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RESUMEN

El promotor constitutivo del gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
se considera una opcion adecuada para la produccion sin metanol de proteinas heterdlogas
en Komagataella phaffi (syn. Pichia pastoris). El interés en la combinacion
promotor-terminador ha crecido al reconocerse el papel regulador de los terminadores
transcripcionales. Aun no se ha caracterizado completamente, en cepas con promotor
GAPDH (Pgapr), el efecto del terminador de alcohol oxidasa 1 (Taox1) o GAPDH (Tgap)
sobre la transcripcion y el rendimiento producto/biomasa (Ypx). En este estudio, se
disefiaron dos cepas de K. phaffii, cada una con una copia del cassette heterdlogo con las
combinaciones Pgap-Taoxi ¥ Pcar-Tgapr. Se compararon niveles de transcripcion del gen
reportero y del GAPDH enddgeno y los valores de Y« extracelular, estudiados en medios
de cultivos suplementados con glucosa o glicerol y en tres tiempos de crecimiento celular.
Se observo que la regulacion transcripcional y los valores de Ypx dependieron de la
combinacion Pgap-terminador, de la fuente de carbono y de la etapa de crecimiento. Los
niveles de transcripcion mas altos se obtuvieron en glucosa a alta velocidad de crecimiento
(0.253 h'"). Los valores de Yy extracellular aumentaron en el tiempo, alcanzando los
valores maximos con glucosa y la combinacion Pgap-Taoxi. El Taoxi o Tcap en la
estructura del gen heter6logo activaron distintos elementos reguladores génicos en cada
cepa, modulando de forma diferencial la expression del gen heterdlogo respecto al gen
GAPDH endogeno. El Taox: indujo una regulacion competitiva de la actividad
transcripcional, condujo a una mayor estabilidad del ARNm y desencadend distintos
mecanismos de regulacion metabdlica en comparacion con Tgap. Ademés, mejord la
traduccion y/o la secrecion de la proteina heter6loga a una alta velocidad especifica de
crecimiento (0.253 h™!), mientras que Tcap fue mas efectivo para mejorar la actividad
postranscripcional a una velocidad especifica de crecimiento baja (0.030 h),
independientemente de la fuente de carbono. El mayor Y« extracelular se obtuvo con la
cepa KM71/Pcap-FTEII-Taox1 cuando el cultivo se realizé a una velocidad especifica de
crecimiento baja (0.030 h'') utilizando glucosa como fuente de carbono. Asi, la
optimizacion de elementos reguladores y de estrategias de crecimiento son parametros

claves para mejorar la produccion de biomoléculas de interés en K. phaffii.
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ABSTRACT

The constitutive promoter of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
gene is a suitable option for methanol-free production of heterologous proteins in
Komagataella phaffii (syn. Pichia pastoris). Interest in promoter-terminator combination
has increased after recognizing the regulatory role of transcriptional terminators to
modulate the expression of heterologous genes. In strain based on the GAPDH promoter
(PGapr), the effect of the alcohol oxidase 1 gene terminator (Taox1) or the GAPDH (Tgap)
on transcriptional activity and extracellular product/biomass yield (Y px) has not yet been
fully characterized. In the present study, two strains of K. phaffii were constructed, each
with a single copy of the heterologous gene structure formed by the combination
Pgar-Taoxi and Pgap-Tgar. A comparative analysis was carried out in terms of the
transcription levels of the reporter gene and the endogenous GAPDH gene, and the
extracellular Y, values; studied in culture media supplemented with glucose or glycerol
and in three different stages of cell growth. The results showed that both the regulation of
the transcription of heterologous gene and the endogenous GAPDH gene, as well as the
values of Ypx were influenced by the Pgap-transcriptional terminator combination, by the
carbon source and by the stage of cell growth. The highest transcription levels of
heterologous gene and endogenous GAPDH were observed in glucose cultures at a high
specific growth rate (0.253 h'). The extracellular values of Ypx showed an increasing
trend as the culture time progressed, with the highest values observed in glucose cultures
and with the Pgap-Taoxi combination. The Taoxi or Tgap within the heterologous gene
structure activated distinct gene regulatory elements in each strain, leading to a differential
modulation of gene regulation for the heterologous respect to GAPDH genes. Taoxi
induced a competitive transcriptional regulation, improved mRNA stability and improved
translation and/or secretion activity of heterologous proteins at a high specific growth rate
(0.253 h'"), while Tgap was more effective in enhancing post-transcriptional activity at a
low specific growth rate (0.030 h!), regardless of carbon source. The highest extracellular
Ypx was obtained with the KM71/Pgap-FTEII-Taox1 strain when the culture was
performed at a low specific growth rate (0.030 h'') using glucose as a carbon source.
Therefore, the optimization of regulatory elements and cell growth strategies are key
parameters in improving the production of biomolecules of interest in K. phaffii.
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1 INTRODUCCION

El sistema de expresion de Pichia pastoris, reclasificada desde 2009 como Komagataella
phaftfii (K. phaffii) (Kurtzman 2009) ha emergido con gran interés en los ultimos tiempos.
Las ventajas que ofrece esta levadura se deben a su eficiente sistema de secrecion de
proteinas y su habilidad para realizar modificaciones postraduccionales en medio minimo
definidos, por lo que es actualmente uno de los hospederos mas utilizados para la
produccion de proteinas recombinantes (Vieira-Gomes et al. 2018; Cereghino y Cregg
2000). La diversificacion de su aplicacion es, entre otros aspectos, por la existencia de
vectores con promotores fuertes. El promotor constitutivo del gen de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) ha surgido como una opciéon adecuada para la
produccion de proteinas en sistemas de expresion de K. phaffii libres de metanol (Looser
etal. 2015; Garcia-Ortega et al. 2019). GAPDH es una enzima clave tanto en la glucolisis
como en la gluconeogénesis, y por lo tanto en el metabolismo de la glucosa y del glicerol.
Es por ello que tanto la glucosa como el glicerol constituyen fuentes de carbono que

activan constitutivamente y a altos niveles el gen GAPDH.

A pesar del uso generalizado del sistemas basados en el promotor constitutivo Pgap para
la produccion de proteinas en K. phaffii, ain no se ha caracterizado integramente el efecto
de los factores ambientales y moleculares sobre los resultados de la produccion de
proteinas. Entre estos factores el efecto de la fuente de carbono, la velocidad especifica de
crecimiento y la combinacion de elementos reguladores (promotor-terminador)
desempefian un papel crucial en la modulacion de la expresion de genes y en el
rendimiento proteina/biomasa (Ypx). Sin embargo su efecto continua siendo motivo de
debate. Algunos autores sugieren que la glucosa es la fuente de carbono mas favorable,
dado que la actividad transcripcional de Pgap es mayor en células cultivadas en glucosa
que en glicerol (Waterham et al. 1997; Cereghino y Cregg 2000). Otros autores proponen
el glicerol como el sustrato mas adecuado para la fase de cultivo en lote (“batch™), y la
glucosa para la fase de cultivo alimentado (“feed-batch”) (Garcia-Ortega et al. 2013), o
recomiendan una velocidad especifica de crecimiento () elevada para obtener altos

niveles de produccion de proteina (Garcia-Ortega et al. 2013; Looser et al. 2015). Sin



embargo, en nuestro laboratorio se ha observado que a p baja se favorece la secrecion de

la proteina heter6loga y el rendimiento extracelular Y« (Herrera-Estala et al. 2022).

Recientemente los terminadores transcripcionales también han surgido como un factor
molecular importante en la regulacion de la expresion génica heterdloga, ya que ademas
de su funcién principal en la terminacion transcripcional, la region 3' no traducible
(3'UTR) dentro de la secuencia del terminador influye en la estabilidad del ARNm, asi
como en las eficiencias transcripcional y traduccional (Mayr 2019; Kuersten y Goodwin
2003). Por lo tanto, la combinacion de terminadores con un promotor adecuado ha
demostrado ser una estrategia eficaz para sintonizar la expresion génica (Currant et al.
2013; Vogl et al. 2016; Ramakrishnan et al. 2020; Ito et al. 2020; Robainas-del-Pino et al.
2023). Los conocimientos sobre la funcionalidad de los terminadores de K. phaffii son
todavia limitados (Ito et al. 2020). Se desconoce el efecto del terminador transcripcional
del gen de la alcohol oxidasa 1 (Taoxi1) o del terminador transcripcional GAP (Tgar) del
gen GAPDH en la estructura génica heter6loga sobre la actividad transcripcional en una
cepa basada en Pgap, y no se ha caracterizado completamente el impacto sobre el
rendimiento de producto extracelular/biomasa (Ypx). Esto se debe principalmente a que

los vectores basados en Pgap disponibles en el mercado solo albergan el Taoxi.

En este trabajo, identificamos una secuencia de Tcap y construimos dos cepas de
K. phaffii, cada una de las cuales contiene una sola copia de una combinacion diferente de
los elementos reguladores de ADN (Pgap-Taoxi 0 Pgar-Tgar) dentro de la estructura
génica heterologa para producir extracelularmente la fitasa FTEII. Ademas, evaluamos el
impacto de las combinaciones de elementos reguladores, junto con la fuente de carbono
(glucosa o glicerol) y la fase de crecimiento celular, en los niveles de transcripcion del
gen heterologos FTEIl y del gen GAPDH enddgenos y de los valores extracelulares de
Yo en las cepas recombinantes de K. phaffii denominadas KM71/Pgap-FTEII-Taox1 y
KM71/Pgap-FTEII-Tgap. Los resultados indican que la regulacion de la transcripcion del
gen heterélogo y el gen enddégeno GAPDH, los valores Y, extracelular y la traduccion
y/o secrecion de la proteina heterdloga estuvieron influenciados por la combinacion
Pgap-terminador transcripcional, actuando como moduladores la fuente de carbono y la

fase de crecimiento celular.



2 ANTECEDENTES

2.1 Importancia de las proteinas recombinantes en la industria y exigencias del

mercado

La produccién de proteinas recombinantes surgio a principios de la década de 1980 con
el desarrollo de herramientas de ingenieria genética, que representaban una alternativa
convincente a la extraccion de proteinas a partir de fuentes naturales. Con el paso de los
afnos, se hicieron posibles altos niveles de proteinas heterdlogas en una variedad de
hospederos que van desde la bacteria Escherichia coli (E. coli) hasta las células de
mamiferos. La importancia de las proteinas recombinantes estd representada por el
tamafio de su mercado. Se prevé que el tamafio del mercado mundial de expresion de
proteinas alcance los 4820 millones de dolares para 2029 desde los 3410 millones de
dolares de 2024, a una tasa de crecimiento anual del 7.1% entre 2024 y 2029 (Markets
2024). Su aplicacion se extiende a las industrias de alimentos, detergentes, papel,
productos quimicos y de cosméticos, siendo las empresas farmacéuticas y biotecnologicas

el motor impulsor de este mercado denominado “mercado de expresion de proteinas”.

Este mercado exige de altos niveles de produccion de las proteinas recombinantes. Para
tal fin son varios los hospederos que se utilizan para la produccion de proteinas
recombinantes. La bacteria E. coli es ampliamente conocida como hospedero preferencial
debido a la gran disponibilidad de herramientas genéticas, crecimiento rapido y técnicas
simples de cultivo. Sin embargo, dependiendo de las propiedades de la proteina deseada,
la utilizacion de E. coli podria ser laboriosa o incluso imposible, particularmente cuando
se requiere de modificaciones postraduccionales. Por lo tanto, como alternativa se han
utilizado hospederos eucariotas tales como levaduras, hongos filamentosos, células de
insectos y lineas celulares de plantas y mamiferos. Entre ellos, las levaduras combinan la
simplicidad de un organismo unicelular, tiene menores demandas nutricionales en
comparacion con las lineas celulares de insectos y mamiferos, y posee la capacidad de
realizar la mayoria de las modificaciones postraduccionales requeridas para una proteina
recombinante biolégicamente activa. Por lo tanto, las levaduras se han utilizado para la
produccion de diversas proteinas farmacéuticas (Nielsen 2013). Se han comercializado

varias proteinas recombinantes que usan a Saccharomyces cerevisiae como hospedero
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(Jozala y Pessoa 2016). Sin embargo, en los ultimos afios, muchas proteinas
comercialmente disponibles utilizan otras levaduras como hospederos. Entre ellas,
K. phaffii ha llamado la atencion por la clonacion y expresion de mas de 1000 proteinas
heter6logas, como fragmentos de anticuerpos, precursor de la insulina, antigeno de
superficie de la Hepatitis B, factor de necrosis tumoral, el antigeno de cetomegalovirus pp
55, enzimas liticas ampliamente utilizadas en la industria papelera, textil, agroalimentaria,

quimica y farmacéutica (Vieira Gomes et al. 2018; Serrano-Rivero et al. 2016).
2.2 K. phaffii como hospedero para la produccion de proteinas heterologas

2.2.1 Importancia

K. phaffii se ha convertido en un sistema de gran éxito para la expresion de genes
heter6logos. Varios factores han contribuido a su rapida aceptacion, ya que cuenta con un
promotor derivado del gen alcohol oxidasa I (AOX1) que es especialmente adecuado para
la expresion controlada de genes heterdlogos; es posible emplear las técnicas necesarias
para la manipulaciéon genética molecular de S. cerevisiae, uno de los sistemas
experimentales mejor caracterizados de la biologia moderna; crece en presencia de
oxigeno, un factor fisiologico clave que facilita su cultivo a altas densidades celulares en
relacion con las levaduras fermentativas; y una decision en 1993 de Phillips Petroleum
Company de liberar el sistema de expresion de K. phaffii a los laboratorios de
investigacion académica, cuya consecuencia ha sido una explosion en la base de

conocimiento del sistema. Mas de 1000 proteinas diferentes se han producido con éxito

en K. phaffii.

Como levadura, K. phaffii es un microorganismo unicelular facil de manipular y cultivar.
Sin embargo, también es un eucariota capaz de realizar muchas de las modificaciones
postraduccionales de las células eucariotas superiores, como plegamiento, formacion de
enlaces disulfuro y glicosilacion (Cereghino y Cregg 2000; Li et al. 2007). Asi, muchas
proteinas que terminan como cuerpos de inclusidon inactivos en bacterias se producen
como moléculas biologicamente activas en K. phaffii. El sistema de K. phaffii también se
considera generalmente como mas rapido, mas facil y menos costoso de usar (Macauley-
Patrick et al. 2005) que los sistemas de expresion derivados de eucariotas superiores

(Higgins y Cregg 1998), como los sistemas de células de cultivo de tejidos de insectos y
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mamiferos, y por lo general posibilita mayores niveles de expresion (Romanos et al. 1992;

Li et al. 2007).

2.2.2 Secrecion de proteinas heterdlogas

Con K. phaffii, las proteinas heterologas pueden expresarse intracelularmente o secretarse
en el medio. K. phaffii secreta niveles bajos de proteinas enddgenas y debido a que su
medio de cultivo no contiene proteinas afiadidas, una proteina heterdloga secretada
comprende la gran mayoria del total de proteinas en el medio. Por lo tanto, la secrecion
sirve como un primer paso importante en purificacion, separando la proteina heteréloga
del grueso de las proteinas celulares. La secrecion requiere la presencia de una secuencia
sefal en la proteina heterdloga para dirigirla hacia la via secretora. Diferentes secuencias
sefiales de secrecion se han utilizado con éxito, aunque el éxito ha sido variable. La
secuencia prepro del factor alfa de S. cerevisiae se ha utilizado como senal de secrecion

con mucho éxito (Higginhs y Cregg 1998).

2.2.3 Cepas de K. phaffii utilizadas en la expresion de proteinas heterologas
Todas las cepas de expresion de K. phaffii son derivados de NRRL-Y 11430 (Laboratorios

de Investigacion Regional del Norte, Peoria, IL) (Tabla 1). La mayoria tiene una mutacioén
en el gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4) para permitir la seleccion de vectores de
expresion que contienen HIS4 tras la transformacion. También estan disponibles otras
combinaciones de genes biosintéticos/huéspedes mutantes auxotroficos, pero se usa con
menos frecuencia. Todas estas cepas crecen en medios complejos, y requieren
suplementacion con histidina (u otro nutriente apropiado) para crecimiento en medios

minimos.

Hay tres tipos de cepas huésped disponibles resultante de deleciones en uno o ambos genes
AOX que varian con respecto a su capacidad para utilizar metanol. Las cepas con genes
AOX eliminados a veces son mejores productores de una proteina heteréloga que las cepas
de tipo salvaje. Estas cepas también requieren mucho menos metanol para inducir la
expresion, lo que puede ser util en fermentacion a gran escala donde una gran cantidad de

metanol a veces se considera un riesgo de incendio importante (Higgins y Cregg 1998).



Sin embargo, uno de los sistemas de expresion mas utilizado emplea la cepa GS115 (his4),
que es de tipo salvaje con respecto a los genes AOX1 y AOX2 y crece en metanol, de forma
similar a la de tipo salvaje (fenotipo de utilizacion de metanol mas [Mut']). KM71 (his4
arg4 aox16::ARG4) es una cepa en la que el gen cromosémico AOX] es mayoritariamente
eliminado y reemplazado con el gen ARG4 de S. cerevisiae. Como resultado, esta cepa
debe depender del gen 40X2 que es mucho mas débil que AOX! y crece en metanol a un
ritmo lento [fenotipo de utilizacion de la via de metanol lenta (Mut®)]. Con muchos
vectores de expresion de K. phaffii, es posible insertar un casete de expresion y eliminar
simultineamente el gen AOXI de una cepa Mut'. La cepa MC100-3 (his4 argd
aox16::SARG4 aox26::Phis4) tiene ambos genes 40X eliminados y es totalmente incapaz
de crecer en metanol [fenotipo de utilizacion de la via del metanol menos (Mut")] (Serrano-
Rivero et al., 2016; Higgins y Cregg 1998). Algunas proteinas heterdlogas secretadas son
inestables en el medio de cultivo de K. phaffii en el que son rapidamente degradados por
proteasas. Principales proteasas vacuolares parecen ser un factor significativo en la
degradacion, particularmente en cultivos de fermentadores, debido al entorno de alta
densidad celular en combinacion con la lisis de un pequefo porcentaje de células. El uso
de cepas huésped que son defectuosas en estas proteasas han demostrado ayudar a reducir
la degradacion en varios casos. SMD1163 (his4 pep4 prbl), SMDI1165 (his4 prbl), y
SMD1168 (his4 pep4) son cepas deficientes en proteasa que pueden proporcionar un

entorno mas adecuado para la expresion de ciertas proteinas heterdlogas.

Tabla 1. Cepas de K. phaffii utilizadas en la expresion de proteinas heterdlogas

Cepa Genotipo Fenotipo Caracteristicas
Y-11430 Silvestre Silvestre Consumo de metanol alto
X33 Silvestre Silvestre Consumo de metanol alto
Consumo de metanol alto,
GS115 his4 Mut™, su-
auxotrofas a histidina
) Consumo de metanol bajo,
KM71 his4, arg4, aox1::SARG4 Mut®, his
auxotrofas a histidina
his4 arg4 aoxiA :: SARG4 Incapaz de consumir el metanol,
MC100-3 Mut, su
aox2A4 :: Phis4 auxotrofas a histidina




Consumo de metano alto,
Mut*, His™ deficiente en
SMD1168 pep4, his4 auxotrofa histidina, no produce
proteasas ]
proteinasa A

Consumo de metano alto,
Mut*, His™ deficiente en
SMD1165 PRBI1, HIS4 auxotrofa histidina, no produce
proteasas ]
proteinasa B

Consumo de metano alto,
Mut*, His" deficiente en o
SMD1163 pep4, prbl, his4 auxotrofa histidina, no produce
proteasas . .
proteinasa A, proteinasa B

2.2.4 Vectores de expresion

Los vectores diseniados para la expresion de proteinas heterdlogas en K. phaffii tienen
varias caracteristicas comunes (Tabla 2). El casete de expresion de genes heter6logos esta
compuesto por secuencias de ADN que contienen el promotor AOXI, seguido de uno o
mas sitios de restriccion Unicos para la insercion del gen heter6logo, seguido de la
secuencia de terminacion transcripcional del gen AOXI de K. phaffii que dirige el
procesamiento 3' y la poliadenilacion eficiente de los ARNm. Muchos de estos vectores
también incluyen el gen HIS4 de K. phaffii como un marcador seleccionable para la
transformacion en huéspedes mutantes his4, asi como por las secuencias necesarias para
la replicacion y el mantenimiento de plasmidos en bacterias (es decir, origen de
replicacion de ColEl y gen de resistencia a ampicilina). Algunos vectores también
contienen secuencias flanqueantes 3' de AOX!I que se derivan de una region del genoma
de K. phaffii y se encuentra inmediatamente después de la region 3' del gen 40X y se
puede utilizar para dirigir fragmentos que contienen un casete de expresion génica para la

integracion por reemplazo de genes en el locus AOX].

Caracteristicas adicionales que estdn presentes en ciertos vectores de expresion de
K. phaffii sirven como herramientas para funciones especializadas. Para la secrecion de
proteinas heterdlogas, se han construido vectores que contienen una secuencia de ADN
que sigue inmediatamente al promotor AOX! que codifica una sefal de secrecion. La mas
frecuente utilizado de estos es la secuencia de prepro del factor alfa de S. cerevisiae. Sin
embargo, los vectores que contienen la secuencia sefal derivada del gen de la fosfatasa

acida de K. phaffii (PHO1) también esta disponible.



Se han desarrollado vectores con marcadores dominantes de resistencia a farmacos que
permiten el enriquecimiento de cepas que reciben multiples copias de casetes de expresion
durante la transformacion. Un conjunto de vectores (pPIC3K y pPIC9K) contiene el gen
bacteriano de resistencia a la kanamicina y confiere resistencia a altas niveles de G418 en
cepas que contienen multiples copias de estos vectores. Otro conjunto de vectores (la serie
pPICZ) contiene el gen Sh ble de Streptoalloteichus hindustanus. Este gen es pequeiio
(375 pb) y confiere resistencia al farmaco zeocina en Escherichia coli (Higgins y Cregg

1998).

Tabla 2.Vectores de expresion utilizados en la expresion de proteinas heterdlogas en K. phaffii

Vectores de Marcador de

expresion seleccion Caracteristicas
pPIC3K HIS4 y kanr |Sitio multiple de clonacion; seleccion de cepas multicopias con G418.
PICZ Bler Sitio miltiple de clonacion; seleccion de cepas multicopias con zeocina;
P fusion de la proteina heterologa con etiqueta de seis histidinas.
Pgap, sitio multiple de clonacion, seleccion con zeocina, fusion de la
PGAPZ Bler proteina heterdloga con etiqueta de seis histidinas.
pPICY HIS4 Paoxi acoplado a factor de secrecion a-MF, sitios Xhol, EcoRI, Notl,

SnaBI y Avrll para insercion.

Paoxi1 acoplado a factor de secrecion a-MF, sitio multiple de restriccion,
pPICZa Bler generacion de multicopias, seleccion con zeocina, fusion de la proteina
heter6loga a una cola de seis histidinas.

Pgar acoplado a factor de secrecion a-MF, sitio multiple de restriccion,
pGAPZa Bler seleccion con zeocina, fusion de la proteina heterdloga a una cola de seis
aa histidinas.

Otra caracteristica presente en ciertos vectores (por ejemplo, pAO815 y pPICZ serie de
vectores) es que estan disefiados para facilitar la construccion de vectores de expresion
con multiples copias del casete de expresion. Multiples copias de un casete de expresion
se introducen en estos vectores mediante la insercion de un casete de expresion unido por
un sitio BamHI y Bglll, en el sitio BamHI de un vector que ya contiene una sola copia de
casete de expresion. La union entre los dos casetes ya no puede ser escindida por ninguna

de los dos enzimas que permiten la insercion de otro casete unido a BamHI-BglII en el



mismo vector para generar un vector con tres copias de casete. El proceso de adicion se
repite hasta que haya entre 6 y 8 copias de un casete en un solo vector que luego se
transforma en la cepa huésped de K. phaffii. Finalmente, los vectores que contienen un
promotor constitutivo de K. phaffii derivado del gen de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) de K. phaffii se encuentran también disponibles. El Pgap es una
alternativa conveniente al promotor AOX] para la expresion de genes cuyos productos no
son toxicos para K. phaffii. Ademas, su uso no implica el uso de metanol, que puede ser

problematico en algunos casos (Higgins y Creeg 1998).
2.3 Transformacion

Los métodos empleados para la transformacion mediada por ADN de K. phaffii son
similares a los de S. cerevisiae y conducen a resultados similares. K. phaffii puede ser
transformado por fusion de esferoplastos, o por métodos de células enteras como
electroporacion o coprecipitacion de ADN con cloruro de litio, cloruro de calcio o
polietilenglicol. La electroporacion es un método simple y rapido para transformar

K. phaffii, es el método recomendado y comunmente usado (Cregg et al. 2018).
2.4 Integracion de vectores en el genoma de K. phaffii

Como en S. cerevisiae, los ADN de vectores lineales pueden generar transformantes
estables de K. phaffii via recombinacion homologa entre secuencias compartidas por el
vector y genoma huésped (Cregg et al. 1987). Tales transformantes muestran fuerte
estabilidad en ausencia de presion selectiva, incluso cuando se presenta en multiples
copias. Todos los vectores de expresion de K. phaffii portan al menos un segmento de
ADN (el fragmento del promotor AOXI o GAP) con sitios de restriccion Unicos que
pueden usarse para dirigir el vector para que se integre en el genoma del huésped por un
solo evento de insercidon de tipo cruzado. Los vectores que contienen el gen HIS4 de
K. phaffii también se pueden dirigir para que se integren en locus his4 genomico de

K. phaffii (Invitrogen 2010).



2.5 [Estrategias para una seleccion eficiente de transformantes

Una variedad de marcadores seleccionables ha sido caracterizada e incorporada a los
vectores de expresion de K. phaffii. Estos marcadores se pueden dividir en dos subgrupos:
(a) marcadores biosintéticos, incluidos HIS4, ARG4, ADEI, URA3; y (b) marcadores de
resistencia a farmacos, incluido el gen kanR y el gen Sh ble que confieren resistencia a
G418 y zeocina, respectivamente. Combinaciones de estos diferentes marcadores se

emplean para la seleccion eficiente de transformantes verdaderos.

La primera estrategia adoptada para generar cepas recombinantes fue la transposicion de
una sola copia del gen foraneo en el sitio AOX1, ya que este tipo de transformante es el
mas estable, y en algunos de los primeros estudios produjo niveles razonables de producto.
Se han acumulado numerosos ejemplos donde se han utilizado transformantes multicopia
para aumentar los rendimientos Y,x. Un aspecto importante de la seleccion eficiente de
transformantes de K. phaffii es la seleccion de transformantes multicopia 'y,

posteriormente, la determinacion del nimero exacto de copias.

Para determinar el nimero absoluto de copias del vector, el ADN genomico total de cepas
transformadas se aisla primero, y luego se utiliza el analisis de transferencia de Southern
para determinar la estructura cromosomica del ADN del vector integrado (es decir, el sitio
de integracion, el nimero copia de genes AOXI o HIS4, y si se ha producido el reemplazo
del gen AOXI). También se han desarrollado métodos por qPCR para la determinar el
numero de copias del casete de expresion integrados en el genoma de la levadura (Abad
et al. 2010). En los casos en que se disponga de un buen ensayo para la deteccion de
proteina expresada, la seleccion puede llevarse a cabo directamente mediante los niveles

de produccion sin ningin conocimiento previo del nimero de copias (Laroche et al. 1994).
2.6 Integracion de vectores en el genoma de K. phaffii

Los elementos reguladores trabajan en conjunto para garantizar que el gen se exprese en
las condiciones adecuadas dependiendo del estado metabdlico y ambiental de las células.
Los elementos reguladores -cis son secuencias especificas de ADN que se encuentran

cerca del gen de interés y controlan directamente su transcripcion, es decir, son elementos
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que actlian como “interruptores locales” para controlar directamente la actividad del gen.

