 2843 2875 286 057 | 28.06 2811 281 0.08 |29.08 29.11 291 0.04
RSP5 30.44 29.57 30.0 1.46 2993 29.76 298 028 | 2986 2936 296 086 |3106 31.02 310 0.07
MPG1 28.36 29.23 28.8 1.52 2831 2827 283 0.09 |2716 2751 273 063 |27.19 2704 271 0.27
SEC63 26.60 26.09 26.3 0.97 2647 2632 264 029 | 2582 2562 257 038 |2659 2633 265 048
CPR5 2452 2452 245 0.00 2488 2461 247 054 | 2369 2385 238 035 |2415 2445 243 0.62
BET2 29.07 28.69 28.9 0.65 28.76 28.64 287 021 | 2738 2763 275 046 |2828 2813 282 0.26
ATG4 2941 29.22 293 0.33 3033 30.16 302 028 | 2950 3021 299 119 |3040 3045 304 0.09
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Tabla 36.

Valores de ciclo umbral (Ct) media, y CV (%) de cada uno de los genes evaluados en cuatro muestras correspondientes al cultivo G.

1G 3G 4G 5G

Gen Cy1 Cty2 Media CV.(%)| Ct1l Ct2 Media CV.(%)| Ctl Ct2 Media CV.(%)| Ct1 Ct2 Media C.V. (%)
FTEIl 19.66 19.43 195 059 2283 2292 229 0.20 |22.00 22.19 221 043 |22.00 21.94 22.0 0.14
GAP 2251 2248 225 0.07 [24.60 2487 24.7 055 [24.00 24.12 241 0.25 |23.67 2346 23.6 0.45
G6PD 2393 24.69 24.3 156 |28.57 28.43 285 0.25 |27.76 27.39 27.6 0.67 |27.26 27.39 27.3 0.24
YPT1 27.12 27.08 27.1 0.07 ]29.73 30.17 30.0 0.73 |28.87 29.03 29.0 0.28 |27.89 27.78 27.8 0.20
RPS8A 25.32 25.02 25.2 0.60 [26.90 27.06 27.0 029 [26.39 26.13 26.3 049 |25.97 25.82 259 0.29
RPS26B 23.35 23.45 234 021 [25.94 26.06 26.0 0.23 |25.20 25.31 25.3 0.23 |24.19 24.26 24.2 0.14
PRE5 25.73 25.83 25.8 0.18 [27.68 27.28 27.5 0.74 |27.11 26.81 27.0 055 |25.25 25.77 25.5 1.03
COP1 27.28 26.64 27.0 1.19 [29.92 29.80 29.9 0.21 |31.53 30.92 312 098 [29.16 29.32 29.2 0.26
DAK2 22.83 2296 229 0.29 [27.49 2792 27.7 0.77 |26.61 26.41 26.5 0.37 |25.95 26.03 26.0 0.15
GUT1 2210 2219 221 0.19 [26.38 26.16 26.3 043 [26.25 25.95 26.1 0.58 |25.03 24.90 25.0 0.26
KAR2 25.16 24.65 24.9 1.03 |26.39 26.60 26.5 040 |26.18 26.10 26.1 0.16 |24.89 2540 25.1 1.01
PGK 2256 2255 22.6 0.02 [26.28 26.13 26.2 0.28 |25.51 2545 255 0.11 |24.75 24.66 24.7 0.19
ATG8 24.91 2498 24.9 0.15 [28.21 2845 283 0.44 |28.49 2851 285 0.04 |27.60 27.46 27.5 0.25
SSO2 2743 2731 274 0.22 [28.75 28.43 28.6 0.57 |27.58 27.44 2715 024 |26.92 27.19 27.1 0.50
PMT2 27.70 28.48 28.1 1.39 |30.37 30.38 304 0.01 |31.66 31.68 317 0.03 |30.20 30.73 30.5 0.86
RSP5 30.82 30.75 30.8 0.11 |32.75 3250 32.6 0.39 |31.75 31.74 317 0.01 |31.11 31.24 312 0.21
MPG1 27.49 27.39 274 0.18 [30.48 30.61 30.5 0.22 |30.23 30.17 30.2 0.10 |29.00 29.15 29.1 0.25
SEC63 27.46 27.34 27.4 0.23 [29.24 30.08 29.7 1.42 2945 29.52 295 0.11 |28.41 29.29 289 1.53
CPR5 25.22 25.69 255 094 [27.85 28.21 28.0 0.65 |27.68 27.54 276 0.25 |27.05 2759 27.3 0.98
BET2 29.84 29.00 294 142 |31.87 3160 31.7 0.43 |30.19 3049 30.3 0.49 |30.07 30.31 30.2 0.40
ATG4 2852 29.35 28.9 142 [31.66 31.66 31.7 0.01 [30.81 31.25 31.0 0.71 |30.17 30.78 30.5 1.01
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Tabla 37. Valores de ciclo umbral (Cr) media, y CV (%) de cada uno de los genes evaluados en las
muestras correspondientes al tiempo final en el cultivo Ay G.

