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PARAMETROS Y ABREVIATURAS UTILIZADAS.

Vmax

Concentracién de biomasa expresada como células/ml*.

Diferencia entre la concentracién de sustrato a tiempo cero y la
concentracién en el equilibrio (mmoles de glucosa).

Tiempo de residencia (h).

Tasa de dilucién (h-1)*,

Tasa de crecimiento (h-1).

Rendimiento producto/biomasa (nmoles/106 células).
Rendimiento sustrato/biomasa (mmoles de glucosa/lO6 células).
Rendimiento producto/sustrato consumido (nmoles/mmoles de
glucosa).

Tiempo de generacién (h).

Constante de inhibicién.

Constante de afinidad por el sustrato.

Velocidad méxima de una reaccién enzimatica.

*Nota: si el valor es el de equilibrio el simbolo se encuentra bajo un guidn.

wIZRC-TmomQMAOYZRA >

Ala Alanina Y Tyr Tirosina

Arg Arginina T Thr Treonina

Asn Asparragina W Trp Triptéfano

Asp Aspirtico vV  Val Valina

Cys Cisteina

Phe Fenilalanina

Gly Glicina

Glu Glutamico Hom Homoserina

Gln Glutamina Ado-Met S-adenosil-metionina
His Histidina Ado-Eth S-adenosil-etionina
Ile Isoleucina Eth Etionina

Leu Leucina Ahv Hidroxinorvalina
Lys Lisina Cit Citrulina

Met Metionina

Pro Prolina

Ser Serina

VI
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Introduccién

LOS AMINOACIDOS EN LA ALIMENTACION.

A medida que las formas de vida se van haciendo més y mads
complejas, parecen depender de su dieta cada vez en mayor grado
para el suministro del material orgdnico necesario en la formacién
de sus estructuras. El motivo de ello es simplemente que han
perdido algunos de los enzimas que poseen organismos mas
primitivos. Mientras que organismos procariotas, como E. coli,
disponen de un suministro completo de enzimas para formar, a
partir de materias inorgdnicas, todos los aminoidcidos, grasas,
vitaminas e hidratos de carbono que necesita, el hombre carece de
las enzimas necesarias para producir muchos de los aminodcidos,
vitaminas y otros productos necesarios, que debe obtener ya
elaborados, a través de los alimentos.

El organismo humano puede sintetizar aminodcidos a partir de
cetodcidos y NHs3. Sin embargo, no todos los cetodcidos se hallan
disponibles para la transaminacién, nueve de los veinte cetodcidos
correspondientes a los veinte aminodcidos proteicos no pueden ser
sintetizados por el hombre. En consecuencia, esos nueve
aminodcidos deben ser incluidos en la dieta, son los llamados
aminodcidos esenciales (His, Phe, Trp, Val, Leu, Met, Thr, Ile y Lys).
Una dieta equilibrada debe contener proporciones adecuadas de
estos nueve aminodacidos esenciales, asi como una cierta cantidad de
arginina, que, aunque se sintetiza en el organismo, lo hace a
velocidad muy lenta. El requerimiento de aminodcidos en la dieta se
incrementa con la gestacién, la lactancia y aparentemente en la
vejez (Meister 1965).

La metionina, aminodcido esencial para el hombre, otros
mamiferos y aves (Daghir. y Sell 1980), es sintetizada "de novo" en
la mayoria de las bacterias, hongos y plantas. La mayor parte de la
metionina en la dieta deriva de estas iltimas. Quizds, ningin
aminodcido puede ser considerado mds importante que otro, pero la
metionina cumple otras funciones ademds de formar parte de las
proteinas. La metionina participa en la iniciacién de la traduccidn
del ARNm como aminodcido universal N-terminal. El derivado de la
metionina Ado-Met no s6lo es un importante agente de la
metilacién celular sino que también es un precursor de la
biosintesis de poliaminas. El contenido 6ptimo de metionina en la
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dieta es de un 0,26-0,32%, aproximadamente un 2,6% del contenido
en proteinas (Kiang y Zimmerman 1980).

Las dietas basadas en harinas de origen vegetal (maiz, arroz o
trigo) son deficitarias en aminodcidos esenciales como metionina,
lisina, triptéfano o treonina (Florentino y Broquist 1974). Estas
harinas ampliamente empleadas en los paises en vias de desarrollo,
provocan malnutricién y la aparicién de sindromes como el
"kwashiorkor” o el "marasmus" (Kobayashi et al. 1990). La
produccién de aminodcidos es, por tanto, importante desde un punto
de vista nutricional, ya que éstos pueden afiadirse a las harinas
como suplemento alimenticio aumentando su valor bioldgico (este
valor bioldgico es mayor cuanto mis se asemeja la composiciéon de la
proteina ingerida a la producida por el organismo) o, simplemente,
como potenciadores del sabor (por ejemplo, Glu del que se producen
270.000 toneladas/afio). También se utilizan en alimentacién animal
por razones similares a las anteriormente expuestas, en medicina
como ingredientes de infusiones para tratamientos post-operatorios
o para suplir deficiencias en pacientes con alteraciones metabdlicas
(por ejemplo, la treonina se utiliza como base para la fabricacién del
antibidtico "Azthreonam"), en cosmética, etc... (Yoshida et al. 1990).

PRODUCCION INDUSTRIAL DE AMINOACIDOS.

Los aminodcidos a nivel industrial pueden obtenerse mediante
cuatro procesos diferentes (la utilizaciéon de uno u otro depende de
su rentabilidad): extraccién a partir de hidrolizados de
proteinas (L-Arg/ L-Asn/ L-Cys/ L-Leu/ L-Tyr), sintesis
quimica (D, L-Ala/ L-Gly/ D, L-Met/ L-Phe/ D, L-Ser/ L-Thr/ L-
Trp/ L-Val), sintesis enzimatica (L-Ala/ L-Asp/ L-Cit/ L-Cys/ L-
Lys/ L-Met/ L-Phe/ L-Trp) y fermentacién (L-Arg/ L-Glu/ L-Gln/
L-His/ L-Ile/ L-Leu/ L-Lys/ L-Orn/ L-Phe/ L-Pro/ L-Ser/ L-Thr/
L-Trp/ L-Tyr/ L-Val) (Araki 1990, Crueger y Crueger 1989).

De éstos, la fermentacién es la que presenta mds ventajas: los
materiales sobre los que se desarrollan los microorganismos son
productos agricolas baratos (Minoda 1986), se producen formas
naturales (L-aa), los microorganismos pueden ser utilizados como
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piensos o fertilizantes, y es posible la utilizacién de mutantes
(Momose et al. 1983).

Se puede decir que los procesos fermentativos son
potencialmente competitivos frente a la sintesis quimica cuando los
llevan a cabo bacterias o, en menor grado, cuando se utilizan
eucariotas unicelulares (Vasey y Powell 1984). Las bacterias que se
utilizan mds frecuentemente para la produccién de aminodcidos son
Escherichia coli, Serratia marcescens, Bacillus subtilis y distintas
especies de los géneros Corynebacterium y Brevibacterium
(Niederberger 1989, Aida 1986). Entre los microorganismos
eucariticos, se utilizan los del género Hansenula, Candida y la
levadura Saccharomyces cerevisiae (Niederberger 1989).

Aunque los microorganismos procaridticos son mejores para la
obtencién de aminodcidos que los eucariéticos, no se suele utilizar
biomasa de bacterias en alimentacidén, entre otros motivos, porque
provoca rechazo social. En el caso de los aminoacidos utilizados como
suplemento nutricional, una alternativa a la adicién de aminodcidos
purificados es, directamente, la utilizacién de biomasa de
microorganismos que sea rica en aminoacidos. En este sentido, las
levaduras tiene la ventaja de que son utilizadas habitualmente en la
industria alimentaria y, ademds, pueden obtenerse en grandes
cantidades como subproducto de industrias dedicadas a la
fabricacion de cerveza, o directamente cultivindolas en metanol,
melazas de cafla o remolacha (productos de desecho de las
industrias azucareras (Spencer y Spencer 1983). Lamentablemente,
las levaduras son relativamente pobres en aminodcidos esenciales,
por lo que resulta interesante la modificacién genética de cepas con
el fin de aumentar su contenido en estos aminodcidos.

Por lo tanto, cepas de Saccharomyces enriquecidas en
aminodcidos (por ejemplo, Met, Lys y Thr) se podrian afiadir
directamente a los cereales para incrementar su valor nutritivo, de
forma que los aminodcidos necesarios no procederian de costosos
procedimientos de purificacién, pero si formarian parte integral del
alimento.



Introduccion

METODOS PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION DE
AMINOACIDOS.

Para la deteccién y cuantificaciébn de moléculas se han
desarrollado distintos métodos cromatograficos:

1. Cromatografia en papel (PC).

2. Cromatografia en capa fina (TLC).

3. Cromatografia de gases (GLC).

4. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

De entre éstos, la cromatografia liquida de alta resolucion se
ha presentado como la mdis ventajosa, debido a la gran variedad de
técnicas cromatogrificas que se pueden utilizar (cromatografia de
particién, de adsorciéon, de intercambio idnico, de exclusién, de
afinidad, fase reversa, etc...), a la manipulabilidad de la fase moévil
(en GLC no puede manipularse, y en TLC y PC la manipulacién de la
fase mdévil implica la manipulacién de la fase sélida), a la no
destruccién de la muestra, a la rdpida cuantificacién de las
sustancias separadas y a la selectividad de la fase mévil y
estacionaria. Finalmente, la estabilidad de las moléculas a separar
no es critica debido a la rapidez del ensayo (Hogan et al. 1982).

Entre las técnicas cromatogrificas que pueden ser utilizadas
en cromatografia liquida de alta resolucién encontramos las
siguientes:

a. Cromatografia de intercambio idnico de alta resolucién,
basada en la interaccién entre las moléculas cargadas de la

fase estacionaria y los solutos e iones de la fase movil.

b. Cromatografia de exclusién de alta resolucién, la separacién
se produce segin los pardmetros fisiolégicos de las moléculas
y no seglin sus propiedades quimicas.

c. Cromatografia de fase normal de alta resolucién, la retencién
del soluto estd gobernada por interacciones polares entre la
fase estacionaria (polar) y la fase movil.

d. Cromatografia de fase reversa de alta resolucién, en ella la
fase estacionaria suele ser inerte (apolar) y las tunicas
interacciones con el soluto son hidrofébicas.
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e. Cromatografia de afinidad de alta resolucidén, el soluto es
inmovilizado en la fase estacionaria de la columna.

De ellas, la que mayor desarrollo ha tenido es la cromatografia
de fase reversa, debido a su versatilidad en las sustancias a separar,
como por ejemplo en el andlisis de compuestos de tejidos y fluidos
fisiolégicos o de drogas. De hecho, se estima que el 80% de los
trabajos en HPLC se llevan a cabo mediante cromatografia en fase
reversa (Gardner y Miller III 1980).

Salvo los aminodcidos aromdticos (fenilalanina, triptéfano y
tirosina) ninguno de ellos presenta caracteristicas fisicas que
permitan la estimacién directa de éstos en solucién. Esto hace
necesario la derivatizacién de los aminodcidos (Hancock 1984). Se
han utilizado distintos compuestos para la derivatizacién de
aminodcidos:

Ninhidrina.

O-Phthalaldehido (OPA).
Fluorescamina.

Fenil isotiocianato.

Cloruro de dansilo (DNS-CI).
Cloruro de dabsilo (DBS-CI).
Diamino-azo-bence-isotiocianato.

N N N R W e

La eleccién de uno de estos compuestos estd basada en las
caracteristicas del método a desarrollar. El tiempo de incubacién de
la muestra con la sustancia derivatizante es critica. Salvo para la
fluorescamina y el O-ftaldialdehido, este tiempo supera los 20
minutos; asimismo, de ambos derivatizantes la fluorescamina
reacciona con el agua, lo que produce ruido en muestras acuosas,
como es el caso del contenido interno de aminoicidos. Por lo tanto,
la cromatografia liquida de alta precision (HPLC), con columnas de
fase reversa C18 vy derivatizacién precolumna de la muestra
mediante O-ftaldialdehido es la mds apropiada para la deteccidon vy
cuantificacién de aminodcidos en muestras fisiolégicas (Fleury vy
Ashley 1983, Graser et al. 1985).
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BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS EN LEVADURAS.

Saccharomyces cerevisiae sintetiza todos los aminodcidos
necesarios para la sintesis de proteinas. En funcién de la molécula
de la que deriva su esqueleto carbonado los aminodcidos pueden
agruparse en seis familias (Fig. 1): la familia del oxoglutarato (Glu,
Gln, Pro, Arg y Lys); la familia del oxaloacetato (Asp, Asn, Met, Thr e
Ile); la familia del piruvato (Ala, Val y Leu); la familia del 3-
fosfoglicerato (Ser, Gly y Cys); la familia del corismato o de los
aminodcidos aromdticos (Phe, Tyr y Trp) y la familia de la ribosa-5-
fosfato (His). Se puede decir que todas las familias menos la del
oxoglutarato, que estd intimamente relacionada con el ciclo de
dcidos tricarboxilicos (TCA), derivan de la glicolisis.

Metabolismo de los aminoicidos derivados del aspartico.

El aspértico sirve de esqueleto para la biosintesis de otros
aminodcidos, como asparragina, metionina, treonina e isoleucina
(Figs. 1 y 2). Esta dltima se suele incluir en los aminodcidos
derivados del piruvato, pero parte de su esqueleto carbonado
proviene de la degradaciéon de treonina.

En procariotas, en Phycomycetes pertenecientes al orden
Hyphochytridiales y a la familia Saprolegniaceae, y en plantas
verdes la lisina también forma parte de la familia del aspartato
sintetizdindose por la via del diaminopimelato (Yoshinaga vy
Nakamori 1983, Bryan 1980). En levaduras y en Phycomycetes
pertenecientes a los ordenes Chytridiales y Blastocladiales y a la
familia Mucoraceae la lisina se sintetiza via o-aminoadipato, ruta
biosintética que comienza en o-cetoglutarato. El hecho de que en
procariotas no exista esta via sugiere que ha podido desarrollarse
después de la aparicién de los eucariotas (Bhattacharjee 1983).

Ruta comin de sintesis de metionina y treonina.
Tanto la biosintesis de metionina como la de treonina se

inician a partir del aspartato, y después de tres pasos enzimdticos se
sintetiza homoserina (Fig. 2). A partir de este punto la ruta se
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ramifica, por un lado, hacia la sintesis de treonina e isoleucina y, por
el otro, hacia la sintesis de metionina.

El primer paso de esta ruta, catalizado por la aspartato
quinasa (EC 2.7.2.4), consiste en la activacién del aspartato con ATP
dando lugar al aspartil-fosfato. En levaduras, las cepas portadoras
de una mutacién en el gen HOM3 requieren homoserina o bien
simultdneamente treonina y metionina y no presentan actividad
aspartato quinasa (de Robichon-Szulmajster et al., 1966). Este hecho
sugiere que dicho gen determina la dnica aspartato quinasa
existente en levaduras (en E. coli se han encontrado hasta tres
enzimas que presentan actividad aspartato quinasa pero que
difieren en su regulacién). El gen HOM3 de levaduras ha sido
clonado por complementacién de una mutacién hom3, y secuenciado
(Rafalski y Falco, 1987). La secuencia de aminoicidos de la
aspartato quinasa, deducida de la de nucleétidos del gen HOM3, es
homéloga a la de las tres aspartato quinasas presentes en E. coli.

La aspartato semialdehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.11)
cataliza el segundo paso de esta ruta consistente en la reduccion del
aspartil-fosfato a aspartato-semialdehido. Esta enzima (un
homodimero) estd determinada en Saccharomyces cerevisiae por el
gen HOM?2.

La homoserina deshidrogenasa (EC 1.1.1.3) cataliza la
reduccién del aspartato-semialdehido dando lugar a homoserina. En
levaduras existe una tnica actividad homoserina deshidrogenasa,
determinada por el gen HOMG6. El gen HOMG6 de Saccharomyces
cerevisiae ha sido clonado a partir de una genoteca de dicho
organismo por complementacién de la mutacion hom6 (Kim y Lea
1986).

Anabolismo y catabolismo de la metionina.

La biosintesis de metionina comienza con la acetilacion
dependiente de acetil-CoA de la homoserina produciendo O-acetil-
homoserina, esta reacciéon se lleva a cabo por la homoserina
acetiltranferasa (EC 2.3.1.31), codificada por el gen MET2 (en
plantas la ruta de sintesis de metionina parte de la homoserina
fosfato y en ella estd implicada una molécula de cisteina). La
conversiéon de O-acetil-homoserina a homocisteina mediante

10
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sulfidrilacién mediada por tioredoxina se lleva a cabo por la
homocisteina (cisteina) sintetasa (EC 4.2.99.10), codificada por el
gen MET25. La homocisteina es el aceptor del grupo metilo donado
por el 5-metil-tetrahidrofolato produciendo metionina en una
reacci6on mediada por la homocisteina metil transferasa (EC
2.1.1.14), codificada por el gen METG.

Ya que la metionina puede ser deletérea la célula prefiere
almacenarla en forma de S-adenosil-metionina (Ado-Met). Existen
dos isoenzimas, S-adenosil-metionina sintetasas (EC 2.5.1.6), capaces
de convertir la metionina en S-adenosil-metionina (el verdadero
producto final de la ruta) que estin codificadas por los genes SAMI
y SAM2. La produccién de Ado-Met requiere un elevado gasto
energético (equivalente a 15 ATPs); debido a ello existe un ciclo de
recuperacién, en el que la S-adenosil-metionina puede ser
convertida en S-adenosil-homocisteina, y ésta a su vez en
homocisteina, volviendo a incorporarse en la ruta de sintesis de
metionina.

La entrada de azufre en la célula y la sintesis de metionina
estdn intimamente ligadas en Saccharomyces. El sulfato extracelular
es permeado por al menos dos permeasas distintas, codificadas por
los genes CHR1 y SELI. Una vez dentro de la célula, por la accién de
la ATP sulfurilasa (producto del gen MET3), con la intervencién de
ATP, y de la APS quinasa (producto del gen METI14) (EC 2.7.74 y
2.7.1.25 respectivamente), el azufre es activado mediante dos pasos,
produciendo fosfoadenililsulfato (PAPS). Este ultimo, mediante la
intervencién de un complejo multienzimdtico (codificado por al
menos ocho genes, MET16, MET22, MET1, MET8, METS5, MET10,
METI8 y MET20), pasa a sulfito y sulfuro unido a tioredoxina.

La metionina es catabolizada tras ser transformada en Ado-
Met (Fig. 3A). Mediante una metil transferasa se obtiene S-adenosil-
homocisteina; ésta, mediante una reaccién enzimditica que implica
un ataque nucleofilico del sustrato por el agua, produce adenosina y
homocisteina. La homocisteina junto con una molécula de serina,
mediante la accién de 1la cistationina B-sintetasa, producen
cistationina, la cual tras dos nuevos pasos enzimdticos produce
propionil-CoA. Este puede ser transformado mediante otras tres
reacciones en succinil-CoA.

11
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Figura 3. Rutas catabdlicas de la metionina (A) y de la treonina (B).
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Anabolismo y catabolismo de la treonina.

La sintesis de treonina a partir de homoserina se lleva a cabo
mediante dos pasos sucesivos: la homoserina es fosforilada por la
homoserina quinasa y posteriormente la O-fosfohomoserina es
hidrolizada en una reaccién catalizada por la treonina sintetasa
produciendo treonina (Fig. 2).

La actividad homoserina quinasa (EC 2.7.1.39) estd codificada
por el gen THRI1; éste ha sido clonado y secuenciado, encontrdndose
que existen varios segmentos de la proteina similares a sus
isoenzimas bacterianos (Mannhaupt et al. 1990a).

La treonina sintetasa (EC 4.2.99.2) cataliza la formacién de
treonina a partir de homoserina fosfato. En levaduras viene
codificada por el gen THR4 (de Robichon-Szulmajster et al. 1966). La
enzima es dependiente de piridoxal fosfato. El gen THR4 ha sido
clonado y secuenciado, presentando homologia con sus
correspondientes en bacterias (Mannhaupt et al. 1990b).

Como muestra la figura 3B el catabolismo de la treonina se
lleva a cabo mediante tres actividades enzimdticas: la treonina
desaminasa (o deshidratasa) anabdlica o catabdlica (EC 4.2.1.16),
que convierte la treonina en « -cetobutirato; la treonina
deshidrogenasa (EC 1.1.1.103), que convierte la treonina en 2-
amino-3-cetobutirato o la serina hidroximetil transferasa (SHMT, EC
2.1.2.1), que transforma la treonina en glicina. En la misma figura se
muestra el destino final del esqueleto carbonado de la treonina,
fundamentalmente es convertida en piruvato, acetil-CoA y succinil-
CoA, por esto la treonina se suele clasificar entre los aminodcidos
cetogénicos. La reaccién de deshidratacion o desaminacién de la
treonina puede ser llevada a cabo por dos enzimas; la treonina
desaminasa "anabélica" (codificada por el gen ILVI, primer enzima
de la ruta de biosintesis de la isoleucina) y la L-Ser (L-Thr)
desaminasa catabdlica (codificada por el gen CHA), que capacita a la
célula de levadura para crecer en medios con serina o treonina
como unica fuente de nitrégeno (Ramos y Wiame 1982, Petersen et
al. 1986a y 1986b).

13
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Regulacion de la ruta de sintesis de metionina y treonina.

La regulacién de las rutas metabdlicas en levaduras es poco
conocida si se compara con los conocimientos que de ella se tiene en
bacterias (Henry et al. 1984). Tres diferencias fundamentales hacen
imposible la comparacién entre eucariotas y procariotas en cuanto a
la regulacién de sus rutas metabélicas: la agrupacién del material
genético, mas compleja, la compartimentacién del espacio celular y
el almacenamiento de aminodcidos en vacuolas (Niederberger et al.
1981).

En levaduras, la biosintesis de aminodcidos se regula mediante
dos tipos de controles: el general y los especificos de cada ruta. El
control general actia simultineamente sobre diversos puntos de
muchas de las rutas (Hinnebush 1988). Asi, en condiciones de
"hambre"” de un aminodcido, se induce la expresion de una serie de
genes de forma que, en conjunto, aumenta la produccién de
aminodcidos por la célula. Este control depende de un numero
relativamente alto de genes reguladores positivos y negativos que
actian en cascada, siendo el producto del gen GCN4 el que
interacciona finalmente con secuencias reguladoras situadas delante
de los genes sometidos a este control (Hinnebush 1988).

Los controles especificos son los que operan sobre una
determinada ruta como respuesta a la concentraciéon de ciertos
productos intermediarios y/o finales. El control especifico se
produce tanto a nivel de expresién de los genes, como de actividad
enzimatica, siendo este ultimo el que parece controlar mas
fuertemente el flujo de precursores a través de wuna ruta
biosintética (Braus 1991).

Regulacién de la actividad enzimdtica.

Resultados iniciales de de Robichon-Szulmajster et al. (1963 y
1964) y posteriormente corroborados por Ramos et al. (1991)
indican que la aspartato quinasa de levaduras es inhibida
alostéricamente por treonina. Ademds los resultados de de
Robichon-Szulmajster indican que esta enzima también es inhibida
por homoserina y lisina pero no por metionina (Fig. 2). Por el
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contrario, Stadtman et al. (1961) y posteriormente Ramos et al.
(1991) no observaron dicha inhibicién por lisina.

No se ha observado inhibicién de la actividad aspartato
semialdehido deshidrogenasa por ninguno de los compuestos
relacionados con la ruta. La homoserina deshidrogenasa es inhibida
competitivamente  por treonina y metionina (Karassevitch y de
Robichon-Szulmajster 1963). Asi que la treonina parece ser el
principal compuesto que regula el flujo dentro de la ruta comin de
sintesis de treonina y metionina (Fig. 2).

En la ruta especifica de sintesis de treonina el flujo estd
controlado por inhibicién de la homoserina quinasa por treonina
(Ki= 8.7 mM) (Fig. 2) y por homoserina, su sustrato (Ki= 2 mM)
(Ramos et al. 1991, Theze et al. 1974).

Dentro de la ruta especifica de sintesis de metionina, la
homoserina acetiltranferasa se ve inhibida ligeramente por S-
adenosil-metionina y por S-adenosil-homocisteina (Yamagata 1987).
Asimismo, la metionina inhibe el flujo de O-acetilhomoserina a
homocisteina (reaccidon catalizada por el producto del gen MET2S5)
(Cherest et al. 1969). Las inhibiciones de la ruta de reduccién del
sulfato son, en su mayoria, inhibiciones competitivas y no pueden
considerarse inhibiciones por producto final (de Vito y Dreyfuss
1964). Se desconoce si son relevantes en la regulacién de la ruta
(Fig. 2).

Regulacion de la sintesis enzimdtica.

La mayor parte de los estudios sobre la regulacién de la ruta
biosintética de metionina/treonina se deben a los trabajos
realizados por el grupo de de Robichon-Szulmajster (1963-73), el de
Surdin-Kerjan (1969-91), el de Mountain (1989-91), y al
descubrimiento de la regulaciéon por control general (Schiirch et al.
1974).

La mayor parte de los trabajos realizados por el grupo de
Robichon-Szulmajster se limitaron a la determinacién de niveles
enzimdticos presentes tanto en células silvestres cultivadas en
presencia o ausencia de alguno de los productos finales (treonina o
metionina), como en cepas auxodtrofas para uno de ellos sometidas a
"hambre" del aminodcido en cuestién. Se dice que una enzima se
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induce o reprime por un determinado compuesto si la actividad
especifica de la misma aumenta o disminuye respectivamente en
células cultivadas en presencia de dicho compuesto. Los resultados
de estas determinaciones no son lo suficientemente concluyentes
como para precisar con exactitud el mecanismo que regula la
sintesis de cada una de las enzimas pero permiten trazar una vision
general de la regulacién de esta ruta.

En general se puede decir que si bien a nivel de actividad
enzimdtica la treonina ejerce el papel regulador principal, a nivel de
sintesis de las enzimas es la metionina la que cumple este papel
regulando la sintesis de cuatro enzimas de la ruta: 1) la actividad
aspartato quinasa disminuye de 3 a 7 veces cuando las células se
cultivan en presencia de treonina, metionina, lisina u homoserina
(de Robichon-Szulmajster er al., 1965); 2) los niveles de aspartato
semialdehido deshidrogenasa aumentan 2 veces en presencia de
metionina y no se ven afectados por la adicién de treonina (de
Robichon-Szulmajster et al. 1973); 3) la sintesis de homoserina
deshidrogenasa disminuye 2 veces cuando las células se cultivan en
presencia de metionina pero no en treonina (de Robichon-
Szulmajster y Corrivaux, 1964); 4) asimismo, los niveles de
homoserina quinasa aumentan por la adicién de metionina al medio
(de Robichon-Szulmajster et al. 1973).

Los resultados obtenidos por Surdin-Kerjan et al. (1969-91) y
Mountain et al. (1991) pueden ser resumidos de la siguiente forma:
la regulacién transcripcional de los genes de la ruta del aspartico a
la homoserina y los implicados hasta la obtencién de treonina estd
bajo el control general de aminodcidos (HOM2, HOM3 y THRI) con la
excepcion de HOMG6 que se expresa de forma constitutiva. El gen
THR4, que codifica la treonina sintetasa, ha sido secuenciado
recientemente (Aas y Rognes 1990) y contiene dos secuencias
TGACTC, sugiriendo fuertemente que se encuentra también bajo el
control general (en plantas la estimulacién de la treonina sintetasa
por Ado-Met es de veinte veces segun Madison y Thompson 1976).
La transcripciéon de los genes HOM?2, HOM3 y THRI se ve inducida
por la adicién de metionina. Esta induccién es mediada por el
producto de GCN4, posiblemente porque la adicién de metionina
produce una reduccién del contenido interno de valina (este

"hambre" induce el control general). La adicién de treonj
o
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al medio no conduce a ningin cambio apreciable en los niveles de
ninguna de las enzimas anteriormente citadas.

Existe una fuerte represiéon por nmetionina a nivel
transcripcional (via conversién a Ado-Met) (Thomas et al. 1988) de
todos los genes ensayados de la ruta de reduccién del sulfato y
también en el de la conversién de homoserina en metionina (MET2).
En todos los genes secuenciados de esta parte de la ruta existen
secuencias comunes de activacién y posibles secuencias de control
negativo. El gen MET4 parece codificar un regulador positivo
(Thomas et al. 1990) ya que en mutantes met4 no se transcriben los
genes MET16, MET25, MET2, MET3, METS5 y MET14.

La represién por metionina de MET6 y los pasos siguientes
que conducen a la sintesis de Ado-Met no es tan fuerte como la de
los pasos iniciales de la ruta de metionina. Esto, presumiblemente,
refleja la necesidad de producir Ado-Met cualquiera que sean las
condiciones de cultivo (una fuerte represiéon impediria la sintesis
ciclica de Ado-Met). Los genes implicados en la sintesis directa de
Ado-Met a partir de metionina, SAMI y SAM2, se encuentran
regulados de forma distinta, ya que mientras que SAMI es
reprimido por metionina SAM?2 es inducido por metionina.

Por lo tanto, puede hablarse de una regulacion (induccién) por
control general (mediada por la metionina) de la parte comin de las
dos rutas y de la especifica de treonina, asi como una represion por
parte de la metionina (en forma de Ado-Met) de los enzimas
implicados en su sintesis, salvo la induccién del gen SAM2 (Fig. 2).

Ademds, existen relaciones mds complejas, la Ado-Met estd
implicada directamente en la sintesis de espermina (una de las
poliaminas), y ésta a su vez induce la treonina desaminasa
(codificada por el gen ILVI) (Yoshino y Murakami 1981)
responsable de la degradacién de la treonina. Un exceso de
espermina implicaria un elevado gasto de Ado-Met, provocando la
degradacién de la treonina que a su vez desinhibiria la ruta comin
de sintesis de metionina y treonina.

MUTANTES SUPERPRODUCTORES DE AMINOACIDOS.

Se pueden distinguir tres estrategias principales para la
superproduccién de aminodcidos por microorganismos. La primera
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estrategia consiste en la budsqueda de aislamientos naturales que
produzcan una apreciable cantidad de aminodcido, que
posteriormente serdn sometidos a sucesivos pasos de mutagénesis y
selecciéon. Esta estrategia en la mayoria de los casos es muy qtil y
aplicable a cualquier tipo de microorganismo sin conocer su
organizacién genética (Niederberger 1989).

La segunda estrategia puede ser aplicada cuando se conocen
los mecanismos de transferencia génica de un microorganismo en
particular. Mediante mutaciones diferentes se consiguen diferentes
incrementos en la concentracién de un determinado aminodécido.
Posteriormente estas mutaciones Sse unen en una misma estirpe
mediante métodos cldsicos de transferencia génica (Niederberger
1989).

La tercera estrategia es posible gracias a los conocimientos en
ADN recombinante. Estas técnicas suelen utilizarse para incrementar
la dosis de los genes estructurales de la ruta de sintesis en cuestion,
por ejemplo, mediante el uso de pldsmidos multicopia portadores de
genes estructurales (Niederberger 1989).

El empleo de estas estrategias en E. coli ha permitido la
obtencién de diferentes niveles de produccién de treonina. A partir
de una cepa silvestre que producia 0,02 gramos de treonina por
litro de cultivo (14% de sacarosa) se obtuvieron por mutacién
simple producciones de 3,2 g/l en un mutante Tresistente a
hidroxinorvalina (andlogo téxico de treonina). La obtencién de
segundas mutaciones a partir de la cepa resistente a
hidroxinorvalina produjo 7,6 g/l en un mutante auxétrofo de
metionina, 9,4 g/l en un mutante auxétrofo de isoleucina y 12,2 g/l
en el doble auxdétrofo metionina-isoleucina. Asimismo, mediante la
clonacién del operén de treonina (genes thrA, thrB y thrC) de una
estirpe resistente a hidroxinorvalina en un pldsmido con
aproximadamente 20 copias por célula se obtuvo una estirpe que
producia 65 g/l (3.250 veces mds que la estirpe inicial) (Aida et al.
1986). Referente a la produccién de metionina por E. coli no existen
datos comparables, ya que su obtencién quimica o enzimdtica a
copado los mercados de produccién (Nakoyama 1986).