Dentro de esta clasificacidon se encuentran:

El promotor que contiene sitios especificos donde se une la maquinaria de
transcripcion, como la RNA polimerasa II, para iniciar la transcripcion del gen.
Los enhancers son secuencias activadoras que incrementan la eficiencia de la
transcripcion al reclutar factores de transcripcion especificos.

Los silencers son secuencias que pueden inhibir la transcripcion al interactuar con
proteinas represoras.

La caja TATA es una region clave dentro del promotor que guia la formacion del
complejo de iniciacion de la transcripcion.

Las UAS (secuencias de activacion Upstream) en levaduras, son regiones rio
arriba del gen que actuan como activadores transcripcionales al atraer factores de

transcripcion.

Los elementos reguladores -frans son factores moleculares (proteinas o ARN) que

interactuan con los elementos -cis para regular la expresion del gen, es decir, son los

“reguladores modviles” que interactiian con los elementos -cis para activar o reprimir la

transcripcion, dependiendo de las sefiales celulares y ambientales. Dentro de esta

clasificacidn se encuentran:

Los factores de transcripcion activadores. En el gen GAPDH, factores especificos
como los activadores de genes implicados en el metabolismo de carbohidratos
(p. €j., HAP, GCR1/GCR?2 en levadura) pueden unirse a las UAS para potenciar la
transcripcion. Estos activadores estan regulados por la disponibilidad de glucosa y
otras fuentes de carbono, lo que garantiza que el gen GAPDH se exprese cuando
es necesario para la glucolisis.

Los factores de transcripcion represores en condiciones de escasez de carbono o
estrés pueden unirse a elementos -cis especificos para reducir la transcripcion.
Los cofactores y remodeladores de cromatina son proteinas que alteran la
estructura de la cromatina cerca del gen GAPDH, facilitando o dificultando el

acceso de la RNA polimerasa I y otros componentes.
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Debido a que el gen GAPDH desempefia un papel clave en la glucdlisis, su expresion esta

fuertemente regulada por las condiciones metabolicas. Por ejemplo:

- En presencia de glucosa, los factores activadores como GCR1 y GCR2
incrementan su transcripcion.
- En ausencia de glucosa, el gen puede ser reprimido o su transcripcion modulada

segun las necesidades celulares.

Los elementos reguladores aseguran que la expresion del gen sea eficiente y adaptativa,

ajustandose a las necesidades energéticas de la célula (Struhl 1989).
2.7 Los promotores transcripcionales

Los promotores son un elemento critico en el disefio de vectores de expresion y por tanto
son probablemente la parte genética mas caracterizada y diseniada en muchos sistemas de
levaduras. Los promotores constitutivos o inducibles bien caracterizados con una fuerte
actividad transcripcional se usan para lograr la sobreproduccion de la proteina
recombinante. Los promotores mas utilizados en la produccion de proteinas

recombinantes en levaduras se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Promotores mas frecuentes utilizados para la produccion de proteinas recombinantes en levaduras

Hospedero Promotores constitutivos Promotores inducibles

S. cerevisiae ADHI1, GAPDH, PGK1, TPI, ENO, PYKI1, TEF GALI1-10, CUP1, ADH2
K. lactis PGK LAC4, ADH4

Y. lipolytica TEF, RPS7, XPR2/hp4d POX2, POT1, ICL1
K. phaffii GAP, TEF, PGK, YPT1 AOX1, FLDI1, PEXS8

En K. phaffii usualmente se utilizan los vectores de expresion con el promotor del gen
AOXI (Paoxi) inducible con metanol. Hasta la fecha se han producido mas de 300
proteinas recombinantes usando este promotor. Pese a que se tienen altos rendimientos
empleando el Paoxi, el uso de metanol resulta ser peligroso y su manejo en grandes

volimenes es costoso. Ademas, el metabolismo del metanol genera una gran cantidad de
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calor y una alta demanda de oxigeno puro durante el cultivo que puede llegar a limitar el
crecimiento celular, incrementa el costo productivo y limita la capacidad de fermentacion

a gran escala.

El metanol es un sustrato barato y facilmente disponible en el momento en que se
desarroll6 el sistema K. phaffii. Sin embargo, la amplia gama de aplicaciones en el campo
de la produccion de proteinas que han sido desarrolladas a lo largo de los afios ha puesto
de manifiesto la necesidad de un sustrato controlable, menos volatil y menos inflamable
para la induccion. Una estrategia para eludir la necesidad de metanol es la ingenieria del
Paox1 para aislar variantes que permitan niveles transcripcionales sustanciales en glucosa
o desrepresion de glicerol, como el promotor MOX de Hansenula polimorfa (Sudbery et
al. 1988). Ademas, también existe la necesidad de promotores con fuerza variable. En este
contexto, Hartner et al. en 2008 (Hartner et al. 2008) construyeron una mutante del P aox1
de diferente fuerza transcripcional. Ademas de AOX1, K. phaffii tiene una segunda alcohol
oxidasa que se expresa a bajos niveles, pero no ha dado buenos resultados en la produccion
de altos niveles de la proteina recombinante, por lo que se ha incrementado la bisqueda
de promotores alternativos al Paoxi (Calik et al. 2015), siendo el promotor del gen

GAPDH (Pgapr) uno de los promotores alternativos mas empleados (Vogl y Glieder 2013).

El Pgap promueve la transcripcion de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) que es una enzima clave en las rutas de la glicdlisis y la gluconeogénesis. Con
Pcgar se reduce el tiempo de cultivo, lo que simplifica el proceso para la produccion de
proteinas. En funcion de la fuente de carbono empleada, se pueden tener niveles de
produccion de proteinas similares e incluso mayores respecto al sistema controlado por el
Paoxi (Vogl y Glieder 2013). Por ejemplo, se ha producido hasta 400 mg/L de quitinasa
recombinante activa en fermentador de 1.5 L (Goodrick et al. 2001). Ademas, se ha
reportado que la pro-acualisina con 38 kDa se secretaba a niveles de 1 g/L en experimentos
con matraces (Olezdzka et al. 2003). En comparacion con Paoxi, PGap permite niveles de
expresion mas altos en algunos casos. Por ejemplo, la expresion del péptido de mamifero
transportadores hPEPT1 y rPEPT2 usando el Pgap rindié cinco veces mas niveles de

expresion que usando el clasico Paoxi (Doring et al. 1998).
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2.8 Los terminadores transcripcionales

2.8.1 Generacion de los extremos 3° del ARNm por cortes enzimaticos y
poliadenilacion

Los extremos 3’ de los ARNm se generan mediante una escision que es seguida de la
adicion de poli (A). Experimentos previos han demostrado que la adicion de 3°-
desoxiadenosina, también conocida como cordicepina, no detiene la transcripcion del
ARN nuclear, pero si la aparicion de ARNm en el citoplasma. Esto muestra que la

poliadenilacién es necesaria para la maduracion del ARNm.

La generacion del extremo 3’ se ilustra en la Figura 1. La secuencia AAUAAA es
necesaria para el corte enzimatico y la poliadenilacion. La ARN polimerasa transcribe
pasado el sitio correspondiente al extremo 3’, y las secuencias en el ARN se reconocen
como dianas para un corte endonucleolitico seguido de poliadenilacion. Un solo complejo
de procesamiento realiza tanto el corte como la poliadenilacion. La secuencia poli (A)
estabiliza el ARNm contra la degradaciéon del extremo 3’. Su extremo 5’ ya esta
estabilizado por CAP. La polimerasa de ARN contintia la transcripcion después de la
escision, pero el extremo 5° generado por la escision es desprotegido y degradado (Lewin

2012).

Sitio de corte

s 2

Endonucleasa

BN NN N
Exonucleasa s,.t
Degradacioni
Poliadenilacion

5' cap AAUAAA 2

Figura 1. La secuencia AAUAAA es necesaria para el corte enzimatico y la poliadenilacion.
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El evento de escision proporciona un desencadenante indirecto para la terminacion de la
transcripcion por la ARN polimerasa II. Una exonucleasa se une al extremo 5 del ARN
que continua siendo transcrito después de la escision, y degrada el ARN mas rapido de lo
que se sintetiza por la ARN polimerasa. Luego interactia con proteinas auxiliares que se
unen al dominio carboxi-terminal de la polimerasa, y esta interaccion desencadena la
liberacion de la ARN polimerasa del ADN, causando la terminacion de la transcripcion.
El modelo general es similar al de la proteina rho en la terminacién de la transcripcion por
la ARN polimerasa bacteriana. Esto explica por qué los sitios de terminacion para la ARN
polimerasa II no estan bien definidos, pero puede ocurrir en diferentes lugares dentro de
la region ubicada rio abajo del sitio de corte y poliadenilacion. Una caracteristica comun
de los ARNm en eucariotes superiores (pero no en levadura) es la presencia de la secuencia
altamente conservada AAUAAA en laregion de 11 a 30 nucledtidos rio arriba del sitio de
la adicion de poli (A). La delecion o mutacion del hexamero AAUAAA evita la generacion
del extremo 3’ poliadenilado. La sefial es necesaria tanto para la escision como para la

poliadenilacion.

Estudios in vitro demostraron la secuencia de reacciones (Figura 2) que dan lugar a la
generacion de la adecuada estructura del extremo 3°. Se requiere de una endonucleasa que
se compone de CFI y CFII para escindir el ARN, de una poli (A) polimerasa (PAP) para
sintetizar la cola de poli (A) y un componente de especificidad (CPSF) que reconoce la
secuencia AAUAAA vy dirige las demas actividades. Un factor estimulante, CstP, se une
a una secuencia rica en G-U que se encuentra rio abajo del propio sitio de escision. El
factor de especificidad contiene cuatro subunidades, que juntas se unen especificamente
al ARN que contiene la secuencia AAUAAA. Las subunidades son proteinas que tienen
motivos de union a ARN comunes, pero que por si mismas se unen inespecificamente al
ARN. Son necesarias las interacciones proteina-proteina entre las subunidades para
generar el sitio de union a AAUAAA especifico. CPSF se une fuertemente a AAUAAA
solo cuando CstF también estd presente para unirse al sitio rico en G-U. El factor de

especificidad es necesario para las reacciones de escision y de poliadenilacion.
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Figura 2. Complejo de procesamiento del extremo 3 del ARN.
CPSF (componente de especificidad) y CstF (factor estimulante) constan cada uno de varias subunidades;
los otros componentes son monoméricos. La masa total es > 900 kDa.

Se forma un complejo entre la endonucleasa y la poli (A) polimerasa, y este complejo
generalmente realiza la escision seguida de la poliadenilacion de una manera
estrechamente acoplada. Los dos componentes CFI y CFII (factores de escision I y 1I),
junto con el factor de especificidad son necesarios y suficientes para la escision
endonucleolitica. La poli (A) polimerasa tiene una actividad catalitica con efecto
inespecifico; pero cuando se combina con los otros componentes, la reaccion sintética se
vuelve especifica para el ARN que contiene la secuencia AAUAAA. La reaccion de
poliadenilacion pasa por dos etapas. Primero, se agrega secuencia corta de oligo (A) (-10
residuos) hasta el final de 3°. Esta reaccion es absolutamente dependiente de la secuencia
AAUAAA, y la poli (A) polimerasa lo realiza bajo la guia del factor de especificidad. En
la segunda fase, la cola del oligo (A) se extiende hasta una longitud total de 200 residuos.
Esta reaccion requiere del factor estimulante que reconoce la cola con el oligo (A) y dirige

la poli (A) polimerasa especificamente para extender el extremo 3 'de la secuencia poli

(A).
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La poli (A) polimerasa por si misma agrega residuos A individualmente a la posicion 3°.
Su modo de accion es distributivo; se disocia después de que se haya agregado cada
nucledtido. Sin embargo, en presencia de CPSF y PABP (unioén poli (A) proteina),
funciona procesivamente para extender una cadena de poli (A) individual. E1 PABP es
una proteina de 33 kDa que se une estequiométricamente al tramo de poli (A). La longitud
de poli (A) es controlado por el PABp, que de alguna manera limita la accion de la poli
(A) polimerasa a -200 adiciones de residuos A. El limite puede representar la acumulacion
de una masa critica de PABP en la cadena de poli (A). PABP se une al factor de iniciacion
de la traduccion elF4G, generando asi un circuito cerrado en el que un complejo de

proteinas contiene los extremos 5’ y 3’ del ARNm.

2.8.2 Funcionamiento de los terminadores transcripcionales poliadenilados

La presencia de poli (A) en la cola de 3’ de un ARNm estimula la unidon de un complejo
de iniciacion de la traduccion elF4F en el extremo de 5' (heterotrimero conformado por
elF4G (proteina andamio o scaffold protein), eIF4E (se une al extremo 5° cap-metilado y
elF4A (helicasa que desune la doble cadena del extremo 5°). Para este efecto se requiere
de la proteina de union a poli (A) (Pab Ip en levadura). Pab Ip se une a la proteina eIlF4G.
Esto implica que el ARNm tendra una organizacion circular tanto tiempo como elFG esté

unida a los extremos 5'y 3' del mRNA.

La unién de la PABP al factor de iniciacion eIF4G genera un bucle cerrado, en el que los
extremos 5’ y 3’ del ARNm se acercan por estar retenidos en el mismo complejo proteico

(Figura 3).

Figura 3. Factores de iniciacion de la traduccion.
elF4F (heterotrimero conformado por eIF4E, elF4A y elF4G).

La importancia de la formacion de este circuito cerrado no esta clara, aunque podria tener

varios efectos, como:
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- Estimular el inicio de la traduccién. Cuando el proceso de traduccion termina en
el extremo 3’, las subunidades ribosomales liberadas ya estan en la proximidad
del extremo 5'.

- Estabilizar el ARNm contra la degradacion.

- Permitir la union de factores al extremo 3’ para regular el inicio de la traduccion.

La eliminacion de poli (A) inhibe el inicio de la traduccién in vitro y el agotamiento de

PABP tiene el mismo efecto in vivo en levaduras.

Estos efectos podrian depender de la union de PABP al complejo de iniciacion en el
extremo 5' del ARNm. Hay muchos ejemplos en el desarrollo embrionario temprano en
los que la poli (A) de un ARNm particular se correlaciona con su traduccion. En algunos
casos, los ARNm se almacenan en forma no poliadenilada y se agrega poli (A) cuando se
requiere su traduccion; en otros casos, el ARNm poli (A)" se de-adenilan y su traduccion

se reduce.

2.8.3 Seiiales de poliadenilacion en la region 3’'UTR

El estudio de unos pocos genes ha permitido identificar tres elementos que constituyen
una sefal de poliadenilacion de levadura: el elemento de eficiencia, el elemento de

posicionamiento y el sitio real para la escision y la poliadenilacion.

La formacion del extremo 3’ del ARNm en células eucariotas implica la escision
endonucleolitica en un sitio especifico del ARNm precursor acoplado en la mayoria de los
casos a la polimerizacion de una cola de poli (A) sobre el fragmento de escision rio arriba
(Zhao et al. 1999). Este proceso es un paso esencial en la sintesis de ARNm eucaridtico
porque la cola poli (A) funciona en la renovacion del ARNm (Beelman y Parker 1995) y

en la traduccion (Sachs et al. 1997).

El minucioso analisis realizado por Guo y Sherman (Guo y Sherman 1996) en el gen CYC/
de S. cerevisiae ha permitido la identificacion de tres elementos trabajando en conjunto,
que no soOlo son necesarios sino también suficientes para constituir una sefal de
poliadenilacion de levadura. El elemento de eficiencia (EE), cuya supresion disminuye la
eficiencia del procesamiento. Es un elemento rico en TA. El elemento TAGTATGTA fue

el primer hexanucledtido propuesto como una seial de poliadenilacion, revelando que
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TAYRTA es esencial para esta funcion y que la secuencia TATATA tiene la mejor
capacidad para la formacion de extremos 3'. Ademas, los dos residuos T en la primera y

quinta posicioén son los nucledtidos mas esenciales en esta secuencia (Irniger y Braus

1994).

El segundo elemento de la sefnal de poliadenilacion es un elemento de posicionamiento
rico en A, cuyo reconocimiento parece estar estrechamente relacionado con la escision en
el sitio PyAn rio abajo mas cercano, generalmente ubicado entre 13 y 27 nucledtidos rio
abajo. Las secuencias identificadas hasta ahora para esta funcién han sido AAAAAAAA,
TTAAGAAC, AAAA, AATAATGA y AATAAA, siendo esta ultima la sefial més fuerte
y posible consenso (Van Helden et al. 2000).

2.9 Modificaciones Postraduccionales

K. phaffii tiene el potencial de realizar muchas de las modificaciones postraduccionales
tipicamente asociadas con los eucariotas superiores. Estos incluyen procesamiento de
secuencias sefial (tanto pre- como tipo prepro), plegamiento, formacion de puentes

disulfuro y O- y N-glicosilaciones.

La glicosilacion de proteinas eucariotas heterdlogas secretadas por K. phaffii y otros
hongos pueden ser problematicos. En los mamiferos, los O-oligosacéaridos se componen
de una variedad de aztcares, incluyendo N-acetilgalactosamina, galactosa y acido siélico.
Por el contrario, los eucariotas inferiores, incluido K. phaffii, agregan O-oligosacaridos

compuestos unicamente de residuos de manosa (Cregg et al. 2000).

Existen enzimas disponibles comercialmente que reconocen la estructura del ntcleo con
alto contenido de manosa y catalizan la hidrdlisis del enlace GIcNAcB—1,4GIcNAc en el
nucleo, resultando en la liberacion del oligosacarido, generalmente resultando la
disminucioén suficiente en la masa aparente que se puede detectar utilizando SDS-PAGE.
La Endo-B-N-acetilglucosaminidasa H (Endo H) es una de esas enzimas que se ha
utilizado ampliamente para este objetivo. El otro tipo de enzima utilizada para la
liberacion del oligosacarido ligado a N no es especifico para el alto contenido de manosa
o estructuras de tipo complejo, y cataliza la hidrolisis de los enlaces GIcNAcB-Asn

(Bretthauer y Castellino 1999).
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2.10 Cultivo celular. Fuente de carbono, velocidad especifica de crecimiento y

cinética de produccion

K. phaffii es capaz de crecer en muchas fuentes de carbono y energia (Inan y Meagher
2001), de las cuales el glicerol, la glucosa y el metanol son los mas utilizados. En
comparacion con los promotores inducibles, existe mayor disponibilidad de fuentes de
carbono para la expresion génica heterdloga en K. phaffii con sistema de expresion
constitutivo. La glucosa, el glicerol, el acido oleico y el metanol son las fuentes de carbono
para el sistema de expresion Pgap. Aunque sigue siendo una disputa sobre cudl es la mejor
para la expresion, la glucosa y el glicerol son los preferibles para este sistema de expresion
(Zhang et al. 2007; Garcia-Ortega et al. 2013, Looser et al. 2015; Zepeda et al. 2018; Liu
etal. 2016; Dou et al. 2021).

Durante el cultivo de microorganismos ocurren varias fases de crecimiento caracterizadas
por las variaciones en la velocidad especifica de crecimiento. Como definicion clasica se
asume la siguiente consecucion de fases (Figura 4): La fase de retraso donde la velocidad
especifica de crecimiento es nula, en la fase de aceleracion aumenta la velocidad
especifica de crecimiento, en la fase exponencial la velocidad especifica de crecimiento
es constante y maxima, en la fase de retardo disminuye la velocidad especifica de
crecimiento, luego le sucede la fase estacionaria con velocidad especifica de crecimiento

nula y la fase de declive con velocidad especifica de crecimiento negativa (Monod 1949).

(=)

ot

A

Velocidad especifica de crecimiento

Log, e

Tiempo

Figura 4. Fases de crecimiento microbiano.
Curva inferior: logaritmo de la densidad celular. Curva superior: variaciones en la velocidad especifica de
crecimiento. Las lineas punteadas verticales marcan los limites de las fases (Monod 1949).
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Para la determinacion de la velocidad especifica de crecimiento maxima (p) se calcula la
pendiente de la curva de crecimiento expresada como logaritmo natural de la densidad

celular vs tiempo en su fase exponencial (Figura 5).

LnDC

0 20 40 60 80
Tiempo (h)

Figura 5. Representacion de la velocidad especifica de crecimiento.
(p) como la pendiente del In (DC) vs el tiempo (Looser et al. 2015).

La determinacion cuidadosa de  es esencial para el disefio de las estrategias de cultivo en
las que el crecimiento se mantiene en un cierto valor 6ptimo mediante la adicion
controlada del sustrato de la fuente carbono en el modo de lote alimentado (Looser et al.

2015).

Referente a este tema, varios han sido los estudios realizados con el sistema de expresion
de K. phaffii para evaluar la influencia de las fuentes de carbono mas comunmente usadas
(glucosa y glicerol) y la velocidad especifica de crecimiento (p) en la produccion de
proteina recombinante bajo el promotor Pgap. Los resultados reportados no son
definitorios porque aun son motivo de debate. Algunos autores han revelado que la
fortaleza de Pgap varia en funcion de la fuente de carbono empleada durante el crecimiento
celular. En presencia de glucosa la expresion de B-lactamasa resultd significativamente
mayor comparada con el usual Paox: en cultivos con metanol (Waterham et al. 1997). En
la produccién de una proteina factor estimulante de colonias de macrofagos (hGM-CSF)
observaron que con la variacion de parametros operacionales (pH, temperatura) o incluso
a diferentes velocidades especificas de crecimiento (p) el rendimiento Ypx no tuvo
variaciones significativas con valores constantes alrededor de 2.5 mg/g y solo la fuente de
carbono fue el pardmetro que influyd significativamente en Y,x, siendo mejor en
presencia de glucosa que en glicerol (Yogender et al. 2006). Sin embargo, en la evaluacion

de diferentes fuentes de carbono para la produccién de angiostatina resultd mejor el
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glicerol que la glucosa o el metanol (Zhang et al. 2007). Otros autores recomiendan el
empleo de ambas fuentes de carbono en las distintas etapas del proceso de cultivo
empleando el glicerol para la primera etapa de cultivo por lote y el empleo de glucosa para
la etapa de cultivo alimentado, aunque esta estrategia solo incrementd en 1.1 el Ypx
respecto a la combinacion glicerol-glicerol, la decision se basé en el empleo de la glucosa,
debido a que proporciona un menor generacion de calor y demanda de oxigeno por unidad

de biomasa en comparacién con el glicerol (Garcia-Ortega et al. 2013).

La posible diferencia en el incremento de los Ypx en presencia de glucosa respecto a
glicerol pudiera deberse entre otros aspectos a que el glicerol no es una fuente de carbono
fermentable y K. phaffii no se considera una levadura fermentativa, sin embargo hay
acumulacion de etanol durante el cultivo cuando se usa glicerol a velocidades altas de
alimentacion (Zepeda et al. 2018). Se ha observado que la actividad de Pgap en células
creciendo con glicerol y metanol es aproximadamente de dos a un tercio los niveles
observados en glucosa, respectivamente (Waterham et al. 1997, Cereghino y Cregg 2000,

Zepeda et al. 2018).

Se ha reportado ademads altos niveles de transcritos del gen heterélogo en glucosa y los
mayores niveles de Ypx extracelular en glicerol indicando que los niveles de transcritos
por ellos mismos no son suficientes para predecir los niveles de produccion de proteina
(Liu et al. 2016; Dou et al. 2021). Este fendémeno pudiera explicarse por el hecho de que
las condiciones de cultivo que producen los menores niveles de transcritos también
producen los mayores Yp/x, por ejemplo en la produccion de FTEII bajo la regulacion de
Pcar (Herrera-Estala et al. 2022). Esto se debe a una menor represion catabolica que
permite la sobre regulacion de los genes KAR2 y PSAI-1, que son genes relacionados con

la via de secrecion mas que con el incremento de la transcripcion de los genes heterologos.
2.11 Antecedentes directos

En nuestro laboratorio se han realizado estudios de expresion de la proteina heterdloga
FTEIl en K. phaffii con la combinaciéon de elementos reguladores Paoxi-Taoxi
(Guerrero-Olazaran et al. 2010) y mas recientemente, por las ventajas que ofrece el

empleo del Pcap, se realizaron analisis de expresion de FTEII con la combinacion
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Pgar-Taox1 (Herrera-Estala et al. 2022). El estudio se realizé con una cepa multicopia del
gen heterologo para la producciéon de FTEII en condiciones de cultivo optimizadas,
empleando glicerol como fuente de carbono. Los resultados indicaron una relacion
inversamente proporcional entre la Qp y la velocidad especifica de crecimiento. Los
cultivos realizados con pu bajas (0.054 h'!) mostraron los mayores valores de Qp y Ypix
extracelular. Estos resultados difieren de los previamente reportados por otros autores
(Looser et al. 2017, Garcia-Ortega et al. 2013) para cepas productoras de proteinas
recombinantes empleando el Pgap. A pesar de los esfuerzos en la optimizacion de los
parametros del proceso de produccion, el rendimiento Ypx resultd 5.3 veces menor que

los reportados por Guerrero-Olazarén et al. en 2010.

Estos resultados son indicio de que la expresion del gen heterdlogo FTEII en cepas de
K. phaffii con Pgap pudiera estar influenciada por condiciones ambientales, por factores
moleculares o por la combinaciéon de ambos, indicando la necesidad de estudiar el Y px
extracelular, y los niveles de expresion de FTEII en K. phaffii que contengan el gen
heter6logo con la combinacion de los elementos reguladores Pgap-Taoxi 0 Pgar-Tcap en
cepas con igual nimero de copias y transformadas en el mismo sitio de insercion del

genoma de la levadura.
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3 JUSTIFICACION

El desarrollo de la ingenieria genética ha favorecido el avance de la industria
biotecnoldgica mediante la obtencion de proteinas recombinantes con aplicacion en los
sectores farmacéutica, agropecuaria, acuicola. Entre los sistemas de expresion mas
utilizados destaca la levadura K. phaffii, debido al promotor fuerte y regulable por metanol
de la enzima alcohol oxidasa (Paoxi), y a su capacidad para alcanzar altas densidades

celulares en biorreactores con medios econdmicos.

Sin embargo, el uso del metanol presenta importantes limitaciones: es altamente
inflamable, lo que dificulta su almacenamiento en grandes cantidades; es un derivado del
petroleo por lo que se prohibe su empleo en la obtencion de alimentos o suplementos
nutricionales. Para evitar o al menos reducir su empleo se han desarrollado promotores
alternativos. Uno de los mas utilizados es el de la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (Pgar); que es un promotor constitutivo y las estrategias de produccion

resultan mas sencillas que con el Paoxi.

A pesar del gran numero de trabajos cientificos que reportan la expresion de genes
heter6logos y la produccioén de proteinas recombinantes en el sistema de expresion de
K. phaffii basados en Pgap aiin hay aspectos ambientales y moleculares que han sido poco
estudiados, como el empleo de diferentes terminadores transcripcionales para potenciar la
expresion génica. Ademas factores como la influencia de la fuente de carbono o la
velocidad especifica de crecimiento continuan siendo temas controversiales en cuanto a
su impacto en la productividad volumética (Qp), especialmente en el caso de proteinas

heter6logas secretadas al medio de cultivo.