5A 7G
CT 1 CT 2 Media C.V. (%) CT 1 CT 2 Media C.V. (%)

FTEIl 18.23 18.13 18.2 0.28 19.7 199 198 0.35
GAP 2029 20.29 20.3 0.00 |22.6 225 226 0.04
G6PD 24.06 2491 245 1.74 265 265 265 0.04
YPT1 2563 25.63 25.6 0.00 |279 278 278 0.20
RPS8A 24.520 24.392 245 0.26 24.8 247 247 0.13
RPS26B 20.87 20.60 20.7 0.66 |[235 234 234 0.20
PRE5 2295 2265 2238 0.66 254 25.0 252 0.83
COP1 26.33 26.66 26.5 0.62 275 2718 27.7 0.51
DAK2 2499 2425 246 1.50 25.7 26.0 259 0.61
GUT1 2187 2168 2138 0.44 244 246 245 0.41
KAR2 2429 2400 241 0.62 249 256 252 1.41
PGK 2153 2148 215 0.12 241 244 2472 0.60
ATG8 26,55 2646 265 0.18 26.7 26.6 26.6 0.17
SS02 2534 2523 253 0.21 269 269 269 0.02
PMT2 27.67 2766 27.7 0.01 29.4 29.6 295 0.30
RSP5 29.22 29.19 29.2 0.05 30.5 30.6 30.6 0.24
MPG1 27.19 27.04 27.1 0.27 28.6 28.6 28.6 0.03
SEC63 25.01 24.72 249 0.57 28.1 28.1 281 0.08
CPR5 23.72 2356 23.6 0.33 27.0 27.0 270 0.05
BET2 27.67 2735 275 0.59 29.1 293 29.2 0.37
ATG4 2936 29.99 297 1.06 31.0 31.3 312 0.45

Gen

En la Figura 33 se muestran los niveles de expresion para el cultivo A a lo largo
del tiempo de cultivo en lote alimentado con glicerol. Los niveles de expresion se
incrementaron en comparacion al tiempo 0, pero se mantuvieron constantes a lo largo del
tiempo de cultivo. Los genes DAK2, FTEII y ATG4 practicamente no presentaron cambios

con respecto al tiempo 0.

En la Figura 34, se muestran los niveles de expresion para el cultivo G a lo largo
del tiempo de cultivo en lote alimentado con glicerol. Los niveles de expresion se
incrementaron en comparacion al tiempo 0, pero se mantuvieron constantes a lo largo del
tiempo de cultivo. Los genes GUT1, DAK2, PGK, PMT2, COP1, ATG4 y ATG8 y FTEII

practicamente no presentaron cambios con respecto al tiempo 0.

92



©
o

V|
1

wu o N
o o o
) Y |
T T T

L1

Niveles de expresion relativa
Noow s
o o o
[ % L1 % L1 %

=
=

I ]

0.0

GUTI DAK2 GAP PGK 8A 26B SEC63 KAR2 CPR5 PMT2 PRE5 RSP5 BET2 COP1 MPG1 ATG4 ATG8 SSO2 FTEIl
mQmE3 N5 M3 m]10

Figura 33. Niveles de expresion de genes relacionados con el metabolismo de glicerol, traduccion y la ruta

de secrecidén de proteinas en el cultivo A. Valores de expresion relativa obtenidos a diferentes tiempos del
cultivo.

8.0

T

7.0

6.0

T

5.0

T

4.0

T

3.0

2.0

T

Niveles de expresion relativa

1.0

lAAAAXAAAAlxxxxlxxAA%AAAAXAAAAXAAAAXAAAAJ

0.0
GUT1 DAK2 GAP PGK 8A 26B SEC63 KAR2 CPR5 PMT2 PRE5 RSP5 BET2 COP1 MPG1ATG4 ATG8 SSO2 FTEIl

H(Q 10 m19 W26 W34
Figura 34. Niveles de expresion de genes relacionados con el metabolismo de glicerol, traduccion y la ruta

de secrecidn de proteinas en el cultivo G. Valores de expresion relativa obtenidos a diferentes tiempos del
cultivo.
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7.4.5. Comparacién de los niveles de expresion de los genes seleccionados con la
respuesta fisioldgica del hospedero

Los niveles de expresion de los genes GUT1, DAK2, GAP y PGK en el cultivo A
mostraron diferencias significativas con respecto al cultivo G (P<0.05). La ruta del
metabolismo del glicerol fue altamente activa en el cultivo A, que tuvo una p de 0.17 h?

en comparacion con el cultivo G, que tenia una p mas baja (0.054 ht) (Figura 35).

Los niveles de expresion de RPS8A y RPS26B también mostraron diferencias
significativas (P<0.05) mostrando un comportamiento similar que los genes analizados de

la ruta del metabolismo de glicerol (Figura 35).

Los niveles de expresion del gen SEC63 (involucrado en el proceso de
translocacion) no mostraron diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) entre las

dos condiciones de cultivo (Figura 35).

Los niveles de expresion de los genes KAR2 y CPR5 no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P>0.05) entre las dos condiciones de cultivo. Los niveles
de expresion alcanzaron valores de 1.8 y 2.7 para KAR2 y para CPR5 fue de 2.0y 1.3
respecto al inicio de la etapa de lote alimentado en el cultivo A y G, respectivamente
(Figura 35).

Los niveles de expresion del gen PMT2 mostraron diferencias significativas con
respecto al cultivo G (P<0.05). En el cultivo G, se mantuvieron niveles de expresion de
1.0, en comparacion con el cultivo A que fueron de 2.2 veces respecto al inicio de la etapa
de lote alimentado (Figura 35).

Los niveles de expresion de los genes PRE5 y RSP5 mostraron diferencias
significativas (P<0.05) siendo mas altos en el cultivo G que en A. En el cultivo G, ambos
genes mostraron niveles de expresion de 3.6 y 3.0 respectivamente, mientras que en el

cultivo A fueron de 1.5y 1.7, respectivamente (Figura 35).

Los niveles de expresiéon de BET2 en los cultivos A y G no mostraron diferencias
significativas entre las dos condiciones de cultivo (P>0.05). Se mantuvo una expresion

relativa de 2.8 veces respecto al inicio de la etapa de lote alimentado (Figura 35).
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Los niveles de expresion de COP1 en los dos cultivos mostraron diferencias
significativas (P<0.05) entre las dos condiciones de cultivo. En el cultivo A mostro valores
de hasta 4 veces respecto al inicio de la etapa de lote alimentado., en comparacion con el
cultivo G, que no mostré cambios respecto al inicio de la etapa de lote alimentado (Figura
35).

