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1. Introduccion

1.1 Estrés oxidativo y especies reactivas del oxigeno

A excepcion de aquellos organismos llamados anaerobios, que estan
adaptados para vivir en ausencia de oxigeno, los microorganismos, los animales
y las plantas aerobias requieren oxigeno para obtener energia quimica (ATP)
esencial para la vida. Sin embargo, cuando la concentracion de oxigeno es
mayor que la presente en la atmosfera, los organismos aerobios se enfrentan
con la paraddjica situacion de que el oxigeno, indispensable para su
supervivencia, es al mismo tiempo un agente toxico (Halliwell y Gutteridge,
1989; Scandalios, 2005). Los avances tanto en la investigacion basica como en
la investigaciéon clinica, han conducido a una comprension mas profunda de los
mecanismos que dan lugar a la toxicidad del oxigeno y han permitido entender
que ésta constituye un problema de una envergadura muy superior a la que se

le atribuia hace unos afios.

La toxicidad del oxigeno es consecuencia de la formaciéon de especies
reactivas del oxigeno (ROS, las siglas en inglés de Reactive Oxigen Species). La
formacion de estas especies se detecté como parte del proceso de consumo de
oxigeno por organismos aerobios. En 1954, Rebeca Gerschman, postuldé que la
mayor parte del dafio producido en organismos vivos por el oxigeno a altas
presiones se debia a la formacién de radicales libres del oxigeno (Gerschman vy
col., 1954; Gilbert, 1981). Esta hipdtesis fue muy controvertida, hasta que en
1968, McCord y Fridovich descubrieron la superéxido dismutasa, enzima que
cataliza la dismutacion del radical superdxido a perdéxido de hidrégeno,
demostrando asi la existencia de dichas especies (McCord y Fridovich, 1969).
Desde entonces, se ha investigado mucho sobre las especies reactivas del

oxigeno y su posible actuacion en diversas enfermedades.

Las especies reactivas del oxigeno se generan como resultado del
metabolismo intracelular normal, fundamentalmente en las mitocondrias y los
peroxisomas, asi como a partir de una gran variedad de sistemas citosodlicos
enzimaticos. Ademas, numerosos agentes externos son capaces de generar la
formacion de ROS en el organismo (Figura 1.1). Un sofisticado sistema de

defensa enzimatico y no enzimatico actia regulando los niveles de ROS en el
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organismo para mantener un estado de equilibrio en la célula. Niveles de ROS
por debajo de los valores de homeostasis celular, pueden alterar las funciones
fisioldgicas de estos compuestos oxidantes en los sistemas de proliferacion y de
defensa celular.

Fuentes endogenas Defensas Fuentes exogenas
Mitocondria antioxidantes Radiacién U.V.
Peroxisomas Sistemas enzimaticos Radiacion lonizante

Lipooxigenasas (CAT, SOD) Toxinas ambientales
NADPH oxidasa Sistemas no enzimaticos
Citocromo (GSH, Vit. A, C,E)

\

P

Menos

Mas
Funcién fisiologica dafiada Homeostasis Funcion fisiolégica dafiada
Crecimiento y Dafio celular Vias de transduccion

de sefial especificas

Disminucién respuesta proliferativa metabolismo normal
Disminucién sistema de defensa

Enwejecimiento Enfermedad Muerte celular

Figura 1.1. Fuentes de ROS y respuesta celular

De forma similar, cuando existe un incremento de los niveles de ROS,
tanto por un aumento de su concentracion como por una disminucién en los
mecanismos de defensa, se pierde el balance entre la aparicion de especies
nocivas y la capacidad de la célula de evitar su acumulacion, originandose una

situacion conocida como estrés oxidativo (Sies, 1985). En estas condiciones, las



1. Introduccion

especies reactivas del oxigeno reaccionan con las macromoléculas de las células
modificando su estructura y su funcién, dando lugar a alteraciones que pueden
originar enfermedades, envejecimiento e incluso la muerte celular (Figura 1.1).
Numerosas enfermedades han sido vinculadas al estrés oxidativo como la
ateroesclerosis, sindrome de Down, enfermedades cardiovasculares, la
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y la diabetes, entre otras
(Costa y Moradas-Ferreira, 2001; Busciglio y Yankner, 1995).

1.1.1 Oxigeno y principales especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno agrupan a numerosas moléculas
altamente reactivas como los radicales libres y otros compuestos que, si bien no
pueden catalogarse quimicamente como radicales libres, si son altamente pro-
oxidantes y capaces de generar radicales libres durante su metabolismo (Tabla
1.1).

Tabla 1.1. Especies reactivas del oxigeno (ROS).

Radicales No radicales

Superodxido, Oy~ Perdxido de hidrégeno, H,0,
Hidroxilo, OH Acido hipocloroso, HOCL
Peroxilo, ROy Ozono, O3

Alcoxilo, RO- Oxigeno singlete, 10,
Hidroperoxilo, HOy» *Peroxinitrito, ONOO"

*También llamado especie reactiva de nitrégeno (RNS).

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electron
desapareado en el orbital externo, altamente reactivas y con capacidad de

existir de forma independiente. Esta situacion les permite reaccionar
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practicamente con cualquier principio activo, lo que también condiciona su corta
existencia. Pueden combinarse entre si, con moléculas que tienen electrones no
apareados, dando lugar a moléculas comunes con todos sus electrones

apareados, o con moléculas estables generando nuevos radicales libres.

Los radicales libres se generan en las células mediante reacciones en las
que se producen transferencia de electrones. Estas pueden ser enziméticas o no
enzimaticas, interviniendo, en estas ultimas, iones metalicos reducidos como el

hierro y el cobre (reacciones de Fenton y Haber Weiss).

La toxicidad del oxigeno deriva de su naturaleza de radical que le
permite llevar a cabo reacciones quimicas de oxidacién/reduccién. La reduccién
univalente del oxigeno para producir agua es la responsable de la formacion de

los intermediarios reactivos que se muestran en la Figura 1.2.

hv 1

o) Oxigeno singlete
(forma excitada)

OZ.'- Radical superéxido

2H" e
H 20 2 Peréxido de hidrégeno

e C H
Hzo

OH: Radical hidroxilo

e H+
H,O

Figura 1.2. Reduccion secuencial y univalente de la molécula de oxigeno.
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En la naturaleza existen una gran variedad de radicales libres diferentes
a los del oxigeno, como por ejemplo, los radicales de azufre (R-S') que se
originan por la oxidacion de compuestos tioles, los radicales de carbén (CCl3) y
los de metales de transicion como el hierro y cobre entre otros (Halliwell y
Gutteridge, 1989).

1.1.2 Produccion de ROS

Las especies reactivas del oxigeno pueden producirse de forma
enddgena, a partir de reacciones del metabolismo aerobio, o debido a fuentes

exdgenas (Freeman y Crapo, 1982).

Entre las reacciones del metabolismo aerobio que dan origen a
diferentes tipos de ROS (Figura 1.1), las dos mas importantes son, la cadena
respiratoria mitocondrial y los sistemas de transporte electréonico del reticulo

endoplasmico y la membrana nuclear.

La cadena respiratoria mitocondrial constituye la principal fuente de
ROS, ya que las mitocondrias son los orgadnulos donde se consume mas del 90%
del oxigeno celular (Boveris y Cadenas, 2000). Aunque estudios iniciales
determinaron la formacion de perdxido de hidrogeno (Jensen, 1966),
posteriormente se demostrd que éste procedia de la dismutacion del radical
superoxido (Boveris y Cadenas, 1975). La generacion del radical superdxido en
la mitocondria se produce cuando los transportadores de la cadena respiratoria,
localizados en la membrana mitocondrial interna, estédn altamente reducidos

(Turrens y Boveris, 1980).

Los sistemas de transporte electrénico del reticulo endoplasmico y de la
membrana nuclear contienen los citocromos P450 y b5, que pueden oxidar
acidos grasos insaturados (Capdevila y col., 1981) y xenobiéticos (Chignell,
1979). De hecho, los citocromos P450 son los oxidantes mas poderosos in vivo,

que actuan activando el oxigeno molecular dando lugar a especies electrofilicas
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de oxigeno (bien radicales, o bien generadoras de radicales), que pueden ser
liberadas en la célula (Foster y Estabrook, 1993).

Ademas de estas dos fuentes principales, las especies reactivas del
oxigeno también se generan en los peroxisomas (perdxido de hidrogeno), por la
autooxidacién de pequenas moléculas (radical superéxido y perdxido de
hidrégeno), durante el proceso catalitico de diversas enzimas y proteinas y
durante el metabolismo del acido araquidodnico, catalizado por enzimas unidas a
la membrana plasmatica, como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa (White,
1990).

Las principales fuentes exdgenas que influyen en la produccién de ROS
(Figura 1.1) son los factores ambientales como contaminantes, pesticidas,
humo del tabaco, disolventes, anestésicos e hidrocarburos aromaticos (Mason y
Fisher, 1982).

1.1.3 Efectos perjudiciales de las especies reactivas del oxigeno

A concentraciones moderadas, las especies reactivas del oxigeno juegan
un papel importante como reguladores de los procesos de comunicacion y de
sefializacion intra e intercelular, protegiendo a los organismos frente a
infecciones (Finkel, 1998) (Figura 1.3).

Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, cuando se rompe
el equilibrio y se incrementa notablemente su concentracidn, las especies
reactivas del oxigeno son perjudiciales y producen alteraciones dafiinas en

macromoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

Una de las consecuencias del estrés oxidativo es la peroxidacion lipidica,
que afecta a los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados o fosfolipidos
poliinsaturados, en un proceso autocatalitico que conlleva la fragmentacion de
estas moléculas y la formacion de hidroperdxidos y aldehidos citotoxicos (Aikens

y Dix, 1991; Choe y col., 1995). Esta reaccidn puede desestructurar y alterar las
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funciones de las membranas modificando su permeabilidad y conduciendo

eventualmente a la lisis y muerte celular (Niki y col. 1991).

Modulacién genes antioxidantes

Activacién genes relacionados con
patégenos

» Genes sistema defensa
Modulacién por

Antioxidantes Sefiales del desarrollo

Activacion cascada MAPK

Actividad antimicrobiana

Metabolismo / Estado REDOX
ambiental \ Apoptosis

Neuromodulacién

Mobilizacién Ca?*
Transporte iones
Envejecimiento/senescencia

Qecrosis /

Figura 1.3. Funciones fisioldgicas de ROS.

En general, la oxidacion de las proteinas produce un aumento de su
hidrofobicidad y, sobre todo, de su sensibilidad a la proteolisis (Martinez-
Cayuela, 1995; Shacter, 2000). Segun la naturaleza del oxidante y de la
proteina, el origen de los cambios es diferente, ya que las especies reactivas del
oxigeno pueden actuar sobre algunos aminoacidos convirtiendo sus grupos
carboxilos en grupos carbonilo, haciendo a las proteinas mas susceptible a la
degradacion proteolitica o, por otro lado, los enlaces peptidicos pueden ser diana
de éstas, origindndose entrecruzamientos de cadenas peptidicas (Webster y
Nunn, 1988).

En el caso del DNA, las especies reactivas del oxigeno causan

alteraciones como mutaciones en pares de bases, eliminaciones, inserciones y

reorganizaciones (Wiseman y Halliwell, 1996). El radical hidroxilo (OH) es
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especialmente dafiino, modificando las bases nitrogenadas (purinas vy
pirimidinas) y la desoxirribosa del DNA (Storz y col., 1987).

1.2. Sistemas de defensa antioxidante

Para protegerse contra el dafio causado por el estrés oxidativo, las
células poseen sistemas de defensa antioxidantes. Estos sistemas de defensa
son muy variados y actuan a distintos niveles y en diferentes momentos.

Una sustancia antioxidante es aquella que, a concentraciones
relativamente bajas respecto a las de un sustrato oxidable, retrasa o inhibe la
oxidacién de dicho sustrato (Halliwell y Gutteridge, 1989). Segin su momento
de actuacién en el organismo, los antioxidantes se clasifican en primarios,

secundarios o terciarios (Figura 1.4):

- Primarios: Son aquellos que impiden la formacidn de los radicales libres.

H,0,, OH, LOOH, etc

Antioxidantes

preventivos

Supresidn de la formacién

— I >
de radicales

(Primarios)

Radicales libres
Supresiédn iniciacién de la cadena
Captadores de " de formacidn de radicales

Al Dafios a macromoléculas
(Secundarios) Ruptura cadena de

— propagacidn

Reaccién en cadena de formacién de radicales

Sistemas — ., .
—— Reparacion de dafios

reparadores
(Terciarios) Enfermedad, envejecimiento

Figura 1.4. Clasificacion de los antioxidantes por su nivel de actuacion.
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- Secundarios: Interrumpen la reaccidon de propagacion de los radicales
libres por inactivacion (Ej. acido ascdrbico y a-tocoferol) o desplazan a los
radicales libres (Ej. glutation, carotenoides y mayoria de las enzimas
antioxidantes).

- Terciarios: Reparan el dafo causado a las moléculas o eliminan aquellas

que han sido degradadas.

Dentro de los sistemas antioxidantes, se puede hablar de antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Sistemas antioxidantes.

Tipo

Ubicacion celular

Enzimaticos

Superdxido dismutasa (SOD)
GSH peroxidasa

Catalasa

Tiorredoxina

Glutarredoxina

No enzimaticos

Vitamina E (a-tocoferol)
Vitamina C (acido ascorbico)
GSH

Acido lipoico

Carotenoides

Ubiquinonas

Mitocondria (MnSOD) Citosol (Cu-Zn SOD)
Citosol y mitocondria

Citosol y mitocondria

Citosol y mitocondria

Citosol y mitocondria

Membrana celular

Citosol

Citosol y mitocondria

Citosol, mitocondria y membranas celulares
Membrana celular

Membrana celular
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1.2.1 Antioxidantes enzimaticos

Las células disponen de enzimas especificas para la neutralizaciéon de las
distintas especies reactivas, como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) y la glutation peroxidasa (GPX). Ademas, también contribuyen en la

prevencidn del estrés oxidativo celular las tiorredoxinas y la glutarredoxina.

Superoxido dismutasa (SOD)

Fueron descritas por primera vez por McCord y Fridovich (1969). Son
metaloproteinas que facilitan la dismutacién de dos radicales superdxidos
originando perdxido de hidrégeno, el cual puede ser destruido a su vez por la

catalasa o la glutation peroxidasa (Fridovich, 1978).
202'-+ 2H+ > HZOZ + 02

En humanos se han caracterizado tres tipos de SOD, una conteniendo un
ion de cobre y otro de zinc (CuZn-SOD) localizada en el citosol, una conteniendo
un id6n manganeso (Mn-SOD) presente en las mitocondrias (Slot y col., 1986), y
otra conteniendo un ién de cobre y otro de zinc (EC-SOD) que se encuentra en

la matriz extracelular (Marklund, 1984).

Catalasa (CAT)

Estd involucrada en la destruccion del H,O, generada durante el

metabolismo celular.
2H,0, 2 0, + 2H,0

Esta enzima se caracteriza por su alta capacidad de reaccién, pero
relativamente poca afinidad por el sustrato. Presenta dos funciones: la catalitica

y la peroxidativa. Se localiza mayoritariamente en los peroxisomas.

10
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Glutation peroxidasa (GPX)

Son enzimas del tipo de las oxidorreductasas que catalizan la reduccion
de perdxido de hidrogeno (1) y de perdxidos organicos (2) usando en ambos
casos el glutation reducido (GSH) como donante de electrones (Halliwell y
Gutteridge, 1989):

(1) 2GSH + H,0,; > GSSG + 2H,0
(2) 2GSH + ROOH > GSSG + ROH + H,0

La GPX es una enzima selenio dependiente muy especifica para el GSH
pero, sin embargo, poco especifica para los hidroperdxidos. Esto, junto al hecho
de que la GPX se ubique tanto en el citosol, como en la mitocondria y en la
membrana celular, la convierte en un mecanismo de proteccion celular
importante contra el dafio oxidativo producido a lipidos de membrana, proteinas

y acidos nucleicos.

La GPX necesita GSH para poder realizar su funcion, oxidandolo a
glutation oxidado (GSSG). Por ello, las células disponen de una via capaz de
reducir este GSH. Esta via esta catalizada por la enzima glutation reductasa
(GR), el cual consume NADPH para regenerar el GSH (Collinson y Dawes, 1995)
(Figura 1.5).

HO, GSH INADT

2HO 2GSH INADFH

Figura 1.5. Ciclo de oxidacién-reduccién del glutation

11
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La enzima GR tiene una distribucion celular similar a la GPX. Por tanto,
aunque la enzima GR no se considera una enzima antioxidante, su funcion es

esencial para el buen funcionamiento de la GPX.

Tiorredoxinas

Este sistema antioxidante estd compuesto por tres proteinas: la
tiorredoxina, la tiorredoxina reductasa y la tiorredoxina peroxidasa (Halliwell y
Gutteridge, 1989). La tiorredoxina es una Oxidoreductasa que cataliza la
reduccion de puentes disulfuro, por lo que juega un papel importante en la
regulacidon del estado redox de los tioles de las proteinas (Sen, 1998). La forma
oxidada de la proteina es reducida directamente por el NADPH vy la tiorredoxina
reductasa. La tiorredoxina reductasa es capaz de regenerar el ascorbato (May y
col., 1997), el cual es un antioxidante no enzimatico de gran importancia. La
tiorredoxina peroxidasa es una enzima citosdlica capaz de transformar el
peroxido de hidrégeno y los alquil-hidroperdxidos en agua y alcohol (Netto y
col., 1996).

Glutarredoxina

Es una oxidorreductasa implicada en la proteccion y reparacion de los
grupos tiol (Starke y col., 1997; Holmgren, 1989). La glutarredoxina establece
un ciclo con el glutation y la glutation reductasa y se ha especulado la
posibilidad de que el glutation oxidado pueda ser reducido también por la
glutarredoxina (Starke y col., 1997). Aunque la glutarredoxina y la tiorredoxina
parecen tener una misma funcién, parece ser que la afinidad por los sustratos es
diferente, de forma que ambas se complementan en la reparacion de los grupos
tiol (Yoshitake y col., 1994).

12
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1.2.2 Antioxidantes no enzimaticos

Vitamina E

Es un antioxidante liposoluble cuyo término aglutina al menos ocho
isdmeros estructurales de tocoferoles y tocotrienoles. Entre ellos, el a-tocoferol
es el que tiene mayor actividad antioxidante, y ha sido objeto de un estudio mas
intenso (Burton y Traber, 1990). La accién antioxidante de la vitamina E reside
en su capacidad para neutralizar los radicales superdxido, hidroxilo y lipoperoxilo
a formas menos reactivas. Es uno de los principales protectores de las
membranas celulares y lipoproteinas. La neutralizacion por la vitamina E de un
radical provoca la formacion del complejo radical-vitamina E, que es reciclado a
vitamina E a costa de diversos antioxidantes, como el glutation o el ascorbato
(Burton y Traber, 1990).

Vitamina C

La vitamina C (acido ascorbico) es un importante antioxidante
hidrosoluble, y su forma predominante a pH fisioldgico es el anién ascorbato. La
vitamina C como agente antioxidante es capaz de neutralizar los radicales
superdxido, hidroxilo y lipohidroperéxido. Ademas, tiene un papel fundamental
en la regeneracion de la vitamina E (Packer y col., 1979; Burton y Traber,
1990). Al reciclar la vitamina E, se consume el ascorbato pasando a radical
ascorbato, el cual puede ser a su vez reciclado por la NADH semiascorbil
reductasa, o por tioles celulares como el glutation o el acido dihidrolipoico
(Sevanian y col., 1985).

Acido a-lipoico

El acido a-lipoico es un antioxidante hidro y liposoluble. El acido a-lipoico
libre (no unido a complejos enzimaticos) es un importante antioxidante debido a
su facilidad para ceder electrones. Tiene capacidad de reconstituir las vitaminas
E y C (Packer, 1994).

13
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Carotenoides

Son antioxidantes liposolubles situados principalmente en las
membranas, reduciendo la peroxidacién lipidica provocada por radicales libres
(Krinsky y Denecke, 1982). Las propiedades antioxidantes de los carotenoides
residen en su estructura, formada por largas cadenas de dobles enlaces
conjugados. Esta disposicién permite neutralizar diversos ROS, incluido el radical
superoxido y radicales peroxilo (Briviba y Sies, 1994; Yu, 1994).

Glutation

El glutation (GSH) es un tripéptido formado por acido glutdmico, cisteina
y glicina (y-glutamilcisteinilglicina; Figura 1.6) Es el tiol mas abundante
presente en los organismos vivos y, predominantemente, en células eucariotas
(Meister y Anderson, 1983). Interviene en numerosos procesos celulares y su

funcionalidad se debe al grupo tiol (SH) de la cisteina.

NH, CH,

:COOH—-CH—-CH,—CHjy COg—gNH—CH —CO+NH-CH,~-COOH

Glu Cys

Figura 1.6. Estructura del glutation.

El GSH actia directamente como antioxidante, o como cofactor de
diversas enzimas, protegiendo el DNA, proteinas y otras biomoléculas frente a
ROS. Interviene en procesos metabdlicos como la comunicacion intramolecular o
el transporte de metales, y participa en la regulacion del estado redox de las
proteinas durante los procesos de degradacidon y plegamiento (Meister, 1995;
Anderson, 1997; Fang y col., 2002; Pastore y col., 2003). El GSH interviene

14
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también en diversos procesos de detoxificacion frente a compuestos
electrofilicos o metales pesados y es, ademas, un reservorio de cisteina para la

célula (Elskens y col., 1991; Fang y col., 2002).

El 90% del glutation en la célula se encuentra en su forma reducida,
mientras que el 10% restante corresponde a su estado oxidado (GSSG). Ademas
de GSSG, existen otros disulfuros de glutation presentes en células, tejidos y
plasma como, por ejemplo, con el coenzima A (GS-S-CoA) y con la cisteina (GS-
S-Cys). También puede encontrarse formando conjugados con las proteinas
(GS- S-Prot) (Penninckx, 2002). El GSSG es reducido por la enzima glutation
reductasa a expensas de NADPH (Carmel-Harel y Storz, 2000).

El glutation puede ser incorporado facilmente en la dieta ya que se
encuentra en frutas y verduras frescas o congeladas, carne y pescado. Fuentes
ricas en glutation son los esparragos, aguacates y nueces (Jones y col., 1995).
Mientras que en la leche animal el contenido de GSH es muy escaso (Jones y
col., 1995), la leche materna contiene GSH, siendo esta la fuente principal de
GSH en los nifios recién nacidos (Ankrah y col., 2000).

En humanos, niveles reducidos de GSH estan relacionados con diversas
enfermedades, como infecciones por VIH, cirrosis hepatica, enfermedades
pulmonares, cataratas, inflamaciones gastrointestinales y pancreaticas,
diabetes, enfermedades neurodegenerativas y también con el envejecimiento
(Anderson, 1998; Townsed y col., 2003; Wu y col., 2004). El consumo de
glutation a partir de frutas y vegetales, se ha relacionado con la proteccién
contra algunos tipos de cancer (Sen, 1997; Flagg y col., 1994; Valencia y col.,
2001b), demostrandose tanto en estudios in vitro (Donnerstag y col., 1996)

como en estudios in vivo (Trickler y col., 1993).

El GSH se utiliza como compuesto farmacéutico ya que su aplicacién por
via intravenosa o intramuscular es util para prevenir la formacion de trombos en
las intervenciones quirlrgicas (Molloy y col., 1998), reduce los efectos
secundarios e incrementa la eficacia de drogas quimioterapéuticas (Smyth y
col., 1997), y reduce la presion sanguinea cuando ésta es elevada en personas

diabéticas (Ceriello y col., 1991). La incorporacion de glutation en la formulacién
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de un spray nasal ha permitido reducir los sintomas de la rinitis crénica (Testa y
col., 1995).

Por sus propiedades antioxidantes, también se emplea como aditivo en
la industria cosmética, para la fabricacion de cremas faciales (Nakajima y
Fukuda, 1997; Shinmoto y col., 2002) y distintos cosméticos (Katano y
Watanabe, 1989; Kubo y Takahashi, 2001). Ademas, se utiliza en la industria
alimentaria como suplemento en productos para la alimentacion infantil (Niki y
col., 1970, Harzer y col., 1991; Tamura y col., 2003; Yamauchi y col., 2003),
como conservante para alimentos (Troller, 1966) y para su uso en suplementos

de la dieta para mejorar el sistema inmunolégico (Meydani y Meydani, 2000).

Debido a sus numerosas e importantes propiedades, hay un interés

creciente en la obtencién de glutation.

1.3 Biosintesis del glutation

El GSH se sintetiza a nivel intracelular por la accidon consecutiva de la
y-glutamilcisteina sintetasa (GSH1) y la glutation sintetasa (GSH2), dos enzimas
presentes en el citosol (Meister y Anderson, 1983; Anderson, 1998), que

catalizan las siguientes reacciones:

GSH1

(1) L-Glutamato + L-cisteina + ATP € L- y-glutamil-L-cisteina + ADP + Pi

GSH2

(2) L-y-glutamil-L-cisteina + Glicina + ATP €= GSH + ADP + Pi

En la primera reaccion, el grupo y-carboxilo del glutamato, reacciona con
el grupo amino de la cisteina formando un enlace y-peptidico que protege al
GSH de la hidrdlisis de las peptidasas intracelulares. En la segunda, el dipéptido
reacciona con la glicina origindndose el tripéptido (Figura 1.6).
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La enzima GSH1 esta regulada por la concentracidon de GSH, por un
efecto de retroinhibicion o inhibicion por producto final (Griffith y Mulcahy,
1999).

Aunque los niveles intracelulares de aminoacidos varian entre especies,
tejidos y dependen del nivel nutricional, los niveles de L-cisteina son
significativamente menores que los de L-glutamato o L-glicina (Griffith y
Mulcahy, 1999), por lo que la disponibilidad de L-cisteina es el factor limitante
en la sintesis de GSH (Tateishi y col., 1974). La sintesis de GSH requiere ATP,
por lo que este sustrato también puede llegar a ser limitante (Suzuki y Kurata,
1992).

Los niveles de glutation estan controlados homeostaticamente, siendo
continuamente reajustados con respecto al balance entre su biosintesis directa
(GSH1 y GSH2), su obtencion a partir de GSSG por accion de la GSH reductasa
y su utilizacibn como cofactor por numerosas enzimas (peroxidasas,
transferasas, transhidrogenasas y transpeptidasas). La degradacion de GSH esta
catalizada por la y-glutamiltranspeptidasa (y-GT) y dipeptidasas (DP) (Figura
1.7).

5-oxo-
prolinasa

5-oxo- Ciclo-
prolina transferasa
Aminoacido
@ y-glutamilo

intracelular

aminoacido  Aminoacido Cys

y-glutamilo
extracelular

Figura 1.7. Sintesis y degradacién del glutation.
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Los primeros estudios con respecto a las necesidades y funciones de
proteccién del GSH contra el estrés oxidativo, se llevaron a cabo en bacterias.
Dichos estudios demostraron que el GSH no es esencial en condiciones normales
de crecimiento (Apontoweil y Berends, 1975). Sorprendentemente, incluso cepas
incapaces de sintetizar glutation, no vieron afectada su resistencia a oxidantes
y, ademas, eran capaces de inducir una respuesta adaptativa al perdxido de
hidrégeno y al choque térmico (Greenberg y Demple, 1986). Sin embargo, estos
resultados se contraponen con lo que ocurre en células eucariotas, donde la
deficiencia en GSH provoca dafio celular (Jain y col., 1991; Martensson y col.,
1991).

Cepas de Saccharomyces cerevisiae con bajos niveles de GSH, obtenidas
mediante mutaciones en el gen GSH1, presentaban baja velocidad de
crecimiento y defectos mitocondriales (Kistler y col., 1990; Grant y col., 1996).
Un doble mutante GSH1 y GSH2 es todavia viable, pero presenta una tasa de
crecimiento menor que las células salvajes y defectos en la esporulacion (Kistler
y col., 1990). Por tanto, las necesidades de GSH son distintas entre eucariotas y

procariotas.

1.4 Produccion biotecnoldgica de glutation

El GSH fue descubierto en un extracto de la levadura S. cerevisiae por
Rey-Pailhade en 1888 (Valencia y col., 2001a). Sin embargo, su nombre actual
se utilizd a partir del descubrimiento de su estructura molecular en 1921
(Hopkins, 1921). Desde entonces, se han realizado numerosas investigaciones
con respecto a la produccidn y uso de este compuesto. La importancia del GSH
ha estimulado la investigacion en una gran variedad de campos de la biologia y
ha influenciado en parte la medicina clinica y la nutricién (Hamers y col., 1993;
Lomaestro y Malone, 1995; Udeh y Achremowicz, 1997).

El descubrimiento de la presencia de glutation en muchos organismos,

incrementd el interés por realizar su extraccién a partir de tejidos animales y de
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plantas. Sin embargo, la cantidad limitada de material y su relativa baja

cantidad intracelular, hacia que el producto obtenido fuese muy caro.

El GSH puede sintetizarse por via quimica (Harington y Mead, 1935)
pero, aunque este proceso se comercializd en los afios 50, el producto obtenido
es una mezcla racémica. Debido a que soélo el isdmero L- es fisiologicamente
activo, es necesario la resolucion de dicha mezcla para separar la forma activa

L- del isbmero D.

El estudio de la biosintesis del GSH en un higado aislado y Ila
caracterizacion de su ruta de sintesis (Bloch, 1949), despertd el interés por la
produccion de GSH por via fermentativa o enzimatica. Estas investigaciones
tuvieron un gran auge en Japdn, sobre todo entre 1976 y 1985, dando lugar, a
principios de la década de los 80, a la comercializacion de GSH producido
industrialmente mediante fermentacion de levaduras. Hasta la fecha, la
produccion enzimatica de GSH no ha alcanzado niveles industriales debido al
elevado coste de produccion (Li y col., 2004).

1.4.1 Sintesis enzimatica

Los primeros trabajos de sintesis enzimatica de GSH se realizaron
mediante bioconversién, utilizando tanto células intactas como extractos
celulares de S. cerevisiae (Miwa, 1976; Miyamoto y Miwa, 1977).
Posteriormente se han utilizaron otros microorganismos como E. coli (Fujio y
col., 1985), Candida krusei (Yokozeki y col., 1985) y Corynebacterium

glutamicum (Fujio y col., 1985), entre otros.

Los elementos esenciales que constituyen este proceso de sintesis son:

las enzimas GSH1 y GSH2, aminoacidos precursores (L-glutamato L-cisteina,

glicina), ATP, Mg2+ (cofactor) y un control de pH apropiado (normalmente 7,5).

Mediante este proceso de sintesis enzimatica se logré alcanzar

concentraciones de GSH de hasta 9 g/L utilizando células intactas de
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S. cerevisiae (Miwa, 1978). Sin embargo, el coste de produccidon se incrementa
por el uso de los aminoacidos precursores y del ATP, convirtiéndolo en un

proceso econémicamente inviable.