El conocimiento de la regulacién de una ruta de sintesis suele
llevarse a cabo mediante la obtencién y caracterizacién de mutantes
desregulados. Frecuentemente, 1la busqueda de mutantes
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desregulados, para la superproduccién de aminodcidos, se realiza
mediante el aislamiento de resistentes a andlogos téxicos. La
resistencia a un andlogo téxico de aminodcido puede darse a
distintos niveles, dependiendo de los efectos producidos por éste: a
nivel de transporte (alteracién de los sistemas de transporte), en la
ruta de sintesis o degradacién del aminodcido (alteracién de la
regulacién a nivel de sintesis o actividad de las enzimas implicadas),
y/o en la sintesis de proteinas (alteracién a nivel de la ARN;
sintetasa). Tanto la etionina como la hidroxinorvalina son andlogos
de los aminodcidos esenciales metionina y treonina
respectivamente, aunque el primero ademds es un poderoso veneno
(Alix 1982). El hecho de que, la etionina y probablemente la
hidroxinorvalina, bloqueen una o mdas funciones esenciales de la
metionina y la treonina en la célula (Stekol er al. 1963), y que la
mayoria de sus efectos bioquimicos sean revertidos por la adicién
de metionina o treonina, ha permitido el uso de la resistencia a
estos andlogos como un método para aislar mutantes que
superproducen los correspondientes aminodcidos (Mertz y Spence
1972, Seibold et al. 1981, Delgado et al. 1982).

Aunque estos mutantes pueden ser aislados por alteracion de
un solo gen (Delgado et al. 1982), diferentes mutaciones en cada uno
de los genes, directa o indirectamente implicados en el
correspondiente paso de la ruta biosintética, producirian estirpes
con diferentes grados de resistencia al andlogo toéxico y
simultdneamente con diferentes niveles de superproduccion de
aminodcidos. Ademds, por seleccién en cultivo continuo, se podrian
aislar estas mutaciones, aisladas, o reunidas en una sola estirpe. Esta
estirpe seria capaz de resistir las mayores concentraciones del
andlogo téxico y superproducir la mayor concentracién del
aminodcido.
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OBJETIVOS DE ESTA TESIS.

El proyecto en el que se engloba este trabajo tiene como
objetivo ultimo la obtencién de cepas industriales de Saccharomyces
cerevisiae superproductoras de treonina que puedan ser empleadas
como biomasa enriquecida en este aminodcido para alimentacidn
humana o animal. Para conseguir este objetivo, se han realizando
estudios fisiolégicos, bioquimicos y genéticos tanto en cepas de
laboratorio de Saccharomyces cerevisiae, como en levaduras
industriales.

En concreto, en este trabajo se han desarrollado los siguientes
apartados:

1. La obtencién de un método rdpido para la deteccién y
cuantificacién de los aminodcidos presentes en Saccharomyces
cerevisiae.

2. El estudio de los medios y condiciones de cultivo que
influyen en la concentraciéon interna de aminodcidos en esta
levadura a fin de establecer las condiciones en las que dicha
concentracién es mdaxima.

3. La obtencién de mutantes superproductores de aminodcidos
derivados del aspértico (treonina y metionina) a partir de estirpes
industriales de Saccharomyces cerevisiae mediante seleccién con
andlogos téxicos de aminodcidos (etionina e hidroxinorvalina).

4. La caracterizacién bioquimica y/o genética de los mutantes
obtenidos.

5. El estudio de los principales enzimas de la ruta de sintesis
con el propédsito de dilucidar su importancia (aspartato quinasa,
homoserina deshidrogenasa, homoserina quinasa y S-adenosil-
metionina sintetasa).

6. El estudio de las posibilidades de utilizacién industrial de
mutantes afectados en la ruta de degradacién de treonina.
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1. CEPAS DE Saccharomyces cerevisiae.
1.1. Nomenclatura genética.

Como abreviatura de Saccharomyces cerevisiae se utiliza “S.
cerevisiae”.

En la nomenclatura se siguen las recomendaciones elaboradas
en la “IV International Conference on Yeasts Genetics” y recogidas
en el Yeast Genetics Supplement (Microbial Genetics Bulletin 31,
1969).

Los genes se designan mediante tres letras (que hacen
referencia a la actividad metabdlica que determinan) y un nidmero.
Las mutaciones y los alelos se indican mediante el simbolo del gen
afectado y otro nimero separado del primero mediante un guidn.
Los alelos cuyo fenotipo sea dominante se escriben con mayiscula;
los recesivos, con mintscula. En este trabajo se utilizan las
designaciones genéticas siguientes: '

- HIS,LEU y URA designan genes de las rutas biosintéticas de
los aminodcidos y bases a los que corresponden cada abreviatura.
Las mutaciones en estos genes producen auxotrofia para ese
aminoacido o base.

-ILV1 y CHA son genes implicados en la degradacién de
treonina. Mientras que ILVI codifica para la treonina desaminasa
anabélica, primer enzima de la ruta de sintesis de isoleucina a
partir de treonina, CHA codifica para la serina (treonina)
desaminasa catabdlica, enzima que se induce en ausencia de amonio
si la tnica fuente de nitrégeno es treonina o serina. Las cepas
portadoras de una mutacién ilvl son auxétrofas para isoleucina,
pero las portadoras de una mutacién cha sélo expresan el fenotipo
en medios carentes de amonio, en el medio minimo (SD) se
comportan como la cepa silvestre. .

-SAMI1 y SAM2 son genes implicados en la sintesis de Ado-
Met a partir de metionina. La ausencia del producto de ambos genes
provoca auxotrofia para Ado-Met.
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-MAL,MEL,GAL ySUC son genes implicados en la
fermentaciéon de maltosa, melibiosa, galactosa y sacarosa
respectivamente. ]

- CUP1I es el gen que codifica para una metalotioneina que
acompleja cobre. La amplificacién de este gen determina resistencia
al cobre.

- [rho-] son mutaciones en el ADN mitocondrial que hacen a las
células que las llevan defectuosas en la respiracion.

-ay o son alelos del gen MAT que determina el sexo.

-HO es el gen determinante del homotalismo.

- La letra delta mayiscula (A) indica que la mutacién del alelo
correspondiente es una delecién. Deleciones diferentes de un mismo
gen se diferencian por la numeracién colocada tras la delta
mayuscula.

- El simbolo (::) entre dos alelos indica que la mutacién del
primer alelo se debe a la insercién del segundo.

Los fenotipos se designan con letra maytscula inicial:

- CyhR, EthR y AhvR se refieren a mutaciones que dan lugar a
resistencia a cicloheximida, etionina e hidroxinorvalina respectiva-
mente.

Los simbolos adicionales que aparecen como superindices en
los fenotipos son: + para los fenotipos silvestres; - para los
mutantes; R o S, resistencia o sensibilidad a wun inhibidor,
respectivamente.

1.2. Cepas utilizadas.

En la Tabla 1 se relacionan las cepas no originales utilizadas en
esta Tesis y su procedencia, asi como las cepas obtenidas durante la
realizacién de esta Tesis. El origen de cada una se especifica dando
la cepa de la que procede y el método -de obtencién. La cepa
YNN295 se utiliz6 como marcador de tamafio en los cariotipos
realizados.
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Cepa Genotipo Origen
C90 MATo ura3 his3 leu2 saml::URA3 CNRS
C95 MATa ura3 his3 leu2 sam2::URA3 CNRS
CC435 6C MATo ura3 his3 leu2 saml::URA3
sam2::URA3 CNRS
ETHCC1 MATo/MATa HO/HO EhR IF1256/S1
ETHCC2 MATo/MATa HO/HO EthR IF1256/S1
ETHCC3 MATo/MATa HO/HO EmR IF1256/S1
ETHCC4 MATo/MATa HO/HO EthR IF1256/S1
ETHCCS MATo/MATa HO/HO EthR IFI1256/S1
ETHCC6 MATo/MATa HO/HO EmR IF1256/S1
ETHCC7 MATo/MATa HO/HO EiR IF1256/S1
ETHCCS MATo/MATa HO/HO EhR IF1256/S2
HNVBC1 MATo/MATa HO/HO AhvR IF1256/S3
HNVBC2 MATo/MATa HO/HO AhvR IF1256/S3
HNVBC3 MATo/MATa HO/HO AhvR IF1256/S3
HNVBC4 MATa/MATa HO/HO AhvR IF1256/S3
HNVBC5 MATa/MATa HO/HO AhvR IF1256/S3
IFI256 MATo/MATa HO/HO VA
IF1256P MATa/MATa HO/HO [rho-] IFI256/E
MMY1 MATo ura3D52 CyhR RB
MMY2 MATa wura3D52 CyhR RB
REMF5 MATa 8723¢/E
S288C MATo SUC2 mal mel gal2 CUPI YGSC
YNN295 BIO-RAD
8655¢ MATo cha IRCERIAC
8723¢ MATa ilvl- IRCERIAC
8755¢ MATa cha ilvl- IRCERIAC

E: Mutante espontanco (esta Tesis).
en turbidostato con etionina;
etionina; (S3), en cultivo discontinuo con hidroxinorvalina (esta Tesis).

S: Seleccién; (S1),
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BIO-RAD: Bio-Rad Laboratoires, 1414 Harbour Way South,
Richmond, EE.UU.

CNRS: Centre National de 1la Recherche Scientifique,
Laboratoire d’Enzymologie, Gif-sur-Yvette Cedex,
France.

VA: Victor Arroyo, Instituto de Fermentaciones
Industriales, Madrid.

RB: Richard Baley, Solar Energy Research Institute, Golden
Co., EE.UU.

YGSC: Yeast Genetic Stock Center, Berkeley, California, EE.UU.

IRCERIAC: Institut de Recherches du Centre D’Enseigment et de
Recherches des Industries Alimentaires et Chimique,
Bruselas.

2. PRODUCTOS QUIMICOS.

En la Tabla 2 se relacionan los productos quimicos mas
relevantes utilizados en esta Tesis, su abreviatura y su procedencia.

3. TAMPONES.
3.1. Tampon AT.

Se prepara a partir del tampén Fosfato potdsico 40 mM;
ademds contiene KCI, 0,1 M; MgCly-6H,0, 5 mM; EDTA, 2 mM; DTE, 1
mM y L-treonina a una concentracién final de 1 mM (Spencer et al.,
1984).

3.2. Tampén BT.
Se prepara a partir del tampén Fosfato potdsico 20 mM
ademés contiene los mismos componentes y concentracién que en el

tampén AT (Spencer et al., 1984).

3.3. Tampén CPE.

Contiene 4cido citrico pH 6 40 mM,; fosfato sédico pH 6 120 mM y
EDTA-Naj 20 mM. Se prepara con agua destilada y desionizada.
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TABLA 2. Principales productos qufmicos utilizados, abreviatura y

procedencia de los mismos.

Producto Abreviatura Procedencia

Acetonitrilo Fluka
Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]-

etanosufénico (sal sddica) HEPES Sigma
Acido adenosin-5"-trifosférico (sal sddica) ATP Sigma
S-adenosil-metionina Ado-Met Sigma
Albumina bovina Sigma
Aminoécidos patrén Sigma
Ditioeritritol DIE Sigma
Ditiotreitol Sigma
Dodecil sulfato sédico SDS Merck
Etilendiaminotetraacetato (sal disédica) EDTA Sigma
Etionina eth Sigma
Fosfoenolpiruvato PEP Sigma
Ftaldialdehido OPA Sigma
Helicasa LIBF
Hidroxinorvalina ahv Degussa
D,L-homoserina . Janssen
Lactato deshidrogenasa/Piruvato quinasa PK/LDH Sigma
b-mercaptoetanol MCE Sigma
Metanol Probus
Nicotinamida-adenina-dinucleotido, forma

oxidada (sal sdédica) NAD+ Sigma
Nicotinamida-adenina-dinucleotido, forma

reducida (sal sdédica) NADH Sigma
Propanolol Probus
Protamina sulfato Sigma
Proteinasa K Merck
Tetrahidrofurano Merck
Trietanolamina sulfato Merck
Tris (hidroximetil) aminometano TRIS Sigma
Zymoliase 20000 Sigma

Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland (Fluka)

E. Merck AG, Darmstadt, Alemania (Merck)

L Industrie Biologique Frangaise, Clichy, Francia (LIBF)
Probus, S.A., Badalona, Barcelona (Probus)

Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, E.E.U.U.(Sigma)
Janssen Chimica, Bélgica (Janssen)

Cedido por DEGUSSA A.B.M., Alemania (Degussa)
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3.4. Tampon CPES.

Se prepara a partir del tamp6én CPE; ademds contiene D-
sorbitol 1,2 M vy ditiotreitol 5 mM. Antes de su uso en la
preparaciéon de muestras para obtencién de eariotipos se afiaden 0,2
mg/ml de Zymoliase 20000.

3.5. Tampon Borato sdédico.

Cada 25 mililitros de tampén contienen 618,4 miligramos de
acido bérico, 6,5 mililitros de NaOH 1 M y 18,5 ml de agua
bidestilada. El tampdén asi obtenido presenta un pH de 10 y una
concentracién final de 400 mM.

3.6. Tampones Fosfato.

3.6.1 Tampén fosfato potdsico.

Preparado segin Gomori (1955).

- Solucién A: Fosfato monopotédsico, 40 mM.
- Solucién B: Fosfato dipotdsico, 40 mM.

Las soluciones A y B se mezclan en proporciones adecuadas
para obtener un pH de 7,2 (aproximadamente 2 partes de B por
cada 1 de A).

El tampdn fosfato 20 mM se prepara a partir del 40 mM
diluyéndolo a la mitad con agua bidestilada.

3.6.2 Tamp6n fosfato sédico 400 mM (pH 7.2).

Cada litro de tampén contiene 7,8 gramos de fosfato sddico
monobdsico y 38,6 gramos de fosfato sédico dibasico -7H,0 (o 51,6
gramos de fosfato sédico dibasico -12H,0).

3.7. Tampén TBE.

Contiene Tris 45 mM; dcido bérico 45 mM y EDTA-Nap; 1 mM;
se prepara con agua destilada.
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3.8. Tampo6n TE.

Contiene Tris 10 mM y EDTA-Na; 1 mM; se prepara con agua
destilada y desionizada y su pH se ajusta a 7,5.

3.9. Tampon TESP.

Contiene Tris/HC1 pH 8 10 mM; EDTA-Na; pH 8 450 mM y SDS
1%. Se prepara con agua destilada y desionizada; antes de su uso
debe calentarse a 50°C hasta su perfecta homogeneidad.

4. MEDIOS LIQUIDOS.

4.1. Medios minimos.

4.1.1. Medio _minimo (SD).

Contiene "Yeast Nitrogen Base w/o amino acids and
ammonium sulphate" (Difco), 0,17%; glucosa, 2%; sulfato aménico,
0,5%.

Los suplementos requeridos por cada cepa se aiiaden siempre
después de autoclavar el medio a las concentraciones finales
indicadas en Sherman et al. (1979). Para ello se preparan soluciones
concentradas de cada suplemento que se esterilizan mediante
filtracién o autoclavado segin las indicaciones de los mismos
autores.

4.1.2. Medio minimo con prolina como inica fuente de nitrégeno
(SDP).

La composicién es idéntica al medio SD salvo que en vez de
sulfato amoénico, contiene 0,1% de L-prolina como fuente de
nitrégeno (Grenson et al. 1970).
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4.1.3. Medios minimos con una fuente de carbono distinta de la

glucosa (SF, SG, SE).

En algunos experimentos el medio minimo se prepara con otra
fuente de carbono en vez de glucosa, como fructosa 2% (medio SF),
glicerol 3% (medio SG) o etanol 3% (medio SE).

4.2. Medios minimos con hidroxinorvalina (SDh).

Al medio SDP se aiiade, después de autoclavarlo,
hidroxinorvalina a una concentracién final de 0,1 mM (13 pg/ml), 1
mM (133 pg/ml) o 5 mM (665 pg/ml).

4.3. Medios minimos con etionina (SDe).

Al medio SD se afiade, después de autoclavarlo, etionina a una
concentraciéon final que varié segin el experimento entre 0,05 mM
y 50 mM.

4.4, Medios semi-industriales.

Las levaduras se cultivan en melazas (de remolacha), con un
72% de sacarosa, obtenida de la Unién Alcoholera Espafiola S.A.
(Granada, Espafia). Estas melazas diluidas veinte veces (3,6% de
sacarosa) constituyen el medio M. Ocasionalmente se afiade a estas
melazas 0,5 mg/l de biotina (medio MB), 0,5 g/l de fosfato
diaménico (medio MA), o ambos a la vez (medio MAB).

4.5. Medios completos.

4.5.1. Medio_completo (YPD).

Constituido por extracto de levadura (Adsa=Micro, Barcelona),
0,5%; peptona (Difco), 1% y glucosa, 2%. Este medio es una
modificacién del descrito por Sherman er al. (1979).
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4.5.2. Medios completos con una fuente de carbono distinta de la
glucosa (YPF, YPG, YPE).

En el algunos experimentos el medio nutritivo se prepara con
otra fuente de carbono distinta de la glucosa, como fructosa 2%
(medio YPF), glicerol 3% (medio YPG) o etanol 3% (medio YPE).

4.6. Medios de esporulacion.

4.6.1. Medio de esporulacién SPO.

Constituido por extracto de levadura, 0,1%; acetato potasico,
1%; glucosa, 0,05% (Sherman et al. 1979).

4.6.2. Medio de esporulaciéon SPOQ.

Tiene la misma composicién que el medio SPO, pero la
concentracién de acetato potdsico es de 3% en lugar de 1%.

5. MEDIOS SOLIDOS.

5.1. Medios minimos.

5.1.1. Medio _minimo_estricto (MM).

Fue preparado a partir de las siguientes cuatro soluciones,
previamente autoclavadas, mezcliandolas en una proporcién
(889/1/10/100) en volumen y afiadiendo 2% de agar (Adsa-Micro).

a) Sales: 0,7 g/l de MgSO4-7 H20, 1 g/l KH2PO4, 0,4 g/l
CaCl2-2H20, 0,5 g/l NaCl, 1 g/l K2S04, 10,5 g/l de &acido citrico
monohidratado y 16 ml/l de KOH 10M. El pH fue ajustado a 6,1 con
la adicién de KOH.

b) Trazas: una solucién conteniendo 10 mg/l de H3BO3, 1mg/l
de CuS04-5H20, 2 mg/l de KI, 4 mg NapMo0O4-2H20, 14 mg/l de
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ZnS0O4-7H20, 10 g de acido citrico hidratado, 400 mg/l de
MnSO4-H20 y 5 g/l de FeCl3-6H20.

c) Vitaminas: una solucién conteniendo 250 mg/l de D-biotina,
100 mg/l de tiamina-HCL, 1g/l de inositol, 200 mg/l de D-
pantotenato calcico y 100 mg/l de piridoxina-HCI.

d) Solucién de glucosa al 30%.

5.1.2. Otros_medios minimos.

Los medios minimos sélidos SD, SDP, SF, SG, SE, SDh y SDe se
prepararon segiin los apartados anteriores afiadiendo ademds 2% de
agar (Analema, S. L., Vigo).

5.2. Medio completo.

Se prepara segin se describe en el apartado 4.5 pero
afladiendo 2% de agar (Analema).

5.3. Medio para micromanipulacion.

Consiste en medio completo al que se aiiade agar tipo
Adsa=Micro, por ser de mayor pureza que el agar Analema. Con este
agar se consigue una mayor transparencia en el medio, lo que
facilita la micromanipulacidn.

5.4. Medio de preesporulacion (PSP).

Contiene extracto de levadura, 0.8%; peptona, 0.3%; glucosa,
10% y agar 2% (Analema). ‘

5.5. Medios de esporulacion.

Se preparan segin el apartado 4.6. afiadiendo 2% de agar
(Analema).
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1. CONDICIONES DE CULTIVO

1.1. Cultivo discontinuo.

1.1.1. Obtenciéon de precultivos.

Se inoculé una colonia de la cepa que se deseaba cultivar en
un matraz de 100 ml con 20 ml de medio minimo SD, o éste con los
requerimientos necesarios para la cepa, y se incubé a 30°C, en un
agitador orbital New Brunswick Scientific Co., INC. (modelo G2) a
200 r.p.m., hasta alcanzar la fase estacionaria temprana
(aproximadamente 108 células/ml). Cuando se quiso evitar la
aparicién de "petites" en un determinado experimento, el preinoculo
se realiz6 en medio SG.

1.1.2. Cultivos de 10 a 500 ml.

Se tomé de un precultivo el volumen necesario para obtener
en el nuevo medio una D.0.660 nm (D.0.690 nm €n el caso de los
medios M, MA, MB y MAB) de 0,05. En el caso de que el medio a
inocular no contuviese una fuente de nitrégeno como el sulfato
amoénico (por ejemplo, el medio minimo estricto, el medio M, el
medio MB, etc...), las células se centrifugaron y se lavaron 2 veces
con agua destilada estéril, antes de inocular el medio. El cultivo se
incub6é a 22, 30 o 37°C con aireacién en un agitador, hasta alcanzar
la turbidez deseada.

1.2. Cultivo continuo.

Los experimentos de cultivo continuo se llevaron a cabo en un
fermentador New Brunswick Bio-Flo modelo C30 (New Brunswick
Scientific Co., Inc., Edison, NJ) equipado con un vaso de cultivo de 2
litros, un tanque de alimentacién y un tanque de desechos, ambos
con capacidad para 15 litros, aireacién, agitacién magnética y
termorregulacién. Asimismo, el fermentador se equipé con un
electrodo de pH conectado a un controlador automdtico de pH New
Brunswick modelo pH40 (Fig. 4).
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Figura 4. Equipo utilizado en los experimentos de cultivo continuo. A:

Quimiostato, el pH se¢ reguld mediante la adicion de OHNa o HCI. B: -

Turbidostato, el pH se reguld mediante la adicién de medio fresco. (1)
Tanque de alimentacién, (2) vaso de cultivo, (3) tanque de desechos y (4)
controlador del pH. Las flechas indican el flujo del medio de cultivo
hacia el vaso y su salida de este.
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1.2.1 Quimiostato.

El cultivo se mantuvo permanentemente a un pH de 3,5
mediante la adicién de OHNa por parte de la bomba basificadora del
controlador de pH (Fig. 4A).

Experimentos de dependencia entre la concentracion interna
de aminodcidos y la tasa de dilucién.

El vaso de cultivo con 1,7 litros de medio minimo (SD), con la
fuente de carbono como sustrato limitante, se inoculé con 10 ml de
un cultivo en fase estacionaria temprana (108 células/ml). La
temperatura se mantuvo a 30°C, agitacién magnética (400 rpm) y
alta aireacion. Para suministrar medio fresco al cultivo se utilizé un
depésito de 15 litros de volumen conteniendo 13 litros de medio
minimo (SD). La bomba del fermentador se regulé para dar la tasa
de dilucién apropiada, D, y los datos correspondientes a cada una de
las diluciones se obtuvieron después de cinco veces el tiempo de
residencia, tr, para asegurar que se habia alcanzado la fase de
equilibrio (el tiempo de residencia es equivalente a 5 veces el
volumen del cultivo, es decir, 8,5 litros) (Pirt 1975).

Obtencion del mutante ETHCCS.

Se utilizé6 un deposito de 15 litros de volumen conteniendo 10
litros de medio minimo suplementado con etionina 1 mM (SDe) para
suministrar medio fresco al cultivo. La bomba del fermentador se
reguld para dar la tasa de dilucién apropiada, D= 0,2 h-l, algo menor
que la mixima en estas condiciones 0,23 h-1 (L < Wm4x)-

1.2.2 Turbidostato controlado por pH.

La bomba del fermentador se regulé para mantener una tasa
de dilucién, D, de 0,5 h-1 (mayor que la tasa maxima de crecimiento,
Umix, de las estirpes usadas). La bomba se conectd al controlador del
pH (Fig. 4B), de forma que al crecer el cultivo, éste acidificaba el
medio por debajo de un valor fijado (pHc); como consecuencia, el
controlador de pH activé la bomba de nutrientes y el cultivo se
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diluyé con medio fresco (D>W), incrementando el pH. Cuando,
después de la dilucién, el pH aumenté por encima del pHc, el
controlador de pH detuvo la bomba de nutrientes (D=0).

Se conectdé un registrador al controlador de pH para seguir su
evolucién en el cultivo.

1.3. Curvas de crecimiento.

Siguiendo las condiciones de cultivo descritas en el apartado
1.1.2., se inocularon tubos de 20 ml de capacidad que contenian 10
ml del medio utilizado en cada caso. Periédicamente se siguié el
incremento de D.O.¢60 nm (P.0.690 nm en el caso de los medios M, MA,
MB y MAB) del cultivo hasta que éste alcanzaba la fase estacionaria
tardia.

El crecimiento, expresado como tasa mdxima de crecimiento
(1), se determiné a partir del tiempo medio de duplicacién (tiempo
de generacién, T) durante el aumento exponencial de la turbidez, de
acuerdo con la expresidn:

U= 1n2 (Van Uden 1971)
T

2. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS.
2.1. Células totales.

La concentracién de células totales se estimé contando el
nimero de células en un microscopio éptico, con una cdmara de
Thoma (Brand, Alemania).

2.2. Células viables.

Se define como célula viable aquella capaz de formar colonia
en medio sélido. El numero de células viables de un cultivo o una
suspensién se determiné sembrando una muestra del mismo en
cajas que contenfan medio YPD sélido (en aquellas ocasiones en las
que se quiso determinar el ndmero de mutantes "petite" de un
cultivo se sembré la muestra tanto en YPD como YPG sélido,
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[nimero de petites= nimero de células en YPD - nimero de células
en YPG]). Se realizaron las diluciones adecuadas para obtener entre
100 y 200 colonias por caja. Tras incubar durante 2-3 dias a 30°C,
se cont6 el nimero de colonias aparecidas. Para cada determinacién
se sembraron 3-4 cajas de Petri y se calculé el valor medio.

3. DETERMINACION DEL PESO DE CELULAS.
3.1. Peso humedo.

Una muestra de 20 ml de cultivo o una alicuota de una
solucién concentrada de células se filtr6 a través de un filtro
Millipore de 0.45 um de didmetro de poro. La diferencia entre el
peso del filtro con la biomasa y el peso del filtro se tom6 como peso
himedo de las células. El peso himedo equivale aproximadamente a
cuatro veces el peso seco.

3.2. Peso seco.

El filtro con la biomasa retenida (obtenido como en el apartado
anterior) se secé en una estufa a 105°C durante 10 minutos
(previamente se habia comprobado que tiempos de secado mds
prolongados no conllevaban una disminucién significativa de peso).
La diferencia entre el peso del filtro junto con la biomasa tras el
secado y el peso del filtro se tomé como peso seco de las células.

4. DETERMINACIONES ANALITICAS.
4.1. Cuantificaciéon de ADP.

Se realiz6 mediante el sistema piruvato quinasa (EC
2.7.1.40)/1actato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) (PK/LDH) (Spencer y
Wedler 1984). En este método la cuantificacién se realiza siguiendo

la disminucién de la absorbancia a 340 nm (-AD.O.340) que se
produce debido al consumo de NADH (Fig. 5).
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La concentracién milimolar de ADP se determina mediante la
siguiente ecuacién:

(A-B) x Vi
Ex1x Ve

A: D.0.340 ‘antes de desencadenar la reaccidn.

B: D.0.340 una vez transcurrido el tiempo de reaccién.
Vi:  Volumen total de mezcla de reaccién.

Ve: Volumen de muestra utilizada.

E Coeficiente de extincién milimolar del NADH (6,2).
I: Paso de luz (1 cm).

En todas las cuantificaciones realizadas, el volumen total de la
mezcla de reaccién fue de 1 ml, y el volumen de muestra de 50 Ul;
asi que la ecuacién anterior quedd reducida a: 3,226 x (A-B). Este
método de cuantificacién se utilizé para determinar las siguientes
actividades en extracto crudos: aspartato quinasa, homoserina
deshidrogenasa, homoserina quinasa, treonina deshidrogenasa y
treonina desaminasa. |

ADP  ATP

Lactato deshidrogenasa
Fosfoenolpiruvato g Piruvato Lactato
Piruvato quinasa

NADH NAD?Y

Figura 5. Reacciones acopladas utilizadas para la determinacién de ADP.
Estas se utilizaron posteriormente para la determinacién de actividad
aspartato quinasa, homoserina quinasa y treonina desaminasa.
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4.2. Medida de actividades enzimadticas.

En los siguientes apartados se describen los métodos seguidos
para obtener los extractos crudos y ensayar aspartato quinasa (AK,
EC 2.7.2.4), homoserina deshidrogenasa (HDH, EC 1.1.1.3),
homoserina quinasa (HK, EC 2.7.1.39), treonina desaminasa (TD, EC
4.2.1.16), treonina deshidrogenasa (TDH, EC 1.1.1.103) y S-adenosil-
metionina sintetasa (SAMS, EC 2.5.1.6). El ensayo de AK y HK se
realizé cuantificando la liberacién de ADP mediante el sistema
piruvato quinasa/lactato deshidrogenasa (apartado 4.1) (Fig. 6A y
6B), el ensayo de HDH y TDH se realizé cuantificando la formacién
de NADH (Fig. 7A y 7B), el ensayo de TD se realizé cuantificando el
consumo de NADH (Fig. 7C), mientras que el ensayo de SAMS se
realiz6 cuantificando por HPLC la formacién de S-adenosil-
metionina.

Aspartato \f\/
Pyr LDH » Lactato

N’
Asgor’roto
auingsa @
PEP

B-aspartil fosfato

B NADH NAD

Homoserina w
Pyr LDH » Lactato

.
Hgmgsenng
quinasa @
PEP

Homoserina fosfo’ro

Figura 6. Ensayos emplecados para la medida de las actividades
enzimdticas aspartato quinasa (A) y homoserina quinasa (B), la
deteccion de actividad se llevd a cabo cuantificando la formacién de ADP.
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A B
Homoserina + Treonina +
NAD NAD
tlo'moserinq . Ireonina
deshidrogenasq deshidrogengsa
NADH NADH
B-aspartato o-amino-B-cetobutirato

semialdehido

C
Treonina
Treoning
desaminasa i +
NH4 NADH NAD
o-cetobutirato Wp o-hidroxibutirato

20

Figura 7. Ensayos utilizados para la determinacién de las actividades
enzimdticas homoserina deshidrogenasa (A), treonina deshidrogenasa
(B) y treonina desaminasa (C). La deteccién se llevé a cabo cuantificando
la formacién (A y B) o el consumo (C) de NADH.

4.2.1. Obtencidon del extracto semipurificado.

La obtencién del extracto semipurificado se realizé siguiendo
el método descrito por Ramos et al. (1991) con modificaciones.

Preparacion de extractos crudos.

A vpartir de un cultivo en medio minimo SD y a una densidad
6ptica a 660 nm (D.O.g60) entre 0,7 y 0,8 (aproximadamente 5 x 107
células/ml), se recogieron las células mediante dos centrifugaciones
sucesivas a 5000 x g (6000 rpm en un rotor Beckman JA14) a 4°C y
se lavaron en tampén AT. El precipitado asi obtenido se resuspendid
en 10 ml de tampén AT. Se rompieron las células en un

40



Métodos

homogeneizador Braun, modelo MSK; la mezcla de ruptura consistid
en la suspensién obtenida anteriormente y 17 ml de perlas de
vidrio de 0,5 mm de didmetro. Los residuos celulares se eliminaron
del extracto mediante dos centrifugaciones consecutivas a 4°C, la
primera de 20 minutos a 8000 x g (aproximadamente 15000 rpm
en un rotor Beckman JA20) y la segunda de 2 horas a 105000 x g
(50000 rpm en un rotor Beckman 75Ti).

El extracto asi obtenido fue utilizado en la mayoria de las
caracterizaciones enzimdticas llevadas a cabo. Sé6lo cuando se indica
se utilizé un extracto semipurificado.

Precipitaciéon con sulfato de protamina.

Al extracto crudo se afiadieron 5 mg de sulfato de protamina,
(neutralizado a pH=7 con OHNa) por cada gramo de peso himedo de
células de partida. Tras mantener el extracto en agitacion suave a
4°C durante 30 minutos, se eliminé el precipitado (4cidos nucleicos
y proteinas asociadas a los mismos) mediante centrifugaciéon a 4°C
durante 15 minutos a 8000 x g.

Precipitaciones con sulfato aménico.

Al sobrenadante, obtenido como se describe en el apartado
anterior, se afiadié sulfato amoénico hasta un 30% de saturacién y se
mantuvo en agitacién suave a 4°C durante 30 minutos,
transcurridos los cuales, se eliminé el precipitado (P30) por
centrifugacién a 4°C durante 15 minutos a 8000 x g. Al
sobrenadante se afiadié sulfato aménico hasta un 45% de saturacion.
El precipitado (P45), obtenido tras agitar y centrifugar en las
mismas condiciones utilizadas para la obtencién del P30, se
resuspendié en 0,6 ml de tampén BT por cada gramo de peso
himedo de células de partida y se dializ6 dos veces, durante 12
horas cada una, frente a 500 ml del mismo tampon.

Conservacion del extracto.
Tras mantener los extractos a -80°C durante 2 meses no se

observé pérdida en la actividad de ninguna de las enzimas
ensayadas.
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4.2.2. Ensayos enzimaticos.