El presente trabajo contribuye al aporte de conocimiento cientifico relacionado con el
impacto de las combinaciones de los elementos reguladores Pgap-Taoxi1 ¥y Pcar-Tcar, de
la fuente de carbono (glucosa o glicerol), de la fase de crecimiento celular, y de la
interaccion de todos estos factores en los niveles de transcripcion de un gen heterélogos
reportero y del gen GAPDH enddgeno, asi como en los valores de Ypx extracelular en la
cepa recombinante KM71 de K. paffii. Estos conocimientos resultan de utilidad en la

optimizacion de procesos de produccion de biomoléculas de interés.

24



4 HIPOTESIS

Es posible alterar los niveles de expresion del gen heterdlogo regulado por el Pgap
teniendo como terminador transcripcional la region terminadora del gen GAPDH en lugar

de la region terminadora del gen AOXI de K. phaffii.
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S OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

Evaluar y comparar el efecto de los terminadores transcripcionales AOX! y GAP sobre los

niveles de transcritos del gen heterdlogo FTEIl y del gen endogeno GAPDH, asi como

sobre el rendimiento extracelular Ypx, en cepas recombinantes de K. phaffii que emplean

el promotor GAP para la expresion del gen heterologo.

5.2 Objetivos especificos

Para dar cumplimiento al Objetivo general se propusieron los siguientes objetivos

especificos:

1.

Construir un vector de expresion de K. phaffii conteniendo un casete de expresion
conformado por el promotor constitutivo Pgap, una region codificante de la proteina
recombinante FTEII asociada en su extremo N-terminal con el péptido prepro del
factor a de S. cerevisiae, y la region terminadora del gen GAPDH.

Construir y seleccionar cepas recombinantes de K. phaffii KM71 portadoras del
casete de expresion conformado por el promotor constitutivo Pgap, una region
codificante de la proteina recombinante FTEII asociada en su extremo N-terminal
con el péptido prepro del factor a de S. cerevisiae y la region terminadora del gen
GAPDH de K. phaffii, y cepas de K. phaffii con un casete de expresion similar al
anterior, pero con el terminador de AOX1 en lugar del terminador del gen GAPDH.
Comparar los niveles de expresion del gen heter6logo y del gen GAPDH nativo;
entre la cepa que contiene el promotor y el terminador GAP, con la cepa que
contiene el gen heterdlogo regulado por Pgap y la region terminadora del gen 40X,
y correlacionar los niveles de expresion del gen FTEII con el rendimiento

extracelular Yopx.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugar de trabajo

El proyecto se desarrolld en el Laboratorio de Biotecnologia Molecular (L5) perteneciente
al Instituto de Biotecnologia (IB) de la Facultad de Ciencias Biolégicas (FCB) de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon (UANL).

6.2 Estrategia general

El estudio del efecto del terminador del gen GAPDH en la expresion de un gen heterdlogo
con el promotor del propio gen Pgap, se inicid con la construccion del vector de expresion
pPcapr-FTEII-Tgar (vector con promotor y terminador del gen GAPDH de K. phaffii). Para
ello se realizo el disefio de una secuencia nucleotidica denominada Tgap, que se conformo
con la region terminadora (que incluyo la region 3°’UTR) del gen GAPDH, flanqueada en
sus extremos con los sitios de restriccion de las enzimas Notl y Bsu36l. El servicio de
sintesis de Tgap se contrato a Integrated DNA Technologies Inc. (Coralville, IA, EUA),
quienes proporcionaron la secuencia sintetizada insertada en el vector pUCIDT-AMP al
que se denomind pUCIDTgap. Este vector se clond en la cepa TOP10 de E. coli para su
conservacion y propagacion. Los vectores pUCIDTgar y pGAHFTEII se digirieron con
las enzimas de restriccion NotI-HF 'y Bsu361. El vector pPGAHFTEII (del cepario del
laboratorio L5 del Instituto de Biotecnologia de la UANL) se conforma por el Pgap, la
secuencia que codifica para la region prepro del factor a de S. cerevisiae, el gen heterologo
FTEII (secuencias de interés), y la region terminadora del gen AOX! (Taoxi). De la
digestion enzimatica se obtuvieron los fragmentos de interés necesarios, que se ligaron
con la enzima ADN T4 ligasa. Asi se obtuvo el vector de expresion pPgap-FTEII-Tgap
conformado por: el Pgap, la secuencia que codifica para region prepro del factor a de S.
cerevisiae, el gen heterologo, y la region terminadora del gen GAPDH. Su correcta
construccion se caracterizd por secuenciacion y por la presencia de secuencias consenso

que constituyen sefiales para la poliadenilacion.

Luego se construyeron las cepas KM71/Pgap-FTEII-Tgap y KM71/Pgap-FTEII-Taox: de

K. phaffii. El proceso de transformacion se realizé con células electrocompetentes de la
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cepa nativa KM71 de K. phaffii y cada uno de los vectores de expresion (pPgap-FTEII-
Tcar 0 pGAHFTEII) previamente linealizados con la enzima de restriccion Sall. Las
clonas transformadas se seleccionaron por prototrofia a histidina por su capacidad de
crecimiento en medio selectivo His™. Se comprob¢ la integracion del casete de expresion
al genoma de las células transformadas por PCR de integracion con doble pareja de
oligonucleoétidos, y su funcionalidad por RT-PCR para detectar la presencia de transcritos
expresados por el gen heterdlogo FTEII. Las cepas transformadas se denominaron cepas

PGar-Tagar y Pcar-Taoxi, segun corresponde.

Finalmente, se evalu6 el efecto de la region terminadora del gen GAPDH en los niveles
de expresion del gen heterologo FTEII en comparacion con la region terminadora del gen
AOXI. Este andlisis se realizd entre las cepas Pgar-Tcap ¥ Pcar-Taoxi con igualdad de
dosis génica del gen heter6logo FTEII. La seleccion por dosis génica se realiz6 por qPCR,
utilizando sondas de hidrolisis especificas a una secuencia del gen heterdlogo FTEIl y al
CDS del gen GAPDH nativo. En cada cepa se selecciond una clona unicopia y se comparo
el nivel de expresion del gen heterdlogo FTEII con el del gen GAPDH nativo. Ademas, se
analizo el nivel de expresion del gen heterdlogo y su correlacion con el Ypix extracelular
entre las cepas Pgar-Tcapr y Poar-Taoxi, cultivadas tanto en presencia de glucosa como de

glicerol como fuente de carbono. La estrategia general del proyecto se muestra en la

Figura 6.
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Figura 6. Estrategia general del proyecto.

A. Construccioén del vector de expresion pPgap-FTEII-Tgap con la subclonacion de Tgap en pGAHFTEIL. B.
Construccion de las cepas recombinantes de K. phaffii KM71/Pgap-FTEII-Tgap y KM71/Pgap-FTEII-Taox1,
seleccion de las clonas transformadas y verificacion de la integracion del casete de expresion en el genoma
de K. phaffii. C. Evaluacion comparativa de la expresion del gen heterdlogo FTEII en clonas unicopias
KM71/PGap-FTEIL-Tgap y KM71/PGap-FTEII-TA0x1.

6.3 Cepas, plasmidos, composicion del medio, productos quimicos y enzimas

La cepa de K. phaffii KM71 Muts (his4) se obtuvieron de Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, EUA). El vector de clonacion pUCIDT-AMP fue suministrado por
Integrated DNA Technologies Inc. (Coralville, IA, EUA). La cepa KM71GAHFTEII de
K.phaffiiy el plasmido pPgap-FTEII-Taox1 (inicialmente llamado pGAHFTEII) se obtuvo
previamente en nuestro laboratorio (Herrera-Estala et al. 2022). Este plasmido deriva del
vector pPIC9 (Thermo Fisher Scientific), y contiene un casete de expresion que incluye
la secuencia Pgap, seguido de la secuencia que codifica para el péptido prepro del factor
a de S. cerevisiae, y una secuencia nucleotidica que codifica para la fitasa FTEII
optimizada con codones preferenciales de K. phaffii (Viader-Salvado et al. 2010), ademas
de la region terminadora del gen AOX! (nucledtidos 240823 a 241156 de la cepa CBS
7435 de K. phaffii cromosoma 4 acceso del GenBank no. FR839631.1) y una copia
funcional del gen histidinol deshidrogenasa (H1S4) para restaurar la auxotrofia de la célula
hospedera. Las endonucleasas de restriccion Bsu361 y Notl-HF, la ADN polimerasa Q5
Hot Start de alta fidelidad, la Endo Hf glicosidasa se adquirieron en New England Bio-
labs (Beverly, MA, EUA). La enzima de restriccion Sall se adquirié de Clontech (Palo
Alto, CA, USA). Las enzimas reversotranscriptasa M-MLV, la DNasa libre de RNasa
RQ1, Ia GoTaq ADN polimerasa, y los oligo(dT):s fueron proporcionados por Promega
(Madison, WI, USA). La reversotranscriptasa SCRIPT, el oligo(dT)20 y el SybrMaster
mix fueron adquiridos a Jena Bioscience GmbH (Jena, Germany). Otros oligonucleotidos

y sondas de qPCR PrimeTime provinieron de Integrated DNA Technologies, Inc.
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(Coralville, IA, USA). La solucion RNAlater fue de Ambion (Grand Island, NY, USA).
Las placas de agar Luria-Bertani (LB), caldo LB, el extracto de levadura-peptonadextrosa
(YPD), el medio minimo amortiguado con glicerol (BMGQG) se prepararon de acuerdo con
el manual del kit de expresion de K. phaffii (Invitrogen, San Diego, CA, EUA). Las
modificaciones al medio BMG standard, etiquetados como BMGlc y BMGly contuvieron
30 mM de glucosa (0.54 % [p/v] o 30 mM de glicerol (0.28 % [p/v]), en lugar del 1 %
(p/v) de glicerol y también se suplementd con 0.1 % (p/v) de CaClz. La cepa TOP10 de
Escherichia coli, usada como hospedero para la subclonacion, se obtuvo de Promega
(Madison, WI, EUA). El marcador de tamafo molecular Benchtop 1 Kb DNA Ladder, el
kit para aislamiento de DNA plasmidico Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
system fueron suministrados por Promega (Madison, WI, EUA). La
Acrilamida/bisacrilamida se suministré por la casa comercial Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratories SA, CA, EE. UU). Todos los reactivos quimicos fueron de grado analitico y
comprados en Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO) o de Productos Quimicos Monterrey
(Monterrey, N.L., México).

6.4 Secuencia del terminador transcripcional GAPDH (Tcar)

Para determinar la secuencia de Tgap, inicialmente se utilizd la informacién de tres
transcriptomas de cepas KM71 de K. phaffii crecidas en glicerol o metanol previamente
obtenidos en el laboratorio, disponibles en NCBI Sequence Read Archive (SRA) con el
numero de acceso de BioProject PRINA930494. Los transcriptomas correspondieron a
las cepas KM71 con vector pPIC9, con vector pPIC9 conteniendo la secuencia del gen
heterdlogo para la expresion de FTEII (pPIC9FTEII) y con vector pPIC9 conteniendo la
secuencia del gen heterdlogo de una enzima que degrada la lactosa (pPIC9Lac412). Las
lecturas de los archivos FASTQ se mapearon contra la secuencia inter-CDS del gen
GAPDH y del gen contiguo localizado rio abajo de GAPDH (denominado NABG6) del
genoma de la cepa CBS7435 de K. phaffii. Para ello se utilizo el programa HISAT2 v2.1
(Kim, Langmead and Salzberg, 2015) (Galaxy version 2.1.0) con el objetivo de detectar
la regidon intergénica sin alineamiento de lecturas y por lo tanto sin transcritos, que se

corresponderia con el fin de la secuencia 3’'UTR del gen GAPDH. Finalmente se
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determind la secuencia 3°’UTR del gen GAPDH con la técnica 3’ RACE que amplifica la
region 3’ de un ADNc.

Primero se aislo el ARN total de la cepa KM71GAHFTEII de K. phaffii usando el sistema
de aislamiento de ARN total SV, y el ARN purificado se traté con ADNasa RQ!1 libre de
ARNasa (Promega, Madison, WI, EUA). Luego se sintetizo el ADNc mediante
transcripcion inversa utilizando 14,7 upuM del oligonucledtido TI7AP (5'-
GACTCGAGTCGACATCGATI17-3") y 2 ul de transcriptasa inversa M-MLV (Promega,
Madison, WI, EUA) en un volumen de reaccién final de 30 pL. EI ADNc se amplifico
mediante PCR utilizando el oligonucle6tido RACEAP (5'-GACTCGAGTCGACATCG-
3') y el oligonucledtido 5qGAP (5-GCAGACTACCTACGAGGAGATCAA-3'),
especifico al CDS del gen GAPDH. La PCR se realizo en un termociclador PCR
Multigene Mini (Labnet International Inc., Edison, NJ, EUA). Se utiliz6 un volumen de
reaccion de 25 pL. que contenia 5 uM de cada cebador, 0.24 mM de dNTP, 1 U de la DNA
Polymerasa Q5® High -Fidelity (New England Bio-labs, Beverly, MA, EUA) y 1 uL de
ADNc. Se programaron 30 ciclos de amplificacion en las siguientes condiciones: 98 °C
durante 10s, 54 °C durante 30 s y 72 °C durante 30 s, con un primer paso de

desnaturalizacion a 98 °C durante 30 s y un paso de extension final a 72 °C durante 2 min.

El ADNc amplificado se purificé usando Wizard® SV Gel y PCR Clean-Up System
(Promega, Madison, WI, EUA) y se secuencié usando el oligonucleodtido especifico al
CDS del gen GAPDH denominado 5qGAP. Se utilizé6 un secuenciador ABI Prism 310
(Apply Biosystems, Foster City, CA, EUA) en la Unidad de Biologia Molecular, Instituto
de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma de México. La secuencia obtenida
se compar6 con la secuencia reportada en la base de datos GenBank del gen GAPDH
(TDH3) de la cepa CBS 7435 (acceso de Gene Bank no. FR839631.1) utilizando la
herramienta Blastn del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (Bethesda, MD,
EUA), y asi identificar la region 3’UTR. La secuencia 3’UTR de GAPDH y 50 nucleétidos
rio abajo de esta region se considerd la secuencia del terminador transcripcional Tgap

conformada por 101 pb.

Se sintetizd un fragmento de ADN conteniendo el sitio de restriccion de Notl, seguido de

11 nucleotidos espaciadores, la secuencia Tgap, y 507 nucledtidos comprendidos desde el
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final de la region 3’ de Taox1 hasta el sitio de restriccion Bsu361 del vector pPIC9, se
insert6 en el plasmido pUCIDT-AMP y se secuenci6 por Integrated DNA Technologies,

Inc. para generar el plasmido pUCIDTgap.
6.5 Modelo de seiiales de poliadenilacion en Tgar

Se utilizaron 51 hexanucleotidos reportados en la literatura (Van Helden et al. 2000) como
posibles sefiales de poliadenilacion para levadura y se alinearon con la secuencia de
101 pb seleccionada como terminador en Tgap. El alineamiento se realizd con el mddulo
CAP del programa BioEdit, en donde se fij6 el nimero minimo de solapamiento de bases
en 4 y un minimo de 85 % de similitud. Se propuso un modelo de sefiales poliadenilacion
en el terminador del gen GAPDH de K. phaffii basado en la estructura propuesta por
Graber et al. para levaduras (Graber et al. 1999).

6.6 Preparacion de las células calcio competentes de la cepa TOP10 de E. coli

Las conservas en glicerol de las células de la cepa TOP10 de E. coli almacenadas a -20°C
se reactivaron a razon de 100 pL de células en 10 mL del medio de cultivo LB. Las células
se incubaron a 37 °Cy 250 rpm durante toda la noche. Seguidamente, se midio la densidad
celular y se volvio a inocular en 10 mL de medio de cultivo LB a una DOgoonm inicial entre
0.01-0.05. El cultivo se incub6 a 37 °C y 250 rpm hasta alcanzar una DOgoonm final de
0.4-0.6. Las células se colectaron a razéon de 2 mL por vial y se centrifugaron a 2000 x g
por 15 min a4 °C. Se desech¢ el sobrenadante y el paquete celular se puso en hielo durante
30 min. Luego se resuspendio suavemente en 200 uL (relacion 1:10 respecto al volumen
inicial) de 0.1 mol/L de CaCl; (esta solucion se coloco en hielo antes de usarse). Las
células resuspendidas se incubaron por 10 min en hielo. Se centrifugaron los viales a 2000
x g por 10 min a 4 °C. Se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron con 100
uL de CaCly 0.1 mol/L (relacion 1:20 respecto al volumen inicial). Las células se

almacenaron a 4 °C durante toda la noche antes de ser usadas en la transformacion celular.
6.7 Transformacion de las células competentes de la cepa TOP10 de E. coli

Las células de E. coli TOP10 calcio-competentes se transformaron con el plasmido

pUCIDT-Tgar que contiene la secuencia del terminador Tgap. Se aplicaron 4 uL del
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plasmido control pGAHFTEIl y 2 uL del plasmido pUCIDT-AMP cada uno en 100 pL
de células competentes. El material se incubd a 4 °C durante 30 min. Posteriormente, se
incubo a 42 °C durante 45 s e inmediatamente después se incubo a 4 °C durante 2 min.
Luego se anadieron 900 puL. de medio SOC (que estaba a TA) y las células transformadas
se incubaron a 37 °C y 250 rpm durante 1 h. Luego, se realiz6 la siembra en placas a razon
de 100 pL del cultivo de células transformadas por placa. Las placas se incubaron en una

incubadora estatica a 37 °C hasta que se visualizaran las colonias transformadas (24-36 h).
6.8 Preparacion del BCT de las células TOP10 de E. coli

Se adicionaron 50 pL de cultivo en 4 mL de medio de cultivo LB suplementado con
ampicilina 100 pg/mL. El cultivo se incubd a 37 °C y 250 rpm durante 12-14 h.
Seguidamente, se midi6 la densidad celular y se volvid a inocular en 5 mL de medio de
cultivo LB suplementado con ampicilina a una DOgoonm 1nicial entre 0.01-0.05. El cultivo
se incubd a 37 °C y 250 rpm hasta alcanzar una DOgoonm final de 0.4-0.6 (4-6 h). Luego
se centrifugd a 3350 x g por 15 min a4 °C. Se desecho el sobrenadante y el paquete celular
se resuspendio, suavemente con la ayuda de una micropipeta, en medio LB suplementado

con glicerol al 50 % (v/v) y se almacen¢ a -70 °C hasta su uso.
6.9 Purificacion de ADN plasmidico

La purificacion y extraccion del ADN plasmidico se realizd con el sistema de purificacion
DNA Wizard (Wizard Plus SV Minipreps, Promega Num. Cat. A1330), utilizando el
procedimiento recomendado por el fabricante. Se empled el método de lisis alcalina y
purificacion por membrana. Se parti6 de 2 mL del cultivo en medio LB con ampicilina.
Las células se centrifugaron a 8000 rpm por 5 min, el sobrenadante se desecho y el paquete
celular se resuspendi6 con la solucidon de resuspension (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, EDTA
10 mM, RNAasa A 100 pg/mL). Se afiadieron 250 pL de solucién de lisis celular (NaOH
200 mM, SDS 1 %), la mezcla se agit6 por inversion. Se adicionaron 10 pL de solucion
alcalina de proteasas, se agitd por inversion y se incubd a temperatura ambiente por 5 min.
Luego se anadieron 350 pL de solucion neutralizante (hidrocloruro de guanidina 4.09 M,
acetato de potasio 759 mM, acido acético glacial 2.12 M, pH 4.2). La mezcla se agitd y

centrifugd a 13000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se
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decantd en una de las columnas del sistema Wizard Plus SV DNA y se centrifugd a
13000 rpm por 1 min a temperatura ambiente. Se afiadieron 750 pL de solucion de lavado
(acetato de potasio 60 mM, Tris-HCI 8.3 mM pH 7.5, EDTA 0.04 mM pH 8.0, etanol
60%), se centrifugd a 13000 rpm por 1 min, se adicionaron 250 pL de la solucion de
lavado y se centrifugd a 13000 rpm por 2 min a temperatura ambiente. La columna se
transfirio a un tubo nuevo y estéril y se centrifugd a 13000 rpm por 1 min, se afiadieron
100 uL de agua libre de nucleasas y se centrifugé a 13000 rpm por 1 min a temperatura

ambiente. El plasmido purificado se analiz6 en un gel de agarosa al 0.8 %.
6.10 Caracterizacion del plasmido pUCIDTGAP por digestion enzimatica

El plasmido pUCIDTgar aislado de la cepa transformada TOP10 de E. coli se caracterizo
por digestion enzimatica con las enzimas de restriccion Bsu361 y/o Notl-HF. Primero se
prepar6 una mezcla de reaccion para cada enzima en dos viales de 200 uL para la muestra

y para el control (Tabla 4).

Tabla 4. Volimenes de cada componente de la mezcla de reaccion para la caracterizacion por digestion
enzimatica de pUCIDT-Tgap

Reactivo Muestra Conc. inicial Volumen Conc. final
(uL)
Agua - - C.S. -
CutSmart - 10X 2 1X
pUCIDT-Tgap 61 ng/ulL 8
ADN 24.5 ng/ulL
pGAHFTEIT* 37 ng/uL 13.5

*: Control positivo del ensayo. c.s.: cantidades suficientes de agua libre de nucleasas para completar el
volumen total de reaccion de 19.9 pL.

A cada vial con 19.9 uL de la mezcla de reaccion se le adicion6 0.1 uL de las enzimas
Bsu361 o Notl-HF. Los viales se incubaron a 37 °C por 1 h. Luego se inactivé la accion
de la enzima NotI-HF a 65 °C por 20 min y la Bsu361 a 80 °C por 20 min. Se visualiz6 la
eficiencia de corte en una electroforesis de agarosa al 0.8 %. En la caracterizacion por
doble digestion enzimatica se realizd el mismo procedimiento, pero adicionando 0.1 pL

de la segunda enzima segun corresponda. Se estim¢ el tamafio del fragmento liberado por
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electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % y se compard con los tamanos esperados

(Tabla 5).

Tabla 5. Tamafio esperado de los fragmentos de interés para la caracterizacion de pUCIDT-AMP por
digestion enzimatica con Notl-HF y/o Bsu361

Tamafio esperado (pb)

Enzima Banda esperada
pUCIDT-Taap pGAHFTEII*
Notl-HF o Bsu 361 Plasmido linealizado 3379 8580
Fragmento del vector 2759 7727
Notl-HF + Bsu 361
Insertar fragmento 620 853

*: Control positivo del ensayo.

6.11 Aislamiento y purificacion del vector pGAHFTEII y el inserto Tcar a escala

preparativa

Se purificaron los plasmidos pPGAHFTEII y pUCIDTgap con el sistema Wizard-Plus-SV-
minipreps-DNA-purification-system (Promega, Madison, WI, EUA). Se cuantifico la
concentracion y calidad de ambos plasmidos. Se realiz6 la mezcla de reaccion (Tabla 6) y

los plasmidos purificados se trataron con las enzimas de restriccion Notl-HF' 'y Bsu361.

Tabla 6. Composicion de la mezcla de reaccion para la digestion enzimatica con Notl-HF y/o Bsu361

Volumen de reaccion (98 pL)

Reactivos Conc. final Teap (inserto) pGAHFTEII
Volumen (puL) Volumen (puL)
Agua - 55.2 28
Buffer 10 X 1X 10 10
ADN 0.02 pg/ul 32.8 60

Se dividieron los 98 pL a razon de 45 pL en dos viales de 0.2 mL, uno para la enzima
Notl-HF 'y el otro para la enzima Bsu361. A cada vial se le adicion6 1.5 pL. de una de las
enzimas, se incub6 durante 1 h a 37 °C. Luego se inactivo la enzima de restriccion (Bsu361
a 80 °C por 20 min y Notl-HF a 65 °C por 20 min). Se visualizo la eficiencia del corte en
una electroforesis de agarosa al 0.8 % a escala analitica. Se realiz6 el mismo

procedimiento para la digestion con la segunda enzima, segun corresponda.

Cada uno de los plasmidos doblemente digeridos (con volumen aproximado de 50 pL) se

aplicaron a la electroforesis de agarosa 0.8 % a escala preparativa. Se establecieron las
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condiciones de la corrida en 100 V, 85 mA y 75 min. Los fragmentos se cortaron
cuidadosamente en el transiluminador empleando una longitud de onda de 365 nm. A cada
uno de los fragmentos de interés cortados se les determiné el peso y posteriormente se
purificaron por separado con el Kit Wizard® SV gel and PCR Clean-up System (Promega,
Madison, WI, EUA). El tamafo de los fragmentos cortados se analizd en una

electroforesis al 0.8 % a escala analitica.
6.12 Construccion del vector pPcap-FTEII-Tcap

Primero se realizd la ligacion de los fragmentos aislados y purificados, y para ello
inicialmente se estimo la concentracion de los fragmentos. Se realizaron los célculos para
tener una relacion vector-inserto 3:1 segun NEB calculator
(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) lo que correspondié a 50 ng de vector y
20 ng de inserto. Tomando en cuenta estas cantidades se realizo la mezcla de reaccion de

la muestra y los controles (Tabla 7).

Tabla 7. Composicion de la mezcla de reaccion para la ligacion del vector digerido y el inserto

Reactivos Control I (uL) Control II (uL) ~ Muestra (uL)
Agua 7 2 1
Buffer de ligacion 2 2 2
Vector (5 ng/puL) 10 10 10
Inserto (2 ng/puL) - 6 6
Incubacion a 45 °C por 5 min Si No Si
T4 ligasa 1 No 1

Control I: Vector sin inserto con ligasa. Control II: Vector con inserto sin ligasa. Muestra: Vector con
inserto y con ligasa.

La reaccion de ligacion se incubo toda la noche a 4 °C. Posteriormente se verifico la
eficiencia de la ligacion por electroforesis de agarosa al 0.8 % y el vector obtenido
denominado pPgap-FTEII-Tgap se preservo en células de la cepa TOP10 de E. coli,

siguiendo los procedimientos previamente descritos en los acéapites 6.6 y 6.7.
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6.13 Caracterizacion del vector pPcar-FTEII-Tgar

Las cepas transformadas crecidas en placas con medio LB y ampicilina, se inocularon en
medio LB liquido con ampicilina (triptona 1%, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 1 %,
ampicilina 100 pg/mL), y se incubaron de 14 al8 h a 37 °C y 250 rpm. La purificacion
del ADN plasmidico se realizo por el método de lisis alcalina segin se describi6 en la
seccion 6.8. El plasmido purificado se analizd por electroforesis en gel de agarosa al

0.8 %.

La caracterizacion del vector pPgap-FTEII-Tgap se realiz6 por doble digestion enzimatica
segun el procedimiento descrito en acéapite 6.9, por PCR y por secuenciacion. Para realizar
la PCR primero se extrajo y purifico el vector por el método de lisis alcalina. Se prepard
la mezcla de reaccion segin se muestra en la Tabla 8 y se afiadié 1 puL de plasmido

(volumen final de 25 pL).