Los niveles de expresion de MPG1 mostraron diferencias significativas (P<0.05)
entre el cultivo A y G. En ambos cultivos, el gen MPG1 se activo y los niveles de
expresion se mantuvieron constantes durante el tiempo de cultivo alimentado. Los niveles
de expresion en el cultivo G fueron mayores en comparacion con el cultivo A que fue de
3.7 veces, el cultivo G fue de 6.0 veces respecto al inicio de la etapa de lote alimentado
(Figura 35).

Los niveles de expresion de ATG4 no mostraron diferencias significativas (P>0.05)
entre el cultivo Ay G. En ambos cultivos, los niveles de expresion no cambiaron respecto

al inicio de la etapa de lote alimentado (Figura 35).

Los niveles de expresion de ATG8 mostraron diferencias significativas (P<0.05)
entre el cultivo Ay G. Los niveles de expresion del cultivo A fueron de 1.3 veces respecto
al inicio de la etapa de lote alimentado, mientras que los del cultivo G fueron de 0.7 veces
respecto al inicio de la etapa de lote alimentado (Figura 35).

Los niveles de expresion de SSO2 en el cultivo A 'y G mostraron diferencias
altamente significativas (P<0.01) entre las dos condiciones de cultivo. En el cultivo G, los
niveles de expresion fueron de hasta 5.0 y se mantuvieron durante el cultivo. En el cultivo
A, los niveles de expresion fueron de 1.8 veces respecto al inicio de la etapa de lote

alimentado (Figura 35).
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Figura 35. Comparacidn de los niveles de expresion relativa de 19 genes que participan en el metabolismo
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8. DISCUSION
Debido a los riesgos y costos involucrados en el uso de metanol como inductor para la
produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris, en la Gltima década se ha ido
incrementando el interés por el empleo de promotores alternativos al promotor AOX1 que
no requieran metanol (Calik et al., 2015). El promotor GAP es un promotor constitutivo
fuerte que no requiere metanol (Looser et al., 2015), por lo que presenta un gran potencial
para ser empleado en la produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris. Por tal
motivo, en el presente trabajo, se construyeron cepas recombinantes de P. pastoris
productoras de la fitasa FTEII de forma constitutiva por regulacion del gen heterélogo con
el promotor GAP y se selecciond una clona sobreproductora de la proteina recombinante.
Sélo el 3% de las clonas analizadas se consideraron como sobreproductoras por presentar
una concentracion de proteinas extracelulares a las 30 h de cultivo mayores al 75%
respecto a la cepa que mostrd la mayor concentracion de proteinas extracelulares. Ademas,
se detectaron clonas que crecieron en ausencia de histidina y no presentaron el gen de
interes ni tampoco fue posible la determinacion de actividad de fitasa. Este hecho ha sido
otorgado a una variacion clonal entre las células transformadas. La variacion clonal se ha
reportado y estudiado previamente en otras cepas de P. pastoris (Vogl et al., 2018;
Aw et al., 2017, Schwarzhans et al 2016; Viader-Salvadé et al., 2006). En el presente
trabajo se empled la cepa KM71, derivada de la cepa GS115, en la cual la auxotrofia a
histidina empleada para la seleccidn de transformantes estd dada por una sola mutacion
en el gen HIS4, por lo que existe la posibilidad de que ocurra prototrofia a histidina de
manera espontanea (revertantes) y sea una de las principales causas de falsos positivos
(Schwarzhans et al., 2016). Se han identificado y descrito diferentes eventos de
integracion del cassette de expresion que pueden ocurrir en la transformacion de P.
pastoris y que pueden afectar a la produccion de proteinas recombinantes y la fisiologia
celular (Schwarzhans et al 2016b). Esto hace que la seleccion de la cepa sobreproductora
es una de las etapas criticas durante el desarrollo del bioproceso con P. pastoris. Para la
seleccidn de la cepa sobreproductora, en el presente trabajo se emplearon cultivos en tubo
y en matraz agitado en lote seguido de un pulso de alimentacién con glicerol. Estos
experimentos permitieron la seleccion de la cepa sobreproductora no solo en los cultivos

en tubo agitado (concentracion de proteinas extracelulares de 78 mg/L), sino también a
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nivel de matraz (concentracion de proteinas extracelulares de 234 mg/L). Otras cepas de
P. pastoris productoras de fitasas generaron concentraciones de proteinas similares a las
que se obtuvieron en los experimentos de tubo agitado, pero solo después de un proceso
de optimizacion en los componentes del medio de cultivo y en un volumen de cultivo
mayor (Yang et al., 2015). En la literatura se han descrito estrategias a microescala para
el andlisis del mayor numero de clonas trasformadas con el fin de seleccionar la clona
sobreproductora, por ejemplo, usando placas de 96 pocillos (Looser et al., 2015). Estas
estrategias tienen la desventaja que el cultivo no refleja las condiciones que se tienen en
los cultivos en lote alimentado en biorreactor y puede conducir a la incorrecta
identificacion de la cepa sobreproductora. Por lo tanto, la alimentacion intermitente o por
pulso en placas de pocillos y los matraces agitados no son las opciones mas adecuadas
para el andlisis de clonas. Recientemente, se han desarrollado estrategias basadas en
nuevas tecnologias como es el caso de los microbiorreactores para cultivos en lote
alimentado empleando dispositivos de microfluidos (Tajsoleiman et al., 2019;
Faust et al., 2014). Las desventajas principales de estos dispositivos son la dificultad del
suministro continuo de alimentacion y que no se pueden emplear para llevar a cabo
cultivos a altas densidades celulares. Pese a ello, se han realizado esfuerzos para
desarrollar estrategias y dispositivos que permitan sobrepasar las desventajas
mencionadas previamente. También se han descrito cultivos en microbiorreactores con
cepas de P. pastoris que regulan el gen heter6logo con el promotor AOX1 empleando
metanol gaseoso en el medio de cultivo o combinaciones de glicerol-metanol
(Schmeider et al., 2016; Hemmerich et al., 2014), y con cepas que regulan el gen

heter6logo con el promotor GAP empleando glicerol (Eck et al., 2018).

