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Introduccién. El stress y la respuesta metabdlica que se
presenta por la sobre-expresion de genes heterélogos y
las condiciones ambientales, afectan la productividad de
un hospedero empleado en la produccién de proteinas
recombinantes. Pichia pastoris es un microorganismo
reconocido para la expresion de genes heterdlogos que
ha sido estudiado por nuestro grupo de trabajo como
modelo de estudio para la produccion de diferentes
proteinas recombinantes.

Con el fin de evaluar el efecto de la temperatura de
cultivo sobre los niveles produccion y secrecion de dos
diferentes proteinas recombinantes, en el presente
trabajo se evaluaron cultivos a 20 y 30°C de una cepa de
P. pastoris productora de la hormona del crecimiento
humano de 22 kDa (HGH22K) y una cepa de P. pastoris
productora de una fitasa termoestable (FTEII).

Metodologia. Se emplearon las cepas de P. pastoris
KM71HGH22K y KM71FTEIl que tienen integrado en su
genoma el gen heterélogo fusionado a la secuencia
prepro del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae y su
expresién es regulada por el promotor AOX1. Las
colonias portadoras de los genes heterdlogos se
crecieron en YPD hasta alcanzar una DOgyq de 6-8. Con
este cultivo se inoculé en 100 mL de BMG (1.34% YNB,
100 mM de fosfato de potasio [pH 6], 4x107°% biotina, 1%
de glicerol), y se incub6 a 30°C, 250 rpm por 12 h hasta
alcanzar una DOgyy de 6-7. Las células del cultivo en
BMG se cosecharon y se cultivaron en 20 mL de medio
BMM (1.34% YNB, 100 mM de fosfato de potasio [pH 6],
4x10™% biotina y 0.75 % de metanol) a 20 6 30°C, 250
rpm por 72 h y adiciéon de metanol cada 12 h. Se lisaron
los paquetes celulares y se recuperaron las proteinas
solubles intracelulares. Los niveles de HGH22K y FTEII
intra y extracelular se determinaron por ELISA con
anticuerpos especificos para cada proteina. Ademas, los
niveles extracelulares de FTEIl se determinaron por
actividad enzimatica de fitasa (1). También, se
determinaron niveles de proteinas totales (Bradford) y
proteasas en el medio de cultivo y se realizaron analisis
por SDS-PAGE de los mismos. Por ultimo se realizaron
cinéticas de crecimiento de ambas cepas en cultivos de
48 h a las dos temperaturas en estudio.

Resultados. Los cultivos a las dos temperaturas de
ambas cepas presentaron una cinética de crecimiento en

dos etapas, en la primera etapa (0-12 h) las velocidades
especificas de crecimiento fueron iguales (u = 0.018-
0.021 h'1) a las dos temperaturas evaluadas, mientras
que en la segunda etapa (20-48 h), los cultivo a 20°C
presentaron valores 1.7 mas altos de p que los obtenidos
a 30°C. Los cultivos de ambas cepas a 20°C presentaron
incrementos en los niveles de proteinas totales en el
medio de cultivo de hasta un 152% para el caso de
HGH22K y 298% para FTEIl. Sin embargo los niveles de
proteinas totales para el cultivo de KM71FTEIl fueron
hasta 21 veces mas altos que los obtenidos en el cultivo
de KM71HGH22K. Es importante sefialar que los niveles
de proteinas totales en el medio de cultivo disminuyeron
con el tiempo indicando una probable degradacién. Los
niveles de HGH22K y FTEIl extracelular fueron mas
elevados para los cultivos a 20°C, produciendo hasta 2.7
y 7.4 veces mas de HGH22K y FTEIl, respectivamente,
que a 30°C. Mientras que los niveles de HGH22K fueron
en la escala de ug/mL, los niveles de FTEIl fueron 1000
veces mas elevados (mg/mL). Respecto a la secrecion,
los niveles de HGH y FTEIl intracelular oscilaron en
valores de 2 a 23% y siempre fueron menores en los
cultivos a 20°C que a 30°C. La actividad de proteasas fue
hasta 4.9 veces mas elevada en los cultivos a 30°C que
en los cultivos a 20°C. Las diferencias encontradas en los
parametros evaluados entre las dos cepas, pueden
deberse a: la presencia de codones preferenciales en la
secuencia que codifica para FTEIl y la diferencia en la
estabilidad a la protedlisis entre ambas proteinas.

Conclusiones. A pesar que el efecto de la temperatura
de cultivo fue similar en ambas cepas en cuanto a la
respuesta de los parametros evaluados, las
caracteristicas de los genes heterdlogo y las proteinas
recombinantes producidas influyeron en respuestas
diferentes generadas por cada cepa.
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