4.2.2.1. Aspartato quinasa.

La actividad aspartato quinasa se ensayé a 30°C cuantificando
la liberacién de ADP (Fig. 6A) mediante el sistema piruvato
quinasa/lactato deshidrogenasa (PK/LDH) descrito en el apartado
4.1. Para la medida de absorbancia se utilizé un espectrofotémetro
Shimadzu UV-160 (Kyoto, Japén).

Reactivos

- Solucién A: Hepes, 0,5 M; KCl, 70 mM; ajustado el pH a
7,5 con CIH.

- Solucién B: Fosfoenolpiruvato, 45 mM; MgS04-7H,0, 0,3
M; KCl, 1,8 M.

- Soluciones de:

NADH, 6 mM.

ATP, 50 mM.

L-aspartato 100 mM, neutralizado con OHNa 1 M hasta
pH=7,5.

PK/LDH, 700 y 1000 unidades por ml respectivamente.

El NADH, el ATP y el L-aspartato se disolvieron en la solucién
A; el resto de las soluciones se hicieron con agua bidestilada.
Durante la realizacién de los ensayos todas las soluciones se
mantuvieron en un bafio de hielo a 0°C, excepto el agua que se
mantuvo a 30°C.

Mezcla de reaccion
Se preparé directamente en la cubeta del espectrofotémetro
mezclando: Solucién A, 200 pl; ATP, 200 pl; Solucién B, 100 ul;

NADH, 100 pl; PK/LDH, 25 ul; extracto crudo o parcialmente
purificado, 50 K1 y agua bidestilada, 125 pl (Tabla 3). Tras mantener
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la mezcla de reaccion en un bafio a 30°C durante 2 minutos se inicid
la reaccién afiadiendo 200 pl de la solucién de L-aspartato.

Para cada medida se realiz6 un control en el que el sustrato
(L-aspartato) era sustituido por el mismo volumen de agua
bidestilada, ddndonos la diferencia la actividad dependiente de
sustrato. Cuando se realizaron ensayos de inhibicién de la reaccion,
el volumen del inhibidor se desconté del volumen total de agua
destilada y desionizada.

Unidades de actividad

La actividad aspartato quinasa de un extracto se define como
los pmoles de ATP transformados en ADP por minuto y mililitro. Las
unidades de actividad se calculan segin la ecuacién desarrollada en
el apartado 5.1.3. Como el descenso de absorbancia (-AD.O.340) se
mantuvo lineal sélo durante los primeros 10 minutos, se tom$ como
tiempo de ensayo los primeros 5 minutos de reaccidn.

4.2.2.2. Homoserina quinasa.

La actividad homoserina quinasa se midié de la misma forma
que la actividad aspartato quinasa (apartado 4.2.2.1) excepto que la
reaccién se inicié mediante la adicién de 100 pl de una solucién 20
mM de L-homoserina en vez de L-aspartato (Fig. 6B). Ademds en la
mezcla de reaccién (Tabla 3) se utilizaron 100 pl de ATP 50 mM y
325 ul de agua bidestilada.

4.2.2.3. Homoserina deshidrogenasa.

La actividad homoserina deshidrogenasa se ensayod
cuantificando la producciéon de NADH como incremento en la
D.0.340nm (Fig. 7A). La mezcla de reaccién se preparé6 mezclando:
Solucién A, 200 ul; NAD+, 100 pl; extracto crudo o parcialmente
purificado, 50 pl y agua destilada y desionizada, 450 Ml (Tabla 3). La
mezcla se incubd durante 2 minutos a 30°C y la reaccién se inicid
con la adicién de 200 pl de una solucién de homoserina 200 mM.
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4.2.2.4. Treonina deshidrogenasa.

La actividad treonina deshidrogenasa se ensay6 de igual
forma que la actividad homoserina deshidrogenasa (apartado
4.2.23) (Fig. 7B) excepto que la reaccién se inicié mediante la
adicion de 200 Ul de una solucion 200 mM de L-treonina (Tabla 3).

AK HDH HK TDA TDH
Sol. A 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
ATP 0,2 - 0,1 - -
Sol. B 0,1 - 0,1 - -
NADH 0,1 - 0,1 0,1 -
NAD+ - 0,1 - - 0,1
PK/LDH 0,025 - 0,025 0,025 -
H70 0,125 0,450 0,325 0,325 0,450
Extracto 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Sustrato 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2

(Asp 100mM) (Hom 200mM) (Hom 20mM) (Thr 200mM) (Thr 200mM)

TABLA 3. Composiciéon (en mililitros) de las mezclas de reaccién
utilizadas en los ensayos de las actividades aspartato quinasa (AK),
homoserina deshidrogenasa (HDH), homoserina quinasa (HK), treonina
desaminasa (TDA) y treonina deshidrogenasa (TDH).

4.2.2.5. Treonina desaminasa.

La actividad treonina desaminasa se ensayé cuantificando el
consumo de NADH como perdida de absorbancia a 340 nm (Fig. 7C).
La mezcla de reaccién se obtuvo mezclando: solucién A, 200 Hl;
NADH, 100 ul; PK/LDH, 25 ml; extracto crudo o parcialmente
purificado, 50 pul y agua destilada y desionizada, 325 pl. La mezcla
se incubé a 30°C durante 2 minutos, transcurridos los cuales se
inicié la reaccién con la adicién de 300 pl de L-treonina (Tabla 3).

44



Métodos

4.2.2.6. S-adenosil-metionina sintetasa.

La actividad S-adenosil-metionina sintetasa se cuantificé
mediante la deteccién por HPLC (apartado 4.4) de la formacién de S-
adenosil-metionina. La mezcla de reactivos utilizada estaba formada
por: 4,2 ml de sulfato de trietanolamina 1M pH 8§,2; 0,9 ml de una
solucién de MgSO4 1M; 0,75 ml de una solucién de ATP 0,1 M
neutralizada con OHNa 4N; y 14 mg de L-metionina (cuando se
estudié el efecto de la etionina sobre la S-adenosil-metionina
sintetasa la mezcla de reaccién contuvo 14 mg de etionina). Durante
el ensayo se incubé a 30°C un mezcla formada por 0,150 ml de
extracto crudo y 0,150 ml de la mezcla de reactivos. Transcurrido el
tiempo del ensayo (0, 5, 30, 60 o 120 minutos) se inyectaron en el
HPLC 20 pl de la mezcla a fin de cuantificar la S-adenosil-metionina.

4.3. Cuantificacion de aminoacidos por cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC).

Se realizé segin Martinez-Force y Benitez (1991).

4.3.1. Obtencién de muestras.

A partir de un cultivo que habia alcanzado la D.O.660 nm
deseada, se extrafa una muestra de 20 ml y se centrifugaba a 6000
rpm durante 5 minutos. El sobrenadante y el precipitado
resultantes sirvieron para determinar la concentracién extracelular
e intracelular de aminodcidos respectivamente, segin se describe a
continuacion.

Concentracion intracelular.

Las células del precipitado se lavaron cinco veces con agua
destilada y desionizada, y finalmente se resuspendieron en 1/20 del
volumen inicial (1 ml). La suspensién de células se mantuvo en un
bafio a 100°C durante 15 minutos para extraer los aminodcidos del
interior de las mismas. A continuacién se centrifugd y se filtré el
sobrenadante a través de un filtro Millipore de 0,45 pm de
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didmetro de poro. El filtrado se guardé a -20°C hasta el andlisis de
los aminodcidos.

Concentracion extracelular.

El sobrenadante se mantuvo en un bafio a 100°C durante 15
minutos, para someter las muestras al mismo proceso descrito
anteriormente, y posteriormente se filtr6 a través de un filtro
Millipore de 0,45 um de didmetro de poro. Seguidamente el filtrado
se conservd a -20°C hasta el momento de la determinacidn.

4.3.2. Equipo de HPLC utilizado.

El sistema utilizado consistié en un cromatégrafo Waters
equipado con una columna Novapack™ C18 de 18 x 100 mm,
empaquetada con silica esférica de 5 um, wuna precolumna
uBondapack™ C18 Guard-PakTM, dos bombas (Waters 501 y 510) y
un detector ultravioleta-visible Waters, modelo Lambda Max 481.

En aquellos experimentos en los que se utilizaron condiciones
isocraticas se utiliz6 una sola bomba (Waters 501), y los
cromatogramas se registraron en un Unicam AR25 Linear Recorder.

Las inyecciones se realizaron utilizando un inyector Rheodyne
(modelo 7010) unido a un bucle de 20 ul (modelo 7012). Como
control del sistema de bombas, integrador de datos vy
almacenamiento de estos se utiliz6 un ordenador IBM AT con el
software "Baseline 810 chromatography workstation”. La
temperatura se mantuvo constante a 25°C mediante un sistema de
control de temperatura Waters (formado por un mdédulo de control
y un horno de columnas).

Los resultados experimentales durante el desarrollo del
método se corroboraron mediante el uso de otro cromatégrafo
Waters, este consistié en dos bombas Waters (modelo 6000A), un
sistema de control Waters 720, un detector Lambda Max 481 y un
moédulo de procesamiento M730 (impresora/plotter/integrador).
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4.3.3. Solventes.

Los solventes que se han utilizado para generar los gradientes
tienen la siguiente composicién volumen/volumen:

-Solvente A: fosfato sédico 20 mM pH 7,2, 5%;
tetrahidrofurano, 1,5%; agua destilada desionizada, 93,5%.

-Solvente B: fosfato sédico 10 mM pH 7,2, 2,5%; acetonitrilo,
55%; agua destilada desionizada 42,5%.

Una vez preparados los solventes, se desgasificaron en un
bafio de ultrasonidos "Selecta" a 200 watios durante un tiempo total

equivalente a 3 minutos/litro.

4.3.4. Condiciones cromatograficas.

En un primer grupo de experimentos se utiliz6 un solo
solvente compuesto (v/v) por 50% de fosfato sédico 40 mM pH 6,5,
22% de metanol, 2% de tetrahidrofurano y un 26% de agua destilada
y desionizada.

Un segundo grupo de experimentos se llevé a cabo utilizando
un gradiente escalonado, mediante el uso de los dos solventes
anteriormente descritos. El programa del gradiente empleado fue el
siguiente: a tiempo cero, 0% de solvente B, incrementindose la
proporcién de B en un 5% cada 1 minuto y 40 segundos hasta
alcanzar una concentracién final de un 60% de B a los 20 minutos
(Tabla 4). Un tercer grupo de experimentos se llevé a cabo mediante
un gradiente de tipo complejo (Tabla 4).

Los mejores resultados se obtuvieron por combinacion de los
gradientes escalonado y complejo (ver Resultados). El flujo del
solvente fue en todos los casos de 2 ml/min, y la presién obtenida
de 3.000 psi (210 bares).

4.3.5. Mezcla derivatizante.

Se preparé6 mezclando 4,5 ml de borato sédico 0,4 M pH 10;
0,5 ml de O-ftaldialdehido (OPA) [54 mg de OPA/ml de metanol,
mantenido a -20°C y protegido de la luz] y 0,2 ml de B-
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mercaptoetanol. La mezcla se filtraba a través de un filtro Millipore
de 0,45 mm de didmetro de poro y se mantenia a -20°C protegida
de la luz. Debido a su inestabilidad, durante su uso la mezcla debia
mantenerse en hielo a 0°C y se desechaba después de 24 horas. Ya
que la inestabilidad se debe al B-mercaptoetanol se pueden afiadir
cantidades mayores de este compuesto a la mezcla de reaccion.

4.3.6. Tratamiento.

A 25 pl de una muestra de aminodcidos se afiadia 75 pl de
mezcla derivatizante. Se incubé durante 2 minutos a temperatura
ambiente antes de ser inyectada en el HPLC. Los derivados de
aminodcidos obtenidos se detectaron a una longitud de onda de 340
nm.

La reaccién de derivatizacién es diferente para cada uno de los
aminodcidos cuando se utilizan mezclas derivatizantes preparadas
independientemente. Por este motivo, antes y después de la
inyeccién de un grupo de muestras tratadas con una misma mezcla
derivatizante, se derivatizaba e inyectaba una solucién patrén que
contenfa 1250 nmoles/ml de cada aminodcido. Este patrén se
preparé diluyendo 2 veces una solucién de aminodcidos (Sigma) en
HC1 0,1 N.

4.3.7. Tiempos de retencidn.

La Tabla 5 indica los tiempos de retencién obtenidos para cada
una de los aminodcidos presentes en la mezcla patrén y para las
sustancias no presentes en ésta, pero determinadas en este trabajo.
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GRADIENTE ESCALONADO GRADIENTE COMPLEJO
Tiempo %Sol. A %Sol.B i Tiempo %Sol. A %Sol. B
0 100 0 0 100 0
1,39 100 0 0,8 100 0
1,40 95 5

3,19 95 5

3,20 90 10

4,59 90 10 4,2 80 20
5 85 15

6,39 85 15

6,40 80 20 6,6 80 20
8,19 80 20

8,20 75 . 25 8,5 70 30
9,59 75 25

10 70 30 10,6 70 30
11,39 70 30

11,40 65 35

13,19 65 35

13,20 60 40 13,3 62 38
14,59 60 40 14,8 - 60 40
15 55 45 15,4 58 42
16,39 55 45 15,8 57 43
16,40 50 50

18,19 50 50

18,20 45 55

19,59 45 55

20,00 40 60 20,0 40 60

TABLA 4. Gradientes de tipo "escalonado" y "complejo" empleados.
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Compuesto Tiempo de retencion
(minutos)
Aspartico 1,14
Glutamico 2,04
Asparragina 6,35
Serina 6,70
Histidina 7,96
Glutamina 8,10
Homoserina 8,37
Glicina 8,60
Treonina 9,04
Citrulina 9,40
Alanina 10,48
Arginina 11,01
Hidroxinorvalina 11,56
Tirosina 12,37
Homocisteina 13,12
Valina 14,45
Metionina 14,67
Etionina 16,00
Isoleucina 16,15
Fenilalanina 16,34
Leucina 16,63
Lisina 16,88
Ornitina 17,10

TABLA 5. Tiempos de retencién (en minutos) obtenidos para cada uno de
los aminodcidos y sustancias relacionadas mencionadas en esta Tesis.
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4.4. Cuantificacién de S-adenosil-metionina.

La cuantificacién se realiz6 mediante cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC). El método utilizado fue el gradiente
escalonado ya descrito en el apartado 4.3. La presencia de un anillo
de adenina en la molécula hace que este compuesto absorba a 260
nm sin necesidad de derivatizacién. En la separacién en HPLC a 260
nm la S-adenosil-metionina presenta un tiempo de retencién de 7,4
minutos, no solapando con ningin pico conocido que absorba a 260
nm (Fig. 8A). Tras su derivatizacién con OPA, la Ado-Met se detectd
a 340 nm con parecido tiempo de retencién (Fig. 8B).

J

— | ! T 1
0 2,5 5 7,5 10

Tiempo (min)

\

Figura 8. Patrén de S-adenosil-metionina (Ado-Met) resuelto a 260 nm
sin derivatizacién (A) y a 340 nm derivatizado con OPA (B) en una
columna de fase reversa C18, con un gradiente escalonado como el
descrito en el apartado 4.3 de Mdétodos.
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4.5. Cuantificacion de glucosa.

La cuantificacién de glucosa se realizé en un Analizador de
Glucosa YSI27 (Yellow Spring Instruments, Yellow Spring, OH, USA)
inyectando, con una microjeringuilla, 25 Wl de la muestra diluida.

4.6. Cuantificacion de proteinas totales.
En muestras de cultivo

La cantidad de proteina total se determiné segin el método
descrito por Lowry et al. (1951), utilizando albimina bovina como
patrén.

En extractos crudos

La concentracién de proteinas existentes en los extractos
crudos se determind segin el método descrito por Bradford (1976),
utilizando albimina bovina como patron.

4.7 Determinacion de piruvato.

Se utilizé6 la determinacién de piruvato para cuantificar la
actividad serina (treonina) desaminasa codificada por el gen CHA,
que cataboliza la formacién de una molécula de piruvato a partir de
una de serina. Asimismo se utiliz6 este ensayo para la
determinacién de o -cetobutirato a partir de treonina mediante la
accién tanto de la treonina desaminasa anabdlica como de la serina
(treonina) desaminasa catabdlica.

Se mezclaron 0,1 ml de piridoxal fosfato 0,5 mM, 0,5 ml de
una solucién formada por tampén fosfato potdsico 0,2 M pH 8,0 y
EDTA 2 mM, un volumen de extracto crudo y agua destilada y
desionizada hasta completar un volumen de 0,9 ml. Se incubé la
mezcla a 37°C durante 5 minutos. Para desencadenar la reaccién se
afiadieron 0,1 ml de L-serina (previamente calentada a 37°C) y se
incubé la mezcla resultante otros 5 minutos a 37°C.
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La reaccién se detuvo con la adicién de 0,5 ml de 4cido
tricloroacético al 10%. Tras 10 minutos en hielo se centrifugé para
eliminar cualquier precipitado que se hubiera formado; se mezclé
0,5 ml de la mezcla resultante con otros 0,5 ml de 2,4 dinitro-fenil-
hidracina al 0,033%; la mezcla se mantuvo a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Una vez transcurridos los 5 minutos se
afiadieron 2 ml de OHNa 2M. Después de afiadir el OHNa 2M se ley6
la densidad Optica a 520 nm durante los primeros cinco minutos.

En el tubo control, se afiadié el 4cido tricloroacético a la mezcla
antes de la adicién del sustrato (Ser). Los micromoles de piruvato
formados por mililitro de mezcla y por minuto se obtuvieron al
multiplicar la densidad &ptica obtenida por 0,74.

5. METODOS GENETICOS.

5.1. Obtenciéon de hibridos entre cepas homotdlicas Yy
heterotalicas.

Se traté biomasa esporulada de la cepa homotdlica IFI256 con
helicasa (2 mg/ml) y se incub6é a temperatura ambiente durante 30
minutos con agitacién ocasional para digerir la mayoria de las ascas,
provocando la liberacién de las esporas. Se recogieron las esporas y
se resuspendieron en YPD. Asimismo, se obtuvieron suspensiones de
108 células por mililitro de MMY1 y MMY2 (MATo ura3AS52 Cth
y MATa ura3A52 CyhR). Las suspensiones de la cepa homotdlica y
heterotdlica se mezclaron en una proporciéon 1 a 3 y se permitié el
cruzamiento incubando la mezcla a 28°C durante 3 o 4 horas. Se
sembraron diluciones de la mezcla en medio minimo sdélido con
cicloheximida (5 mg/ml) (la resistencia a cicloheximida es
dominante) y se incubaron a 28°C. Las colonias obtenidas son
probablemente hibridas, ya que la cepa homotdlica es sensible a
cicloheximida y la cepa heterotdlica (MMY1 o MMY2) es incapaz de
crecer en medio minimo.

5.2. Diseccion de ascas.

Para digerir las paredes de las ascas, éstas se trataron con
helicasa (Johnston y Mortimer 1959). Se suspendié una pequefia
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cantidad de biomasa esporulada en una gota de una solucién de 5
mg/ml de helicasa sobre un trozo de papel de parafina colocado
dentro de una caja de Petri vacia y estéril. Se incubd a temperatura
ambiente durante aproximadamente 1 hora y 30 minutos.
Posteriormente, se extendié una porcién de la gota con un asa sobre
una caja de medio para micromanipulacién. La diseccién del asca se
llevé a cabo mediante un micromanipulador (Lawrence Precision
Machines, California, USA) fijado a un microscopio invertido Nikon
(modelo MS) y dotado de una microaguja de cristal.

5.3. Caracterizacion de productos meidticos.
5.3.1. Sexo.

Para determinar el sexo de una cepa, ésta se cruzé con las
cepas indicadoras MMY1 (o) y MMY2 (a). Se sembré un césped de
107 células de cada una de las cepas indicadoras sobre cajas de YPD.
Estas cepas, ademds de ser de distinto sexo, debian tener
auxotrofias complementarias a las cepas cuyo sexo se queria
determinar. Las cajas se incubaron durante 48 horas a 30°C.

Sobre cajas de medio nutritivo se sembraron las cepas de sexo
desconocido en trazos paralelos espaciados 1 cm. Se recogié biomasa
de cada una de las cepas indicadoras con el canto de sendas tablillas
de madera y se sembraron en trazos perpendiculares a los
primeros. Se obtuvo asi una red en cuyos nudos tenian lugar los
cruzamientos en el caso de que las cepas fueran de sexo contrario.
El crecimiento de un diploide en un nudo de la malla indicé que la
cepa era de sexo contrario a aquella por la que se cruzd.

5.3.2. Esporulacidn.

Se transfiri6 con un palillo estéril biomasa de la cepa que se
deseaba esporular a una caja de medio de preesporulacion,
incubandose durante 24 horas a 30°C. La biomasa obtenida se
transfirié, mediante réplica en terciopelo, a una caja con medio de
esporulacién que se incubd durante al menos 4 dias a 22°C.
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En otras ocasiones la cepa, después de ser cultivada a 30°C en
YPD durante 24 horas, se inoculé en un matraz de 25 ml
conteniendo 10 ml de medio SPOQ y se mantuvo al menos 4 dias a
22°C.

5.3.3. Auxonografia.

La presencia de esporas auxdétrofas entre las derivadas de la
cepa original se determiné replicando las colonias aparecidas tras
incubacién de 3-4 dias a 30°C en YPD, a cajas con medios minimo e
YPD. Aquellas que no crecieron en medio minimo SD, se replicaron a
medio minimo suplementado con 500 mg/l de casaminodcidos, lo
que limitaba el estudio a sélo auxotrofias de aminodcidos. La
determinacién concreta del aminodcido requerido se realizé
mediante el test de Holliday (Sherman et al. 1979), probando el
crecimiento en cajas con medio minimo SD suplementado (50 mg/l
de cada aminodcido) con distintas combinaciones de aminodcidos
tomados de 4 en 4.

5.3.4. Resistencia_a toxicos.

La resistencia a andlogos téxicos de aminodcidos (etionina e
hidroxinorvalina) se estudié en las esporas obtenidas sembrando en
medio minimo con los andlogos etionina e hidroxinorvalina (SDe y
SDh respectivamente) a una concentracién final de 5 mM.

5.3.5. Otros caracteres.

Los mutantes "petite" se determinaron mediante réplica a
cajas de medio YPG, que contenian una fuente de carbono (glicerol)
no fermentable.

La agregacién celular (microfloculacién) y las formas anémalas
de las células se determinaron mediante observacién al microscopio.
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5.4. Cariotipo.

5.4.1. Preparacion de las muestras.

Se inocularon 10 ml de YPD con 0,1-0,2 ml de un preinéculo
realizado previamente en el mismo medio de cultivo y se incubaron
a 30°C durante 24 horas con agitacién. Transcurrido este tiempo el
cultivo se encuentra en fase estacionaria.

El cultivo se centrifugé durante 5 minutos a 1.500 x g, tras los
cuales se deseché el sobrenadante. El precipitado se lavé con 5 ml
de EDTA 50 mM pH 8 y se centrifugé. El sobrenadante se deseché y
el precipitado se resuspendié en 0,5 ml del tampén CPES con
Zymoliase 20000. La suspensién se mantuvo a 28°C y se mezcld
cuidadosamente con 0,5 ml de una solucién de tampén CPE con un
1% de agarosa (de bajo punto de fusién) que habia sido mantenida
liquida a 55°C.

Esta mezcla se vertié en los moldes, obteniéndose tras la
gelificacién bloques de 1 x 2 x 0,1 cm. Los bloques se colocaron en
un tubo estéril, se cubrieron con tampén CPE y se mantuvieron
durante 4 horas a 28°C sin agitacién. Durante ese tiempo el enzima
litico digiere las paredes celulares. Transcurrido este tiempo el
tampén se eliminé y se afiadieron 5 ml de tamp6n TESP al cual se le
habia afiadido previamente 1 mg/ml de proteinasa K. Las muestras
se incubaron a 50°C durante unas 12 horas eliminidndose el tampoén
tras la desproteinizacién. Los bloques de agarosa se lavaron a 50°C
tres veces con 5 ml de tampén TE sin agitacién. Estos lavados se
siguieron de otros seis con el mismo tampén pero a temperatura
ambiente.

5.4.2. Preparacidén del gel vy teflido.

El gel empleado se preparé a partir de tampén TBE (0,5x) con
un 0,9% de agarosa y se verti6 en el molde. Las muestras se
introdujeron en los pocillos del gel, que posteriormente fueron
sellados con tampén TBE (0,5x) con un 0,9% de agarosa.

Una vez terminada la separacién el gel se tifié durante 20 o 30
minutos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml de agua destilada),
después se lavé con agua destilada entre 5 y 15 minutos. Los geles
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se fotografiaron con una cdmara Polaroid MP4 con pelicula tipo 667,
un filtro Kodak Wratten 22A y una iluminacién inferior de luz
ultravioleta de 300 nm procedente de un transiluminador Fotodyne
3-3002 (New Berlin, WI, USA).

5.4.3. Equipo utilizado.

Se utiliz6 un sistema CHEF-DRII de Bio-Rad Laboratories
(Richmond, CA, USA). Este constaba de un modulo de control, una
fuente de electroforesis, un programador de pulsos, una cubeta de
electroforesis (con seis electrodos) y un circuito de refrigeraciéon que
mantuvo la cubeta a una temperatura constante de 14°C durante la
separacion.

5.4.4. Pardmetros utilizados en la separacidn.

La separaciéon de cromosomas se realizé a 200 voltios durante
28 horas; en las 16 primeras horas el campo eléctrico pulsé cada 60
segundos y durante las 12 restantes cada 120 segundos
(comunicacién personal de Antonio Carballo Codén).
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1. CARACTERISTICAS DE LA CEPA DE Saccharomyces
cerevisiae IFI256.

1.1. Caracteristicas fisioldgicas.

1.1.1. Tamafio y volumen celular.

Ya que uno de los objetivos de esta Tesis es la determinacién
del contenido interno de aminodcidos, ha sido necesario conocer el
volumen medio celular a fin de expresar la concentracién en forma
molar. Para ello se realizaron fotografias (Fig. 9A) en un microscopio
Nikon Biophot con 10.000 aumentos, y a partir de estas fotografias
se realizaron unas 200 determinaciones del eje mayor y menor de
la levadura, obteniéndose para ambos ejes los siguientes valores
medios: eje mayor 3 Um y eje menor 1,8 um, con una desviacion
tipica de 0,13. El volumen medio celular se calculé a partir de la
férmula:

V= 4/3--a-b?
donde a es el eje mayor y b el eje menor. Este volumen medio
celular fue de 40,71 pm3.

Asimismo, diversos autores han encontrado una relacién entre
el coeficiente superficie/volumen (S/V) (Kockova-Kratochvilova
1990) y el grado de ploidia de las levaduras. Si este coeficiente es
superior a 1,5 las células son generalmente haploides, una
coeficiente entre 1,0 y 1,5 indica diploidia, y valores inferiores a 1,0
triploidia o poliploidia. La superficie media celular se calculé a
partir de la formula:

S= 8,89-b-(a2+b2)1/2

La relacién S/V calculada fue de 1,4, indicando que la cepa es
al menos diploide.

1.1.2. Utilizacién de fuentes de carbono.
A fin de caracterizar la estirpe IFI256 se ha estudiado la

utilizacién de distintas fuentes de carbono por esta cepa. Las
fuentes de carbono utilizadas han sido principalmente fuentes
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fermentable/respirables como glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa
y maltosa, o sélo respirables como glicerol, etanol y lactato.

Las tasas de crecimiento, obtenidas en medios minimos,
completo (YPD) y semi-industriales (M, MA y MB) aparecen
reflejadas en la tabla 6.

Figura 9. Fotografias de IFI256 creciendo en SD (A) y una vez esporulada
formando diadas en un 95% (B).
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Medio Fuente de carbono Tasa de crecimiento (h-1)
SD Fr Glucosa 0,29
SF F/r Fructosa 0,29
SGa Fr Galactosa 0,28
ss Fr Sacarosa 0,28
SM Fir Maltosa 0,21
SG R Glicerol 0,12
SE R Etanol 0,12
SL R Lactato 0,09
YPD Fr Glucosa 0,39
M Fir Sacarosa 0,11
MA Fir Sacarosa 0,14,
MB F/r Sacarosa 0,11

TABLA 6. Tasas de crecimiento (h‘l) de la estirpe silvestre IFI256 en
funcién de la fuente de carbono del medio. (F/R), sustrato fermentable y
respirable; (R), sustrato respirable.

1.2. Caracteristicas genéticas.

1.2.1. Cariotipo.

El polimorfismo en el nimero y la longitud de los cromosomas
en las levaduras es suficientemente alto como para permitir la
identificacién de estirpes mediante electroforesis de campo
pulsante. Se ha estudiado el cariotipo de la estirpe de
Saccharomyces IFI256 ya que podria ser utilizado como sefial de
identidad. Su dotacién cromosémica se ha comparado con la de la
estirpe haploide YNN295, obteniéndose el cariotipo mostrado en la
figura 10. Como se observa en esta figura, la estirpe IFI256 muestra
un elevado polimorfismo. Mientras que las estirpes de origen
genético (YNN295 y S288C) muestran quince bandas que
corresponden a dieciséis cromosomas, IFI256 muestran un total de
veintiuna, indicando ademds de un elevado polimorfismo en sus
cromosomas una posible aneuploidia o poliploidia para alguno de
ellos.

61



Resultados

A B
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Figura 10. Cariotipo de la estirpe industrial de Saccharomyces cerevisiae
IFI256, y de las estirpes genéticas S288C y YNN295 (usada como marcador
de tamafio). (A) Patrén de tamafios de los cromosomas de la estirpe
YNN295. (B) Tamafios calculados para los cromosomas de la estirpe
IFI256.
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1.2.2. Sexo v _esporulacidn.

El sexo de la estirpe se comprobé como se describe en el
apartado 6.3 de Métodos. Con ninguna de las cepas indicadoras se
obtuvo reaccién sexual. Después de estos resultados se intentd la
obtencién de hibridos forzosos entre la cepa IFI256 y MMY1 o
MMY2 como se describe en Métodos 5.1, sin obtener resultados
positivos.

Cuando la cepa se esporulé cultivindola primero en medio de
preesporulaciéon (PSP) y seguidamente en medio de esporulacion
(SPO), se obtuvo un 95% de esporulacion pero las ascas formadas
presentaban siempre sélo dos esporas (diadas) (Fig. 9B) (Nakaseko
et al. 1984). Asimismo las esporas obtenidas eran capaces de
esporular. Estas caracteristicas coinciden con las descritas en 1972
por Grewal y Miller para las cepas que denominaron apomicticas, en
comparacién a la apomixis de las plantas (ausencia de formacién de
gametos). En la literatura se han descrito condiciones de cultivo que
optimizan la esporulacién, obteniéndose una mayor proporcién de
tetradas frente a diadas y triadas. Entre éstas, destacan medios de
esporulacién con una concentracién superior de acetato (3-3,5% en
lugar del 0,1%) (Bilinski y Miller 1980), con sulfato de zinc (25
Lg/ml) (Bilinski et al. 1983), con solventes como el propanolol (8
ULM) que reducen la aparicién de productos meidticos diploides
(Sora y Bianchi 1982) o choques térmicos. Con la cepa IFI256 se
utilizaron todas estas condiciones sin obtener resultados
favorables, es decir, la formacién de tetradas. Tras las pruebas
anteriores la esporulaciéon (con un 99% de eficacia) de IFI256 y los
mutantes obtenidos a partir de ella se indujo cultivindola en
primer lugar en YPD como medio de preesporulaciéon vy
posteriormente en SPOQ (medio de esporulaciéon con una
concentracion superior de acetato). ’

2. METODO DE CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS.
2.1. Gradientes wutilizados.

Inicialmente se ensayaron diferentes condiciones isocréticas
(un solo solvente) (Carlomagno et al. 1985), con varias soluciones
acuosas con diferentes concentraciones de metanol y un tampon
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fosfato 0,3 M a diferentes valores de pH. Los cromatogramas
obtenidos bajo estas condiciones no mostraron una buena
separacién de los aminodcidos y se observaban aminodcidos
asociados, por ejemplo, Thr aparecia asociada con Gly o Ala. La
figura 11 muestra los resultados obtenidos con una mezcla
derivatizada de aminodcidos patrones cuando la composicién del
solvente fue 50% de fosfato sédico 40 mM pH 6,5, 2% de
tetrahidrofurano y 22% de metanol, siendo con este método con el
que se obtuvieron los mejores resultados bajo condiciones
isocréticas.