En el presente trabajo, se emple6 el método de optimizacién Simplex para
incrementar la productividad volumétrica extracelular de la fitasa FTEII, optimizando la
concentracion inicial de glicerol, y el pH, temperatura y velocidad especifica de
crecimiento en la etapa de lote alimentado con glicerol. La velocidad especifica de
crecimiento en la etapa de lote alimentado se pudo controlar gracias al empleo de una
velocidad de alimentacion de glicerol que fue cambiando segun una funcidn exponencial,
tal como se ha recomendado en la literatura (Looser et al., 2015). Las velocidades
especificas experimentales solo difirieron en un 6% en promedio (1-14%) respecto a los
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valores tedricos deseados. EI método de optimacion Simplex condujo a una produccion,
produccion volumétrica y productividad de fitasa extracelular de 91,787 U, 19,945 U/L
de medio de cultivo y 384 U/L h, respectivamente, en un cultivo de 57 horas totales con
34 horas de lote alimentado (cultivo G), lo cual corresponde a valores de 5, 4 y 2 veces
mayores respecto al cultivo de menor produccion, produccion volumétrica y
productividad de fitasa extracelular (cultivo A). De forma similar, nuestro equipo de
trabajo optimizd mediante el método Simplex cinco factores ambientales que definen las
condiciones de cultivo para incrementar la produccion extracelular de la fitasa FTEII
regulada por el promotor AOX1 en una cepa de P. pastoris Mut®. La produccion de fitasa
extracelular en el cultivo optimizado de esta cepa fue 11 veces mayor comparada con la
del cultivo de menor produccion. Para optimizar condiciones de cultivo e incrementar la
produccién de proteinas recombinantes en P. pastoris, otros autores han realizado
experimentos empleando el enfoque tradicional de un factor a la vez (Azadi et al., 2018;
Azadi et al., 2017; Huang et al., 2014), lo cual suele ser un método ineficiente porque no
evalla posibles interacciones entre dos o més factores, aunado a que es un método muy
laborioso. Desde que se aisld la secuencia del promotor GAP en 1997, se han realizado
estudios empleando este promotor para la produccion de diferentes proteinas
recombinantes (Zhu et al., 2014; Guan et al., 2013; Garcia-Ortega et al., 2013;
Ferreiraetal., 2012; Fei et al.,, 2009; Zhao et al., 2008; Menendez et al., 2004;
Waterham et al., 1997). Simultdneamente se han empleado diferentes estrategias para
incrementar la produccién de proteinas regulada por el promotor GAP en cepas de P.
pastoris, entre las cuales se encuentra la optimizacion de la composicion del medio de
cultivo (Mao et al., 2015), optimizacion de la velocidad de alimentacion de la fuente de
carbono y la tensién de oxigeno disuelto empleando un método de superficie de respuesta
(Anane et al., 2016), combinacion de fuentes de carbono (glucosa y glicerol) durante las
etapas de lote y lote alimentado (Garcia-Ortega et al., 2013), y combinacion de una alta
velocidad  especifica de crecimiento con intervalos sin  alimentacion
(Garcia- Ortega et al., 2016).

En el presente trabajo también se determind la respuesta fisiologica del hospedero
durante el proceso de optimizacion. A pesar de la reciente popularidad del empleo del
promotor GAP, s6lo unos pocos trabajos exploran la respuesta fisiologica del hospedero
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durante la produccion de proteinas recombinantes (n et al., 2019; Shi et al., 2019;
Huang et al., 2019; Looser et al., 2017; Rebnegger et al., 2014). Generalmente las
caracteristicas fisioldgicas de las cepas productoras se estudian en cultivos continuos
debido a que proporciona condiciones de cultivo muy estables en estado estacionario. Los
cultivos en lote alimentado también se han empleado para obtener informacion
relacionada con el estado fisiologico de cepas productoras (Garcia-Ortega et al., 2019). El
empleo de un perfil exponencial de la velocidad de alimentacion permite mantener una
constante (Looser et al., 2015), lo cual proporciona una estrategia eficaz para alcanzar
condiciones de estado pseudo-estacionario a lo largo de la etapa de lote alimentado
(Garcia-Ortega et al., 2016; Garcia-Ortega et al., 2013; Zhang et al., 2000). Debido a que
en el presente trabajo se empled esta estrategia de adicion de glicerol, en todos los cultivos

se alcanzé un estado pseudo-estacionario durante la etapa de lote alimentado.

Durante el proceso de optimizacion, el pH y la densidad celular (controlada con la
concentracion inicial de glicerol en la etapa de lote) al inicio de la etapa de lote alimentado
no mostraron un efecto evidente en la produccién de fitasa extracelular. EI uso de una
menor densidad celular al inicio de la etapa de lote alimentado podria incrementar la
produccion de fitasa durante la etapa de lote alimentado al incrementar el tiempo para
crecer en fase exponencial y asi producir mas fitasa al término del cultivo. Sin embargo,
la produccion de fitasa extracelular no fue afectada por la densidad celular al inicio de la
etapa de lote alimentado, pero si tuvo un efecto en la duracién del cultivo y por lo tanto
en la productividad volumétrica extracelular de fitasa, que condujo a la reduccion de 8
horas de cultivo (cultivos F y G). La mayoria de los cultivos realizados con P. pastoris
reportados en la literatura emplean 40 g/L de glicerol (o glucosa) en la etapa de lote
(Wang et al., 2017; Mao et al., 2015; Garcia-Ortega et al., 2013; Goodrick et al., 2001).