La utilizacion de un solo organismo para llevar a cabo, de forma
simultanea, tanto la biosintesis de GSH como la regeneracion de ATP, no
permitid obtener buenos resultados (Shimosaka y col., 1982). Por ello, se
desarrollaron procesos utilizando dos o mas microorganismos, con el objetivo de
obtener una forma viable de regenerar ATP. Asi, la reaccién catalizada por la
acetato quinasa en E. coli, se utilizé como sistema de regeneracion de ATP y se
acoplo a la biosintesis de GSH (Langer y col., 1976). Sin embargo, el sustrato de
esta enzima, acetil fosfato, era inestable y caro. Murata y colaboradores
utilizaron con éxito la ruta glucolitica de S. cerevisiae como sistema para
regenerar ATP (Murata y col., 1981). Desafortunadamente, cuando Ia
disponibilidad econémica de ATP dejé de ser un problema, la baja actividad de
las enzimas GSH1 y GSH2 se convirtié en el factor limitante. La necesidad de
incrementar las actividades de ambos enzimas acelerd las aplicaciones de la

biologia molecular y de la ingenieria genética en la biosintesis de GSH.

1.4.2 Produccién por fermentacion

El objetivo final de la produccidn biotecnoldgica de GSH es conseguir una
elevada concentracion de GSH, tanto por el aumento del contenido intracelular
del tripéptido como de la biomasa. Mientras que el contenido intracelular de GSH
se puede mejorar de manera significativa mediante mutagénesis o técnicas de
DNA recombinante (apartado 1.4.3), el incremento de la biomasa se puede
conseguir mediante la optimizacién y el control del proceso. Ademas, si la
estrategia de control es adecuada, también se puede incrementar la produccién
especifica de GSH (De Martin, 2005).

Debido al alto contenido intracelular en GSH (0,1-1% del peso seco) de
las cepas salvajes, S. cerevisiae y Candida utilis son los microorganismos que se

emplean normalmente a escala industrial. En la mayoria de los casos, se han
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realizado procesos de mutagénesis y seleccion con el objetivo de evitar o
disminuir la retroinhibicion de GSH1 por glutation, y se han obtenido cepas cuyo
contenido en GSH constituia entre el 3-5% del peso seco celular (Li y col.,
2004).

En cuanto al incremento de la biomasa, uno de los métodos mas
efectivos para conseguir una elevada densidad celular es el cultivo en fed-batch.
Sin embargo, la velocidad especifica de crecimiento (u) durante el cultivo se
debe controlar cuidadosamente para evitar un descenso en el contenido
intracelular de GSH. Esta estrategia de control permitié mejorar la produccion de
GSH un 40% en cepas de S. cerevisiae (Shimizu y col., 1991). El control de la
concentracion del etanol producido durante la fermentacidn, también permitio
incrementar la produccién de GSH hasta un 40% (Alfafara y col., 1993; Sakato y
Tanaka, 1992).

La adicion de los aminoéacidos precursores al medio de fermentacion ha
sido otra de las estrategias para incrementar la produccion del tripéptido. Debido
a que la L-cisteina es téxica a concentraciones mayores de 0,7 mmol/g (Alfafara
y col., 1992), es necesario desarrollar una adecuada estrategia de adicién para
mejorar la produccion de GSH sin inhibir el crecimiento. En una cepa
recombinante de E. coli, la adicion de L-cisteina aumentd la concentracion de
GSH un 40% (Li y col., 1998a). Ademas de la cisteina, la adicion a cultivos de
S. cerevisiae de otra serie de compuestos como suplementos de aminoacidos
(Watanabe y col., 1986), etanol (Yoshio y col., 2005), acido p-aminobenzoico
(Kinoshita y col., 1986) y lactato sddico (Hirakawa y col., 1985), también

permitieron incrementar entre un 1,4% y un 94% la produccion de GSH.

Hay pocos informes sobre la seleccion de procariotas productores de
GSH. La obtencién de mutantes de E. coli resistentes a selenio permitié obtener
cepas que producian entre un 9 y un 173% mas glutation en comparacién con la
cepa salvaje (Schmidt y Konetzka, 1986). El descubrimiento de la produccion de
GSH en una cianobacteria (Fahey y col., 1978), impuls6é una serie de estudios
enfocados a encontrar buenos productores entre las microalgas y cianobacterias.

Estas Ultimas, presentan diferencias relacionadas con la sintesis de GSH, en
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comparacién a levaduras o E. coli. Asi, por ejemplo, la cianobacteria Phormidium
lapideum produce GSH en presencia de sus aminodacidos precursores y ATP, que
se regenera a partir de ADP utilizando la luz como fuente de energia externa, o
en condiciones de oscuridad, cuando, supuestamente, el ATP se regeneraba a
partir de un sistema respiratorio activo en oscuridad (Sawa y col., 1986). La
produccion de GSH por el alga Dunaliella sp. llegd a tener interés industrial, ya
que se lograron alcanzar contenidos de GSH del 2,38% del peso seco en medios
con solo nutrientes inorganicos (Yamaoka y Takimura, 1990). Aunque la baja
concentracion de biomasa limitaba la concentracion final de GSH, este estudio
plantea alternativas para la produccién de aditivos con alto contenido en este

compuesto.

1.4.3 Nuevas estrategias

Como se ha mencionado anteriormente, el GSH se sintetiza a partir de
dos reacciones consecutivas, catalizadas por GSH1 y GSH2. La retroinhibicidon
del GSH sobre GSH1 o la presencia de y-GT que degrada al GSH sintetizado
intracelularmente, son los principales problemas para lograr incrementar el

contenido de GSH en la célula.

Aunque hay muchas fuentes microbianas de GSH, la alternativa de
S. cerevisiae es la mas utilizada, no sélo por su facilidad de manipulacion, sino
también por el bajo coste operacional con respecto a otras posibles fuentes
(Ostergaard y col., 2000).

Diversos estudios se centraron en la clonacion de los genes tanto en
S. cerevisiae como en E. coli, lo cual permitié duplicar el contenido intracelular
de GSH (Murata y col., 1983; Ohtake y col., 1988; Ohtake y col., 1989). En la
Tabla 1.3 se muestran diversas estrategias utilizadas para incrementar la

produccion de GSH.

El desarrollo de estos estudios y estrategias permiten desarrollar nuevos

procesos biotecnoldgicos que logren disminuir los costes de produccion,
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abaratando el precio del tripéptido. De lograrlo, este hecho incrementaria las

aplicaciones y la utilizacion de GSH.

Tabla 1.3. Estrategias para la produccién de GSH con microorganismos recombinantes.

(Li y col., 2004).

Cepa Estrategia [GSH] [GSH] Incremento Referencia
mutante parental
S. cerevisiae Cambio promotor 24 mg/g 3 mg/g 7 Tezuka y
de GSH1 col. (1987)
S. cerevisiae Aumento ND ND 2,5 Kimura y
resistencia a estrés col. (1996)
oxidativo
S. cerevisiae Aumento dosis 13,1 mg/g 8,7 mg/g 1,5 Fan y col.
génica GSH1 (2004)
E. coli Complementacion 2,42 mg/g 0,5 mg/g 3,4 Kimura y
cepas GSH Murata
deficientes (1983)
L. lactis Introduccién GSH1 55 mg/g No produce - Li y col.
y GSH2 de E. coli (2005)

ND: No determinado

1. 5 Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son hongos unicelulares que representan un “puente
bioldgico” entre bacterias y organismos superiores, manteniendo las ventajas de

los microorganismos en cuanto a su facil manipulacion y crecimiento rapido.

Saccharomyces cerevisiae (Figura 1.8) es quizds la levadura mas
importante para la humanidad, ya sea por su utilizacion desde hace miles de
afios en la produccion de pan y bebidas alcohdlicas por fermentacion, o por ser
uno de los organismos eucariéticos modelo mas intensamente estudiados a nivel

de su biologia celular y molecular.

Debido a su relevancia y al amplio conocimiento a nivel genético, el
primer genoma eucariota completamente secuenciado fue el de esta levadura
(Goffeau y col., 1996). El andlisis del mismo reveld6 un tamafo de unas

13.000 kb y unos 6.275 genes. El 72% de las secuencias corresponden a
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secuencias codificantes siendo el tamafio promedio de los genes de 1,45 kb y
solamente el 3,8% de los ORFs contienen intrones. Estudios comparativos de las
secuencias permitieron estimar que el 23% de su genoma es similar al de los

humanos.

La reproduccion de las levaduras, en especial las utilizadas
industrialmente, es normalmente asexual, a través de la gemacién en la
superficie, pero la reproduccion sexual también se puede dar en determinadas

condiciones.

Figura 1.8. Micrografia electronica de barrido de S. cerevisiae.

Como hospedador para la produccién de proteinas con interés
biotecnoldgico, S. cerevisiae presenta varias ventajas sobre las bacterias
(Romanos y col., 1992). Al ser células eucaridticas, permiten realizar los
procesos de expresion y maduracién caracteristicos de las células animales.
Entre otras ventajas que presenta esta levadura destacan: ser capaz de realizar
modificaciones post-traduccionales (Ej. acetilaciones N-terminales, N-
glicosilaciones y fosforilaciones), necesarias para la actividad bioldgica total de

las proteinas expresadas, y ser un microorganismo seguro desde el punto de
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vista alimentario, ya que posee el estatus GRAS (generally recognized as safe)
que otorga la FDA (Food and Drug Administration) americana (Ostergaard y col.,
2000).

1.5.1 S. cerevisiae y estrés oxidativo

Las levaduras tienen una gran similitud con las células animales tanto a
nivel macromolecular como de organulos, y se ha demostrado que cierto nimero
de proteinas de las levaduras tienen funciones intercambiables con sus
homodlogas humanas. Por tanto, S. cerevisiae es un modelo muy conveniente
para el analisis de los mecanismos involucrados en la respuesta al estrés

oxidativo.

Ademas, su facil manipulacion genética y fisioldgica, a través de la
manipulacién de las condiciones ambientales y de crecimiento (Moradas-Ferreira
y Costa, 2000), la secuencia completa de su genoma y la existencia de
microarrays comerciales, han permitido realizar diversos analisis sobre los
cambios que se producen en el transcriptoma durante el proceso de adaptacion
celular a condiciones de estrés (Ter Linde y col., 1999; Kuhn y col., 2001;
Momose e Iwahashi, 2001; Boer y col., 2003).

En S. cerevisiae, las respuestas ante el estrés producido por diferentes
agentes (temperatura, falta de nutrientes, etanol, oxidantes, metales pesados,
pH, etc) comparten mecanismos comunes, aunque existen cambios genéticos y
bioquimicos especificos dependiendo del agente causante del estrés.
S. cerevisiae “detecta” el estrés oxidativo y genera una repuesta a nivel
molecular induciendo los sistemas de defensa antioxidantes primarios y
secundarios (Costa y Moradas-Ferreira, 2001). En respuesta a este estrés
oxidativo, se activan en la célula rutas de transmision de sefial y factores de
transcripcion especificos, que aumentan la expresién de genes que codifican
para las proteinas antioxidantes. Esta respuesta especifica al estrés oxidativo
tiene como funcidn disminuir los niveles de ROS asi como reparar los danos

producidos por estos oxidantes. La Tabla 1.4 muestra los genes, las enzimas y
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las proteinas

reguladoras mas

relevantes,

implicados en la respuesta a estrés oxidativo en S. cerevisiae.

Tabla 1.4. Sistemas antioxidantes en S. cerevisiae

que constituyen

Nombre Gen Enzima Regulador
Glutation GSH1 Glutamilcisteinil sintetasa YAP1
GSH2 Glutation sintetasa
GLR1 Glutation reductasa YAP1
Tiorredoxina TRX1 Tiorredoxina (citoplasma)
TRX2 Tiorredoxina (citoplasma) YAP1/SKN7
TRR1 Tiorredoxin reductasa I (citoplasma) YAP1/SKN7
TRX3 Tiorredoxina (mitocondria)
TRR2 Tiorredoxin reductasa II (mitocondria)
Glutarredoxina GRX1 Glutarredoxina (citoplasma)
GRX2 Glutarredoxina (citoplasma) YAP1
GRX3 GRX4 Glutarredoxina (nucleo)
GRX5 Glutarredoxina (mitocondria)
Superdxido SOD1 Cu-ZnSOD (citoplasma) YAP1/SKN7
dismutasa sop2 Mn-SOD (mitocondria) YAP1/SKN7
Catalasa CTA Catalasa A (peroxisoma) YAP1/SKN7
CTT Catalasa T (mitocondria) YAP1/SKN7
MSN2/MSN4
Metalotioneina CUP1 Metalotioneina ACE1
CRS5 Metalotioneina
Endonucleasa APN1 Endonucleasa apurinica
Ruta pentosas ZWF1 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa YAP1
fosfato TKL1 Transcetolasa
RPE1 Ribulosa 5-fosfato epimerasa
Glutation GPX1 GPX3 glutation peroxidasa
peroxidasa GPX2 glutation peroxidasa YAP1
Tiorredoxina TSA1 AHP1 tiorredoxina peroxidasa YAP1/SKN7

peroxidasa
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Para que las células respondan a una situacion de estrés oxidativo, es
necesaria la presencia de proteinas cuya actividad esté regulada por los
procesos de oxidacion/reduccion. Aunque se han identificado diferentes factores
de transcripcion de genes antioxidantes (Tabla 1.4), a continuacion se
describen los dos mas importantes (YAP1 y SKN7) que, ademads, estan

directamente relacionados con el glutation.

El gen YAPI1 de S. cerevisiae codifica para una proteina que contiene un
dominio basico con cremallera de leucina (b-ZIP), similar al encontrado en la
familia de activadores transcripcionales de mamiferos c-jun (Harshman y col.,
1988; Fernandes y col., 1997). YAP1 juega un papel importante en la proteccién
contra estrés oxidativo (Stephen y col. 1995), ya que su sobreexpresion confiere
resistencia a agentes toxicos como el cadmio, y cepas mutantes en YAP1 son
hipersensibles a oxidantes (Fernandes y col., 1997). YAP1 se encuentra
normalmente en el citoplasma (Figura 1.9), pero en respuesta a estrés
oxidativo, se acumula en el nlcleo (Toone y Jones, 1999). Esta proteina
contiene en la regién C-terminal tres residuos conservados de cisteina formando
el dominio CRD (cystein-rich domain, dominio rico en cisteina) y se postula que
la oxidacion de esas cisteinas actia como sensor del estado redox (Kuge y col.
1997; Delaunay y col. 2000).

YAP1 también presenta una secuencia que interacciona con el factor de
exportacion CRM1 que, en condiciones normales, mantiene a YAP1 en el
citoplasma. En situacion de estrés oxidativo, la interaccion entre CRM1 y YAP1
es inhibida (por la oxidacién de las cisteinas de CRD) y una B-importina (Psel)
transporta a YAP1 al ndcleo (Isoyama y col., 2001). Una vez en el nucleo, YAP1
se une al elemento de respuesta AP-1 (ARE, TGACTCA), presente en los
promotores de genes que codifican para proteinas implicadas en respuesta a
estrés (Figura 1.9), cuya expresion, de este modo, dependera de YAP1.

SKN7 es un factor de transcripcion que, junto con SLN1, esta
involucrado en la respuesta a estrés osmatico y regula la expresion, entre otros,
del gen de la tiorredoxina TRX2 (Li y col., 1998b). Por otro lado, SKN7

interviene en la respuesta al estrés oxidativo y se superpone parcialmente con la
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funcion de YAP1 (Lee y col., 1999; Morgan y col., 1997). Asi, algunos genes
dependientes de YAP1 que codifican para proteinas antioxidantes, son también
dependientes de SKN7. YAP1 y SKN7 son esenciales para la resistencia a
peroxidos (Ej. H,O, e hidroperoxido de terc-butilo), pero solo YAP1 se requiere
para la resistencia a cadmio. SKN7 no solo es dispensable para la resistencia a
cadmio, si no que ademas, ejerce un efecto negativo frente a la tolerancia de
dicho metal pesado (Lee y col., 1999).

Condiciones normales Condiciones estrés

Citoplasma Nicleo Citoplasma Nucleo @

<D o

Figura 1.9. Regulacion de la localizacion intracelular de YAP1. G: Gen, x: ARE.

YAP1 controla la mayor parte de los genes implicados en la resistencia a
hidroperoxidos, cuyo grupo estd dividido en dos tipos de genes, que se
diferencian por el requerimiento de SKN7 (Lee y col. 1999). SKN7 tienen
diferentes sitios de unién al DNA lo que sugiere que la especificidad de unién a
cada uno de estos sitios lo dan otras proteinas que también se unen al DNA e
interactian con SKN7.
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1.5.2 Metabolismo del azufre y glutation

El ciclo del GSH en las levaduras estd estrechamente ligado al
metabolismo del azufre (Figura 1.10). Asi, en condiciones en las que existe un
exceso de azufre, éste se incorpora en las células en forma de GSH. Por el
contrario, cuando las células tienen falta de azufre, S. cerevisiae utiliza el GSH
como fuente de azufre enddgena (Elskens y col., 1991) hasta que éste alcanza
una concentracion critica, aproximadamente el 10% de su valor normal
(Penninckx, 2000).

metionina —— SAM

(10)
) I 1(11)

homomstema <— S-adenosilhomocisteina

304' sefina
(8)

(3)

(13) J cistationina O-acetilhomoserina «——homoserina
(6)
SO%
i 1 (2)
sefina Q» O-acetilserina L—» cisteina
glutamato
glicina (17) (14)
cisteinilglicina y-glutamilcisteina
glutamato (16) (% glicina
péptidos glutation
y-glutamil

Figura 1.10. Metabolismo del azufre en S. cerevisiae (Penninckx, 2000). 1) Serina
acetiltransferasa; 2) cisteina sintetasa; 3) homoserina acetiltransferasa; 4) homocisteina
sintasa; 5)y-cistationina sintasa; 6) y-cistationasa; 7) B-cistationasa; 8) p-cistationina
sintasa; 9)homocisteina metiltransferasa; 10) S-adenosilmetionina sintetasa; 11) S-
adenosilmetionina demetilasa; 12) adenosilhomocisteinasa; 13) reduccidn de sulfato; 14)
y-glutamilcisteinil sintetasa; 15) GSH sintetasa; 16) y- glutamiltranspeptidasa; 17)
cisteinilglicina dipeptidasa.
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El catabolismo del GSH se produce por un incremento en la actividad
y-glutamiltranspeptidasa (y-GT) que provoca la degradacion del GSH en sus tres

aminoacidos.

1.5.4 Estrés nutricional y ambiental

Cuando S. cerevisiae, previamente crecida en un medio minimo
conteniendo sulfato amonico como Unica fuente de nitrogeno, se transfiere a un
medio que carece de ésta, la concentracion intracelular de GSH aumenta de 7 a
17 nmoles/mg de peso seco en una generacion (Mehdi y Penninckx, 1997).
Durante el crecimiento en el medio con fuente de nitrégeno, aproximadamente
el 50% del GSH se encuentra en el citoplasma y el resto se almacena en la
vacuola central. La ausencia de nitrégeno provoca un desplazamiento del GSH
hacia la vacuola central donde se acumula (mas del 90%). La vacuola central en
S. cerevisiae es utilizada como sitio de almacenaje y se han identificado varios
sistemas de transporte de aminoacidos e iones en su membrana (Garril, 1994).
Debido al estrés nutricional por la falta de nitrégeno, el GSH almacenado en la
vacuola central es hidrolizado por la y-GT y la cisteinilglicina dipeptidasa, dos
glicoproteinas que se encuentran ancladas en la membrana vacuolar,

liberdndose los tres aminoacidos constituyentes.

La exposicion de levaduras frente a xenobidticos o metales pesados
como el cadmio, produce lo que se denomina “estrés ambiental” (Penninckx,
2000). Frente a dicho estrés, las levaduras activan la trascripcion de YCF1
(Wemmie y col., 1994). YCF1 es un transportador ABC (ATP bound carrier,
transportador ligado a ATP) que confiere resistencia a cadmio, a otros metales
pesados y a compuestos toxicos, transportandolos al interior de la vacuola en
forma de complejos o conjugados con glutation (Li y col., 1996; Mendoza-Cdzatl
y col., 2005). Ademas de YCF1, otras proteinas, como COT1 y ZRC1, participan
en los procesos de detoxificacion debidos a metales pesados (MacDiarmid y col.,
2002).
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1. 6 Mejora de cepas para uso industrial

A excepcion de la industria de alimentos, solo unos pocos procesos
comerciales de fermentacion utilizan cepas silvestres aisladas directamente de la
naturaleza. En la mayoria de los casos se utilizan cepas mejoradas
especificamente para la produccién de antibidticos, enzimas y otros metabolitos
(Crueger y Crueger, 1989; Vinci y Byng, 1999; Parekh y col. 2000; Adrio y
Demain, 2005). En general, el principal motivo para el desarrollo industrial de
cepas es el econémico, ya que las concentraciones de metabolitos producidas
por las cepas silvestres son demasiado bajas para desarrollar un proceso a
escala industrial. A través de un extenso programa de desarrollo de cepas
pueden conseguirse los incrementos de produccidn necesarios para rentabilizar

dichos procesos (Crueger y Crueger, 1989).

El éxito de los programas depende del tipo de metabolito o proteina a
producir. El rendimiento de aquellos productos que suponen la actividad de uno
0 pocos genes, como en las enzimas, puede incrementarse simplemente
aumentando la dosis génica. Sin embargo, con los metabolitos secundarios, que
frecuentemente son los productos finales de complejos procesos biosintéticos
altamente regulados, puede ser necesaria una gran cantidad de cambios en el
genoma para permitir la seleccion de cepas de alta produccion (Crueger y
Crueger, 1989).

La manipulacion genética de microorganismos y células permite
modificar el genoma con el objetivo de proporcionar nuevas caracteristicas.
Existen varios métodos para la mejora de cepas (Vinci y Byng, 1999; Adrio y
Demain, 2005):

- Los métodos clasicos de mutacion al azar y seleccién.
- Mutagénesis dirigida hacia un gen o genes dianas del organismo.

- Obtencion de un nuevo genotipo a través de la recombinacion de material

genético entre secuencias homologas de DNA de dos origenes diferentes.
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- Modificacion de genes y/o rutas metabdlicas mediante la alteracion o

introduccion de genes en la cepa productora.

1.6.1 Mutagénesis clasica

La mutacion se puede definir como cualquier alteracion permanente de
la secuencia de bases de un &cido nucleico (DNA o RNA) no producida por
recombinacién. Aunque el cambio producido por la mutacién es, generalmente,
perjudicial para el organismo y eliminado del mismo por la seleccion, algunas
mutaciones son beneficiosas para el microorganismo. Incluso si no son
beneficiosas para el microorganismo, pero si lo son para el hombre, dichas
mutaciones pueden ser seleccionadas y preservadas indefinidamente. Las
mutaciones pueden afectar a genes estructurales o zonas de regulaciéon del
genoma, alterando la funcién o la cantidad de producto génico. Pese a la
aparicion durante las Ultimas décadas de nuevas tecnologias genéticas (Ej.
clonacioén, gendmica, protedmica, metaboldomica, evolucién dirigida y biosintesis
aleatoria), el éxito del desarrollo de cepas en la industria a lo largo de la
segunda mitad del siglo XX se debe, basicamente, a la aplicacién extensiva de la

mutacién y seleccidon (Adrio y Demain, 2006).

La metodologia mas comun para la obtencién de mutantes altamente
productores, es tratar a la poblacion con un agente mutagénico hasta la
obtencidn de un cierto nivel de mortalidad, crecer en placa a los supervivientes
en un medio selectivo y analizar la produccién del metabolito o enzima en cada
una de las colonias seleccionadas al azar (Balz, 1986; Balz, 1999). El nivel
optimo de mortalidad para lograr incrementar la produccidon de antibidticos se
estima en un rango del 70 al 95% (Simpson y Caten, 1979), aunque algunos

programas de mejora utilizan niveles por encima del 99% de mortalidad.

El tipo de lesion genética inducida depende del tipo de agente
mutagénico empleado. Entre los agentes mutagénicos mas utilizados se
encuentran la luz ultravioleta, el acido nitroso, el etilmetanosulfonato (EMS), el
metil metano sulfonato (MMS) y la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG).
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Los tres ultimos son agentes alquilantes que generan alteraciones en el material
genético (transiciones, transversiones, eliminaciones) siendo los mutdgenos mas

utilizados.

La NTG actua preferentemente sobre la horquilla de replicacién (Guerola
y Cerda-Olmedo, 1975) causando multiples mutaciones en genes proximos
mediante un proceso conocido como conmutacion (Cerdad-Olmedo y Ruiz
Vazquez, 1979; Saunders y Saunders, 1987). La conmutaciéon incrementa la
probabilidad de que las células que presenten mutaciones en un gen, muestren
también mutaciones en los genes vecinos o, incluso, en genes distantes que son

replicados simultaneamente por diferentes horquillas de replicacion.

El principal mecanismo por el cual la NTG causa mutaciones es el
apareamiento incorrecto de bases. Los errores producidos durante la replicacion
por la copia de estas bases metiladas, fundamentalmente O®-metilguanina,
originan transiciones GC> AT. Este hecho ha sido confirmado por estudios de
resonancia magnética nuclear, que confirman que la O®-metilguanina puede
formar enlaces por puente de hidrégeno con la timina pero no con la citosina
(Williams y Shaw, 1987).

1.6.2 Ingenieria genética

Otra manera de mejorar una cepa para uso industrial es mediante la
utilizacion de sistemas de expresion de genes, incrementando la dosis génica del

gen de interés para la produccidon de metabolitos.

S. cerevisiae constituye un buen sistema de expresion heterdlogo para la
produccion de proteinas de interés, ya que posee una buena eficiencia de
transformacion, tasa de crecimiento y, por otro lado, permite llevar a cabo todo
el procesamiento posttraduccional de proteinas eucariotas (Romanos y col.,
1992).
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Existen diferentes sistemas de expresion en S. cerevisiae, cada uno con
una serie de caracteristicas apropiadas para fines concretos. En general, los
vectores de levadura, aparte de secuencias de levadura, contienen también
secuencias de vectores bacterianos, previstas para su amplificacion y manejo
sobre todo en Escherichia coli. Un tipo de vectores, son los vectores
episomicos (YEp) (Sander y col., 1994; Seo y col., 2003), que se replican de
forma libre. Algunos de ellos contienen el origen de replicacién de un plasmido
natural de S. cerevisiae, el plasmido de 2 pym. Estos vectores se mantienen en
un numero de copias de 50-200 por célula (Broach, 1983) y son estables para la
produccion de proteinas a nivel de laboratorio (Som y col., 1988). Otros
vectores utilizan origenes de replicacion denominados ARS (secuencias de
replicacion auténoma). Para estabilizar los vectores que contienen la secuencia
ARS, es necesario la presencia de una secuencia centromérica (CEN). En
general, aunque los YEp mantienen un alto nimero de copias, son inestables
para la produccion de proteinas a nivel industrial.

La estabilidad puede lograrse mediante la construccién de vectores que
se integren en el cromosoma del organismo hospedador. Los vectores de
integracion (YIp) son moléculas hibridas que contienen secuencias de un
plasmido procaridtico y secuencias de levaduras. La presencia del plasmido
procariotico facilita el crecimiento y preparacion de grandes cantidades del
vector en E. coli. Las secuencias de DNA de la levadura permiten su integraciéon
en el genoma mediante recombinacion homologa (Romanos y col., 1992). En
S. cerevisiae, los procesos de recombinacion in vivo, recombinacién y ligacion
entre fragmentos homédlogos de DNA, se producen de forma muy eficiente (Orr-
Weaver vy col., 1981; Ma y col., 1987). De hecho, la presencia de fragmentos
homologos de tan so6lo 30 pb de longitud es suficiente para que tenga lugar este

proceso (Manivasakam y col., 1995).

La transformacion de levaduras con los vectores de integracion se
produce con baja frecuencia, entre 1-10 transformantes por ug de DNA (Struhl y
col., 1979; Hinnen y Meyhack, 1982), aunque muestran una elevada estabilidad,
siendo la tasa de segregacion <0,1% por generacién en ausencia de seleccion.

La frecuencia de transformacion se puede incrementar realizando una
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linearizacidn de los mismos (Hinnen y Meyhack, 1982; Gunge, 1983; Rothstein,
1990) originando cortes sencillos dentro de las secuencias de DNA de la
levadura presente en el plasmido. Estos cortes en la doble hebra dan origen a
una integracion dirigida, de modo que el plasmido se integra en la regién del
cromosoma homoélogo a la secuencia cortada (Orr-Weaver y col., 1981;
Rothstein, 1990). Mediante este proceso la frecuencia de transformacién se
puede ver incrementada entre 10 y 1000 veces.

Para facilitar la integracién en un alto numero de copias, ésta puede
dirigirse hacia un locus que esté repetido un elevado numero de veces el
genoma. En el caso de las levaduras, mas del 15% del DNA nuclear esta
formado por secuencias repetidas. Una buena diana en la que se puede integrar
el plasmido es en el locus de rDNA, presente en el cromosoma XII, en el que
aparecen multiples copias (entre 100-120) de una secuencia de 9,08 Kb (Petes,
1979; Warner, 1989).

1.7 Optimizacion del medio de cultivo

Los medios utilizados en el cultivo de los microorganismos contienen
todos los elementos en cantidades adecuadas para la sintesis del material
celular y para la produccion de metabolitos o enzimas. En la investigacion a nivel
de laboratorio, pueden utilizarse productos de alta pureza para la formulacion de
medios de cultivo definidos. Sin embargo, en las fermentaciones a nivel
industrial, por motivos econdmicos, se utilizan frecuentemente ingredientes cuya
composicion es muy compleja, casi indefinible (Kennedy y Krouse, 1999) ya que

son subproductos de otros procesos industriales.

La optimizacion de los medios de cultivo con fines industriales ha sido
realizada, en la mayoria de los casos, mediante procedimientos empiricos de
ensayo y error, no sélo en la formulacién del medio de cultivo sino también en
las condiciones de operacién (Patel y col., 1978; Kamel y Al-Zahram, 1985;
Shaker y col., 1985). La mejora u optimizacién del medio de cultivo original

puede realizarse modificando el porcentaje de los componentes del medio y/o
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las materias primas utilizadas. En muchos casos, el objetivo no es optimizar un
medio que sea mas productivo, sino que tenga menor o, como minimo, igual
coste que el original, para lo cual se requiere del uso de varios métodos de
optimizacién (Maddox y Richert, 1977).

1.7.1 Diseiios experimentales y metodologia de superficie de
respuesta

El disefio estadistico de experimentos se refiere al proceso de planificar
un experimento, de tal forma, que los datos obtenidos puedan analizarse con
métodos estadisticos con el fin de llegar a conclusiones validas y objetivas. El
enfoque estadistico a partir de los resultados es necesario si se quieren lograr
conclusiones significativas de los mismo, ya que, cuando el problema incluye
datos que estan sujetos a errores experimentales, la metodologia estadistica es
la Unica forma objetiva de analisis. Esta metodologia tiene la particularidad de
determinar la influencia e importancia de los parametros estudiados y las
interacciones entre éstos con un minimo de ensayos. Esto Ultimo contrasta con
la metodologia clasica, que consiste en hacer variar cada factor manteniendo los
demas constantes, lo cual conduce por una parte a un nimero considerable de
experimentos y, por otra, a ignorar la interaccion que pueda existir entre los

factores considerados (Box y Draper, 1987; Haaland, 1989; Myers y col., 1995).