Puesto que no se obtuvieron buenos resultados utilizando
diferentes condiciones isocrdticas, el paso siguiente fue la utilizacién
de un gradiente formado por la mezcla de dos solventes. Los
solventes utilizados fueron acetato sédico 1 mM (solvente A) y 60%
de acetonitrilo (solvente B), o los descritos en Métodos (fosfato
sodico/agua/tetrahidrofurano, solvente A, y fosfato sdédico/agua/
acetonitrilo, solvente B), que dieron los mejores resultados.

Uno de los gradientes utilizados fue escalonado, variando,
como se indico en Métodos, desde el 100% de A y el 0% de B hasta
un 40% de A y un 60% de B. Bajo estas condiciones, la separaciéon de
los aminodcidos es muy buena, especialmente la de aquellos
aminodcidos cuya sefial aparece con un tiempo de retencién entre O
y 13 minutos. La figura 12 muestra los resultados obtenidos usando
el gradiente escalonado con muestras de una mezcla de amino4cidos
patrones derivatizados (Fig. 12A) y muestras del contenido interno
de aminodcidos de la estirpe de Saccharomyces IFI256 (Fig. 12B). El
gradiente escalonado también se muestra en estas figuras.

En un intento de optimizar la separacién de los amino4cidos,
se utilizé6 un gradiente diferente, usando los solventes ya descritos y
mezcldndolos de forma que las concentraciones variaron entre 100%
de Ay 0% de B hasta 40% de A y 60% de B. Sin embargo, esta vez el
gradiente formado no fue escalonado sino mds complejo, de forma
que los aminodcidos que aparecen pasados los primeros 13 minutos
se separasen mejor. La figura 13 muestra el cromatograma obtenido
cuando se uso una mezcla de aminodcidos patrones derivatizados
(Fig. 13A) o muestras del contenido interno de aminodcidos de la
estirpe de Saccharomyces IFI256 (Fig. 13B). El perfil del gradiente
también se muestra en la misma figura. Esta vez la separacién de
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Figura 11. Separacién de los OPA derivados de aminodcidos patrén (50
nmoles de cada aminodcido) en condiciones isocrdticas. Solvente (v/v):
50% fosfato sédico 40 mM pH 6,5; 22% metanol; 2% tetrahidrofurano y

26% agua destilada y desionizada. Flujo: 2 ml/min. Tamafio de la muestra
20 pl.
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Figura 12. Separacién de los OPA derivados de aminoédcidos en un
gradiente “escalonado”. Solventes (v/v): A, 5% fosfato sédico 400 mM pH
7,2, 1,5% tetrahidrofurano y 93,5% agua destilada y desionizada; B, 2,5%
fosfato sédico 400 mM pH 7,2, 55% acetonitrilo y 42,5% de agua destilada
y desionizada. Flujo: 2 ml/min. Muestra: 20 pl. 12A: mezcla de
aminodcidos patrén (50 nmoles). 12B: contenido interno de aminodcidos
de la estirpe IFI256. Los experimentos se repitieron cinco veces con
desviaciones medias de 2,0-2,1% de la seiial.
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Figura 13. Separacién de los OPA derivados de aminodcidos en un gradiente
“complejo”. Los solventes y condiciones son los: mismos de la figura 12. 13A:
mezcla de aminodcidos patrén (50 nmoles). 13B: contenido interno de
aminodcidos de la estirpe IFI256. Los experimentos se repitieron cinco veces
con desviaciones medias de 2,0-2,1% de la seiial.
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los aminodcidos que aparecen en los primeros 12 minutos es casi
tan buena como la obtenida con el gradiente escalonado. Ademds,
los aminodcidos que aparecen entre los 12 y los 16 minutos se
separaron mejor bajo estas condiciones que cuando se usaron
gradientes escalonados (Figs. 12A y 12B). Cuando se uso un
gradiente escalonado en los primeros 10 minutos seguido por un
gradiente complejo durante los iltimos 6 minutos la separacién de
los aminodcidos fue éptima (Fig. 14A y 14B).

2.2. Relacion entre la intensidad de 1la reaccion de
derivatizacién y la concentraciéon de aminoécidos.

Se ha estudiado la intensidad de la reacciéon de derivatizacién
para cada aminodcido en particular, asi como la posible existencia
de una relacién lineal entre la concentracién de aminodcidos y la
intensidad de la respuesta del aminodcido (4area de pico) usando
cantidades de aminodcidos patrén que variaron entre 1 y 106
pmoles (Fig. 15).

En todos los casos existe una buena linearidad entre la
concentracién del aminoédcido y el drea del pico integrada, aunque el
grado de intensidad de la reaccién de derivatizacién varié
enormemente entre los diferentes aminodcidos. Los aminodcidos se
clasificaron en seis grupos basados en la intensidad de la respuesta.
Los grupos I (Lys), IT (Val, Ile), III (Asp) y IV (Glu, Ala, His) dieron
las menores intensidades de respuesta; el grupo V (Ser, Thr, Tyr)
dio respuestas mayores, y finalmente el grupo VI (Gly, Arg, Phe,
Leu, Met) dio la respuesta de mayor intensidad (Fig. 15).

2.3. Estabilidad de los OPA/MCE derivados de aminodcidos

Algunos autores han demostrado que los OPA/MCE derivados
de aminodcidos son inestables examinindolos en presencia del
reactivo OPA/MCE antes y después de inyectarlos en la columna del
HPLC (Schuster 1979, Cooper et al. 1984) o en el ambiente del
solvente de la columna del HPLC (Cooper et al. 1984). En todos los
casos la inestabilidad se ha medido por comparacién de la respuesta
fluorescente (Hancock 1984, Joseph y Marsden 1986).
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Figura 14. Separacién de los OPA derivados de aminodcidos en un
gradiente mixto “escalonado-complejo”. Los solventes y condiciones son
los mismos de la figura 12. 14A: mezcla de aminodcidos patrén (50
nmoles). 14B: contenido interno de aminodcidos de la estirpe IFI256. Los
experimentos se repitieron cinco veces con desviaciones medias de 1,9-

2,0% de la seiial.
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Figura 15. Curvas de calibrado para los OPA derivados de aminodcidos

patron (10“4-104 nmoles/ml). Se emplearon las condiciones de la figura
14. Cada punto corresponde al valor medio de ocho repeticiones, con una
desviacién media de 2,3% de la sedial. (O) grupo I: Lys; (M) grupo II:
Val, Ile; (O) grupo III: Asp; (®) grupo IV: Glu, Ala, His; (A) grupo V:
Ser, Thr, Tyr y (&) grupo VI: Gly, Arg, Phe, Leu, Met.
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Durante esta tesis, la sefial de los aminoédcidos derivatizados se
detecté a una longitud de onda de 340 nm. Cuando se estudid la
estabilidad de los derivados OPA/MEC de los aminoécidos, las
muestras se retuvieron entre 2 y 30 minutos antes de ser
inyectadas en la columna del HPLC. La mayoria de los derivados
mostraron una alta estabilidad, con ligeras variaciones entre ellos.
De acuerdo con la estabilidad observada, los aminodcidos se
clasificaron en cinco grupos (Fig. 16). La mayor estabilidad fue la
del grupo I (Val, Lys) ya que la absorbancia permanecié constante,
independientemente del tiempo que las muestras fueron retenidas
antes de ser inyectadas. El grupo II (Asp, Ile) mostr6 una
disminucién de entre el 0 y el 15% de la respuesta, mientras que el
grupo III (His, Phe, Glu, Tyr) mostré un decremento de entre el 15 y
el 30% de la sefial. El grupo IV (Met, Leu, Thr) varié entre el 30 y el
50%. Finalmente, el grupo V (Arg, Ser, Ala, Gly) mostré variaciones
del 50% o mds. La figura 16 muestra la intensidad de la respuesta
de los distintos grupos de aminodcidos frente al tiempo de retencién
antes de la inyeccién. Hay que tener en cuenta sin embargo que el
tiempo de retenciéon dentro de la columna del HPLC varia para cada
aminodcido. Por ello la figura 17 muestra la respuesta frente al
tiempo de retencién antes de la inyeccién mdis el tiempo de
retencién dentro de la columna del HPLC (entre 1 y 16 minutos,
dependiendo de cada aminodcido en particular).

Dado que las muestras normalmente se inyectaban después de
1,5 minutos de derivatizaciéon con el reactivo, y que, por otra parte
el tiempo mdadximo de retenciéon de un aminoidcido fue de 16
minutos, en la practica apenas se observé variacién en la respuesta
de los aminodcidos derivatizados (con la excepcion de los
aminodcidos pertenecientes al grupo V) puesto que las muestras
fueron retenidas en total, entre 2 y 17 minutos (Fig. 16).
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Figura 16. Estabilidad de los OPA derivados de aminodcidos patrén (50
nmoles de cada aminodcido) medida como area de pico obtenida frente al
tiempo de derivatizacidon antes de su deteccién. Cada punto es la media de
14 experimentos con una desviacion media del 2,7% de la sefial. (O)
grupo I: Val, Lys; (®) grupo II: Asp, Ile; (O) grupo III: His, Phe, Glu,
Tyr; (W) grupo IV: Met, Leu, Thr y (&) grupo V: Ser, Gly, Arg, Ala.
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Figura 17. Estabilidad de los OPA derivados de aminodcidos patrén (50
nmoles de cada aminodcido) frente al tiempo de derivatizacién mds el de
retencion. Cada punto es la media de 14 experimentos con una desviacién
media de 2,7% de la seial. (O) Asp, Glu; (®) Ser; (O) His, Gly; (M) thr; (e)
Ala; (o) Arg; (A) Tyr; (A) Val, Met; (w) Ile, Phe, Leu y (8) Lys.
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3. INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES AMBIENTALES SOBRE
LA CONCENTRACION INTERNA DE AMINOACIDOS.

3.1. Aminodcidos presentes en los medios de cultivo.

Antes de comenzar los estudios sobre la influencia de distintos
factores sobre el contenido intracelular de aminodcidos, se
determiné el contenido en aminodcidos de los distintos medios a
utilizar. Como muestran la tabla 7 y la figura 18, mientras que en
los medios minimos no se detectaron aminodcidos, los valores
fueron sustancialmente altos en los medios nutritivos de laboratorio
y en medios semi-industriales. De hecho, la concentracién de
algunos aminodcidos, como tirosina y alanina, fue mayor en melazas
que en el medio nutritivo de laboratorio.

YPD SD M
Asp 0,50 : 0,64
Glu 1,40 ; 0,93
Ser 0,80 - 0,88
His 0,16 . 0,14
Gly 1,05 . 0,50
Thr 0,51 . 0,16
Ala 1,62 . 2,41
Arg 1,01 - 1,03
Tyr 0,28 . 0,62
val 0,82 : 0,78
Met 0,23 . 0,01
Ile 0,81 : 0,87
Phe 0,71 - 0,08
Leu 1,32 ; 0,52
Lys 0,05 - 0,02

TABLA 7. Concentracién (mM) de aminodcidos en el medio de cultivo
(medio nutritivo, YPD; medio minimo, SD y medio semi-industrial, M)
antes de ser inoculado. -: no detectado. Los resultados mostrados en la
tabla son la media de cinco experimentos, las desviaciones medias
variaron entre 1,90-2,09% de la seiial detectada por HPLC.
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Figura 18. Cromatogramas de los aminoécidos presentes en el medio
nutritivo, YPD (A), y en ¢l medio minimo, SD (B). Las condiciones
cromatogrificas son las mismas de la figura 14.
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3.2. Consumo de aminoacidos en el medio nutritivo y
medios semi-industriales, a lo largo de la curva de
crecimiento.

Tras los resultados obtenidos en el apartado anterior se
estudiaron las posibles variaciones en el consumo de aminodcidos
presentes en el medio, a lo largo de la curva de crecimiento, cuando
la estirpe silvestre IFI256 se cultivd en YPD, en melaza (M) o en
melaza suplementada con amonio (MA). Como muestran la tabla 8 y
la figura 19, mientras que algunos aminodcidos del medio son
consumidos de forma constante durante el crecimiento del cultivo
(Ej: Thr, Met o Ser), otros no empiezan a ser incorporados hasta que
el cultivo entra en fase estacionaria, una vez agotada la fuente de
carbono pero no la de nitrégeno. Los datos obtenidos en melazas
fueron andlogos a los obtenidos en YPD, con la salvedad de las
diferencias observadas entre las melazas suplementadas con
amonio y sin suplementar (Tabla 8). El hecho de que en melazas
suplementadas con amonio el consumo (al final de la fase
exponencial) sea més rdpido que en las no suplementadas puede
deberse a la compartimentalizacién existente en Saccharomyces (el
almacena-miento en vacuola podria provocar una escasez de
aminodcidos en el citoplasma y por lo tanto incrementar la entrada
de aminodcidos por transportadores especificos.

A la vista de los resultados obtenidos, mostrados en éste y el
apartado anterior, los experimentos se llevaron a cabo en medio
minimo, evitando asi la entrada de aminodcidos presentes en el
medio de cultivo. De todas formas la similaridad del
comportamiento de las levaduras creciendo en medio nutritivo y
semi-industrial (melazas) hacen aconsejable la inclusién de los
datos obtenidos en medio rico para estudios de interés aplicado,
tales como la obtencién de biomasa enriquecida en aminodcidos.
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YPD(0) YPD(1,2) YPD(1,9) | M/MA
Asp 0,50 0,30 (60) 0,016 (3,2)} 4,5
Glu 1,40 0,90 (64) 0,003 (0,2)} 4,36
Ser 0,80 0,38 (48) 0,011 (1,4)] 4,90
His 0,16 0,09 (56) 0,002 (1,3){ 5,61
Gly 1,05 1,03 (98) 0,027 (2,5)1 4,95
Thr 0,51 0,13 (25) 0,003 (0,4)! 5,13
Ala 1,62 1,26 (77) 0,005 (0,3)} 5,45
Arg 1,01 0,80 (79) 0,006 (0,6)] 4,56
Tyr 0,28 0,23 (82) 0,046 (16) ! 5,87
Val 0,82 0,58 (71) 0,019 (2,3)] 6,77
Met 0,23 0,08 (35) 0,031 (13)} 4,90
Iie 0,81 0,44 (54) 0,010 (1,2)] 4,34
Phe 0,71 0,52 (73) 0,008 (1,1)] 4,20
Leu 1,32 0,85 (64) 0,016 (1,2)] 4,10
Lys 0,05 0,03 (60) 0,001 (2,0)] 4,80

TABLA 8. Concentracién (mM) de aminodcidos en el medio de cultivo
(medio nutritivo, YPD) antes de ser inoculado [YPD(0)], una vez
terminada la fase exponencial [YPD(1,2)] y una vez alcanzada la fase
estacionaria tardia [YPD(1,9)], en paréntesis se muestra el porcentaje
residual al considerar como 100 el valor de YPD(0). M/MA: relacién
entre los aminodcidos presentes en melazas y melazas suplementadas
con amonio cuando el cultivo alcanzé una densidad 6ptica de 1,2. Los
resultados mostrados en la tabla son la media de tres experimentos, las
desviaciones medias variaron entre 1,85-2,10% de la sefial detectada por
HPLC.
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Figura 19. Consumo de aminodcidos en medio rico YPD. A:
Cromatogramas del medio sin inocular (I), cuando el cultivo alcanzé una
densidad o6ptica de 1,2 (II) y cuando alcanzé una densidad 6ptica de 1,9
(II). B: Consumo de aminodcidos en funcién del tiempo expresado como
concentracion de un determinado aminodcido presente en el medio
frente a la transmitancia del cultivo (%AA/%T). Se respresentan la
cinética de consumo de treonina y de glicina, ya que ambas son los casos
extremos, la treonina se incorpora de forma constante durante el
crecimiento mientras que la glicina no se incorpora hasta que el cultivo
no alcanza el principio de la fase estacionaria. (O): Densidad odptica a 660
nm; (@): trconina y (H): glicina.
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3.3. Cambios en el contenido interno de aminodcidos en
funcion del medio de cultivo.

Las estirpes no isogénicas de Saccharomyces cerevisiae, S288C
(cepa de laboratorio) e IFI256 (cepa industrial), se cultivaron a 30°C
y se determiné la concentracién intracelular de aminodcidos en
medios con una fuente de carbono fermentable (glucosa: YPD y SD;
sacarosa: melazas) frente a medios con una fuente de carbono
respirable (glicerol: YPG y SG), y en medios minimos (SD y SG)
frente a medios nutritivos de laboratorio (YPD e YPG) o semi-
industriales (M, MA, MB y MAB) (Tabla 9).

A pesar de su fondo genético no isogénico bajo las condiciones
utilizadas, el comportamiento de ambas estirpes fue casi idéntico.
S6lo variaron los valores absolutos de la concentracién intracelular
de aminodcidos: ambas estirpes presentan concentraciones similares
de la mayoria de los aminoicidos, excepto el aspdrtico y la treonina
cuya concentracién fue ligeramente superior y la metionina que fue
menor en la estirpe S288C. Ante el comportamiento similar de
ambas estirpes los experimentos, por su cardcter aplicado, se
continuaron con la estirpe industrial IFI256.

La tabla 9 muestra la concentracién interna de aminodcidos de
la cepa IFI256 en la zona media de la fase exponencial de
crecimiento (aproximadamente 4 x 107 células por mililitro) y
creciendo en diferentes medios de cultivo. Cuando comparamos los
datos obtenidos en medio rico con glucosa (YPD) con los obtenidos
en glicerol (YPG) se observa que en YPD la concentracién
intracelular de la mayoria de los aminodcidos es mayor que en YPG
(excepto Glu y Ala). Esta variacién es mds significativa cuando
comparamos los medios minimos (SD y SG), donde ademds de
aspdrtico, glutdmico y alanina, la concentracién de tirosina, valina y
lisina es mayor en el medio SG. La concentracion de aminoicidos en
el medio nutritivo fue entre 2 y 5 veces mayor que en medio
minimo.

Con respecto a las melazas, con la excepcién de la treonina y la
arginina, la concentracién de aminodcidos fue sustancialmente
mayor en medio suplementado con amonio (MA) que sin
suplementar (M), lo que podria explicarse con los resultados de la
tabla 7, y muy similar a los valores obtenidos con melazas
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suplementadas con amonio y biotina (MAB). Las concentraciones
intracelulares mds altas se obtuvieron en medio semi-industrial

suplementado con amonio, excepto la arginina y la metionina cuyas
mayores concentraciones se obtuvieron en YPD.

SD

YPD YPG SG M MA MB MAB
Asp 5,76 5,80 1,67 3,21 1,42 6,86 1,85 9,12
Glu 101 128 34 85,9 58,6 132,3 41,4 157
Ser 8,57 2,91 1,45 0,86 5,51 15,9 6,07 14,3
His 25,1 24,9 11,4 11,4 16,4 17,49 13,1 13,8
Gly 9,08 2,91 7,83 3,82 8,87 20,2 8,42 13,2
Thr 11,7 5,86 2,18 1,75 7,89 3,32 10,1 3,39
Ala 42,9 53,1 20,3 38,3 25,9 53,1 18,6 35,6
Arg 46,4 11,6 24,5 10,2 30,5 6,55 15,3 7,55
Tyr 0,74 0,43 0,87 1,31 2,79 11,2 0,82 7,21
Val 6,30 5,12 2,14 2,41 1,49 7,89 3,47 5,66
Met 0,96 0,96 0,20 0,21 0,70 0,37 0,13 0,46
Ile 2,57 0,51 0,64 0,46 1,73 12,7 3,22 17,2
Phe 4,02 3,30 0,82 0,51 1,82 7,81 2,72 8,48
Leu 4,15 1,81 1,06 0,71 2,14 7,48 1,51 7,16
Lys 2,01 1,58 0,98 1,14 1,04 2,24 0,71 2,13

TABLA 9. Concentracién intracelular (mM) de aminoécidos de la estirpe
de levaduras IFI256 creciendo en YPD, YPG, SD, SG, M, MA, MB y MAB a
30°C. Los resultados mostrados en la tabla son la media de cinco

experimentos,
sefial detectada por HPLC.
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3.4. Cambios en el contenido interno de aminoacidos con la
temperatura.

La cepa IFI256 se cultivé en medio minimo SD a tres
temperaturas diferentes 22°, 30° y 37°C. Se tomaron muestras
periédicamente y se determinaron el consumo de glucosa, el
crecimiento (D.0O.¢60 nm y nimero de células) y la concentracién
intracelular (mM) de aminodcidos (Tabla 10).

Las variaciones de la concentracién interna (mM) a lo largo de
la curva de crecimiento fueron mayores a 37°C que a las otras
temperaturas utilizadas. Como muestra la tabla 10, los valores
minimos decrecen con el incremento de la temperatura, de forma
que las concentraciones minimas mds altas se obtuvieron a 22°C y
las mas bajas a 37°C; estas diferencias variaron con la temperatura
entre 3 y 20 veces. Respecto a las concentraciones intracelulares
méximas, para la mayoria de los aminodcidos (excepto el aspdrtico,
la arginina y la isoleucina) la concentracién aumenta al
incrementarse la temperatura, de forma que los valores maximos
mis altos se obtuvieron a 37°C y los mdximos mds bajos a 22°C; las
diferencias variaron con la temperatura entre 1,2 y 6 veces. A 37°C
las diferencias entre la concentracién minima y la mdxima variaron
entre 60 (Ej: Thr, Ser o His) y 80 veces (Ej: Gly).

A cualquier temperatura 22°, 30° o 37°C, los valores
intracelulares minimos para todos los aminodcidos se detectaron en
fase exponencial tardia o en fase estacionaria temprana (excepto
alanina, isoleucina y leucina a 30°C, y glicina, isoleucina y lisina a
22°C). A 22°C, todos los aminodcidos alcanzaron sus valores
médximos en la fase estacionaria tardia (excepto aspdrtico y
glutdmico), mientras que a 30° y 37°C la concentracién intracelular
mdxima de todos los aminodcidos se detecté al principio de la fase
exponencial (con la excepcién de glutdmico, alanina, arginina,
tirosina y valina a 30°C).

La figura 20 muestra las variaciones en la concentracién de
aminodcidos por ml de cultivo (A, B y C) y por célula (D, E y F), a 22°
(A y D), 30° (ByE)y37°C (Cy F). A 30° y 37°C (Fig. 20E y 20F) la
concentracién intracelular de aminodcidos por célula decrecié con la
curva de crecimiento (excepto como se indicé antes glutdmico,
alanina, arginina, tirosina y valina, cuyas concentraciones
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aumentaron al final de la fase exponencial). A 22°C (Fig. 20D), sdlo
la concentracién intracelular de aspdrtico y glutdmico decrecieron
con la curva de crecimiento como también se indicé con
anterioridad; todos los demds aminodcidos aumentaron al final de la
fase exponencial. A 22° y 30°C la concentracién de todos los
aminoédcidos por ml cultivo (Fig. 20A, 20B y 20C) vari6 de forma
similar, aumentando a lo largo de la curva de crecimiento; a 37°C
s6lo la alanina y la arginina mostraron este comportamiento, la
concentraciéon por ml de cultivo del resto de los aminodcidos
decrecié fuertemente una vez alcanzada la fase estacionaria
temprana (Fig. 20C).

22°C 30°C 37°C
Min Maix Min Maix Min Miax
Asp 0,76 44,5 1,19 30,9 0,14 5,24
Glu 8,82 51,1 12,1 35,7 3,33 58,1
Ser 0,83 1,90 0,83 6,19 0,07 4,76
His 7,62 29,8 1,36 17,1 0,71 36,7

Gly 0,35 4,76 2,17 8,15 0,10 9,29
Thr 0,37 2,86 0,32 5,24 0,29 15,9
Ala 1,19 11,4 5,55 23,1 1,40 14,3
Arg 4,62 35,9 3,69 26,5 2,10 31,2
Tyr 0,33 0,74 0,21 1,07 0,17 3,81
Val 1,83 2,86 0,91 3,57 0,52 6,67
Met 0,17 0,29 0,04 0,68 0,04 0,12
Phe 0,62 1,05 0,69 4,76 0,11 3,57
Ile 0,21 0,74 0,24 1,26 0,02 0,40
Leu 0,31 0,64 0,45 4,52 0,10 1,88
Lys 0,21 0,29 0,02 1,04 0,02 0,24

TABLA 10. Concentracion intracelular (mM) minima (Min.) y méxima
(Méx.) de aminodcidos de la estirpe IFI256 creciendo en medio minimo SD
a 22° 30° y 37°C. Los resultados mostrados en la tabla son la media de
cuatro experimentos, las desviaciones medias variaron entre 1,85-2,11%
de la sefial detectada por HPLC.
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20
10
-0
-1.2
Max
1.0
" lo.s
0.6
0.4
F 0.2
Min : v y 7 Y T y —————, T T : —%+0
10 20 30 40 58 0 10 20 30 40 50 0 10 20 3o 40 50

Tiempo (h)

Figura 20. Crecimiento (absorbancia a 660 nm) (@), consumo de glucosa
(M) y variaciones en la concentracién intracelular de aminodcidos a 22°
(AyD),a30° ByE)y 37°C (C y F); expresada por ml de cultivo (A, By C)
y por célula (D, E y F). Los valores absolutos, desviaciones medias y
nimero de experimentos se encuentran en la Tabla 10.

20A: (O) Asp, Ser, His, Gly, Thr; (O) los demds aminodcidos. 20B: () Gly,
Met; (O) los demds aminodcidos. 20C: (@) Ala; (O) Arg; (e) los demds
aminodcidos. 20D: (%) Ala, Phe; (%) Asp, lle, Lys; (%) los demds
aminodcidos. 20E: (%) Gly, Met; (3¢) Asp, Ser, His, Ile, Phe, Leu, Lys; %)
los dem4s aminoécidos. 20F: (%) todos los aminodcidos.

83

m Glucosa (g/)

® Absorbancia (660 nm)



Resultados

3.5. Fermentacién/respiraciéon: cambios en el contenido
interno de aminoAacidos.

La estirpe de Saccharomyces IFI256 y el mutante "petite"
IFI256P (obtenido de forma espontinea a partir de IFI256) se
cultivaron a 30°C en cultivo discontinuo hasta mediados de la fase
exponencial del crecimiento (Age0 nm= 0,7, aproximadamente 4 x
107 cél/ml) y se determiné el contenido intracelular de aminodcidos
por célula (mM) bajo condiciones solo fermentativas (la estirpe
"petite" creciendo en YPD o en SD), fermentativas/respiratorias
(IFI256 creciendo en YPD o en SD) y exclusivamente respiratorias
(IFI256 creciendo en YPG o en SG) (Tabla 11). Todos los aminodcidos
detectados cuyos precursores son intermediarios de la ruta
glicolitica (Fig. 1) (Gly, Ser, Ala, Leu, Val, Tyr, Met, Ile, Thr y Phe)
mostraron concentraciones superiores bajo condiciones fermentati-
vas, decreciendo cuando las condiciones fueron fermentativas/
respiratorias y alcanzando las menores concentraciones bajo
condiciones respiratorias, tanto en medio rico como en medio
minimo. Las udnicas excepciones fueron, la histidina, cuya
concentracién raramente varia bajo las condiciones usadas, y el
aspartico, precursor de varios aminodcidos. En la mayoria de los
casos la concentracién varié entre 2 y 3 veces.

Respecto a los aminodcidos detectados que derivan del ciclo de
los 4cidos tricarboxilicos (Lys, Arg y Glu), la concentracién de Arg,
Glu y Lys varié al cambiar el metabolismo de fermentativo a
respiratorio. El Glu (en YPG) y la Lys (en SG) alcanzaron sus
mdximos valores bajo condiciones exclusivamente respiratorias. Se
debe puntualizar que aunque la ruta glicolitica es una serie de
reacciones que producen piruvato a partir de glucosa-6-fosfato
(Gancedo y Serrano 1989), en este estudio los aminodcidos
derivados de oxaloacetato (Fig. 1), son también considerados
aminodcidos derivados de la glicolisis.

Los cambios observados podrian ser debidos a la naturaleza
de la fuente de carbono (glucosa/glicerol) mds que al tipo de
metabolismo. Diferencias en la tasa de crecimiento podrian influir
también en las concentraciones de aminodcidos medidas. Por lo
tanto se llevaron a cabo dos grupos de experimentos. En el primero,
las células se cultivaron de forma similar al experimento anterior
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Fermentativo Ferment./Respirat, Respiratorio
IFI256P IF1256 IFI256
YPD SD YPD SD YPG SG

Aminodcidos derivados
de la glicolisis:

His 25 11 25 10 25 10
Phe 4,1 0,8 3,9 0,8 3,2 0,5
Tyr 1 1,6 0,7 0,9 0,4 1,3
Ser 10 1,5 8,5 1,4 2,9 0,8
Gly 9,1 8,5 9,1 7,8 2,7 3,8
Ala 133 80 43 20 53 38
Val 8,2 3,8 6,2 2,1 5 2,4
Leu 2,7 1,1 4,1 1 1,8 0,7
Asp 5,6 0,6 5,7 1,7 5,6 3,2
Thr 19 3,8 12 2,2 5,8 1,7
Ile 4.8 0,8 2,5 0,6 0,5 0,5
Met 1,2 0,2 1 0,2 1 0,2

Aminoicidos

derivados del TCA:
Glu 77 86 100 34 126 84
Arg 19 7,4 46 24 11 4,2

Lys 1,6 0,5 2 1 1,4 1,1

TABLA 11. Concentracién intracelular (mM) de aminodcidos de la estirpe
"petite" IFI256P creciendo en medio completo (YPD) o medio minimo (SD)
[metabolismo fermentativo], y de la estirpe "grande” IFI256 creciendo
tanto en fuentes de carbono fermentables (YPD o SD, metabolismo
fermentativo y respiratorio) o respirables (YPG o SG, metabolismo
respiratorio). Los resultados mostrados en la tabla son la media de cinco
experimentos, las desviaciones medias variaron entre 1,90-2,09% de la
sefial detectada por HPLC.
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pero esta vez en diferentes fuentes de carbono fermentable
(fructosa) y respirable (etanol), en lugar de las anteriormente
usadas glucosa y glicerol. La tasa de crecimiento en fructosa y
etanol fueron similares a las observadas en glucosa y glicerol
respectivamente (Tabla 12). Los resultados fueron comparables a
los de la tabla 11. En casi todos los casos, la concentracién de los
aminodcidos procedentes de la ruta glicolitica disminuye cuando el
metabolismo cambia de fermentativo a respiratorio, mientras que la
concentraciéon de los aminodcidos derivados del ciclo de d4cidos
tricarboxilicos (Arg, Lys y Glu) se incrementa al ser el metabolismo
respiratorio.

En un segundo grupo de experimentos, la concentracién
intracelular de aminodcidos se midié tanto en la fase exponencial
como en la estacionaria, donde se pueden estudiar las transiciones
entre metabolismo fermentativo y respiratorio y comparar los
resultados con situaciones donde se mantiene el metabolismo
fermentativo o el respiratorio. Cuando la estirpe “grande”, IFI256,
crece en un fuente de carbono fermentable como glucosa o fructosa,
su metabolismo es principalmente fermentativo, produciendo etanol
(Aguilera y Benitez 1988, 1989). Cuando la glucosa se agota al
principio de la fase estacionaria, la estirpe cambia a metabolismo
respiratorio wusando el etanol previamente formado. Los
experimentos se llevaron a cabo comparado el contenido interno de
aminodcidos de:

a) la estirpe "petite" creciendo en medio minimo, SD, en fase
exponencial frente a fase estacionaria (metabolismo exclusivamente
fermentativo).

b) la estirpe "grande" creciendo en medio minimo, SD, en fase
exponencial (metabolismo mixto fermentativo/respiratorio) frente a
fase estacionaria (metabolismo respiratorio).

c) la estirpe "grande" creciendo en SG, en fase exponencial
frente a fase estacionaria (metabolismo exclusivamente
respiratorio).