El pH afect6 el comportamiento del cultivo durante algunos de los experimentos
realizados debido a la formacion de espuma en los cultivos a pH 4 (cultivos B y D), aunque
durante el proceso de optimacion, el pH en la etapa de lote alimentado fue oscilando entre
dos valores (pH 4 y 6). Sin embargo, en cepas de P. pastoris productoras de la fitasa FTEII
a través del promotor AOX1, el pH en la etapa de induccién con metanol mostré un efecto
directamente proporcional en la produccion de fitasa extracelular hasta un pH de 6.0
(Viader-Salvado et al., 2013).
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La temperatura en la etapa de lote alimentado mostré un efecto inversamente
proporcional en la produccion de fitasa extracelular. Esta relacion inversamente
proporcional de la temperatura con la produccidon extracelular de fitasa estd en
concordancia con  resultados previos de nuestro grupo de trabajo
(Viader- Salvadé et al., 2013), donde se encontré que la temperatura en la etapa de
induccidon con metanol en cepas productoras de la fitasa FTEII a través del promotor
AOX1 también present6 un efecto inversamente proporcional con la produccion de fitasa
debido a un incremento en la actividad metabdlica de P. pastoris y en la eficiencia del
proceso de secrecion y a una disminucion en la actividad extracelular de proteasas
probablemente debido a una menor lisis celular. También se ha demostrado que emplear
temperaturas menores de 30°C en cultivos con P. pastoris disminuye la degradacion de
proteinas (Tang et al., 2019), reduce la muerte celular (Gasser et al., 2008,
Jahic et al., 2003) y afecta la porosidad de la membrana celular (Aguilar-Uscanga &
Francois 2003). En el cultivo A (30°C) la actividad volumétrica de fitasa extracelular
disminuyd al final del cultivo, pero la concentracion de proteinas extracelulares no lo hizo,
indicando que podria estar ocurriendo lisis celular. Algunos de los experimentos sugeridos
por el método Simplex indicaban el uso de temperaturas menores a 24°C, sin embargo, no
pudieron llevarse a cabo por las limitaciones del equipo empleado y las altas densidades

celulares alcanzadas durante la etapa de lote alimentado.

La velocidad especifica de crecimiento (p) también mostr6 un efecto inversamente
proporcional en la produccién y productividad de fitasa extracelular. Los cultivos
realizados con las p mas bajas (0.054 h™Y) mostraron tener la produccion, productividad
volumetrica y Ypx mas altos. Sin embargo, a excepcion del cultivo B, la productividad
especifica (qp) se mantuvo practicamente contante a un valor de 8 U g* h' a pesar de que
la p fue disminuyendo durante el proceso de optimacién de 0.176 a 0.054 h™’. Estos
resultados difieren de lo que estd reportado para cepas productoras de proteinas
recombinantes empleando el promotor GAP (Looser et al., 2017; Looser et al., 2015;
Rebnegger et al., 2014; Garcia-Ortega et al., 2013), en donde se describe un aumento de
gp al aumentar la p hasta valores cercanos a la pmax. La mayoria de los reportes
relacionados a cultivos empleando cepas productoras reguladas por el promotor GAP,

indican que la qp, la produccion de proteina y el Ypx son mayores cuando se emplean
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valores de p cercanos a la pmax (Garcia-Ortega et al., 2019; Looser et al., 2015;
Rebnegger et al., 2014; Garcia-Ortega et al., 2013; Khasa et al., 2007;
Maurer et al., 2006). También se ha encontrado que controlando la p para que disminuya
a lo largo de la etapa de lote alimentado conduce a mayores productividades y produccién
de proteina (Buchetics et al., 2011, Maurer et al., 2006, de Hollander 1993), por lo que
posiblemente buscar valores altos de gp a una p cercanos a la pmax N0 siempre sea lo mas
adecuado durante la optimizacion de un bioproceso con cepas que regulan la expresion

del gen heterologo a través del promotor GAP.

En el desarrollo de un bioproceso, la maximizacion de la productividad
volumeétrica, y de los rendimientos Ypx Yy Ypis €5 Un aspecto clave para disminuir costos,
siendo el objetivo maximizar estos parametros antes de que el sistema alcance sus
limitaciones y se presenten restricciones bioldgicas y fisicas. Durante el proceso de
optimacion, los dos rendimientos relacionados con el producto recombinante (Yox Y Ypis)
fueron aumentando, lo que demuestra la efectividad del método de optimizacién empleado
para maximizar parametros fisioldgicos relacionados con la produccién del producto
recombinante. El aumento de estos dos rendimientos estuvo relacionado
fundamentalmente a la disminucion de la temperatura y la velocidad especifica de
crecimiento. Sin embargo, el Yxs se estabilizé a un valor (0.44 g/g) un poco menor al
méaximo alcanzado durante el proceso de optimacion y menor al valor reportado en la
literatura (Garcia-Ortega et al., 2013), lo que indica que en las condiciones dptimas es
posible que el glicerol no se esté metabolizando totalmente y se esté acumulando, como
ya se ha visto en algunos cultivos con E. coli (Reichelt et al., 2017), o bien que aumenta
la proporcién de glicerol que se emplea para generacién de energia respecto a la
generacion de biomasa, en relacion con otros cultivos del proceso de optimacion. Se ha
visto que en cultivos a valores bajos de , la energia de mantenimiento requerida es mayor
(Rebnegger et al., 2014).

Con el fin de comprender mejor el impacto de las condiciones de cultivo en la
fisiologia de la cepa construida en el presente trabajo, se analizé la expresion de genes
representativos de la ruta de secrecion, del metabolismo del glicerol y genes relacionados
con el proceso de traduccidn, junto con el gen heterélogo (FTEII) en los cultivos Ay G

(baja productividad volumétrica de fitasa extracelular y alta p; alta productividad
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volumétrica de fitasa extracelular y baja p). Para una mejor determinacion de los niveles
de expresion de los genes analizados, se emplearon dos genes normalizadores (G6PD y
YPT1) lo cual minimiza errores de calculo debido a pequefias variaciones de los niveles
de expresion de estos dos genes constitutivos. Adicionalmente, se emple6 como muestra
calibradora el inicio de la etapa de lote alimentado con glicerol, por lo que los niveles de
expresion se reportan como niveles de expresion relativa al inicio de la etapa de lote

alimentado.