Cualquier problema experimental incluye dos aspectos: el disefio del
experimento y el andlisis estadistico de los datos. Estos dos aspectos se
encuentran intimamente relacionados, porque el método de analisis depende
directamente del disefio empleado. En la Tabla 1.5 se muestra un esquema

general de los pasos a seguir para disefiar un experimento.

Una vez definidos los factores, sus niveles y la variable de respuesta, la
eleccion del tipo de disefio experimental se puede realizar con la ayuda de
paquetes interactivos de software (Ej. Statgraphics v 5.0), con los cuales una
vez introducidos todos los valores, presentan, a la consideracién del

experimentador, una seleccion de posibles disefios. Ademas, una vez obtenidos
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los resultados, el mismo software permite realizar el analisis estadistico del
disefio y determinar el ajuste de los datos al modelo experimental, asi como la

influencia de cada factor y de las interacciones entre ellos sobre la respuesta.

Tabla 1.5. Pautas generales para el disefio estadistico de experimentos.

1. Identificacion y exposicién del problema

2. Eleccidn de los factores, los niveles y los rangos®
3. Seleccién de la variable de respuesta

4. Eleccion del disefio experimental

5. Realizacion del experimento

6. Analisis estadistico de los datos

7. Conclusiones y recomendaciones

@ Los pasos 2 y 3 pueden hacerse de forma simultanea o en orden inverso.

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) se basa en un
conjunto de técnicas matematicas y estadisticas Utiles en el modelado y el
analisis de problemas en los que la respuesta de interés esta influenciada por
varias variables y donde el objetivo es optimizar dicha respuesta (Montgomery,
2003).

En la mayoria de los casos, la forma de la relacién entre la respuesta y
las variables independientes se desconoce. Por ello, el primer paso en la MSR
consiste en determinar un enfoque apropiado a la relacion funcional real entre la
respuesta y el conjunto de variables independientes. Por lo general, se emplea
un polinomio de orden inferior en alguna regidn de las variables independientes.
Es decir, la funcion de aproximacion es un modelo de primer orden
(Montgomery, 2003), que relaciona las variables y la respuesta mediante una
ecuacion del tipo:

Y=Bo+ BiX1+ BoXa + BiXi+..+ BXkt+ €
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Siendo X1, X»,...Xk las variables codificadas y Bq, Bi,...Bk l0s coeficientes de

regresion.

Si los datos no se ajustan al modelo de primer orden y se determina la
presencia de curvatura en el sistema, entonces debe usarse un polinomio de
orden superior, generalmente un modelo de segundo orden, dado por una
expresion del tipo:

Y=Bo+3Xi=1 Bixi+ ‘_"Z_ki=1 Bix% + ZiZiBixiX; + €
i<j
Como se muestra en la Figura 1.11, la MSR es una metodologia
secuencial. Muchas veces, cuando el punto de partida esta en una zona de la
superficie de respuesta alejada del o6ptimo, como en la mayoria de las
condiciones iniciales, el sistema presenta una curvatura moderada y el modelo

de primer orden es normalmente apropiado.

X
".‘ ‘\!

. ! I

/ | N\<«—— Region de la
/ -}’ Regién g

/ 1 del / operabilidad
e € / del proceso
Z 7 4ptimo P

Contornos de
respuesta
constante

Trayectoria /
85 de mejora
/80 75 A

Condiciones
de operacién
iniciales

Figura 1.11. Esquema secuencial de la metodologia de superficie de respuesta.
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El objetivo en este caso es llevar al experimentador de manera rapida y
eficiente por una trayectoria de mejora hasta la zona préxima al éptimo. Para
ello, lo mas adecuado es utilizar el método de la maxima pendiente de ascenso,
el cual permitird realizar un recorrido secuencial en la direccion del maximo
incremento de la respuesta (Figura 1.11). Esta direccion es paralela a la normal
de la superficie de respuesta ajustada. Estos experimentos secuenciales se
llevan a cabo hasta que deja de observarse un incremento adicional en la
respuesta. Una vez que se ha encontrado la region del éptimo, puede emplearse
un modelo mas elaborado, como el de segundo orden, y realizar un analisis para
localizar el éptimo. El analisis de una superficie de respuesta, por tanto, puede
considerarse como “el ascenso a una colina”, donde la cima de ésta, representa

el punto de la respuesta maxima.

El objetivo Ultimo de la MSR es determinar las condiciones de operacién
Optimas del sistema o determinar una regién del espacio de los factores en la

que se logren los requerimientos de operacion.

La MSR es muy utilizada en procesos de ingenieria industrial e ingenieria
quimica (Murphy y col., 1999; Garcia-Ayuso y col., 2000). Esta metodologia
también se ha utilizado, aunque en menor medida, para la optimizacion de
medios de cultivos y condiciones de operacidén para la produccion de diversos
metabolitos y enzimas de interés como lisina (Udeh y Achremowicz, 1993),
lisozima (Gheshlaghi y col., 2005), etanol (Bowman y Geiger, 1984), acido
citrico (Chen, 1996), estreptomicina (Saval y col., 1993), celulosa (Embuscado y
col., 1994), polisacaridos (Hsieh y col., 2005) e incluso, glutation (Liu y col.,
1999).

1.7.2 Diseifios experimentales para ajustar superficies de

respuesta

El ajuste y analisis de superficies de respuesta se facilita en gran medida

con la eleccidn apropiada del disefio experimental.
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Modelo de primer orden

Los disefios ortogonales de primer orden, entre los que se encuentran
los disefios factoriales 2%, los fraccionados de la serie 2X y el simplex, son la
Unica clase de disefios que minimizan la varianza de los coeficientes de
regresion (B;) (Montgomery, 2003). El mas importante de estos es el disefio 2,
Este disefio es de particular utilidad en las etapas iniciales del trabajo
experimental, ya que proporciona el menor nimero de experimentos con los que

pueden estudiarse k factores en un disefio factorial completo.

El disefio 2X no permite la estimacion del error experimental a menos
que se hagan réplicas de algunos experimentos. Una forma habitual de incluir
réplicas en este tipo de disefios es aumentar el disefo con varias observaciones

en el centro.

El primer disefio de la serie 2 es el que sélo tiene dos factores (22) y
cada uno se analiza a dos niveles. Este tipo de disefo se ilustra graficamente
como un cuadrado (Figura 1.12A), en cuyos vértices se indican las cuatro
combinaciones posibles entre los factores A y B. Utilizando la notacién “+” y “-”
para denotar respectivamente los niveles alto y bajo de los factores, los cuatro
experimentos pueden ordenarse dando lugar a la matriz del disefio (Figura
1.12B).

A B
b ab
Alto T Experimento Factor
A B
1(1) -1 -1
B 2 (a) +1 -1
3 (b) -1 +1
saio L, . 4 (ab) +1 +1
} |
Bajo A Alto

Figura 1.12. A. Representacién grafica de un disefio factorial 22. B. Matriz del disefio 22.
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En el caso de que sean tres los factores de interés (disefio 23), la
representacién geométrica de las ocho combinaciones de tratamientos es un
cubo (Figura 1.13A), al que corresponde una matriz del disefio como la que se
muestra en la Figura 1.13B.

A B

bc abc Experimento Factor
i A B c
+-C ' ac 1 (1) -1 -1 -1
: 2 (a) +1 -1 -1
i 3 (b) -1 +1 -1
C ' ab 4 (ab) +1 +1 -1
- -------1 -- + 5 (o) -1 -1 +1
/B 6 (ac) +1 -1 +1
- (1) a - 7 (bc) -1 +1 +1
- + 8 (abc) +1 +1 +1

Figura 1.13. A. Representacién gréfica de un disefio factorial 23. B. Matriz del disefio 23

Modelo de segundo orden

Uno de los disefios mas eficientes para ajustar el modelo de segundo
orden son los disefios centrales compuestos (DCC). Los DCC estan formados por
un disefio factorial 2, 2k puntos axiales y n puntos centrales. En la Figura
1.14A se representa un DCC para k=2 factores y en la Figura 1.14B para k=3.

Hay dos parametros que deben especificarse: la distancia a de los
experimentos axiales al centro del disefio y el nimero de puntos centrales.
Puesto que la finalidad de la MSR es la optimizacion y la localizacién del éptimo
se desconoce antes de realizar el experimento, debe utilizarse un disefio que

proporcione una precision de la estimacion igual en todas las direcciones.
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A X4 B X,
T (0,a) T (0,0)
(1,+1) (-1,+1) bc abc
c E /
| 09 X o 0
(-a,0) (@,0) (@o)l | | Leb
(1,-1) (*1.-1) /(1) a
| X 1 ©0)
(0,-a)

Figura 1.14. Disefio central compuesto. A. para k=2; B. k=3.

Un DCC se hace rotable mediante la eleccidon de a. El valor de a para la
rotabilidad depende del niumero de experimentos en la porcidon factorial del
disefio. En cuanto al nimero de puntos centrales, es normal incluir entre 3 y 5
puntos con el fin de proporcionar una varianza razonablemente estable de la

respuesta.
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2. Objetivos

El presente trabajo ha sido financiado por la empresa Puleva Biotech
S.A., empresa dedicada a la investigacion, desarrollo y comercializacién de
ingredientes funcionales. En los ultimos afios ha aumentado el interés por el
consumo de antioxidantes para combatir los dafios ocasionados por el estrés
oxidativo y el envejecimiento. Uno de los antioxidantes mas importantes en las

células eucariotas e incluso presente en leche humana es el glutation.

Debido a su alto contenido intracelular en GSH, S. cerevisiae es el
microorganismo mas utilizado para la produccion del tripéptido a escala
industrial. La obtencidn de cepas de S. cerevisiae superproductoras de glutation
constituye un primer paso en el desarrollo de un proceso industrial para la
obtencion de este tripéptido y su posible incorporacién en alimentos

funcionales.
Para llevar a cabo este trabajo, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Obtencion de cepas de S. cerevisiae superproductoras de

glutation mediante mutagénesis al azar y seleccion.
2. Analisis a nivel genomico en la cepa seleccionada.

3. Mejora de la produccion de GSH mediante el diseiio estadistico

de experimentos en la cepa seleccionada.

4. Construccion de un sistema integrativo de expresion en S.

cerevisiae.

5. Incremento del contenido en glutation mediante el aumento de la

dosis génica del gen GSH1 en S. cerevisiae.
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3.1 Microorganismos

3.1.1 Cepas Bacterianas

Escherichia coli Top 10 F° [F’ {proAB, lacl® lacZAM15, Tn10 (Tet®)}
mcrA, A(mrr- hsdRMS-mcrBC), @80/acZAM15, AlacX74, deoR, recAl, X\
araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL(Str?), endAl, nupG]. Cepa derivada
de E. coli K-12 empleada para la obtencién de células electrocompetentes. Fue

utilizada para la propagacion y mantenimiento de los plasmidos.

3.1.2 Cepas fungicas

Saccharomyces cerevisiae CECT 1328 se utilizd para la obtencién de
las cepas superproductoras de GSH mediante mutacion al azar. También se
utilizé para amplificar los fragmentos de DNA ribosémico y el marcador URA3 a
partir de su DNA gendmico.

Saccharomyces cerevisiae CECT 1645 (ura3-A, trpl, leu2-3, leu2-

112) se utilizé como cepa hospedadora en los experimentos de transformacion.

3.2 Medios de cultivo

3.2.1 Medios de cultivo para bacterias

Medio LB (Miller, 1972)

Bacto-triptona 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 10g
Agua destilada hasta 1L

Para la preparacion de medio solido se afiade agar (20 g/L).

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.
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Medio Terrific Broth (TB)

Bacto-triptona 12 g
Extracto de levadura 24 g
Glicerol 4 mL
Agua destilada hasta 0,9L

Después de esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min afadir
100 mL de tampodn fosfato potasico 1 M pH6.

3.2.2 Medios de cultivo para levaduras

Medio YPD
Extracto de levadura 10g
Peptona 20g
Glucosa 20g
Agua destilada hasta 1L

Para la preparacion de medio solido se afiade agar (20 g/L).
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

Medio Minimo

Medio para la seleccién de transformantes de Saccharomyces cerevisiae
CECT1645.

YNB (sin aminoacidos) 67 g
L-Trp 0,759
L-Leu 0,50¢
Glucosa 20g
Agar 20g
Agua destilada hasta 1L

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.
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Medio MFS
Melazas 15g¢
Solucién Corn steep liquor 10 mL
Agua destilada hasta 1L

Para preparar la solucidn de corn steep se diluye 1:1 una preparacion de
Corn steep liquor al 50% (p/v) (Sigma). Esta disolucion se centrifuga a 5000

rpm durante 10 min y se esteriliza en autoclave.

En este trabajo se utilizaron melazas de remolacha (Azucarera Ebro,
Fabrica de La Rinconada, Sevilla) con una concentracion de azUcares
fermentables del 44,48% (p/v) de los cuales 93,03% sacarosa; 3,66% rafinosa;

2,1% glucosa y 1,21% fructosa.

3.3 Cultivo y conservacion de las cepas

3.3.1 Crecimiento de cepas bacterianas

Las cepas de E. coli se crecieron durante 16-18 horas a 37°C en medio
LB. Los cultivos en medio liquido se realizaron en matraces (de volumen
variable, dependiendo del protocolo), incubando a 250 rpm a la misma

temperatura.

Para la seleccion y cultivo de cepas transformantes resistentes a

ampicilina, el medio se suplementé con 100 pg/mL.

Para la deteccion de transformantes mediante el sistema de
a-complementacion, se afiadieron IPTG (100 pg/mL) y X-Gal (40 pg/mL) al

medio LB sdlido.
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3.3.2 Crecimiento de levaduras

Las cepas de S. cerevisiae se incubaron a 28°C durante 48 h en medio
YPD. Los cultivos en medio liquido se realizaron en matraces (de volumen
variable, dependiendo del protocolo), incubando a 250 rpm a la misma

temperatura.

3.3.3 Conservacion de las cepas

La conservacién de las cepas a corto plazo (2-3 semanas) se realizd a
40C en estria en placas Petri sobre el correspondiente medio sélido. La
conservacion a largo plazo se hizo mediante congelacion a -80°C de una

suspensién de células en glicerol al 20%.

3.4 Tampones y otras soluciones

En la Tabla 3.1 se muestra la composicidon y preparacion de los
tampones y soluciones utilizadas en este trabajo.

Tabla 3.1. Composicion y preparacion de tampones y soluciones.

Nombre Composicion / Preparacion

Agente reductor TCEP 1,25 mM, HCI 0,2 M.

Acido tricloroacético al 7,5% (TCA) | En un matraz aforado de 100 mL se afiaden 7,5 mL del
acido puro (100%, 6,1N) y se enrasa al volumen final con
agua Milli-Q.

Disoluciéon de OPA (o-ftaladehido) Disolver 0,829 g de OPA en 10 mL de metanol. Por otra
12mM en AcNa 50mM parte, pesar 2,058 g de acetato sddico y disolver en 100 mL
agua Milli-Q. Mezclar ambas disoluciones y enrasar hasta
500 mL con agua Milli-Q.

Glicerol 20% Mezclar 200 mL de glicerol con 800 mL de agua destilada.
Esterilizar en autoclave.
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Tabla 3.1. Composicién y preparacién de tampones y soluciones (continuacion).

Nombre Composiciéon / Preparacion

IPTG 1000 x Disolver 1 g en 8 mL de agua Milli Q. Esterilizar
(isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) por filtracién y almacenar a -20°C.

Solucion desnaturalizante NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M.

Solucién neutralizante NaCl 3 M, Tris-HCI 1 M pH 7,5.

SSC 20 x NaCl 3 M, Citrato Sédico 0,3 M pH 7.

SSPE 20 X Mezclar 8,76 g de NaCl, 1,42 g de Na,HPO, y
7,6 g de EDTA en 1 L de H,0O Milli-Q. Esterilizar en
autoclave.

STET Sacarosa 8%, Tritdn X-100 0,5%, Tris HCl 10 mM,

EDTA 50 mM pH 8.

Tampon AE Acetato sédico 50 mM pH 5,2, EDTA 10 mM.
Tampon de deteccién Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M pH 9,5.
Tampon fosfato potasico 1 M pH 7,8 A 90,8 mL de disolucién K;HPO,4 1M se adicionan

9,2 mL de KH,PO,4 1M. Se ajusta el pH segln sea
necesario con las disoluciones iniciales.

Tampon fosfato potasico 600mM pH 7,8 | A 90 mL de tampdn fosfato potdsico 1M pH 7,8 se
le adicionan 60 mL de agua Milli-Q.

Tampon maleico Acido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M pH 7,5.

Tampon TAE 50 x Mezclar 242 g de Tris base en 57,1 mL de &cido
acético glacial. Afiadir 100 mL EDTA 0,5 M pH 8,
completar con H,O Elix hasta 1 L.

X-Gal 1000 x Disolver 40 mg en 1 mL de N,N’-dietilformamida.
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D- Almacenar a -20°C.

galactopirandsido)

Tampon TE Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM pH 8.
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3.5 Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos utilizados como cebadores en reacciones en cadena
la empresa MWG-Biotech AG

(Ebersberg, Alemania). En las Tablas 3.2 y 3.3 se muestran las secuencias de

de la polimerasa fueron sintetizados por

todos ellos. Los oligonucleétidos utilizados en las reacciones de RT-PCR se

disefiaron mediante el software especifico Primer Express (Applied Biosystems).

Tabla 3.2. Oligonucledtidos utilizados para las reacciones de PCR utilizando DNA
genomico de S. cerevisiae como molde.

Nombre Secuencia (5°-37) Tm (°C) Funcion
GTTTGGGAATTCAGCTCTAAG
rDNA1-F Diana EcoRI 55,9 Amplificacion fragmento
del extremo 5’ del rDNA
GACGATCGAATTCCACGTCAGA 255
rDNA1-R 60,3
Diana EcoRI
GTCTCCAAGCTTAACAGCCTC
rDNA2-F Diana HindIIl 59,8 Amplificacion fragmento
del extremo 3’ del rDNA
CGCCGAAGCTTCCACTTATTC 255
rDNA2-R 59,8
Diana HindIIl
AAACCTGCAGGAAACGAAG
URA3-F Diana Pstl 54,5 Amplificacion del gen
marcador de seleccién
TTAGGATCCATGCATTTACTTAT URA3d
URA3-R ) 53,5
Diana BamHI
GSH1-F T(;AGCTCGAGTATAGAAGAATAAAATGGG 62,4
Diana Xhol e
Amplificacién del gen
GSH1
GSH1-R ACTTTCTTTCGCGGCCGCAGTAAAAGGAG 71,4

TTTAACATTTGC Diana Notl
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Tabla 3.3. Oligonucledtidos utilizados para las reacciones de RT-PCR cuantitativa
utilizando como molde RNA de S. cerevisiae.

Nombre Secuencia (5'-3") Tm (°C) Gen amplificado
ADH1-F TGGTTACACCCACGACGGTT 59,4 Alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1)
ADH1-R GAGGAATGTGAGCGGCTTGA 59,4
CDC19-F GATGTCGATTTGCCAGCTTTG 57,9 Piruvato quinasa 1 (CDC19)
CDC19-R GAAGACCATGTGGACACCGTT 59,8
CYS3-F2 GAAGCTGCTTCCAAGTTCGC 59,4 Cistationina y-liasa (CYS3)
CYS3-R2 CAGCGGGCACTTCCAATAGA 59,4
CYS4-F2 TAAATCTGAGCAGCAAGCCGA 57,9 Cistationina B-sintasa (CYS4)
CYS4-F2 TGATACCCAAAGCCTTAGGCA 57,9
ENO2-F ATTGCTACCG CCATCGAAAA 55,3 Enolasa 2 (ENO2)
ENO2-R GTTGGCAGCGAAAGAGTCTTG 59,8
GSH1-F2 AGCCAAAAATTCGACAGGCA 55,3 y-Glutamilcisteinil sintetasa

(GSH1)
GSH1-R2 GGTCATCCTCGATGGACACC 61,4
GSH2-F2 AAATGCATCGGTGTCACCAG 57,3 Glutation sintetasa (GSH2)
GSH2-R2 CAGGTTGGGCCATATCTTGG 59,4
MET2-F CAACCTGTGGCCGGACTATC 61,4 Homoserina-0-acetiltransferasa
(MET2)
MET2-R TTTGCGTGTCTCCTCCCTTT 57,3
PDC5-F CTAACGAATTGAACGCTGCCT 57,9 Piruvato descarboxilasa 5 (PDC5)
PDC5-R ACAACGTGCAAAACACCGAC 57,3
SER2-F CCTGCATAGCTCATGGAGAAAA 58,4 Fosfoserina fosfatasa (SER2)
SER2-R TTGAACAATCGATCCTGCGA 55,3
18S-F ATTGGAAGGGCAAGTCTGGTG 59,4 rRNA 18S
18S-R AAAGTCCTGGTTCGCCAAGAG 59,8
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3.6 Plasmidos

En la Tabla 3.4 se muestran los plasmidos utilizados en este trabajo y

sus caracteristicas mas relevantes.

Tabla 3.4. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Tamaiio (kb) Marcador Caracteristicas Fuente

pUC18Not 2,686 Ampicilina Vector de clonacion en Herrero y col.
E. coli. Idéntico al puUC18, (1990)

pero cuyo sitio de

clonacion  multiple esta

flanqueado por dos dianas

Notl

puC19 2,686 Ampicilina Vector de clonacién en Invitrogene
E. coli. Seleccion por o
complementacién en
presencia de IPTG y X-Gal.

p416TEF 5,526 Ampicilina Vector de expresion en Mumberg y
levaduras. Contiene el col. (1995)
promotor constitutivo TEF,

el terminador CYC1 vy el

sitio de clonaciéon multiple

del plasmido pBSK.

pBT1 3,624 Ampicilina pUC19 portando el gen Este trabajo
GSH1 de S. cerevisiae

CECT 1328 clonado en

Smal.

pBT20 3,326 Ampicilina pUC18Not con fragmento Este trabajo
rDNA2 de S. cerevisiae

CECT 1328 clonado en

HindIII.

pBT21 3,924 Ampicilina pBT20 con fragmento de Este trabajo
rDNA1 de S. cerevisiae

CECT 1645 clonado en

EcoRI.

pBT32 4,7 57 Ampicilina pBT21 portando el gen de Este trabajo
seleccién URA3d de

S. cerevisiae CECT 1328

clonado en Pstl/BamHI

pBT39 5,514 Ampicilina pBT32 portando el Este trabajo
fragmento Sacl/Kpnl de
p416TEF.

pBT119 7,611 Ampicilina Vector de expresion  Este trabajo

integrativo pBT39 portando
el gen GSH1 de
S. cerevisiae CECT 1645
clonado en Xhol/Xbal.
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3.7 Purificacion de acidos nucleicos

3.7.1 Purificacion de DNA plasmidico de bacterias
3.7.1.1 Minipreparaciones de DNA plasmidico (minipreps)

Se ha seguido el protocolo descrito por Holmes y Quigley (1981), el cual
permite obtener DNA plasmidico de un gran nimero de colonias en poco tiempo.

1. Se inoculan, a partir de colonias aisladas, tubos Eppendorf con 1 mL de
medio TB suplementado con el antibidtico apropiado y se incuban a
250 rpm, a 37°C durante 8-12 h.

2. Se recogen las células por centrifugacion a 10.000 rpm, a T@ ambiente
durante 10 min. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el
precipitado en 300-350 pL de STET mediante agitacién fuerte.

3. Se afiaden 10 pL de una solucion de lisozima alcalina en agua
(10 mg/mL) y se incuba 45 s con agitacion fuerte.

4. Se incuban las reacciones en agua hirviendo durante 45 s (se provoca la
coagulacion de los restos celulares, DNA cromosomico y proteinas). Se
centrifuga a 14.000 rpm, a T2 ambiente durante 15 min. El precipitado
formado por los componentes celulares se retira del fondo de los tubos

con un palillo estéril.

5. El sobrenadante obtenido se mezcla con 40 pL de acetato sédico 3M
pH 5,2 y 400 uL de 2-propanol, precipitando con este procedimiento el
DNA plasmidico. Dicho DNA se recoge por centrifugacién a 14.000 rpm,
a T@ ambiente durante 10 min y una vez descartado el sobrenadante, se

lava con etanol al 70%.

6. El precipitado se seca al aire y se resuspende en 30-40 uL de TE,

almacenandose a -200°C.
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3.7.1.2 Preparaciones de DNA plasmidico

La obtencién de DNA plasmidico se llevé a cabo utilizando el
“Nucleospin® Plasmid Kit” (Macherey-Nagel). Mediante este método, el DNA
plasmidico contenido en las cepas hospedadoras de E. coli, es liberado mediante
lisis alcalina. Posteriormente, el lisado resultante se neutraliza y se crean las
condiciones apropiadas para la unidon del DNA plasmidico a una membrana de
silica. Las posibles contaminaciones con sales, metabolitos y componentes
celulares macromoleculares se retiran mediante un lavado de la membrana con
etanol al 70%. El plasmido purificado es finalmente eluido bajo unas condiciones
idnicas bajas con un tampédn ligeramente alcalino (Tris HCI 5 mM pH 8,5).

3.7.1.3 Preparaciones de DNA plasmidico a gran escala

La obtencion a gran escala de DNA plasmidico se llevd a cabo empleando
el “"Nucleobond® PC Kit” (Macherey-Nagel). La membrana que se utiliza en este
kit (NucleoBond® AX) es una resina de silica con un intercambiador anionico
(Metiletilamina). Una vez equilibrada la membrana con un tampdn adecuado, el
DNA plasmidico queda unido a la resina, siendo posteriormente eluido tras
varios lavados. Después de la precipitacion con isopropanol el DNA se
resuspende facilmente en tampoén TE.

3.7.2 Purificacion de fragmentos de DNA

En el presente trabajo se han utilizado sistemas de purificacion de DNA
basados en la adsorcién a silica de los acidos nucleicos (“Nucleospin® PC Extract
Kit”, Macherey-Nagel). Mediante este método el DNA se une, en presencia de
sales caotropicas y otros componentes que disuelven la agarosa, a una
membrana de silica dispuesta en el interior de una columna. A continuacién, se
realiza un lavado con un tampdn etandlico para eliminar sales y componentes
macromoleculares solubles y, finalmente, el DNA se eluye con un tampon de

baja fuerza idnica y alcalinidad (Tris-HCI 5 mM pH 8,5).
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Este procedimiento se utilizd6 para purificar productos de PCR,

digestiones con enzimas de restriccion y fragmentos de DNA extraidos de geles

de agarosa.

3.7.3 Purificacion de DNA genomico de levaduras

La obtencién de DNA gendémico de levaduras se llevd a cabo empleando

“AquaPure DNA Isolation Kit” (BioRad). El protocolo utilizado fue el siguiente:

1.

A partir de un cultivo en 10 mL de medio YPD crecido durante 48 h, se
toman 200 pL y se centrifugan a 13.000 rpm a T2 ambiente durante

5 min.

Se mezclan en frio 300 pL del tampdn de lisis celular con 1,5 pL de

Proteinasa K (20 mg/mL).

Una vez centrifugadas las células, se elimina el sobrenadante y se

resuspenden en la mezcla del tampdn de lisis con Proteinasa K.

A continuacién, se afiaden 200 pL de perlas de vidrio acidificadas y
se agita con vortex durante 4 min. Se incuban las muestras a 50-55°C
durante 1 h. Una vez enfriadas se afiaden 1,5 pL de disolucién de RNAsa
(10 mg/mL), se agita la mezcla y se dejan incubando durante 15 min a
37°cC.

Se dejan enfriar las muestras a T2 ambiente y se afiaden 100 pL de
disolucion de precipitacion de proteinas. Se agita con vortex durante

30 s y se centrifuga a 13.000 rpm durante 3 min a T2 ambiente.

Se transfieren los sobrenadantes a un tubo Eppendorf limpio y se
afiaden 300 pL de isopropanol. Se mezcla varias veces por inversion
durante 1 min. Se centrifugan las muestras a 13.000 rpm durante 1 min
a T@ ambiente, se elimina el sobrenadante y se afiaden 300 pL de etanol

al 70%, mezclando varias veces por inversion durante 1 min.
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7. Se centrifugan las muestras a 13.000 rpm durante 1 min a T2 ambiente

y se elimina el etanol. Se seca el precipitado al aire durante 15 min.

8. Se afiaden 50 pL de tampdn de hidratacion de DNA. Se resuspende el
DNA incubando la muestra a 65 °C durante 1 h, o bien durante toda la

noche a T2 ambiente.

Perlas de vidrio acidificadas: se mezclan las perlas de vidrio con acido nitrico
concentrado (realizar en campana de extraccién), durante 1 h. Se lavan

extensivamente con agua y se secan en un horno a 65°C.

3.7.4 Purificacion de RNA total de levadura

Para evitar la degradacion del RNA por ribonucleasas, es importante
usar, durante todo el proceso de extraccién, guantes (cambiarlos
frecuentemente), puntas obtenidas de una bolsa recién abierta, material de
vidrio tratado previamente con cloroformo y soluciones tratadas con
dietilpirocarbonato (DEPC) o preparadas en agua Elix tratadas con DEPC
(H,0pepc). Para la preparacion del H,Opepc Se disuelve dietilpirocarbonato al 0,1%
en agua destilada mediante agitacion durante 12-15 h y se esteriliza en

autoclave.

La purificacion de RNA se realizd siguiendo el método descrito por
Schmitt y col. (1990). El protocolo utilizado fue el siguiente:

1. Se centrifugan 10-15 mL de cultivos celulares en fase de crecimiento

exponencial a 5.000 rpm durante 5 min a 4°C.

2. Una vez eliminado el sobrenadante, los tubos con las células se colocan
en un recipiente con nitrégeno liquido y se almacenan a -80°C hasta la

extraccion del RNA.

3. Para la extraccién, se resuspende el sedimento celular en 400 pL de

tampon AE y se transfiere a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.
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4, Se afladen 40 pL de SDS 10% y se mezcla vigorosamente.
Posteriormente, se anade un volumen igual de fenol acido y se incuba 4

min en un bafio a 65°C, agitando la mezcla periédicamente.

5. Después se incuba 5 min en hielo y se centrifuga a 12.000 rpm 5 min a
Ta ambiente. Una vez centrifugado, la fase acuosa se transfiere a un
tubo nuevo y se afiaden 450 L de cloroformo. La mezcla se centrifuga a
10.000 rpm durante 5 min a T2 ambiente.

6. La fase acuosa se transfiere a un nuevo tubo y se afiaden 40 pL de
acetato soédico 3M (pH 5,3) y 1 mL de isopropanol. Se centrifuga a
12.000 rpm 10 min a T2 ambiente y se elimina el sobrenadante.

7. Se lava el sedimento con 500 uL de etanol 70%, se centrifuga igual que

en el paso anterior y se seca el RNA a T2 ambiente durante 15 min.