Cuando entraron en la fase estacionaria, ambas estirpes,
"grande" y "petite", creciendo en glucosa mostraron una disminucién
de la concentracién de casi todos los aminodcidos, aunque esta
disminucién fue ligeramente superior en la cepa "petite". Para la
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Fermentativo Ferment./Respirat, Respiratorio
IFI256P 1F1256 IFI256
YPF SF YPF SF YPE SE

Amingicidos derivados
la glicolisis:
His 116 18,6 40,6 19,16 113 18,04
Phe 3,22 0,68 3,60 0,73 2,54 0,45

Tyr 0,86 1,28 0,58 0,69 0,38 1,04

Ser 14,1 0,97 5,64 0,95 3,94 0,55
Gly 6,55 5,40 5,76 4,96 1,96 2,43
Ala 208 187 99,8 46,7 83,2 87,9
Val 11,8 5,41 8,85 2,97 7,31 3,35
Leu 1,60 0,47 1,79 0,45 1,05 0,31

Asp 5,72 0,61 5,77 1,66 5,72 3,20
Thr 21,3 1,93 5,75 1,08 6,39 0,86
Ile 0,70 0,17 0,5 0,13 0,07 0,09

Met 2,86 0,58 2,74 0,62 2,23 0,51
Aminodcidos
derivados del TCA;

Glu 80,6 86,3 103 34,5 134 87,1
Arg 24,5 6,31 39,7 20,9 14,7 3,6
Lys 2,19 1,80 6,76 3,29 2,19 3,83

TABLA 12. Concentracién intracelular (mM) de aminoidcidos de la estirpe
"petite" IFI256P creciendo en medio completo (YPF) o medio minimo (SF)
[metabolismo fermentativo], y de la estirpe "grande" IFI256 creciendo
tanto en fuentes de carbono fermentables (YPF o SF, metabolismo
fermentativo y respiratorio) o respirables (YPE o SE, metabolismo
respiratorio). Los resultados mostrados en la tabla son la media de cinco
experimentos, las desviaciones medias variaron entre 1,90-2,09% de la
seiial detectada por HPLC.
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estirpe "grande" creciendo en glicerol, la entrada en la fase
estacionaria se acompafié de una ligera disminucién y en algunos
casos incluso de un incremento en la concentracién. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 13. La concentracién de cada
aminodcido en fase exponencial se representé frente a la
concentracion en fase estacionaria (Fig. 21). Globalmente 1la
concentracién intracelular de los aminoidcidos disminuyé de forma
gradual en el "petite", en el "grande creciendo en SD y en este
ultimo creciendo en SG (64, 80 y 86% de reduccién respectivamente,
Fig. 21A, 21B, 21C). Para cada aminodcido, el cambio en la
concentracién (aumento/reduccién) se produjo independientemente
de si los precursores procedian del ciclo de dcidos tricarboxilicos o
de la ruta glicolitica. Esto estd indicando que la razén de los cambios
observados se debe al cambio metabdlico que se produce al pasar
de fase exponencial a fase estacionaria mds que los posibles cambios
de fermentacién a respiracién, y que el contenido interno de
aminodcidos decrece bajo un metabolismo fermentativo al entrar
en fase estacionaria (Tabla 13).

3.6. Cambios en el contenido interno de aminoacidos con la
tasa de crecimiento.

Las variaciones observadas en el contenido intracelular de
aminodcidos podrian deberse a diferencias en la tasa de
crecimiento. Por lo tanto, inicialmente se establecieron las
concentraciones de aminodcidos como productos del metabolismo
primario en relaciéon con el crecimiento celular, determinando el
rendimiento Ypx (Pirt 1975) en cultivo continuo.

Tanto la estirpe IFI256 como su mutante "petite” IFI256P se
cultivaron en un quimiostato en medio minimo SD a 30°C usando
glucosa como fuente limitante de carbono para establecer las
diferentes tasas de crecimiento y se midié el rendimiento Ypx a
cada tasa de dilucidn.

Se han descrito tres situaciones con respecto a la posible
relacién entre la tasa de crecimiento y la tasa de formacién de
producto (Aguilera y Benitez 1988) (Fig. 22A, 22B y 22C):
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Condiciones Condiciones Condiciones
fermentativas mixtas respiratorias
IFI256P (SD) IFI256 (SD) IF1256 (SG)
Exp. Est. Exp. Est. Exp. Est.
Aminoicidos derivados
de la glicolisis;
His 11,4 9,2 11,5 9 11,4 13,2
Phe 0,7 0,4 0,8 0,7 0,5 0,5
Tyr 1,6 1,6 0,9 0,9 1,3 1,5
Ser 1,5 0,7 1,4 0,9 0,9 1,3
Gly 8,5 4.7 7,8 5,8 3,8 4
Ala 80 52 20 18 38 30
Val 3,8 2,8 2,1 1,8 2,4 4.1
Leu 1,1 0,9 1,1 0,8 0,7 0,6
Asp 0,6 0,6 1,7 1,5 3,2 3,3
Thr 3,9 2,8 2,2 1,6 1,7 1,4
Ile 0,8 0,7 0,6 0,6 0,5 0,6
Met 0,2 0,3 0,2 0,6 0,2 0,6
Aminodcidos
derivados del TCA;
Glu 86 58 34 28 84 73
Arg 7,4 5,7 24 12 4,3 2,3
Lys 0,5 0,4 1 0,7 1,1 1,1

TABLA 13. Concentracién intracclular (mM) de aminodcidos de la estirpe
"petite" IFI256P creciendo en medio minimo, SD (condiciones
fermentativas) y la estirpe grande creciendo en SD o SG en fase
exponencial (Exp.) (SD, condiciones mixtas, fermentacién-respiracion;
SG, condiciones respiratorias), y en fase estacionaria del crecimiento
(condiciones respiratorias). Los resultados mostrados en la tabla son la
media de seis experimentos, las desviaciones medias variaron entre 1,85-
2,11% de la seiial detectada por HPLC.
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Figura 21. Concentracién intracelular de aminodcidos (mM) en fase
exponencial frente a la misma en fase estacionaria de la estirpe "petite”
IFI256P cultivada en SD (A), y de la estirpe "grande" creciendo en SD (B)
y SG (C). Simbolos abiertos: aminodcidos derivados de la glicolisis;
simbolos cerrados: aminodcidos derivados del ciclo de 4cidos
tricarboxilicos.
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1) Cuando ambos procesos no estin relacionados, la tasa
especifica de formacién de producto, qp, es independiente de la tasa
de crecimiento, | (Fig. 22A).

2) Cuando ambos procesos estin totalmente ligados, la
cantidad de producto formado es directamente proporcional a la
biomasa formada (Fig. 22B), y la tasa especifica de formacién de
producto es qp= Ypx M, donde Ypx es el producto formado con
respecto a la biomasa obtenida.

3) Cuando los procesos estin parcialmente ligados, qp= Ypx K +
B (Fig. 22C). -

Cuando, en cultivo continuo, decrecié la tasa de dilucién, D
(equivalente a [L en cultivo discontinuo), se increment6 en ambas
estirpes el rendimiento de aminodcidos producidos por unidad de
biomasa (Ypx) (Figs. 23 y 24). A tasas bajas de dilucién, Ypx
aumenté dramdticamente con la disminuciéon de los valores de D,
alcanzando un valor constante sélo a valores de D mayores de
0,06 h-1 (Figs. 23 y 24). Estos resultados estin de acuerdo con los
esperados cuando dos procesos metabdlicos estdn parcialmente
ligados (Aguilera y Benitez 1988).

Aunque la concentracién de todos los aminodcidos aumenté
con la disminucién de la tasa de crecimiento por debajo de valores
de 0,06 h-1 (Figs. 23 y 24) (resultado de procesos parcialmente
ligados, Fig. 22C), este incremento varié entre los diferentes
aminodcidos. Ademds, esta variacién fue diferente en la estirpe
"grande" y en la "petite". Como muestra la tabla 14, la estirpe
"petite" presenta incrementos en Ypx entre 1,5 y 7,3 veces,
dependiendo del aminodcido, mientras que en la estirpe "grande”
estos incrementos varian entre 2,5 y 12 veces.

La tabla 14 muestra también que, a las mismas tasas de
dilucién y para el mismo consumo de azicar, la cantidad de biomasa
formada fue menor en la estirpe "petite" que en la "grande",
indicando que la estirpe "grande" fue mds eficiente al metabolizar el
sustrato que el mutante "petite". Por lo tanto, cuando se calculd el
rendimiento producto/sustrato, Yps, se observé que a tasas de
dilucién mayores de 0,2 h-1 para una cantidad dada de azicar
consumida la estirpe "grande" presentd un contenido intracelular de
aminoacidos casi dos veces mayor que la estirpe "petite” (Tabla 14).
Al decrecer la tasa de dilucién, estas diferencias se
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Figura 22. Variaciones en la tasa de formacién de producto, qp. ¥ ol
rendimiento producto/biomasa, Ypx, en funcién de la tasa de dwucton D,

cuando el producto metabdlico es independiente (A), o estd lgado total
(B) o parcialmente al crecimiento (C) (Aguilera y Benitez 1988§ ‘

AN
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Figura 23. Variaciones en el rendimiento producto/biomasa, Ypx
(nmoles de aminoacido/100 células), en funcién de la tasa de dilucién, D

(h-1), de la estirpe silvestre IFI256 cultivada en cultivo continuo con
medio minimo a 30°C.
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(nmoles de aminoeicido/lO6 células), en funcién de la tasa de dilucién, D
(h'l), de la estirpe "petite" IFI256P cultivada en cultivo continuo con

medio minimo a 30°C.
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X Ypx Yps
D As IFI256P _IFI256_ IFI256P _IF1256 IFI256P _IFI256
0,02 3,5 10 15,2 1,5-7,3 2,5-12 4,3-21 11-52
0,06 4,65 18,6 28,5 1,1-4 1,2-5 4,4-16 7,4-31
0,08 6,8 31,6 50,4 1-1,2 1-1,5 4,6-5,6 7,4-11
0,15 7,2 33,9 58,5 1 1 4,7 8,1
0,20 7,5 35,2 59,5 1 1 4,7 7,9

TABLA 14. Relacién entre diferentes pardmetros celulares de la estirpe
de Saccharomyces cerevisiae IFI256 y del mutante "petite" IFI256P
creciendo en cultivo continuo con glucosa como sustrato limitante del
crecimiento. D es la tasa de dilucién (h-1) equivalente a la tasa de
crecimiento, K. Otros pardmetros son X (106 células/ml); As (mmoles

glucosa); pr (nmoles de aminodcidos/100 células), valores relativos del
contenido interno de aminodcidos (mM) con la tasa de crecimiento,
comparados con los detectados a D = 0,20 h-1, donde Ypx es constante y
considerada la unidad; e Yps (nmoles de aminodcidos/mmoles de
glucosa), calculado dividiendo Ypx por Ysx (mmoles de glucosa/107
células). Los resultados mostrados en la tabla son la media de cuatro
experimentos, las desviaciones medias variaron entre 2,3-2,7% de la
sefial detectada por HPLC.
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incrementan. A una tasa de dilucién de 0,02 h-1 y a partir de la
misma cantidad de glucosa consumida la estirpe "grande" produjo
alrededor de 2,5 veces mds aminodcidos que el mutante "petite". La
figura 25 muestra la variacién de Ysx de las estirpes IFI256 e
IFI256P en funcién de la tasa de dilucién en cultivo continuo
reafirmando la idea de que la estirpe "grande" fue mds eficiente al
metabolizar el sustrato.

Asimismo, a tasas de dilucién mayores de 0,06 h-1 el
rendimiento Ypx fue constante tanto en la estirpe "grande" como en
la "petite", pero los valores absolutos fueron diferentes entre ambas
estirpes. La tabla 15 muestra los valores de Ypx para cada
aminodcido en la estirpe "petite" y la "grande" a tasas de dilucién
mayores de 0,06 h-! (donde Ypx es constante), y a una tasa de
dilucién igual a 0,02 h-1, que fue la menor tasa de dilucién medida.
A tasas de dilucién mayores de 0,06 h-1, la razén entre la estirpe
"petite” y la "grande" (IFI256P/IFI256) es comparable a los datos
obtenidos en cultivo discontinuo en SD (Tabla 11). Las diferencias
en las concentraciones de aminoicidos no son debidas a diferencias
en la tasa de crecimiento de ambas estirpes ya que esta vez las
tasas de crecimiento fueron idénticas (Tabla 15). A una tasa de
crecimiento de 0,02 h-1, la concentracién de glucosa es tan bajél que
s6lo el metabolismo respiratorio estd presente en la estirpe "grande"
(Gancedo y Serrano 1989). Por lo tanto, los datos de la tabla 15
serian comparables a los obtenidos en cultivo discontinuo en SG
(Tabla 11). Pero a esta tasa de dilucién el rendimiento Ypx se
increment6 en ambas estirpes (Figs. 23 y 24), siendo este
incremento mayor en la estirpe "grande" (de 2,5 a 12 veces) al ser
comparado con el mutante "petite" (de 1,5 a 7,3 veces). En
consecuencia, la razén IFI256P/IFI256 fue menor para la mayoria
de los aminodcidos en la tabla 15 al compararla con la tabla 11.

3.7. Variaciéon del rendimiento sustrato/biomasa (Ysx) con
la temperatura.

La tabla 14 muestra que a 30°C el rendimiento sustrato

biomasa (Ysx) fue siempre menor en la estirpe "grande" que en el
mutante "petite". Para ver si tales diferencias se mantenian o no a
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Figura 25. Variacién de Ysx (mmoles de glucosa/mg de proteina) de la
estirpe "grande" IFI256 (O) y del mutante "petite" IFI256P (@) en funcién
de la tasa de dilucién empleada en el quimiostato.
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. Ypx
i > 0,06 | w = 0,02
IFI256P 1F1256 IFI256P IFI256P IFI256 IFI256P
I1F1256 IF1256
Aminodcidos derivados
de la glicolisis:
His 34 40 0,85 140 445 0,31
Phe 2,2 2,9 0,76 9,5 26 0,36
Tyr 5 3 1,6 16 20 0,8
Ser 4 5 0,8 6 45 0,13
Gly 24 28 0,85 175 175 1
Ala 225 70 3,2 1280 330 3,87
Val 11 7,4 1,5 30 80 0,37
Leu 3 3.7 0,8 12,5 28 0,45
Asp 1,6 6 0,26 11 35 0,31
Thr 12 7,6 1,6 70 19 3,7
Ile 2,4 2,2 1,1 11 14 0,78
Met 0,6 0,8 0,75 2 4 0,5
Aminodcidos
derivados del TCA:
Glu 235 115 2 660 800 0,82
Arg 22 85 0,25 100 290 0,34
Lys 1,6 3,5 0,45 10,8 27 0,4

TABLA 15. Concentracién intracelular de aminodcidos formados, Ypx
(nmoles/106 células) en la estirpe "petite" IFI256P y en la "grande"
IFI256 , y la razén entre ambos pardmetros a las tasas de crecimiento en
las cuales el valor de Ypx es constante (n >0,06 h-1, Figs. 16 y 17) y a la
minima tasa de crecimiento medida (p = 0,02 h‘l). Los resultados
mostrados en la tabla son la media de cuatro experimentos, las

desviaciones medias variaron entre 2,1-3,2% de la seiial detectada por
HPLC.
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otras temperaturas, se llevaron a cabo experimentos con ambas
estirpes a 22° 30° y 37°C. La figura 26 muestra qué Ysx varia con la
fase de crecimiento, de tal forma que antes de la fase exponencial,
la estirpe "grande" presenta un incremento continuo en el valor Ysx,
hasta el principio de dicha fase donde Ysx alcanza un valor
constante. Esta meseta se mantiene durante esta fase y hasta el
principio de la fase estacionaria. A 22° 30° y 37°C, Ysx presenta
una meseta similar (de hecho los valores son casi idénticos). En el
mutante "petite” sin embargo, Ysx no llega a alcanzar una meseta.
De hecho, Ysx aumenta de forma continua durante las diferentes
fases de crecimiento. Ademds, en el mutante "petite" este pardmetro
aumenta con la temperatura, de forma que los valores mds altos de
Ysx se alcanzaron a 37°C.

4. SELECCION DE MUTANTES RESISTENTES A ANALOGOS
TOXICOS.

Como se ha comentado en la Introduccién, la resistencia a un
determinado téxico, andlogo de aminodcido, conduce en la mayoria
de las ocasiones a la superproducciéon de dicho aminodcido (Arfin y
Gantt 1983). En este trabajo se utilizaron la resistencia a etionina
(andlogo téxico de la metionina) y la resistencia a hidroxinorvalina
(andlogo téxico de la treonina) para seleccionar mutantes
superproductores de metionina y/o treonina. Antes de proceder a la
seleccién se llevaron a cabo una serie de experimentos para conocer
tanto la toxicidad como los efectos de ambos andlogos sobre el
contenido interno de aminodcidos y S-adenosil-metionina.
Asimismo, se estudié el efecto de la adicién de metionina o treonina
al medio de cultivo sobre los mismos pardmetros.

4.1. Efectos de la etionina en la estirpe silvestre IFI256.

Se calculé la concentracién minima inhibitoria de etionina
tanto para la cepa silvestre IFI256 como para la cepa haploide de
laboratorio S288C creciendo en medio minimo liquido. Mientras que
la cepa S288C deja de crecer a una concentracién de 0,08 mM, la
estirpe IFI256 no cesa en su crecimiento hasta concentraciones de
0,3 mM. Cuando se utiliz6 medio sélido, esta concentracién fue de
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30

Ysx (nanomol glucosa/ 107células)
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Tiempo (h)

Figura 26. Evolucién de Ysx en funcién de la temperatura en la estirpe
"grande" IFI256 (A) y en el mutante "petite" IFI256P (B). (A) 22°C, (@)
30°C y (O) 37°C. La flecha indica el comienzo de la fase exponencial.
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0,8 mM para la cepa IFI256. Por lo tanto, cuando se llevaron a cabo
experimentos en cultivo continuo, el medio de cultivo inicial fue SDe
suplementado con 0,1 mM de etionina.

Como muestra la tabla 16 concentraciones de etionina en el
medio de cultivo de 0,5 mM (SDe) produjeron una disminucién
entre 7 y 10 veces del contenido de S-adenosil-metionina, asi como
la reduccién de los niveles de metionina hasta valores no
detectables; por el contrario aumentaron los niveles de homoserina,
treonina, isoleucina, aspartico, glutdmico, arginina y alanina. Cuando
se usé una concentracién de 2 mM, se produjo una disminucién
generalizada de todos los aminodcidos. Estos resultados son
consecuentes con el bloqueo de la ruta especifica de la sintesis de
metionina, saturacién de la ruta procedente de aspdrtico y
acumulacién de piruvato, lo que produciria una aumento en la
sintesis de alanina, glutdmico y arginina (Jones y Fink 1982).

SD SDe (0,5 mM) SDe (2 mM)

Asp 1,67 8,6 4,55
Glu 34 46,6 29

Ser 1,45 2,3 1,13
His 11,4 12,5 6,24
Hom n.d. 13,2 15,92
Gly 7,83 12,4 5,63
Thr 2,18 9,34 1,37
Ala 20,3 122,6 24,97
Arg 24,5 160 35,85
Tyr 0,87 0,93 1,20
Val 2,14 22,13 1,49
Met 0,20 n.d. n.d.

Ile 0,64 8,47 1,11
Phe 0,82 0,90 1,41
Leu 1,06 14,05 0,68
Lys 0,98 1,3 0,6

Ado-Met 3.1 2,9 0,33

TABLA 16. Efecto de la adicién de etionina al medio de cultivo sobre la
concentraciéon intracelular de aminodcidos (mM) vy sobre la
concentracién intracelular dec S-adenosil-metionina (Ado-Met) (mM).
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4.2. Efectos de la hidroxinorvalina en la estirpe silvestre
IFI1256.

La concentracién minima inhibitoria de hidroxinorvalina para
la cepa IFI256 en medio minimo liquido fue de 1 mM, mientras que
en medio sélido fue de 2,5 mM.

Como muestra la tabla 17 el incremento de la concentracién de
hidroxinorvalina en el medio de cultivo sin comenzar a ser téxica
produjo una disminucién hasta niveles no detectables del contenido
intracelular de S-adenosil-metionina, asi como la reduccién de los
niveles de casi todos los aminodcidos salvo Glu, His y Ala. Estos
resultados son consecuentes con el bloqueo de la ruta de sintesis de
aminodcidos producidos a partir de aspdrtico, falta de utilizacién de
oxaloacetato con un mayor funcionamiento del ciclo de d4cidos
tricarboxilicos (aumenta la concentraciéon de Glu), aumento de la
concentraciéon de piruvato (aumenta la concentracién de Ala) y
saturacion de la glicolisis (aumenta la concentracién de His). La
utilizacién de concentraciones superiores de hidroxinorvalina
produjo la disminucién de todos los aminoicidos (Tabla 17).

4.3. Efecto de la adicién de metionina al medio de cultivo.

La estirpe silvestre IFI256 se cultivé en medio minimo, SD,
suplementado con metionina a distintas concentraciones que fueron
desde 0,1 mM hasta 100 mM. Ninguna de las concentraciones
empleadas produjo inhibicién del crecimiento.

La adicién de metionina al medio produjo un aumento
proporcional de la metionina interna, ya que es transportada al
interior de la célula por dos permeasas distintas (Tabla 18) (Jones y
Fink 1982). Cuando la metionina afiadida al medio estaba a una
concentracién de 10 mM la concentracién interna de metionina
creci6 aproximadamente hasta 350 mM (unas 35 veces mds
concentrada), cuando se afiadié la metionina a concentraciones
superiores, el contenido interno no aumenté mds. De igual forma se
produjo un incremento en la concentracién intracelular de S-
adenosil-metionina, que incluso llegé a ser detectada en el medio de
cultivo.
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Ademds se produjo una gran acumulacién de homoserina
(pero no de homoserina fosfato, lo que indica regulacién de la
homoserina quinasa), sin aumentar perceptiblemente ni la
concentracién de treonina ni la de isoleucina. Este hecho indica una
fuerte regulacion por metionina o por Ado-Met del primer enzima
de la ruta de sintesis de metionina, la homoserina O0-acetil-
transferasa; asimismo una fuerte regulacién por treonina de su
propia sintesis. Los cromatogramas obtenidos en estas condiciones
(Fig. 27) muestran la aparicion de dos picos que normalmente no
son detectados a 13,12 y 15 minutos, posteriormente el pico a los
13,12 minutos fue identificado como homocisteina, precursor
inmediato de la metionina.

SDy (0,05mM)  SDp (0,2 mM)  SDp (1 mM)

Asp 3,51 2,53 1,2
Glu 25,3 36,7 10,1
Ser 3,7 2,20 0,45
His 12,1 20,7 3,1
Gly 4,71 2,9 0,61
Thr 3,59 1,63 0,13
Ala 17,93 19,3 1,8
Arg 20,65 17,42 4,37
Tyr 1,81 0,57 0,13
Val 3,30 3,26 0,27
Met 0,11 0,19 n.d.
Ile 1,27 1,50 0,28
Phe 1,01 0,62 0,12
Leu 2,63 1,68 0,42
Lys 1,16 0,58 0,15
Ado-Met 2,19 n.d. n.d.

TABLA 17. Efecto de la adiciéon de hidroxinorvalina al medio de cultivo
sobre la concentracién intracelular de aminodcidos (mM) y sobre la
concentracién intracelular de S-adenosil-metionina (Ado-Met) (mM).
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T

HOM
B MET

Homocisteina

1

Figura 27. Efecto de la adicién de metionina al medio de cultivo sobre la
concentracién intracelular de aminodcidos. (A) medio minimo, SD; (B)
con metionina 10 mM; y (C) con metionina 100 mM.
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SD SD+Met SD+Met
(10 mM) (100 mM)

Asp 1,67 1,58 1,53
Glu 34 31,76 30,59
Ser 1,45 0,90 0,77
His 11,4 7,26 8,58
Hom n.d. 66,4 57,98
Gly 7,83 7,3 7,18
Thr 2,18 1,82 1,68
Ala 20,3 14,13 12,58
Arg 24,5 14,22 13,92
Tyr 0,87 8,22 6,08
Val 2,14 2,3 2,23
Met 0,20 349 316
Ile 0,64 1,16 0,55
Phe 0,82 1,26 0,94
Leu 1,06 1,18 1,10
Lys 0,98 1,2 1,0
Ado-Met(i) 3,1 18,72 20,66
Ado-Met(e) n.d. 0,35 24,76

TABLA 18. Efecto de la adicién de metionina al medio de cultivo sobre la
concentraciéon intracelular de aminodcidos (mM) y sobre la
concentracién intracelular (i) y extracelular (e¢) de S-adenosil-
metionina (Ado-Met) (mM).

4.4. Efecto de la adicion de treonina al medio de cultivo.

Se ensayd la posible toxicidad de altas concentraciones de

treonina sobre el crecimiento de la cepa silvestre IFI256, pero
concentraciones de hasta 1 M de treonina en el medio de cultivo, no
llegaron a tener efectos téxicos.

Cuando se estudiéo el contenido interno de aminoidcidos de la
cepa IFI256 creciendo en medio minimo, SD, suplementado con 100

mM de Thr (Tabla 19) se observé un aumento en la concentracién
de todos los aminodcidos de al menos dos veces, cuatro veces en el
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caso de la serina, ocho en el de la glicina y diez veces para la
treonina. Este resultado nos indica la utilizacién de la treonina como
fuente de nitrégeno y esqueletos carbonados para su incorporacion
en otros aminodcidos, asimismo indica que la degradacién de la
treonina por la serina hidroximetil transferasa (Fig. 3A) es un
mecanismo muy efectivo de redistribucién del nitrégeno y de
esqueletos carbonados. El hecho de que la treonina afiadida al
medio sea degradada e incorporada en el metabolismo general
choca con el anteriormente observada con la metionina, la cual no
se utiliza sino que se almacena o es convertida en Ado-Met. Como
han apuntado otros autores los organismos han disefiado
mecanismos de ahorro celular, entre los que se encuentra no
"desperdiciar” metionina o Ado-Met que cuesta energéticamente
muy cara a la célula (aprox. 13-15 moléculas de ATP por molécula
de Ado-Met formada).

SD SD+Thr (100 mM) SD+Thr (1 M)
/SD /SD

Asp 1,67 1,32 1,46
Glu 34 2,47 3,75
Ser 1,45 2,33 5,35
His 11,4 1,53 2,89
Gly 7,83 8,66 16,7
Thr 2,18 231,8 433.6
Ala 20,3 3,27 4,93
Arg 24,5 2,96 3,63
Tyr 0,87 3,15 5,19
Val 2,14 3,51 4,86
Met 0,20 3,6 5,2

Ile 0,64 4,35 5,16
Phe 0,82 2,32 2,64
Leu 1,06 2,89 3,5

Lys 0,98 3,73 7,62

TABLA 19. Efecto de la adicién de treonina al medio de cultivo sobre la
concentracién intracelular de aminodcidos (mM).
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4.5. Seleccién de mutantes resistentes a etionina en cultivo
continuo controlado por pH.

La complejidad de la ruta biosintética de la metionina tanto
por el numero de genes implicados como por la regulacién de la
ruta hacen posible la obtencién de mutantes con diferentes grados
de resistencia a andlogos toéxicos asi como de posibles
superproductores de este aminodcido. La seleccién de dichos
mutantes fue llevada a cabo en un pH-stato, turbidostato basado en
el pH del medio, que permitia no sélo el control del crecimiento sino
también el incremento en la concentracién del téxico en el tanque
de cultivo (Jiménez y Benitez 1988a).

4.5.1. Valores extremos de pH obtenidos en cultivo discontinuo.

Para fijar el pH de trabajo en el sistema de cultivo continuo, se
determinaron el pH inicial (mdximo) y final (minimo) en cultivos
discontinuos de IFI256 tanto en medio nutritivo (YPD) como en
medio minimo (SDe). El pH minimo, detectado en el cultivo al final
de la fase estacionaria, fue 2,3, mientras que el maéximo, detectado
en el cultivo recién inoculado, fue de 4,2. De acuerdo con los datos
obtenidos el pH del cultivo continuo fue regulado para operar a un
pH critico, pHc, entre 3,4 y 3,6.

4.5.2. Seleccion de mutantes resistentes a etionina en_ cultivo
continuo_controlado por pH.

Cuando se cultivé la estirpe IFI256 en medio SD o SDe en un
quimiostato controlado por pH, se obtuvo una acidificacién continua
del medio de cultivo debida al crecimiento y la fermentacion
llevada a cabo por la levadura (Fig. 28). La bomba de alimentacién
(entrada de medio fresco) se conecté cuando el pH descendidé por
debajo del pHc, diluyendo el cultivo (D > u). La bomba se desconectd
(D = 0) cuando el pH sobrepaso el pHc tras la dilucién. Este control
"feedback"” provee de un continuo equilibrio en el cultivo sujeto a
pulsos alternos de dilucién y crecimiento (tal como se puede
observar por el zigzag del registro de pH en la figura 28).
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Una vez alcanzado el equilibrio, la concentracién de glucosa en
el vaso de cultivo fue casi constante (aproximadamente un 0,5%) en
todas las condiciones usadas. Esto indica que las células estaban
creciendo a su mayor tasa especifica de crecimiento porque la
glucosa, el sustrato limitante, estaba en exceso (Pirt 1975). La
densidad o6ptica (D.O.g60) del cultivo se mantuvo alrededor de 0,8.
Ya que en este equilibrio la variacién constante del pH es
proporcional a la variacién de la turbidez, la tasa de acidificacién
(disminucién del pH por unidad de tiempo cuando D = 0) obtenida
después de cada pulso de dilucién fue proporcional a la tasa
especifica de crecimiento, U (incremento en la turbidez por unidad
de tiempo cuando D = 0). La secuencia de diluciones y crecimiento
introduce un método muy simple de incrementar, pulso a pulso, la
concentracién de cualquier compuesto téxico en el cultivo, en este
caso el andlogo téxico etionina,

4.2
pH 3.8
4
3 t
[ T T T T T T T 7 T T I T ]
0 20 40 250 300 350
Tiempo (h)

Figura 28. Registro de pH de un cultivo de la cepa silvestre IFI256
creciendo en SD suplementado con etionina (inicialmente a una
concentracién de 0,1 mM), sometido a control turbidostitico por pH. La
flecha indica el momento en que comenzé la regulacién del pH por
adiciéon de medio fresco, SDe (1 mM). Tras 48 horas comenzé la adicién de
medio fresco con etionina 5 mM y después de 160 horas con medio
suplementado con etionina 10 mM.
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Una vez que en el cultivo con la concentracién inicial de
etionina (0,1 mM) se alcanzé el equilibrio, la concentracién de
etionina en el medio fresco (el que se encuentra en el tanque de
alimentacién) SDe se aumenté a 1 mM. El siguiente pulso de
dilucién, producido por el bombeo de este medio, hizo que Ila
concentraciéon de la etionina en el cultivo alcanzase un valor miés
elevado, de forma que tras n pulsos la concentracién de etionina en
el cultivo se incrementé considerablemente. Los primeros cinco
litros de medio fresco suplementado con 1 mM de etionina fueron
seguidos por 3 litros suplementados con 5 mM después de 48 horas
de incubacién y finalmente 2 litros suplementados con 10 mM del
andlogo después de 160 horas. Los efectos del incremento de la
concentracién de etionina en el crecimiento se reflejaron
inmediatamente en la posterior tasa de acidificacién que se redujo
proporcionalmente (Fig. 28). Después de 350 horas de incubacion,
cuando la concentracién de etionina en el medio de cultivo fue 8
mM, la tasa de acidificacién de las células fue casi nula, indicando
que a duras penas podria algin mutante continuar creciendo a
mayores concentraciones de etionina. Durante el experimento, se
sembraron muestras del cultivo con diferentes concentraciones de
etionina en cajas de medio SD. Las colonias aisladas se volvieron a
sembrar en SD y de aqui a medio sélido SDe con concentraciones de
etionina similares a las que habia en el vaso de cultivo cuando se
cogieron las muestras (Tabla 20). Este proceso se repitié varias
veces. Los mutantes resistentes a etionina aislados se numeraron de
ETHCC1 a ETHCC7, y posteriormente se caracterizaron (Fig. 29).

4.5.3. Seleccién de mutantes resistentes a etionina_en _cultivo
continuo.

Después de 350 horas de incubacién en un cultivo continuo
regulado por pH, el medio fresco se sustituyé por SDe suplementado
con 1 mM de etionina y se usé para alimentar al cultivo. La bomba
de nutrientes del fermentador se conecté a la entrada del medio y
se regulé para dar una tasa de dilucién apropiada, D (0,2 h-1) que
fue casi la mdxima (0,23 h-1) bajo estas condiciones (U < [lmix). Se
seleccionaron mutantes resistentes a etionina por su habilidad para
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crecer a la mayor tasa de crecimiento, B (0,2 h-1). Tras agotar 10
litros de medio SDe (1 mM de etionina), se tomaron muestras y se
sembraron en medio SD, como en el apartado anterior. La estirpe
resistente a etionina obtenida, numerada ETHCCS8, fue
posteriormente caracterizada (Tabla 20 y Fig. 29).