Tabla 8. Mezcla de reaccion para caracterizar el vector pPgap-FTEII-Tgap por PCR

Reactivo Conc. Final (uM)  Volumen en la reaccion (uL)
Agua - 13.3
Buffer Green Ix 5
Primer 5" FTE1 0.5 2.5
Primer 3' 3TH 0.5 2.5
dNTPs 200 0.5
Go Taq 0.04 U/uL (1 U) 0.2

Se utilizo el programa para el PCR que se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Condiciones del programa de PCR para caracterizar el vector pPgap-FTEII-Tgap

Paso T (°C) T (min) No. ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 1 1
Desnaturalizacion 95 1
Hibridacion 56 0.5 30
Extension 72 1.5
Extension final 72 5 1
Enfriamiento 4 (o¢) 1
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Para la caracterizacion por secuenciacion se utilizaron los oligonucleétidos FTE1 y 3TH
y un secuenciador ABI Prism 310 (Apply Biosystems, Foster City, CA, EUA) de la
Unidad de Biologia Molecular, del Instituto de Fisiologia Celular, en la Universidad

Nacional Autébnoma de México.
6.14 Linealizacion y diafiltracion del vector pPcapr-FTEII-Tcap

El vector pPgap-FTEII-Tgap se purifico con el sistema Pure YieldTM plasmid Midiprep
System (Promega, Madison, WI, EUA). Se determind la concentracion por
espectrofotometria a DO2eonm y €l plasmido contenido en aproximadamente 250 uL
(104 ng/uL) se concentrd en un sistema de concentracion al vacio “speed back” a un
volumen final aproximado de 10 pL, en un tiempo de 1:20 h. Se determind la
concentracion final por espectrofotometria a 260 nm (3.99 pg/uL para pPgap-FTEII-Tgap
y 2.7 ng/uL para pGAHFTEII), la calidad del ADN purificado por la relacion de
absorbancia DO260nm/DO280nm Y DO260nm/DO230nm, y la integridad del material genético por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %. Los vectores pPgap-FTEII-Tgap y pPGAHFTEIL
purificados y concentrado se digiri6 con Sall. La mezcla de reaccidon se prepard seglin se

muestra en la siguiente Tabla 10.

Tabla 10. Mezcla de reaccion para linealizar los vectores pPgap-FTEII-Tgap 0 pGAHFTEII con Sall

Volumen de reaccion

Reactivo Muestra Conc. final (20 uL)
Pgap-FTEII-T 6.5
pFaar GAP 1.3 ng/ul

ADNp 26
pGAHFTEI (26 ng) 10
Buffer - 1X 2
Sall - 50 U/uL 1
Agua - - c.s

c.s. Cantidades suficientes de agua libre de nucleasas para completar el volumen total de reaccion.

La mezcla se incubd a 37 °C por 16 h. La inactivacion se realizo a 65 °C por 20 min. La

eficiencia del corte se checd por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %.
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El plasmido linealizado se diafiltrd en un cartucho Centricon con 3K de tamafio de poro
(Merck, NY, EUA). El lavado se llevd a cabo en 3 ciclos de diafiltraciéon con 10
diavolumenes de agua. La centrifugacion se realizé a 14000 x g y 4 °C. Terminado el
tercer ciclo se colectaron 100 uL de la muestra por inversion del vial y centrifugacion a
1000 x g durante 2 min a 4 °C. El volumen colectado se concentr6 en un sistema de

concentracion al vacio “speed back” a un volumen final aproximado de 10 pL.

Este procedimiento se utilizo también para linealizar y diafiltrar el vector pPGAHFTEII.

6.15 Transformacion de las células electrocompetentes de la cepa KM71 de

K. phaffii

A partir de una conserva de células KM71 (Invitrogen Num. Cat. K1730-01), se
inocularon 50 pL de células en 10 mL de caldo YPD (extracto de levadura 1 %, peptona
2 %, dextrosa 2 %), y se incub6 toda la noche a 30 °C y agitacioén de 250 rpm. Las células
reactivadas, se inocularon en 50 mL de caldo YPD fresco contenidos en un matraz de 250
mL (Pyrex No. 4980 Stopper No. 10) a una DOgoonm inicial de 0.1. Las células se
cultivaron a 30 °C y en agitacion a 250 rpm hasta alcanzar una DOsoonm entre 0.6-1.0
(tiempo aproximado de 4-6 h). El cultivo se centrifugd durante 5 min a 2000 x gy 4 °C.
Se decantd el sobrenadante y el paquete celular se resuspendi6 en 10 mL de YPD
suplementado con buffer HEPES (Research Organics Num. Cat. 9592H-100GR) (extracto
de levadura 1 %, peptona 2 %, dextrosa 2 %, Hepes 20 mM). El paquete celular
resuspendido con YPD-HEPES se vertié en un matraz de 250 mL (Pyrex No. 4080
Stopper No. 9). Luego se anadieron cuidadosamente 250 pL de DTT a 1 mol/L (Promega
Num. Cat. V3151) y se incubd a 30 °C y 250 rpm por 15 min. Posteriormente, se
agregaron 40 mL de agua fria estéril al matraz con la mezcla y se centrifugoé el volumen
total hasta obtener el paquete celular. El paquete celular se resuspendi6 en 25 mL de agua
fria estéril y se centrifugd nuevamente. Ambos lavados con el agua estéril se realizaron a
4 °Cy 250 rpm por 10 min. El paquete celular obtenido se resuspendié en 2 mL de sorbitol
1 mol/L frio y estéril (Sigma Num. Cat. S1876), y se centrifugd a 2000 x g por 10 min a
4 °C. Sedecant¢ el sobrenadante y el paquete celular se resuspendio en 100 uL de sorbitol

1 mol/L frio y estéril.
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Se realizaron alicuotas de 40 puL de células competentes y se colocaron en tubos de
microcentrifuga de 2.0 mL (MBP Num. Cat. 3434) estériles. Las alicuotas empleadas en
la transformacion se almacenaron por 12 h a-20 °C. El resto de las alicuotas se preservaron

envueltas en varias capas de papel secante a -70 °C.

Previo a la transformacion de K. phaffii, las celdas de electroporacion (BioRad Num. Cat.
1652086) se colocaron en hielo por 2 min. Para la transformacion, a una de las alicuotas
con las células competentes se le afiadi6 4 pL del plasmido pPgap-FTEII-Tgap 0 de
pGAHFTEII previamente linealizados con Sall y diafiltrados. La mezcla de células y
ADN se coloc6 en las celdas (en condiciones ambientales de un flujo laminar) y éstas a
su vez se colocaron cuidadosamente en el tren de carga del electroporador (BioRad Gene

Pulser II) habiendo ajustado previamente las condiciones eléctricas (Tabla 11).

Tabla 11. Condiciones de operacion del electroporador para la transformacion de células electrocompetentes
de la cepa KM71 de K. phaffii

Celda| Volumen de células | Voltaje | Capacitancia| Resistencia | Fuerza del campo | Tiempo de pulso
(mm) (uL) V) (nF) Q) (kV/em) (mseg)

2 40 1500 25 400 7500 5

Una vez que se llevo a cabo la descarga eléctrica, se retirdé cuidadosamente la celda, bajo
flujo laminar se le anadi6é 1 mL de solucién de sorbitol a 1 mol/L (previamente esterilizada
y enfriada a 4 °C), y se homogenizé por inversion de 5 a 10 veces o hasta que la mezcla
quedara homogénea. Posteriormente, se tomaron 50, 100, 150, 200 y 500 uL de la mezcla
y se sembraron en placas Petri conteniendo medio sélido RBD His™ (sorbitol 1 M, dextrosa
2 %, YNB 1.34 %, biotina 4 x 10~ %, aminoacidos 0.005 %, agar 2 %). Adicionalmente,
10 puL de la mezcla se sembraron en placas Petri conteniendo medio s6lido YPD (extracto
de levadura 1 %, peptona 2 %, dextrosa 2 %, agar 2 %). Como control positivo de la
viabilidad celular se sembraron 10 pL de las células electrocompetentes sin transformar
en placas Petri con medio so6lido YPD y como control negativo de la transformacién se
sembraron 50 uL de las células electrocompetentes sin transformar en placas Petri con

medio s6lido RBD His".
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Para todas las variantes se utilizé la técnica de extension en placa con un asa de Digralsky
(coloquialmente conocida como asa de extension). Las placas Petri se incubaron a 30 °C

por 4-5 dias, hasta observar la aparicion de colonias blancas y redondas.

Del proceso de transformacion y seleccion se generaron las cepas KM71/Pgap-FTEII-
Taox1 (KM71 transformada con el vector pGAHFTEII) y KM71/Pgap-FTEI-Tgap
(KM71 transformada con el vector pPgap-FTEII-Tgap) a las que se les llamé también
cepas con la combinacion de elementos reguladores Pgap-Taoxi y Pcar-Taar,

respectivamente.
6.16 Caracterizacion de las cepas Pcar-Taoxi y Pcar-Tcar de K. phaffii

La caracterizacion de las cepas se realizé por PCR de integracion. Para realizar la PCR
primero se extrajo y purificé el ADN gendmico segun un procedimiento modificado de la
técnica TSNT (Viader-Salvado et al. 2006). Se prepar6 la mezcla de reaccion de forma
independiente por pareja de oligonucleo6tidos, para ambos se utiliz6 la misma composicion
en la mezcla de reactivos segiin se muestra en la Tabla 8. Los parametros del programa de

PCR se describen en la Tabla 12.

La caracterizacion se realizod con una pareja de oligonucledtidos GAPF y FTE2 dirigidos
a la region del promotor del gen heterdlogo y la segunda pareja de oligonucleotidos FTE1

y 3TH, dirigidos a la region del terminador de dicho gen.

Tabla 12. Condiciones del programa de PCR para caracterizar la cepa Pgap-Taox1 ¥ Pcar-Tgap con doble
pareja de oligonucledtidos

Paso T (°C) T (min) No. ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 2 1
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 53 1 30
Extension 72 1.5
Extension final 72 10 1
Enfriamiento 4 (o¢) 1

El tamafio esperado del fragmento amplificado por pareja de oligonucledtidos se muestra

en la Tabla 13.

41



Tabla 13. Tamafo esperado de los fragmentos amplificados en el PCR de integracion con doble pareja de
oligonucleotidos

Tamafio esperado del amplicon (pb)

Cepa KM71
Oligos: GAPF y FTE2 Oligos: FTE1 y 3TH
Pgar- Taoxi 1311 1047
Pgar- Taar 1311 814

6.17 Funcionalidad de los elementos reguladores Pcapr-Taox1 y Pcar- Tcar

Se seleccion6 una clona de cada una de las cepas KM71 de K. phaffii. Las células
reactivadas se inocularon en medio YPD con una DOgoonm de 0.6. Se incubaron a 30 °C
con agitacion a 250 rpm hasta alcanzar una DOsoonm final entre 6.0 y 8.0. Luego se tomo
la cantidad de células necesarias para una DOsoonm inicial de 1.4, se centrifugaron a
2000 x g e inocularon en 100 mL de medio BMG-CaCl,. El cultivo se incub6 durante 24 h
a 30 °Cy con agitacion a 250 rpm, con adicion de glicerol 1 % a las 14 h de cultivo. A las
10 h de cultivo, previo a la adicién del glicerol se tom6 muestra para evaluar la

funcionalidad de Pcar-Taox1y Pcar-Tcar en la expresion del gen heterdlogo FTEIL

Se determino el volumen de cultivo para un total de 50 mg de peso humedo de biomasa,
previamente centrifugada a 3000 x g durante 10 minutos a 4 °C. EIl paquete celular se
resuspendio en el volumen equivalente a 5 veces el volumen del paquete celular con el
reactivo RNAlater solution® (Ambion) y se incubo toda la noche a 4 °C. Posteriormente
se centrifugaron las células a 3000 x g durante 10 minutos a 4 °C y se decantd el
sobrenadante. Finalmente, las muestras fueron etiquetadas y almacenadas a -70 °C para

extraer RNA total.

La funcionalidad de los elementos reguladores se comprob6 analizando la presencia de
transcritos del gen heterdlogo FTEII por RT-PCR. Por lo que se extrajo y purificd el RNA
total por el procedimiento propuesto en el manual del kit SV total RNA Isolation System

(Promega, Madison, WI, EUA).

Para llevar a cabo el RT-PCR, el RNA total se trato con DNasa RQ1 libre de RNAsa
(Promega, Madison, WI, EUA) (Tabla 14).
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Tabla 14. Composicion de la mezcla de reaccion para el tratamiento del RNA total con DNAsa RQl1

Reactivo Volumen (30 pL)
Solucion de RNA 24 (8 uL x 3)*
Buffer de DNasa RQ1 Promega (10X) 3
DNasa RQ1 Promega (1 U/uL) 3

*: Se utilizé 8 pL de solucion de RNA equivalente a 1 pg de RNA con 1 pL de RNasa cada 10 pL de
reaccion (segin recomendacion del fabricante).

La mezcla de reaccion se incub6 durante 1 ha 37 °C y la reaccion se detuvo con la adicion
de solucion “Stop” (Promega, Madison, WI, EUA) a 65 °C por 15 min. La integridad del

RNA se evalu6 por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %.

Se realizd la retro transcripcion con la enzima M-MLV. La mezcla de reaccion se prepard
segin se muestra en la Tabla 15, siguiendo el procedimiento que se describe a
continuacion: Primero se mezcld el ARN previamente tratado con DNasa RQ1 con el
Oligonucleotido (dT)is, la mezcla se calent6 a 70 °C por 5 min e inmediatamente se coloco
en hielo; luego se agregd el resto de los reactivos de la reaccion de transcripcion inversa
y la mezcla se incubd a 42 °C por 60 min. La actividad enzimatica se detuvo por
calentamiento de la mezcla a 65 °C durante 15 min. Finalizado el procedimiento las

muestras se almacenaron a -20 °C.

Tabla 15. Composicion de la mezcla de reaccion la retro transcripcion del ARNm

. Concentracion Volumen Concentracion
Reactivo L.
inicial (uL) final
Oligonucledtido (dT);s 0.5 pg/ul 1.0 0.025 pg/ulL
Solucion de RNA 61.2 ng/pulL 16.0 32.72 ng/uLL
Agua tratada con DEPC 0.1% 2.5 0.015%
Buffer de la transcriptasa reversa M-MLV 5X 6.0 1X
dNTP's 10 mM 1.5 0.5 mM
TDT 100 mM 1.0 3 mM
Enzima transcriptasa inversa M-MLV* 200 U/uL 2.0 13.3 U/uL

*: Para obtener el control negativo del ensayo no se adiciond la enzima transcriptasa inversa M-MLV.
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De la retro transcripcion se obtuvo el ADNc y para el PCR se realizaron dos mezclas de

reaccion: una con oligonucledtidos dirigidos a FTEIl denominados FTE1 (5°-

CGCTGACAAGAACGGTTACA-3") y FTE2 (5’-CTTGTGGGTGGAAACCAATC-3’)

y la otra mezcla de reaccion con oligonucleotidos dirigidos al gen enddgeno de B-actina,
oligonucledtido SACT (5’-GCCCCAGAAGAGCACCCAGT-3") y oligonucledtido
3ACT (5’-ACCGGAAGCGTACAGGGACA-3’). La mezcla de reaccion se realizo segiin

se muestra en la Tabla 16 a la que se anadio 1 uL de ADNCc.

Tabla 16. Composicion de la mezcla de reaccion para el PCR de evaluacion de funcionalidad de los

elementos reguladores Pgap-Taox1 Y Poar-Tcap

. Concentracion Volumen Concentracion
Reactivo

Inicial (puL) final
Agua - 13.3 -
Green Buffer 5X 5 1X
Oligonucledtido 3' 5uM 2.5 0.5 uM
Oligonucledtido 5' 5uM 2.5 0.5 uM
dNTPs 10 mM 0.5 10 mM
Enzima Go Taq 5 U/uL 0.2 0.04 U/uL

Se utilizo6 el programa para el PCR que se muestra en la Tabla 17.

Tabla 17. Condiciones del programa del RT-PCR

Paso (%) T(i;l;:go No. ciclos

Desnaturalizacion inicial 95 2 1
Desnaturalizacion 95 1
Hibridacion para oligonucleo6tido de FTEIT 50 1

Hibridacion para oligonucleotido de B-actina 56 1 30

Extension 72 2

Extension final 72 5 1

Enfriamiento 4 (o0} 1
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El tamafio de los fragmentos amplificados se compard con los esperados: con los
oligonucleoétidos dirigidos al gen heterdlogo FTEII se esperd obtener un tamafio de 536 pb

y con los oliglonucleotidos a B-actina de 150 pb.
6.18 Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento se realizo en matraz de 250 mL con 25 mL de medio de cultivo
con agitacion constante, se cultivaron 18 clonas de la cepa Pgar- Taox1 y 25 clonas de la
cepa Pgar-Taar. Se utilizd medio BMG-CaCl; con las cinco cepas con mayor rendimiento.

Se determind la densidad celular cada 2 h del cultivo durante 24 h.

Primero se inocularon 100 pL de cada clona de K. phaffii en 10 mL de medio YPD
contenidos en tubos de 50 mL, se incubaron a 30 °C con agitacién a 250 rpm hasta una
densidad oOptica final entre 6-8. Se calcul6 la cantidad suficiente para comenzar el cultivo
en medio BMG-CaCl; con DOgoonm inicial de 1.4. Se tom6 el volumen necesario del
cultivo en YPD y se centrifug6 a 1500 x g por 5 min, se desecho el sobrenadante de cultivo
y se resuspendio en medio BMG-CaCl» para inocular en 25 mL de este medio. Se incubd
a 30 °C durante 24 h a 250 rpm. Se tomaron muestras cada dos horas y se determind

densidad celular.
6.19 Determinacion de dosis génica

Las clonas de las cepas Pgap-Taoxi y Pcar-Tcap con mayor rendimiento
proteinas/biomasa se seleccionaron como posibles multicopias y las clonas de menor
rendimiento proteinas/biomasa se seleccionaron como posibles unicopias. Las clonas
seleccionadas se cultivaron a nivel de matraz. Primero se inocularon 100 pL de cada clona
en 10 mL de medio YPD y se incubaron a 30 °C y 250 rpm hasta que alcanzaron una
DOsoonm entre 6 y 8. Se dispensd cada cultivo en viales de 2 mL, posteriormente se
centrifugd a 6000 rpm y 4 °C por 10 minutos y se desechd el sobrenadante, se dispensé
nuevamente 2 mL y se centrifugd en las mismas condiciones para obtener paquetes
celulares de 4 mL de cultivo, que se almacenaron a -20 °C para ser empleados en la

preparacion de ADN gendémico (ADNg).
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La extraccion de ADNg se realizo por el método de extraccidon con solventes organicos
(TSNT) (Viader-Salvado et al. 2006). Se purifico el ADNg obtenido, primero se realizé
un tratamiento con la RNAse One (Promega) para eliminar el RNA presente en las
muestras, afiadiendo 1 pL de la enzima, y se incub6 a 37 °C por 1 hora. Posteriormente,
se realiz6 una diafiltracion de las muestras en los dispositivos de filtracion Amicon Ultra
3-kDa de 0.5 mL (Millipore, MA, EUA). Se adicionaron 50 puL de cada muestra en los
cartuchos acoplados dentro de tubos de 2.0 mL y se anadieron 400 pL de agua estéril libre
de nucleasas a cada uno. Se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min a temperatura ambiente
y siguiendo el mismo procedimiento, se hicieron 3 lavados adicionales. Finalmente, para
recuperar el DNAg purificado, se colocaron los cartuchos de forma invertida en tubos
nuevos de 2.0 mL, se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 min y se descartaron los
cartuchos. Los tubos con el ADNg colectado se calentaron a 65 °C por 20 minutos. Se
tomaron 3 pL de cada muestra, se analizaron en un gel de agarosa al 0.8 % y se
cuantificaron por espectrofotometria.

La determinacion de dosis génica se realizd por qPCR con el sistema de cuantificacion
Mx3005P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Se utilizaron sondas de
hidrdlisis dirigidas a las regiones CDS del gen heterdlogo FTEIl y al gen GAPDH
enddgeno, este tltimo se utilizd6 como muestra estandar. Se establecié una metodologia

para el desarrollo del gPCR que se muestra en el Anexo 1.

Las rectas para determinar la eficiencia de amplificacion de los genes FTEIl y GAPDH se
realizaron con 4 puntos con ADNg de la clona considerada como unicopia por su bajo
rendimiento proteinas extracelulares/biomasa. Las curvas se realizaron con 25, 5, 1y
0.2 ng de DNA genomico en la reaccion final.

Las reacciones de qPCR de cada punto de la curva se realizaron por duplicado en un
volumen total de 20 pL, con la composicion de la mezcla que se muestra en Tabla 18. Se
realizo un ensayo negativo de la reaccion de qPCR con el objetivo de verificar la ausencia

de ADNg contaminante.
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Tabla 18. Composicion de la mezcla de reaccion para el qPCR de determinacion de dosis génica

Reactivo Volumen
(20 uL)
Agua 2
Master Mix 10
ADNg 4
Prime Time FTEIl o GAPDH 4

Con las curvas de eficiencia de amplificacion determinadas para FTEIl y GAPDH, se
analizo el ADNg de las clonas seleccionadas. El analisis se realizo con 1 ng de ADNg en
el ensayo de qPCR y se estimo la cantidad de ADNg del gen FTEIl y GAPDH en el
intervalo de linealidad de acuerdo con el valor de Ct. El valor de FTEII se normalizo
respecto al obtenido para GAPDH. El valor normalizado de F'TEII cercano a 1 se considero
como el representativo para las clonas unicopias, es decir con una copia del casete de
expresion integrada en el genoma de la levadura.
El célculo de la eficiencia se determind a partir de la recta formada por el logaritmo de la
cantidad de ADNg (eje de ordenadas) y el valor de Ct (eje de las abscisas) de las muestras
standards. Se utilizé la ecuacion (1):

E=10"%™ —1 (1)
Donde E es la eficiencia y m es la pendiente de la recta del grafico de logaritmo de la
cantidad de ADNg contra valor de Ct.
La cantidad del ADNg de los genes FTEIl y GAPDH en las clonas seleccionadas como
posibles multicopias o posibles unicopias (muestras problemas) se calcul6 a partir de la
ecuacion (2):

ADNYcappu o Fren = 10(ct=b)/m (2)

Donde ADNgGurpH o Fren €s la cantidad de ADN del gen endogeno GAPDH o del gen
heterologo FTEII de las muestras problema. Ct es el valor promedio del ciclo humbral de
la muestra problema, m y b son la pendiente y el intercepto de la recta del logaritmo de la
cantidad de ADNg vs Ct de las muestras estandard.

El valor de dosis génica se determino por la ecuacion (3):
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ADNYFTEII (3)

Dosis génica =
ADNgGAPDH

Donde ADNgG4prpH o Fren €s la cantidad de ADN del gen endégeno GAPDH o del gen

heterologo FTEII de las muestras problema calculado por la ecuacion (2).
6.20 Determinacion de concentracion de proteinas totales (método de Bradford)

Para la determinacion de la concentracion de proteinas totales extracelulares se utilizaron
los sobrenadantes de cultivos en BMG de los cultivos de K. phaffii Poar-Taoxi y
Pgap-Taar. La concentracion de proteinas totales se determind midiendo la absorbancia a
595 nm en un NanoPhotometer® Pearl (NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH, Munich,
Alemania) y correlacionandola con los valores de concentracion de BSA de la curva

estandar (Tabla 19).

Tabla 19. Curva de calibracion del método de Bradford con BSA

Curva estandar* BSA (50 pg/mL)  Agua destilada
(ng/mL) (uL) (uL)
Blanco para la med.ICIOH de 0 200
la absorbancia
5.0 20 180
7.5 30 170
15.0 60 140
22.5 90 110
30.0 120 80
45.0 180 20

*: En cada uno de los puntos de la cuerva ademas del volumen de BSA y de agua afiadido, se adiciono
800 puL de reactivo de Bradford para un volumen total de 1000 pL

Cada 200 pL de diluciones del standard o de muestra se le adicionaron 800 pL del reactivo
Bradford (las preparaciones se realizaron por triplicado). El reactivo de Bradford se
prepar6 con 20 mg de colorante azul de Coomassie G-250 mezclado con agitacion
vigorosa con 10 mL de etanol al 95 %. A la mezcla se le adicionaron 20 mL de acido
fosforico al 85 % y se agitd vigorosamente por 20 o 30 min para finalmente completar con

agua destilada a un volumen final de 200 mL. El reactivo de Bradford se filtr6 con filtro
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de papel Whatman no 1, se almacen6 a temperatura ambiente con proteccion de la luz

solar y se uso en un tiempo igual o menor de 15 dias.
6.21 Analisis de proteinas por SDS-PAGE

La electroforesis de proteina se realizd en condiciones desnaturalizante por la presencia
de B-mercaptoetanol en la solucion tampdn para la dilucion de las muestras, denominado
“buffer sample”. El gel separador se prepard al 12 % de acrilamida/bisacrilamida

(Tabla 20).

Tabla 20. Composicion de reactivos que conforman el gel separador preparado al 12 % de
acrilamida/bisacrilamida para la electroforesis de proteina por SDS-PAGE

Reactivo Volumen (uL)
Agua destilada 3100
Acrilamida/bisacrilamida 3200
Tris-HCI 2 M, pH 8.8 1500
Hoja de datos de seguridad (FDS) 10% 80
PSA 10% 50
TEMED 10

El gel concentrador se prepar6 con la mezcla de reactivos que se muestran en la siguiente

Tabla (Tabla 21).

Tabla 21. Composicion de reactivos que conforman el gel concentrador de la electroforesis de proteina por
SDS-PAGE

Reactivo Volumen (uL)
Agua destilada 3050
Acrilamida/bisacrilamida 600
Tris-HC1 2 M, pH 6.8 250
Hoja de datos de seguridad (FDS) 10% 40
PSA 10 % 10
TEMED 5
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Para el gel tapon se utilizé 1 mL del gel separador, 4 uL. de PSA 10 %y 8 pL de TEMED.

La corrida electroforética se realizd en un tiempo aproximadode l ha25 mAyde 6 a
8 °C, en la solucidn de corrida diluida a partir de una solucion tampon 5 veces concentrada

compuesta por Tris-HC1 0.125 M, glicina 0.96 M, SDS 0.5 % a pH 8.8.

Terminada la corrida el gel se sumergid en solucidn de tincion preparada con azul brillante
de Coomassie R250 al 0.20 %, metanol al 50% y acido acético al 10 %. Una vez tefiido,
el gel se lavo con agua destilada y se destifio la zona del gel no ocupada por proteinas con

solucion decolorante preparada con metanol al 5% y acido acético al 7 %.
6.22 Determinacion de actividad enzimatica

A las muestras del sobrenadante de cultivo se les realizd un cambio de tampoén por
cromatografia de exclusion molecular empleando una columna PD-10 Sephadex G-25. La
columna se equilibré con solucion tampon Tris-HCI 100 mM pH 8.5, 50 mM de NaCl y
2 % de glicerol. Una vez colectada la muestra de interés se le adiciond CaCl, para una
concentracion final de 1 mM. La determinacion de la actividad de fitasa se llevo a cabo

mediante el método descrito por Guerrero-Olazaran et al. (Guerrero-Olazaran et al. 2010).

Se empled como sustrato fitato de sodio (sal dodecasodica del acido hexafosforico de
inositol) (Sigma Aldrich Corporation, PM: 770.04). Se prepard buffer de actividad
(100 mM de Tris-HCI pH 7.5 y 1 mM de CaClz). Antes de comenzar, el buffer de actividad
se precalent6 a 37 °C por 30 min. Se realizaron tres réplicas para cada punto de la recta
de calibracion. Se utilizo una solucion stock de fosfato de potasio monobasico 1.64 mM
con buffer de actividad y se prepararon los estandares de fosfato segin se muestra en la

tabla Tabla 22.