8. Finalmente, se resuspende en 20 pL de H,Opgpc ¥ Se incuba unos min a
650°C para facilitar la disolucion del RNA.

3.8 Manipulacion de acidos nucleicos

3.8.1 Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion empleadas para la realizacion de este trabajo
fueron utilizadas siguiendo las recomendaciones de los proveedores (Promega).
La composicion del tampon de reaccidn, pH y concentracion de sales apropiados
para cada enzima se respetdé en todo momento, utilizando en cada paso el

tampdn de reaccién suministrado por la casa comercial.

Las reacciones contenian 0,5-5 ug de DNA, 0,1 volumenes del tampdn
de restriccion correspondiente y 0,5-5 unidades de la enzima, en un volumen

final de 10-100 pL completados con agua Milli-Q.
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Las digestiones se llevaron a cabo incubando las mezclas de reaccion

durante 1-12 h a la temperatura indicada por el fabricante.

3.8.2 Relleno de extremos 5’ protuberantes

El relleno de extremos 5’ protuberantes en fragmentos de DNA se llevo a
cabo utilizando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli (Roche

Molecular Biochemicals). El procedimiento fue el siguiente:

1. Se purifica el DNA digerido mediante el kit “NucleoSpin® Extract” y se
resuspende el DNA en 30 pL de agua Milli-Q.

2. El relleno con Klenow se realizé en un volumen de 50 pL y se prepard
afiadiendo los 20 uL del DNA purificado, 5 pL del tampdn de la enzima,
los desoxinucledtidos trifosfato (hasta 25 uM) y dos unidades de enzima.

Se completd el volumen hasta 50 pL con agua Milli-Q.
3. La reaccion se incubé 30 min a 37°C.

4, El DNA se volvié a purificar con el kit “NucleoSpin® Extract”.

3.8.3 Ligacion de moléculas de DNA

Para la ligacion de extremos de moléculas lineales de DNA se utilizd la
enzima DNA ligasa del bacteriéfago T4 (Roche Molecular Biochemicals), la cual
cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre extremos 3 ’-hidroxilo y

5’ -fosfato entre dobles cadenas de DNA. El protocolo seguido fue el siguiente:

1. Se mezclan en hielo cantidades de vector e inserto (proporcidon 1:3) en

un volumen final de 8,5 pL.

2. Se anade 1 pL de tampodn de ligasa 10X y se afade 0,5 pL de enzima
(1 U/pL).

3. La reaccidn se incuba 12 h a 8-12°C.
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4. Finalmente, los productos de la reaccion de ligacion son utilizados para

transformar una cepa apropiada de E. coli.

3.8.4 Determinacion espectrofotométrica de la cantidad de RNA

La cuantificacién de la cantidad de DNA o RNA de una muestra se realiz
segun el procedimiento descrito por Sambrook y col. (1989) basado en la
medida de la absorbancia de una muestra, en un espectrofotometro y en cubeta
de cuarzo, a 260 y 280 nm. La lectura a 260 nm permite determinar la
concentracion de acido nucleico en la muestra mientras que la medida a 280 nm
indica la cantidad de proteinas. De esta forma, una densidad 6ptica (DO) de 1
corresponde, aproximadamente, a 40 pg/mL de RNA. La relacidon entre las
medidas a 260 nm y a 280 nm (DO0nm/DO0280nm) Proporciona informacion de la
pureza del acido nucleico. Preparaciones puras de RNA tienen valores entre 1,8

y 2.

3.8.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La mezcla de reaccion estandar para la amplificacion de fragmentos de
DNA se realiz6 en tubos Eppendorf de 200 pL afiadiendo los siguientes

componentes, en el orden indicado:

Agua Milli-Q estéril hasta 50 pL
Tampodn de la polimerasa 10X 5 puL
Oligonucleétido 1 (100 uM) 0,2 uL
Oligonucledtido 2 (100 pM) 0,2 yL
dNTPs (10mM) 1L
DNA molde (10-50 ng) 1L
DNA Polimerasa (5U/uL) 0,5 pL

Una vez preparada la mezcla de reaccién se selecciona y se desarrolla el

programa de amplificacién.
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El esquema general de una PCR consta de tres pasos:

1. Desnaturalizacién: 94-96°C, 30-60 s. En este punto se desnaturaliza
completamente el DNA molde, haciéndolo accesible para la union de los

cebadores a sus zonas complementarias.

2. Hibridacién: 37-70°C, 30-60 s. La disminucion de la temperatura
favorece la union de los oligonucledtidos a sus zonas complementarias
en el DNA molde. La temperatura de renaturalizacion se establece
generalmente 5°C por debajo de la temperatura de fusion (Tm) de los
oligonucleétidos, calculada empiricamente por su composicion

nucleotidica.

3. Extension o elongacidn: 68-72°C. El tiempo de elongacion dependera
del tamafio del fragmento de DNA que se quiera amplificar y de la
polimerasa utilizada. Las polimerasas que se han utilizado para la
realizacion de este trabajo tenian una velocidad de sintesis de 0,5-2
kb/min.

El conjunto de estos tres pasos constituye un ciclo de PCR. Las
reacciones completas pueden constar de entre 20 y 40 ciclos, duplicandose,
tedricamente, la cantidad de DNA correspondiente al fragmento a amplificar en
cada ciclo. Adicionalmente se suele realizar un paso inicial de desnaturalizacion,
a 94-96°C durante 2-3 min, para asegurarse de que en el primer ciclo todo el
DNA molde se encuentre completamente desnaturalizado. Igualmente, después
de finalizar el Ultimo ciclo de PCR se puede programar un paso de extension, a
68-72°C durante 5-10 min, en el que se permite que la polimerasa termine de

sintetizar todas las hebras que no hubiera completado.

El procedimiento experimental seguido se realizd utilizando wun

termociclador iCycler™ (BioRad).

Finalizado el programa, una alicuota o todo el volumen de la reaccion se

analiza en un gel de agarosa.
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3.9 Electroforesis de macromoléculas

3.9.1 Electroforesis de DNA

Las condiciones de electroforesis para separar moléculas de DNA en

geles de agarosa fueron las descritas por Sambrook y col. (1989).

Se utiliz6 agarosa de baja electroendosmosis (“Molecular Biology
Agarose”, Bio-Rad) a diferentes porcentajes (0,5-1,5%), dependiendo del
tamanfo de los fragmentos de DNA a separar. Como tampon de electroforesis se
utiliz6 TAE. El gel se prepard calentando el tampdn con la agarosa en

microondas.

Las muestras de DNA se mezclaron con tampon de carga “Blue/Orange
6x Loading Dye” (Promega).

Para desarrollar la electroforesis se aplicd una diferencia de potencial de
80-100 voltios durante un tiempo variable (1-2 h), dependiendo del tamafo, del

porcentaje del gel y tamafio esperado de los fragmentos de DNA.

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se tifieron sumergiéndolos
en una solucién de bromuro de etidio (5 pg/mL) durante 15-20 min, se
observaron sobre un transiluminador de luz UV (“Bioimaging System” A = 302
nm, Syngene) y se fotografiaron con una video impresora (Digital Graphic
Printer UP-D890, Sony).

El tamafio y concentracidén de las bandas de DNA en los geles de agarosa

se estimd por comparacion con varios marcadores de peso molecular.

3.9.2 Electroforesis de RNA

Para el analisis de las muestras de RNA se utilizd el sistema comercial

“RNA 6000 Nano assay Kit”, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Este sistema se basa en una electroforesis en chip en un Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies). La electroforesis tiene lugar en pequefios
canales grabados sobre un soporte sélido (chip). La presencia de RNA se
determina mediante la excitaciéon por laser de un fluoréforo que se une

especificamente a este tipo de molécula.

El tratamiento de datos se realiza con un software, mostrando el gel
clasico y un electroferograma con las diferentes bandas. Al mismo tiempo
cuantifica cada una de las bandas mostrando su tamafio, su concentracién en

ng/mL y su molaridad.

3.10 Transformacion de células

3.10.1 Escherichia coli

Mediante este procedimiento se preparan las células de E. coli para
alcanzar un estado de “competencia” que permita introducir varias copias de un
vector plasmidico (Sambrook y col., 1989) y una alta eficiencia de

transformacion (hasta 10°-10'° transformantes por ug de DNA).
3.10.1.1 Preparacion de células electrocompetentes

A partir de una colonia aislada se inocula un matraz de 500 mL con 100
mL de medio LB (preparado con agua Milli-Q). Se incuba a 250 rpm y 37°C
durante 16 h.

1. Seinoculan 2 matraces de 500 mL con 100 mL de medio LB (preparado
con agua Milli-Q) con 1 mL del cultivo anterior. Se incuban a 250 rpm y

37°C hasta alcanzar una DOggonm de 0,5 (aproximadamente 2 h).

2. Se enfrian los cultivos en agua-hielo durante 30 min para ralentizar el

crecimiento del cultivo.
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3. Se recogen las células por centrifugacion a 4.000 rpm durante 10 min a
40C.

4. El precipitado se lava sucesivamente con 200, 100 y 4 mL de glicerol al
10% (preparado con agua Milli-Q) frio y finalmente se resuspende en

400 pL de esta solucion.

5. La suspension de células se reparte en alicuotas de 40 pL en tubos
Eppendorf de 1,5 mL frios y se congelan rapidamente por inmersion en
nieve carbodnica/etanol o en nitrégeno liquido. Los tubos se guardan a
-800°C.

3.10.1.2. Transformacién por electroporacion

1. Mezclar 1-5 uL de DNA con 40 pL de células competentes descongeladas

en hielo.

2. Se transfiere la mezcla de células y DNA a una cubeta de electroporacion
de 0,2 cm, previamente enfriada en hielo. La mezcla debe estar en
contacto con las dos laminas metdlicas de la cubeta y sin formar

burbujas.

3. Se ajustan las condiciones de electroporacién (10 pF, 2500 V y 600 Q) y
se aplica un pulso. La duracién del pulso debe ser de 4-5 milisegundos
para obtener una buena eficiencia de transformacidén. La cubeta se

coloca en hielo.

4, Se afade 1 mL de LB en la cubeta de transformacion, se mezcla con una

micropipeta y se recoge el medio con células en un tubo de 1,5 mL.

5. Seincuba a 250 rpm y 37°C durante 1 h.

6. Se siembra la suspension de células en placas de medio sélido con el

correspondiente antibiotico.
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3.10.2 Saccharomyces cerevisiae

Se utilizd el sistema comercial “Yeast Transformation Kit” (Sigma
Chemical). Las células de levadura se incuban en una disolucién tamponada de
cloruro de litio y, a continuacidén, la transformacidn se realiza mediante la
incubacion de las células competentes con el DNA transformante y el DNA de
transporte (DNA de esperma de salmdn) en una solucién que contiene polietilen
glicol (PEG).

3.10.2.1 Preparacion de células competentes

1. Se inocula una colonia aislada en 20 mL de medio YPD liquido en un

matraz de 100 mL.

2. Se incuba a 250 rpm y 28°C durante 16 h. El cultivo debe alcanzar la

fase de crecimiento estacionario (DOgoonm >2).

3. Se diluye el cultivo en 100 mL del mismo medio hasta una DOggonm
aproximadamente de 0,3. Se incuba a 250 rpm y 28°C durante 3-6 h. La
DOgoonm del cultivo deberia duplicarse al menos una vez y no pasar de
1,5.

4. Se recogen las células por centrifugacion a 5.000 rpm durante 5 min a
Ta ambiente. Se elimina el sobrenadante y se resuspenden las células en
50 mL de agua Elix estéril.

5. Se centrifugan de nuevo las células como en el paso anterior y se
elimina el sobrenadante. Se resuspenden las células en 1 mL de tampdn
de transformacion. Las células pueden almacenarse una semana a 4°C o

se puede afadir glicerol al 15% y mantenerlas a -80°C.
3.10.2.2 Transformacion

1. Se toman 10 pL de DNA de transporte (10 mg/mL), 0,1 pg del DNA
transformante y se afladen a 100 pL de células competentes. Se mezcla

con vortex.
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2. Se afiaden 600 pL de tampdn de cloruro de litio y se mezcla con vortex.
Se incuba a 250 rpm y 28°C durante 30 min.

3. Se anfaden 71 pL de DMSO y se incuba a 42°C durante 15 min en un

bafio o un bloque calefactor.
4. Se centrifugan las células durante 3 s y se elimina el sobrenadante.

5. Se resuspenden las células en 500 uL de agua Elix estéril. Se siembran
100 pL en placas de seleccion y se incuba a 30°C durante 2-3 dias hasta

que aparezcan las colonias.

3.11 Transferencia, marcaje e hibridacion de DNA

3.11.1 Transferencia

La transferencia de DNA de geles de agarosa a membranas de nylon
Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech) se realizd mediante un sistema de
transferencia con vacio (Vacuum Blotter System, BioRad). El método seguido fue

el siguiente:

1. Una vez visualizado el gel de agarosa, se cubre en acido clorhidrico 0,25
M y se incuba 15 min con agitacion suave. Se elimina el acido y se lava

el gel con agua destilada.

2. Se afiade solucién desnaturalizante hasta cubrir el gel y se incuba 30
min con agitacién suave. Se elimina, se lava con agua destilada y se

cubre con solucién neutralizante. Se incuba 30 min.

3. Se corta una membrana de nylon de un tamafio igual al del gel de

agarosa y se humedece con disolucién SSC 20X.

4. Se coloca la membrana de nylon sobre la placa porosa de la cubeta de

transferencia. Sobre ésta se coloca una lamina de plastico que cubra
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toda la placa porosa y que posea una apertura rectangular en el centro,

de un tamano ligeramente inferior a la membrana.

5. Se coloca el gel sobre la lamina de plastico y se conecta la bomba de
vacio a 5 pulgadas de mercurio (Hydrotech™ Vacuum Pumb, BioRad).

6. Se cubre el gel con SSC 20X. Se mantiene la transferencia durante, al
menos, 2 h. Una vez transcurrido el tiempo, se apaga el sistema de
vacio, se retira el gel, se recoge la membrana, se lava con SSC 2X y se
fija el DNA a la membrana mediante luz ultravioleta (UV Stratalinker®
1800, Stratagene).

3.11.2 Marcaje

Los fragmentos de DNA utilizados como sondas se marcaron con
digoxigenina 11-dUTP mediante PCR.

La mezcla de reaccion estandar para la amplificacion de fragmentos
marcados con digoxigenina 11-dUTP de DNA se realiz6 en tubos Eppendorf de

200 uL afiadiendo los siguientes componentes, en el orden indicado:

Agua Milli-Q estéril hasta 50 pL
Tampon de la polimerasa 10X 5puL
Oligonucledtido 1 (100 uM) 0,2 uL
Oligonucledtido 2 (100 uM) 0,2 uL
dNTPs (2 mM) 5puL

- dATP (2 mM)

- dCTP (2 mM)

- dGTP (2 mM)

- dTTP (1,8 mM)

- DIG-11-dUTP (0,2 mM)
DNA molde (10-50 ng) 1pL
Polimerasa (5U/uL) 0,5 pL
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Las muestras con la mezcla de reaccidn se someten a los siguientes

ciclos en el termociclador:

Tras una etapa de preincubacion de 5 min a 95°C, se lleva a cabo la
amplificacion en 30 ciclos, comprendiendo cada ciclo una etapa de
desnaturalizacién, una etapa de anillamiento y una etapa de elongacion,
determinado por cada gen. Al final se programa un paso de extension, a 68-
720C durante 5-10 min.

3.11.3 Hibridacidon
3.11.3.1 Prehibridacion e hibridacion

Ambos procesos se realizaron siguiendo las indicaciones del “DIG High

Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I"” (Roche Molecular Biochemicals).

1. Se precalienta un volumen (10 mL/100 cm? membrana) de tampdn de
hibridacién a la temperatura de hibridacion (37-42°C). Prehibridar la

membrana durante al menos 30 min.

2. Se desnaturaliza la sonda calentando a 100°C durante 10 min. Se deja

en hielo.

3. Se aflade la sonda previamente desnaturalizada a un volumen apropiado
de tampodn de hibridacién precalentado (3,5 mL/100 cm? membrana) y

se mezcla bien evitando la formacion de burbujas.

4. Se elimina el tampdén de prehibridacién y se afiade la disolucion de
hibridacién (conteniendo la sonda) a la membrana. Se incuba durante
4-12 h con agitacion suave a 42°C.

5. Se elimina la disolucidon de hibridacion y se hacen 2 lavados de 5 min
cada uno con 100 mL de SSC 2X, 0,1% SDS a temperatura ambiente

bajo constante agitacion.
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6. Se realizan dos lavados de 5 min cada uno con 100 mL de SSC 0,5X,
0,1% SDS (precalentado a la temperatura de lavado) a 65-68°C bajo

constante agitacion.

3.11.3.2 Deteccion inmunolégica

1. Después de realizar los lavados, se enjuaga la membrana durante 1-5
min en tampodn de lavado (tampdn maleico, 0,3% (v/v) Tween 20) bajo
constante agitacion.

2. Se incuba durante 30 min en 100 mL de disolucidén de bloqueo (preparar
una disolucion 1X diluyendo 1:10 la disolucidon del kit, con tampdn

maléico) bajo constante agitacion.

3. Se incuba 30 min con agitacién suave en 20 mL de disolucién de
anticuerpo que contiene el anticuerpo anti-DIG (digoxigenina) ligado a

una fosfatasa alcalina (se diluye 1:5000 en disolucién de bloqueo).

4. Se hacen dos lavados de 15 min cada uno con 100 mL de tampodn de
lavado.

5. Se equilibra 2-5 min con 20 mL de tampdn de deteccidon bajo agitacidon

constante.

6. Se incuba la membrana con 10 mL de disolucidén de color (se afiade 0,2
mL de solucion NBT/BCIP a 10 mL de tampdn de deteccion) en
oscuridad y sin agitacion.

7. La reaccidén se detiene lavando la membrana durante 5 min con 50 mL

de agua Milli-Q o con TE.
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3.12 Mutacion de cepas de S. cerevisiae

3.12.1 Curva de mortalidad

Para realizar la mutagénesis de cepas de S. cerevisiae con el agente
alquilante N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), se utilizdé el método

descrito por Lawrence (1991).

La nitrosoguanidina es uno de los agentes mutagénicos mas potentes. Es
imprescindible el uso de guantes y mascarilla de seguridad mientras se realice la
manipulacién de este agente mutagénico. Todo el tratamiento debe realizarse en

una campana de extraccién de gases.

Para poner a punto el método de mutacion se realizd en primer lugar,
una curva dosis-respuesta. Esta curva sirve para establecer el tiempo de
tratamiento y la concentracién de NTG necesaria para alcanzar una tasa de
mortalidad del 90-95%. Para ello, decidimos fijar la concentracion de NTG (0,15

mg/mL) y tomar muestras a distintos tiempos de incubacién.
El procedimiento utilizado fue el siguiente:

1. Con un asa de siembra se inocula una colonia de la cepa a mutar en un
matraz de 50 mL conteniendo 5 mL de medio YPD. Se incuba a 250 rpm y
28°C durante 24 h.

2. Se inocula un matraz de 250 mL conteniendo 30 mL de medio YPD con
200 pL del preindculo anterior. Se incuba a 250 rpm y 28°C durante 16-
18 h.

3. Se centrifugan las células (en tubo Falcon) a 6.000 rpm, durante 5 min a
Ta ambiente. Se elimina el sobrenadante y se resuspenden las células en
30 mL de tampdn fosfato potasico 50 mM pH 8,0. Se repite el paso 3.
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4. Para determinar el nimero de células inicial, se toma una alicuota y se
realizan diluciones seriadas del cultivo que se siembran en placas de
medio YPD.

5. Se prepara en un bote de plastico con tapa de rosca unos 300-500 mL de
tiosulfato sédico al 5%. Todo el material (puntas, tubos, sobrenadantes,
guantes, etc.) que entre en contacto con el agente mutagénico debera

depositarse en este recipiente para su inactivacion.

6. En una campana de gases, se afiade al resto de la suspension celular 900
ML de una solucion de NTG (0,15 mg/mL).

7. Seincuba el tubo a T2 ambiente, con suave agitacidon. Se toman muestras
de cultivo (1mL) a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min. Cada muestra se
centrifuga a 6.000 rpm durante 5 min y T2 ambiente. Se elimina el
sobrenadante vertiéndolo en el bote que contiene la solucion de tiosulfato

sodico.

8. Las células se resuspenden en 1 mL de una solucidn de tiosulfato sodico
al 5% estéril y se centrifuga como en el apartado anterior. Se repite este

proceso de lavado 3 veces.

9. Finalmente, las células se resuspenden en 1 mL de glicerol al 20%. Se

realizan diluciones seriadas que se siembran en medio YPD.

10. Se determina la tasa de mortalidad a los tiempos establecidos.

3.12.2 Mutagenesis

La mutacidon de cultivos de S. cerevisiae se realizd siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 3.11.1. Se utilizd la misma concentracion de NTG y el
tiempo de tratamiento fue de 20 min con el fin de lograr una tasa de mortalidad
mayor del 90%. Los cultivos mutados se guardaron en alicuotas de 10 mL a -
20°cC.
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3.13 Seleccidén de cepas superproductoras de glutation

3.13.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (CMI) para los diferentes agentes
utilizados durante las rondas de seleccion se determind sembrando,
aproximadamente, 10° u.f.c. de la cepa parental correspondiente a cada ronda,

sobre placas de YPD conteniendo distintas concentraciones del agente utilizado.

La concentracion a la que no se observd ningln crecimiento, se utilizd
para llevar a cabo la posterior seleccidon. Este proceso se realizd previamente

para cada una de las rondas de mutacidon y seleccidn realizadas.

Los agentes selectivos utilizados en las sucesivas rondas para la
obtencion de cepas superproductoras de GSH fueron los agentes oxidantes
perdxido de hidrégeno (H,0,) e hidroperoxido de terc-butilo (TBOOH) y metales
pesados como el cloruro de cadmio (CdCl,).

3.13.2 Seleccion

Una vez determinada la CMI para cada compuesto, la seleccién de cepas
resistentes capaces de crecer en presencia de concentraciones elevadas de estos

agentes oxidantes o Cd** se realizd de la siguiente forma:

1. Se preparan placas de medio YPD conteniendo la CMI establecida para

cada compuesto.

2. En cada placa se siembran, aproximadamente unas 10° u.f.c. de la cepa

de S. cerevisiae previamente mutada con NTG.
3. Las placas se incuban durante una semana a 28°C.

4. lLas cepas capaces de crecer se pican en placas de YPD vy,

posteriormente, se analiza su contenido en GSH.
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5. Se prepara un preindculo en 5mL de YPD de cada cepa y se incuba a 250
rpm a 28°C durante 24 h.

6. El cultivo se diluye en 10 mL del mismo medio hasta alcanzar una
DOgoonm de 0,1 y se incuba a 250 rpm a 28°C durante 18 h.

7. Se toman muestras para la determinacién de la biomasa y la
concentracion de GSH.

3.14 Analisis de la concentracion de glutation

3.14.1 Analisis mediante HPLC-fluorescencia

El método utilizado se basa en los métodos descritos por Cereser y col.
(2001) y Busto y col. (1997), y es aplicable a la determinaciéon de la forma
reducida de GSH y del dipéptido y-glutamilcisteina (gGC) en células de
S. cerevisiae. El procedimiento es valido para un rango de concentracién entre 1
y 300 pumol/L.

El objetivo del método es la determinacién de la cantidad de glutation
celular tanto reducido como oxidado mediante HPLC por fluorescencia. Por ello,
todo el GSH presente debe ser reducido mediante una reaccién previa.

El método se basa en la derivatizacion del glutation y del dipéptido gGC
con o-ftaladehido (OPA) a pH 7,6 y a T@ ambiente. La reaccion origina un
compuesto altamente fluorescente previo a la inyeccion. Se utilizan patrones de

concentraciones de GSH de 1 a 250 ym para realizar una recta de calibracién.

1. A partir de un cultivo de S. cerevisiae, se toma 1 mL de muestra y se

centrifuga a 10.000 rpm y T@ ambiente durante 2 min.

2. Se lavan las células con 1 mL de agua Elix y se vuelve a centrifugar en

las mismas condiciones.

76



3. Materiales y Métodos

3. A continuacion, las células se resuspenden en 300 pL de acido
tricloroacético (7,5%) y se rompen mediante agitacion fuerte durante

1 min.

4. Se centrifugan a 13.200 rpm y T2 ambiente durante 1 min y a
continuacion se toman 100 pL del sobrenadante que se diluyen con 300
uL de agua Milli-Q.

5. Una vez preparados patrones y muestras del modo descrito
anteriormente, en una serie de viales cromatograficos de vidrio, se
anaden 20 pL de cada muestra o patrdn, se le afiaden 340 pL de tampon

fosfato potasico 0,6 M pH 7,8 y se agita suavemente.

6. A continuacién se afiaden 340 uL del agente reductor y se deja reposar

durante 15 min en oscuridad.

7. Finalmente, se afiladen 800 pL de OPA. Se agita durante 1 min en vortex

y se deja reaccionar en nevera a 4°C durante 15 min.

8. Las muestras (o patrones), se filtran a través de un filtro de jeringa de
nylon de 0,20 um y se inyectan en el HPLC-Fluorescencia. En caso de
tener que conservar las muestras, se mantendran a -20°C el tiempo

necesario hasta el momento de la inyeccién (no mas de 15 horas).

El equipo utilizado fue un HPLC 2695 Waters. En la Tabla 3.5 se
muestran las condiciones optimizadas para la determinacién de glutation

intracelular mediante HPLC-Fluorescencia.
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Tabla 3.5. Parametros instrumentales para el analisis de GSH por HPLC.

Fase estacionaria Columna Spherisorb  S3 0ODS2 (Waters)
250x4,6mm, 3um

Fase movil Fase A 96% Acetato sédico 50 mM pH 7,65
Fase B 4% Acetonitrilo

V inyeccion (pL) 10

Flujo 0,8 mL/min

Elucion Isocratico

Profundidad de la aguja | 1,0 mm

T carrusel (°C) 4,0+1,0

T columna (°C) 35,0 £ 5,0

Fluorescencia (Hmedida) Excitacion 340nm/ Emision 420nm; Ganancia 10
Duracion (tretencion) 5,33 min

Modo de medida Areas

Mediante estas condiciones, se logré una buena separacion tanto del

dipéptido y-glutamilcisteina, como del glutation reducido (Figura 3.1).

320 - gGC

L GsH

Flugrescensze

j -

500 5

0 550 0 55 70

Winutes

Figura 3.1. Separacién cromatogréfica de y-glutamilcisteina (gGC) y glutation (GSH).
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Los resultados se expresan en pmoles/L de glutation. Esta concentracion
se determina mediante interpolacion del area correspondiente a cada una de las
muestras en la recta de calibracidon obtenida con los patrones de concentracion

conocida.

_ Serial — Ordenada(a)
Pendiente(b)

1

Por tanto, la concentracion de GSH en el vial, teniendo en cuenta la
dilucién realizada sera:

Crinai= C1 x 4

Por lo que, la concentracién en la muestra de partida, expresada en

mg/L, se calcula a partir de la expresion:

c  _Cun)Vi,l) o pg ) Img
muestra Vmuestra ( ,UL) « lumOI IOOO,Ug

donde:

Cruestra: Concentracion de la muestra original (mg/L)
Crinai: Concentracion en el vial (M)

V1ca: Volumen de TCA (300 L)

Vimuestra: Volumen de muestra centrifugada (1000 pL)

PMc: Peso molecular del glutation (307,4 pg/pmol).

La produccién especifica de GSH (mg/g) se calculd a partir de la biomasa
obtenida. El peso seco de la biomasa se obtiene tomando muestras de 10 mL

por duplicado que se centrifugan a 5.000 rpm durante 5 min y T2 ambiente. Se
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lavan con 5 mL de H,O Elix y se vuelven a centrifugar como en el paso anterior.

Finalmente se dejan secar en la estufa a 65°C durante 48 horas.

3.14.2 Analisis por colorimetria

El analisis por colorimetria se realizé utilizando el kit BIOXYTECH GSH-
420 (OxisResearch). El método se basa en la formacion de una tiona croméfora.
La absorbancia leida a 420 nm es proporcional a la concentracién de GSH

presente.

La reaccion se produce en 3 pasos: la muestra tamponada se reduce con
una mezcla acida conteniendo el agente reductor (TCEP), de forma que todo el
glutation oxidado pasa al estado reducido. Posteriormente, se afiade el
cromogeno y se forman tioésteres con todos los grupos tioles presentes en la
muestra. Finalmente, se afiade una base con el fin de situar el pH por encima de
13 y producir una liberacion B-especifica del RSG-tioéter liberando la tiona

cromogénica (Figura 3.2).

G6SSG + TCEP +H20 —— 2GSH + TCEP=0
RSH
Croméger‘\o Tioefer;s
pH> 134
GSH-ﬁoef‘er Tiona |

Figura 3.2. Reacciones que se producen en el analisis de GSH por colorimetria.
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La preparacion de las muestras se realiza de la misma forma que en el

caso del andlisis mediante HPLC.

El analisis de la concentracion de GSH, tanto de las muestras, como de
los patrones para realizar una recta de calibracién, se lleva a cabo de la

siguiente manera:

1. En una placa de 96 pocillos de fondo plano, se afiade 40 yL de muestra
o patrones (GSH 150 puM y 350 uM incluidos en el kit).

2. A continuacion se afiaden 40 pyL de tampodn fosfato potasico 0,6 M pH

7,8 y 40 pL de agente reductor.

3. Se afiaden 40 pL de cromdgeno y, por ultimo, 40 yL de revelador (NaOH

2M). Se incuba a T@ ambiente en oscuridad absoluta durante 30 min.

4. Finalmente, se lee la absorbancia a 415 nm en un espectrofotdmetro.

5. La cuantificacion de las muestras se realiza mediante interpolacién de

los resultados obtenidos sobre la recta patrén.

3.15 Analisis de etanol

La determinacion del etanol presente en muestras procedentes de
medios de cultivo de S. cerevisiae se realizd mediante cromatografia de gases

acoplada con deteccion por ionizacién de llama (CG-FID).

El equipo utilizado fue un HPLC CG-MS Varian provisto de detector de
ionizacion de llama tipo FID. Se utilizan patrones de concentraciones de etanol

de 0,5 a 15 g/L para realizar una recta de calibracion.

Tras un periodo determinado de incubacién, se toma una muestra de 1
mL del caldo de fermentacion. Se filtra para eliminar las células y el filtrado se
introduce en un vial cromatografico que se inyecta en el CG-FID. Los patrones
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necesarios para la recta de calibracidn se preparan de la misma manera. Las
condiciones de analisis, optimizadas para muestras acuosas, se muestran en la
Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Parametros instrumentales CG-FID.

Fase estacionaria BP20 (SGE) 25 m x 0,32 mm ID, 10 pm
Fase movil Nitrégeno
Flujo 1,0 mL/min
V inyeccién (pL) 0,5 uL
T inyector (°C) 2400°C (8,0 min)
T detector (°C) FID 260°C (8,0 min)
Modo de medida Areas
Réplicas 1
Relacion de Split 0,00 min On Relacién 50
0,01 min On Relacién 50
2,00 min Off
T horno (°C) t=0 min 65°C, 2,5 min
Rampa 250°C (60°C/min; 2,42 min)

Los resultados se expresan en mg/L. La concentracion (C;) se determina
mediante interpolacién del area correspondiente a cada una de las muestras en

la recta de calibracién obtenida con los patrones de concentracién conocida.