4.5.4. Seleccién de mutantes resistentes a hidroxinorvalina.

El protocolo de seleccion de los mutantes se resume en la
figura 29. El mutante resistente a etionina ETHCCG6, aislado en
cultivo continuo regulado por pH, fue posteriormente incubado en
cultivo discontinuo con medio SDh suplementado con 0,1 mM de
hidroxinorvalina, el andlogo tdéxico de treonina. A partir de este
cultivo se aislé un mutante resistente a hidroxinorvalina. El
mutante se cultivé en SDh sélido suplementado con 0,1 mM de
hidroxinorvalina; de éste se seleccionaron algunas colonias. El
experimento se repitié varias veces y finalmente se aislé y
caracteriz6 el mutante HNVBCI1. La estirpe HNVBC1 se inoculé en SD
sin el andlogo téxico. Después de varios ciclos de cultivo en SD, las
células se sembraron en el mismo medio SDh suplementado con 1
mM de hidroxinorvalina y se aislé y caracteriz6 un nuevo mutante,
HNVBC2. HNVBC2 se cultivé en SD durante varias generaciones y el
experimento se repitié varias veces, al cabo de las cuales después
de seleccionar en SDh 1 mM de hidroxinorvalina se obtuvo el
mutante HNVBC3. El mutante HNVBC4 se obtuvo por seleccion de
colonias en SDh suplementado con 5 mM de hidroxinorvalina.
Finalmente, a partir de HNVBC4, y después de varias generaciones
creciendo en SD sin andlogo, y aislamiento de colonias en SDh
suplementado con 5 mM de hidroxinorvalina se seleccioné el
mutante HNVBCS.
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[Ethlexs, [Ethliny, [Eithlmax, [Hnvlexy, [Hnvling Hsp (1)

IFI256 - - 0,1 - - 0,32
ETHCC1 1,08 0,54 2 - - 0,22
ETHCC2 1,70 0,72 3 - - 0,30
ETHCC3 3,32 1,02 5 - - 0,29
ETHCC4 3,76 1,14 15 - - 0,30
ETHCGS 4,32 1,23 20 - - 0,30
ETHCC6 7,35 1,40 30 - - 0,33
ETHCC7 8,04 1,84 50 - - 0,25
ETHCC8 1,35 1,75 50 - - 0,28
HNVBC1 - - - 0,1 0,3 0,24
HNVBC2 - - - 1 1,1 0,23
HNVBC3 - - - 1 1,6 0,25
HNVBC4 - - - 5 5,2 0,29
HNVBCS5 - - - S5 7,3 0,27

TABLA 20. Concentracién de etionina (mM) ([Ethlext) o
hidroxinorvalina ([Hnv]ext) en ¢l medio en el cual se aislaron los
mutantes resistentes a etionina (ETHCC1 a ETHCCS8) o a hidroxinorvalina
(HNVBC1 a HNVBCS); concentracion intracelular de los andlogos téxicos
en las muestras de las que se aislaron los mutantes ([Ethlint, [Hnvlint);
concentracién mdxima de ectionina que permite el crecimiento de los
mutantes ([Ethlmax) y tasa de crecimiento (h-1) de los mutantes y la

estirpe silvestre en medio minimo SD (},LSD(h'l)). Los resultados que se
muestran en la tabla son la media de cinco experimentos, las
desviaciones medias variaron entre 1,3-1,8% de la sefial detectada por
HPLC.
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(Eth)

0,1 T [FI256

-¢— Cuitivo continuo regulado por pH
1,08 ETHCC1 A Cult!vo continuo
i} Cultivo discontinuo

1,70 ETHCC2
3,32 ETHCC3

HNVBCS5
376 SDe ETHCC4 A
4,32 ETHCCS HN\/EBC3 """" - HNVBC4
7,35 ETHCCS -l HNVBC1 weefii- HNVBC2
8,04 ETHCC?
135 L EtHCes | SDh ]

0,1 1,0 50 (Hnv)

Figura 29. Esquema del aislamiento de los mutantes resistentes a etionina
(ETHCCI1-ETHCC8) o hidroxinorvalina (HNVBC1-HNVBC5) a partir de la
estirpe silvestre IFI256. [Eth], concentracién de etionina (mM); [Hnv],
concentracién de hidroxinorvalina (mM); SDe, medio minimo SD
suplementado con etionina; SDp, medio minimo suplementado con
hidroxinorvalina.
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5. CARACTERIZACION INICIAL DE LOS MUTANTES
OBTENIDOS.

3.1. Niveles de resistencia a los anilogos.

La tabla 20 muestra algunos datos de los mutantes resistentes
a etionina y/o a etionina e hidroxinorvalina. Las concentraciones
externas de etionina a las que se recogieron las muestras con los
posibles mutantes variaron entre 1,08 mM para el mutante ETHCC1
y 8,04 para el mutante ETHCC7. A fin de descartar los posibles
mutantes incapaces de acumular el andlogo tdéxico (mutantes con
permeasas defectivas) se midié la concentracién interna de etionina
en extractos libres de células. Esta, fue considerablemente menor
que la concentracién externa (Tabla 20). Sin embargo, una vez
sembrados los posibles mutantes en SDe sélido con una
concentracién de etionina similar a la presente en el medio cuando
se tomd la muestra, y cuando este proceso se repitié varias veces a
fin de eliminar las células del cultivo que no eran resistentes, la
concentracién interna de etionina en los mutantes mostrd un
incremento proporcional a la externa (Fig. 30), siendo la interna
ligeramente superior en todos los casos (datos no mostrados).
Resultados similares se obtuvieron con los mutantes resistentes a
hidroxinorvalina, donde la concentracién externa a la que fueron
aislados los mutantes fue comparable a la interna (Tabla 20).

Los mutantes obtenidos se cultivaron en medio SD durante
varias generaciones y nuevamente sembrados en SDe para
comprobar la estabilidad de la mutacién. Todos los mutantes fueron
estables después de crecer en medio SD durante varios cientos de
generaciones.

Los mutantes resistentes a etionina fueron capaces de resistir
concentraciones del andlogo sustancialmente superiores a aquellas a
las que se tomaron las muestras (Tabla 20). Esta concentracién, la
midxima a la que los mutantes pueden crecer, es 25 veces mayor
para algunos de los mutantes.
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Figura 30. Cromatogramas del contenido interno de aminodcidos del
mutantes ETHCCS5 creciendo en SDe con 5 mM (A), 10 mM(B) y 20 mM (C)
de etionina. Las flechas indican el pico de¢ etionina intracelular.

5.2. Tasa de crecimiento.

Aunque los mutantes superproductores de aminodcidos suelen
ser moérbidos y en general crecen despacio (Ramos et al. 1991, Nass
y Poralla 1976, Seibold et al. 1981), el cultivo continuo permite el
aislamiento de aquellas células que crecen a la mayor velocidad. De
hecho todos los mutantes crecieron en medio SD con tasas de
crecimiento similares o en ocasiones mayores a las de la estirpe
silvestre (Tabla 20).
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5.3. Concentracién interna de aminoacidos.

Cuando en los mutantes resistentes a etionina se determind la
concentracién intracelular de metionina se observé un incremento
en dicha concentracién, de forma que la de la estirpe silvestre
creciendo en SD es cercana a 0,2 mM, pero en el mutante ETHCC7
este valor alcanzé los 32,6 mM. El aumento en la concentracién
intracelular de metionina fue directamente proporcional a la
concentracién de etionina tolerada por los mutantes (Tabla 21). Los
aminodcidos relacionados con la metionina y parcialmente
implicados en la misma ruta metabdlica (Jones y Fink 1982), como
la homoserina, treonina y S-adenosil-metionina también mostraron
variaciones cuando se compararon con el silvestre: el contenido
interno de treonina se incrementé en los mutantes entre 2 y 3
veces; el contenido en S-adenosil-metionina se incrementé madas de
10 veces, mientras que la homoserina varié ampliamente entre las
diferentes estirpes; excepcionalmente, el mutante ETHCC8 presentd
un contenido interno de treonina de 79,1 mM, y sélo 3,1 mM de
metionina (Tabla 21).

Estos aminodcidos y la isoleucina son sintetizados a partir de
aspdrtico, por lo tanto las concentraciones de aspartico e isoleucina
también se determinaron en la estirpe silvestre y en los mutantes
resistentes a etionina. El contenido interno de aspdrtico e isoleucina
se incrementé hasta 10 veces, siendo las concentraciones muy
variables entre las distintas estirpes.

Los mutantes resistentes a hidroxinorvalina llegaron a
acumular por encima de 214 mM de treonina, cerca de 40 veces la
concentracion observada en el silvestre, asi como metionina, S-
adenosil-metionina, aspartico e isoleucina. El incremento en la
concentracién de homoserina fue muy variable entre las diferentes
estirpes (Tabla 21).

Tanto a los mutantes superproductores de metionina como a
los de treonina se les realiz6 la prueba de alimentacién cruzada
(Ramos et al. 1991). Esta consiste en comprobar si el mutante en
cuestiéon es capaz de alimentar por excrecién a un césped de un
auxétrofo para el aminodcido superproducido. Ninguno de los
mutantes aislados fue capaz de alimentar el césped auxétrofo. Para
confirmar que los mutantes no eran excretores, muestras del medio
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de cultivo donde se cultivaron los mutantes se examinaron en el
HPLC, mostrando en sélo dos de los casos, ETHCC7 y HNVBCS,
algunas trazas del aminodcido superproducido, metionina y treonina
respectivamente, junto con trazas de homoserina que también
resultd excretada. Estas trazas, s6lo detectables mediante HPLC,
podrian explicarse simplemente por la liberacién de aminodcidos al
medio producida por lisis de algunas células presentes en el cultivo.

Asp  Hom Thr Ile Met Ado-Met

IF1256 3,2 n.d. 5,8 1,2 0,2 3,1
ETHCC1 5,4 15,6 10,2 3,2 2,3 0,9
ETHCC2 10,0 95,0 16,9 6,8 3,2 1,1
ETHCC3 3,1 20,2 16,8 5,2 5,1 1,4
ETHCC4 12,2 66,1 17,0 4,1 6,5 1,7
ETHCCS 21,7 80,4 15,4 5,4 8,7 2,0

ETHCC6 29,8 116 12,0 6,2 10,2 11,0
ETHCC7 3,1 91,5 14,8 7,5 32,6 5,6

ETHCCS8 3,2 3,8 79,1 0,9 3,1 16,9
HNVBC1 10,1 24,6 22,3 8,4 4,1 9,0
HNVBC2 9,6 68,7 53,0 10,1 3,3 8,5
HNVBC3 6,0 130 49,1 6,8 4,2 6,5
HNVBC4 4,6 255 23 4,0 6,0 4,4
HNVBCS5 2,9 142 214 5,1 3,5 5,3

TABLA 21. Concentracién intracelular de aminodcidos (mM) de la estirpe
IFI256 y los mutantes resistentes a ctionina (ETHCC1-ETHCC8) e
hidroxinorvalina (HNVBCI1-HNVBC5) creciendo en medio minimo SD.
Estos resultados son la media de cinco cxperimentos; las desviaciones
medias variaron entre 1,2-1,8% de la seiial detectada en HPLC. n.d.: no
detectado.
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5.4. Cariotipo.

A fin de eliminar la posibilidad de que los mutantes obtenidos
pudieran proceder de algdin contaminante presente en el vaso de
cultivo del fermentador se realizé el cariotipo de dichos mutantes y
se comparé con el de la estirpe original, los resultados obtenidos se
muestran en la figura 31. Como puede observase en esta, todos los
mutantes caracterizados derivan de la estirpe original IFI256.

5.5. Sexo y esporulaciéon en los mutantes.

Todos los mutantes aislados, tanto resistentes a etionina como
resistentes a hidroxinorvalina, fueron incapaces de cruzar con las
cepas usadas como control (MMY1 y MMY2). Asimismo todos ellos
presentaron una esporulacién similar a la del silvestre, es decir,
producian diadas capaces de esporular y presentaban un 99% de
esporulaciéon en medio SPOQ.

Figura 31. Cariotipo de la estirpe silvestre IFI256; los mutantes
resistentes a etionina ETHCC1, ETHCC6 y ETHCCS8, y de los mutantes
resistentes a hidroxinorvalina HNVBC1 y HNVBCS.
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6. CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LOS MUTANTES.

El uso de extractos crudos conlleva problemas tales como la
existencia de enzimas que puedan utilizar el mismo sustrato. Antes
de comenzar con la caracterizacién de los mutantes se estudié la
fiabilidad de los ensayos acoplados utilizados para las medidas
enzimdticas. De los enzimas estudiados la tnica ambigiiedad podia
venir de las enzimas homoserina deshidrogenasa y homoserina
quinasa, por lo que se estudio el sistema cinético teérico (Fig. 32A)
presente en un extracto crudo con ambas actividades.

La "inhibicién por sustrato" observada a altas concentraciones
de homoserina sobre la homoserina quinasa podria ser un artefacto
del ensayo enzimitico utilizado. Como se ha comentado en Métodos
dicho ensayo wutiliza dos reacciones acopladas (piruvato
quinasa/lactato deshidrogenasa) para determinar la velocidad de la

reaccion:
Homoserina + ATP ------- > Homoserina fosfato + ADP
Fosfoenolpiruvato (PEP) + ADP ------- > Piruvato + ATP
Piruvato + NADH ------- > Lactato + NAD*

estas podrian resumirse en una reaccién global:

Homoserina + PEP + NADH ------- > Homoserina fosfato + Lactato + NAD*

Uno de los productos de esta, el NAD*, junto con la homoserina
son los sustratos para la homoserina deshidrogenasa (el enzima
anterior de la ruta) que "in vivo" salvo a altas concentraciones de
homoserina realiza la reaccién contraria, es decir, la produccién de
homoserina y NAD*. En los extractos crudos utilizados se encuentra
también la actividad homoserina deshidrogenasa, que con el NAD*
producido por la reacciéon acoplada y la homoserina adicionada al
extracto podria ser perfectamente funcional (fig. 32A). La accion de
esta enzima provocaria la produccién de NADH, con lo que la
actividad observada para la homoserina quinasa seria menor que la
real. Cuanto mayor fuera la concentracién de homoserina mayor
seria el efecto descrito.

Si formulamos la cinética de este hipotético sistema
enzimdtico, tendremos que la velocidad enzimdtica observada
(Vobs), es igual a la velocidad de las reacciones acopladas (Vsis)
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menos la velocidad enzimdtica de la homoserina deshidrogenasa
(VHD) (Vobs = Vsis - VHD). Si consideramos que tanto el PEP como
el ATP son constantes debido a su alta concentracién, podemos
formular Vsis en funcién de la concentracién de homoserina en el
ensayo, la Km de la homoserina para la homoserina quinasa y la
Vmax de ésta:

Vsis = Vmax x [HOM]/(KmHOM + [HOM])

Del mismo modo podemos formular la VHD, considerando que
la unién de ambos sustratos al enzima se produce al azar sin un
determinado orden y sin que ninguno de estos altere la afinidad por
el otro sustrato al unirse antes al enzima (Segel 1975).

VHD = Vmax x [HOM]/(KmHOM x (1+(KmNAD+/[NAD*]))+
+ [HOM] x (1+(KmNAD+/[NAD*])))

Cuando en estas ecuaciones se sustituyen los valores conocidos
(para Vgjs los datos obtenidos en el ensayo a concentraciones
pequefias de homoserina y para VHD los obtenidos al caracterizar la
homoserina deshidrogenasa), y se varia tanto la concentracién de
homoserina como la de NAD*, se obtiene una familia de curvas de
las posibles cinéticas. Como se puede observar en la figura 32B
todas las curvas obtenidas podrian confundirse con una inhibicién
por sustrato. Si se complica aun mds el sistema se puede considerar
un posible efecto "activador" o "inhibidor" de la unién previa del
NADT al enzima. En cualquiera de los dos casos, las curvas obtenidas
siguen aparentando una inhibicién por sustrato.

Una vez estudiado el sistema se llegé a la conclusién de que en
los cinco minutos que dura el ensayo de la homoserina quinasa no
se produce suficiente NAD* (se requiere al menos una concentracion
de 0,05 mM para observar el efecto descrito) como para hacer
funcionar la homoserina deshidrogenasa en direccién contraria a la
que presenta "in vivo". Ensayos de la velocidad de estas enzimas de
forma puntual y con tiempos largos de incubacién corren el peligro
de acoplar estas dos reacciones dependientes de homoserina,
falseando los resultados observados. Ya que nuestros ensayos no
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presentaban este tipo de problemas se procedié a la caracterizacién
de las enzimas silvestres y mutantes.

A

B-aspartato
semialdehido

A /» NADH
Homoserina
idrogena \ NADH NAD T
NAD™
Homoserina
Pyr DH » Lactato

ATP
Homosering /
guinasa @

V\» ADP PEP

Homoserina fosfato

1/Vobs

1/(HOM)
Figura 32. (A) Posible sistema cinético de rcacciones acopladas presente
en los ensayos enziméticos de la homoserina quinasa. (B) Cinéticas

teéricas del sistema en funcién de la concentracién de NADY en el
ensayo (O) 0,08 mM, (@) 0,02 mM, (@) 0,008 mM y (I 0,002 mM.
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6.1. Actividad aspartato quinasa.

Se llevaron a cabo estudios cinéticos de velocidad inicial de la
actividad aspartato quinasa en extractos crudos de la estirpe
silvestre IFI256 en tampén Hepes 0,5 M pH 7,5 a 30°C. Tanto el L-
aspartico (Km[Asp] = 7,5 mM) como el ATP (Km[ATP] = 5,52 mM)
mostraron una cinética de saturacién normal Michaelis-Menten. La
adicién de L-treonina al ensayo enzimdtico inhibié de forma
alostérica la actividad (Ki[Thr] = 2,31 mM) mientras que la adicién
tipo de Estos
resultados son similares a los anteriormente descritos (Ramos et al.
1991).

Una vez realizado el estudio del enzima silvestre se procedi6

de L-metionina no produjo ningin inhibicidn.

al estudio de los mutantes superproductores aislados, calculdndose
la actividad del extracto, la afinidad del enzima por el sustrato
(Km[Asp]) y el posible efecto de la adicién de L-treonina o L-

metionina sobre la actividad (Tabla 22).

U/g Km[Asp] % Act. + Thr % Act. + Met
IFI256 9,5 7,5 7 100
ETHCC1 49,1 6,3 19 100
ETHCC2 40,4 10,1 13 81
ETHCC3 14,4 1,7 4 87
ETHCC4 20,4 3,6 11 95
ETHCCs 20,6 33,5 9 100
ETHCC6 14,1 3,6 5 100
ETHCC7 26,2 2,6 50 100
ETHCC8 18,5 15,0 39 88
HNVBC4 n.d. n.d. n.d. n.d.
HNVBC5 17,0 0,3 52 100

TABLA 22. Actividad aspartato quinasa de la estirpe silvestre IFI256, y de

los mutantes

hidroxinorvalina.
constante de afinidad para el aspartato (mM);
adicion de

actividad

derivados de

Ulg,

residual

tras 1la

unidades

ella

resistentes

gramo de proteina;
%Act.+Thr o %Act.+Met,
treonina o

etionina vy
Km[Asp]»

a

metionina

respectivamente a una concentracion final de 20 mM. Los resultados son
la media de cinco experimentos, con una desviacién standard entre 1,3-
1,6%. n.d.: no determinada.
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Al compararse con la estirpe silvestre, la actividad especifica
(actividad aspartato quinasa por gramo de proteina) de los
mutantes en los extractos crudos se incrementd entre 1,5 y 5 veces.
La afinidad por el sustrato también estaba sensiblemente alterada
en los mutantes; la Km[Asp] se redujo hasta veinte veces en el
mutante HNVBCS5 y aumenté hasta cinco veces en el mutante
ETHCCS. En la mayoria de los mutantes, la actividad aspartato
quinasa se inhibia por treonina menos que en la cepa silvestre; la
actividad residual tras la adicién de L-treonina 20 mM en dos de los
mutantes fue del 50 % mientras que en el silvestre esta fue de un
7%. La adicién de metionina no afecté la actividad de la estirpe
silvestre ni la de algunos mutantes, y cuando tuvo algin efecto, éste
fue muy leve, ya que tras la adicién de L-metionina 20 mM la
actividad residual fue de al menos un 81%. Esto sugiere un efecto
inespecifico de la metionina mostrado por la mayoria de los
mutantes y posiblemente relacionado con la alteracién de 1la
afinidad de la aspartato quinasa por la treonina.

Los datos de la afinidad por el sustrato, la inhibicién por
treonina y/o metionina, y la actividad especifica sugieren que en los
mutantes la sintesis de la enzima también ha sido alterada.

6.2. Actividad homoserina deshidrogenasa.

La cinética de la actividad homoserina deshidrogenasa
encontrada en extractos crudos de la estirpe silvestre IFI256 se
estudié mediante medidas de velocidad inicial. Los experimentos se
llevaron a cabo en tampén Hepes 0,5 M pH 7,5. Mientras que la L-
homoserina muestra una cinética de saturacién normal Michaelis-
Menten (Km[Hom] = 9,34 mM), el NAD' muestra una cinética de
saturacion dependiente de la concentracién de la L-homoserina
(Km[NAD+] = 0,18). Este tipo de cinética es relativamente normal en
reacciones multisustrato, habiéndose descrito previamente para
otras reacciones dependientes de piridin nucledtidos (Fujioka vy
Nakatani 1970) (Fig. 33). Asimismo, mientras que la adicién de
metionina al ensayo enzimdtico inhibié de forma competitiva la
actividad (Kj[Met] = 9,31 mM) la adicién de treonina no produjo
ninguin tipo de inhibicién (la inhibicién por treonina del enzima se
ha descrito en otras estirpes de Saccharomyces cerevisiae; la
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ausencia de inhibicién es explicable por diferencias en el fondo
genético).

100
l K ]
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] 1
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1/(NAD™

Figura 33. Cinética de 1la homoserina deshidrogenasa de la estirpe

silvestre IFI256 en funcién de la concentracién de NAD™Y. Las
concentraciones de homoserina usadas fuecron 40 mM (W), 20 mM (@) y
10 mM (@).

Posteriormente, se estudié en los mutantes superproductores
aislados la homoserina deshidrogenasa, calculdndose la actividad del
extracto, la afinidad del enzima por el sustrato (Km[Hom]) y €l
posible efecto de la adicién de treonina o metionina sobre la
actividad (Tabla 23).

La actividad especifica en los extractos crudos de los mutantes
fue similar o ligeramente superior a la del silvestre. Sin embargo, la
afinidad por los sustratos en los mutantes, tanto para la L-
homoserina (Tabla 23) como para el NAD* (datos no mostrados),
estaba alterada; la Ky{Hom] fue sustancialmente mayor en los
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mutantes, con la excepcién de dos mutantes cuya Ky, fue similar a la
del silvestre. Esta wvariaciéon hace menos favorable la reacciodn,
favoreciendo a su vez la reaccién reversa (en el sentido de la
sintesis de homoserina). Los efectos de la adicién de metionina o
treonina no fueron muy fuertes, reflejando probablemente
variaciones en la afinidad por el sustrato. La treonina no afectd la
reacciéon enzimdtica ni en el silvestre ni en la mayoria de los
mutantes; en aquellos en los que tuvo un ligero efecto inhibitorio y
probablemente inespecifico, el enzima conservé entre un 92-96% de
actividad residual. La metionina no afecté a la mayoria de los
mutantes; aquéllos que fueron afectados, as{ como el silvestre,
retuvieron entre un 78-92% de su actividad.

U/g Km[Hom] % Act. + Thr % Act. + Met

IFI1256 9,2 9,34 100 80
ETHCC1 13,3 30,1 100 100
ETHCC2 14,8 17,9 96 100
ETHCC3 9,9 26,5 100 100
ETHCC4 9,9 165 100 89
ETHCGCS 9,3 107 100 100
ETHCC6 9,9 9.9 96 100
ETHCC7 11,6 8,9 100 92
ETHCC8 14,0 13,9 100 100
HNVBC4 13,0 167 100 89
HNVBCS 7,1 163 92 78

TABLA 23. Actividad homoserina deshidrogenasa de la estirpe silvestre
IFI1256, y de los mutantes derivados de clla resistentes a etionina y a
hidroxinorvalina. U/g, unidades por gramo de proteina; Km[Hom],
constante de afinidad por la homoserina (mM); %Act.+Thr o %Act.+Met,
actividad residual tras la adicién de¢ treonina o metionina
respectivamente, a una concentraciéon final de 20 mM. Los resultados
son la media de cinco grupos de experimentos con desviaciones standard
entre 0,005-0,008 de la variacion de la densidad éptica observada.
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6.3. Actividad homoserina quinasa.

Se han llevado a cabo estudios cinéticos de la actividad
homoserina quinasa en extractos crudos de la estirpe silvestre
IFI256, en tampdén Hepes 0,5 M pH 7,5 a 30°C. Mientras que el ATP
mostré una cinética de saturaciéon normal Michaelis-Menten
(Km[ATP] = 0,1 mM), la L-homoserina a concentraciones por encima
de 3 mM mostré una cinética de saturacién hiperbdlica (Km[{Hom] =
0,135 mM) (Fig. 34A), debido a que concentraciones superiores a 3
mM de L-homoserina inhiben a la homoserina quinasa. Por encima
de esta concentracién, la L-homoserina causa una inhibicidn
marcada pero parcial (Ki[Hom] = 47,1 mM) (Fig. 34A). Asimismo,
mientras que la adicién de treonina al ensayo enzimdtico inhibi6 la
actividad de forma competitiva (Ki[Thr] = 1,132 mM), la adicién de
metionina no afecté la actividad de la enzima.

Los datos experimentales obtenidos se ajustan a un modelo
cinético (esquema adjunto), ya propuesto por otros autores para el
enzima bacteriano (Shames y Wedler 1984), que supone la
existencia de un sitio activo y otro regulador.

Km Vmax
E+S &==——5 Ee¢eS —>E+P
+ +
1 1
K Ki
K. B Vinax
JeE+S === [eEeS ——=]¢E+P

donde E = complejo enzima-ATP, S = L-homoserina, P = homoserina
fosfato, I = inhibidor (en este caso L-homoserina), Km = constante
de afinidad y Kj = constante de inhibicién. En condiciones de
equilibrio (Segel 1975) la velocidad inicial es

Vmax 81/ K + B Vinax [S1)/ Ky K
1+ [S) Ky + 1)/ Ky + [SI/ Ky Ky

125



Resultados

0 ' 10 ' 20 0 10 20

(L-homoserina)

Figura 34. Cinéticas de la homoserina quinasa de la estirpe silvestre
IFI256 (A) y de los mutantes ETHCC4 (B), ETHCC5 (C) y ETHCC6 (D) en
funcién de la concentracién de L-homoserina en ausencia de un
inhibidor (O) o trds la adicién de L-treonina 20 mM (@) o L-metionina 20
mM (©).

Con los resultados de velocidad inicial obtenidos
experimentalmente, y a partir de esta férmula, se determinaron los
valores de los distintos coeficientes que intervienen en ella.

Una vez realizado el estudio de la enzima silvestre se procedié
al estudio de los mutantes superproductores, calculdndose la
actividad del extracto, la afinidad del enzima por el sustrato
(Km[Hom]) y ¢l posible efecto de la adicién de treonina o metionina
sobre la actividad homoserina quinasa (Tabla 24). La actividad
especifica homoserina quinasa fue en la mayoria de los mutantes
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mds alta, incluso superior a cuatro veces, que en el silvestre. La
afinidad enzima-sustrato también fue mayor en los mautantes,
alcanzando, en dos de los mutantes, valores entre 10 y 15 veces los
del silvestre. Estos resultados, junto con las variaciones de las
propiedades cinéticas observadas, indicarian una alteracién de la
sintesis del enzima.

Cuando se afiadié6 treonina a la reaccién enzimdtica, la
actividad homoserina quinasa fue inhibida en todos los casos,
aunque en diferente grado en los distintos mutantes. En general la
enzima se inhibi6 menos en los mutantes que en la estirpe silvestre,
con una actividad residual en algunos de ellos entre el 82 y el 96%
frente a un 33% en la estirpe silvestre.

Mientras que la adicién de metionina no afecté a la actividad
homoserina quinasa silvestre, la actividad de los mutantes fue
inhibida en diferentes grados. La actividad residual varié entre un
33% en el mutante mds afectado a un 90% en el menos afectado.

U/g Km[Hom] % Act. + Thr % Act. + Met

IFI256 4,2 0,135 33 100
ETHCCI 10,7 0,358 21 87
ETHCC2 16,1 0,626 96 89
ETHCC3 7,5 0,672 53 90
ETHCC4 11,7 0,141 43 85
ETHCC5S 8,0 2,010 54 55
ETHCC6 7,3 0,718 95 66
ETHCC7 8,2 1,420 86 41
ETHCC8 7,9 0,167 82 33
HNVBC4 n.d. n.d. n.d. n.d.
HNVBC5 3,6 0,120 39 52

TABLA 24. Actividad homoserina quinasa de la estirpe silvestre IFI256, y
de los mutantes derivados de ella resistentes a etionina y a
hidroxinorvalina. U/g, unidades por gramo de proteina; Km[Hom],
constante de afinidad por la homoserina (mM); %Act.+Thr o %Act.+Met,
actividad residual tras la adicién de treonina o0 metionina
respectivamente, a una concentraciéon final de 20 mM. Los resultados
son la media de cinco grupos de experimentos con desviaciones standard
entre 0,004-0,006 de la variaciéon de la densidad Optica observada. n.d.: no
determinada.
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6.4. Inhibiciéon de 1la homoserina quinasa por L-
homoserina, L-treonina o L-metionina.

La inhibicién de la actividad enzimdtica por homoserina,
treonina o metionina se estudid con mds detenimiento en extractos
parcialmente purificados, en la estirpe silvestre y en tres de los
mutantes mads significativos: el mutante ETHCC4, que tiene una
Km[Hom] similar a la del silvestre, ETHCCS5 que tiene la mayor Ky, de
todas las estirpes, unas 15 veces mayor que la del silvestre, y
ETHCC6 que tiene un valor de Ky 5 veces mayor que la del silvestre
(similar a la K;; exhibida por otros mutantes). Estos experimentos se
llevaron a cabo para establecer el tipo de inhibicién que se estaba
produciendo y obtener mdas informacién sobre estas enzimas. La
figura 34 muestra el comportamiento de la homoserina quinasa
silvestre (Fig. 34A) y la de los tres mutantes (Fig. 34B, 34C y 34D)
con o sin la adicién de treonina o metionina, y la tabla 25 muestra
los datos obtenidos. Mientras que en las estirpes estudiadas la
inhibicién por treonina fue de tipo competitivo, la producida por
metionina fue acompetitiva.

Km[Hom] _Ki[Hom] Ki[Thr] Ki[Met]

IFI1256 0,13 47,1 1,13 -

ETHCC4 0,14 3,84 2,27 5,38
ETHCCS 2,01 1,64 11,58 3,10
ETHCC6 0,72 0,52 87,02 4,61

TABLA 25. Constante de afinidad para la homoserina (Km[Hom]) (mM) y
constante de inhibicién para la homoserina (KifHom]), treonina
(Ki[Thr]) y metionina (KijMet]) (mM) en la estirpe silvesire IFI256 y en
tres de los mutantes resistentes a etionina. Los resultados son la media de
cinco grupos de experimentos con desviaciones standard entre 0,003-
0,006 de la variacién de la densidad Optica observada.

Los datos experimentales obtenidos apoyan la exi’S{;’h:cia de un
sitio activo y de un sitio regulador, como se ha su"‘é{jdo para la
homoserina quinasa de bacterias (Shames y Wedler 19
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a la perdida de afinidad por la homoserina como sustrato existe un
incremento de la inhibicién por este aminodcido. La K; fue al menos
100 veces menor en el mutante ETHCC6 que en el silvestre, lo que
indicaria una alteracién tanto del sitio activo como del regulador. La
existencia de esta alteraciéon estd apoyada por los resultados
obtenidos con la adicién de treonina o metionina. Con respecto a la
treonina, la inhibicién fue de tipo competitivo, la K; alcanzé valores
80 veces mayor que la del silvestre, indicando que la alteracién del
sitio activo produce una perdida de afinidad por la treonina. La
metionina no afecté la actividad de la enzima silvestre, pero inhibid
acompetitivamente las de los mutantes. Los valores de Kj fueron
entre 3 y 5 mM, indicando una alteraciéon del sitio regulador.

6.5. Actividad S-adenosil-metionina sintetasa.

La actividad S-adenosil-metionina sintetasa se determind en
la estirpe silvestre y en los mutantes superproductores por
absorbancia a 260 nm, como se describe en el apartado 4.2.2.6 de
Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 26. Ya
que en levaduras existen dos S-adenosil-metionina sintetasas,
productos de los genes SAMI y SAM2 (Thomas y Surdin-Kerjan
1991), la actividad enzimitica detectada corresponde a la suma de
ambas. Las estirpes mutadas en los genes SAMI o SAM2 se han
descrito como resistentes a etionina debido al incremento en su
contenido intracelular de metionina. De un modo similar nuestros
mutantes superproducen metionina y/o S-adenosil-metionina y son
resistentes a etionina (Tabla 21).