Tabla 22. Volimenes para la preparacion de los estandares para la curva de calibracion

Estandar de fosfato Volumen requerido del estandar Volumen de buffer de actividad
(mM) (uL) (uL)
0.0 0 100
0.57 35 65
1.02 62 38
1.64 100 0
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Los estandares de fosfato se incubaron a 37 °C durante 30 minutos en un Thermomixer R
(Eppendorf). Se agregaron 600 uL de TCA al 15 %, y posteriormente 800 uL de colorante
recién preparado (4cido ascorbico 10%, molibdato de amonio 2.5 %, acido sulftrico 6 N).
Se incubaron los tubos de los estandares a 37 °C por 45 min, y se midi6 la absorbancia a
820 nm en un espectrofotometro Beckman Coulter DU650. Se determiné la recta de
calibracion, para la interpolacion de los valores de las muestras. En el ensayo se
consideraron dos blancos: el blanco de sustrato (s6lo sustrato sin fitasa) y el blanco de

muestra (sin el sustrato).

Para la reaccion enzimadtica se realizaron mezclas de reaccion en tubos de 2.0 mL, por

triplicado segun los volimenes que se describen en la Tabla 23.

Tabla 23. Mezcla de reaccion para la determinacion de actividad de fitasa

Volumen Blanco de

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

Las mezclas y los blancos correspondientes se incubaron a 37 °C durante 30 minutos en
un Thermomixer R (Eppendorf). La reaccion se detuvo agregando 600 pL de TCA al
15 %, posteriormente se agregaron 800 puL de colorante recién preparado. Se incubaron a
37 °C por 45 min, se midid la absorbancia a 820 nm en un espectrofotémetro Beckman

Coulter DU650.
Calculo de la actividad volumétrica enzimatica empleando las siguientes ecuaciones:
APL = APM — ABF — ABM 4)

Calculo de la absorbancia generada por el fosfato liberado en la mezcla de reaccion. APM
es la absorbancia promedio de la mezcla de reaccion enzimatica, ABF es la absorbancia
promedio del blanco de substrato (fitato) y ABM es la absorbancia promedio del blanco

de muestra.

Posteriormente, se calculo la concentracion de fosfato libre (mM) en la mezcla de reaccion

(ecuacion 5) realizando una interpolacion matematica del valor de la absorbancia generada
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por el fosfato liberado en la mezcla de reaccion (APL) en la recta de calibracion, calculada
previamente a través de la regresion lineal por el método de minimos cuadrados de los

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

m

Donde x es la concentracion de fosfato libre de la muestra (mM), y es el valor de la
absorbancia generada por el fosfato liberado en la mezcla de reaccion (APL), b es el valor

de la interseccion con el eje y y m es la pendiente de la recta de calibracion.
Finalmente se calcul6 la actividad volumétrica de la Fitasa por la ecuacion (6):
AVf (U/mL) = f * FD % 2.5 (6)

Donde AVres la actividad volumétrica de fitasa en la muestra, x es la concentracion (mM)
de fosfato libre en la mezcla de reaccion calculada por la ecuacion 5, ¢ es el tiempo de
incubacion de la reaccion enzimatica (30 min), FD es el factor de dilucion de la muestra
y 2.5 es un factor que proviene de emplear 40 uL de muestra en un volumen final de
reaccion de 100 uL. El valor de APM debe estar por debajo de la absorbancia del estdndar

de mayor valor de concentracion y que x/t este comprendido entre 0.0050 y 0.083.

Para el célculo del rendimiento actividad fitasa/biomasa (Ypx), se dividid la actividad
volumétrica de fitasa final en U/L entre la densidad celular en g/L de células secas. El Y px«

se midi6 en unidades de fitasa producidas por gramo de biomasa (U/g).

6.23 Efecto del terminador transcripcional en el gen heter6logo sobre los niveles de
transcripcion del gen heterdlogo FTEII y el gen endogeno GAPDH, y en el Yp/x

extracelular

Las dos cepas de copia Unica se cultivaron en medios BMGlc y BMGly (DOgoonm inicial
de 0.2) durante 24 h a 30 °C y 250 rpm. Las muestras se recolectaron en cinco momentos
de cultivo (3, 6, 12, 18 y 24 h) para evaluar el crecimiento por DOgoonm. Las
concentraciones de biomasa en g células secas/L se estimaron teniendo en cuenta que
1 DOgoonm son aproximadamente 0.3 g/L. de células secas. Se estimaron las velocidades

especificas de crecimiento (p) en la fase de crecimiento exponencial (3 a 12 h) a partir de
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la pendiente de la curva del logaritmo natural de la concentracion de biomasa vs. tiempo
de cultivo. Los datos de concentracion de biomasa vs. tiempo de cultivo también se
ajustaron a la solucién de integracion de la ecuacion logistica de Verhulst-Pearl (Lopez et
al. 2010) minimizando la suma residual de cuadrados entre la ecuacion integrada y las
concentraciones de biomasa, utilizando la herramienta Solver de Microsoft Excel
(Microsoft Co., Redmond, Washington, EE.UU.). Las concentraciones maximas de
biomasa (Xmax) se obtuvieron directamente de las ecuaciones ajustadas. Se estimaron
valores puntuales de p a las 6, 12 y 18 h de cultivo a partir de la relacion entre la primera
derivada de las curvas ajustadas de células de crecimiento y la concentracion de biomasa
en cada momento, tal como se describi6 anteriormente (Cos et al. 2005) y considerando

los volumenes de muestreo como despreciables.

Las actividades de las combinaciones de elementos reguladores (Pcgap-Taox1 y Pcar-Tcar)
sobre la expresion de genes heterdlogo FTEIl y GAPDH enddgeno en cada cepa de
unicopia se determinaron mediante la PCR cuantitativa con transcripcion inversa
(RT-gPCR) utilizando el mismo termociclador que se emple6 para la determinacion del
numero de copias de genes. Se utiliz6 el gen YPT1 como normalizador. Las células de 6,
12 y 18 horas de cultivo se recolectaron por centrifugacion, y se conservaron en una
solucion de ARNIater hasta realizar el aislamiento de ARN. La sintesis de ADNCc se realiz6
a partir de 1 ug de ARN utilizando el kit de sintesis de ADNc¢ SCRIPT y oligo(dT)2o,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los ADNc FTEIl y GAPDH de cada muestra
se amplificaron por duplicado utilizando el sistema PrimeTime que contiene primers y
sondas de hidrolisis dirigidas a las regiones CDS del gen heterdlogo FTEII o al gen
GAPDH endbégeno. El ADNc de YPTI se amplifico utilizando la mezcla de qPCR
SybrMaster y los cebadores 5qYPT1 y 3qYPT1 como se describid anteriormente
(Caballero-Pérez et al. 2021). Los niveles de transcripcion de FTEIl y GAPDH se
calcularon como “fold change” del nivel de transcripcion de YPT1 de la misma muestra
utilizando una curvas de calibracién previamente determinadas con ADN gendmico para

cada amplificacion de ADNc de cada gen.

Ademas, los sobrenadantes en cada momento de muestreo se concentraron y diafiltraron

por ultrafiltracion como se describio anteriormente (Robainas-del-Pino et al. 2023). El
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Ypix extracelular se estimdé como la relacion entre la actividad volumétrica de la fitasa

extracelular y el aumento de la concentracion de biomasa desde el inicio del cultivo.

Se calcularon cocientes de los niveles de transcripcion de FTEII y cocientes de Ypix
extracelulares para comparar los valores obtenidos de los cultivos de la cepa Pgap-Taox1
con los de la cepa Pgar-Tgar utilizando la misma fuente de carbono (cocientes inter cepas),
y utilizando la misma cepa y diferentes fuentes de carbono como la glucosa y el glicerol
(cocientes fuente de carbono) para dilucidar el impacto del terminador transcripcional
dentro de la estructura génica heterdloga influenciado por la fuente de carbono en los
eventos postranscripcionales, como la traduccion y/o la secrecion de proteinas

heterélogas.
6.24 Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realiz6 con el programa “Statgraphics Centurion XVLII” y
analisis de datos del programa Microsoft Excel (Microsoft Co., Redmond, Washington,
EE.UU.). Se realiz6 analisis de correlacion lineal y evaluacion de parametros de
estadistica descriptiva. Los valores de densidad celular se evaluaron mediante una prueba
de bondad de ajuste para verificar su conformidad con una distribucién normal.
Adicionalmente, se calcularon los intervalos de confianza al 95 % para la media
poblacional y la desviacion estandar verdadera con la finalidad de determinar si las clonas
seleccionadas como muestras pueden considerarse representativas de la poblacion. Los
valores de 1, los niveles de transcripcion, los valores de Y extracelular, las proporciones
de niveles de transcripcion FTEII y las relaciones Ypx extracelular entre cepas unicopias
se compararon estadisticamente mediante una prueba t de Student con un nivel de

significancia de 0.05.

54



7 RESULTADOS

7.1 Diseiio y sintesis de la secuencia nucleotidica del terminador del gen GAPDH

denominada Tgap

El andlisis de mapeo de transcritos en tres cepas KM71 contra el genoma de la cepa
CBS7435 de K. phaffii, mostrd la presencia de lecturas de ARN alo largo de toda la region
inter-CDS de los genes GAPDH y NABG6, lo que imposibilité definir la region del
terminador del gen GAPDH (Figura 7).
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Figura 7. Mapeo del transcriptoma de tres cepas KM71.

Cepas transformadas con tres vectores diferentes contra el genoma de la cepa CBS7435. Se representan las
regiones: CDS del gen GAPDH desde la posicion 1586002 pb a 1587004 pb, la region diana desde la
posicion 1587005 pb a 1587495 pb y la region UTR del gen GAPDH desde la posicion 1587005 pb a
15870058 pb [representada con (- - -)]. A. transcriptoma de la cepa KM71 con vector pPICOFTEII. B.
transcriptoma de la cepa KM71 con vector pPIC9 sin gen heter6logo. C. transcriptoma de la cepa KM71
con vector pPIC9Lac412.

En este contexto, el ensayo 3’RACE fue concluyente para definir la region 3’UTR del gen
GAPDH en cepas KM71. En la primera etapa de este ensayo, se obtuvo ARN total
purificado y tratado con DNasa RQI1 con niveles de pureza que cumplieron con los
parametros de calidad establecidos, con una relacion DO2sonm280nm de 2.037 (criterio de
aceptacion de aproximadamente 2.0) y una relacion DO2sonme23onm de 1.628 (rango
permitido de 1.8 a 2.2). La retrotranscripcion del ARN utilizando el oligonucleo6tido
T17AP permiti6 la obtencion del ADNc de los genes con poli (A). La PCR realizada con
los oligonucleotidos dirigidos al CDS del gen GAPDH y al adaptador incorporado por
PCR en la cola poli (A), produjo un fragmento amplificado de aproximadamente 350 pb

(Figura 8).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % del fragmento de ADNc amplificado, producto de la PCR
del 3’RACE.

Fragmento enviado a secuenciar para identificar la secuencia de la region 3’UTR del gen GAPDH. Carril
M. Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega). Carril 1. Fragmento amplificado del ADNc
purificado (aprox. 350 pb). Carril 2. Control negativo del PCR. La flecha indica el fragmento de ADNc
amplificado por PCR con oligonucleotidos especificos a la region terminadora del gen GAPDH.

El analisis de este fragmento mediante secuenciaciéon empleando un oligonucledtido
especifico dirigido al CDS del gen GAPDH, revelo el punto exacto de la secuencia
nucleotidica donde se realiz6 el corte enzimatico y se agregd la cola poli (A) (Figura 9).
Esto permiti6 identificar con precision el sitio de corte y poliadenilacion del terminador
GAPDH. Dicho sitio, con secuencia “TA”, se localizé a 51 nt rio abajo del CDS del gen
GAPDH. La secuencia de estos 51 nt resulté 100 % idéntica a la secuencia 3’UTR del gen
GAPDH (TDH3) de la cepa CBS 7435 de K. phaffii.
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NNNNNNGCTGCTTCGAGGGTAGCTCAAGGGTGTTTTGGGTTACACTGAAGATGCCGTTGTCTCTTCTGACTTCT
TGGGTGACGAGAGATCCTCCATCTTCGACGCTTCTGCCGGTATTCAATTGACTCCATCTTTCGTCAAGCTGATC
TCTTGGTACGACAACGAGTACGGTTACTCCACCAGAGTCGTCGACTTGTTGCAACACGTTGCTAAGGCTTAAT
CGATTTGTATGTGAAATAGCTGAAATTCGAAAATTTCATTATGGCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATGTCG

ACTCCAGTCAAAAAAAAAAAN

Figura 9. Electroferograma y secuencia producto de la secuenciacion del fragmento amplificado por PCR
resultante del 3’RACE.

Se indica la secuencia “TA” como sitio de corte y poliadenilacion del gen GAPDH (seialada con flecha),
se enmarca con lineas discontinuas la cola de poli (A) y sitio de union del oligonucle6tido T17AP. Se
presenta la secuencia nucleotidica de la region 3’UTR del gen GAPDH (seialada en rojo).
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Para el disefio de la region Tgap, a la secuencia nucleotidica de la region 3’UTR se le
agregaron 50 nt, utilizando la misma secuencia que la anotada para la cepa CBS 7435 rio
abajo del sitio de poliadenilacion, por lo que se consideré como terminador del gen

GAPDH laregion de 101 nt rio debajo de su CDS.

En el disefio de la secuencia sintética se incluyeron varias secuencias: la de los sitios de
corte de las enzimas Notl y Bsu361 (15 nt), la comprendida entre los sitios de corte en el
vector pPGAHFTEII (510 nt), y la del terminador Tgap (101 nt), por lo que, la secuencia a
sintetizar result6 con 620 nt y quedo disefiada con la secuencia que se muestra a la derecha

en la Figura 10.

La secuencia disefiada fue sintetizada y clonada en el pldsmido pUCIDT-AMP por la

compaiiia IDT, EUA resultando el plasmido pUCIDTgap de 3379 pb (Figura 10).
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[M13 fwd) #Z TGAACAATGCGGGCTATCGATAAGCTTTAATGCGG

NotI (484) TAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGG

CACCGTGTATGAAATCTAACAATGCGCTCATCGTC
ATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGCAT
AGGCTTGGTTATGCCGGTACTGCCGGGCCTCTTGC
GGGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCAC
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Figura 10. Representacion esquematica del plasmido pUCIDTgap.

En pUCIDTgap se suministro la secuencia sintética Tgap por la compaiiia IDT Inc. (Coralville, IA, EUA).
A la derecha se muestra la secuencia sintética que contiene el terminador Tgap y se representan con colores
cada una de las secuencias que la componen: en azul el sitio de corte para la enzima de restriccion Notl, en
negro parte de la secuencia del vector pPGAHFTEII (vector de expresion empleado en el subclonaje de Tgap),
en color rojo la secuencia Tgap (terminador del gen GAPDH) y en color verde el sitio de corte para la enzima
Bsu36l.

Los resultados del analisis in silico de la digestion enzimatica de pUCIDTgap muestran

los tamafios esperados de los fragmentos digeridos (Tabla 24).
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Tabla 24. Tamafio esperado de los fragmentos generados producto de la digestion de pUCIDTap con las
enzimas Notl-HF y/o Bsu361.

Tamafio esperado (pb)

Ezima Fragmento
pGAHFTEIT* pUCIDTgap
Notl-HF o Bsu 361 Plasmido linealizado 8586 3379
Vector 7733 2759
_HF +
Notl-HF + Bsu361/ Inserto 853%* 620%*

*: Control positivo del ensayo. **: La diferencia de tamafio entre los insertos de ambos vectores es de
233 pb, diferencia de tamafio apreciable y util para caracterizacion de los vectores por digestion enzimatica.

Estos resultados esperados se obtuvieron luego de la caracterizacion enzimatica de Tgap

(Figura 11).

853 pb
620 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % para caracterizar el plasmido pUCIDTgap proveniente
de la transformacion en la cepa TOP10 de E. coli.

Carril M. Marcador de tamafio molecular de 1 kb (Promega, EUA). Carril 1. Plasmido pGAHFTEII
purificado (Control positivo). Carril 2. pGAHFTEII digerido con Notl-HF (NEB, UK). Carril 3.
pGAHFTEII digerido con Bsu361 (NEB, UK). Carril 4. pPGAHFTEII con doble digestion enzimatica. Carril
5. pUCIDTgap extraido y purificado de la cepa TOP10 de E. coli. Carril 6. pUCIDTgap digerido con Notl-
HF (NEB, UK). Carril 7. pUCIDTgap digerido con Bsu36I (NEB, UK). Carril 8. pUCIDTgap con doble
digestion enzimatica.

En la Figura 11 carril 6 y 7 se observa que el plasmido pUCIDTgap linealizado tiene un
tamafio aproximado entre 3000 pb y 4000 pb, lo que concuerda con el tamafio esperado
de 3379 pb. Luego de la doble digestion enzimatica se desprendid un fragmento de 620 pb,

de esta forma se corrobor6 la presencia de Tgap en pUCIDTgap.
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7.2 Modelo de sefiales de poliadenilacion en el terminador GAPDH

En el andlisis de alineamiento de 51 hexanucleo6tidos reportados en la literatura como
secuencias conservadas presentes en los terminadores de genes de levaduras (Van Helden
et al. 2000) con los 101 nt de Tgap se identificaron los cuatro elementos de procesamiento
que en conjunto conforman las sefiales de poliadenilacion del terminador del gen GAPDH

(Figura 12).

1 9 1416 2 37 A& 50 55 101
TAA % GTATGT % AAATAG TTCATT TATCTA szzzz:z #
el a2 3 51 ed
-- CDS JUTR

Figura 12. Representacion esquematica de la secuencia Tgap.

Laregion 3'UTR se indica con una flecha de dos puntas. Los ntimeros corresponden a las posiciones de los
nucledtidos del sitio de inicio 3'UTR. Los supuestos elementos de procesamiento 3' el, €2, €3 y e4, también
conocidos como elementos de eficiencia, posicionamiento, proximo rio arriba del sitio de corte, y préximo
rio abajo del sitio de corte, respectivamente, se muestran en rectangulos. También se muestra el codon de
stop (TAA) de la secuencia codificante (CDS) de gen GAPDH y la secuencia TA (en negrita) para el sitio
de corte y poliadenilacion del ARN.

Segun reportes de Van Helden et al. y Graber et al. (Van Helden et al. 2000; Graber et al.
1999) el elemento de eficiencia (el) dentro de la secuencia 3’UTR es el mas alejado rio
arriba del sitio de corte y poliadenilacion. Se ha reportado que los residuos T ubicados en
posiciones intercaladas son los nucle6tidos mas esenciales en esta secuencia. El elemento
de posicionamiento (€2) es una zona rica en A, que se localiza usualmente entre 13 y 27 nt
rio arriba de sitio de corte y poliadenilacion. La distancia entre el y e2 es variable. El sitio
de corte y poliadenilacion es una secuencia del tipo PyAn (TA o CA) y por Gltimo una
zona rica en U que flanquea el sitio de corte y poliadenilacion. En Tgap (Figura 12) se
observa claramente cada uno de estos cuatro elementos. La secuencia consenso GTATGT
como elemento de eficiencia (el). La secuencia AAATAG como elemento de
posicionamiento (e2) ubicada aproximadamente a 27 nucle6tidos rio arriba del sitio de
corte y poliadenilacion. La secuencia TA como el sitio de corte y poliadenilacion, y la
zonarica en U que flanquea el sitio de corte y poliadenilacion (e3 y e4) con las secuencias

TTCATT y TATCTA.
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7.3 Construccion del vector de expresion pPcar-FTEII-Tcar

7.3.1 Clonaje y digestion in silico

Del analisis in silico del clonaje de Tcap en pGAHFTEII (Figura 13) result6 el vector
pPcap-FTEII-Tgap (Figura 14) con 8353 pb (7733 pb del vector y 620 pb del inserto Tap).

AmpR promoter

GAP promoter
AmpR

XholI (891)

bom NotI (i978)
pGAHFTEII M

r 8586 bp %, /7 /AOX1 terminator

AOX1 3 fragment™ \ |

Bsu361I (2831)

Sall (3920)

Figura 13. Representacion esquematica del vector de expresion pGAHFTEII.
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GAP promoter
AmpR

N\ XhoI (s91)
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bem PPGAP-FTEII-TGAP
- 8353 bp

AOX1 3' fragment  \ \ Bsu361I (2598)

Sall (3687)

Figura 14. Representacion esquematica del vector de expresion pPgap-FTEII-Tgap.
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Del andlisis de la digestion enzimatica in silico con Bsu36l y Notl-HF (Tabla 24) se
apreci6 que existe una diferencia de 233 pb entre los fragmentos liberados (inserto) en el
vector pPGAHFTEII respecto al pPcap-FTEII-Tgap, lo cual es favorable para poder analizar
la correcta construccion de pPcap-FTEII-Tcap mediante caracterizacion enzimatica en un

gel de agarosa.

7.3.2 Ligacion vector-inserto

A partir de una electroforesis de agarosa a escala preparativa se aislaron, purificaron y
prepararon para la ligacion los fragmentos: vector pPGAHFTEII e inserto Tgap (Figura 15

A y B, respectivamente).

pGAHFTEII A pUCIDTp B

Vector
<+— 7733 pb

Inserto
<— 620 pb

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % a escala preparativa de los fragmentos de interés
obtenidos de la doble digestion enzimatica con NotI-HF'y Bsu361 (NEB, UK) de los plasmidos purificados.
A. pGAHFTEIL B. pUCIDTgap. Las flechas indican los fragmentos de interés cortados para la construccion
de pPGAP-FTEH-TGAP.

Luego de purificados los fragmentos con el Kit Wizard® SV gel and PCR Clean-up
System (Promega, EUA) se analizaron en un gel de agarosa al 0.8 % a escala analitica. Se
observd que las bandas de los fragmentos purificados se encontraban en el tamafio

esperado, 7733 pb para el vector y 620 pb para el inserto (Figura 16).
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los fragmentos purificados (vector e inserto)
obtenidos a escala preparativa.

Carril M. Marcador de tamafio molecular 1Kb DNA Ladder (Promega, EUA). Carril 1. Plasmido
pGAHFTEII purificado y digerido con las enzimas de restriccion Notl -HF y Bsu361 (NEB, UK). Carril 2.
vector purificado proveniente de pGAHFTEII. Carril 3. Plasmido pUCIDTgap purificado y digerido con las
enzimas de restriccion Notl-HF y Bsu361 (NEB, UK). Carril 4. Inserto purificado obtenido de pUCIDTgap.

Para la ligacion y obtencion de pPgap-FTEII-Tgap se consider6 la concentracion estimada
de 5 ng/uL para el vector y de 2 ng/ul para el inserto. Se realizaron los calculos para

20 uL de reaccion y una relacion 3:1 vector-inserto.

Una vez realizada la ligacion, se transformaron las células competentes de la cepa TOP10
de E. coli (Figura 17) con el vector resultante pPgap-FTEII-TGap para su preservacion y

propagacion.

Figura 17. Siembra en placas de la cepa TOP10 de E. coli transformadas con el vector pPgap-FTEII-Tgap.
A y B. Control negativo en medio LB y en medio LB con ampicilina, respectivamente. C y D. Control
positivo en medio LB y en medio LB con ampicilina, respectivamente. E. Control I (reaccion de ligacion
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con vector, sin inserto y con ligasa) en medio LB con ampicilina. F. Control II (con vector con inserto sin
ligasa) en medio LB con ampicilina; G y H. Muestra (con vector, inserto y ligasa) en medio LB con
ampicilina aplicada a 100 pL y 50 pL, respectivamente.

El vector pPcap-FTEII-Tgap resultdé con un casete de expresion conformado por el
promotor constitutivo del gen GAPDH, una region codificante de la proteina recombinante
FTEIl asociada en su extremo N-terminal con el péptido prepro del factor o de
S. cerevisiae y el terminador del gen GAPDH (Figura 18). A esta construccion se le

denomind Pgap-Tgap.

500 1000 1500 2000 2500'pb

Peap-Taox1 | | i>| | >| >

(2161 pb)
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[ { / / 7 V)
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Promotor 5 UTR Factor Pre-pro-« SS FTEIl 3'UTR Terminador

Figura 18. Representacion esquematica del casete de expresion de los vectores pPGAHFTEII (Pgap-Taox1) y
pPcap-FTEII-Tgap (Pcar-Tcap).

Los resultados de la caracterizacion por PCR y corte enzimatico de pPgap-FTEII-Tgap se
muestran en las Figura 19 A y B.

pb M 1 2 3 4 5 A

1000
000N
6000 —=—
4000 3888:
2500

2000—

1500—

1000—
750—
500—

J047pb

Slépd

750 620 pb
‘_

500
250—

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % para la caracterizacion de pPgap-FTEII-Tgap.

A. PCR con pareja de oligos FTE1/3TH dirigidos a la region del terminador. Carril M. Marcador de tamafio
molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega. EUA). Carril 1. Control negativo de la PCR, Carril 2. Control
positivo de la PCR, vector pPGAHFTEII. Carriles del 3 - 5. Vector purificado pPgap-FTEII-Tgap proveniente
de tres colonias seleccionadas. B. digestion enzimatica con Not/-HF y Bsu36l. Carril M. Marcador de
tamafio molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega. EUA). Carril 1. Plasmido pPgap-FTEII-Tgap purificado.
Carril 2. Plasmido pPgap-FTEII-Tgap digerido con Notl-HF'y Bsu361.
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De ambos andlisis se obtuvieron los resultados esperados: un fragmento en la region del
terminador amplificado por PCR, con tamafio de 814 pb y luego de la doble digestion
enzimatica se desprendiéo un fragmento con el tamafio esperada de 620 pb, lo cual

evidencio la correcta construccion del vector pPgap-FTEII-Tgap.

Se seleccion6 una de las clonas evaluadas y luego de purificar el vector pPgap-FTEII-Tgap

(Figura 20) se secuencio con los oligonucledtidos FTE1 y 3TH.

M 1

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % del plasmido pPgap-FTEII-Tgap.

Carril M. Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega, EUA). Carril 1. Plasmido extraido de
la cepa TOP10 de E. coli y purificado por columna con el sistema Wizard-plus-sv-minipreps-dna-
purification (Promega, EUA).

El resultado de la secuenciacion corrobord que después del subclonaje de Tgap en el vector
pPcap-FTEII-Tgap su secuencia nucleotidica, de 101 pb, se mantuvo 100 % idéntica a la
secuencia del terminador del gen GAPDH (TDH3) de la cepa CBS 7435 de K. phaffii
(Figura 21).