_ Sefial —Ordenada(a)

C 1 .
Pendiente(b)
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3.16 Estudio de la estabilidad mitética de plasmidos

(1992).

1.

Se realizd segun el procedimiento descrito por Christianson y col.

A partir de una colonia aislada de la cepa transformante, se inocula un
matraz de 50 mL con 15 mL de YPD y se incuba a 250 rpm y 28°C
durante 24h.

Se diluye el cultivo en 50 mL del mismo medio hasta una DOggonm de
0,1.

Se realizan diluciones seriadas del cultivo a tiempo cero y se siembran

en placas de YPD y medio minimo.

Las colonias que aparecen en las placas de YPD se cuentan para
determinar la concentracion de células de la dilucién (N;) y se determina
el porcentaje de células que presentan plasmido en el indéculo (P;)

mediante replica en el medio de seleccidn.

Los cultivos se mantienen en crecimiento exponencial (diluyendo el
cultivo cada 24 h a una DOgynm de 0,1) hasta que transcurren
aproximadamente 75 generaciones. En ese momento, se toman
muestras que se siembran en medio YPD y en medio minimo
suplementado con triptéfano y leucina.

Las colonias que crecen en el medio completo permiten determinar la
concentracion celular (N;) y el porcentaje de células que portan
plasmido (P,) se determind sobre el medio de seleccién. El célculo del
nimero de generaciones transcurridas (g) se realiza mediante la

formula:

_In(N1/N2)
In2
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La estabilidad de los plasmidos se determina mediante el calculo de la
tasa de segregacion (m), que se define como el porcentaje de células sin
pldasmido que aparecen en la poblacion final después de una generacién, a
partir de la siguiente férmula:

In (P2/P1)
m=1-e— —

Esta expresion incorpora varias consideraciones: primera, parte del
indculo puede contener células libres de plasmido; segunda, los segregantes
aparecen y se reproducen en cada generacion vy, tercera, si la tasa de
segregacion es alta, el porcentaje de células que portan el plasmido declina en
cada generacion, reduciendo el numero de células capaces de segregar en

generaciones futuras.

3.17 Anadlisis de la expresion génica mediante microarrays
(GeneChips®)

Los microchips utilizados fueron los “Yeast Genome S98” (Affymetrix)
que contiene 6.400 genes de S. cerevisiae. En la Figura 3.3 se muestra un

esquema de todo el proceso de analisis.
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Figura 3.3. Andlisis de la expresidon génica mediante el empleo de GeneChips de
Affymetrix.

A partir del RNA de la cepa control y de la cepa mutante, se sintetiza
cDNA marcado con biotina, de manera que los genes de las muestras hibridan
con los del chip emitiendo fluorescencia, cuya intensidad determina el nivel de

expresion.

3.17.1 Sintesis de cDNA de doble hebra a partir de RNA

A partir de una muestra de RNA extraido segun el protocolo descrito en
el apartado 3.7.4 y analizado con un Agilent 2000 Bioanalizer para comprobar su
integridad, se utilizé el protocolo descrito en el kit comercial “Superscript Choice

System” (Invitrogen Life Technologies).

1. Se mezclan 16-20 ug de RNA total, 2 uL de oligo dT (50 uM) y H>Opgpc
hasta 20 uL y se incuba a 70°C durante 10 min.
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2. Se incuba en hielo 5 min y se afiaden 4 pL de tampdn “primera cadena
de cDNA 5X”, 2 yL DTT 0,1M y 1 pL de una mezcla de dNTP 10 mM. Se
incuba a 42°C durante 2 min.

3. Finalmente, se afiaden 3 pL de la enzima Superscript II RT (200 U/uL) y
se incuba a 42°C durante 1 hora.

4. Para sintetizar la segunda hebra se afiaden los siguientes reactivos y se
incuba a 16°C durante 2 horas:

H2Opepc 91 uL
Tampodn de reaccion de segunda cadena 5X 30 uL
dNTPs 10 mM 3 pL
E. coli DNA ligasa 10 U/uL 1puL
E. coli DNA Polimerasa I 10 U/pL 4 L
Rnasa E. coli H U/uL 1puL

5. Posteriormente se afiaden 2 pL de T4-DNA polimerasa y se incuba 5 min
a 16°C.

6. Finalmente se afiaden 2 uL de EDTA 0,5 M y se lava con el kit comercial
“Cleanup of Double-Stranded cDNA"” (Affymetrix), eluyendo la muestra
de cDNA en 12 pL de H,Opgpc.

3.17.2 Sintesis de cRNA marcado con biotina

Para la sintesis de cRNA marcado con biotina utilizamos el sistema
comercial "Enzo BioArray High Yield RNA Transcript Labelling kit” (Affymetrix). El

protocolo fue el siguiente:

1. Al cDNA molde se afiaden los componentes que se mencionan a

continuacion en orden estricto:
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H20pepc 10 pL
Tampon de reaccion HY 10X 4 uL
Ribonucledtidos marcados con biotina 10X 4 pL
DTT 10X 4 yL
Inhibidor de RNasas 10X 4 uL
RNA Polimerasa T7 20X 2 pL

2. Se mezclan cuidadosamente los reactivos e inmediatamente se incuban
durante 5 horas a 37°C, agitando suavemente la mezcla cada 30-45

min.

3. Una vez obtenido el cRNA marcado, se vuelve a lavar con el kit
“Genechip Sample cleanup Module” de Affymetrix, eluyendo la muestra
en 11 L de H,Opgpc.

4. Por ultimo, se cuantifica el cRNA purificado por espectrofotometria. Para
la cuantificacion de cRNA obtenido a partir de RNA total, el rendimiento

ha de calcularse utilizando la siguiente formula:
CRNA biotinilado purificado= cRNA (DOz¢onm) —[(RNA total)(x)]
donde:

cRNA biotinilado purificado: ug cRNA obtenido después de la purificacidon, teniendo

en cuenta el rendimiento por arrastre de RNA total no marcado.
CcRNA (DO360nm): cCRNA (pg) medido espectrofotométricamente tras purificar.

x: Fraccion de cDNA total utilizado como molde en la sintesis de cRNA marcado.

3.17.3 Fragmentacién del cRNA biotinilado

Este paso es critico para la sensibilidad del microarray. La concentracidon
minima de cRNA debe ser 0,6 pg/pL. Se afiade 2 pL de tampodn de
fragmentacion 5X por cada 8 puL de cRNA. La concentracion final de cRNA en la

mezcla de fragmentacion puede oscilar entre 0,5 y 2 ug/uL.
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Se incuba a 94°C durante 35 min. Posteriormente se pone en hielo tras
la incubacién. Se puede utilizar el sistema bioanalizer para comprobar que el
cRNA esta fragmentado.

3.17.4. Hibridacion de las muestras

La reaccion de hibridacién del cRNA fragmentado con el cDNA presente

en el microarray se realizé de la siguiente forma:

1. Se prepara una mezcla de hibridacion con los componentes descritos en

la tabla:
Componente Cantidad Concentracion final
cRNA fragmentado 15 ug 0,05 pg/pL
Oligonucleodtido control B2 (3 nM) 5puL 50 pM
Controles Eucaridticos Hibridacion 20X 15 pL 1,5, 5,25y 100 pM
(bioB,bioC,bioD,cre) respectivamente
DNA esperma de arenque (10 mg/mL) 3 yL 0,1 mg/mL
BSA Acetilado (50 mg/mL) 3L 0,5 mg/mL
Tampdn hibridacion 2X 150 pL 1X
H>O0pepc Hasta 300 pL

2. Se equilibra el chip a T2 ambiente inmediatamente antes de su uso y se

calienta la mezcla de hibridacién a 99°C durante 5 min.

3. Utilizando una micropipeta, se humedece el chip con 200 uL de tampodn
de hibridacién 1X y se incuba en un horno de hibridaciéon con rotacién
de 60 rpm y 45°C durante 10 min.

4. La mezcla de hibridacidon previamente calentada a 99°C se incuba a
450C durante 5 min.
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5. Con ayuda de una micropipeta se saca por aspiracion el volumen de
tampdn de hibridacién 1X del chip y se vuelve a rellenar con 200 yL de

mezcla de hibridacidn.

6. El chip se hibrida durante 16 horas en el horno de hibridaciéon con una

rotacién constante de 60 rpm y 45°C.

3.17.5. Lavado, tincién y escaneado

Una vez finalizada la hibridacién, el lavado y tincién de los geneChips®
se realizd siguiendo el protocolo EukGE-WS2v4 definido en el software

Microarray Suite.

Mediante este protocolo, el chip se lavé 10 veces con tampdn SSPE y se
tind con un conjugado estreptavidina-ficoeritrina (10mg/mL) (Molecular probes)
en tampdn SSPE. La estreptavidina es una sustancia fluorescente que tiene alta
afinidad por la biotina (con la que estdan marcados los cRNAs hibridados a los

oligos del chip).

Finalmente los chips se leyeron a 560 nm usando un escaner (Agilent
Gene Array Scanner, Affymetrix). La intensidad de la fluorescencia emitida por la
estreptavidina es directamente proporcional a la hibridacién del cRNA marcado
con biotina y el oligo, o lo que es lo mismo, a su complementariedad. Las
lecturas obtenidas se analizaron con el programa informatico “Gene Expression

Analisis Software” (Affymetrix).

3.18 Analisis de la expresion génica mediante RT-PCR

Esta técnica consiste en la monitorizacidn activa durante todo el proceso
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La monitorizacion se llevo a
cabo utilizando el fluorocromo intercalante SYBR Greenl. Al inicio de la

amplificacion, la sefial de fluorescencia se mantiene baja, ya que el fluorocromo
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SYBR Greenl solo se une a DNA de doble hélice, aumentando a medida que el

gen se va amplificando.

Una de las ventajas de esta técnica es la posibilidad de confirmar el
producto amplificado una vez terminada la reaccion, a través de la curva de
desnaturalizacién. En el Gltimo paso de desnaturalizacién, las moléculas del
fluorocromo se van separando del DNA al aumentar la temperatura y la
fluorescencia registrada disminuye, siendo la temperatura de fusion (Tm) la
temperatura a la que la mitad de la doble hélice de DNA esta desnaturalizada.
Este valor es especifico de cada fragmento, permitiéndonos identificar el

producto amplificado.

Para cada gen los valores de la cuantificacién del RNA por PCR deben ser
normalizados, y para ello, sobre el mismo cDNA, se realiza otra PCR que
amplifica un gen cuya expresién en las células no estd sujeta a grandes

cambios. Para estos estudios utilizamos el rDNA 18S.

La reaccion de retrotranscripcion se llevé a cabo con el kit “High
Capacity cDNA Archive kit” (Applied Biosystems).

1. En un tubo de 0,2 mL se mezclan los siguientes componentes:

Reactivo Cantidad
RNA 1 g
Tampon Transcriptasa reversa 10X 4 L
dNTPs 25X 4 pL
Hexameros al azar 10X 10 pL
Transcriptasa reversa Multiscribe (50U/uL) 5L
H20pepc Hasta 50 pL

2. Los tubos con la mezcla de reaccidn se sometieron a 10 min de

preincubacién a 25°C y a una incubacion a 37°C durante 2 horas.

3. La cuantificacion del cDNA obtenido se realizd utilizando el equipo de
PCR a tiempo real ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System®
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(Applied Biosystems). Para ello, una vez amplificado el cDNA, se afiade
1/10 del volumen a la mezcla de reaccién (SYBR® Green PCR Master
Mix) que contiene AmpliTag Gold® DNA Polimerasa, tampén de reaccién
especifico, MgCl, y dNTPs en las concentraciones optimizadas por el
fabricante, SYBR Greenl, y finalmente, los oligonucledtidos especificos

para cada gen.

4. Una vez preparadas las muestras, estas se amplifican en el

termociclador mediante 40 ciclos de la siguiente forma:

- 950C 10 min
- 959C 10 segundos
- 60°C 1 minuto

Tras la amplificacion se lleva a cabo un proceso de desnaturalizacion
lenta, 15 segundos a 65°C y una lenta y gradual ascension de la temperatura
hasta 95°C, que permite identificar el producto.

3.19 Optimizacion del medio de cultivo mediante Ila

metodologia de superficie de respuesta

Como hemos mencionado en la introduccion, la metodologia de
superficie de respuesta (MSR), es un conjunto de técnicas matematicas y
estadisticas Utiles para modelar y analizar problemas en los cuales una
respuesta de interés esta influida por un determinado numero de factores,
siendo el objetivo optimizar esta respuesta. Debido a que la MSR es una
metodologia secuencial, el procedimiento de optimizacién se realizd en las

siguientes etapas:

1. Diseio de un modelo de primer orden

Se realiz6 un disefio factorial 2* con 6 puntos centrales. Los factores
utilizados y sus niveles analizados se indican en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7. Factores y niveles utilizados en el disefio factorial 2*.

Factor Nivel
Melaza 1,5-6 (% p/v)
Corn steep liquor (CSL) 0,5-4 (% p/v)
% indculo 1-5 (% v/v)
Tiempo 24-48 (h)

La matriz del disefio factorial 2* utilizado se muestra en la Tabla 3.8.
Una vez realizado este disefio experimental, se determind la superficie de
respuesta y se observaron las interacciones entre los factores. Se analizaron los

resultados con ayuda del programa informatico Statgraphics v 5.0 plus.

Tabla 3.8. Matriz del disefio factorial 2*.

Melazas CSL Inéculo Tiempo

(%) (%) (%) (h)
1 -1 -1 -1 -1
2 -1 +1 +1 +1
3 -1 +1 -1 -1
a4 -1 +1 +1 -1
5 +1 +1 -1 +1
6 +1 +1 +1 -1
7 +1 +1 -1 -1
8 +1 -1 -1 +1
9 -1 +1 -1 +1
10 -1 -1 +1 -1
11 +1 -1 +1 -1
12 +1 -1 -1 -1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 -1 -1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
21 0 0 0 0
22 0 0 0 0
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2. Ascenso mas pronunciado

A partir del analisis del primer disefo factorial, se realizan una serie de
experimentos en la direccion del incremento méximo de la respuesta. Para ello,
a partir del valor central del disefio anterior, se realizaron 7 pasos sobre dicha
trayectoria. En la Tabla 3.9 se muestra el disefio experimental para esta

estrategia.

Tabla 3.9. Método del ascenso mas pronunciado.

Pasos Tiempo (h) Indculo* (%)
Origen 0 0
Incremento (A) 12 *
Origen + A 12 0,6
Origen + 2A 24 0,6
Origen + 3A 36 1,2
Origen + 4A 48 1,75
Origen + 5 A 60 2,36
Origen + 6 A 72 2,49
Origen + 7 A 84 2,49

* Valores determinados mediante software Statgraphics 5.0.
Se fijaron Niveles de Melazas (1,5%) y CSL (0,5%).

3. Disefo de modelo de sequndo orden.

Se realizd6 un disefio central compuesto (DCC) que consistid en un
factorial completo 2% (+1, -1) con 4 experimentos axiales (0+a, 0-a) y 4
experimentos centrales (0). En la Tabla 3.10 y en la Figura 3.4 se

representan la matriz y el esquema grafico del DCC.
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Tabla 3.10. Disefio central compuesto
Indculo (%) Tiempo (h)

1 +1 -1
2 0 0
3 0 0-a
4 0 0
5 0+a 0
6 0-a 0
7 0 0+ a
8 -1 -1
9 0 0
10 -1 +1
11 +1 +1
12 0 0
Tiempo
T(0,0)
(-1,41) (-1,+1)
. (0,0) . Inéculo
(-a,0) (0,0)
(-1,-1) (+1,-1)
T (0.-a)

Figura 3.4. Representacion grafica del disefio central compuesto para las variables indculo
y tiempo.

Los resultados obtenidos para la respuesta (GSH mg/L) se analizaron

con ayuda del programa informatico Statgraphics v 5.0 plus.
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4.1 Obtencion de cepas superproductoras de glutation

Las levaduras, en presencia de especies reactivas del oxigeno activan
mecanismos de defensa para sobrevivir al estrés oxidativo. Entre estos
mecanismos de defensa destaca la produccion de GSH (Costa y Moradas-
Ferreira, 2001). Debido a ello, la obtencion de cepas de S. cerevisiae
superproductoras de este tripéptido se realizd mediante rondas de mutacién al
azar utilizando nitrosoguanidina (NTG) y seleccidon en presencia de compuestos
oxidantes (perdxido de hidréogeno, H,0,, e hidroperdxido de terc-butilo, TBOOH)

0 metales pesados (CdCl,).

La estrategia seguida se muestra en la Figura 4.1. Una vez fijada la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de los agentes oxidantes o CdCl,, el
tratamiento con NTG se realizd de forma que la mortalidad celular fuese mayor
del 90%.

Seleccion
medio sélido
>90% i ”
i Seleccion Seleccion
[ —— Supervivientes - E— )
*NTG mortalidad P (preliminar) (confirmacion)
+ IEl T
. YPD (10 mL) “\ MFS (50 mL)
*H;0, .\ Colorimetria i\ HPLC
-TBOOH — ALY}
+CdCl,

Figura 4.1. Estrategia para la seleccion de cepas superproductoras de GSH.

Tras sembrar la preparacion de células mutadas en medio sdlido
conteniendo el agente de seleccion a la concentracién adecuada, se analizé el
contenido en GSH de las cepas resistentes. Dado el elevado numero de
mutantes analizados, se realizd una selecciéon preliminar (Figura 4.1, ver

apartado 3.13.2 de Materiales y Métodos) mediante fermentacién en volimenes
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pequefios (10 mL). El medio de cultivo utilizado fue YPD, ya que permitia

obtener biomasa en un tiempo de incubacion relativamente corto.

El medio YPD es un medio de laboratorio con ingredientes de alto coste
lo que lo hace poco adecuado para un proceso industrial a gran escala. Por esta
razéon, una vez seleccionados los mutantes con mayor productividad se
recomprobaron en volimenes mayores de medio MFS, cuya formulacion
contiene componentes como melazas y CSL de menor coste y mas adecuados

para una produccién a nivel industrial (Figura 4.1).

La seleccion de las cepas se realizd por comparacion con respecto a la
cepa parental de cada ronda y en base a dos parametros: una produccién de
biomasa similar (medida como mg de peso seco/mL de cultivo) o, como
maximo, un 20% menor y una produccion especifica de GSH (mg/g de biomasa)
al menos un 10% superior. Conjugando estos dos parametros se asegura una

produccion volumétrica (mg de GSH/L de cultivo) incrementada.

4.1.1 Primera ronda de mutacion

La primera ronda de mutacién se realizé utilizando como cepa parental
S. cerevisiae CECT 1328. Esta cepa silvestre aislada originalmente a partir de
vino, es capaz de producir etanol (12,8% vol/vol) en medio YPD con 50% de
sacarosa (Benitez y col. 1983). Las condiciones de mutagénesis se establecieron
mediante una curva dosis-respuesta con el objetivo de alcanzar una elevada
mortalidad celular. La utilizacidon de una concentracion de mutageno (NTG) de
0,15 mg/L durante 20 min de tratamiento, permitié lograr una tasa de

mortalidad superior al 90%.

La seleccion en medio sélido de los mutantes se llevé a cabo utilizando
CdCl, y los oxidantes perdxido de hidrégeno (H,0,) e hidroperdxido de terc-
butilo (TBOOH). La concentracién minima inhibitoria (CMI) para la cepa parental
resulto ser 800 uM de CdCl,, 12 mM de H,0, y 0,8 mM de TBOOH. La suspension

de células mutadas se sembrd en placas de YPD conteniendo uno de los
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compuestos indicados anteriormente y se incubaron a 28°C durante una

semana.

A partir de las placas de seleccién, de las aproximadamente 1,4x108
células sembradas, se obtuvieron un total de 188 mutantes. Se analiz6 la
concentracion de GSH y la biomasa producida de todos ellos a partir de cultivos
crecidos durante 18 h en 10 mL de medio YPD. En este primer andlisis, la
concentracion de GSH se determind por colorimetria.

De todas las cepas analizadas sélo una de ellas (MRSG2) cumplié los
criterios de seleccion. Estos resultados se comprobaron realizando cultivos por

duplicado en medio MFS en mayor volumen.

La cepa MRSG2 (seleccionada en 12 mM H,0,) mostré un mejor
crecimiento (un incremento del 24,5%) y una produccion especifica un 14%
superior, (4,66 mg/g frente a los 4,07 mg/g de la cepa parental). En base a
estos resultados, la concentracién de GSH (6,24 mg/L) fue un 36% mayor a la
de la cepa parental. Esta cepa se selecciond como punto de partida para realizar

la segunda ronda de mutacion.

4.1.2 Segunda ronda de mutacion

La cepa MRSG2 se sometid a un nuevo tratamiento con NTG en
condiciones similares a las utilizadas en la primera ronda. La tasa de mortalidad
obtenida en este caso fue del 94%. Debido a problemas practicos, en esta
segunda ronda la seleccidn se realizd utilizando TBOOH como oxidante. La CMI
de TBOOH para esta cepa fue 1,65 mM. La suspension de células mutadas se
sembro en placas de YPD suplementadas con 1,65 mM de TBOOH y se incubaron

a 289°C durante una semana.

De las, aproximadamente, 1,95x10” células sembradas en las placas de
seleccion, se obtuvieron 199 mutantes capaces de crecer bajo estas condiciones.

El andlisis del contenido en GSH, a partir de cultivos a pequefia escala se realizé
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por colorimetria utilizando la cepa MRSG2 como control. De todas las cepas

analizadas, se obtuvieron dos que cumplieron las dos condiciones de seleccion.

Al igual que en la primera ronda, los resultados preliminares obtenidos
con las dos cepas seleccionadas se comprobaron en medio MFS, por duplicado y
en mayor volumen (Tabla 4.1). De los dos mutantes analizados, MT32,
presentd un aumento en la produccién especifica de GSH del 21% y una
biomasa similar a la cepa parental por lo que se seleccion6 como punto de

partida para realizar la tercera ronda de mutacion.

Tabla 4.1. Analisis de las cepas seleccionadas en la segunda ronda de mutacidn.

Cepa Biomasa [GSH] Incremento* [GSH] Incremento*
(mg/mL) | (mg/g) (mg/L)

MRSG2 1,37 4,46 1 6,11 1

MT32 1,36 5,42 1,21 7,37 1,2

MT139 1,33 4,97 1,08 6,61 1,08

*Con respecto a la cepa MRSG2.

4.1.3 Tercera ronda de mutacion

Una vez realizada la mutagénesis sobre la cepa MT32, en esta tercera
ronda se utilizaron TBOOH y CdCl, como agentes de seleccién. La CMI de TBOOH
y CdCl, para la cepa MT32 fue de 1,7 mM y 800 um, respectivamente.
Aproximadamente, la misma cantidad de células mutadas (4,5x107) se
sembraron en placas de medio YPD conteniendo TBOOH o CdCl, a las
concentraciones minimas determinadas. Después de una semana de incubacidn
a 289C, se obtuvieron cuatro mutantes capaces de crecer en presencia de
TBOOH y 108 mutantes resistentes al CdCl,. El analisis a mayor escala y en
medio MFS, bajo los dos criterios establecidos, determiné que de los 112

mutantes analizados sélo cuatro de ellos cumplian los criterios de seleccién. La
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Tabla 4.2 muestra los resultados obtenidos para las cuatro cepas seleccionadas
en medio MFS.

Tabla 4.2. Andlisis de las cepas seleccionadas en la tercera ronda de mutacién.

Cepa Biomasa [GSH] Incremento* [GSH] Incremento*
(mg/mL) | (mg/g) (mg/L)

MT32 1,49+0,02 | 5,12+0,23 1 7,62 1

MTC1 1,96+0,01 | 5,73+0,15 1,11 11,23 1,47

MTC29 1,30+0,01 | 6,03+0,18 1,17 7,83 1,02

MTC41 1,69+0,03 | 7,39+0,01 1,44 12,48 1,63

MTC45 1,78+0,01 | 7,77+0,19 1,51 13,83 1,81

*Con respecto a la cepa MT32.

La cepa MTC45, seleccionada a partir de una placa conteniendo CdCl,,
fue la que presentdé un mayor incremento en la concentracion especifica,
aumentando mas de un 50%. Los valores de biomasa fueron también superiores
(19%) a los de la cepa MT32. Esta cepa se seleccion6 como parental para la

cuarta ronda de mutacion.

4.1.4 Cuarta ronda de mutacion

La seleccion de las células mutagenizadas de la cepa MTC45 se realizd
en presencia de TBOOH o CdCl,. En este caso, la CMI de ambos compuestos fue
1,8 mM para el TBOOH y 1,5 mM para el CdCl,.

Se sembraron, aproximadamente, 10%® células en placas conteniendo
TBOOH y unas 4x10” células sobre placas suplementadas con CdCl,. En el
primer medio, 99 mutantes fueron capaces de crecer después de una semana de
incubacién, mientras que en el medio conteniendo CdCl, sobrevivieron 32 cepas.
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EL analisis del contenido de GSH tras la fermentacidon en medio MFS permitio
seleccionar tres cepas que cumplieron los criterios de seleccidn como se

muestra en |la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Analisis de las cepas seleccionadas en la cuarta ronda de mutacion.

Cepa Biomasa [GSH] Incremento* [GSH] Incremento*
(mg/mL) (mg/g) (mg/L)
MTC45 1,96+0,02 12,73+0,20 1 24,95 1
M4C80 1,58+0,01 15,33+0,30 1,2 24,22 -
M4T89 1,69+0,03 16,20+0,25 1,27 27,37 1,09
M4T123 1,84+0,01 15,41+0,15 1,21 28,35 1,13

*Con respecto a la cepa MTC45.

La cepa M4T123, seleccionada en presencia de TBOOH, fue la que
mostrdé los mejores resultados. Su crecimiento fue muy similar a la cepa
parental, mientras que su contenido en GSH fue de 15,41 mg/g, es decir, un
21% mas que la cepa MTC45. Esta cepa se selecciond y utilizd para posteriores

estudios.

Como conclusion de este apartado, se realizé un estudio comparativo
que resume la progresién a lo largo de las cuatro rondas de mutacién y seleccién
realizadas. En este caso de realizaron tres réplicas de cultivos de cada cepa y se
analizé la produccion de biomasa y GSH de todas ellas. Como se puede observar
en la Tabla 4.4, el incremento final alcanzado en la cepa M4T123 con respecto a
la cepa parental original (CECT 1328), fue de casi cuatro veces en cuanto a la
concentracion especifica, pasando de unos 4,6 mg/g a 17,11 mg/g, vy
aproximadamente cinco veces en cuanto a la concentracion final (de 4,78 mg/L
a 22,93 mg/L).
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Tabla 4.4. Andlisis de las cepas seleccionadas en las cuatro ronda de mutacion.

Cepa Biomasa [GSH] Incremento
(mg/mL) (mg/g) (mg/L) (mg/g) (mg/L)
CECT 1328  1,04+0,01 4,60+0,15 4,78 1 1
MRSG2 1,95+0,02 5,25+0,02 10,23 1,14 2,14
MT32 1,67+0,01 7,34+0,15 12,26 1,6 2,6
MTC45 1,62+0,03 10,34+0,09 16,75 2,2 3,5
M4T123 1,34+0,01 17,11+0,18 22,93 3,7 4,8

4.2 Caracterizacion de la cepa M4T123

Una vez obtenida la cepa superproductora de GSH, M4T123, se realizd
un estudio comparativo entre ésta y la cepa original (CECT 1328), con el fin de
determinar las posibles alteraciones genéticas implicadas en un incremento tan

acusado de la produccion del tripéptido.

4.2.1 Curvas de crecimiento

En primer lugar, se determiné el crecimiento y la concentraciéon de GSH

en ambas cepas tanto en medio YPD como en medio MFS.
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Figura 4.2. Curvas de crecimiento en medio YPD. A. Biomasa, B. Produccidn especifica de
GSH.

Como se muestra en la Figura 4.2A, la cepa M4T123 mostré un
crecimiento menor que la cepa CECT 1328 en medio YPD. La cantidad de
biomasa a lo largo de toda la fermentacién mostré unos valores entre un 22%
(42 h) y un 75% (12 h) mas bajos que el control. Sin embargo, y pese a su
menor crecimiento, la productividad especifica se mantuvo en valores dos veces
mas altos en la cepa M4T123 que el control durante las primeras 30 horas de
cultivo, para, posteriormente y hasta las 50 h, incrementarse unas 2,5-3 veces

alcanzandose valores préoximos a los 12 mg/g (Figura 4.2B).
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Como se ha mencionado anteriormente, el medio YPD no es
econdmicamente apto para realizar una produccién a nivel industrial, por lo que

se comprobo también el crecimiento y la produccion de GSH en el medio MFS.

El crecimiento de ambas cepas en el medio MFS fue mucho menor que
en YPD (Figura 4.3A), probablemente debido a la utilizacién de melazas como
fuente de carbono y, sobre todo, a una menor concentraciéon de nitrogeno, ya

que este medio tan sdlo contiene un 0,25% de CSL.

Es interesante resaltar que, mientras que la cepa M4T123 presentd un
perfil de crecimiento normal, en la cepa silvestre CECT 1328 se observo un cese
en la produccién de biomasa transcurridas 14 horas de incubacién. Estas
diferencias en el perfil de crecimiento podrian deberse a que la cepa CECT 1328
presente un diferente grado de resistencia a algin componente tdxico presente
en el medio, o generado durante el crecimiento. De hecho se ha descrito que las
melazas de remolacha presentan una composicion compleja en la que estan

presentes metales pesados y restos de pesticidas (Curtin, 1983).

Por otra parte, como muestra la Figura 4.3B, la concentracién
especifica de GSH en ambas cepas fue mayor en este medio, alcanzando valores
de 17 mg/g en la cepa mutante y de 8 mg/g en la cepa CECT 1328.
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Figura 4.3. Curvas de crecimiento en medio MFS. A. Biomasa, B. Produccidn especifica de
GSH.

4.2.2. Analisis de la expresion génica
4.2.2.1 Medio YPD

Para analizar los cambios de la expresibn génica en la cepa
superproductora M4T123 con respecto a la cepa parental CECT 1328, se realizd
un estudio utilizando la tecnologia de microarrays de cDNA (GeneChip®,

Affymetrix), tal como se describe en el apartado 3.17 de Materiales y Métodos.
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Para ello se realizaron cultivos en medio YPD de las dos cepas y se
tomaron muestras a las 10 horas de incubacién. Se eligié este tiempo para la
recogida de la biomasa debido a que en ese momento la tasa de crecimiento de
ambas cepas era similar (u= 0,3) y, ademas, la calidad del RNA extraido era
mayor a diferencia del obtenido a partir de muestras recogidas a tiempos de

incubacion mas largos (12-24 h), que se encontraba parcialmente degradado.