Los niveles de expresion del gen heterdlogo FTEII regulado por Pcapr fue de 1.4
en promedio, permaneciendo practicamente constantes durante la etapa de lote
alimentado, y no mostraron diferencias significativas entre los dos cultivos, lo que indica
que la diferencia en la produccién de fitasa extracelular no estuvo relacionada con la
transcripcion del gen FTEIL. En contraste, los niveles de expresion del gen GAP fueron de
4.7y 2.2 en los dos cultivos A y G, respectivamente, lo cual son valores 3.4 y 1.6 veces
mayores que los niveles de expresion del gen FTEII, a pesar que ambos genes (GAP y
FTEII) estan regulados por el mismo promotor (Pcar). Este fendmeno podria ser debido a
una diferencia en otros elementos que regulan la expresion de estos genes, ya sea en cis,
como el terminador de la trascripcion, o en trans debido a la diferencia en la posicién en
el genoma en la que se encuentran los dos genes (GAP en el cromosoma 2 y FTEII en el

cromosoma 1 donde se encuentra el gen HIS4).

En el cultivo A (alto valor de p), los genes implicados en el metabolismo de
glicerol (GUT1, DAK2, GAP, PGK) mostraron niveles de expresion de 1.0 a 4.7 veces
respecto al inicio de la etapa de lote alimentado y estuvieron sobreexpresados respecto al
cultivo G (bajo valor de p), lo cual esta en concordancia con lo reportado previamente
(Rebnegger et al., 2014), en donde se correlaciond la expresion de los genes del
metabolismo del glicerol de forma directamente proporcional con la velocidad especifica
de crecimiento. Este comportamiento también se observo en la expresion de los genes
relacionados con la traduccion (RPS8A y RPS26B) en los dos cultivos. En S. cerevisiae se
ha reportado que cuando se incrementa la p, aumenta la fraccion de fuente de carbono que

se dirige a la generacion energia y a la maquinaria de sintesis (Pejin y Razmovski, 1993).
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El proceso de translocacién a la membrana del reticulo endoplasmico (gen SEC63)
estuvo activo en los dos cultivos, pero no se observaron diferencias significativas entre

ellos.

Respecto a genes involucrados en el plegamiento de proteinas, los dos cultivos
mostraron niveles de expresion relativos del gen KAR2 que codifica para la chaperona BiP
de 1.7 a 2.8 veces, indicando una actividad de UPR en los dos cultivos. Aunque se ha
reportado que las chaperonas involucradas en el plegamiento y la respuesta UPR se
sobreexpresan en cultivos que tienen una p cercana a la pmax (0.15 h?)
(Rebnegger et al., 2014), en nuestro caso, la media de los niveles de expresion del gen
KAR2 fue menor en el cultivo A que en el cultivo G. Altos niveles de BiP facilitarian el
correcto plegamiento de FTEII y su posterior secrecion. ElI gen CPR5 que codifica para la
foldasa peptidil-prolil cis-trans isomerasa fue al revés, aunque la expresion de estos genes
no mostraron diferencias significativas entre los dos cultivos. El contenido de prolinas en
la secuencia de FTEII es del 4.5% lo cual es un valor un poco menor al promedio reportado
(5.2%) para 1,150 proteinas (Doolittle 1985), por lo que probablemente el correcto
plegamiento de FTEIl no esta altamente relacionado con la peptidil-prolil cis-trans

isomerasa.

El gen PMT2 involucrado en la O-glicosilacion en el reticulo endoplasmico y en
los fendmenos de UPR y ERAD (Xu y Ng, 2015; Goder y Melero, 2011), estuvo
sobreexpresado en el cultivo A respecto al cultivo G. FTEII no esta O-glicosilada, por lo
que probablemente en este caso la expresion de PMT2 sea un marcador de ERAD, lo que
indicaria una probable degradacién mayor de FTEII en el cultivo A que en cultivo G por
esta via. Esto esta correlacionado con la menor expresion del gen KAR2 en el cultivo A,
lo cual generaria una mayor proporcion de proteina mal legada y la activacion del
mecanismo de ERAD a través del proceso de control de calidad del reticulo endoplasmico.
Sin embargo, el mecanismo de degradacion proteica en el proteosoma por ubiquinacion
parece que estuvo mas activo en el cultivo G que en el cultivo A, ya que los genes PRES
y RSP5 estuvieron sobreexpresados en el cultivo G. En trabajos previos de nuestro grupo
de trabajo se observo este fendmeno en cepas de P. pastoris de una proteina recombinante
regulada por el promotor AOX1 en condiciones de sobreproduccion
(Corro- Mendivil, 2017), lo cual pudiera indicar que este mecanismo de degradacion no
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afecta sustancialmente a la proteina recombinante, sino que es un mecanismo recambio

de proteico que ayuda a la sintesis de otras proteinas.

El gen BET2 implicado en el trafico vesicular COPII del reticulo endoplasmico al
aparato de Golgi mostrd una expresion relativa de 2.8 veces respecto al inicio de la etapa
de lote alimentado, pero no se observaron diferencias significativas entre los dos cultivos,
lo que indica que este proceso estuvo activo en los dos cultivos. Sin embargo, el proceso
de trafico vesicular COPI del aparato de Golgi al reticulo endoplasmico (gen COP1)
estuvo mucho mas activo en el cultivo A que en el cultivo G. El gen COPI esta involucrado
en el mecanismo de control de calidad del reticulo endopldsmico que asegura el
ensamblaje correcto de ciertas proteinas y en la recuperacion/retencién de proteinas en el
reticulo endoplasmico. La sobreexpresion del gen COPI en el cultivo A podria indicar que
una gran parte de la proteina recombinante es devuelta al reticulo endoplasmico debido al
plegamiento incorrecto de la proteina o por alguna otra razén (Beck et al., 2009) y es
enviada a degradacion por el mecanismo ERAD.