Sequence ID: Query_528005 Length: 101 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 101 Sraphics

Score Expect Identities Gaps Strand
187 bits{101) ae-52 101/101(100%) 0/101{0%) Plus/Plus

S L I T I T T T T >>°
| | | I | | | | I | |

Sbjct A ATCGATTTGTATGTGAAATAGC TGAAAT TCGAAAAT TTCATTATGGCTGTATCTACTTT 50
kel innnitnniniyysyin e
Sbjct (S GCGTATTAGGCATTTGAGCATTGGCTTGAACAATGCGGGCT  1el

Figura 21. Resultado de la comparacion por Blastn de las secuencias nucleotidicas del terminador GAPDH
(TDH3) de la cepa CBS 7435 de K. phaffii y la secuencia obtenida por secuenciacion de pPgap-FTEII-Tgap.
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7.4 Construccion de las cepas de K. phaffii KM71/Pcar-FTEII-Tgar y
KM71/Pcar-FTEII-Taox1

7.4.1 Linealizacion con Sall

Los plasmidos pGAHFTEII y pPcap-FTEII-Tgap, después de ser extraidos y purificados,
resultaron con concentraciones de 125 ng/uL y 104 ng/pL, respectivamente; ambos en un
volumen de 530 pL y con buena calidad (DO260nm2sonm de 1.786 'y 1.756,
respectivamente). Ambas muestras se concentraron en un CentriVap (LABCONCO,
EUA) hasta un volumen final aproximado de 10 pL, obteniéndose concentraciones de
2690 ng/uL. para pGAHFTEII y 3990 ng/uL para pPcap-FTEII-Tgap, y una relacion
DO260nm280nm de 1.815 y 1.814, respectivamente (Figura 22).

Figura 22. Electroforesis de agarosa al 0.8 % de los plasmidos purificados: A. pGAHFTEIIl y B.
pPGAp-FTEH-TGAP.

Carriles M. Marcador de tamafio molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega). Carriles 1. ADN plasmidico
purificado.

Se linealizaron ambos plasmidos con Sall (Figura 23). Después de concentrar cada
plasmido linealizado se diafiltraron contra agua y se obtuvieron con una concentracion de
288 ng/uL y 245 ng/uL en 10 pL y con una relacion DO2eonm280onm de 1.789 y 1.885 para
pGAHFTEIl y pPgap-FTEII-Tgap, respectivamente.
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de la linealizacion con Sall.

A. pGAHFTEII y B. pPgap-FTEII-Tgap. Carriles M. Patrén de tamafio molecular de 1kb DNA Ladder
(Promega, EUA). Carriles 1. ADN plasmidico. Carriles 2. ADN plasmidico digerido con la enzima Sall.
Carril 3. ADN plasmidico digerido con la enzima Sa/l, concentrado y diafiltrado (solo en el caso de la
figura B).

7.4.2 Transformacion de la cepa KM71 de K. phaffii con los vectores pGAHFTEII
y pPGar-FTEII-Tcap

Se transformaron las células electrocompetentes KM71 de K. phaffii con los vectores
linealizados pGAHFTEII y pPcap-FTEII-Tgap. Las cepas transformadas se seleccionaron

por prototrofia a histidina al crecer en placas con medio RBD His™ (Figuras 24 y 25).

Figura 24. Siembra en placas de la cepa KM71 de K. phaffii transformada con el plasmido pPGAHFTEIL.
A. placa con medio RBD His- con células sin transformar. B. Placa con medio YPD agar con células sin
transformar. C. Placa con medio YPD agar con células transformadas. D - H. Placas con medio RBD His"
con células transformadas (siembra de 50, 100, 150, 200 y 500 pL, respectivamente).
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Figura 25. Siembra en placas con la cepa KM71 de K. phaffii transformada con el plasmido
pPGAP-FTEH-TGAP.

A. placa con medio RBD His- con células sin transformar. B. YPD agar con células sin transformar. C. YPD
agar con células transformadas. D - H. Placa con medio RBD His™ con células transformadas (siembra de
50, 100, 150, 200 y 500 pL, respectivamente).

Se obtuvieron mas de 1000 clonas producto de la transformacién que crecieron en medio
RBD His'. Las cepas transformadas KM71/Pgap-FTEII-Taox1 y KM71/Pgap-FTEII-TGap
seleccionadas por prototrofia a histidina se caracterizaron por PCR con el par de
oligonucleotidos FTE1/3TH dirigidos al terminador del gen heter6logo (Figuras 26 y 27)

integrado al genoma de K. phaffii. Estas cepas las denominamos Pgap-Taox1 y Pcar-Taar,

respectivamente.
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Figura 26. A. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de la caracterizacion de la cepa Pgap-Taoxi por PCR
empleando el par de oligonucledtidos FTE1/3TH , dirigidos a la region del terminador del gen heter6logo.
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Carril M. Patréon de tamafio molecular de 1kb DNA Ladder (Promega, EUA). Carriles 1 — 5. Producto
amplificado del ADNg de cinco clonas transformantes Pgap-Taoxi. Carril 6. Producto amplificado del
plasmido pGAHFTEII como control positivo del ensayo. Carril 7. Control negativo de PCR. B.
Representacion esquematica de los sitios de hibridacion de los oligonucledtidos FTE1/3TH en el casete de
expresion integrado en el genoma de la cepa Pgar-Taoxi.

En cinco de las clonas transformadas Pcap-Taoxi y en la clona control positivo
proveniente de la cepa KM71GAHFTEII con casete de expresion con Pgap-Taoxi se
amplific6 una banda de tamafio esperado de 1047 pb. Lo que indica la presencia de Taoxi
en el gen heter6logo incorporado al genoma de las cepas transformadas y presente en la
cepa control positivo.

En cuatro de las clonas transformadas Pcap-Tcap se amplificé una banda de tamafo
esperado para el terminador Tgap, de 814 pb (Figura 27). Este terminador es 233 pb menor
que el Taox1 y es la diferencia observada en los tamafios de los fragmentos amplificados
para la region del terminador entre las cepas transformadas y la cepa control positivo (con

1047 pb).

FTE1 (1223..1242) 3TH (2017 .. 2036)
814 pb

____________ PO______y
5007 10007 15007 20007 pb

‘ / | Factor pre-pro a- FTEII

GAP prométor GAP Terminador

Figura 27. A. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de la caracterizacion de la cepa Pgap-Tgap por PCR
empleando con el par de oligonucledtidos FTE1/3TH, dirigidos a la region del terminador del gen
heter6logo.

Carril M. Patron de tamaiio molecular de 1kb DNA Ladder (Promega, EUA). Carril 1. Control negativo de
PCR. Carril 2. Producto amplificado del plasmido pGAHFTEII como control positivo del ensayo. Carriles
del 3 — 6. Producto amplificado del ADNg de cuatro clonas transformantes de la cepa Pgap-Tgar. B.
Representacion esquematica de los sitios de hibridizacion de los oligonucledtidos FTE1/3TH en el casete
de expresion integrado en el genoma de la cepa Pgap-Tgap.

Estos resultados confirmaron la presencia del casete de expresion con el terminador T aoxi1
o Tgar insertado en el ADNg de las cepas transformantes Pgap-Taoxi 0 Pgap-Tgar, segin

corresponde.
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El ADNg extraido de ambas cepas también se analiz6 por PCR de integracién con doble
pareja de oligonucleétidos (Figura 28). Se utilizaron los oligonucle6tidos GAPF/FTE2
dirigidos al promotor y los oligonucledtidos FTE1/3TH dirigidos al terminador del gen
heterdlogo FTEII. Laregion del promotor del casete de expresion en las cepas Pcap-Taoxi
y Pcap-Taap es idéntica, es por ello que en ambas cepas se amplificé un fragmento de
tamafio esperado de 1311 pb con los oligonucleodtidos dirigidos a la region del promotor;
mientras que con los oligonucledtidos dirigidos a la region del terminador el tamafo del
fragmento amplificado resulté de 1047 pb para Taoxi y de 814 pb para Tcap, con una

diferencia de 233 pb que es la diferencia de longitud entre ambos terminadores.

pb
10000,

8000 \

6000
4000
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1047 pb
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B

S5GAPF (448 .. 469) FTE2 (1741 .. 1758)

P VLY B >
500! 1000! 1500! ~ 2000" pb

l >| Factor pre-pro a- FTEIl

GAP promotor

Figura 28. A. Electroforesis en gel de agarosa para la verificacion por PCR de la integracion del casete de
expresion en el genoma de K. phaffii.

Carril M. marcador de tamafio molecular de 1kb DNA Ladder; carriles 1y 7, controles negativos de PCR.
Carril 2. producto de PCR de ADN genomico de la cepa basada en Pgap-Taox1 con el par de oligonucledtidos
GAPF/FTE2. Carriles 3 a 6. producto de PCR de ADN genomico de cuatro clones de la cepa basada en
Pcar-Tgap con el par de oligonucledtidos GAPF/FTE2. Carril 8. producto de PCR de ADN gendmico de la
cepa basada en Pgap-Taoxi con el par de oligonucleétidos FTE1/3TH. Carriles 9 a 12. producto de PCR de
ADN genomico de cuatro clonas de la cepa basada en Pgap-Tgap con el par de oligonucledtidos FTE1/3TH.
B. Representacion esquematica de los sitios de hibridacion del par de oligonucleotidos GAPF/FTE2 en el
casete de expresion integrado en el genoma de las cepas Pap-Taox1 Y Pcar-Tgap.

Estos resultados confirmaron la correcta construccion e insercion de los casetes de

expresion Pgap-Taoxi 0 Pcar-Tcap en las cepas transformadas KM71 de K. phaffii.
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7.5 Cultivo celular

Se seleccionaron de forma aleatoria e independiente 18 clonas de la cepa Pgap-Taox1 y
25 clonas de la cepa Pgap-Tcap. Todas las clonas en ambas cepas se cultivaron en igualdad
de condiciones: en medio BMG suplementado con 0.1 % de CaCl» a temperatura de 30 °C
y agitacion a 250 rpm; a partir de una DOgoonm 1nicial aproximada de 1.4, con adicion de
glicerol al 1 % a las 14 h de cultivo y durante 24 h. En estas condiciones de cultivo se
observo similitud en el crecimiento celular para ambas cepas. La fase de crecimiento
exponencial (donde la velocidad especifica de crecimiento es constante y maxima) ocurrio
entre las 2 y 10 h de cultivo a una velocidad especifica de crecimiento aproximado de
0.19 h'! (Figura 29). A las 24 h de cultivo el valor de la concentracion de biomasa de la
cepa Pgar-Taoxi estuvo entre 7.22 y 9.30 g/L y en la cepa Pgap-Tgar entre 7.39y 9.23 g/L

(Figura 30 A y B, respectivamente; valores resaltados en rojo).

® PGAP-TGAP e PGAP-TAOX1
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Figura 29. Grafica del logaritmo natural de la densidad celular (DC) en la fase exponencial del cultivo

celular de las cepas Pcar-Taoxi y Pgar-Tgap.
La pendiente de las rectas representa la velocidad especifica de crecimiento maxima (p) para ambas cepas.
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Figura 30. A y B. Graficas de dispersion del rendimiento de proteina totales por unidad de biomasa vs DC.
A. cepa Pgar-Taox1y B. cepa Pgap-Tgar. Se representa el par ordenado (x,y) de los valores extremos de la
DC (x) resaltados en rojo y del rendimiento proteinas totales por unidad de biomasa (y) resaltado en negro.
C y D. Graficas de dispersion del rendimiento de proteinas totales por unidad de biomasa vs concentracion
de proteinas totales extracelulares de: C. cepa Pgap-Taox1y D. cepa Pgar-Tap. Se representa el par ordenado
(x,y) de los valores extremos de la concentracion de proteinas totales extracelulares (x) resaltados en verde
y del rendimiento proteinas totales por unidad de biomasa (y) resaltado en negro. Se representa ademas la
linea de tendencia, la ecuacion y el valor de R? del analisis de correlacion lineal.

Segun el analisis estadistico (Anexo 4 y 5), se encontrd que la media poblacional de la
densidad celular para la cepa Pgap-Taoxi se pudo estimar entre 7.75 g/L y 8.37 g/L, con
95 % de confianza y un error relativo de 3.9 %; mientras que la desviacion estandar
estimada se situo en el rango de 0.469 g/L y 0.937 g/L. El valor bajo del error relativo de
la media (<5 %) y la demostracion de que los valores de densidad celular provienen de
una distribucion normal sugirieron que la muestra de 18 clonas de la cepa Pgap-Taoxi es
adecuada para representar, en términos de la media de la densidad celular, a la poblacion

de mas de 1000 transformantes obtenidos y seleccionados en medio RBD His".

Resultados similares se observaron en el analisis de las 25 clonas seleccionadas de la cepa
Pcar-Taar. El andlisis estadistico (Anexos 6 y 7) evidencid que es posible estimar con

95 % de confianza, que la media poblacional de la densidad celular se encuentra dentro
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del intervalo de confianza comprendido entre 8.14 g/ y 8.54 g/L, en tanto que la
desviacion estandar estimada estd dentro del intervalo de confianza entre 0.382 g/L y
0.681 g/L. El intervalo de confianza para la media se estimd con un error relativo de 2.4 %.
Este valor bajo del error relativo de la media (<5 %) y la demostracion de que los valores
de densidad celular provienen de una distribucion normal sugirieron que la muestra de
25 clonas de la cepa Pcar-Taap es adecuada para representar, en términos de la media de
la densidad celular, a la poblacion de mas de 1000 transformantes obtenidos y

seleccionados en medio RBD His™ para esta cepa.

En cuanto a la concentracion de proteina extracelular, los valores oscilaron entre 7.46 y
57.90 mg/L. para Pgap-Taoxi (Anexo 2) y entre 13.56 y 50.80 mg/L. para Pgap-Tgap
(Anexo 3) (Figura 30 C y D, valores resaltados en verde). Los valores de rendimiento
proteina/biomasa estuvieron en un rango de 0.9 a 6.8 mg/g y de 1.8 a 6.5 mg/g,

respectivamente (Figura 30, valores resaltados en negro).

Del anélisis de los resultados es destacable observar que a pesar de que la dispersion de
los valores de densidad celular fue baja con valores de coeficiente de variacion de 7.8 %
(Anexo 4) para Pgap-Taoxi y de 5.9 % para Pgar-Tcar (Anexo 6). Los valores de
concentracion de proteina extracelular y de rendimiento proteina biomasa mostraron una
marcada variabilidad. El coeficiente de variacion de la concentracion de proteina y del
rendimiento proteina biomasa para la cepa Pgap-Taox: fue de 30.3 % y de 31.2 %,

respectivamente y para la cepa Pgap-Tcap fue de 43.9 % y de 42.7 %, respectivamente.

Se identifico que esta variabilidad del rendimiento proteina/biomasa entre las clonas de
una misma cepa no estd correlacionada con la variabilidad en los valores de densidad
celular (Figura 30 A y B) pero si esta directamente correlacionada (con R? de 96 %) con

la variabilidad en la concentracion de proteina extracelular (Figura 30 C y D).
7.6  Seleccion de clonas posibles unicopias

El primer criterio de seleccién de clonas posibles unicopias fue el rendimiento proteina
extracelular/biomasa. Se observd gran variabilidad de este pardmetro entre clonas para

ambas cepas segun se describio en el acapite anterior y se observa en la Figura 31.
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Figura 31. Grafica de cajas y bigotes para el analisis de la variabilidad del rendimiento proteina/biomasa
entre 18 clonas de la cepa Pgar-Taox1y 25 clonas de la cepa Pgap-Tgar.

Se observaron clonas con valores atipicos de rendimiento proteina/biomasa. La clona de
mayor rendimiento con valor de 6.8 mg/g en la cepa Pgap-Taox1 €s una clona previamemte
definida como multicopia (Herrera-Estala et al. 2020) de la cepa KM71GAHFTEIL
Entonces por inferencia se definieron las clonas con valores de rendimientos altos y
atipicos de 6.5 y 5.1 mg/g de la cepa Pgap-Tgar como posibles clonas multicopias. Las
clonas con menor rendimiento proteina/biomasa y valores atipicos alrededor de 1 mg/g en
la cepa Pgar-Taox: son clonas revertantes. Estas clonas, a pesar de crecer en medio
selectivo RBD His", cuando se evaluaron por PCR de integracioén se observd una banda
muy tenue o ausencia de producto amplificado en el PCR de integracion. Probablemente
esto se deba a que no incorporaron el casete de expresion en su genoma o lo perdieron por

generacion, a medida que se realizan los cultivos celulares.

Es conocido que entre el 90 y el 99 % de las clonas transformadas resultan ser unicopias
(Higging et al. 1998), por lo que se decidi6 escoger dentro de la region intercuartil una
clona de la cepa Pgapr-Taoxi (identificada como CN11) y dos clonas de la cepa Pgap-Tgar
como posibles unicopias (identificadas como CN4 y CN2). Adicionalmente, se escogiod la
clona multicopia Pgap-Taox1 (C+) y una de las clonas posible multicopias de Pgap-Tgap

(CNB8). Todas estas clonas se analizaron por dosis génica.
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7.7 Determinacion de la dosis génica

Las clonas seleccionadas como posibles unicopias y las clonas de mayor rendimiento en
cada cepa se evaluaron por dosis génica. Durante el desarrollo del qPCR, en la obtencion
de la recta de eficiencia los valores del ciclo umbral (Ct) de la amplificacion del gen
heterologo FTEIl y del gen GAPDH enddgeno, mostraron linealidad en el intervalo de 0.2
a 25 ng de ADNg. Ambas rectas se obtuvieron con valor de regresion lineal del 99 %
indicando que con el valor de Ct es posible predecir con precision la cantidad de ADNg.
Ademas, las pendientes de las rectas se obtuvieron con valores de - 3.4y - 3.5 (Figura 32),
y los valores de eficiencia del qPCR fueron de 94.9 % y 92.0 % para los genes FTEIl y
GAPDH, respectivamente por lo que se cumplié con los parametros de calidad de
ejecucion del qPCR (R? cercano a 100 %, pendiente de -3.3 £ 10 % y eficiencia de
100 + 10 %).
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Figura 32. Rectas de eficiencias del qPCR. A. para el gen heterélogo FTEII y B. para el gen GAPDH
endogeno.

En la evaluacion de las clonas seleccionadas se confirm6 que las clonas de mayores
rendimiento proteina/biomasa en ambas cepas son multicopias. La clona de la cepa
Pcar-Taoxi resultod con tres copias del gen heterdlogo FTEII y la cepa Pcap-Tcap con dos
copias de dicho gen. Las tres clonas seleccionadas como posibles unicopias (una clona de
la cepa Pgar-Taox1 y dos clonas de la cepa Pgapr-Tgap) resultaron tener una tinica copia
del gen heterdlogo FTEII (Tabla 25). La clona unicopia de Pgap-Taoxi (denotada como
CN11) y una de las dos clonas unicopias de Pgap-Tgar (denotada como CN2) se

escogieron para los analisis comparativos de expresion de genes.
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Tabla 25. Dosis génica de las clonas multicopias y unicopias de las cepas Pgar-Taoxi ¥ Pcar-Tcar

Gen FTEII Gen GAPDH
Cepa Clona Dosis génica
Ct ADNg (ng) Ct ADNg (ng)
C+ 23.11 4.67 24.21 1.73 3
Pgar-Taoxi
CN11* 24,52 1.82 24.05 1.93 1
CN8**  23.78 3.00 24.39 1.54 2
Pgar-Tgar  CN4* 2430 2.12 23.50 2.77 1
CN2* 2493 1.39 24.22 1.73 1

Ct. Ciclo umbral. C+. Clona multicopia de la cepa KM71GAHFTEII (Herrera-Estala et al. 2020). *. Clonas
unicopias. **. Clona multicopia.

7.8 Funcionalidad de los elementos reguladores Pcap-Taox1 y Pcar-Tcar

7.8.1 Deteccion de transcritos del gen heterologo FTEII por RT-PCR

El ARN extraido de las muestras tomadas a las 10 h del cultivo de Pgap-Tcar y Pcar Taoxi
se obtuvo con una concentracion de 124 ng/uL y 113 ng/uL, respectivamente y una
relacion de DO2sonm/280nm de 2.160 y de 2.014, respectivamente. Ambos con buena calidad
del ARN por tener un valor aproximado de 2.0 en la relacion de DO260onm/280nm. Los
resultados de la electroforesis de agarosa corroboran la calidad del ARN obtenido
(Figura 33) al definirse las dos bandas de ARN ribosomal 28S y 18S y no observarse

degradacion de ARN que pudiera haberse generado durante el proceso de extraccion.

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa para verificar la calidad del ARN extraido de las cepas
Pcap-Taoxi y Paar-Taar.

Carril M. Patron de tamafio molecular de 100 pb ADN Ladder (Promega, EUA). Carril 1. ARN extraido de
la muestra tomada a las 10 h de cultivo de la cepa Pgap-Tgap. Carril 2. ARN extraido de la muestra tomada
a las 10 h de cultivo de la cepa Pgap-Taoxi.

El anélisis de RT-PCR para las cepas basadas en Pgap-Taox1 y Pcapr-Tgap mostré la banda

esperada de 536 pb correspondiente a un fragmento del ADNc obtenido por
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retrotranscripcion del gen heterélogo de FTEII (Figura 34), lo que demuestra la
funcionalidad de la combinacion de elementos reguladores promotor-terminador en ambas

cepas.
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Figura 34. A. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % para determinacion de funcionalidad.

Carril M. Marcador de tamafio molecular 100 pb ADN Ladder (Promega, EUA). Carriles 1 al 4. Ensayos
con los oligonucledtidos FTE1 y FTE2. Carril 1. Control negativo del paso de retrotranscripcion. Carril 2.
Control negativo de la PCR. Carril 3. Producto RT-PCR de la cepa basada en Pgap-Taoxi. Carril 4. producto
RT-PCR de la cepa basada en Pgap-Tgap. Carriles 5 a 7. Ensayos con los oligonucle6tidos dirigidos al gen
endogeno de actina (SACT y 3ACT). Carril 5. Control negativo del paso de retrotranscripcion. Carril 6.
control negativo PCR. Carril 7. Producto amplificado por RT-PCR (control positivo). B. Representacion
esquematica de los sitios de hibridacion del par de oligonucle6tidos FTE1/FTE2 en el casete de expresion
integrado en el genoma de las cepas Pgap-Taox1 ¥ Pcar-Tgar. C. Representacion esquematica de los sitios
de hibridacion del par de oligonucledtidos SACT/3ACT dirigidos al gen enddgeno de actina en K. phaffii.
La secuencia de actina se obtuvo de la base de datos del GenBank “Pichia pastoris actin, complete cds
accession AF216956.1”.

7.8.2 Deteccion de producto proteico del gen heterdlogo FTEII

La SDS-PAGE del sobrenadante libre de células de los cultivos de las cepas Pgap-Taoxi
y Pgap-Tgap reveld un barrido por encima de 39 kDa, que es tipico de la proteina
recombinante fitasa FTEII (Figura 35). Tras la N-desglicosilacion por Endo Hf, este
barrido se desplazé a una banda de 39 kDa (Figura 35, carriles 2 y 4) que corresponde a

la masa molecular predicha de la fitasa FTEII a partir de su secuencia de aminoacidos.
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Este resultado corrobora la secrecion de fitasa FTEIl como una proteina altamente

N-glicosilada, como se observé previamente (Viader-Salvado et al., 2010).
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Figura 35. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% del sobrenadante libre de células del cultivo de las
cepas basadas en Pgap-Taox1 ¥ Pcar-Tgar.

Carril MW. Marcador de peso molecular. Carriles 1 y 2. Proteinas sin y con tratamiento con Endo Hf
glicosidasa de la cepa basada en Pgap-Taoxi. Carriles 3 y 4. Proteinas sin y con tratamiento con Endo Hf
glicosidasa de las cepas Pgap-Tgap. Carril 5. Proteina Endo Hf glicosidasa. La flecha indica a la proteina
recombinante fitasa FTEII N-desglicosilada.

Previo a la determinacion de actividad enzimatica de fitasa, el sobrenadante de los cultivos
de las cepas basadas en Pgar-Taox1 y Pcar-Tcap se desalaron por cambio de tampén, en

cromatografia de gel filtracion (Figura 36).
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Figura 36. Perfil cromatografico de la cromatografia de exclusion molecular en columna PD-10 Sephadex
(25 del sobrenadante de cultivo de las cepas.

A. Pgar-Tgar y B. Pgar-Taoxi. Las marcas en el eje horizontal indican el tiempo de coleccion del pico de
interés.

Los sobrenadantes de cultivo desalados de las cepas Pgap-Taoxi Y Pcar-Tcap exhibieron
actividades de fitasa de 0.34 y 0.25 U/mL y rendimiento producto/biomasa de 87.0 y
63.2 U/g, respectivamente (Tabla 26).
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Tabla 26. Deteccion de proteinas totales, rendimiento producto por unidad de biomasa y actividad
enzimatica de FTEII en los sobrenadantes de cultivo de las cepas Pgar-Taoxi ¥ Pcar-Tgap.

Cepas Proteinas Yot Actividad volumétrica de Fitasa
P (mg/L) (Ulg) (U/mL)
Pgar- Taoxi 295+04 87.0+0.1 0.34+£0.013
Pcar -Tcar 23.0+0.2 63.2+0.1 0.25 +0.006

*: Rendimiento producto-biomasa.

Los resultados combinados de la deteccion de transcritos de FTEI]l y la proteina FTEII a
través de RT-PCR, SDS-PAGE y la actividad de la enzima fitasa corroboraron la
funcionalidad adecuada de las combinaciones de los elementos reguladores (es decir,

PGar-Taoxi y Pcar-Tagap).

7.9 Efecto del terminador transcripcional en el gen heter6logo sobre los niveles de
transcripcion del gen heterdlogo FTEII y el gen endogeno GAPDH, y en el Yp/x

extracelular

7.9.1 Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento de las dos cepas (Pgar-Taox1 y Pcar-Tgar), utilizando glucosa
o glicerol como fuentes de carbono (Figura 37A), mostrd el caracteristico crecimiento
poblacional sigmoide (logistico). Las concentraciones de biomasa mostraron un
crecimiento exponencial de 3 a 12 h de cultivo, con valores de p que oscilaron entre 0.213
+0.023 y 0.249 + 0.013 h'!. Se obtuvo una concentracion de biomasa maxima (Xmax) mas
alta en los cultivos con glucosa en comparacion con los que usaron glicerol (1.6 y 1.8
veces mayor para las cepas basadas en Pcar-Taoxi y Pcar-Tcap, respectivamente). Esto
resultados eran esperados, ya que todos los cultivos fueron equimolares en la fuente de
carbono, y una molécula de glucosa aporta seis carbonos, mientras que una molécula de
glicerol aporta solo tres. Ademas, la glucosa es una fuente de carbono que se incorpora
directamente en la glucdlisis para generar energia y biomasa, mientras que el glicerol es
una fuente de carbono que entra en la gluconeogénesis, y en K. phaffii se ha reportado un
flujo de glicerol a 1,3-bisfosfoglicerato del 64 % en promedio (Tomas-Gamisans et al.,

2019), lo que sugiere que no todo el glicerol se aprovecha para generar biomasa y energia.
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Figura 37. A. Cinética de crecimiento y B. Velocidad especifica de crecimiento (i) en diferentes tiempos
de cultivo para Pgap-Taox1 Yy Pear-Tgap en glucosa (BMGlc) y glicerol (BMGly).

Los datos se presentan como la media + error estandar de tres cinéticas realizadas de forma independiente.
La diferencia significativa (p < 0.05) se representa con (%) entre dos tiempos consecutivos de cultivo, (*)
para las células de la misma cepa crecidas en glucosa o glicerol y (#) para las dos cepas crecidas en la misma
fuente de carbono.