Thomas y Surdin-Kerjan (1991) han sugerido que la etionina
no se une a la enzima codificada por el gen SAM2 pero si a la
codificada por SAMI. A fin de conocer si en nuestros mutantes es el
“producto del gen SAMI y/oel de SAM2 el que se encuentra
afectado, se llevaron a cabo experimentos en la estirpe silvestre y
en los mutantes superproductores determinando la formacién de S-
adenosil-metionina o S-adenosil-etionina a partir de metionina o
etionina respectivamente. Como control se utilizaron las estirpes
C90, carente del producto del gen SAMI, la C95, carente del
producto del gen SAM2, y la CC435 6C, carente de ambas
actividades.
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+ Met

+ Met + Eth

+ Met + Eth

Figura 35. Formacién de S-adenosil-metionina o S-adenosil-etionina trds
incubar metionina (+Met), ectionina (+Eth) o una mezcla equivalente de

ambas (+Met+Eth) con un extracto crudo de la estirpe C95 (SAMI sam2)
(A) o de la estirpe C90 (saml SAM2) (B).
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La estirpe C95, con el producto del gen SAMI funcional, es
totalmente incapaz de wusar la etionina (8 mM) para formar S-
adenosil-etionina y su actividad en metionina se redujo al 40% en
presencia de concentraciones equivalentes de metionina (4 mM) y
etionina (4 mM) (Fig. 35 y Tabla 26), indicando que la S-adenosil-
metionina sintetasa codificada por el gen SAMI es inhibida
competitivamente por etionina. La estirpe C90, con el producto del
gen SAM?2 funcional, reconoce a la etionina como sustrato y cataliza
su conversiéon en S-adenosil-etionina; en este caso no se observd
ninguna inhibicién por etionina (Fig. 35 y Tabla 26). La estirpe
CC435 6C no mostré ningun tipo de actividad S-adenosil-metionina
sintetasa (Tabla 26).

+ Met (mU/g) +Met+Eth (%) +Eth (%)

IFI1256 8,90 88 75
ETHCC1 0,05 90 0
ETHCC2 0,10 91 0
ETHCC3 1,30 90 0
ETHCC4 2,00 89 0
ETHCGCS 1,60 90 0
ETHCC6 0,90 90 0
ETHCC7 13,50 90 0
ETHCC8 40,20 89 0
HNVBC4 0,32 91 0
HNVBCS 1,20 90 0
C90 2,10 100 100
C95 0,45 60 0
C435 6C 0 0 0

TABLA 26. Actividad S-adenosil-metionina sintetasa de la estirpe
silvestre IFI256, los mutantes resistentes a etionina y a hidroxinorvalina
derivados de ella, y las estirpes control C90, C95 y C435 6C. +Met (mU/g),
miliunidades por gramo de proteina en presencia de metionina como
sustrato; +Met+Eth (%) o +Eth (%), porcentaje de la actividad residual en
presencia de metionina y ectionina, o en presencia sélo de etionina
respectivamente. Los resultados son la media de cinco experimentos con
desviaciones standard 1,9-2,09% del area observada.
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Se determiné posteriormente el contenido intracelular de
aminodcidos y de S-adenosil-metionina en las cepas C90 y C95,
cultivadas en medio minimo SD y en SDe 1 mM (a esta
concentracién la estirpe C95 comienza a sufrir los efectos téxicos de
la etionina, mientras que la C90 crece normalmente). En ambas
estirpes cultivadas en SD el contenido intracelular de aminodcidos y
S-adenosil-metionina fue similar; en SDe la estirpe C95 redujo
considerablemente su contenido total de aminodcidos mientras que
en la C90 las concentraciones de todos sus aminodcidos se
mantuvieron constantes y ademds se acumulé homoserina. Esta
acumulacién de homoserina estaria ligada a la inhibicién de la O-
acetil-homoserina transferasa, primera enzima de la ruta especifica
de sintesis de metionina, que se ha descrito como reprimible e
inhibible por Ado-Met (y posiblemente también por Ado-Eth).
Asimismo, mientras que la estirpe C95 creciendo en SDe no
presentaba S-adenosil-metionina intracelular, la C90 mantuvo la
misma concentracién que cuando crecia en SD. Estos resultados
apoyan los anteriores que indican inhibicién por etionina de la
enzima codificada por SAM I (presente en la cepa C95), y la
produccién de Ado-Eth por parte del producto del gen SAM2.

Asimismo, la adicién de metionina al medio SDe 5 mM, donde
habian sido cultivadas ambas cepas y a cuya concentracién de
etionina ambas sufren el efecto téxico, restituyé la tasa de
crecimiento que éstas presentan creciendo en SD. La adicién de
Ado-Met pali6 en parte los efectos téxicos de la etionina
incrementando la tasa de crecimiento, pero el efecto sobre dicha
tasa fue al menos dos veces mayor en la cepa C95 que en la C90.
Estos resultados estarian de acuerdo con la auxotrofia para Ado-Met
que produce la presencia de etionina en la cepa C95.

La estirpe silvestre IFI256 en presencia de etionina como
sustrato mostré una actividad S-adenosil-metionina sintetasa
reducida en un 25% respecto a la mostrada en presencia de
metionina; en presencia de concentraciones similares de metionina
y etionina la inhibicién observada fue sélo de un 12% (Tabla 26).
Todos los mutantes superproductores mostraron un
comportamiento similar entre ellos y diferente al del silvestre; la
actividad se redujo un 10% en presencia de metionina y etionina,
mientras que no se detectd actividad en presencia de etionina como
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sustrato. Los resultados sugieren la perdida o una fuerte reduccion
de la actividad producto del gen SAM2, junto con la alteracién de
las propiedades cinéticas de la S-adenosil-metionina sintetasa
codificada por el gen SAMI, que incluye la perdida de afinidad o
inhibicién por etionina. |

7. ESTUDIO DE LA DEGRADACION DE TREONINA.

7.1. Estudio de mutantes carentes de actividad treonina
desaminasa anabdlica y/o catabédlica.

La acumulacién de aminodcidos en los que normalmente las
levaduras son deficitarias se podria conseguir por un aumento del
flujo de sintesis (ya comentado para el caso de treonina y metionina
en los apartados anteriores) o un bloqueo de la ruta degradativa de
dichos aminodacidos.

En Saccharomyces la treonina es degradada, ademds de por la
treonina deshidrogenasa y la serina hidroximetil transferasa, por
dos enzimas, la L-treonina desaminasa, producto del gen ILVI y la
L-serina (L-treonina) desaminasa, producto del gen CHA. Mientras
que el producto del gen /LVI es necesario para la sintesis de
isoleucina, el gen CHA parece ser inducido por altas concentraciones
de serina (3,6 mM) o treonina (5 mM) (Ramos y Wiame, 1982).

Se estudié la concentraciéon de aminodcidos en la cepa silvestre
de Saccharomyces cerevisiae REMF5 que posee ambas actividades,
en un mutante que carece de la actividad L-treonina desaminasa,
8723¢ (ilv), en un mutante carente de la actividad serina (treonina)
desaminasa, 8655c¢ (cha), y en un doble mutante, 8§755c (ilvl cha).
Los resultatos, obtenidos en HPLC para los aminodcidos de la ruta y
algunos relacionados, se muestran en la tabla 27. Respecto a la
concentracién de treonina, la concentracién mdaxima (16 mM) se
obtuvo en el doble mutante, 8755c; el mutante ilvl presentd una
concentracién de 11 mM, superior a la del silvestre, 6 mM.
Finalmente el mutante cha presenta la misma concentracién que el
silvestre 5,9 mM. La diferencia entre el doble mutante y el mutante
ilvl se debe a la presencia de un alelo funcional de CHA que se vid
inducido tanto por las altas concentraciones de serina como por las
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de treonina. Los resultados apuntaban a la induccién del gen CHA en
presencia de amonio y de altas niveles de serina o treonina
intracelular.

Como comprobacién de estos resultados se llevaron a cabo
determinaciones de ambas enzimas en las cuatro estirpes
anteriormente utilizadas (Tabla 27). Las actividades presentes en
los extractos crudos obtenidos en medio completo confirmaron la
existencia de ambas proteinas en presencia de fuentes de nitrogeno
distintas de la serina o la treonina.

REMF5 8655¢c 8723c 8736b

cha ilvl cha ilvl
Asp 2,30 2,25 4,04 7,93
Met 1,10 1,20 1,53 3,12
Thr 6,00 5,80 11,0 15,7
Ile 4,20 3,70 8,40 12,5
Val 3,7 3,4 11,6 19,1
Leu 3.4 3,1 2,9 3,2
Ser 7,2 6,4 22,1 55,3
Gly 16,1 18,4 15,2 17,3
Ala 20,8 21,5 42.8 43,2
D 1,53 1,6 n.d. n.d.
STD 0,42 n.d. 0,34 n.d.

TABLA 27. Concentracién interna de aminodcidos de las estirpes REMFS,
8655c, 8723c y 8736b cultivadas en YPD a 30°C; y actividades especificas
(U/g) de treconina desaminasa anabédlica (TD) y serina (treonina)
desaminasa catabdlica (STD) de dichas estirpes en las mismas
condiciones de cultivo. Los resultados son la media de cuatro
experimentos con desviaciones standard 1,84-2,10% del area observada.
n.d.: no dectectada.

Aunque las concentraciones de aminodcidos acumuladas se
alejan mucho de las obtenidas con los mutantes superproductores,
estos resultados apuntan a la posibilidad de obtener cepas que
acumulen treonina mediante el uso de un mutante cha ilvl o un
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mutante cha con un alelo ilvl rezumante para el primero de los
genes, a fin de evitar la auxotrofia de isoleucina.

Ya que los medios semi-industriales presentan un alto
contenido en aminodcidos (Tabla 9) podrian ser utilizados
directamente por una estirpe cha ilvl. Para comprobar esta
posibilidad se estudiaron las tasas de crecimiento de las estirpes
mutantes (8655c, 8723c y 8736b) y de la estirpe industrial IFI256
en medio completo, minimo suplementado con isoleucina y medios
semi-industriales (M, MA, MB y MAB); los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 28.

IF1256 8655¢c 8723c¢c 8736b

cha ilvl cha ilvl
YPD 0,39 0,24 0,21 0,20
SD+lle 0,31 0,20 0,19 0,16
M 0,11 0,03 0,02 0,02
MA 0,14 0,04 - 0,04 0,05
MB 0,11 0,03 0,03 0,03

TABLA 28. Tasas de crecimiento (h‘l) de la estirpe industrial IFI256 y de
las estirpes genéticas 8655c¢, 8723¢ y 8736b creciendo en medio completo
(YPD), medio minimo suplementado con isoleucina (SD+Ile), melazas (M),
y melazas suplementadas con amonio (MA) o con biotina (MB). Los
resultados son la media de tres experimentos con desviaciones standard
0,02.

Mientras que la estirpe IFI256, con gran capacidad de
fermentacién y que fue utilizada como control de estirpe industrial,
redujo su tasa de crecimiento en medios semi-industriales a un
tercio de la que presenté en medio completo, las estirpes mutantes
utilizadas redujeron la tasa de crecimiento a una quinta o sexta
parte de la presentada en medio completo (esta es la principal
dificultad del uso industrial de estas cepas). Por lo tanto, la
obtencién de mutantes ilvl cha a partitr de estirpes industriales
podria incrementar la concentracién de treonina de estas cepas sin
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mermar sus tasas de crecimiento y sin requerimientos especiales en
los medios de cultivo.

7.2. Estudio de la degradacion de treonina en los mutantes
superproductores. |

7.2.1. Treonina desaminasa o deshidratasa.

La actividad treonina desaminasa se ensayé en los extractos
crudos obtenidos a partir de la estirpe silvestre IFI256 y de los
mutantes superproductores de metionina y treonina con el fin de
conocer si la degradacién de treonina también se habia visto
afectada en las cepas superproductoras. Las actividades especificas
(U/g) obtenidas se muestran en la tabla 29. Las diferencias
observadas junto con la concentraciones internas de treonina €
isoleucina detectadas (Tabla 21) indican que la acumulacién de
treonina no parece relacionada con la falta de degradacion de esta.

TDA TDH
IFI1256 2,31 0,26
ETHCC1 2,34 0,24
ETHCC2 3,25 0,20
ETHCC3 0,48 0,23
ETHCC4 1,05 0,24
ETHCCS 0,90 0,25
ETHCC6 1,41 0,20
ETHCC7 1,20 0,25
ETHCC8 0,82 0,23
HNVBC4 0,90 0,20
HNVBC5 0,40 0,19

TABLA 29. Actividad treonina desaminasa (TDA) y treconina deshidro-
genasa (TDH) expresada en U/gramo de proteina de la estirpe silvestre
IFI256, los mutantes resistentes a etionina y los resistentes a
hidroxinorvalina derivados de ella. Los resultados son la media de cuatro
grupos de experimentos con desviaciones medias entre 0,004-0,006 de la
variaciéon de la densidad Optica observada.
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7.2.2. Treonina deshidrogenasa,

Con el mismo objetivo del apartado anterior se determiné la
actividad especifica treonina deshidrogenasa tanto para la estirpe
silvestre IFI256 como para los mutantes aislados a partir de ella.
Las actividades especificas (U/g) obtenidas se muestran en la tabla
29. Como en el apartado anterior los datos obtenidos no relacionan
la acumulacién de treonina con una falta de degradacién, en este
caso por parte de la treonina deshidrogenasa.
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1. SEPARACION DE OPA/MEC DERIVADOS DE AMINOACIDOS.
1.1. Caracterizacion del método de derivatizacién.

La derivatizacion en precolumna seguida por separacién en
HPLC usando cromatografia de fase reversa se ha revelado como un
eficiente método de andlisis de aminodcidos (Jarrett et al. 1986; Hill
et al. 1979). La derivatizacién por OPA es un método muy seguro y
ademds el madas sensible, con limites de deteccién del orden de
fentomolar (Gillespie y Spiegelman 1965).

Ademis de la derivatizacién con OPA se han desarrollado
otros métodos para la separacién de aminodcidos, tales como los
basados en la deteccién de derivados feniltiohidantoicos (PTH) o 5-
dimetil-aminonaftaleno-1-sulfonilicos (dansyl) (Johansson 'y
Isaksson 1986). Se han descrito estrategias de optimizacién para la
separacién de PTH-derivados (Johansson y Isaksson 1986), pero
estas contienen un gran ndmero de variables, requiriendo un
control estricto de la temperatura y un prolongado tiempo de
preparacién y andlisis.

También la formacién de derivados feniltiocarbamilicos (PTC)
permite el andlisis tanto de aminas primarias como secundarias
(Bidlingmeyer et al. 1984), sin embargo, es necesaria la eliminacién
de solventes voldtiles y subproductos de la reaccién a baja presidn,
requiriendo un paso extra en la preparacién de la muestra. Ademds,
contaminantes tales como sales, lipidos, sustancias alcalinas y
detergentes interfieren con el andlisis. Estas limitaciones hacen el
método de los PTC-derivados apropiado para muestras
relativamente puras, mds que para fluidos fisiolégicos (Maugh
1984).

El método desarrollado en esta Tesis, basado en la
derivatizacién con OPA mediada por B-mercaptoetanol, permitié
separar mediante HPLC los aminodcidos del contenido intracelular
de levaduras presentes en las muestras (Figs. 12, 13 y 14). Se utilizo
una solucién de aminodcidos patrén para identificar los aminodcidos
encontrados en el interior celular (en este caso el contenido interno
de aminoidcidos en levaduras) a concentraciones que hicieron
posible que los resultados se mostraran en un sélo cromatograma
(Figs. 12, 13 y 14). No se detectaron ni cisteina ni prolina. La tltima
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porque las aminas secundarias no reaccionan con la OPA sin una
reacciéon anterior de rotura (Hogan et al. 1982), y la primera porque
produce una respuesta muy pequefia, pero su presencia se puede
determinar mediante otras reacciones (Jarrett et al. 1986).

Cuando los aminodcidos patrén se mezclaron con el reactivo
OPA/MEC a diferentes tiempos (distintos tiempos de derivatizacion)
antes de ser inyectados en la columna del HPLC, los derivados
resultantes fueron razonablemente estables, aunque de un
aminodcido a otro se observaron variaciones en la intensidad de la
respuesta y en la estabilidad (Figs. 16 y 17). Si ademds se tiene en
cuenta el tiempo de retencién de cada uno de los OPA/MEC
derivados (Fig. 17) la estabilidad de estos es atGn mayor. Otros
autores (Cooper et al. 1984) han descrito resultados similares
encontrando mayor estabilidad cuando los derivados se examinaron
en las condiciones presentes en la columna del HPLC. Esta
estabilidad se atribuyé a la inmovilizacién de los OPA/MEC
derivados en la columna de fase reversa, retardando de esta forma
la reordenacién del enlace oxigeno-azufre de la molécula (Cooper et
al. 1984).

Utilizando las condiciones 6ptimas de reaccién establecidas vy
el HPLC para separar los derivados de aminodcidos, la respuesta de
todos los aminodcidos probados fue lineal hasta concentraciones de
1,5 mM de cada aminodcido. No se han probado concentraciones
mayores. Otros investigadores han obtenido resultados similares
cuando probaron cantidades por encima de 3 nmoles de cada
aminodcido (Cooper et al. 1984).

Existen algunas desventajas en el uso de derivados OPA con la
técnica del HPLC. Primero, existe una caida en la fluorescencia
después de la derivatizaciéon de los aminodcidos (Hogan et al. 1982).
En esta Tesis el problema se redujo mediante la deteccion de los
derivados de aminodcidos a 340 nm y el uso de gradientes que
permiten la deteccién del ultimo aminodcido sélo 16 minutos
después de la inyeccién. Bajo estas condiciones se obtiene una
separacién muy buena de los aminodcidos y una estabilidad de los
derivados razonablemente alta para la mayorfa de ellos (Figs. 16 y
17). Segundo, la falta de derivatizacion de las aminas
secundarias. Este problema ha sido resulto mediante el uso del 4-
cloro-7-nitrobenzofurazano como un agente alternativo en su
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determinacién (Fallon et al. 1987). Tercero, la baja respuesta de
la cisteina. La cisteina produce una baja respuesta a la
derivatizaciéon pero puede ser determinada como d4cido cisteico o
como carboximetil cisteina mediante las reacciones apropiadas
(Jarrett et al. 1986). Como contrapartida las ventajas del método
incluyen, 1) la perdida de la interferencia del amonio comparado
con los analizadores de aminodcidos (Hogan et al. 1982), y 2) la
excelente sensibilidad, resolucién y reproducibilidad del método: la
derivatizacion con OPA de las aminas primarias, usando gradientes
complejos como los descritos en esta Tesis y su posterior deteccién
mediante HPLC es una forma sensible, reproducible, rdpida y barata
de medir el contenido intracelular o extracelular de aminodcidos.
Finalmente, los valores absolutos detectados del contenido interno
de aminodcidos de levaduras estin en consonancia con los descritos
por otros autores (Jones y Fink, 1982).

1.2. Optimizacién del gradiente de separacion.

Los OPA/MEC derivados se separan bien cuando se utiliza un
gradiente lineal de metanol variando entre el 10 y el 65%, con un
tiempo total de andlisis de 20 minutos por muestra (Jarrett et al.
1986), sin embargo, las mejores separaciones se obtienen con
gradientes complejos con tres o cuatro solventes diferentes. El
método descrito en esta Tesis da una mejor separacién (Fig. 14A y
14B) y el tiempo de separacién, comparado con otros (Jarrett ef al.
1986), es ligeramente menor. Ademds, la sensibilidad del método
permite detectar picomoles de aminodcidos (25 picomoles).

Los solventes utilizados en los gradientes presentan una serie
de caracteristicas que hacen de ellos los mds apropiados para este
tipo de separaciones:

1) La presencia de un tampén fosfato en ambos solventes (A vy
B) da lugar a una reduccién de los tiempos de retencién al utilizar
una columna de fase reversa, reduciendo el tiempo de andlisis.

2) Una buena separacién depende de la solubilidad de 1la
muestra en los solventes empleados, debido a ésto ambos solvente
(A y B) contienen al menos un 40% de agua destilada y desionizada.
Asimismo, un incremento en el componente polar de la fase mdvil
(agua) incrementa la retencién de los solutos.
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3) Tanto el tetrahidrofurano como el acetonitrilo presentan un
punto de ebullicién no muy bajo (66 y 82 respectivamente, frente a
100 en el agua) con lo que su concentracién apenas varia en la fase
movil.

4) La baja viscosidad del tetrahidrofurano y del acetonitrilo
(0,55 y 0,37 respectivamente, frente a 1 en el agua) garantizan
bajas presiones de trabajo, no poniendo en peligro la matriz de la
columna.

5) Ni el tetrahidrofurano ni el acetonitrilo interfieren en la
deteccién a 340 nm, ya que el primero absorbe a 215 nm y el
segundo a 200 nm. ‘

6) Las caracteristicas diferenciadas de los cuatro solventes
utilizados (tampén fosfato, tetrahidrofurano, acetonitrilo y agua)
hacen que las propiedades del gradiente sean de una alta
complejidad, logrando asi una buena separacién de sustancias muy
similares.

La unién de todas estas propiedades hacen posible la
separaciéon de todos los aminodcidos en sélo 16 minutos.

2. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CONTENIDO
INTRACELULAR DE AMINOACIDOS.

2.1. Influencia del medio de cultivo.

Como han descrito otros autores (Bui y Galzy 1990, Adler y
Gustafsson 1980), el contenido intracelular de aminodcidos varia
dependiendo de los medios de cultivo, p.e. bajos niveles de Met en
aquellas levaduras que se encuentran creciendo en medio minimo
con glucosa como fuente de carbono. Otros autores han encontrado
(Cooper 1982) que el contenido intracelular de aminodcidos de una
estirpe silvestre de Saccharomyces cerevisiae cambia con la fuente
de nitrégeno, de forma que en amonio, la concentracién de Asp, Thr,
Ala, Ile, Leu, Tyr y Phe es mayor que en glutamato, mientras que
para el resto de los aminodcidos la concentracién es menor. Existen
estudios sobre las variaciones en las concentraciones intracelulares
de todos los aminodicidos cuando las células se cultivan en cada uno
de los diecinueve existentes (Cooper 1982), observiandose un
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marcado incremento en la concentracién del aminodcido
suministrado y de los derivados de este. A pesar de estos estudios
existe una falta de conocimientos sobre la relacién entre el
contenido en aminodcidos y la fuente de carbono, temperatura de
cultivo, tasa de crecimiento, etc. En esta Tesis se estudidé el
contenido intracelular de aminodcidos en funcién de estos
pardmetros (tasa de crecimiento, fuente de carbono, temperatura,
etc...).

La tabla 9 muestra la concentraciéon interna de aminodcidos en
los distintos medios empleados. La mdaxima concentracién se obtuvo
con melazas suplementadas con bifosfato aménico. Todos los
experimentos se realizaron a 30°C, usando la misma agitacién y a
partir del mismo indculo, con lo que las diferencias observadas
estdn relacionadas con la composiciéon de los medios o con
diferencias en las tasas de crecimiento. Para dilucidar entre ambas
posibilidades se estudié la influencia de la tasa de crecimiento sobre
el contenido intracelular de aminodcidos. Como muestran la figura
23 y la tabla 14, la concentraciéon de aminoédcidos no cambié con la
tasa de crecimiento a valores mayores de 0,05 h-1, por otra parte, la
tasa de crecimiento en los medios empleados fluctué entre 0,4 h-1
en YPD y 0,11 h-l en melazas sin suplementar (M). Por lo tanto, los
cambios en la concentracién de aminodcidos observados en
diferentes medios no fueron debidos a los cambios en la tasa de
crecimiento, pero si a la composicién de los diferentes medios (por
ejemplo, melazas, YPD o SD).

Se determinaron los aminodcidos presentes en los medios
empleados antes de inocular (Tabla 7 y Fig. 18), observidndose que
mientras en SD no se detectaron ni siquiera trazas de aminodcidos,
en YPD o en melazas se detectaron elevadas concentraciones.
Aunque el contenido interno de aminodcidos es el balance entre la
sintesis/degradacién de aminodcidos y la sintesis/degradaciéon de
proteinas, la presencia de aminodcidos en el medio introduce una
nueva variable: la incorporacién y el consumo de aminodcidos a
partir del medio de cultivo. Por lo tanto se estudié el consumo de
aminodcidos en medios completos y semi-industriales,
encontrdndose diferencias de consumo entre los distintos
aminodcidos (Tabla 8 y Fig. 19). Los resultados obtenidos indican
que en medios completos gran parte del contenido interno de
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amino4cidos se debe a la incorporacién de los aminodcidos
presentes en los medios de cultivo. La mayor parte de los
aminodcidos del medio no se incorporan en la célula hasta que se
agota la fuente de carbono (indicando que la célula estd utilizando
los esqueletos carbonados de los aminodcidos), y que la presencia de
una buena fuente de nitrégeno modifica este consumo,
posiblemente porque éste se ve favorecido por el secuestro de
aminodcidos en la vacuola. Por lo tanto, las diferencias observadas
(Tabla 9) son debidas, entre otros componentes del medio de
cultivo, a la naturaleza de las fuentes de carbono. De ahi que para
estudiar una sola variable, la fuente de carbono, sdélo secan
comparables los resultados obtenidos en medios equivalentes, es
decir, completos con completos (YPD, YPG, YPF...), minimos con
minimos (SD, SG, SF...), etc...

2.2 Influencia de la temperatura.

Se han descrito los efectos de un incremento de la
temperatura sobre la fisiologia celular y composicién de las
levaduras (Panchal y Almeida Tovares 1991). En general, a altas
temperaturas (mayores que la Optima) una disminucién en la tasa
de crecimiento conduce a una disminucién global en la biomasa,
produciendo un decremento de las proteinas celulares vy
aminodcidos libres (Panchal y Almeida Tovares 1991). En este
estudio cuando las levaduras se cultivaron a 22°, 30° y 37°C, la
maxima concentracién intracelular de aminodcidos se midié a 37°C
(Tabla 10). Sin embargo, a 37°C, habria una buena eficiencia (altas
concentraciones intracelulares de aminodcidos por célula) pero un
pobre rendimiento global (bajas concentraciones intracelulares de
aminodcidos por mililitro de cultivo). Cuando se considera la
concentracién de aminodcidos por mililitro de cultivo, los valores
mayores se observaron a 22°C y al principio de la fase estacionaria
para la mayoria de ellos (Fig. 20), indicando que a 22°C la tasa de
recambio de aminodcidos es bastante menor, y que ésta se
incrementa con la temperatura (Fig. 20 y Tabla 10). Como han
indicado otros autores (Panchal y Almeida Tovares 1991), una
disminucién en la concentracién de aminodcidos por densidad
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celular reflejarfa una disminucién global en biomasa como
consecuencia de la temperatura supradptima.

Con respecto a los cambios en la concentracién de aminodcidos
a lo largo de la curva de crecimiento (Fig. 20), se observaron
cambios coordinados de aminodcidos implicados en la misma ruta
metabdlica (Cooper 1982), posiblemente relacionados con las
temperaturas 6ptimas de enzimas claves. Por ejemplo, a 22°C los
siguientes incrementos en la concentracién se correlacionaron con
decrementos de aminodcidos relacionados (aumentan/decrecen):
Thr/lle, Ser/Gly, Met/lle, Leu/Val; a 30° los siguientes aminodcidos
aumentan simultaneamente Asp, Met e¢ Ile; Ser y Gly; Glu, Arg;
decrecen Ser y Gly; o aumentan/decrecen Thr/lle, etc...

2.3. Influencia de la tasa de crecimiento.

Los mejores resultados desde un punto de vista aplicado se
obtuvieron al estudiar el contenido interno de aminodcidos en
funcién de la tasa de crecimiento en cultivo continuo (Fig. 23 y
Tabla 14). Mientras que a tasas de dilucién mayores de 0,05 h-l la
concentracién intracelular de aminodcidos fue independiente de la
tasa de crecimiento, a valores de tasa de dilucién menor de 0,05 h-1
se obtuvo un considerable incremento en la concentracién de todos
los aminodcidos, este incremento varié entre 3 y 10 veces para una
tasa de dilucién de 0,018 h-1. Los resultados corresponden a los
esperados para un producto parcialmente ligado al crecimiento (Pirt
1975, Aguilera y Benitez 1988). Si la concentracién interna de
aminodcidos hubiera estado totalmente ligada al crecimiento, el
rendimiento de la concentracién de aminodcidos por unidad de
biomasa (Ypx) hubiera sido constante a cualquier tasa de dilucion
(Fig. 22) (Pirt 1975, Aguilera y Benitez 1988).

2.4. Influencia del metabolismo (fermentativo vs.
respiratorio).

Las diferencias observadas entre fuentes de carbono
fermentables (YPD, SD) frente a respirables (YPG, SG) (Tabla 9)
podrian deberse a diferentes precursores que se acumulan cuando
el metabolismo es fermentativo en comparacién con el respiratorio

145



Discusion

(precursores de la glicolisis o del ciclo de 4dcidos tricarboxilicos) y
consecuentemente los diferentes aminodcidos derivados de ellos
(Cooper 1982).

La ruta de biosintesis de aminodcidos en Saccharomyces
cerevisiae y otros hongos superiores estd regulada mediante
diferentes mecanismos (Jones y Fink 1982, Urrestarazu et al. 1985),
incluyendo represién por producto final y el control general de
biosintesis de aminodcidos. En contraste con la diversidad de
mecanismos utilizados en levaduras para regular el flujo de
aminodcidos en la célula, la produccién de aminodcidos se encuentra
muy relacionada con un solo pardmetro como es el aporte de
oxigeno al cultivo (Enei ef al. 1989).

En esta Tesis, se ha mostrado que la concentracién intracelular
de aminodcidos de la estirpe industrial de Saccharomyces cerevisiae
IFI256 varia en funciéon del metabolismo celular, es decir, de si la
célula fermenta o respira. Estos cambios se han relacionado con la
disponibilidad de los precursores de aminodcidos (Ciriacy Yy
Breitenbach 1979, Denis et al. 1981, Jones y Fink 1982) de forma
que cuando la célula respira se produce un decremento en casi
todos los aminodcidos derivados de intermediarios de la ruta
glicolitica (Torrontegui et al. 1966, Torrontegui et al. 1968). Este
efecto no se observéd en aquellos cuyos precursores son
intermediarios del ciclo de 4cidos tricarboxilicos (Tabla 11).

Los aminodcidos producidos por Brevibacterium se han
clasificado en tres grupos: el primer grupo (que incluye Glu, Gln, Arg
y Pro) mostré una produccién mdxima cuando la oxigenacién
también fue mdxima, esta acumulacién fue fuertemente inhibida en
situaciones de limitacién de oxigeno (Enei et al. 1989); es necesario
apuntar que Arg, Gln, Pro y Glu son aminodcidos cuyos precursores
son intermediarios del ciclo de acidos tricarboxilicos (Cooper 1982, y
Fig. 1). Un segundo grupo (Lys, Ile y Thr), cuya biosintesis decrece
s6lo ligeramente con la escasez de oxigeno, y un tercer grupo, donde
la formacién de producto se inhibié en presencia de oxigeno y la
acumulacién fue mdxima cuando la respiracién se inhibié por la
limitaciéon del oxigeno (Enei et al. 1989). De acuerdo con nuestros
resultados, la produccién médxima de estos aminodcidos no
sintetizados a través del ciclo de dcidos tricarboxilicos, tuvo lugar
cuando se inhibié la degradacién aerdbica de glucosa y se
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suministré fosfoenolpiruvato (ver Fig. 1) bajo condiciones limitantes
de oxigeno (Enei et al. 1989, Torrontegui et al. 1966, Torrontegui et
al. 1968). Sin embargo, aunque la falta de metabolismo respiratorio
favorece la acumulacién de aminodcidos derivados de la glicolisis,
los resultados obtenidos desanconsejan la utilizacién de p.e. “petites”
con este proposito.

Las levaduras parecen obtener un beneficio de la aerobiosis
cuando crecen en medios con azucares fermentables (Lagunas
1976). En esta Tesis se ha observado que la respiracién representa
una importante contribucién a la tasa de crecimiento de las células
y al rendimiento producto/biomasa, Ypx (Tablas 14 y 15). Aunque
s6lo el 3-5% de la glucosa total es utilizada en respiracién en las
estirpes "grandes" (Aguilera y Benitez 1988), se reflej6 en un
considerable incremento de la tasa de crecimiento (Aguilera y
Benitez 1989). Estas diferencias entre ambas estirpes se reflejaron
en los rendimientos sustrato/biomasa, Ysx, y producto/biomasa,
Ypx, que fueron mayor (Ysx) y menor (Ypx) respectivamente en la
estirpe "petite" que en la "grande", en cualquiera de las condiciones
utilizadas (Tablas 14 y 15, y Fig. 24).