El gen MPG1 que codifica para la mannosa-1-fosfato guaniltransferasa, la cual
participa en la transferencia de manosas en la Gltima etapa de la glicosilacion en el aparato
de Golgi, se encontro6 activo en ambos cultivos ya que los niveles de expresion de MPG1
fueron de 3.7 a 6 veces respecto al inicio de la etapa de lote alimentado, lo cual favorece
al proceso de glicosilacion, ya que la fitasa FTEII tiene cuatro sitios de N-glicosilacion
(Viader-Salvado et al., 2010). Pero que el gen MPG1 estuvo sobreexpresado en el cultivo
G en comparacién con el cultivo A indica que probablemente méas moléculas de proteina
recombinante llegaron al aparato de Golgi en el cultivo G que en el A para completar su
N-glicosilacién. Ademas, este gen participa en la biosintesis de la pared celular y la
integridad celular (Jiang et al., 2008; Davis et al., 2004), por lo que es posible que tenga

un rol importante para evitar la lisis celular.

La expresion del gen ATG4 relacionado con la autofagia, practicamente no
aumento respecto al inicio de la etapa de lote alimentado y no se observaron diferencias
significativas entre los dos cultivos. El gen ATG8 también relacionado con autofagia y en
la dindmica de la membrana vacuolar sélo mostré una expresion relativa de 1.3 veces en

el cultivo A respecto al inicio de la etapa de lote alimentado, pero su expresion relativa
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fue mayor que en el cultivo G. La proteina ATG4 participa en una activacion proteolitica
de la proteina ATG8, sin embargo, también se ha reportado que ATG8 se asocia con las
vacuolas y participa en la autofagia sin necesidad de activarse (Tamura et al., 2010), lo
cual justificaria que la expresion del gen ATG4 no mostrara diferencias significativas entre
los dos cultivos, mientras que la expresion del gen ATGS8 si sea diferente entre los dos

cultivos.

El gen SSO2, involucrado en la exocitosis, mostrd una expresion relativa de 4.5
veces en el cultivo G con una gran diferencia con el cultivo A, lo que podria indicar que
la exocitosis se ve favorecida en cultivos con i mas baja. En la literatura ya se ha reportado
que los genes relacionados en la exocitosis estan subexpresados a p cercanas a la pimax, 10
que indica un posible cuello de botella para la secrecién de proteinas recombinantes
(Rebnegger et al., 2014). Existen reportes de que la sobreexpresion de SSO2 mejora la
secrecion de proteinas en varios casos (Jiao et al., 2018; Sun et al., 2017), aunque también
se ha reportado que no afecta significativamente al proceso de secrecion
(Gasser et al., 2007).

En el presente trabajo, los niveles de produccion y productividad extracelular de
fitasa que se obtuvieron con la cepa KM71GAHFTEII, no superaron a los obtenidos por
la cepa KM71FTEIl (Viader-Salvado et al., 2013). La cepa KM71FTEIl mostré una
productividad volumétrica 2 veces mayor que la obtenida por KM71GAHFTEII en este
trabajo. Ademas, los niveles de produccion de fitasa extracelular y el Ypx fueron 6 y 5
veces mayores, respectivamente, en la cepa KM71FTEII. Por lo tanto, todavia es necesario
mejorar el sistema de expresion mediado por el promotor GAP para que alcance al
tradicional sistema de expresion mediado por el promotor AOX1. Una posibilidad esta
relacionada con que el casete de expresion utilizado en la construccion de la cepa
KM71GAHFTEII contiene el promotor GAP (incluida la regién 5'UTR) y el terminador
del gen AOX1 (incluida la region 3'UTR de AOX1). Estas regiones juegan un papel
importante en la regulacion de la expresion de genes (Tuller et al., 2009). Debido a la
naturaleza hibrida de los elementos reguladores contenidos en el casete de expresion, es
posible que tenga un efecto negativo sobre la estabilidad del mMRNA y que eso pudiera
explicar la menor produccion y rendimiento Ypx de la fitasa FTEIl en la cepa
KM71GAHFTEII que en la cepa KM71FTEIl. Hasta el momento no hay estudios al
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respecto. Se necesitan mas estudios para comprender mejor la regulacion de estos
elementos en cepas productoras de proteinas reguladas por GAP.

El presente trabajo no solo trata de la construccion y seleccion de una cepa
sobreproductora de P. pastoris regulada por el promotor GAP y la optimizacion de las
condiciones de cultivo, sino que también contribuye al entendimiento del impacto de las
condiciones de cultivo en la respuesta fisiologica del huésped. Los resultados obtenidos
indican que dos de los factores que constituyeron las condiciones de cultivo, la velocidad
especifica de crecimiento y la temperatura, tuvieron un efecto inversamente proporcional
sobre la productividad volumétrica de fitasa extracelular y los dos rendimientos Y px Yy
Yois, mientras que el pH y la concentracion inicial de glicerol no tuvieron un efecto
significativo sobre estos parametros. Ademas, los resultados obtenidos sugieren que la
produccién y productividad de fitasa extracelular no se vio afectada por la transcripcion
ni la traduccion del gen FTEI durante el proceso de optimizacién, sino que la optimacion
de las condiciones de cultivo conduce a un proceso de secrecion mejorado. En los cultivos
con p cercanos a la pmax Y temperatura mas alta (30°C), las moléculas de proteina
recombinante sintetizadas llegan al reticulo endoplasmico donde probablemente no se
pueden plegar por completo, lo que activa la respuesta UPR, pero debido a la saturacion
del sistema derivado de la generacion de biomasa, la proteina recombinante sobrepasa el
control de calidad del reticulo endoplasmico sin importar su estado de plegamiento,
pasando por el sistema de trafico de vesiculas para dirigirse al aparato de Golgi. En este
punto, probablemente, la proteina es devuelta al reticulo endoplasmico por el sistema
COPIl y es enviada a degradacion por el mecanismo ERAD. La fraccion de moléculas de
proteina plegadas correctamente continta en la ruta de secrecion. En contrapartida, en el
cultivo G (menor velocidad especifica y temperatura) las moléculas de proteina
recombinante sintetizadas llegan al reticulo endoplasmico donde probablemente el
plegamiento es mas eficiente que en el cultivo A, lo que les permite pasar por el sistema
de trafico de vesiculas para dirigirse al aparato de Golgi y que solo una pequefia fraccion
se regrese al reticulo endoplasmico quedando la mayor parte de la proteina recombinante
en la ruta de secrecion con glicosilacion (manosilacion) en el aparato de Golgi y secrecién
final por exocitosis, todo esto apoyado por el mecanismo de recambio de proteico activado