Tras comprobar la calidad del RNA, se sintetizO cDNA marcado con
biotina y estas preparaciones se hibridaron con microarrays “Yeast Genome S98”
(Affymetrix) que contiene 6.400 genes de S. cerevisiae. Los cDNAs generados
hibridan con los genes representados en el microarray emitiendo fluorescencia, a

560 nm cuya intensidad determina el nivel de expresion.

El anadlisis de los datos con el programa informatico “Gene Expression
Andlisis Software” (Affymetrix) determiné que unos 750 genes de la cepa
M4T123 habian modificado su expresion mas de 1,5 veces con respecto a la
cepa CECT 1328. La Figura 4.4 muestra el porcentaje de genes con mayor o
menor nivel de expresién en la cepa mutante con respecto a la cepa control,

agrupados segun los procesos celulares en los que intervienen.

Entre los genes reprimidos destacan los responsables de la biosintesis de
aminoacidos y derivados, asi como los implicados en el metabolismo de
carbohidratos y en la transduccion de senales. Los genes mas sobreexpresados
fueron aquellos relacionados con el metabolismo del RNA, los implicados en el
transporte de moléculas y los que participan en los procesos de transcripcidon
(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Nivel de expresion (ratio M4T123/ CECT 1328) en medio YPD. La agrupacién
de genes se realizé utilizando el programa "GO term finder”
(http://www.yeastgenome.org).

Un analisis mas detallado de los resultados permitié observar que los
genes directamente relacionados con la sintesis de glutation: GSH1 y GSHZ2, asi
como los implicados en la sintesis de cisteina CYS3 y CYS4, estaban
sobreexpresados en la cepa mutante M4T123 (Tabla 4.5). En concreto, dos de
ellos, GSH1 y CYS3 mostraron un incremento en la expresion de 2,8 y 2 veces
con respecto a la cepa control, respectivamente. Ambos genes son claves para
la biosintesis del tripéptido, ya que, el producto de CYS3, cistationina y-liasa,
cataliza la sintesis de cisteina y y-glutamilcisteinilsintetasa, el producto de
GSH1, cataliza la formacion del dipéptido, siendo ésta la etapa clave y limitante

del proceso.

En cuanto a los otros dos aminoéacidos precursores del GSH, L-glutamato
y glicina, también se observé el incremento de expresion de algunos genes

presentes en sus rutas de biosintesis
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Tabla 4.5. Variacién (=1,5 veces) en el nivel de expresién de genes en medio YPD.

Proceso biolégico Gen Expresion¥*
Biosintesis aminoacidos SsuL2 10,6
MET14 2,0
MET16 3,0
metionina MET2 1,6
MET6 2,5
S-adenosilmetionina SAM1 2,5
SAM2 -2
cisteina CYS3 2
CYS4 1,6
glutamato GLN1 2,3
glicina SHM1 2
SER2 2,1
Biosintesis GSH glutation GSH1 2,8
glutation GSH2 1,5
Transportador amonio MEP1 2,5
Permeasas (aa, péptidos) MUP1 2,8
PTR2 2
HSP30 -2,8
Resistencia metales y drogas YCF1 4
ZRC1 2
FLR1 22,6
Estrés Oxidativo reguladores SKN7 4
enzimas GPX2 4
GRX1 -4
GTT1 -2,8
Metabolismo alcohol PDC5 -4,9

*Indica el incremento (valor positivo) o disminucion (valor negativo) de la
transcripcién obtenido a partir del ratio M4T123/CECT 1328.
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Asi, en el caso del glutamato, el gen GLN1, que codifica para la
glutamina sintetasa, estaba sobreexpresado 2,3 veces. El gen SER2, que codifica
la fosfoserina fosfatasa, la cual interviene en la sintesis de L-serina, mostré una
expresion dos veces superior a su homodlogo de la cepa control. Ademas, el gen
SHM1 cuyo producto cataliza la sintesis de glicina a partir de la serina, también

mostré un nivel de expresién dos veces mayor con respecto a la cepa silvestre.

También se observo que varios de los genes implicados en la via de
asimilaciéon de azufre (SUL2, MET14, MET16), y biosintesis de aminoacidos
azufrados, como la metionina (MET2, MET6) y S-adenosilmetionina (SAM1) se

encontraban sobreexpresados.

El analisis de algunos genes importantes relacionados con el estrés
oxidativo permitié observar que Unicamente el regulador SKN7 mostré un nivel
de expresion mucho mas alto en la cepa mutante. Otros reguladores implicados
en la respuesta celular frente a la exposicion a perdxidos o sales de cadmio
como YAP1 o MET4 no mostraron cambios significativos.

Por otra parte, los resultados obtenidos para los genes que codifican las
enzimas implicadas en contrarrestar procesos oxidativos fueron dispares
mostrando tanto sobreexpresion, como el caso de la glutation peroxidasa
(GPX2) como una fuerte represion, como por ejemplo, la glutation reductasa
(GRX1) y la glutation transferasa (GTT1).

También se pudo apreciar que genes implicados en la resistencia a
metales y drogas, como YCF1, ZRC1 y FLR1 aumentaban su expresion en la
cepa mutante (Tabla 4.5). Este incremento fue especialmente relevante para
FLR1 en el que se detectd un nivel de expresidén mas de 20 veces superior con

respecto a la cepa silvestre.
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4.2.2.2 Medio MFS

Los datos obtenidos al realizar las curvas de crecimiento en medio YPD y
medio MFS mostraron que el comportamiento de ambas cepas era distinto, tanto
en produccion de biomasa como de GSH. Por ello, al igual que en el medio YPD,

se realizé un analisis de la expresién génica en medio MFS.

Se tomaron muestras a partir de cultivos de las dos cepas crecidas en
medio MFS, a las 9 horas de incubacion ya que a este tiempo la tasa de

crecimiento de ambas cepas era similar (u= 0,12).

Los resultados mostraron que el nivel de expresion de 1.130 secuencias
génicas se habia modificado mas de 1,5 veces en la cepa M4T123 con respecto a
la CECT 1328. Esto supone un 40% mas de secuencias con su nivel de expresion

modificado que en el medio YPD.

En la Figura 4.5 se muestra el porcentaje de genes que mostraron

dicha variacion, agrupados segun los procesos celulares en los que intervienen.

De todos ellos, destacan dos grupos: los genes implicados en la
biosintesis de proteinas y los que intervienen en el transporte de moléculas. La
mayoria de los genes pertenecientes al primer grupo mostraron un nivel de
expresion mas elevado, mientras que entre los pertenecientes al segundo grupo,
el nimero de genes que mostraron una sobreexpresion fue similar a los

reprimidos.

Los genes directamente relacionados con la sintesis de GSH, GSH1 y
GSHZ2, no mostraron cambios significativos. Sin embargo, como se muestra en la
Tabla 4.6, CYS3, implicado en la sintesis de cisteina, mostré un nivel de

expresion de 2,29 veces superior al obtenido con la cepa silvestre.
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Figura 4.5. Nivel de expresion (ratio M4T123/CECT 1328) en medio MFS. La agrupacion
de genes se realiz utilizando el programa "GO term finder”
(http://www.yeastgenome.org).

En un estudio mas detallado de los genes cuyo nivel de expresidon se ha
modificado (Tabla 4.6.) se observa que los genes relacionados con la sintesis
de glutamato y glicina mostraron una mayor expresion en la cepa M4T123 que
en la silvestre. Asi, tanto el gen GLN1 (glutamina sintetasa) como GLTI
(glutamato sintasa), mostraron una expresion unas 1,7 y 1,8 veces mas alta,
respectivamente. En el caso de la glicina, al igual que se observé con el medio
YPD, el gen SER2 (fosfoserina fosfatasa) que sintetiza serina, utilizada como
precursor de la glicina, también presentaba un nivel de expresidon unas 4 veces

mas alto en la cepa mutante.

Se observd también, que varios de los genes implicados en la via de
asimilacién de azufre (SUL1, SUL2, MET3) y biosintesis de aminoacidos
azufrados, como la metionina (MET2, MET6) y S-adenosilmetionina (SAM2), se

encontraban reprimidos.
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Tabla 4.6. Variacidén (= 1,5 veces) en el nivel de expresidn de los genes en medio MFS.

Proceso biolégico Gen Expresion*
Biosintesis aminoacidos SUL1 -5,5
suL2 -1,5
MET3 -1,9
metionina MET2 -2,8
MET6 -2,4
S-adenosilmetionina SAM2 -1,8
cisteina CYS3 2,29
glutamato GLN1 1,7
GLT1 1,8
GDH3 -2
glicina SER2 4
Represion catabélica por Nitrégeno
Transportadores amonio MEP1 3
MEP2 73
MEP3 2,4
Catabolismo alantoina DAL5 14
Degradacion urea DUR1,2 48
DUR3 36
Permeasas (aa, péptidos) GAP1 8
PTR2 36
HSP30 7
CIS2 2,8
URE2 -1,5
Resistencia metales y drogas YCF1 2
FLR1 26
Estrés Oxidativo Reguladores MET4 -1,5
MET32 1,5
MET28 -1,8
Enzimas TRX2 2
GRX5 2
TTR1 2
GTT1 -2
GTT2 8,5
Via pentosas fosfato ZWF1 3,5
RPE1 3,1
Metabolismo alcohol CDC19 4,3
ENO2 2,5
PDC5 9,8

*Indica el incremento (valor positivo) o disminucidn (valor negativo) de la transcripcion
obtenido a partir del ratio M4T123/CECT 1328.
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Es importante destacar los cambios en los genes relacionados con la
represién catabolica por nitrégeno (Tabla 4.6). Los transportadores de amonio
(MEP1, MEP2 y MEP3), los genes implicados en la degradacién de urea (DUR1,2
y DUR3), en el catabolismo de la alantoina (DAL5) y la permeasa general para
aminoacidos (GAP1) mostraron unos niveles de expresidn muy elevados con
respecto a la cepa silvestre. Otro gen que también se presentaba una alta
expresion fue CIS2, que codifica la y-glutamiltranspeptidasa, implicada el la
degradacion de glutation y que se induce bajo condiciones de limitaciéon de

nitrégeno.

Entre los reguladores relacionados con el estrés oxidativo, sélo el gen
MET32 mostraba una expresion mas alta, mientras que en el caso de YAPI,

SKN7 y MET31 no se apreciaron cambios, y MET4 y MET28 estaban reprimidos.

Al igual que en el medio YPD, se observd que dos genes cuyos productos
estan implicados en la resistencia a metales y drogas, YCF1 y FLR1, aumentaron
su expresion. El nivel de expresion del segundo, practicamente idéntico en
ambos medios de cultivo, fue el mas elevado de todos los genes analizados, a

excepcion de los genes relacionados con la represidn catabdlica por nitrogeno.

Otro grupo de genes con un nivel de expresion alto, fueron los
relacionados con el metabolismo del alcohol. El gen CDC19 que codifica para la
piruvato quinasa 1, enzima que cataliza la conversiéon de fosfoenolpiruvato a
piruvato en la etapa final de la glicdlisis, mostré una expresidon cuatro veces mas
alta en relacion a la cepa silvestre. Ademas, los genes implicados en la
fermentacion alcohdlica, ENO2, que codifica la enolasa 2, enzima que cataliza la
conversion de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato, y PDC5 cuyo producto, la
piruvato descarboxilasa, cataliza la conversidon del piruvato a acetaldehido,

también mostraron unos niveles de expresidon muy elevados.

Es importante destacar también los cambios observados en algunos
genes que participan en la ruta de las pentosas fosfato. Tanto el gen ZWF1 que
codifica para la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzima clave para la

sintesis de NADPH, como el gen RPE1 que codifica la ribulosa-5-fosfato
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epimerasa mostraron un aumento considerable en su expresion en la cepa

mutante.

4.2.3. Cuantificacion de la expresiéon génica por RT-PCR

Con el fin de confirmar y analizar en mayor profundidad los resultados

obtenidos con los microarrays en ambos medios de cultivo, se estudiaron los

niveles de expresién de aquellos genes que estaban directa o indirectamente

relacionados con la sintesis de glutation. En funciéon de estas caracteristicas, se

eligieron los diez genes que se muestran en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Genes analizados mediante RT-PCR.

Gen

Enzima

Proceso bioldgico

GSH1

GSH2

CYS3

CYs4

MET2

SER2

ADH1

CDC19

ENO2

PDC5

y-Glutamilcisteinil sintetasa

Glutation sintetasa

Cistationina y-liasa

Cistationina B-sintasa

Homoserina-0O-acetiltransferasa

Fosfoserina fosfatasa

Alcohol deshidrogenasal

Piruvato quinasa

Enolasa 2

Piruvato descarboxilasa

Biosintesis de GSH

Biosintesis de GSH

Biosintesis de la cisteina

Biosintesis de la cisteina

Biosintesis de metionina

Biosintesis de serina

Fermentacion glucosa

Fermentacion glucosa

Fermentacion glucosa

Fermentacion glucosa

Para obtener resultados comparativos, se utilizd para el analisis una

muestra de los RNA aislados para los experimentos de microarrays, tanto en

medio YPD como en medio MFS. Se comprobd la especificidad de las
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amplificaciones realizando las curvas de desnaturalizacién. Las curvas de
desnaturalizacién de los diez genes cuantificados mostraron un solo pico,

indicando la especificidad de las reacciones.

En la Figura 4.6 se muestran los cambios de expresion de los genes
analizados tanto en medio YPD (Figura 4.6 A) como en medio MFS (Figura 4.6
B).

Cabe destacar que los genes directamente responsables de la sintesis de
glutation (GSH1 y GSH2) y los implicados en la sintesis de cisteina (CYS3 y
CYS4) estaban sobreexpresados en la cepa M4T123 con respecto a la cepa
silvestre, en ambos medios. El nivel de expresidn de estos genes fue mas alto en
el medio MFS vy, especialmente relevante, en CYS3 y GSH1 para los que se
observd un incrementd expresidn en la cepa mutante de unas 3 y 7 veces,

respectivamente (Figura 4.6).

Se detecté también una sobreexpresion en la cepa mutante de los genes
MET2 (= x1,6) y SER2 (= x6) tanto en medio YPD como en MFS.

La expresion de los genes implicados en la fermentacién de glucosa a
etanol (ADH1, CDC19, ENO2 vy PDC5) mostré diferencias importantes
dependiendo del medio de cultivo utilizado (Figura 4.6). Cuando el crecimiento
se realizé en medio YPD, se observé un elevado nivel de expresion de los genes
ADH1 (aldehido deshidrogenasa 1) y, en menor medida, ENO2 (enolasa 2) en la
cepa mutante con respecto a la cepa control. Por el contrario, los genes CDC19
(piruvato quinasa) y PDC5 (piruvato decarboxilasa) mostraron un nivel de
expresion muy bajo, sobre todo en el caso del segundo. El comportamiento en el
medio MFS fue diferente: los genes ADH1 y ENOZ2 mostraron un nivel de
expresion similar al medio YPD (Figura 4.6B), mientras que, por el contrario,
los genes CDC19 y PDC5 alcanzaron un notable incremento en su nivel de

expresion.
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Figura 4.6. Andlisis por RT-PCR. A. Medio YPD, B. Medio MFS. Los resultados representan
el logiy del ratio entre ambas cepas (M4T123/CECT 1328). Las medidas estan
normalizadas por la expresion del rDNA 18S. Los valores obtenidos son la media de tres
réplicas.

El anadlisis comparativo del nivel de expresion de estos genes en cada
cepa en los dos medios de cultivo, permitié observar que en la cepa mutante
M4T123, apenas existian diferencias de expresién en ambos medios (Figura
4.7A). En todos los casos, excepto CYS4, el coeficiente de expresion relativa

obtenido fue muy bajo (<0,25).
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Por el contrario, en la cepa CECT 1328 (Figura 4.7B) si existieron
diferencias importantes en los niveles de expresién de los genes analizados
dependiendo del medio de cultivo. En todos ellos, excepto ADH1, se observé una
expresion menor en MSF que en YPD La mayor disminucion en el nivel de
expresion se produjo en el caso del gen GSH1 y de los genes relacionados con la
fermentacién alcohdlica (CDC19, ENO2 y PDC5).
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Figura 4.7. Analisis de expresion por RT-PCR (ratio MFS/YPD) A. Cepa M4T123. B. Cepa
CECT 1328.
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La robustez de estos resultados se analizd6 comparando los datos
obtenidos mediante RT-PCR con los obtenidos en los microarrays (Tabla 4.8).

En los genes directamente responsables de la sintesis de glutation
(GSH1 y GSH2) y los implicados en la sintesis de cisteina (CYS3 y CYS54), los
resultados obtenidos en el medio YPD mostraron valores muy similares mediante
ambas técnicas. En cambio, en el medio MFS, mientras que para CYS3 se
observé mayor expresion en la cepa mutante en los dos medios y por ambas
técnicas, los otros tres genes (GSH1, GSH2 y CYS4) mostraban un mayor nivel
de expresion en los resultados obtenidos por RT-PCR, mientras que no se

detectaron cambios significativos en los microarrays.

Con el gen SER2, implicado en la biosintesis de serina, se obtuvieron
resultados muy similares con ambas técnicas tanto en medio YPD como en
medio MFS. En cambio, para MET2 los resultados fueron similares en YPD pero
divergentes en MFS ya que, mediante microarrays se observo un descenso en la
expresion en la cepa mutante mientras que por RT-PCR se obstuvo un

incremento apreciable.

Con los genes implicados en el catabolismo de la glucosa se observaron
resultados similares en medio YPD para ENO2 y PDC5, mientras que existian
diferencias notables para los otros dos genes analizados (ADH1 y CDC19). En el
medio MFS todos los resultados, a excepcion del obtenido para ADH1 en los
microarrays, mostraron la sobreexpresion de los genes en la cepa mutante. Los
valores fueron practicamente idénticos para CDC19, para ENO2 el nivel de
expresion fue diez veces mayor al medirlo por RT-PCR vy, al contrario, en el caso

de PDC5 la expresion fue tres veces superior al utilizar microarrays.
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Tabla 4.8. Resumen del andlisis de la expresion génica mediante microarrays de cDNA
y RT-PCR.

Gen YPD* MFS*
Array RT-PCR Array RT-PCR

GSH1 2,8 1,15 sc 7,76
GSH2 1,5 1,41 sC 2,04
CYS3 2 2 2,29 7,76
CYS4 1,6 1,41 e 1,26
MET2 1,6 1,58 -2,8 1,62
SER2 4 6,31 4 6,03
ADH1 sc 3,16 sc 1,62
CcDC19 sC -2 4,28 3,89
ENO2 1 1,2 2,46 20,42
PDC5 -4,9 -8,90 9,84 3,55

*Indica el incremento (valor positivo) o disminucion (valor negativo) de la transcripcion
obtenido a partir del ratio M4T123/CECT 1328. sc: sin cambio.

4.2.4 Analisis de la concentracion de etanol

Los resultados obtenidos tanto con microarrays como por RT-PCR
mostraron importantes diferencias en los niveles de expresion de los genes
relacionados con la fermentacion alcohdlica en ambas cepas en los dos medios
de cultivo estudiados. Para verificar la materializacion fenotipica de estas
diferencias, se midio la concentracién de etanol producido por ambas cepas en
los cultivos utilizados para obtener los RNAs empleados en el andlisis de

expresion génica.

Como se muestra en la Figura 4.8A, la concentraciéon de etanol
producido por la cepa M4T123 en medio YPD fue mayor que el generado por la
cepa silvestre, excepto al inicio de la fermentaciéon (9 h). El valor maximo se
alcanzo6 a las 14 horas de incubacién y se mantuvo constante hasta, al menos,
24 h (7379 mg/L).
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Figura 4.8. Produccién de etanol. A. Medio YPD. B. Medio MFS.
MAT123 @ CECT 1328

En medio MFS, la cepa mutante mostré una produccién de etanol inferior
a la alcanzada en el medio YPD. A partir de las 12 h de incubacién se obtuvieron
concentraciones de 2000 mg/L hasta alcanzar los 4000 mg/L a las 20 h. (Figura
4.8B). En cambio, la cepa CECT 1328 mostré un comportamiento totalmente
diferente al observado en el medio YPD ya que sdlo se detectaron trazas de

etanol a las 9 horas de fermentacion.

Estas diferencias en los niveles de produccion de alcohol se correlacionan
con las diferencias ya mencionadas, en los niveles de expresion de los genes
implicados en el metabolismo fermentativo de la glucosa (ADH1, CDC19, ENO2 y
PDC5). Asi, la cepa mutante fue capaz de sintetizar etanol en ambos medios de
cultivo ya que su patron de expresidon no sufridé apenas cambios en ambas
condiciones (Figura 4.7A). Sin embargo, la cepa CECT 1328 soélo fue capaz de
producir etanol en medio YPD coincidiendo con los resultados obtenidos por
RT-PCR donde los genes CDC19, ENO2 y PDC5 mostraron unos niveles de
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expresion negativos, indicando, por tanto, el bajo nivel de transcripcion en
medio MFS(Figura 4.7B).

4.3 Optimizacion de los parametros de cultivo

Debido a que la produccién de GSH a nivel industrial no puede realizarse
en medio YPD, ya que resultaria econdmicamente inviable, es necesario utilizar
un medio complejo cuya composicion se base en materias primas baratas como,

por ejemplo, melazas, CSL, aceites vegetales o harinas.

Como ya se ha mostrado en el apartado 4.2.1, el mutante M4T123
mostré una produccion especifica de GSH mayor al utilizar el medio MFS. Sin
embargo, la concentracidn obtenida fue menor a la lograda en medio YPD debido
a la menor cantidad de biomasa alcanzada en medio MFS. Las condiciones de
cultivo (% de indculo, tiempo y porcentaje de los componentes del medio) que
permiten alcanzar estos niveles de produccion de GSH, fueron elegidos en base
a datos bibliograficos, pero no necesariamente se ajustan a las mejores
condiciones de cultivo de la cepa mutante. Con el fin de intentar mejorar estos
resultados, se realizaron estudios para optimizar las condiciones de cultivo

mediante el disefio de experimentos.

Para ello, se utilizd la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)
que permite determinar la influencia e importancia de los factores que
intervienen en un proceso, asi como las interacciones entre ellos, con un nimero

minimo de ensayos.
4.3.1 Modelo de primer orden

Como primer paso de la estrategia secuencial de la MSR, se planted un
experimento basado en un disefio factorial completo de dos niveles con cuatro
variables independientes. En la Tabla 4.9 se muestran las variables, su

codificacion y los niveles ensayados para cada una de ellas.

122



4. Resultados

Tabla 4.9. Variables y niveles utilizados en el disefio factorial 2*.

Variable Variable Nivel
natural Codificada
-1 0 +1
Melaza (%) Xy 1,5 3,75 6
CSL (%) X2 0,5 2,25 4
Indculo (% v/v) X3 1 3 5
Tiempo (h) X4 24 36 48

El disefio utilizado, un factorial 2*, consistié en 16 experimentos, al que
se afiadieron 6 puntos centrales (nivel 0), con el objeto de estimar el error
experimental y permitir determinar el ajuste al modelo. Todos los cultivos se
iniciaron a partir de un inéculo comun de la cepa M4T123 crecido en medio YPD
durante 24 horas a 28°C

En la Tabla 4.10 se muestra la matriz para el disefio utilizado y los
resultados obtenidos para la respuesta (mg GSH/L). Los resultados para los 6
puntos centrales fueron muy similares (media 16,91 mg GSH/L), indicando una
buena reproducibilidad en el método de analisis y un bajo error experimental.
Dos combinaciones, (experimentos 3 y 17) permitieron obtener los valores mas

altos de la respuesta: 39,04 y 49,97 mg GSH/L, respectivamente.
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Tabla 4.10. Matriz experimental y valores obtenidos para la respuesta.

Melazas CSL 1Indculo Tiempo Biomasa GSH
X4 X2 X3 X4 (mg/mL) (mg/L)

1 0 0 0 0 4,24 16,68
2 -1 -1 -1 -1 0,65 2,82
3 -1 +1 +1 +1 6,03 39,04
4 -1 +1 -1 -1 0,89 0
5 0 0 0 0 3,68 17,31
6 -1 +1 +1 -1 1,68 4,17
7 +1 +1 -1 +1 3,73 7,58
8 +1 +1 +1 -1 2,47 5,27
9 +1 +1 -1 -1 0,78 2,98
10 0 0 0 0 3,73 17,25
11 0 0 0 0 4,08 16,5
12 +1 -1 -1 +1 0 0
13 -1 +1 -1 +1 5,95 38,68
14 -1 -1 +1 -1 1,42 10,72
15 +1 -1 +1 -1 0 0
16 +1 -1 -1 -1 0 0
17 -1 -1 +1 +1 2,52 49,97
18 +1 -1 +1 +1 0 0
19 -1 -1 -1 +1 2,06 29,93
20 0 0 0 0 3,78 16,78
21 +1 +1 +1 +1 5,74 19,04
22 0 0 0 0 2,74 16,94

El andlisis del disefio experimental a partir de los resultados obtenidos
permitio determinar la influencia de cada factor principal, asi como sus
interacciones, sobre la respuesta. Como se muestra en la Tabla 4.11, el analisis
de varianza mostré que las melazas (A), el inéculo (C), el tiempo (D) y la
interaccién entre las melazas y el tiempo (AD) influyeron significativamente

(todos mostraron un valor del estadistico de probabilidad, p < 0,05) en la

produccion de GSH.
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Tabla 4.11. Andlisis de varianza (ANOVA) para la produccién de GSH.

Factor Suma de Grados Media cuadrado F P
cuadrados de
libertad

A: melazas 1339,01 1 1339,01 202,39 0,0000
B: CSL 29,7843 1 29,7843 4,50 0,0873
C: inéculo 148,535 1 148,535 22,45  0,0052
D: tiempo 1682,85 1 1682,85 254,36 0,0000
AB 141,908 1 141,908 21,45 0,0057
AC 28,7028 1 28,7028 4,34 0,0917
AD 1012,67 1 1012,67 153,06 0,0001
BC 4,03006 1 4,03006 0,61 0,4704
BD 36,3308 1 36,3308 5,49 0,0661
CD 25,2758 1 25,2758 3,82 0,1080
“Lack of fit” 129,439 6 21,5731 3,26 0,1078
Error puro 33,0801 5 6,61602
Total (corr.) 4611,61 21

R? = 0,9647; R? (ajustado)= 0,9327.

En este caso el valor obtenido para el estadistico R?, indicaba que una
gran parte de la variabilidad en la respuesta, un 96%, era explicada por el
modelo. Ademas, el test del fallo de ajuste (lack of fit) dio como resultado un
valor mayor de 0,05 (Tabla 4.11), indicando que los resultados se ajustaban
bien al modelo. El anadlisis de la matriz de correlacion mostréd que no existia
ninguna correlacidon entre las variables y, por tanto, las estimaciones obtenidas

para cada una de ellas no presentaban ningun patrén de confusion.

A partir de éste analisis se determinaron los coeficientes de regresidn

para cada factor y la ecuacién que describe el modelo:
GSH=-34,3+5,73X1-4,2X,+1,07X5+1,64X4+0,75X;X5-0,29X; X3-0,29X1 X4-0,14X,X3+0,07X,X4+0,05X5X4

Utilizando la funcidon de este modelo de primer orden se calculd el
maximo tedrico para la respuesta que resultd ser de 52,28 mg GSH/L, para unos

valores de concentracion de melazas (X;)=1,5%, concentracion de CSL
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(X2)=0,5%, porcentaje de indculo (X3)= 5% y tiempo de fermentacion (X4;)=48
h.

La representacidon grafica de este analisis mediante un grafico de Pareto
(Figura 4.9) muestra como las variables o sus interacciones influyen en la

respuesta y, de forma proporcional, en la magnitud de dicha influencia.

D:tiempo
A:melazas
AD
C:inoculo
AB

BD

B:CSL

AC

CD

BC

o
N
(o]

12 16

Figura 4.9. Grafico de Pareto para GSH (mg/L). La linea azul indica el valor minimo
estadisticamente significativo. El tamafio de las barras es proporcional al efecto de la
variable correspondiente sobre la respuesta. En verde se representa un efecto positivo y
en rojo, negativo.

Por tanto, al igual que se mostré en la Tabla 4.11, el tiempo vy el
porcentaje de indculo fueron los dos factores principales que afectaron,
estadisticamente, de forma positiva a la produccion de GSH. Ademas, la
interaccion de las melazas con el CSL también tuvo un efecto positivo sobre la
respuesta. Por el contrario, las melazas y la interaccion entre éstas y el tiempo
(AD), influyeron de forma negativa sobre la respuesta.

La visualizacion de estos resultados mediante la representacion de la

superficie de respuesta ofrece una interpretacion mas sencilla (Figura 4.10). La
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produccion de glutation es mayor a medida que se incrementan el porcentaje de
inéculo y, sobre todo, el tiempo de incubacién (Figura 4.10A). Sin embargo, a
medida que aumenta la concentracion de melazas, se observa un efecto
negativo sobre la respuesta, mientras que un aumento de la concentraciéon de
CSL provoca un efecto positivo. La mejor respuesta se obtuvo al utilizar una
baja concentracion de CSL (0,5%) en combinacién con una baja concentracion
de melazas (1,5%) (Figura 4.10B).

30
25
20
15
10

GSH

48
36
0 1 2 3 2 24 tiempo

inoculo

GSH

15 25 35 45

melazas

Figura 4.10. Grafica de superficie de respuesta para GSH (mg/L). A. Efecto del indculo
frente al tiempo. B. Efecto de las melazas frente a CSL.
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4.3.2 Método del ascenso mas pronunciado

A partir de los resultados obtenidos con el primer disefio factorial, se
decidié fijar el valor de las variables de melazas (1,5%) y de CSL (0,5%), ya
que ambos, sobre todo las melazas, estaban inversamente relacionados con la
produccion de glutation. Con el objetivo de seguir avanzando de forma rapida
hacia el 6ptimo, se utilizé el método del ascenso mas pronunciado. Para ello, se
realizaron siete pasos sobre la trayectoria trazada a partir del valor central sobre
la superficie de respuesta donde se representa el efecto del inéculo frente al
tiempo (Figura 4.10A). Se estableci6 un incremento (A) de 12 h para la
variable tiempo (X;) y el valor del incremento para la variable indculo (X;) se

determind a partir del valor central mediante el software Statgraphics v 5.0.

Siguiendo este disefio experimental, se cultivd la cepa M4T123 en las
ocho condiciones que combinaban distintos porcentajes de indculo y tiempos de
fermentacion. En la Tabla 4.12 se muestran los valores codificados y sin

codificar para ambas variables, asi como los resultados obtenidos.

Tabla 4.12. Método del ascenso mas pronunciado.