Se llevaron a cabo estudios del rendimiento sustrato/biomasa,
Ysx, en ambas estirpes a 22°, 30° y 37°C para ver si tales diferencias
se¢ mantenian a otras temperaturas distintas de 30°C. En la estirpe
"grande" al principio de la fase exponencial (densidad celular de 106
células/ml) Ysx alcanzé un plateau, cuyos valores fueron casi
idénticos a las tres temperaturas (16,9, 17,2 y 17,4 nmoles de
glucosa/107 células a 22° 30° y 37°C respectivamente). Sin
embargo, en la estirpe "petite" Ysx crece de forma continua durante
las diferentes fases de crecimiento. Ademds. Ysx aumenta con la
temperatura, de forma que los mayores valores se obtuvieron a
37°C (19, 22, y 22,5 nmoles de glucosa/107 células a 22°, 30° y 37°C
respectivamente) a densidades celulares similares (Fig. 26).

Se ha propuesto que la mitocondria estd implicada en la
supervivencia bajo condiciones extremas de altas concentraciones
de etanol y temperatura (Aguilera y Benitez 1989). Las estirpes de
levadura que poseen mitocondrias funcionales muestran mayor
viabilidad a altas temperaturas que las estirpes "petites" (Aguilera
y Benitez 1989). Esto significa que en las estirpes "petites" la
energia generada por el catabolismo es sélo parcialmente usada
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para la sintesis de aminodcidos y otros materiales celulares, y la
mayoria de esta es necesaria para el mantenimiento, lo que incluye
metabolismo endégeno y perdida debida a la mortalidad celular. El
hecho de que la viabilidad decrezca al aumentar la temperatura
(Aguilera y Benitez 1989), podria explicar, ademds de las
diferencias observadas en el rendimiento producto/biomasa, Ypx,
(Tablas 14 y 15), las diferencias detectadas a 22°, 30° y 37°C entre
las estirpes "petite" y "grande”.

2.5. Influencia de la fase de crecimiento (exponencial vs.
estacionaria).

Cuando las células entraron en fase estacionaria, se observé un
mayor decremento en la concentracién de aminodcidos en la estirpe
"petite" que en la "grande" creciendo en fuentes de carbono
fermentables y, sobre todo que en la estirpe "grande" creciendo en
fuentes de carbono respirables (Tabla 13 y Fig. 21). Esta
disminucién en la concentracién de aminodcidos podria estar
relacionada con la sintesis de nuevos componentes celulares o
fuentes de energia necesarias en fase estacionaria a expensas del
contenido interno de aminodcidos (Jones y Fink 1982). De todas
formas, la disminucion observada sea cual sea el medio (SD, SG) o la
estirpe utilizada (IFI256, IFI256P), estd mds relacionada con el
cambio de fase de crecimiento, es decir, con la entrada en fase
estacionaria que con otros factores experimentales.

3. AISLAMIENTO DE MUTANTES RESISTENTES A ANALOGOS
TOXICOS DE AMINOACIDOS Y SU CARACTERIZACION.

3.1. Acumulacién de aminoacidos e intermediarios en
presencia de metionina, treonina, etionina e
hidroxinorvalina.

La acumulacién de intermediarios de la ruta de sintesis tras la
adicién al medio de metionina o treonina puede informarnos a cerca
de los puntos de regulacién existentes. La acumulacién de
homoserina, homocisteina y S-adenosil-metionina, pero no de
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treonina, isoleucina o aspartico en el caso de la adici6én de metionina
al medio de cultivo, nos estd indicando una fuerte regulacién sobre
la homoserina O-acetil-transferasa, homoserina quinasa, homo-
cisteina metil transferasa y S-adenosil-metionina sintetasa. La
adicion de etionina al medio de cultivo, produjo consecuencias
atribuibles a controles sobre las mismas enzimas que al aifadir
metionina, salvo el efecto producido sobre la homoserina quinasa.

De igual forma, la acumulacién de grandes concentraciones de
treonina tras la adicién de esta al medio de cultivo, sin la
acumulaciéon de homoserina o aspdartico, estd indicando regulacién a
nivel de aspartato quinasa y homoserina quinasa. Los resultados
obtenidos con la adicién de hidroxinorvalina al medio de cultivo
seflalan a la aspartato quinasa como la primera responsable de la
regulacién de la ruta de sintesis de treonina y metionina.

3.2. Multiplicidad y direccionalidad de las mutaciones
obtenidas en cultivo continuo o discontinuo en presencia
de analogos de aminoacidos.

La regulacién de la biosintesis de aminodcidos se puede
investigar mediante el uso de andlogos de aminodcidos que
permiten seleccionar mutantes con alteraciones en la regulacién de
dicha sintesis (Arfin y Gantt 1983). Ademds, el aislamiento de
mutantes resistentes a andlogos téxicos es un método
extremadamente util a la hora de aislar superproductores de
aminodcidos (Alix 1982). La similaridad de los andlogos con los
aminodcidos naturales les permite interferir con un gran ndmero de
procesos biosintéticos y reguladores (Fujioka y Nakatani 1970). En
consecuencia, la resistencia a estos andlogos puede darse de
multiples formas y por lo tanto se pueden aislar diferentes tipos de
mutantes (Arfin y Gantt 1983). Quizds, debido a la inespecificidad
de los efectos, un gran nimero de estos mutantes resistentes a
andlogos suelen ser estirpes moérbidas (Nass y Poralla 1976, Seibold
et al. 1981). La seleccién de mutantes capaces de resistir altas
concentraciones del andlogo y posiblemente superproductores de un
aminodcido en particular por acumulacién de todas las mutaciones
posibles, y que al mismo tiempo su tasa de crecimiento sea similar a
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la de la estirpe silvestre, es extremadamente dificil y requiere
técnicas de seleccién a largo plazo en cultivo continuo (Jiménez y
Benitez 1988a).

Se sabe que en la tolerancia a etanol estin implicados un gran
nimero de genes (Ismail y Ali 1971). El método descrito para
seleccionar levaduras tolerantes al etanol en cultivo continuo
controlado por pH (Jiménez y Benitez 1988a) se aplicé para la
seleccion de mutantes resistentes a altas concentraciones de
etionina. El método se mostré eficaz tanto para el etanol como en
este caso para la etionina (Tablas 20 y 21), y seguramente para
cualquier compuesto téxico que se utilice. Se aislaron mutantes
resistentes a elevadas concentraciones de etionina, acumulando
hasta 150 veces mds metionina que el silvestre (Tabla 21) vy
creciendo a tasas de crecimiento similares o incluso mayores a las
del silvestre (Tabla 20). Por lo tanto el cultivo continuo controlado
por pH es un método preciso para el estudio de la cinética de
inhibicién del crecimiento por cualquier compuesto téxico y un
sistema de seleccion a largo plazo en presencia del inhibidor
siempre que la resistencia al mismo este controlada por un gran
nimero de genes (Arfin y Gantt 1983; Ismail y Ali 1971).

El método selectivo de aislamiento de mutantes resistentes a
etionina con tasas rdpidas de crecimiento, en cultivo continuo con
concentraciones crecientes de etionina, parece imponer una presioén
selectiva fuerte y especifica, a fin de mantener la méxima tasa de
crecimiento en presencia del inhibidor. De esta forma se acumulan
en un corto periodo de tiempo un numero considerable de
mutaciones (Martinez-Force y Benitez 1992). La etionina se ha
descrito como un agente mutagénico (Alix 1982), pero el hecho de
ser un andlogo de aminoicido introduce una seleccién direccional en
favor de aquellos mutantes capaces de superar sus efectos téxicos,
ya sea por superproduccién de metionina o por insensibilidad o
perdida de afinidad por el andlogo de aquellas proteinas implicadas
en el metabolismo de la metionina.

De hecho, cuando se aislé el primer mutante (ETHCCI)
(Martinez-Force y Benitez 1992) y posteriormente se caracterizd, ya
mostraba alteraciones en las propiedades cinéticas de la aspartato
quinasa (Tabla 22), homoserina deshidrogenasa (Tabla 23),
homoserina quinasa (Tabla 24) y S-adenosil-metionina sintetasa
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(Tabla 26). Ademds, cuando se estudiaron las actividades
especificas, los resultados de la aspartato quinasa y homoserina
deshidrogenasa indicaron alteracién del patrén de sintesis de las
enzimas. Estos resultados sugieren que junto con mutaciones en los
genes estructurales de estas enzimas, genes reguladores (se conoce
que una mutacién en la sintetasa del ARNt-treonina produce la
desrepresién de los genes HOM2, HOM3 y THR1) o las regiones
reguladoras de los genes estructurales (Mannhaupt et al. 1990a)
también han sido afectadas. Con respecto a la homoserina quinasa el
aumento en actividad puede ser debido a la elevada concentracién
de metionina en este mutante, diez veces la del silvestre
aproximadamente, ya que se ha descrito que en presencia de altas
concentraciones de metionina se incrementa la sintesis de esta
enzima (Mountain et al. 1991).

Cuando se caracterizé el resto de los mutantes obtenidos en
cultivo continuo (ETHCC2 a ETHCCS), la mayoria de ellos también
mostraron alteraciones tanto de las propiedades cinéticas como del
patrén de sintesis de las cuatro enzimas determinadas (aspartato
quinasa, homoserina deshidrogenasa, homoserina quinasa y S-
adenosil-metionina sintetasa; Tablas 23-26). Hay que tener en
cuenta que los aislamientos de los mutantes fueron independientes
unos de otros. El cultivo era probablemente una poblacién mezcla de
varios mutantes cuya Uunica caracteristica en comin fue la de ser
capaces de crecer a la tasa maxima de crecimiento en medio minimo
y en presencia del inhibidor, y no una poblacién formada por un
s6lo mutante y todos sus descendientes. Esta hipdtesis se ve
apoyada por el hecho de que en todos los mutantes, las cuatro
enzimas estaban alteradas de forma diferente (Tablas 22-26), lo
que ademds argumenta a favor de una direccionalidad en el proceso
selectivo. De todas formas la posibilidad de que el nimero de
mutaciones sea menor, de que éstas sean comunes a muchos de los
mutantes y que muchos de los datos obtenidos se deban a efectos
pleiotrépicos no puede descartarse hasta que no se lleve a cabo el
andlisis genético de los mutantes.

En cultivo discontinuo se han seleccionado, como resistentes a
hidroxinorvalina, mutantes de levaduras de crecimiento lento que
producen entre 15 y 30 veces mds treonina que la estirpe silvestre.
El anilisis genético de estos mutantes revelé que la superproduccion
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de treonina estaba asociada a la presencia de una sola mutacidn,
una aspartato quinasa insensible a retroinhibicién por treonina
(Ramos y Calderén 1992). En este trabajo, del aislamiento de
mutantes resistentes a hidroxinorvalina a partir de otros resistentes
a etionina obtenidos en cultivo continuo (Fig. 29) se obtuvieron
estirpes capaces de producir hasta 40 veces mds treonina que la
estirpe silvestre (Tabla 21) (Martinez-Force y Benitez 1992). Estos
resultados indican que aunque el aislamiento de mutantes capaces
de superproducir altas concentraciones de un aminodcido dado
requiere una seleccién en cultivo continuo, la presencia de una paso
limitante (en este caso nuestros resultados y los anteriormente
obtenidos por Ramos y colaboradores apuntan a la aspartato
quinasa como la enzima clave en la regulacién de la biosintesis de
treonina en levaduras (Ramos y Calderén 1992)) podria permitir la
selecciéon en cultivo discontinuo de mutantes capaces de producir
aminodcidos en concentraciones tan altas como las de los mutantes
aislados en cultivo continuo, aunque sin la garantia de que crezcan a
la misma velocidad que la cepa silvestre.

La superproduccién de aminodcidos requiere frecuentemente
mutaciones recesivas (Thomas et al. 1988) no observables en
estirpes poliploides a no ser en homocigosis. IFI256 es una estirpe
industrial altamente fermentativa (Jiménez y Benitez 1988b) de
ploidia desconocida pero probablemente poliploide (aneuploide) y
apomictica (ver primer apartado de resultados). El método de
seleccién descrito junto con las propiedades del andlogo empleado
(se ha descrito que la etionina aumenta la frecuencia de
recombinacién) (Zimmermann et al. 1984) parecen imponer tal
presién selectiva que permite que las mutaciones recesivas lleguen
a estar en homocigosis, y por lo tanto expresarse fenotipicamente.
Por ejemplo, el mutante ETHCCI1, que acumula metionina pero tiene
niveles muy bajos de S-adenosil-metionina, parece haber perdido
uno de los productos de los genes SAMI y SAM2 (nuestros
resultados sugieren que el producto de SAM2), que codifican para
las S-adenosil-metionina sintetasas en levaduras. De forma similar
también se detectan niveles bajos de S-adenosil-metionina en los
mutantes ETHCC2, ETHCC3, ETHCC4 y ETHCCS5. Conociendo las
caracteristicas de la cepa silvestre, esta deficiencia s6lo puede
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observarse fenotipicamente si la mutacién se encuentra en
homocigosis.

3.3. Papel de la aspartato quinasa, homoserina
deshidrogenasa, homoserina quinasa 'y S-adenosil-
metionina sintetasa en la regulacion de los mniveles de
metionina y treonina.

La alteracién de las propiedades cinéticas y/o del patrén de
sintesis de la aspartato quinasa, homoserina deshidrogenasa,
homoserina quinasa y S-adenosil-metionina sintetasa en los
mutantes derivados de la estirpe IFI256 se tradujo en la
acumulacién de aspartato, homoserina, treonina y/o metionina/S-
adenosil-metionina (Tabla 21). El aislamiento de mutantes
superproductores de metionina o treonina con una aspartato
quinasa insensible a retroinhibicién por treonina apoya la idea de
que la aspartato quinasa no solo sea la enzima clave en la regulacion
de la biosintesis de treonina en levaduras (Ramos y Calderén 1992)
sino de todos los aminodcidos de esa ruta. De forma similar, la
biosintesis de aminodcidos pertenecientes a la familia del aspartato
en Corynebacterium glutamicum es regulada fundamentalmente por
una retroinhibicién concertada de la enzima aspartato quinasa por
los productos finales lisina y treonina (Kalinowski et al. 1991).
Ademds, mutantes de C. glutamicum que superproducen lisina y son
resistentes al andlogo de lisina S-amino-etil-L-cisteina tienen una
aspartato quinasa que es resistente a la retroinhibicién por lisina y
treonina. Las tablas 21 y 22 de esta tesis muestran incrementos
paralelos en la actividad especifica de la aspartato quinasa y en las
concentraciones de metionina y treonina en los mutantes. Los
mutantes ETHCC7 y HNVBCS que producen 32,6 mM de metionina y
214 mM de treonina respectivamente (las concentraciones mdiximas
de estos aminodcidos), presentan las menores inhibiciones de 1la
aspartato quinasa por treonina. Esto apoya el papel clave asignado a
la aspartato quinasa en la regulacién de la ruta biosintética de estos
aminodcidos.

En Brevibacterium flavum, la resistencia de mutantes a
hidroxinorvalina asi como la superproduccién de treonina en los
mutantes son debidas a la perdida de retroinhibiciéon en una
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homoserina deshidrogenasa mutante. Esto apoya anteriores
hipétesis de que la homoserina deshidrogenasa es el principal punto
de control en la biosintesis de treonina en esta bacteria (Shiio et al.
1970). Sin embargo, en este estudio la actividad especifica
homoserina deshidrogenasa fue muy similar a la del silvestre en la
mayoria de los mutantes (Tabla 23) independientemente de los
cambios observados en las concentraciones de aminodcidos (Tabla
21), lo que indica que esta enzima no parece jugar un papel
preponderante en la regulaciéon de la ruta biosintética.

Respecto a la homoserina quinasa, a partir de experimentos
sobre la sensibilidad de la enzima a la homoserina, treonina y
andlogos de treonina se concluyé que esta actividad enzimdtica en
Saccharomyces cerevisiae se veia poco afectada y que por lo tanto la
homoserina quinasa no jugaba un papel importante en la regulacién
de la biosintesis de treonina, al menos, a nivel de actividad
enzimdtica (Ramos et al. 1991). En este estudio, sin embargo, se ha
observado en los mutantes (Tabla 24) que existen variaciones en la
actividad especifica de esta enzima, junto con una disminucién en la
inhibicién por treonina cuando se comparéd con la estirpe silvestre.
Ademas, la actividad en los mutantes se inhibié hasta un 67% (Tabla
24), lo que sugiere un importante papel de este enzima en la
regulacién de la sintesis de metionina y treonina. Como ejemplo, el
mutante ETHCCS8, acumula homoserina cuando crece en medio
minimo suplementado con etionina 50 mM (Fig. 36) debido a la
inhibicién de la homoserina quinasa por el andlogo de metionina. En
medio minimo sin etionina (Tabla 24 y Fig. 36), la homoserina
quinasa de este mutante cataboliza la homoserina, incrementando la
concentracién de treonina.

A partir del trabajo de Thomas et al. (1988) que utilizaba
estirpes con mutaciones en uno u otro o en ambos genes que
codifican para la S-adenosil-metionina sintetasa (SAMI1 y SAM2) se
concluyé que la S-adenosil-metionina y no su precursor metionina
estaba implicada en la represion de los genes MET (Mountain et al.
1991). Por lo tanto, la metionina reprime los genes MET al ser
convertida en S-adenosil-metionina por las enzimas codificadas por
SAMI y SAM2 (Cherest y Surdin-Kerjan 1981, Cherest et al. 1978).
Las estirpes mutadas en los genes SAMI o SAM2 son resistentes a
etionina. Se ha sugerido que la etionina se une al producto del gen
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SAM1I reduciendo por tanto la sintesis de S-adenosil-metionina
(Thomas y Surdin-Kerjan 1991). Se ha descrito que los mutantes
resistentes a etionina poseen altos niveles de los productos de los
genes MET (Thomas y Surdin-Kerjan 1991), probablemente debido
a su reducida capacidad de sintetizar S-adenosil-metionina.

Hom Thr

Thr

Hom

)

Figura 36. Cromatogramas del contenido interno de aminodcidos de la
estirpe mutante ETHCC8 cultivada en medio minimo con (A) o sin (B)
etionina 50 mM. Las flechas indican los picos de homoserina y treonina.
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De acuerdo con estos resultados, la mayoria de los mutantes
aislados resistentes a etionina acumulan metionina (Tabla 21) y
poseen niveles menores de S-adenosil-metionina sintetasa que la
estirpe silvestre (con la excepciéon de los mutantes ETHCC7 vy
ETHCCS8). Ademds nuestros resultados indican que mientras el
producto del gen SAMI es incapaz de catabolizar etionina en lugar
de metionina y se inhibe por etionina, el producto del gen SAM?2 es
capaz de catabolizar la etionina en S-adenosil-etionina y por lo tanto
no se inhibe en presencia de etionina (Tabla 26 y Fig. 35). El hecho
de que los mutantes aislados resistentes a etionina parecen estar
afectados principalmente en el producto del gen SAM2 podria
indicar que la S-adenosil-etionina es mds téxica para la célula que la
propia etionina., La acumulacién de diferentes mutaciones durante
el experimento en cultivo continuo puede ser la razén por la que los
productos de los genes SAMI y SAM?2 alteren su afinidad o
inhibicién por etionina, lo que explicaria el incremento de
concentraciéon de S-adenosil-metionina en los mutantes ETHCC7 vy
ETHCCB.

Como puede observarse en la Tabla 21, la concentracién de S-
adenosil-metionina en las células es menos variable que la de
metionina. La razén podria ser que a concentraciones menores de
un 30% de la del silvestre la cepa llegaria a ser auxétrofa para S-
adenosil-metionina y por lo tanto se habria perdido en el proceso de
seleccién que tuvo lugar en medio minimo. Por otra parte,
concentraciones superiores a 5 o 6 veces las del silvestre son
probablemente letales para las células, debido a la superrepresion
de los genes MET (Mountain et al. 1991) y a un exceso en la
formacién de poliaminas (Thomas et al. 1989). La perdida de
relacién entre la actividad S-adenosil-metionina sintetasa y la
concentracion de S-adenosil-metionina podria ser debida a otras
mutaciones no detectadas tales como aquellas que puedan afectar a
enzimas implicados en la degradacién de S-adenosil-metionina.

3.4. Regulacion de la sintesis enzimdatica frente a la
regulacion de la actividad enzimdtica.

En levaduras, la regulacién de la actividad enzimdtica juega un
papel esencial en el establecimiento del flujo a través de una ruta
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de sintesis. Una mutacién en el gen HISI hace a la enzima que
codifica resistente a la retroinhibicién por histidina, aumentando en
estas células la concentracién de histidina hasta 17 veces en
comparacién con la cepa silvestre, mientras que en un mutante
desregulado en la sintesis de la enzima el contenido en histidina
s6lo se incrementa 2 o 3 veces (Messenguy 1987).

Ademds, se ha descrito que mientras el crecimiento en
presencia de un andlogo de aminoidcido o en ausencia de un
determinado aminodcido conduce a la célula a la activacién de la
transcripcién de los genes pertenecientes a rutas de aminodcidos,
principalmente los bdsicos y aromdticos (Messenguy 1987), no se
observa ningin incremento en el ARNm de la aspartato quinasa
bajo condiciones no represivas del control general de aminodcidos
(Rafalski y Falco 1988). Cuando se han estudiado las respuestas
transcripcionales de estas enzimas (Mountain et al. 1991), se ha
observado una ligera estimulacién por metionina pero no por
treonina en la aspartato quinasa y homoserina quinasa, junto con
una ausencia de respuesta en la transcripcién de la homoserina
deshidrogenasa.

Sin embargo, en este estudio las actividades especificas de la
aspartato quinasa y homoserina quinasa fueron mayores en la
mayoria de los mutantes superproductores de aminodcidos que en
la estirpe silvestre. Considerando el incremento en los valores de
Km de estas enzimas, se puede concluir que la sintesis de la enzima
ha sido fuertemente alterada en estos mutantes, conduciendo a un
incremento en la produccién de la enzima. Apoyando este punto de
vista, todos los mutantes resistentes a etionina presentaron
propiedades cinéticas de las S-adenosil-metionina sintetasas
similares, mientras que la actividad especifica varié 800 veces entre
el mutante ETHCC1 (0,05 U/g) y ETHCCS8 (40 U/g). Este incremento
en la sintesis enzimdtica junto con la perdida o reduccién de la
inhibicién por treonina y/o metionina explica las concentraciones de
aminodcidos alcanzadas por algunos mutantes (Tabla 21) y su
capacidad para tolerar concentraciones del andlogo téxico (hasta 50
mM de etionina).
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3.5. Posible alteracién de la configuracion de los enzimas.

Las aspartato quinasas mutantes parecen estar afectadas al
menos en su sitio activo, a juzgar por los cambios de afinidad para
el aspartato y la treonina. El aumento de afinidad por la metionina
como inhibidor es un efecto inespecifico y posiblemente relacionado
con los cambios en la estructura de la enzima antes mencionados
(Tabla 22). La inhibicién alostérica por treonina de la aspartato
quinasa ha sido anteriormente descrita en levaduras (de Robichon-
Szulmajster y Corrivaux 1963) y mutantes superproductores de
treonina previamente analizados mostraron aspartato quinasas
insensibles a treonina, de forma que la regulacién de esta ruta tiene
lugar principalmente a nivel de actividad enzimdtica (Ramos y
Calderén 1992).

La alteracién de la afinidad tanto para la homoserina como
para el NAD* mostrada por las homoserina deshidrogenasas
mutantes, sugieren la modificacion del sitio activo. En la estirpe
silvestre, la metionina inhibe competitivamente la homoserina
deshidrogenasa, mientras que la treonina no afectdé la actividad de
la enzima a diferencia de lo descrito en otros organismos (indicando
la importancia del fondo genético de la cepa a partir de la cual se
aislan los mutantes) (Shiio et al. 1970). En bacterias la homoserina
deshidrogenasa también es susceptible a la represién por metionina
(Shames y Wedler 1984). Los mutantes superproductores de
treonina en bacterias presentan homoserina deshidrogenasas
insensibles a los inhibidores alostéricos treonina y su andlogo
hidroxinorvalina, vy ademds son mds estables en ausencia de
protectores tales como la treonina. Ademds, se ha descrito que la
inhibicién de la homoserina deshidrogenasa por treonina es debida
a la interaccién indirecta causada por la unién de la treonina a un
sitio alostérico del enzima, que simultineamente incrementa la
estabilidad de la enzima (Shiio et al. 1970). De manera similar, en
este estudio la conformacion de la homoserina deshidrogenasa
podria haber sido genéticamente alterada en los mutantes, no soélo
para incrementar la estabilidad de la enzima, sino también para
hacerla insensible a la inhibicién por treonina, lo que explicaria la
actividad especifica observada.

Se ha sugerido que la homoserina y la treonina compiten por
el mismo sitio de unién en la homoserina quinasa ya que algunos
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aminodcidos y andlogos que son similares a la homoserina y a la
treonina son también inhibidores de la enzima (Burr et al. 1976). La
homoserina es un intermediario en la ruta biosintética que produce
metionina y treonina, y su concentraciéon intracelular en la estirpe
silvestre es extremadamente baja, por debajo de los Ilimites de
deteccién (Tabla 21). Como consecuencia, las concentraciones
fisiol6gicas de treonina pueden regular la actividad de 1la
homoserina quinasa por inhibicién competitiva, de forma que no es
necesario recurrir a un sitio de unién alostérico en la enzima.

Sin embargo, los datos experimentales apoyan la existencia de
dos sitios, uno activo y otro regulador en la homoserina quinasa
(Fig. 34). La perdida de afinidad de la enzima y el incremento de la
inhibicién por homoserina en los mutantes indican la alteraciéon de
ambos sitios (Tabla 25). Ademds, la treonina inhibe
competitivamente a la enzima en la estirpe silvestre, mientras que
la inhibicién observada por metionina fue de tipo acompetitivo. La
perdida de afinidad por treonina en algunos de los mutantes
también sugiere que el sitio activo se encuentra afectado, mientras
que la alteracién del sitio regulador es corroborada con la inhibicién
por metionina que muestran algunos de los mutantes. De forma
similar, los datos cinéticos en bacterias se ajustan a un modelo de
dos sitios para la homoserina quinasa con un sitio catalitico y otro
regulador. En el modelo, la inhibicién de la enzima por sustrato no
tiene significado fisiolégico ya que la concentracién de homoserina
fue 10 veces menor que la constante de inhibicién determinada
(Shames y Wedler 1984).

4. MUTANTES AFECTADOS EN LA DEGRADACION DE
TREONINA: RELACION ENTRE ESTA Y LA ACUMULACION DE
TREONINA.

Una parte importante de la degradacién de treonina es llevada
a cabo por el producto del gen I/LVI (treonina desaminasa
anabdlica), primer enzima de la ruta de sintesis de isoleucina (Kakar
y Wagner 1964). Un mutante carente de dicha actividad es
auxoétrofo para la isoleucina, pero en un medio con treonina o serina
como fuente de nitrégeno es capaz de crecer debido a la induccién
del gen CHA (L-serina/L-treonina desaminasa catabdlica) (Ramos y
Wiame 1982). Estudios iniciales indicaron que el gen CHA no es
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capaz de inducirse en presencia de amonio como fuente de
nitrégeno, sin embargo, nuestros datos de induccién en medio rico
en un mutante i/vl o la transcripcién de este en un mutante
superproductor de treonina creciendo en medios con amonio (C.
Bornaes comunicaciéon personal) indican que el gen CHA es capaz de
inducirse siempre que haya altas concentraciones de serina o de
treonina. Cuando en esta Tesis se estudi6 el contenido interno de
aminoicidos de mutantes afectados en el gen ILVI, en CHA o en
ambos, la mayor concentracién de treonina (tres veces la del
silvestre) se encontr6 en el doble mutante (Tabla 27).
Probablemente la gran concentracién de serina detectada en este
doble mutante fue la causante de la induccién de CHA en el mutante
ilvl. Esta, junto con la alta concentracién de alanina y valina
detectadas indican una gran acumulacién de piruvato en el doble
mutante.

La similaridad en cuanto a concentracién de aminodcidos entre
el medio completo (YPD) y los medios semi-industriales (M, MA, MB
y MAB) haria posible la utilizacién del doble mutante ilvl cha para
la obtencién de biomasa enriquecida en treonina. Para comprobar
esta posibilidad se estudié la tasa de crecimiento en los diferentes
medios. Como puede observarse en la tabla 28, la tasa de
crecimiento de esta cepa se redujo entre 3 y 8 veces al utilizar los
medios semi-industriales. Las tasas obtenidas no tienen utilidad
industrial; sin embargo, la obtencién de este tipo de mutantes a
partir de cepas industriales como la silvestre IFI256 podria resultar
industrialmente beneficioso. De todas formas, un aumento de sélo
tres veces la concentracién de treonina no representa nada frente a
las concentraciones obtenidas, por ejemplo, con el mutante HNVBCS.
Serfan necesarias mutaciones adicionales que incrementen el
contenido interno de treonina para que estas fueran
industrialmente ttiles.

Asimismo, los datos obtenidos de los enzimas que degradan
treonina en los mutantes superproductores indican que la falta de
degradacién no estd implicada en la superproduccién observada,
corroborando datos obtenidos por otros autores en los que no solo
no se reducia la degradacién de treonina en los mutantes obtenidos,
sino que también aumentaba la concentracién de isoleucina (Ramos
y Calderén 1992).
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1.- Se ha desarrollado un método sensible, reproducible y rapido
para medir el contenido intracelular o extracelular de aminodcidos

en levaduras, mediante derivatizacién con OPA y separacién en
HPLC.

2.- Se ha desarrollado un método para ensayar la actividad S-
adenosil-metionina sintetasa de un extracto crudo basado en la
medida de la producciéon de S-adenosil-metionina a partir de
metionina, mediante cromatografia liquida de alta resolucién.

3.- El contenido interno de aminodcidos de Saccharomyces
cerevisiae varia enormemente con las condiciones de cultivo, la fase
de crecimiento, la temperatura, el pH, etc. Al definir el contenido
intracelular de aminodcidos de una cepa habria que definir en que
condiciones se ha llevado a cabo el experimento, dada las
variaciones observadas.

4.- Gran parte del contenido interno de aminodcidos de las
levaduras cultivadas en medios completos procede de los
aminodcidos presentes en el medio de cultivo, aunque en presencia
de una buena fuente de nitrégeno no se incorporan en la célula
hasta que se agota la fuente de carbono.

5.- Las variaciones en la concentracién interna de aminodcidos de
Saccharomyces cerevisiae a lo largo de la curva de crecimiento son
mucho mayores a 37°C que a otras temperaturas. Para algunos
aminodcidos esta variacién fue de hasta 80 veces.

6.- El contenido intracelular de aminodcidos varia en funcién de
que las células fermenten o respiren. Cuando respiran, decrecen casi
todos los aminodcidos derivados de intermediarios de la glicolisis
pero no los aminodcidos derivados de intermediarios del ciclo de
Krebs. Cuando las células presentan un metabolismo fermentativo
se observa el efecto contrario.

7.- La entrada en fase estacionaria de un cultivo de
Saccharomyces cerevisiae provoca un descenso generalizado en el
contenido intracelular de aminodcidos, estando {intimamente
relacionado con el estado energético de la célula.
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8.- El contenido intracelular de aminodcidos estd parcialmente
ligado al crecimiento, incrementindose globalmente entre 3 y 10
veces al disminuir la tasa de crecimiento por debajo de 0,05 h-l.

9.- Se han obtenido mutantes resistentes a etionina mediante
selecciéon en cultivo continuo que acumulan hasta 200 veces mads
metionina que la cepa silvestre y presentan tasas de crecimiento
similares a la de esta cepa.

10.- A partir de mutantes resistentes a etionina se han obtenido
por seleccién en cultivo discontinuo mutantes resistentes a
hidroxinorvalina que acumulan hasta 40 veces mds treonina que la
cepa silvestre.

11.- El método de seleccién utilizado produjo cambios tanto en los
pardmetros cinéticos como en la sintesis .de al menos las enzimas
aspartato quinasa, homoserina deshidrogenasa, homoserina quinasa
y S-adenosil-metionina sintetasa.

12.- Los datos cinéticos y de inhibicién por treonina de la
homoserina quinasa se ajustan a un modelo cinético de dos sitios,
uno activo y otro regulador, descartando la inhibicién de la enzima
por un complejo homoserina-ADP.

13.- Mientras que el producto del gen SAMI de Saccharomyces
cerevisiae es inhibido por etionina, andlogo téxico de metionina, el
producto del gen SAM?2 es el responsable de la formacién de S-
adenosil-etionina a partir de etionina.

14.- La acumulacién de aminodcidos observada al afiadir
metionina, treonina o sus andlogos, junto con la correlacién en los
mutantes de la perdida de inhibicién de la aspartato quinasa y de la
homoserina quinasa por treonina con la superproduccién, apoyan el
papel clave de la aspartato quinasa en la regulacién de la ruta de
sintesis de metionina y treonina. La homoserina quinasa serfa un
segundo punto de regulacién en esta ruta.
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