que ayuda a la sintesis de la proteina recombinante.
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9. CONCLUSIONES
Se construyé y seleccion6 una cepa de P. pastoris KM71GAHFTEII
sobreproductora de la fitasa FTEII regulada por el promotor constitutivo GAP.

Con el método de optimizacion simplex se logré determinar las condiciones
(cultivo G) que permiten producir hasta 91,787 U (19,945 U/L, 1.0 g/L) valores
que son 5 veces mas altos que los obtenidos por el cultivo de menor produccion
(cultivo A). A pesar de los niveles de produccion y productividad extracelular de
fitasa que se obtuvieron con la cepa KM71GAHFTEII, no superaron a los
obtenidos por la cepa KM71FTEII.

Dos de los factores que constituyeron las condiciones de cultivo, la velocidad
especifica de crecimiento y la temperatura, tuvieron un efecto inversamente
proporcional sobre la productividad volumétrica de fitasa extracelular y los dos
rendimientos Ypx Y Ypis, mientras que el pH y la concentracion inicial de glicerol

no tuvieron un efecto significativo sobre estos parametros.

El incremento en los rendimientos Yo Y Ypis demuestra la efectividad del método
de optimizacion empleado para maximizar parametros fisioldgicos relacionados

con la produccion del producto recombinante.

La produccion de fitasa extracelular no estuvo relacionada con la transcripcion del
gen FTEII, lo que indica que la diferencia en los niveles de produccion se debe a
que la optimacidn de las condiciones de cultivo conduce a un proceso de secrecion

mejorado.
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10.PERSPECTIVAS

A partir del presente trabajo surgieron nuevas hipotesis que podrian contribuir al progreso
en este campo de estudio, como, por ejemplo, mejorar el sistema de expresion del
promotor GAP. Una de las posibilidades de mejora estd en el disefio del casete de
expresion, debido a la naturaleza hibrida de los elementos reguladores contenidos en el
casete de expresion es posible que tenga un efecto negativo en la estabilidad del mMRNA 'y
que sea una posible causa de por qué la produccién sea menor en la cepa
KM71GAHFTEII.

Otra hipdtesis que surgid durante la realizacion del presente trabajo fue el empleo de
condiciones de baja concentracion de oxigeno disuelto. Se han reportado cultivos de cepas
de P. pastoris reguladas por el promotor GAP gue en condiciones de hipoxia incrementan
la produccion de la proteina recombinante. En el grupo de trabajo se realizé un cultivo en
condiciones de hipoxia y mostré resultados prometedores al incrementarse el Yy
considerablemente, ya que se observo la generacion de poca biomasa con respecto a la

proteina producida, pero hacen falta mas experimentos que comprueben dicha hipotesis.

Otro punto a considerar en trabajos posteriores es evaluar el efecto en la expresion del
gen heterdlogo del sitio de integracion del casete de expresion en el genoma de la levadura,

ya que pudieran verse afectados funcionalmente elementos reguladores en trans.
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APENDICES

APENDICE A
CUANTIFICACION RELATIVA

Para realizar el calculo de los niveles de expresion relativos se emple6 el método de 2
AACT descrito en trabajos previos (Félix-Castro, 2013). Donde se calcula la cantidad de
blanco normalizado a un control endogeno y relativo a un calibrador con una correccién
a la formula original (Pfaffl., 2004) para incluir en el calculo los valores de las eficiencias
de amplificacion obtenidas para cada gen y factores de dilucion de los DNAc empleados

en los ensayos de qPCR (si los hubiere):

Xyq  FDyq(1+ Ex) 7%a)  FDg, (1+ Eg) “Tra)
Xy FDxep(l+ Ex) (Cr.xeb) * FDp (1 + Eg)~(Crico)

Ecuacion 8. Calculo de la expresidn relativa incluyendo eficiencias de amplificacion y factores de
dilucidn.

Donde:

Xn,g = Cantidad normalizada de moléculas blanco en cualquier muestra

Xn,cb= Cantidad normalizada de moléculas blanco en la muestra calibradora

Crxq = ciclo umbral de la amplificacion de las moléculas blanco en cualquier muestra
Cr.x.c0= ciclo umbral de la amplificacion de las moléculas blanco en la muestra calibradora
Crrg = ciclo umbral de la amplificacion de las moléculas de referencia en cualquier
muestra

Crrep= ciclo umbral de la amplificacion de las moléculas de referencia en la muestra
calibradora

Ex= eficiencia de la amplificacion de las moléculas de blanco

Er= eficiencia de la amplificacion de las moléculas de referencia

FDxq = Factor de dilucion de la molécula blanco en cualquier muestra

FDx.c» = Factor de dilucion de las moleculas blanco en cualquier muestra

FDr,q = Factor de dilucion de la molécula de referencia en la muestra calibradora

FDr b = Factor de dilucion de las moléculas de referencia en la muestra calibradora
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APENDICE

C

Rectas de calibracion
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