Pasos Codificado Sin codificar Resultados
X1 Xz Tiempo Indculo Biomasa GSH
(h) (%) (mg/mL) (mg/mL)
Origen 0 0 36 3 2,14 41,5
A 12 * 12 *

Origen + A 12 0,6 48 3,6 2,37 50,2
Origen + 2A 24 0,6 60 4,3 2,7 57,1
Origen + 3A 36 1,2 72 5,4 2,91 59,9
Origen + 4A 48 1,7 84 7,2 2,99 46,3
Origen + 5A 60 2,3 96 9,5 3,28 37,3
Origen + 6A 72 2,5 108 12 3,48 36,1
Origen + 7A 84 2,5 120 14,5 3,54 36,5

*Valores calculados mediante software Statgraphics v 5.0.
En todos los casos se incluyeron melazas (1,5%) y CSL (0,5%).
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En los tres primeros pasos, la concentracion de GSH se incrementd
notablemente, hasta alcanzar un valor maximo de 59,9 mg GSH/L al utilizar
5,4% de inéculo y 72 h de incubacién (Tabla 4.12). A partir de este punto, y
como se muestra en la Figura 4.11, la respuesta obtenida disminuyd de forma

progresiva en cada uno de los sucesivos pasos que se realizaron.

GSH
I
(o]

1215

6
36 o7 78 99 1909 3 inoculo

tiempo

Figura 4.11. Trayectoria del ascenso mas pronunciado para GSH.

4.3.3 Modelo de segundo orden
Disefo central compuesto (DCC)

Una vez en la region del 6ptimo, se planted un nuevo experimento con el
fin de ajustar un modelo de segundo orden. Se utilizd un disefio central
compuesto (DCC), que constaba de 12 experimentos de los cuales cuatro
correspondian a un factorial 2> (% indculo y tiempo), cuatro a los puntos
centrales y cuatro a los puntos axiales. Como valor del punto central se tomaron
las condiciones que permitieron alcanzar la mejor respuesta con el método del
ascenso mas pronunciado, es decir, 5,4% de indculo y 72 horas de incubacion.
El disefio completo del DCC vy las respuestas obtenidas tras la fermentacién de la

cepa M4T123 en las 12 condiciones establecidas se muestran en la Tabla 4.13.
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Tabla 4.13. Disefio central compuesto.

Codificado Sin codificar Resultados
X1 X Tiempo Inéculo  Biomasa GSH
(h) (%) (mg/mL) (mg/mL)

1 -1 +1 60 7 2,61 46,8
2 0 0 72 5,4 2,56 53,4
3 0-a 0 55 5,4 1,52 28,3
4 0 0 72 5,4 2,63 55,5
5 0 O+a 72 7,5 2,88 58,0
6 0 0-a 72 3,7 1,74 32,7
7 0+ a 0 89 5,4 2,70 45,8
8 -1 -1 60 4,2 1,46 24,1
9 0 0 72 5,4 2,36 51,2
10 +1 -1 84 4,2 2,07 36,4
11 +1 +1 84 7 2,66 39,9
12 0 0 72 5,4 2,37 54,9

En todos los casos se incluyeron melazas (1,5%) y CSL (0,5%).

Los resultados obtenidos mostraron que la respuesta maxima fue de
58 mg GSH/L, después de 72 h de incubacion y utilizando un inéculo del 7,5%.
La representacion grafica de la superficie de respuesta obtenida para estos

resultados se muestra en la Figura 4.12.
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Figura 4.12. Superficie de respuesta para GSH (mg/L).
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El andlisis de varianza para el DCC se muestra en la Tabla 4.14. Tanto
los efectos principales, como su interaccion mostraron un valor de p menor de
0,05, lo que indicaba que influian significativamente sobre la respuesta. El
ajuste de los resultados al modelo fue bueno, ya que el test que determina la
falta de ajuste (Lack of fit) fue mayor de 0,05. El modelo disefiado explicaba un

92%, (R? =0,926), de la variabilidad obtenida para la respuesta.

Tabla 4.14. Analisis de varianza (ANOVA) del DCC para GSH (mg/L).

Factor Suma de Grados de Media F P
cuadrados libertad cuadrado

A: indculo 474,275 1 474,275 128,41 0,0015
B: tiempo 112,729 1 112,729 30,52 0,0117
AB 93,026 1 93,026 25,29 0,0152
“Lack of fit” 94,4589 3 31,4863 8,52 0,0559
Error puro 11,0803 3 3,6934

Total (corr.) 1434,82 11

R? =0,926; R? (ajustado) = 0,865

Ademas, el analisis de regresion permitido establecer los coeficientes de

significacion y la ecuacion que describe el modelo de segundo orden:

GSH = -547,70 +11,38 X; +58,50X; -0,0654 X;® - 0,29 X; X; - 2,83 X,?

Donde X; = tiempo, y X, = indculo

A partir de esta funcidon se calculd el punto estacionario, o maximo
tedrico, para la respuesta que resulté ser de 56 mg/L para un 6,6% de inéculo y
72 h de incubacién.

Por tanto, la aplicacion de la Metodologia de Superficie de Respuesta a la
mejora de las condiciones de cultivo de la cepa M4T123 permitié obtener de
forma repetitiva una produccién de 58-60 mg GSH/L después de 72 h de
incubacion en medio MFS lo que supone un incremento de unas 2 veces con

respecto a los valores obtenidos inicialmente (30-32 mg GSH/L).
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4.4 Obtencion de cepas superproductoras de glutation

mediante incremento de la dosis génica

Como se ha mencionado en la Introduccion, el glutation se sintetiza
mediante dos reacciones sucesivas catalizadas por las enzimas GSH1 y GSH2. La
inhibicién por producto final de GSH1 causada por el GSH, hace que esta
primera reaccion sea el paso limitante para la produccion del tripéptido (Ohtake
y col., 1988). El aumento en la expresién del gen GSH1 o un incremento de su
numero de copias, mediante la utilizacion de vectores episdomicos, han sido
estrategias utilizadas para incrementar el contenido en GSH en S. cerevisiae
(Yasuyuki y Seizou, 1991; Fan y col., 2004).

4.4.1 Construccion de un vector de expresion integrativo

La posible utilizacién en la industria alimentaria de un vector portando
un casete de expresién integrativo, conlleva que, tras su recombinacion, no se
detecte la presencia de DNA exdgeno o de marcadores de resistencia a
antibidticos. Por lo tanto, el casete debe estar constituido en su totalidad por
DNA de levadura.

Ademas, la obtencion de altos niveles de expresion de una proteina
implica, como normal general, que el gen de interés esté presente en un elevado

naimero de copias (Lopes y col., 1989; Romanos y col., 1992).

Una de las estrategias para lograr ambos requisitos es dirigir la
integracidon, por recombinacion homdloga del gen diana, al locus del DNA
ribosdmico de las levaduras, constituido por una secuencia de 9 kb que se repite
entre 100-120 veces (Petes, 1979; Warner, 1989).

El primer paso para realizar esta estrategia fue la construccion de un
vector de expresion integrativo. En la Figura 4.13 se muestra el proceso de

construccion de dicho vector.
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Figura 4.13. Construcciéon del plasmido de expresion integrativo pBT39. N: Notl,

H: HindIIl, E: EcoRI, B: BamHI, K: Kpnl, X: Xhol, S: Sacl, Sp: Spel, P: Pstl.

En primer lugar, utilizando los oligonucleétidos rDNA2-F y rDNA2-R vy el

DNA gendmico de S. cerevisiae CECT 1328 como molde, se amplificé un
fragmento del rDNA 25S que se llamdé rDNA2. El fragmento de 626 pb

amplificado se digirié con la enzima HindIII y se clond en el plasmido pUC18Not,

previamente digerido con la misma enzima. La mezcla de ligacidén se transformo

en E. coli TOP 10F’ y el plasmido resultante se denominé pBT20 (Figura 4.13).

El siguiente paso fue la clonacion de otro fragmento del locus 25S del

rDNA. Utilizando los oligonucledtidos rDNA1-F y rDNA1-R se amplificé un

fragmento que se denomind rDNAL1. El fragmento de 617 pb resultante se digirid
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con la enzima de restriccion EcoRI y se clond en el plasmido pBT20 dando lugar
al plasmido pBT21 (Figura 4.13).

Debido a que no es posible utilizar marcadores de confieran resistencia a
antibioticos, se utilizd6 como marcador de seleccion el gen URA3 que codifica
para la orotidin-5’-P-descarboxilasa y complementa la auxotrofia para el uracilo.
El gen URA3 se amplificé mediante PCR y uno de los oligonucledtidos utilizados,
URA3-F, complementario del extremo 5’, contenia un sitio de restriccion Pstl. De
esta manera, el producto de la amplificacion carecia de 16 pb en su regién
promotora. Este fragmento de 865 pb se clond en el plasmido pBT21
obteniéndose el plasmido pBT32 (Figura 4.13). La secuencia del gen URA3d se
comprob6é mediante la secuenciaciéon de tres clones conteniendo el plasmido
pBT32.

Como promotor para la expresiéon del gen de interés se eligio el
promotor constitutivo TEF (Translation elongation factor). A partir del plasmido
p416TEF (Mumberg y col., 1995) se obtuvo un fragmento Sacl-Kpnl de 811 pb
que incluia, ademas del promotor, el sitio de clonacién multiple (mcs) del
plasmido pBluescript y el terminador CYC1 de S. cerevisiae. Dicho fragmento se
cloné en pBT32 obteniéndose, finalmente, el vector de expresidn integrativo
pBT39 (Figura 4.13).

4.4.2 Clonacion del gen GSH1

El gen GSH1 se amplific6 mediante PCR utilizando los oligonucleétidos
GSH1-F y GSH2-R disefiados a partir de una secuencia depositada en GenBank
(N© Acceso X85021). Los extremos del fragmento de 2,09 Kb obtenido se
rellenaron con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I y se clon6 en el
plasmido pUC19, previamente digerido con la enzima Smal. El plasmido
resultante se denomind pBT1. La secuencia del gen GSH1 se confirmd a partir de
la secuenciacién de tres clones, y posterior comparacién con la secuencia

original.

134



4. Resultados

Por ultimo, el gen GSH1 se subclono en el plasmido de expresidn pBT39,
dando lugar al plasmido pBT119 (Figura 4.14).

Not

EcoR1

Sad
Not

Hirdlll Spel

Hirdll

Xhol

Figura 4.14. Vector de expresion integrativo pBT119.

4.4.3 Transformacion de S. cerevisiae

A partir de una preparacion a gran escala, el vector pBT119 se digirio
con la enzima de restriccion Notl. De esta forma, se obtuvo un casete de
expresion conteniendo el gen GSH1 flanqueado por las secuencias homadlogas al
locus rDNA 25S, eliminando el DNA bacteriano y el marcador de resistencia a

ampicilina presentes en el plasmido (Figura 4.14).

A continuacién se transformaron células competentes de la cepa
S. cerevisiae CECT 1645 (ura3-A, trpl, leu2-3, leu2-112) con,
aproximadamente, 10 ug del fragmento Notl obtenido a partir del plasmido
pBT119. Las células se sembraron en medio minimo suplementado con

triptéfano y leucina, obteniéndose un total de 50 transformantes.
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4.4.4 Analisis de la concentracion de glutation

Se realizaron cultivos de los 50 transformantes obtenidos de la cepa
CECT 1645 y de la cepa utilizada como control (CECT 1645 transformada con
pBT39, que no porta GSH1) en los que se analizé la produccion de biomasa y
GSH.

En una primera ronda de analisis se descartaron 44 transformantes que
mostraron un contenido en GSH menor que la cepa control. Las seis cepas
restantes se sometieron a un segundo andlisis que confirmé que todas
presentaban una produccion especifica de GSH entre un 6% (TBT3) y un 32%

(TBT6) mayor que la cepa control (Tabla 4.15).

Tabla 4.15. Produccion de GSH en los transformantes seleccionados.

Cepa [GSH] Biomasa [GSH] [GSH]

HM (mg/mL) (mg/g) (mg/L)

CECT 1645 125,89 + 0,4 2,35 £0,090 4,94 11,90
Control* 197,29 £ 0,85 4,63 +0,020 3,95 18,28
TBT1 311,36 £ 1,78 4,71 £0,030 6,09 28,70
TBT3 235,33 £ 5,66 5,18 £0,060 4,19 21,70
TBT5 303,59 + 4,27 4,82 £0,070 5,81 27,99
TBT6 208,22 + 3,82 2,43 +£0,005 7,88 19,20
TBT13 334,10 + 2,89 5,05 +0,030 6,10 30,80
TBT25 207,60+ 1,41 4,74 £0,030 4,04 19,13

* CECT 1645 transformada con el plasmido pBT39.
Media de dos experimentos analizados por HPLC (por duplicado).

La integracion del gen URA3 tuvo un efecto positivo sobre la produccion
de biomasa, ya que tanto el control como cinco de las cepas mostraron unos
valores que duplicaban al obtenido con la cepa parental sin transformar (Tabla
4.15). Sélo la cepa TBT6 presentd un crecimiento menor que el resto de las
cepas, siendo la cantidad de biomasa similar a la obtenida con la cepa de

coleccién.
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El efecto combinado de la mayor produccion especifica y la mayor
produccion de biomasa permitié incrementar la produccién volumétrica de GSH
(mg/L) de entre un 5% (TBT6) y un 68% (TBT13).

4.4.5 Analisis molecular de las cepas seleccionadas

Las seis cepas transformantes seleccionadas se analizaron mediante
hibridacién para confirmar la integracién del casete en el genoma. Para ello, el
DNA gendmico de cada cepa se digirié con Bg/Il y se hibridd utilizando como

sondas los distintos elementos del casete integrado.

Debido a que cada unidad de rDNA de S. cerevisiae tiene tres dianas
Bg/ll (Figura 4.15A) la integracion del casete de expresion mediante doble
recombinacién homadloga, conllevaria la pérdida de la diana Bgl/lI localizada en el
locus rDNA 25S. De esta forma, al digerir el DNA gendmico de los
transformantes, en aquellos en los que se hubiese producido dicha integracion,

se obtendria un fragmento de aproximadamente, 11,6 kb (Figura 4.15B).

La hibridacion de las muestras de DNA utilizando como sonda el gen GSH1 de la
cepa control mostrd, en todos los casos, una banda de unas 4,5 kb
perteneciente a la copia enddgena del gen (Figura 4.16A). Ademas, en cuatro
cepas (TBT3, TBT5, TBT6 y TBT13) se observd la presencia de una banda de 5,5
kb y en otras dos (TBT1 y TBT3) una banda de unas 7 kb, que no se
correspondian con el patron esperado. De hecho, en ningln caso se obtuvo la
banda tedricamente prevista de 11,6 kb, lo que parecia indicar que durante el
proceso de integracion del casete de expresion se habian producido

recombinaciones inespecificas.

Con el objetivo de intentar determinar qué elementos podian estar
implicados en estas recombinaciones, se realizaron hibridaciones utilizando
como sonda el fragmento rDNA1. Los resultados obtenidos fueron idénticos que

los logrados al utilizar como sonda el gen GSH1.
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Figura 4.15.A. Organizacién genética de una unidad de rDNA en S. cerevisiae. B.
Prediccion de la integracidon del casete de expresidon por recombinacién homologa. B, Bg/lI;

N, Notl; P, promotor; T, terminador.
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Figura 4.16. Hibridacion de los transformantes 1. TBT1; 2.TBT3; 3.TBT5; 4.TBT6;
5.TBT13; 6. TBT25; 7. S. cerevisiae CECT1645 (control sin transformar); M: A HindIII.
A. Sonda GSH1-DIG. B. Sonda URA3-DIG.
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La hibridacion utilizando como sonda el gen URA3, reveld en la cepa
control una banda de unas 2,5 kb correspondiente a la copia enddgena presente
en el genoma (Figura 4.16B). Solo en el caso de los transformantes TBT1 y
TBT3, estaba presente esta banda. En todas las cepas, incluidas las dos
anteriores, se observaron bandas de entre 3,5 kb y 7 kb. Las bandas de 4,5 kb,
5,5 kb y 7 kb coincidian con las obtenidas en la hibridacién con GSH1, mientras
que en la cepa TBT6, aparecid una nueva banda de 3,5 kb. Ninguna de las cepas

mostré el patron de fragmentos de hibridacién esperado tedéricamente.

4.4.5 Estabilidad mitoética

Para determinar si la existencia de recombinaciones inespecificas podia
plantear problemas de estabilidad del casete de expresion integrado o de partes
del mismo, se incubaron las cepas en medio no selectivo (YPD) durante,

aproximadamente, 75 generaciones.

En |a Tabla 4.16 se muestran los resultados obtenidos para las distintas
cepas después de analizar la presencia del marcador que complementa la

auxotrofia para el uracilo (URA3).

Tabla 4.16. Estabilidad mitdtica.

Cepa P, g P> m*

TBT1 99,13 77 98,24 0,0117
TBT3 99,51 76 99 0,0067
TBT5 98,97 80 93,52 0,0707
TBT6 99,03 77 98,34 0,0090
TBT13 98,83 77 97,3 0,0202
TBT25 98,15 78 97,1 0,0137

Pi= % células que presentan plasmido a tiempo cero.
P,= % células que presentan plasmido después de g generaciones.
g= generaciones transcurridas.

In (P2/P1)

* m=tasa de segregacion; m=1-e —g x100
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La réplica de las colonias crecidas en medio no selectivo sobre medio
minimo permitié obtener, aproximadamente, el mismo numero de colonias
viables. El calculo de la tasa de segregacion a partir de estos resultados
confirmd, por tanto, la alta estabilidad del marcador URA3, o fragmentos del

casete portando este gen, integrados en el genoma de estas cepas.

Ademas, el analisis de la concentracion de GSH de las cepas crecidas
durante 75 generaciones, permitido obtener valores muy similares a los obtenidos
a partir de los cultivos crecidos durante las primeras generaciones (g=6-8) en el

medio no selectivo.
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5.1 Glutation: importancia bioldgica y usos

El GSH es el tiol no proteico mas abundante en todos los organismos y
predominantemente, en células eucariotas (Meister y Anderson, 1983 Meister
1988; Penninckx y Elskens, 1993; Sies 1999). El GSH cumple con varias
funciones en la célula, esta involucrado en el control del estrés por su papel
como antioxidante (Grant y col., 1996), en la detoxificacion de xenobidticos
(Fang y col., 2002; Pastore y col., 2003) y en el caso de plantas y algunas
levaduras, participa en la inactivacion de metales pesados téxicos (Mendoza-
Cdzatl y col., 2005). La deficiencia de GSH en humanos estd relacionada con
diversas enfermedades como la cirrosis hepatica, enfermedades pulmonares,
cataratas, infecciones por VIH, enfermedades neurodegenerativas y con el
envejecimiento (Anderson, 1998; Townsed y col., 2003; Wu y col., 2004).
Estudios muestran que la ingesta de GSH disminuye la absorcién de perdxidos
lipidicos (Kowalski y col., 1990). Ademas, el consumo de glutation se ha
asociado con la proteccion contra algunos tipos de céancer, como el cancer de

boca y de faringe (Trickler y col., 1993; Flagg y col., 1994).

El glutation se incorpora en la dieta mediante el consumo de frutas y
verduras (Jones y col., 1995), absorbiéndose intacto a través del intestino
delgado (Hagen y col., 1990; Vincenzini y col., 1992). La ingesta por via oral de
suplementos de GSH en forma de mono y diésteres (Levy y col. 1993; Anderson
y col., 1994) también se utiliza para incrementar la concentracién del tripéptido
en sangre y tejidos, tanto en ratas (Hagen y col, 1990) como en humanos
(Hagen y Jones, 1989). El GSH estd presente en diversos compuestos
farmacéuticos, que se administran, por via oral, intravenosa o intramuscular,
para el tratamiento en la formacién de trombos (Molloy y col., 1998),
reduciendo los efectos secundarios e incrementando la eficacia de drogas

quimioterapeuticas (Smyth y col., 1997).

Debido a sus propiedades beneficiosas para la salud, la produccidén de
GSH a nivel industrial tiene un elevado interés comercial, utilizdndose en
compuestos farmacéuticos, como aditivo en la industria cosmética en la

composicion de cremas faciales (Nakajima y Fukuda, 1997; Shinmoto y col.,
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2002) y en la industria alimentaria, como aditivo en productos para alimentacién
infantil (Tamura y col., 2003; Yamauchi y col., 2003) y para la conservacién de

alimentos, entre otros (Troller, 1966).

5.2 Obtencion de cepas superproductoras de glutation

La obtencidon de metabolitos de interés se realiza preferentemente a
partir de microorganismos en vez de utilizar plantas, células animales, o la
sintesis quimica. La gran variedad de reacciones que son capaces de llevar a
cabo, la facilidad de adaptarse a distintos ambientes, ser capaces de crecer en
medios de cultivos baratos, su facil manipulacion genética y la simplicidad de
procesos de seleccion, que permiten analizar miles de posibles candidatos en
poco tiempo, son algunas de las ventajas por las que se utilizan (Adrio y
Demain, 2005). Sin embargo, no todos los microorganismos tienen un interés
industrial, y sdlo aquellos capaces de producir especificamente determinados

metabolitos, con gran rendimiento, son seleccionados para tal fin.

Con el fin de lograr esa elevada especializacién, los procesos industriales
utilizan cepas mutantes para la produccion de enzimas, aminoacidos,
antibiéticos y numerosos metabolitos de interés comercial (Vincy y Byng, 1999;
Parekh y col., 2000; Adrio y Demain, 2006). De todos los mutagenos utilizados,
la nitrosoguanidina (NTG) es, probablemente, el agente mutagénico mas eficaz y
por ello ha sido utilizado en numerosos trabajos, tanto en bacterias (Cerda-
Olmedo y Ruiz-Vazquez, 1979; Balz, 1986), como en diferentes especies de
levaduras (Kistler y col., 1986; Sakai y col., 1991).

Debido a su uso como modelo en el anadlisis de los mecanismos
involucrados en la respuesta a estrés oxidativo, a su facil manipulacién, a la
disponibilidad de la secuencia de su genoma y a su elevado contenido
intracelular de glutation, la levadura S. cerevisiae es la fuente microbiana de
eleccion a la hora de realizar estudios relacionados con este tripéptido, incluida

su posible produccidn a escala industrial.
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Aunque las funciones fisioldgicas del GSH en S. cerevisiae han sido
descritas y estudiadas de manera extensa (Carmel-Harel y Storz, 2000;
Penninckx, 2000; Penninckx, 2002), son muy escasos los estudios o referencias
bibliograficas sobre la produccién biotecnoldogica de este tripéptido a partir de
esta levadura, siendo la mayoria, ejemplos descritos en patentes japonesas (Li y
col. 2004).

La exposicion de células de levaduras frente a perdxidos y a metales
pesados como el cadmio, inducen estrés oxidativo (Collinson y Dawes, 1992;
Brennan y Schiestl, 1996), lo que provoca un aumento en la expresion del gen
GSH1 (Stephen y col., 1995; Stephen y Jamieson, 1997) que conlleva a un

incremento en los niveles de GSH en las células.

Debido a que S. cerevisiae responde al estrés originado por perdxidos de
distinta manera que al causado por exposicién al cadmio (Lee y col., 1999), se
disefié una estrategia basada en la seleccidn de células previamente mutadas en
presencia de estos compuestos con el fin de incrementar la posibilidad de

obtener una cepa capaz de producir elevadas concentraciones de tripéptido.

Como cepa inicial se utilizé S. cerevisiae CECT 1328, ya que al ser una
cepa diploide, permite, por una parte, minimizar el efecto que mutaciones
secundarias tendrian en una cepa haploide y, por otra, las cepas diploides de
esta levadura son mas estables que las haploides desde el punto de vista
genético (Hicks y Herskowitz, 1976).

Las dos primeras rondas de seleccion se realizaron en presencia de
peroxidos (H,O, y TBOOH), obteniéndose la cepa MT32 cuyo contenido en
glutation habia aumentado 1,6 veces con respecto a la cepa de coleccién. La
presencia de Cd?* en las placas de seleccién de la tercera ronda, permitié aislar
la cepa MTC45. En esta cepa, se observo el incremento de la concentracion
especifica del tripéptido mas importante, un 50% superior al de su cepa
parental, MT32. Quizas, este aumento tan grande se debid a la, ya mencionada,
diferente respuesta celular ante este metal pesado. La exposicion al cadmio
causa estrés oxidativo en la célula mediante peroxidacion lipidica, desplazando

los iones Fe?* de las proteinas, permitiendo asi, que dicho metal se encuentre
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libre para participar en las reacciones de Fenton, provocando un aumento del
radical libre OH" (Vido y col., 2001). Ademas, el cadmio reacciona con los grupos

tioles y carboxilos, favoreciendo la proteolisis (Mendoza-Coézatl y col., 2005).

De hecho, la utilizacion de TBOOH en esta ronda, no permitid lograr
ninguna mejora, probablemente debido a que S. cerevisiae, activa la misma

respuesta frente al estrés causado por H,O, o por TBOOH (Thorpe y col., 2004).

La cuarta y Ultima ronda de mutacion se seleccion6 en presencia de
TBOOH. La cepa obtenida, M4T123, fue capaz de producir casi cuatro veces mas
glutation (un 1,7% de su peso seco) que la cepa parental CECT1328 (0,4% de
SuU peso seco) y cinco veces mas en cuanto a la concentracion final (Tabla 4.4).
Este incremento es similar al sefialado por otros autores (Li y col., 2004). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que todos esos resultados estan incluidos en

patentes japonesas, lo que hace dificil su comparacion.

5.3 Analisis de expresion génica

La investigacion a nivel molecular esta viviendo un cambio espectacular
en los ultimos afios pasando de trabajos basados en el estudio individual, o de
unos pocos genes, al analisis de los genomas en su totalidad. Gracias a los
avances tecnoldgicos, la secuenciacion del genoma de diferentes
microorganismos es cada vez mas frecuente. Asociada a esta explosién de datos
y conocimientos han aparecido nuevas tecnologias que, soportadas en la

bioinformatica, permiten analizar todos estos resultados de forma global.

La tecnologia mas conocida y, probablemente, la que estd generando
mas datos en estos momentos es la técnica de hibridacion mediante microarrays
(Doménech-Sanchez y Vila, 2004). La tecnologia de microarrays ha permitido
cuantificar la expresion de todo el genoma de S. cerevisiae (Wodicka y col.,
1997), ofreciendo la posibilidad de caracterizar diferencias en el nivel de
transcripcion entre diferentes cepas y/o entre la misma cepa en distintas
condiciones de cultivo (Ter Linde y col., 1999; Kuhn y col., 2001; Momose e
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Iwahashi, 2001; Walhbom y col., 2003; Boer y col., 2003; Shima y col., 2005;
Zuzuarregui y col., 2006).

La regulacion de la respuesta adaptativa al estrés generado por
oxidantes y metales pesados en S. cerevisiae ocurre mayoritariamente a nivel
transcripcional (Jamieson, 2002; Folch-Mallol y col., 2004). Por ello, con objeto
de estudiar los cambios generados a lo largo de las rondas de mutacion en la
cepa M4T123, se analizaron los cambios en la expresion génica mediante la
tecnologia de microarrays. Ademas, debido a que la composicién del medio de
fermentacion puede afectar a la produccion de determinados metabolitos
(Kennedy y Krouse, 1999), y debido al comportamiento relativamente diferente
de la cepa mutante en los dos medios de cultivo utilizados, se realizé un analisis

del nivel de transcripcion en ambas condiciones.

Los resultados obtenidos en medio YPD mostraron que en la cepa
mutante habia unos 750 genes cuya expresion génica variaba mas de 1,5 veces
con respecto a la cepa silvestre. Un grupo de genes cuyo nivel de expresidon
habia aumentado eran aquellos relacionados con la biosintesis de aminoacidos
azufrados (CYS3, CYS4, SUL2, MET14, MET16, MET2 y MET6) (Figura 5.1).
Estudios basados en gendmica y protedémica han demostrado que, en respuesta
a la exposicion al cadmio, existe un incremento de la expresion de algunos de
los genes presentes en esta ruta produciendo un aumento de la sintesis de GSH
(Vido y col., 2001; Momose e Iwahashi, 2001; Lafaye y col., 2005).

Bajo condiciones normales, el azufre, en forma de sulfato, es asimilado
por S. cerevisiae a través de la ruta de transulfuracion, en forma de metionina,
cisteina y glutation (Thomas y Surdin-Kerjan, 1997). Sin embargo, en presencia
de cadmio, la célula reprograma su metabolismo, reduciendo la cantidad de
metionina y cisteina sintetizados, en favor de la sintesis de glutation (Fauchon y
col., 2002). Este hecho podria afectar negativamente a la sintesis de proteinas
conteniendo estos aminoacidos azufrados, pero sin embargo, el analisis de las
54 proteinas mas expresadas, reveld que las células se reprograman y reprimen

la sintesis de algunas proteinas ricas en azufre, reemplazandolas por otras
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isoformas con bajo contenido en el mismo (Figura 5.2) (Fauchon y col., 2002).
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Figura 5.1. Cambio de expresion (ratio cepas M4T123/ CECT 1328) en medio YPD. Se
representan los genes implicados en la biosintesis de aminoacidos azufrados y de GSH. Los
genes que mostraron un incremento (=1,5 veces) se indican en color rojo, los genes que
presentaron un decrecimiento (=1,5 veces) se muestran en color verde.

Este “ahorro” de azufre, sin embargo, no se induce al agotar las reservas
de este elemento, si no que parece ser especifico para aquellas condiciones
medioambientales, como por ejemplo, la exposicion al cadmio, que requieren un
elevado nivel de glutation. De hecho, este tripéptido actia como fuente de
azufre en condiciones de limitacion o agotamiento de éste (Elskens y col.,
1991).
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Los genes SAM1 y SAMZ2 codifican para dos formas distintas de
S-adenosilmetionina sintetasa en S. cerevisiae (Thomas y col., 1988), ambos
genes estan regulados transcripcionalmente por exceso de metionina en el
medio de cultivo de forma opuesta. La regulacion de SAM1 es similar a la de los
genes MET2 o MET6 implicados en la biosintesis de metionina, lo que coincide
con los resultados obtenidos, ya que mostrd un incremento de expresion en la

cepa mutante al igual que los dos genes citados (Figura 5.1).

Como cabria esperar, en base a la mayor produccion del tripéptido
producido por la cepa mutante en este medio (Figura 4.2), se observo también
un aumento en la expresidon de los dos genes directamente relacionados con la
biosintesis de glutation, GSH1 y GSH2 (Figura 5.1).

SO, SO,
+ Cadmio
metionina y metionina y
cisteina cisteina

Proteinas glutation Proteinas Proteinas glutation

alto alto bajo
contenido contenido contenido
en azufre en azufre en azufre

Figura 5.2. Cambios del metabolismo celular en S. cerevisiae por exposicion al cadmio
(Jamieson, 2002).

La expresion de algunos genes presentes en las rutas de biosintesis de
los otros dos aminoacidos precursores del GSH (L-glutamato y glicina) también

mostraron cambios en la cepa mutante con respecto a la cepa silvestre. En
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presencia de altos niveles de amonio en el medio, S. cerevisiae incorpora
nitrégeno a partir de la sintesis de glutamato realizada por la enzima GDH1
(glutamato deshidrogenasa) y mediante la reaccidon entre el amonio vy
a-cetoglutarato (Bertram vy col., 2000; Magasanik y Kaiser, 2002).
Posteriormente, el glutamato sintetizado reacciona con amonio dando lugar a
glutamina, reaccidon catalizada por la enzima GLN1 (glutamina sintetasa)
(Figura 5.3). La glutamina es el mayor donador de aminas en la biosintesis de
purinas, pirimidinas y varios aminoacidos. Como se muestra en la Figura 5.1,
en la cepa mutante en medio YPD, no se observd ningin cambio en la expresion

de GDH1, mientras que se observd un aumento de expresion de GLN1.