Los valores puntuales de p mostraron disminuciones durante el tiempo de cultivo de 2.1
y 4.4 veces menores en promedio de 6 a 12 y de 12 a 18 h de cultivo, respectivamente
(Figura 37B). Por lo tanto, los valores puntuales de p se pueden clasificar como p alto,
medio y bajo. Aunque no se observaron diferencias significativas en los valores de
durante la fase de crecimiento exponencial, ya sea al comparar la misma cepa cultivada
en diferentes fuentes de carbono o al evaluar las dos cepas cultivadas bajo la misma fuente
de carbono, se observaron diferencias significativas en los valores de p puntuales entre las
dos cepas en los cultivos de glucosa y entre los cultivos de glucosa y glicerol para la cepa

basada en Pgap-Tgar a las 12 y 18 h de cultivo (Figura 37B).

7.9.2 Niveles de transcripcion de FTEIl y GAPDH y Y p/x extracelular a lo largo
del tiempo de cultivo

Las Figuras 38A y 38B muestran los niveles de transcripcion de FTEIl y GAPDH de las
dos cepas en los tres tiempos de muestreo para células cultivadas con glucosa (Figura

38A) o glicerol (Figura 38B).
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Figura 38. Niveles de transcritos de FTEIl y GAPDH de las cepas Pgapr-Taox1 Y Poar-Tgap.

A. glucosa y B. glicerol. C. Rendimiento Y, extracelular de ambas cepas en glucosa (BMGlc) y glicerol
(BMGly). Los datos se presentan como la media + error estdndar de tres cinéticas realizadas de forma
independiente. Las diferencias significativas (p <0.05) se representa con (%) entre dos tiempos
consecutivos de cultivo, (+) niveles de transcritos de FTEIl y GAPDH para la misma cepa en la misma
fuente de carbono, (*) para las células de la misma cepa crecidas en glucosa o glicerol, y (#) para las dos
cepas crecidas en la misma fuente de carbono.

En la cepa Pgar-Taoxi1, los niveles de transcripcion de FTEII alcanzaron su punto maximo
a las 6 h de cultivo, coincidiendo con la p mas alta (0.253 h*!), independientemente de si
las células se cultivaron en glucosa o glicerol (Figura 37B). De 12 a 18 h de cultivo los
niveles disminuyeron y se mantuvieron estables. Por su parte, los niveles de transcripcion
de GAPDH mostraron una tendencia similar a los niveles de transcripcion de FTEII hasta
las 12 h en los cultivos de glucosa (Figura 38A), aunque no se observaron diferencias
significativas en los niveles de transcripcion de GAPDH de 6 a 12 h en los cultivos de
glicerol (Figura 38B). A las 18 h de cultivo, cuando la glucosa o el glicerol estaban casi
agotados, el gen GAPDH mostrd una disminucion significativa, mostrando niveles de
transcripcion mas bajos que los del gen FTEII.
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Aunque la tendencia de la actividad transcripcional de los genes FTEIl y GAPDH en las
células Pgap-Tgap cultivadas con glucosa fueron similares a las de las células Pgap-Taoxi
hasta 12 h de cultivo, los niveles de transcripcion permanecieron sin cambios en las células
Pcar-Taap cultivadas con glicerol de 6 a 12 h de cultivo. Ademas, en la cepa Pgap-Tar,
ambos genes mostraron una disminucion apreciable en los niveles de transcripcion a las

18 h de cultivo con cualquiera de las fuentes de carbono analizadas.

A lo largo de la progresion del cultivo (es decir, disminuyendo la p), los valores de Y pi«
extracelular aumentaron consistentemente para la cepa Pgar-Taoxi en las dos fuentes de
carbono evaluadas (Figura 38C). De manera similar, los valores de Y px extracelular para
los cultivos celulares Pgap-Tgap aumentaron de 6 a 12 h en las dos fuentes de carbono; sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en el Y extracelular de 12 a 18 h
tanto en los cultivos de glucosa como en los de glicerol (Figura 38C). En general, los
niveles de transcripcion de FTEIl y el Ypx extracelular se relacionaron de manera

inversamente proporcional.

7.9.3 Comparacion de los niveles de transcripcion de FTEIl y GAPDH de la misma
cepa cultivada en la misma fuente de carbono
Aunque tanto el gen FTEII como el GAPDH estuvieron regulados por Pgar en las dos
cepas, los niveles de transcripcion del gen endégeno GAPDH para la cepa Pgar-Taoxi
fueron mayores que los del gen FTEIl a las 6 h 'y 12 h de cultivo en glucosa (1.7 veces
mayor en promedio) (Figura 38A) y a las 12 h de cultivo en glicerol (2.0 veces mayor)
(Figura 38B). Sin embargo, FTEII exhibié en promedio niveles de transcripcion 2.1 veces
mas altos, en comparacion con GAPDH a las 18 h de cultivo en las dos fuentes de carbono
(Figura 38A y 38B). No se observaron diferencias significativas entre los niveles de
transcripcion de FTEIl y GAPDH para la cepa Pgapr-Taoxi a las 6 h de cultivo en glicerol
(Figura 38B). No se observaron diferencias significativas en los niveles de transcripcion
en la cepa Pgapr-Taap entre los genes heterologos FTEI y GAPDH endogenos en los tres

tiempos de muestreo de cultivo en ninguna de las fuentes de carbono.

81



7.9.4 Efecto de la fuente de carbono en los niveles de transcripcion de FTEIIl y
GAPDH
Los niveles de transcripcion de FTEIl y GAPDH para la cepa Pgapr-Taoxi fueron mas altos
en las células cultivadas en glucosa (Figura 38A) en comparacion con las células
cultivadas en glicerol (Figura 38B) alas 6 h (2.2 y 2.6 veces, respectivamente) y alas 12 h
de cultivo (1.4 veces para los dos genes). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de transcripcion de F7EI] a las 18 h de cultivo entre las células
cultivadas en glucosa o glicerol, mientras que los niveles de transcripcion de GAPDH
fueron 1.9 veces mayores en las células cultivadas con glicerol en comparacién con las

células cultivadas con glucosa.

Aunque los niveles de transcripcion de FTEIl y GAPDH para las células Pgap-Taoxi
fueron mas altos en los cultivos de glucosa (Figura 38A) que en los de glicerol (Figura
38B) durante la fase de crecimiento exponencial (u alta y media), la mayor parte del
tiempo los niveles de transcripcion de FTEIl y GAPDH de las células Pcap-Tgap fueron
mas altos en los cultivos con glicerol (Figura 38A), en lugar de en los cultivos con glucosa
(Figura 38B). Especificamente, las células Pgap-Tcap exhibieron niveles mas altos de
transcripcion de FTEII en glicerol que en los cultivos con glucosa alas 12 y 18 h de cultivo
(2.1 y 4.1 veces, respectivamente), mientras que a las 6 h de cultivo, estas células
mostraron niveles mas altos de transcripcion de FTEII en glucosa (1.5 veces) que en
cultivos con glicerol. Los niveles de transcripcion de GAPDH fueron 1.9 veces mas altos
en las células cultivadas con glicerol que en las cultivadas con glucosa a las 12 h de

cultivo, aunque no se observaron diferencias significativas a las 6 h 'y 18 h de cultivo.

7.9.5 Comparacion de los niveles de transcripcion entre cepas cultivadas en la
misma fuente de carbono

Los niveles de transcripcion de FTEII entre las dos cepas (Pcar-Taoxi Y Pcar-Tgar) a las

6 h de cultivo en glucosa no mostraron diferencias significativas (Figura 38A), aunque a

las 12 h y a las 18 h de cultivo, los niveles de transcritos de FTEII fueron mas altos en

células de Pgar-Taox1 en comparacion con células de Pcap-Tcap, con valores 1.5 veces y

12.3 veces mayores, respectivamente. Sin embargo, en los cultivos con glicerol a las 6 h

y a las 12 h de cultivo se observaron mayores niveles de transcritos de FTEII en la cepa

82



Pgar-Tgar con valores de 1.5 veces y 2.0 veces mayores, respectivamente, comparado con

la cepa Pgar-Taox: también crecida en glicerol.

Los niveles de transcritos de GAPDH en las células Pgap-Taox: a las 6, 12 h de cultivo en
glucosa y las 18 h en glicerol fueron 1.6, 3.5 y 2.0 veces mas altos, respectivamente,
comparado con las células Pcap-Tcap (Figura 38A y 38B). A las 6 y 12 h de cultivo en
glicerol no se observaron diferencias significativas entre cepas. Tampoco se observaron
diferencias significativas en los niveles de transcripcion de GAPDH entre las dos cepas

cultivadas en glucosa a las 18 h de cultivo.

7.9.6 Comparacion de la Yp/x extracelular entre cepas y el efecto de la fuente de
carbono
Los cultivos de células Pgap-Taox: en ambas fuentes de carbono mostraron un valor
promedio de Y, extracelular que fue 1.3 veces mayor que el de los cultivos de células
Pgar-Tgar (Figura 38C). Ademads, no se observaron diferencias significativas en el Ypx
extracelular entre los cultivos de glucosa y glicerol a las 6 h de cultivo para ninguna de
las dos cepas. En promedio, la Y,x extracelular fue 1.6 veces mayor en glucosa en
comparacion con los cultivos de glicerol alas 12 y 18 h de cultivo para la cepa Pgap-Taoxi1

y 1.4 veces mayor para la cepa Pgap-Tgap.

7.9.7 Comparacion de los cocientes de niveles de transcripcion de FTEII y cocientes
de Yp/x extracelulares

Los cocientes de los niveles de transcripcion de FTEIl y los cocientes de Ypix
extracelulares entre cepas fueron diferentes, y también diferentes en cuanto al tiempo de
cultivo (Figura 39). Los cocientes de Y, extracelulares entre cepas fueron mayores que
los cocientes entre los niveles de transcripcion de FTEII entre cepas a las 6 h de cultivo
en las fuentes de carbono evaluadas. Por el contrario, a la p media (0.123 h™"), el cociente
de Y, extracelular entre cepas fue mayor que el cociente de los niveles de transcripcion
de FTEII solo en los cultivos de glicerol, mientras que a las 18 h de cultivo, el cociente de
los niveles de transcripcion de FTEII entre cepas fue mayor que el cociente de Y
extracelular entre cepas en ambas fuentes de carbono. Estos resultados sugieren que la

actividad postranscripcional se vio fuertemente afectada por la presencia de Taoxi dentro

83



de la estructura del gen heterdlogo y dependié de la fuente de carbono y la etapa de

crecimiento celular.
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Figura 39. Cocientes de niveles de transcritos de FTEII y cocientes de Y px extracelular de la cepa Pgar-Taoxi
vs. Pgar-Tagap cultivadas en glucosa (BMGlc) y glicerol (BMGly).

Los datos se presentan como la media + error estandar de tres cultivos independiente. La diferencia
significativa (p < 0.05) se representa con (*) para los cocientes de niveles de transcritos de FTEII y cocientes
de Y« entre cepas crecidas en la misma fuente de carbono.

Los cocientes de los niveles de transcripcion de FTEIl y los cocientes de Ypix
extracelulares de las células cultivadas en glucosa entre los valores de las células
cultivadas en glicerol fueron diferentes, y también diferentes en términos del tiempo de
cultivo (Figura 40). A las 6 h de cultivo, el cociente de niveles de transcripcion de FTEI
de la cepa Pgar-Taoxi respecto a fuente de carbono fue mayor que el correspondiente
cociente Ypx extracelular, mientras que no se observaron diferencias significativas entre
los dos cocientes para los cultivos de células Pgap-Tcar. Ademds, no se observaron
diferencias significativas entre los dos cocientes a las 12 h de cultivo para la cepa Pgap-
Taoxi1. Por el contrario, los cocientes de Y,x extracelulares respecto a la fuente de carbono
fueron mayores a las 12 h de cultivo para la cepa en Pgap-Tgar y a las 18 h de cultivo para

las dos cepas que los correspondientes cocientes de los niveles de transcripcion de FTEII

84



40

35

30

25

20

15

1.0

Relacion entre fuentes de carbono

0.5

0.0

Relacion de niveles de transcritos FTEII

Pgap-T,
GAPZ2A0XI . Relacion Yp/x extracelular

] Relacién de niveles de transcritos FTEII
Toar -
. Relacion Yp/x extracelular

Pgap-

6 12 18

Tiempo de cultivo (h)

Figura 40. Cocientes de niveles de transcritos de FTEII y cocientes de Y« extracelular respecto a las fuentes
de carbono glucosa vs glicerol de las cepas Pgar-Taox1 ¥ Pcar-Taap.
Los datos se presentan como la media + error estandar de tres cultivos independiente. La diferencia
significativa (p < 0.05) se representa con (*) para los cocientes de niveles de transcritos de FTEII y cocientes
de Y« entre la misma cepa crecida en diferente fuente de carbono.
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8 DISCUSION

En los ultimos afos se han realizado varios reportes referentes a la funcionalidad de los
terminadores transcripcionales en la regulacion de la expresion de genes heterdlogos.
Curran et al. (Curran et al. 2013) reportaron por primera vez el uso de los terminadores
transcripcionales para incrementar la expresion de genes en S. cerevisiae. Estudiaron un
total de 30 terminadores con aplicacion en ingenieria metabdlica. Determinaron que los
cambios en la vida media del ARNm son la principal causa de los niveles de expresion de
la transcripcion. Demostraron que la diferencia en el nivel de transcripcion puede ser mas
de 6.5 veces incluso para promotores fuertes. Que la influencia de la seleccion del
terminador aumentd cuando se combind con un promotor de baja expresion, con una
diferencia maxima en la expresion de proteinas de 11 veces entre un terminador que
mejora la expresion y el terminador del pldsmido parental y una diferencia de mas de 35
veces cuando se compar6 con la linea base (sin terminador). Evidenciaron la utilidad de
la seleccion de terminadores para la ingenieria metabolica. Destacaron la utilidad de los
elementos de terminacidn para controlar las vias metabodlicas de la misma forma que los
promotores se utilizan tradicionalmente en los sistemas de expresion en levaduras.
Concluyeron que los terminadores serian una parte importante de la expresion génica

heter6loga y en la ingenieria para levadura en el futuro.

Vogletal. (Vogl etal. 2016) en un estudio de la ruta metabolica de utilizacion del metanol
(MUT) en K. phaffii para la identificacion de promotores utiles en la expresion génica,
utilizdé promotores fuertemente regulados junto con 20 nuevos terminadores como una
herramienta util para la expresion de una via biosintética heterdloga. En K. phaffii, el
terminador del gen AOX1/ se ha utilizado exclusivamente para terminar la transcripcion de
genes heter6logos. Sin embargo, en su estudio evaluaron quince terminadores de genes de
la via MUT fuertemente expresados, y terminadores de los genes constitutivos (GAPDH,
GCWI14, TEFI). Por las propiedades conservadas de los terminadores de levadura (ricos
en AT), también evaluaron cinco terminadores heterdlogos de S. cerevisiae para evitar
similitudes de secuencia con el genoma del hospedero. Clonaron los terminadores
manteniendo la secuencia natural hasta el codon de parada, aguas abajo de un gen

reportero bajo el control de Paoxi. Los terminadores de K. phaffii mostraron capacidades
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de terminacion de la transcripcion comparables a las del terminador AOX1 (57-89 % de
fluorescencia de la proteina reportera). Las construcciones con terminadores de
S. cerevisiae dieron una fluorescencia de la proteina reportera similar a la de los
terminadores de K. phaffii (62-78 %). Reportaron que la secuencia del terminador AOX1
en los vectores de expresion contienen algunas mutaciones (lo denominaron terminador
AOXI*) en comparacion con la secuenciacion del genoma. Atribuyeron las diferencias a
la posibilidad de haber surgido inicialmente de una secuenciacion o amplificacion por
PCR erronea de esta region altamente rica en AT. No se observaron diferencias en las
mediciones de fluorescencia entre el terminador AOX! con y sin mutaciones. Sugirieron
que las mutaciones no tuvieron efecto sobre la fuerza de terminacion. También evaluaron
el efecto de un sitio de restriccion Notl que se usa normalmente para insertar genes en
vectores que contienen el terminador AOXI* y reportaron que asombrosamente, el
terminador con sitio Notl mostré un 37 % mas de fluorescencia del gen reportero,
sugiriendo un efecto beneficioso que pudo ser causada por una estructura secundaria, que

se forma por la secuencia palindromica larga y rica en GC de Notl.

Ramakrishnan et al. (Ramakrishnan et al. 2020) reportaron el control transcripcional de la
expresion de genes heterdlogos en K. phaffii mediante la manipulacion de los
terminadores utilizando Paoxi y Pcar. Menciond que los reportes relacionados con el
incremento de la expresion de genes se han enfocado en la busqueda de promotores y en
el nimero de copias del gen; y que existen pocos estudios recientes sobre el efecto de los
terminadores relacionados a este tema. Mencionaron que los terminadores son
componentes esenciales en los casetes de expresion, que influyen en el procesamiento del
extremo 3’ del ARNm, la estabilidad del ARNm vy la eficiencia de traduccién, y que
ademas pueden modular la producciéon de proteinas. Enfatizé que en K. phaffii se ha
prestado poca atencion a la seleccion del terminador para aumentar la expresion de genes
heter6logos. Para explorar la aplicacion potencial de las regiones de terminacion
transcripcional para aumentar la produccion secretora de un gen reportero, evaluaron la
capacidad de tres clases diferentes de regiones terminadoras: (1) regiones terminadoras de
genes de la via de oxidacion del metanol de K. phaffii; (2) regiones terminadoras de genes
bien expresados de K. phaffii; y (3) terminadores de otros genes de levadura como

S. cerevisiae. Observaron que los terminador de la dihidroxiacetona sintasa, un gen de alta
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expresion en la via de utilizacion del metanol, mostrd niveles de expresion de la proteina
heter6loga similar al terminador AOX1 bajo el control del Paox1 y tres veces mayor en la
expresion constitutiva de la proteina heterdloga bajo el control del Pgap. La abundancia
de la transcripcion del gen heterdlogo se encontrd que se correlaciond con la expresion de
proteinas. Ademas, la determinacion de la vida media del ARNm mostrd una correlacion

directa con una mayor tasa de transcripcion.

Todos estos estudios han evidenciado la importancia y la actual carencia de conocimientos
en la tematica relacionada con la influencia de los terminadores transcripcionales en los
niveles de transcritos, la expresion de un gen heter6logo, y la produccion de proteina
heter6loga intra o extracelular en el sistema de expresion de K. phaffii. En relacion a esto
nuestro trabajo se enfoco en estudiar el efecto del terminador GAPDH, comparado con el
usual terminador del gen AOX1 en la expresion del gen heter6logo con promotor Pgap con
el supuesto de que pudiera existir una alteracion en la produccion de la proteina FTEII al
medio extracelular. Los resultados generaron puntos de discusion importante relacionados
con la correlacion entre los elementos reguladores transcripcionales (Pcap-Taoxi y
PGar-Tagar), los niveles de transcritos, la produccion extracelular de FTEII y la etapa del

cultivo celular en glucosa o glicerol.

En primera instancia para definir la secuencia del terminador del gen GAPDH se ejecutd
un analisis de mapeo de RNA para detectar una zona inter-CDS entre el gen GAPDH y su
gen contiguo rio abajo denominado NABG, con la finalidad de encontrar la zona no
transcribible (sin presencia de RNA) del gen GAPDH. El andlisis se llevd a cabo con
transcriptomas de tres cepas diferentes. Sin embargo, en todos los casos se observo la
presencia de RNA en toda la zona inter-CDS por lo que no fue posible definir la region
no transcribible. Esto probablemente fue debido a la presencia en esta zona de transcritos
cripticos inestables (CUTs, por sus siglas en inglés) y/o transcritos no caracterizados
estables (SUTs, por sus siglas en inglés) (Marquardt et al. 2011). Los CUTs son un
subconjunto de ARN no codificantes producidos a partir de regiones intergénicas e
intragénicas y se han descrito como el tipo principal de transcritos de ARN polimerasa 11
en S. cerevisiae (Wyers et al. 2005). Los SUT son similares a los CUT, aunque son menos

susceptibles a la degradaciéon que los CUT. Estos ultimos son propios de genes
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involucrados en las rutas metabdlicas del catabolismo de la glucosa (Neil et al. 2009),

como el gen GAPDH que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

Con la técnica 3’RACE se defini6 la secuencia de 3°’UTR del gen GAPDH. Esto permitid
caracterizar al terminador Tgap como un terminador transcripcional poliadenilado, con un
sitio de corte y poliadenilacion con secuencia “TA”, secuencia que coincide con el motivo
de secuencia Py(A)n reportada en la literatura para levaduras (Guo et al. 1996). La
posicidn en la que se encontro el sitio “TA” definid la longitud de la region 3’UTR con
51 nt. A los 51 nt de la region 3'UTR se le adicionaron 50 nt rio abajo del sitio de
poliadenilacion para una longitud total de Tgap de 101 pb. El criterio de adicion de 50 nt
se baso en el diseiio de terminadores propuesto por Curran et al. (Curran et al. 2013) para

S. cerevisiae, que reporta la adicion de 50 pb después del final del 3°’UTR.

El criterio de longitud de los terminadores y sus regiones 3'UTR a ser subclonados en un
casete de expresion ha sido variable. Tuller et al. (Tuller et al. 2009) midieron la longitud
de cada elemento de los genes en la levadura S. cerevisiae y reportaron un valor promedio
de 136 pb para la regiéon 3’'UTR con una desviacion estandar, en el mismo orden de
magnitud, de 138 pb y para el terminador un valor promedio de 275 pb con 765 pb de
desviacion estandar. En este sentido, los disefios de terminadores de K. phaffii se han
basado en estudios en S. cerevisiae. Por ejemplo, Vogl et al. (Vogl et al. 2016) utiliz6 una
longitud de 250 pb para la regién 3’UTR. Ramakrishnan et al. (Ramakrishnan et al. 2020)
utilizo 500 pb de longitud total del terminador. Ito et al. (Ito et al. 2020) determin6 por
3’RACE lalongitud de la region 3°’UTR de 10 terminadores de K. phaffii con valores entre
57 y 173 nt. Como dato de interés durante el desarrollo del presente estudio se realiz6é un
analisis de distribucion de frecuencia de las longitudes de la region 3’UTR de los 3244
genes reportados en la base de datos GenBank (Anexo 8) para K. phaffii y se observé que
las mayores frecuencias de longitud de la region 3°’UTR en K. phaffii se encuentran entre

25y 72 nt.

En 2015 Curran et al. (Curran et al. 2015) reportaron el empleo de terminadores sintéticos
cortos de 35 a 70 pb, con utilidad en la expresion de genes heterdlogos en S. cerevisiae.
Para el disefio de los terminadores utilizaron elementos consenso que forman parte de la

arquitectura de los terminadores transcripcionales. Estos elementos son: de eficiencia, de
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posicionamiento y préximo que flanquea el sitio de corte y poliadenilacion. Para las
secuencias consenso, se basaron en reportes de la literatura como el de Guo y Sherman
(Guo y Sherman 1996), Van Helden et al. (Van Helden et al. 2000) y Graber et al. (Graber
etal. 1999). Con ello lograron terminadores funcionales con longitud promedio de 49 pb,
longitud relativamente corta cuando se compara con los terminadores nativos. Segun
Tuller et al. (Tuller et al. 2009), reportaron que los terminadores sintéticos obtuvieron 3.7
veces mas produccion de proteina fluorescente y 4.4 veces mas transcritos que con el
terminador CYC1 y obtuvieron caracteristicas de funcionalidad similares o incrementadas
respecto a los terminadores nativos en el contexto de las rutas metabdlicas. Los
terminadores sintéticos también se evaluaron y se comprobd su funcionalidad en la
levadura Yarrowia lipolytica. Con una produccion de mas del 60 % de una proteina
fluorescente cuando se compara con el terminador CYC1 en Yarrowia lipolytica,
demostraron que los terminadores sintéticos cortos, disefiados con los elementos
reguladores, son transferibles entre diversas especies de levaduras y altamente
funcionales. De esta forma, demostraron que los tres elementos de eficiencia,
posicionamiento y proéximo, que flanquean, el sitio de corte y poliadenilacion constituyen
secuencias conservadas y son sefales necesarias y suficientes en los terminadores
poliadenilados. El terminador del gen GAPDH definido en el presente proyecto, al
compararse con los reportados en la literatura resultd ser un terminador corto. Con tan
solo 101 pb, contiene en su regiéon 3’UTR (51 pb) los elementos de eficiencia (el) con la
secuencia consenso GTATGT, el elemento de posicionamiento (e2) con la secuencia
consenso AAATAG, el elemento proximo rio arriba del sitio de corte (e3) con secuencia
TTCATT vy el sitio de corte definido con la secuencia TA. Justo seguido al sitio de corte
y por lo tanto justo después de la region 3’UTR se encuentra el elemento préximo rio
abajo del sitio de corte (e4) con secuencia TATCTA. Su longitud resultd ser suficiente
para adoptar una conformacion en forma de horquilla y ser funcional para la terminacion

y como elemento regulador de la transcripcion.

En el disefio de la secuencia nucleotidica a sintetizar, ademas de los 101 pb del terminador
GAPDH (Tgapr), fue necesario incorporar los sitios de restriccion para las enzimas Not! y
Bsu361. Esto permitio verificar la presencia de Tgap en el plasmido pUCIDTgap, subclonar

el inserto Tcap en pGAHFTEII y caracterizar el vector pPgap-FTEII-Tgap. La secuencia
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disefiada ademas de los 15 nt de los sitios de restriccion, incorpord 510 nt de la estructura
del vector pPGAHFTEIL y los 101 nt del terminador Tgap, para un total de 620 pb. Con el
subclonaje de Tgap se sustituyo la secuencia de 334 pb del terminador 4OX1 en el casete
de expresion de pGAHFTEII. De esta forma el plasmido pPgap-FTEII-Tgap resultd con
8353 pb; 233 pb menos que el vector de origen pGAHFTEIIL, con 8586 pb. Asi quedd
construido el casete de expresion en pPgap-FTEII-Tgap con la combinacion de los

elementos reguladores promotor y terminador del gen GAPDH.

Estudios previos de expresion del gen heterdlogos FTEII en K. phaffii realizados en
nuestro laboratorio han utilizado la combinacién de promotor y terminador AOX! y
recientemente Herrera-Estala et al. (Herrera-Estala et al. 2020) en la busqueda de utilizar
promotores alternativos a los inducibles con metanol, reportaron el estudio de expresion
de FTEII empleando un casete de expresion con Pgap y terminador AOX/. Transformaron
la cepa KM71 de K. phaffii con el vector de expresion pGAHFTEIL, y obtuvieron
alrededor de 200 His™ transformantes; a varios de los cuales se les analizd el ADN
genomico por PCR de integracion con oligonucledtidos dirigidos a region del Pgap y al
gen FTEII, observandose un producto amplificado con 1311 pb. Este resultado también
se observé en nuestro estudio cuando se analizaron por PCR de integracion con doble
pareja de oligonucledtidos las construcciones KM71/Pgap-FTEII-Taox1 (cepa KM71
transformada con el vector de expresion pGAHFTEII) y KM71/Pgap-FTEII-Tgap (cepa
KM?71 transformada con pGAHFTEII modificado por subclonaje de Tgap en sustitucion
de Taoxi1). Esto indicd que la region del Pgap permanecid invariable luego de todo el

proceso de subclonaje, insercion del vector y construccion de ambas cepas.