NADE’H . ATP
NH4 NADP NH4* ADP+Pi

a-cetoglutarato — GDH1 glutamato GLN1 glutamina

GDH2 = o

NH4*
NADH

v
A

— GLT1 =

NAD* NADH

Figura 5.3. Sintesis de glutamato y glutamina en S. cerevisiae (Ter Schure y col., 2000).

Sin embargo, en los resultados obtenidos a partir de células crecidas en
medio MFS, se observd que sdlo CYS3 aumentaba su expresion en la cepa
mutante, mientras que el resto de genes (SUL1, SUL2, MET2, MET3 y MET6)
mostraron un nivel de expresion menor con respecto a la cepa CECT1328.
Ademas, como se muestra en la Figura 5.4, no se observdé cambio significativo
(mayor de 1,5 veces) en la transcripcidon de los genes CYS4, GSH1 y GSH2 con
respecto a la cepa silvestre. Sin embargo, el analisis por RT-PCR si puso de

manifiesto la sobreexpresién de estos tres ultimos genes, en especial GSH1
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(Figura 4.6B). Este hecho contribuiria, al igual que en el medio YPD, al

aumento en la biosintesis del tripéptido en la cepa mutante.

Como ya se ha mencionado, las dos isoenzimas SAM1 y SAMZ2, sintetizan
S-adenosilmetionina a partir de L-metionina y forman parte del ciclo que regula
la formacion de homocisteina. En este medio de cultivo, no se observé un
incremento en su expresion, coincidiendo con el decrecimiento observado en los
genes MET2 y MET6 (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Cambio de expresion (ratio cepas M4T123/ CECT 1328) en medio MFS. Se
representan los genes implicados en la biosintesis de aminoacidos azufrados y de GSH. Los
genes que mostraron un incremento (=1,5 veces) se indican en color rojo, los genes que
presentaron un decrecimiento (=1,5 veces) se muestran en color verde.
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Cuando la disponibilidad de amonio en el medio es baja, la reaccidn
catalizada por GDH1 no es eficiente y la GLN1 se convierte en la Unica reaccién
para asimilar amonio, debido a la mayor afinidad de GLN1 por este compuesto
(Figura 5.3) (Ter Schure y col., 2000). Debido a que la reaccidn catalizada por
GLN1 consume glutamato, existe un mecanismo alternativo para la obtencién
del mismo que estd regulado por la GLT1 (glutamato sintasa) a través de la

aminacioén del a-cetoglutarato (Magasanik y Kaiser, 2002).

Como era previsible, los resultados obtenidos en medio MFS, mostraron
un incremento en la expresion de GLN1 y GLT1 (Figura 5.4) debido a la baja
concentracion de nitrogeno en este medio de cultivo. Ademas, la enzima GDH3
(glutamato deshidrogenasa 3) que constituye una via alternativa para la sintesis
de glutamato, mostrdé una fuerte represion como resultado de la regulacidn

negativa que ejerce GLT1 sobre la misma (Avendafio y col., 1997).

Como se ha mencionado a lo largo de la memoria, en S. cerevisiae los
factores de transcripcion YAP1 y SKN7 regulan la respuesta adaptativa al estrés
oxidativo (Morgan y col., 1997; Toone y Jones, 1999). El analisis de los
resultados de la cepa mutante crecida en medio YPD reveld que, sdlo SKN7

mostraba cambios en su nivel de expresion (Tabla 4.5).

Ademas de YAP1, la induccion de la expresion de GSH1 debido a la
exposicion de células de S. cerevisiae a cadmio esta regulada por la presencia de
metionina en el medio, y esta regulacion depende de las proteinas MET4, CBF1,
MET31 y MET32 (Dormer y col., 2000; Fauchon y col., 2002; Wheeler y col.,
2003; Lafaye y col., 2005). Los resultados obtenidos en medio MFS, mostraron
cambios en el perfil de expresiéon de estos reguladores. Asi, SKN7 no presentd
variacion a diferencia de lo observado en YPD. Sin embargo MET4, el principal
regulador de la via de los aminoacidos azufrados, y MET28 mostraron un nivel
de expresion mas bajo en la cepa mutante. Por el contrario, el gen MET32, cuyo
producto también interviene en la regulacién de esta ruta de asimilacion del

azufre, presentd una exprésion mas alta.
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En ambos medios de cultivo se observd un altisimo nivel de expresion
del gen FLR1 en la cepa mutante. Este gen estd regulado por YAP1 y codifica
para una proteina de membrana que pertenece a la familia de permeasas
multidrogas (Alarco y col., 1997; Nelissen y col., 1997; Tenreiro y col., 2001).
Estudios sobre esta proteina han demostrado que una sobreexpresion de la
misma confiere resistencia a ciertos oxidantes y modula la respuesta celular
frente al estrés oxidativo (Nguyen y col., 2001). Otro gen regulado por YAP1 y
con un elevado nivel de expresidon en la cepa M4T123, en ambos medios de
cultivo, fue YCF1. YCF1 es un transportador que confiere resistencia al cadmio y
a compuestos tdxicos transportandolos al interior de la vacuola en forma de
complejos o conjugados con glutation (Li y col., 1996; Mendoza-Cdzatl y col.,
2005). ElI mayor nivel de expresidn de ambos genes podria mediar en la
capacidad de la cepa mutante para crecer tanto en presencia de las elevadas
concentraciones de perdxidos o de cadmio utilizadas durante la seleccion como

en el medio MFS.

Las levaduras poseen un sofisticado sistema transcripcional que regula la
expresion de genes responsables del transporte y degradacion de compuestos
nitrogenados en respuesta a distintas fuentes de nitrégeno (Bertram y col.,
2000). La represidon catabdlica por nitrogeno es el mecanismo disefiado para
asimilar nitrégeno en ausencia de una fuente que suministre este elemento,
aumentando la expresion de las enzimas relacionadas con la sintesis de
glutamato, glutamina y de las permeasas responsables de la captacion de

aminoacidos para su uso como fuente de nitrégeno (Magasanik y Kaiser, 2002).

El analisis de las muestras procedentes del medio MFS mostrdé una
mayor expresion, en la cepa M4T123, de los genes implicados en la regulacién
catabdlica por nitrogeno (Tabla 4.6) coincidiendo con los resultados obtenidos
al crecer S. cerevisiae en medios con limitacidon de nitrogeno (Boer y col., 2003;
Tai y col., 2005). Los genes que codifican para los transportadores de amonio
MEP1, MEP2 y MEP3, los implicados en la degradacion de urea DUR1,2, DUR3y
del catabolismo de la alantoina DAL5, estan regulados por GLN3. Esta proteina,
en presencia de una fuente de nitrdogeno, se encuentra inhibida por otro

regulador, URE2 (Figura 5.5). En condiciones de limitacion de nitrogeno, GLN3
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se libera de URE2 mediante defosforilacidn, dirigiéndose al nlcleo y activando la
transcripcidon de los genes implicados en la represion catabodlica por nitréogeno
(Cooper 2002; Magasanik y Kaiser, 2002). En nuestros resultados, el gen URE2,
presenta un nivel de expresion reducido en la cepa mutante respecto de la cepa
silvestre en el medio MFS (Tabla 4.6) facilitando, por tanto, la expresién de los

genes regulados por GLN3.

4 A

Limitacion
nitrégeno

—/
®

\_ /

Figura 5.5. Represion catabdlica por nitrégeno.

Los genes GAP1 (permeasa general de aminoacidos) y PRT2
(transportador de péptidos) también estan regulados por GLN3 (Marzluf, 1997;
Stanbrough y Magasanik, 1995; Magasanik y Kaiser, 2002; Cai y col., 2006) y
codifican para una proteina transportadora de todo tipo de aminoacidos, asi
como de di/tripéptidos, respectivamente. El mayor nivel de expresion de ambos
genes (Tabla 4.6), ademas de los implicados en la regulacién por limitacion de
nitrégeno en el medio MFS, podria contribuir al mayor crecimiento de la cepa
M4T123 con respecto a la cepa CECT 1328, en la que no se observo un alto nivel

de expresion de estos genes (Figura 4.3A).
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La carencia de nitrégeno provoca un desplazamiento del GSH desde el
citoplasma hacia la vacuola central, donde se acumula. De esa manera, se
consigue un aumento en la concentracidon de GSH, ya que dicho desplazamiento
consigue eliminar la inhibicion de la actividad GSH1 por GSH, provocando la
sintesis del mismo (Mehdi y Penninckx, 1997). Debido a la falta de nitrégeno, el
GSH almacenado en la vacuola central es hidrolizado por la proteina
y-glutamiltranspeptidasa (y-GT) y la cisteinilglicina dipeptidasa, liberandose los
tres aminoacidos constituyentes (Elkens y col., 1991; Garril, 1994; Mehdi y
Penninckx, 1997). En los resultados obtenidos en los microarrays en medio MFS
se observé en la cepa mutante un aumento en la expresiéon de CIS2, que
codifica para y-glutamiltranspeptidasa (y-GT). Este podria ser otro de los
motivos que justificaria, por qué la cepa M4T123 crece mejor que la cepa CECT
1328 en este medio.

Las enzimas de la ruta de las pentosas fosfato, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (ZWF1), transcetolasa (TKL1) y ribulosa-5-fosfato epimerasa
(RPE1) son cruciales para la produccion de poder reductor celular en la forma de
NADPH (Folch-Mallol y col., 2004). Este poder reductor es utilizado por la
enzima glutation reductasa y la tiorredoxina reductasa para reducir el glutation y
la tiorredoxina oxidada (Costa y Moradas-Ferreira, 2001). Los genes ZWF1 y
RPE1, presentaron un mayor nivel de expresion en la cepa mutante en medio
MFS (Tabla 4.6) coincidiendo con resultados obtenidos por otros autores en
respuesta a la exposicion a sales de cadmio y H,0, (Godon y col., 1998; Momose
e Iwahashi, 2001).

Algunos de los genes cuyos productos son las enzimas implicadas en los
mecanismos de defensa antioxidantes, también vieron modificados sus perfiles
de expresion en funcion del medio de cultivo. En el medio YPD soélo se observd
un cambio significativo de expresiéon de tres genes (Tabla 4.5). Sdlo GPX2
(glutation peroxidasa) mostré un incremento de expresién aunque esta enzima
se induce fundamentalmente por agotamiento de la glucosa (Ioue y col., 1999)
y sin embargo, no se detecté un aumento de su expresion en medio MFS, donde
la concentracién de glucosa era menor. Los otros dos genes, GRX1 (glutation

reductasa) y GTT1 (glutation s-transferasa) presentaron mayores niveles de
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expresion en la cepa silvestre (ratios negativos). En el caso de GTT1, los
resultados son coherentes ya que esta enzima se induce durante cambio

diauxico y a lo largo de la fase estacionaria.

En el medio MFS se observdé un comportamiento similar para GTT1,
mientras que GTT2, que codifica para otra glutation transferasa asociada a la
membrana del reticulo endoplasmatico, alcanzé un nivel de expresién muy alto
(Tabla 4.6). Esta enzima protege a las células frente al estrés oxidativo
generado por metales pesados y por perdxidos (Inoue y col., 1999; Momose e
Iwahashi, 2001; Fauchon y col., 2002). Los otros tres genes que mostraron
cambios significativos estan implicados en el mantenimiento del estado redox de
las proteinas. Dos de los productos, GRX5 y TTR1 (GRX2), son dos
glutarredoxinas pertenecientes a dos subfamilias diferentes (Rodriguez-
Manzaneque y col., 1999). El tercer gen con un nivel de expresién mas elevado
fue TRX2, que codifica una de las isoenzimas del sistema de la tiorredoxina, y
protege a las células tanto frente al estrés oxidativo como reductor, siendo
requerida para el transporte entre el reticulo endoplasmatico y el golgi y el

mantenimiento de la vacuola central.

En condiciones aerobicas, si la concentracion de glucosa sobrepasa un
valor limite critico (superior a 0,16 g/L), la levadura Saccharomyces cerevisiae
puede fermentar la glucosa a etanol (Van Dijken y Scheffers, 1986), lo que se
conoce como efecto Crabtree (Verduyn y col., 1984). Cuando S. cerevisiae crece
en un medio rico, como en el caso del medio YPD, consume la glucosa como

fuente de carbono formandose etanol como subproducto. Al final de la fase

fermentativa se produce un cese del crecimiento, en el cual, el cambio en la
expresion génica permite a las células crecer de modo respiratorio (cambio
diduxico), utilizando el etanol acumulado en la fase anterior como fuente de
carbono (Lillie y Pringle, 1980; Werner-Washburne y col., 1993; Folch-Mallol y
col., 2004). Tanto la cepa CECT1328 como la cepa M4T123 produjeron mas
etanol en medio YPD que en medio MFS debido a la mayor concentracién de

glucosa en el primer medio (Figura 4.8).
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A partir de las 12 h de incubaciéon, en medio YPD, en la cepa CECT
1328, comenzé a disminuir la concentracion de etanol a lo largo del tiempo,
posiblemente, debido a su utilizacion como fuente de carbono (Figura 4.8A).
Sin embargo, la cepa M4T123 mantuvo un valor constante de etanol a lo largo
del tiempo. Por el contrario, en el medio MFS, la cepa silvestre apenas produjo
etanol, mientras que la cepa M4T123 mostré el mismo perfil de produccion que
en medio YPD (Figura 4.8B).

Los experimentos realizados tanto con microarrays como de RT-PCR
ofrecieron resultados que permiten explicar las diferencias en la produccion de

etanol observada en ambas cepas en los dos medios de cultivo (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Anadlisis (RT-PCR) en medio MFS de los genes implicados en la fermentacidn
alcohdlica. Los genes que mostraron un incremento (21,5 veces) de su expresion, como
(ratio M4T123/CECT 1328) se muestran en color rojo.
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Asi, en medio YPD, la expresion de CDC19 y PDC5 en la cepa CECT 1328
fue mayor que en la cepa mutante (Figura 4.6) lo que justificaria que, a las 9-
10 h, la cepa silvestre produjera mas etanol. El analisis comparativo de los
cambios de expresion de estos genes en la cepa CECT1328, reveld que existia
menos expresion en el medio MFS (Figura 4.7B) dando lugar a ratios

negativos.

Por otra parte, la cepa M4T123, independientemente de la concentracion
y tipo de fuente de carbono, fue capaz de producir etanol en ambos medios
(Figura 4.8). El andlisis a nivel genético revelé que no existian diferencias de
expresion de los genes ADH1, CDC19, ENO2 y PDC5 (Figura 4.7A) en las dos
condiciones. Por tanto, el notable incremento en la expresion de estos genes
(Figura 5.6) no se deberia a su sobreexpresion, si no a la bajisima expresion
de los mismos en la cepa CECT 1328. Ademas, se observd, como durante 10-20
h la concentraciéon de etanol permanecid casi constante, sin afectarle durante

este tiempo la falta de glucosa en el medio.

5.4 Optimizacion de la produccion de glutation

Un aspecto importante en la optimizacién de un medio de cultivo de
interés industrial no es soélo el conseguir una formulaciéon racional del mismo,
sino también la posible inclusion de materias primas de bajo coste que hagan
rentable el proceso. Ello ha llevado a la busqueda de subproductos de bajo valor
comercial que puedan sustituir componentes costosos y que puedan ser
utilizados como fuentes de carbono o nitrogeno (Crueger y Crueger, 1989;

Dreyer y col., 2000).

Los carbohidratos son tradicionalmente las fuentes de energia en la
industria de fermentacion (Crueger y Crueger, 1989). Para medios de cultivo a
nivel industrial, se utilizan como fuente de carbono glucosa, sacarosa, dextrinas,
fructosa, glicerol, lipidos, melazas y etanol (Strobel y Sullivan, 1999). Las
melazas, un subproducto de la produccion del azlcar, es un excelente

compuesto para el crecimiento de levaduras, no sdlo por ser una de las fuentes
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mas baratas de carbohidratos, sino por contener, ademas de azucar, vitaminas y
minerales (Peppler, 1979; Cleasby 1963; An vy col.,, 2001; Vorha vy
Satyanarayana, 2004).

Como fuente de nitrogeno, se utilizan habitualmente sales de amonio,
hidrolizados de caseina, urea y harinas de soja (Strobel y Sullivan, 1999). Otra
fuente de nitrogeno que es metabolizada eficientemente es el liquido de
maceracion del maiz (corn steep liquor; CSL), que se forma durante la
produccion de almidéon a partir de maiz (Winston y Koffler, 1948; Kennedy y
col., 1955). El extracto concentrado, con aproximadamente 4% de nitrégeno,
contiene numerosos aminodacidos, como alanina, arginina, acido glutamico,
isoleucina, treonina, valina, fenilalanina, metionina y cisteina (Crueger y
Crueger, 1989).

La seleccién y concentracién de nutrientes del medio de cultivo se ha
utilizado en diversos estudios para analizar el efecto sobre la sintesis de biomasa
y contenido intracelular de GSH en S. cerevisiae (Udeh y Achremowicz, 1994;
Wei y col., 2003; Cha y col., 2004). Las estrategias se basaban en observar el
efecto de distintas fuentes de carbono, nitrogeno, sales y aminoacidos al

incluirlos o eliminarlos de manera individual en la formacion de los medios.

Una de las estrategias mas eficientes para la optimizacion de procesos
es la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR), la cual tiene como objetivo
principal determinar las condiciones de operacion optima para un sistema, o
determinar la region del espacio de los factores en la que se satisfacen las

condiciones de operacion (Montgomery, 2003).

Los disefios experimentales se han utilizado, aunque no con relativa
frecuencia, en la optimizacion de medios de cultivo para, por ejemplo, la
produccion de lisina (Udeh y Achremowicz, 1993), lisozima (Gheshlaghi y col.,
2005) o la produccion de polisacaridos (Hsieh y col., 2005). Existen trabajos
donde se ha utilizado la MSR para la optimizacion de la produccion de GSH. La
realizacion de un disefio factorial Box-Behnken permitié aumentar la produccion
de GSH de 66 mg GSH/L a 115 mg GSH/L (Liu y col., 1999). Udeh y

Achremowicz (1997), mediante un disefio central compuesto, consiguieron
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aumentar la concentracion del tripéptido casi el doble (de 87 mg a 160 mg de
GSH/L). Sin embargo, es importante resaltar que todos estos resultados se
lograron a nivel de laboratorio mediante el uso de medios de cultivo conteniendo
ingredientes de gran pureza como glucosa, peptona, vitamina B1 y cisteina, que

son caros para una produccion a escala industrial.

Mientras que en cultivos crecidos en medio YPD, la cepa mutante
M4T123 produjo, aproximadamente, 70 mg GSH/L en el medio MFS alcanzé una
concentracion de tan soélo 32 mg GSH/L (Figuras 4.2 y 4.3). Con el fin de
aumentar la concentracion de glutation en este Ultimo medio y conseguir valores
proximos a los obtenidos en medio YPD, decidimos intentar mejorar la

produccion mediante la utilizacion de la MSR.

Como punto de partida de esta estrategia secuencial, utilizamos la
composicién del medio MFS desarrollado en el laboratorio. Como primer disefo
se utilizé un factorial de dos niveles y cuatro factores (melazas, CSL, indculo y
tiempo) que permitié obtener, en una de las combinaciones ensayadas, un valor
de 49 mg de GSH/L. El analisis de varianza, a partir de los resultados obtenidos,
permitio determinar que tres factores (melazas, indculo y tiempo) y la
interaccion entre las melazas y el tiempo influian de forma muy significativa en
la produccién del tripéptido (Tabla 4.11). Sin embargo, la representacion de la
superficie de respuesta permitid observar un efecto inversamente proporcional
entre la relacion melazas-CSL y la produccién de glutation (Figura 4.10B), de
manera que al incrementar la concentracion de melazas y, en menor medida, la

de CSL la producciéon de GSH se veia muy reducida.

Con el objetivo de seguir avanzando hacia el éptimo, se utilizd la
metodologia del ascenso mas pronunciado. Se decidié fijar el valor de las
variables melazas (1,5%) y CSL (0,5%), debido a su efecto negativo sobre la
produccion de glutation. El tercer paso sobre la trayectoria trazada a partir del
valor central permitié incrementar la concentracién de GSH hasta alcanzar un
valor maximo de 59,9 mg GSH /L utilizando 5,4% de indculo y 72 h de

incubacion (Tabla 4.12). Los valores obtenidos en los sucesivos pasos no
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mostraron ninguna mejora, indicando que la respuesta obtenida en el tercer

paso se encontraba cerca del éptimo.

Por tanto, una vez en la regidon proxima al 6ptimo, se planted un nuevo
experimento con el fin de ajustar los resultados a un modelo de segundo orden.
Se utiliz6 un disefo central compuesto (DCC) que consistié en un disefio
factorial de dos niveles y dos factores (% indculo y tiempo) y cuatro puntos
axiales. La presencia de estos puntos axiales le confiere curvatura al modelo, de
forma que se puede visualizar y localizar graficamente la presencia de maximos

o minimos en la superficie de respuesta.

Como mejor resultado, se consiguid un valor de 58 mg GSH/L en un
medio compuesto por melazas (1,5%) y CSL (0,5%), utilizando un 7,5% (v/v)
de indculo y 72 h de incubacion. Este valor fue muy similar al logrado en el
maximo del método del ascenso. De hecho, sdlo se modifico un valor de un
factor, el porcentaje de indculo. La representacion grafica de la respuesta,
mostrd una superficie tipo “teja” (Figura 4.12), que reveld la existencia de un
maximo, aunque no de forma muy evidente, ya que la curvatura en los

extremos no fue muy pronunciada.

Los valores alcanzados (58-60 mg/L) supusieron un incremento del
80% con respecto a la concentracion inicial (32 mg/L), aproximandose bastante
a los valores logrados con el medio de laboratorio YPD. Dicho aumento se debe,
en parte, a un incremento de la biomasa, aunque los resultados obtenidos en el
experimento del método del ascenso mas pronunciado (Tabla 4.16) mostraron
que este incremento no siempre esta directamente relacionado con un aumento
en la concentracion de glutation. De hecho, mientras que la biomasa fue mayor
en los cuatro ultimos pasos de la trayectoria de ascenso, no se logré mejorar la
produccion del tripéptido. Otros autores también han observado este efecto y
asi, el aumento en la concentracion de peptonas en el medio de -cultivo
incremento la produccion de biomasa en un 10%, mientras que el contenido de
GSH disminuyd en un 5% (Liu y col., 1999). Por el contrario, una disminucion de
la biomasa puede conllevar un incremento en la concentracién de glutation, tal y

como sucede durante la adicién de cisteina al medio de cultivo (Alfafara y col.,
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1992; Udeh y Achremowicz, 1997). La pérdida de biomasa debido a sus efectos
toxicos se ve compensada con el aumento en la sintesis del tripéptido, al ser

este el aminoacido limitante del proceso (Tateishi y col., 1974).

5.6 Obtencion de cepa superproductora mediante aumento

de la dosis génica

La inhibicion por producto final de GSH1, hace que la reaccién catalizada
por dicha enzima sea el paso limitante para un aumento en la produccién del
tripéptido (Ohtake y col., 1988). En base a este hecho, varios estudios
determinaron que el aumento del nimero de copias del gen GSH1, tanto en
levaduras (Kimura y Murata; 1983; Ohtake y col., 1988), como en otros
microorganismos (Gushima y col., 1983; Li y col., 2005), permitia aumentar la
concentracion de la proteina logrando un incremento en la sintesis del

antioxidante.

En uno de los escasisimos trabajos en los que fue posible obtener su
documentacion bibliografica, la clonacion y expresion del gen GSH1 en una cepa
de S. cerevisiae, utilizando un plasmido episémico (Fan y col., 2004), permitio
incrementar de la concentracion de GSH unas 1,5 veces con respecto a la cepa
parental (de 8,7 mg/g a 13 mg/g).

Los vectores de S. cerevisiae mas estables, utilizados para la produccién
de proteinas, son los vectores integrativos (Lopes y col., 1989; Lopes y col.,
1991; Romanos y col., 1992; Nieto y col., 1999) cuya tasa de pérdida por
generacion es menor del 0,1% en condiciones no selectivas. En esta levadura,
los procesos de recombinacion in vivo, se producen de forma muy eficiente
siendo suficiente la presencia de pequefios fragmentos homdlogos para que

tengan lugar estos procesos (Manivasakam y col., 1995).

Con el objetivo de desarrollar un sistema estable, evitando la presencia

de secuencias de origen bacteriano y de marcadores de resistencia a
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antibidticos, se planificd la construccidon de un vector conteniendo un casete de
expresion integrativo. De esta forma se cubrian dos requisitos: ser compatible
con su utilizacidon en la industria alimentaria y, al ser un proceso de autoclonaje,
la cepa resultante no se considera un Microorganismo modificado genéticamente
(GMM) de acuerdo con la directiva comunitaria 90/219/EEC.

Para conseguir un elevado nivel de expresion del gen GSH1, la
integracion se dirigio al locus del DNA ribosémico, ya que presenta mas de 100
copias susceptibles de recombinarse (Romanos y col., 1992). Varios grupos han
utilizado esta estrategia para producir, por ejemplo, la a-amilasa de Aspergillus
oryzae (Nieto y col., 1999), o la a-acetolactato decarboxilasa de Enterobacter
aerogenes (Fujii y col., 1990) o de Acetobacter aceti ssp. xylinum (Yamano y
col, 1994), entre otros.

La integracién se logrd utilizando un fragmento lineal cuyos extremos
contenian dos secuencias de unos 600 pb homdlogos con la subunidad 25S.
Como marcador de seleccién se utilizd el gen URA3 al que se eliminaron 16 pb
en el promotor. La eliminacidon de estas zonas en la regién promotora hace que
el nivel de expresion del gen sea menor, lo que provoca, bajo presion selectiva,
un aumento del numero de copias del marcador con el objetivo de poder

compensar el menor nivel de expresion (Lopes y col., 1989, 1991).

Las seis cepas seleccionadas mostraron una produccion especifica del
tripéptido entre un 6%-32% mayor que la cepa control, aumentando entre un
6% y un 68% la concentraciéon final (Tabla 4.15). Este aumento de la
concentracion final con respecto a la cepa parental se debe, en parte, a un
aumento en la biomasa de los transformantes por la integracion del gen URA3d
y la complementacién de la auxotrofia al uracilo. Sin embargo, la cepa TBT6, con
un crecimiento casi igual al de la cepa sin transformar, mostré el mayor
incremento en el contenido especifico de GSH (1,5 veces). Este aumento es,
aproximadamente, similar al conseguido por otros autores (Fan y col., 2004)

mediante el uso de vectores episémicos.
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La hibridacion del DNA gendmico con las sondas de los distintos
elementos del fragmento integrado reveld la aparicion de bandas de tamanos
muy diferentes a los esperados, confirmando la existencia de recombinacidnes
inespecificas. Estos resultados coinciden con los obtenidos al utilizar el mismo
plasmido para la produccidon de la glucosa oxidasa (GOX) de Aspergillus niger
(Valdivieso y col., sometido para su publicacién). La hibridacion del DNA
gendmico con la sonda de la glucosa oxidasa, reveld la aparicion de bandas
debidas a recombinaciones inespecificas aunque ademas, en este caso, si se
obtuvieron las bandas del tamafo teoricamente calculado. La funcionalidad de la
estrategia se comprob6 tanto por la actividad de la enzima heterdloga

producida, como por la estabilidad del casete integrado.

Ademas, la utilizaciéon de otro sistema de expresion utilizando la
levadura P. pastoris (Ronchel, comunicacion personal), también permitié lograr
con éxito, la expresion del gen GSH1 de S. cerevisiae. Quizas, el hecho de
intentar expresar un gen propio de S. cerevisiae, o la localizacién de los
fragmentos en la subunidad 25S incrementen la probabilidad de que se

produzcan estas recombinaciones inespecificas.

La estabilidad mitdtica del casete de expresion integrado, o alguna de
sus partes, confirmd una alta estabilidad después de mantener las cepas en
crecimiento exponencial durante, aproximadamente, 75 generaciones en medio
no selectivo. Un altisimo porcentaje (>99%) de las colonias analizadas fueron
capaces de retener el marcador URA3d y crecer de forma normal en placas de
medio minimo. Las tasas de segregacion obtenidas se situaron todas por debajo
de 0,1%, coincidiendo con los valores esperados para este tipo de vectores
(Lopes y col., 1991; Nieto y col., 1999).

El andlisis de la concentracion de GSH también reveld que,
aparentemente, no se habian producido alteraciones que afectasen a la sintesis
del tripéptido, ya que los valores obtenidos tanto en los cultivos iniciales, como

en aquellos crecidos de forma exponencial durante dias, fueron muy similares.
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6. Conclusiones

Después de cuatro rondas de mutacidon al azar y seleccion en medio
solido en presencia de oxidantes o cadmio, se ha obtenido la cepa
S. cerevisiae M4T123 con una capacidad de produccion especifica de

glutation cuatro veces superior a la cepa silvestre CECT 1328.

El andlisis de la expresion génica de la cepa mutante, mostrd un
aumento en la expresion de los genes implicados en la sintesis de

glutation con respecto a la cepa silvestre.

La sobreexpresion en la cepa mutante de los genes que participan en la
regulacién por limitacion de nitrégeno podria explicar, en parte, el mejor

crecimiento de esta cepa en el medio MFS.

Se ha observado, en la cepa M4T123, un aumento importante en la
expresion de los genes FLR1 y YCF1 relacionados con la resistencia a
metales pesados y compuestos toxicos. El crecimiento de esta cepa en
los medios conteniendo elevadas concentraciones de peroxidos vy
cadmio, asi como en el medio MFS, podria explicarse, en parte, por la

sobreexpresion de ambos genes.

Utilizando la metodologia de superficie de respuesta se ha conseguido
una concentraciéon de 58 mg GSH/L, lo que representa un incremento

del 80% con respecto al valor inicial.

Se ha construido un vector que porta un casete de expresién integrativo
para S. cerevisiae. Este casete permite dirigir la integracion del gen de

interés en el locus 25S del DNA ribosémico de la levadura.

La utilizacidon de este casete de expresion, portando el gen GSHI, ha
permitido obtener cepas que mejoran la produccidon especifica de
glutation en la cepa S. cerevisiae CECT 1645 entre un 6% y un 32%,

mientras que la concentracion final aumentd entre un 60% y un 258%.
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Esta mejora se debid, al menos en parte, al incremento en la biomasa

debido a la complementacion de la auxotrofia al uracilo.

8. Se ha confirmado, mediante analisis por hibridacion, la integracion en el
genoma de los genes presentes en el casete de expresidn. Dicha
integracién reveld la existencia de procesos de recombinacién

inespecifica.

9. La estabilidad del casete integrado, o partes del mismo, fue muy
elevada. Mas del 99% de las células crecidas durante 75 generaciones
en medio no selectivo fueron capaces de crecer en medio minimo y de

producir glutation a la misma concentracion que en los cultivos iniciales.
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