Las condiciones de cultivo en matraz propuestas por Herrera-Estala et al. (Herrera-Estala
et al. 2020) son similares a las utilizadas en nuestro estudio: medio BMG, suplementado
con 0.1 % de CaCl> y DOgoonm inicial de 1.4, incubacion a 30 °C y 250 rpm, pero con
adicion de glicerol a las 14 h de cultivo en lugar de a las 20 h porque a las 14 h de cultivo
se observd reduccion del crecimiento celular por agotamiento de la fuente de carbono.
Otros autores (Ramakrishnan et al., 2020) han utilizado medio BMGY (con 2 % de
glicerol) en el cultivo de cepas de K. phaffii con Pgap. La incorporacion del extracto de

levadura en el medio de cultivo propicia mayor cantidad de nutrientes para el crecimiento
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celular, pero en nuestro caso no resultd factible su uso porque interfiere en la
cuantificacién de proteinas totales por el método de Bradford y en la electroforesis de
proteinas. No obstante, con las condiciones de cultivo establecidas, el valor de la velocidad
especifica de crecimiento en la fase exponencial de las dos construcciones realizadas fue
de 0.19 h'!. Este valor también se ha reportado por varios autores cuando se utiliza casete
de expresion con promotor del gen GAPDH, independientemente del tipo de cepa de
K. phaffii, del medio de cultivo y de las fuentes de carbono empleada: glucosa o glicerol
(Garcia-Ortega et al. 2013; Looser et al. 2015). De esta forma se lograron cultivos
celulares con poca variabilidad de densidad celular entre réplicas, entre clonas y entre
cepas con valor cercano a 8.0 g/L. Estos resultados de conjunto con la demostracion de
que las muestras analizadas, 18 clonas de la cepa KM71/Pgap-FTEII-Taox1 y 25 clonas
de KM71/Pgap-FTEII-TGap, resultaron ser representativas (con 95 % de confianza) de los
mas de 1000 transformantes obtenidos, nos permitio realizar una adecuada seleccion de la

clona unicopia utilizando el criterio de rendimiento proteina extracelular/biomasa.

Como resultado del andlisis de los valores de rendimiento proteina extracelular/biomasa
se observo gran variabilidad de este parametro entre las clonas de una misma cepa. El
coeficiente de variacion del rendimiento proteina extracelular/biomasa para la cepa KM71
con casete de expresion basado en Pgap-Taoxi fue de 31.2 % y para Pgapr-Tcar fue de
42.7 %. Del andlisis de correlacion se evidencid que la variabilidad del rendimiento no
estaba asociado a la variabilidad en la densidad celular entre las clonas (con coeficiente
de variacion de 5.9 % para Pgap-Taox1 y de 7.8 % para Pgap-Taap), sino que se asocio a
la variabilidad de la secrecion de proteina al medio extracelular, con un coeficiente de
correlacion del 96 %. El hecho de que el incremento de la secrecion de proteinas
heter6logas al medio extracelular de algunas clonas es significativamente diferente al resto
de las clonas de una misma cepa en igualdad de condiciones de clonaje y ambientales tiene

su explicacion en el concepto de variacion clonal en K. phaffii.

Este concepto sugiere que la variacion en la produccion de la proteina heterdloga entre
clonas de una misma cepa se relaciona a la dosis génica del gen heterdlogo insertado
durante el proceso de transformacion al genoma del hospedero (Aw et al. 2017). Existen

varios reportes que intentan explicar este fenomeno de variaciéon clonal descrito como el
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fendémeno de mayor influencia en la expresion de un gen heterdlogo (Viader-Salvado et
al. 2006). Aunque también existen otros factores que influyen como las deleciones o
polimorfismos de un solo nucleo6tido, reordenamientos gendémicos, y el lugar del sitio del
locus de integracion (Vogl et al. 2018). Es por ello que para realizar estudios comparativos
entre cepas, como en nuestro caso, se debe llevar a cabo un proceso de seleccion de la
cepa por dosis génica y realizar las comparaciones entre cepas con igualdad de dosis

génica. Usualmente las comparaciones se realizan entre cepas unicopias.

Tanto en la construccion de la cepa Pgap-Taox1 como de la Pgap-Tcap se obtuvieron mas
de 1000 transformantes. Por lo que para seleccionar una clona unicopia inicialmente se
establecid como criterio de seleccion el rendimiento proteina extracelular/biomasa. Bajo
este criterio también se selecciond la clona de mayor rendimiento proteina
extracelular/biomasa como posible multicopia y posible sobre productora. Este criterio se
ha usado acertadamente en estudios realizados en el laboratorio (Caballero-Pérez et al.
2021; Herrera-Estala et al. 2020). Para la determinacion de la concentracion de proteinas
totales presentes en el medio de cultivo, se utilizo la determinacién por el método de
Bradford. Método adecuado para la seleccion de las clonas, considerando que en K. phaffii
la mayor cantidad de proteinas excretadas pertenecen a la proteina heter6loga. Utilizando
esta misma metodologia de andlisis en la seleccion de posibles clonas unicopias,
inicialmente seleccionamos las de menor rendimiento proteina extracelular/biomasa. Pero
las clonas de menor rendimiento resultaron ser clonas revertantes. Estas clonas perdieron
o no hubo una adecuada insercion del casete de expresion en su genoma. Es recomendable,
para la seleccion de clonas posibles unicopia realizar un diagrama de cajas y bigotes con
los valores de rendimiento proteina/biomasa y excluir las clonas de menor rendimiento
con valores atipico, y escoger una de las clonas que se encuentren dentro del rango del
diagrama, pertenecientes a los cuartiles 2 y 3. Las clonas seleccionadas bajo este criterio
resultaron ser clonas unicopias, demostrado por dosis génica. Este resultado concuerda
con lo reportado por Higging et al. (Higging et al. 1998): “la insercién de multiples genes
representa del 1 al 10 % de los transformantes”, indicando que la mayoria de las clonas
transformadas son unicopias y representan del 90 al 99 % de los transformantes. Una vez
que se seleccionaron las clonas unicopias de las dos cepas de K. phaffii, se evaluo el efecto

del terminador en la expresion de FTEII mediante: la evaluacion de la funcionalidad de
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los elementos reguladores por la presencia y el analisis de los niveles de transcritos del
gen heterologo y del Ypix extracelular en diferentes condiciones de cultivo y a diferentes

velocidades especificas de crecimiento.

Con la funcionalidad de los elementos reguladores se constatod que el casete de expresion
con la combinacion Pgapr-Tcap es capaz de generar transcritos del gen heterdlogo. A este
resultado se llego a través de la amplificacion de un fragmento del ADNc obtenido por
retrotranscripcion, amplificacion que se genero por la hibridacion de los oligonucleotidos
especificos al gen heterélogo FTEII. Los controles negativos evidenciaron la ausencia de
inespecificidades y la amplificacion del gen enddgeno de B-actina evidenci6 la correcta
ejecucion de la consecucion de pasos del RT-PCR (cultivo celular, extraccion y

purificacion de ARN, tratamiento con DNasa, retrotranscripcion y PCR).

Con el analisis de los niveles de transcritos del gen heter6logo y del Y, extracelular en
diferentes condiciones de cultivo y a diferentes velocidades especificas de crecimiento se
estudio el efecto de la combinacion de los elementos reguladores provenientes de un
mismo gen y la influencia de la fuente de carbono glucosa o el glicerol en la expresion
génica. Este tema ha resultado controversial, estudios en S. cerevisiae compararon
terminadores multiples con promotores nativos y no nativos y no se observé un efecto
claro sobre la expresion génica. Vogl et al. (Vogl et al. 2016) obtuvieron los mayores
niveles de expresion con la combinacién promotor terminador AOXI. Sin embargo,
estudios recientes publicados durante el desarrollo de nuestro trabajo de tesis han
demostrado que el acoplamiento del Pgap con el terminador GAPDH no mejord la
expresion de la proteina reportera (Ramakrishnan et al., 2020). Probablemente el efecto
de la alta expresion en la combinacion de elementos reguladores para un mismo gen
nativo, como en el caso del promotor y terminador A0XI, se deba a la fortaleza del
promotor mas que al efecto que pueda ejercer el terminador ya que se ha demostrado que
cuando el promotor es fuerte e inducible, como el promotor AOXI no se observa marcada
diferencia entre los distintos terminadores (Ramakrishnan et al. 2020). Los resultados en
nuestro estudio concuerdan con estos resultados y coinciden con los reportados
recientemente por Ito et al. 2020 (Ito et al. 2020). En su estudio evalu6 el efecto de 72

diferentes terminadores en un casete de expresion con Pgap, se observo que la produccion
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de la proteina heter6loga fue 1.4 veces superior con terminador AOX! que con terminador

GAPDH.

Aunque normalmente se utiliza una proteina verde fluorescente intracelular como proteina
reportera para medir la fuerza del promotor (Hartner et al. 2008; Qin et al. 2011; Prielhofer
et al. 2013), este enfoque mide la transcripcion junto con el proceso de traduccion, y no
evalta el proceso de secrecion de proteinas, a pesar de que el sistema de expresion en
K. phaffii se emplea frecuentemente para la produccion extracelular de proteinas
recombinantes. Por lo tanto, en el presente trabajo decidimos evaluar los niveles de
transcritos del gen heter6logo mediante RT-qPCR y calcular el valor extracelular de Y p/x
utilizando un gen reportero heterdlogo que codifica para una proteina secretada al medio
de cultivo. Esta estrategia es similar a la utilizada previamente para estudiar el promotor
y el terminador transcripcional del gen /033 de K. phaffii, que presenta una actividad
transcripcional constitutiva, débil y no dependiente de metanol (Robainas-del-Pino et al.
2023). Ademas, este enfoque resulta util no solo para evaluar los efectos del promotor y
el terminador transcripcional sobre la transcripcion del gen heterodlogo y la estabilidad del
transcrito, sino también para analizar la influencia de los elementos regulatorios sobre la

traduccion y la secrecion de proteinas.

Los perfiles de actividad transcripcional de FTEIl y GAPDH mostraron patrones
diferentes en respuesta a las fuentes de carbono, los valores de u y la combinacion
Pgap-terminador transcripcional presente en la estructura del gen heterologo.
Especificamente, las células Pgap-Taox: mostraron patrones transcripcionales distintos
para los genes FTEIl y GAPDH al ser cultivadas en glucosa o glicerol. Estos resultados
indican una probable regulacion competitiva de la actividad transcripcional entre ambos
genes debido a la presencia de Taoxi en la estructura génica de FTEII. Esta regulacion
competitiva podria dar lugar a diferencias en los mecanismos de regulacion cis y/o trans,
y a niveles de transcritos mas altos del gen endogeno GAPDH en comparacion con el gen
heterologo FTEIIl alas 6 y 12 h (valores de pu altos y medios, respectivamente) en cultivos
tanto con glucosa como con glicerol. Una competencia regulatoria similar entre un gen

heter6logo y la expresion del gen GAPDH utilizando distintas combinaciones
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Pgap-terminador transcripcional ya ha sido reportada previamente (Dou et al. 2021;

Robainas-del-Pino et al. 2023).

Los niveles de transcritos mas altos de ambos genes observados en células cultivadas con
glucosa en comparacion con las cultivadas con glicerol durante la fase de crecimiento
exponencial (6 y 12 h de cultivo) en la cepa Pgar-Taox: coinciden con reportes previos
donde se ha observado que la actividad transcripcional de Pgap en células cultivadas con

glucosa es mayor que en aquellas cultivadas con glicerol (Waterham et al. 1997).

En la cepa Pgar-Taoxi, cuando la glucosa o el glicerol comenzaban a agotarse y la p
disminuia, los genes FTEIl y GAPDH mostraron una regulacion negativa significativa.
Este patron transcripcional en ambos genes probablemente fue provocado por el
agotamiento de la fuente de carbono. Sin embargo, los niveles de transcritos mas altos de
FTEII en comparacion con GAPDH en células cultivadas con glucosa y con glicerol a las
18 h de cultivo sugieren que la regulacion negativa inducida por el agotamiento de la
fuente de carbono fue mas intensa en presencia de Tgap que en presencia de Taoxi.
Ademas, los niveles de transcritos de GAPDH mas altos a las 18 h de cultivo en glicerol
en comparacion con los cultivos en glucosa indican que la regulacion negativa inducida
por el agotamiento de la fuente de carbono en presencia de Tgap fue alin més intensa en
los cultivos con glucosa que en los de glicerol. Estos hallazgos indican la existencia de un
mecanismo diferente de regulaciéon metabolica negativa y/o una mayor estabilidad del
ARNm debido a la presencia de Taoxi: (Ramakrishnan et al. 2020; Ito et al. 2020;
Herrera-Estala et al. 2022). Por lo tanto, la regulacién metabolica negativa de ambos genes
dependié de la combinacion promotor Pgap-terminador transcripcional dentro de la

estructura génica y de la fuente de carbono.

Cuando los genes heterdlogo FTEIl y endogeno GAPDH compartieron la misma
combinacion promotor-terminador en sus estructuras génicas (es decir, en la cepa
Pgar-Tcar), se observd una actividad transcripcional comparable de ambos genes en
cultivos con glucosa y glicerol. Estos resultados respaldan la idea de que la presencia de
Tcap en las estructuras génicas de FTEIl y GAPDH desencadendé una competencia
equilibrada en su regulacion transcripcional a través de elementos regulatorios cis y trans.

Los niveles de transcritos de FTEIl y GAPDH mostraron una respuesta dindmica frente a
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la p y a las fuentes de carbono. Los niveles més altos de transcritos se alcanzaron en
cultivos con glucosa a una p alta (0.253 h!). Sin embargo, los niveles de transcritos fueron
mas altos en cultivos con glicerol en comparacion con los de glucosa cuando la p
disminuy6 (a las 12 y 18 h de cultivo). Estos hallazgos podrian estar relacionados con la
presencia de Tgap en ambos genes, lo que provoca una regulacion génica dependiente no
solo de la fuente de carbono sino también del valor de p. Al igual que las células basadas
en Pgap-Taoxi, las células Pgap-Tgap también mostraron una regulacion negativa de
ambos genes a medida que la p disminuia y las fuentes de carbono se agotaban. La
regulacion negativa metabolica fue mas pronunciada en las células cultivadas con glucosa,
lo que resultd en niveles de transcritos mas bajos para ambos genes en comparacion con

las células cultivadas con glicerol a las 18 h de cultivo.

Esta investigacion revelo patrones distintos en la actividad transcripcional de FTEII bajo
el control de Pgap entre las cepas Pgar-Taoxi y Pgap-Tcar a lo largo del tiempo de cultivo
en glucosa y glicerol. Estos perfiles de actividad transcripcional fueron influenciados por
la combinacion del promotor Pgap con el terminador transcripcional, las fuentes de
carbono y las etapas del crecimiento celular (velocidad especifica de crecimiento). Los
niveles de transcritos de FTEII mas bajos observados en las células Pgap-Tgap a las 12 y
18 h de cultivo, en comparaciéon con las células Pgap-Taoxi cultivadas en glucosa,
probablemente se debieron a una regulacion negativa mas fuerte inducida por la
disminucioén de los niveles de glucosa en presencia de Tgap, 0 2 una mayor estabilidad del
ARNm de FTEII conferida por Taoxi. En consecuencia, los niveles de transcritos de
FTEII se mantuvieron sin cambios entre las 12 y 18 h de cultivo en la cepa Pgapr-Taoxi.
Por el contrario, los niveles mas altos de transcritos de FTEII observados en las células
Pgar-Tgar alas 6 y 12 h de cultivo en glicerol, en comparacion con las células Pgap-Taox1,
sugieren una mayor actividad transcripcional de Pgap cuando Tgap estaba presente en la
estructura génica de FTEII, en comparacion con Taoxi cuando se utilizd glicerol como
fuente de carbono. Sin embargo, la cepa Pgap-Taoxi mostrd los niveles mas altos de
transcritos de FTEII a las 18 h en glicerol, lo que sugiere una regulacién negativa mas
intensa debida al agotamiento del glicerol en presencia de Tgap como terminador
transcripcional en la estructura génica de FTEII en la cepa Pgap-Tgap, 0 una mayor

estabilidad de los transcritos de FTEII conferida por Taoxi.
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La actividad transcripcional del gen GAPDH en las células Pgap-Tgap cultivadas con
glucosa tuvo un patrén similar al de la cepa Pcar-Taox1. Los niveles de transcritos del gen
GAPDH mas bajos en las células Pgap-Tgap durante las etapas de crecimiento con p alta
y media (0.253 y 0.123 h™!, respectivamente), en comparacion con las células Pgap-Taoxi,
respaldan la idea de que la presencia de Taox: en la estructura génica de FTEII indujo una
regulacion distinta del gen GAPDH, lo que resulté en una mayor actividad transcripcional
en las células Pgap-Taoxi cultivadas con glucosa. Este efecto no se observé en los cultivos
con glicerol, lo que sugiere que la presencia de Taoxi en la estructura génica de FTEII no
aumento la actividad transcripcional del gen GAPDH a p alta (0.253 h™") cuando se utilizd
glicerol como fuente de carbono. Ademas, los niveles de transcritos de GAPDH fueron
comparables entre ambas cepas a las 6 y 12 h de cultivo en glicerol, pero mas altos para
las células Pgap-Taoxi a las 18 h en glicerol en comparacion con las células Pgap-Tgap.
Los niveles de transcritos de GAPDH disminuyeron en ambas cepas a medida que se
agotaba la fuente de carbono entre las 12 y 18 h de cultivo. La regulaciéon negativa
metabolica fue mas pronunciada en las células Pgap-Taoxi cultivadas con glucosa, pero
en la cepa Pgar-Tgar mas intensa cuando fue cultivada con glicerol. En conjunto, estos
resultados indican que la combinacion especifica Pcap-terminador dentro de la estructura
del gen heter6logo, la fuente de carbono y la etapa del crecimiento celular influyen en la

regulacion transcripcional del gen GAPDH.

En general, los valores de Y« extracelular fueron mas altos en la cepa Pgar-Taox: en
comparacion con la cepa Pgar-Tgap. Estos valores mostraron una tendencia creciente en
la cepa Pcar-Taoxi a medida que progresaba el cultivo, y hasta las 12 h de cultivo en la
cepa Pgar-Taap, con valores mas altos en glucosa que en glicerol. Los resultados revelaron
una relacion directamente proporcional entre los niveles de transcritos de F'TEII regulados
por Pgar y los valores de p en la mayoria de los casos, mientras que se observo una
relacion inversamente proporcional entre los valores de Y/« extracelular y los valores de
u. En consecuencia, se evidencid una relacion inversamente proporcional entre los niveles
de transcritos de FTEIl y los valores de Y, extracelular. Estos hallazgos concuerdan con
reportes previos sobre una mayor actividad transcripcional de Pgap a p alta (Looser et al.,
2015), y con nuestros resultados anteriores (Herrera-Estala et al. 2022), donde mostramos

que los valores de Y, extracelular para la misma proteina heterdloga (la fitasa FTEII)
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bajo el control de Pcap y Taoxi fueron mas altos bajo condiciones de p baja y niveles
bajos de transcritos del gen heter6logo. Estos resultados confirman ain mas nuestra
hipétesis previa de que el plegamiento adecuado de la proteina heterdloga y/o el
procesamiento postraduccional dentro de la via secretora representa el paso limitante para

alcanzar altos rendimientos de proteinas extracelulares (Herrera-Estala et al. 2022).

La comparacion de los cocientes de niveles de transcritos de FTEII entre las cepas
PGar-Taoxi y Pcap-Tgap cultivadas con la misma fuente de carbono, asi como los
cocientes correspondientes de Ypx extracelular entre cepas, permitié conocer el efecto del
terminador transcripcional dentro de la estructura del gen heterdlogo sobre la actividad
celular post-transcripcional de la proteina heterologa (la traduccidn y/o la actividad de la
via de secrecion de la proteina). Cocientes de Ypx extracelular entre cepas mas altos que
los cocientes correspondientes de niveles de transcritos de FTEIl indican que Taoxi
mejord la actividad post-transcripcional en comparacion con Tgap; en cambio, si el
cociente es menor, Tgap mejord la actividad post-transcripcional en comparacion con
Taoxi. La ausencia de diferencias entre ambos cocientes indica un efecto comparable del

terminador sobre la actividad post-transcripcional.

Nuestros resultados revelan diferencias entre los cocientes entre cepas, lo que indica que
el terminador transcripcional dentro de la estructura génica de FTEII desempeid un papel
fundamental al influir en la traduccion y/o la secrecion de la proteina heteréloga, como se
ha descrito anteriormente para otros terminadores transcripcionales (Mayr 2019; Kuersten
y Goodwin 2003). Ademas, los hallazgos indican que la presencia de Taoxi dentro de la
estructura del gen heter6logo mejoro significativamente la traduccion y/o la secrecion de
la proteina heterdloga en cultivos con glucosa a p alta (0.253 h'), asi como en cultivos
con glicerol a p alta y media (0.253 y 0.123 h*!, respectivamente), en comparacién con
Tcap. En contraste, Tcap fue mas efectivo que Taoxi al mejorar la actividad post-
transcripcional en cultivos con glucosa a p media (0.123 h™") y en cultivos con cualquiera

de las fuentes de carbono ensayadas a p baja (0.030 h™).

De forma similar a la comparacidon entre cepas, la comparacion entre los cocientes de
niveles de transcritos de FTEII en células cultivadas con glucosa y con glicerol, y los

cocientes correspondientes de Y, extracelular segiin la fuente de carbono, ofrece
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informacion sobre el efecto de la fuente de carbono en la actividad celular post-
transcripcional de la proteina heter6loga (traduccion y/o actividad de la via de secrecion
de la proteina heter6loga). Se observaron diferencias entre los cocientes segun la fuente
de carbono, lo que indica que la actividad post-transcripcional fue influenciada por la
fuente de carbono analizada. Los resultados indican que el glicerol mejor6 la actividad
post-transcripcional de la proteina heterdloga en comparacion con la glucosa en cultivos
a p alta (0.253 h'!) cuando la combinacion Pgap-Taox1 estaba presente en la estructura del
gen heterologo, tal como observamos anteriormente con otro par promotor-terminador
usando el mismo gen reportero (Robainas-del-Pino et al., 2023). En contraste, la glucosa
mejord la actividad post-transcripcional de la proteina heter6loga en comparacion con el
glicerol a p baja (0.030 h'') cuando estaba presente la combinacion Pgap-Taoxi, y a 1t
media y baja (0.123 h™! y 0.030 h™!, respectivamente) cuando la combinacion Pgap-Tcap

estaba presente en la estructura del gen heter6logo.

La caracterizacion bioquimica de la proteina heterologa, fitasa FTEII, secretada al medio
extracelular se reportd previamente por Viader et al. (Viader et al. 2010). Es caracteristico
para la FTEII observar un barrido en el gel SDS-PAGE en el rango de 45 a 66 kDa y
después del tratamiento de desglicosilacion con Endo Hf en el gel de electroforesis
observar una banda con una masa molecular aparente de 39 kDa. Este resultado indico
claramente que la fitasa recombinante FTEIl expresada en K.phaffii esta altamente
N-glicosilada. En la electroforesis de proteina realizada en el presente estudio se corrieron
los sobrenadantes de cultivo tanto de la cepa Pgap-Taoxi como Pgap-Teap sin tratamiento
con Endo Hf y se observé un barrido en la zona alrededor de los 45 a 67 kDa. Una vez
que las proteinas en el sobrenadante se trataron con Endo Hf apareci6 una banda por
encima de los 36 kDa con peso molecular aparente de 39 kDa, constatando que en ambas
cepas con la construccion Pgap-Taoxi y con la construccion Pgap-Tgap se secreta la
proteina recombinante FTEII de forma glicosilada al medio extracelular. Ademas, se
detectd actividad enzimatica de fitasa en los sobrenadantes de cultivo. La fitasa es una
enzima que hidroliza el fitato y se libera fosfato inorganico libre. La deteccion de actividad
enzimatica en el sobrenadante de cultivo corrobord la expresion de fitasa FTEII
biologicamente activa en el medio de cultivo. Los resultados evidenciaron presencia de

actividad enzimatica en el sobrenadante de cultivo de las cepas unicopias Pgar-Tcap y
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PGar-Taoxi con actividad volumétrica de fitasa con valor promedio de 0.25 U/mL y 0.34

U/mL, respectivamente.
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9 CONCLUSIONES

1. Se construy¢ el vector de expresion pPgap-FTEII-Tgap conformado por los elementos

reguladores del gen GAPDH de K. phalfii.

La definicion del terminador del gen GAPDH (Tgap ) como un terminador corto
de tan solo 101 nt, que incluye la region 3’UTR de 51 nt que contiene las
secuencias consenso necesarias de un terminador poliadenilado demostrd ser
suficiente para funcionar como un terminador transcripcional activo. Lo que
resulta de interés para el disefio de vectores optimizados en el sistema de expresion
de K. phatfii.

El subclonaje en el vector pPGAHFTEII de una secuencia de 620 nt que contiene
al terminador Tgap, flanqueada por los sitios de corte Notl y Bsu36l, permitio
remplazar el terminador del gen AOX1 (Taox1) por el terminador del gen GAPDH
(Tgap), posibilitando la construccion de un nuevo vector de expresion denominado
pPGapr-FTEII-Tgap, regulado por la combinacion Pgap-Tgap. Este vector resultd
ser una herramienta clave para la evaluacion comparativa del impacto de la
combinacion de los elementos reguladores Pgap-Tcap frente a Pgar-Taox: en la
expresion de un gen heterdlogo en K. phatffii.

Los vectores de expresion pPcap-FTEII-Tcap (8353 pb) y pGAHFTEII (8586 pb)
contienen un casete de expresion con la regiéon codificante de la proteina
recombinante FTEII fucionada en su extremo N-terminal con el péptido prepro del
factor a de S. cerevisiae. Esta construccion permitid la secrecion de la proteina
recombinante al medio extracelular y con ello la evaluacion del impacto de la
combinacion de los elementos reguladores Pgap-Tcar y Pcar-Taoxi en el

rendimiento extracelular FTEIl/biomasa (Y p/x).

2. Se construyeron las cepas KM71/Pgap-FTEII-Taox1 con el vector de expresion

pGAHFTEIl y KM71/Pgap-FTEII-TGap con el vector de expresion pPgap-FTEI-Tgap.

La transformacion de la cepa KM71 de K. phaffii con los vectores linealizados
pGAHFTEII o pPcap-FTEII-Tgap permitio en cada caso la obtencion de mas de
1000 clonas transformantes seleccionadas por prototrofia a histidina. El cultivo

celular de clonas representativas de la cepa KM71/Pgap-FTEII-Taox1y de la cepa
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KM71/Pcap-FTEII-TGgap mostraron un crecimiento exponencial definido para
cepas bajo la regulacion del promotor Pcap con una velocidad especifica de
crecimiento de 0.19 h'l'y poca variabilidad en la densidad celular durante 24 h de
cultivo (coeficientes de variacion inferiores al 8 %) lo que constata similitud
fenotipica entre ambas construcciones.

- En ambas cepas se identific6 una alta variabilidad en el rendimiento
proteina/biomasa, con coeficientes de variacion superiores al 30 %. Esta
variabilidad no present6 correlacion con la densidad celular pero mostré una
correlacion lineal directa con la concentracion de proteina extracelular. Este
resultado evidencid que el rendimiento de proteina estd mas influenciado por la
variacion de dosis génica del gen heterdlogo FTEII insertado en el genoma de la
levadura y por la eficiencia de secrecion en cada clona que por la biomasa
generada.

- El andlisis de dosis génica por qPCR confirmé en ambas cepas que las clonas de
mayores rendimientos de proteinas extracelular/biomasa son clonas multicopias
(con dos o tres copias del gen FTEII), mientras que las clonas de menor
rendimiento proteina extracelular/biomasa, poseian una sola copia del gen
reportero. Este andlisis posibilitd la seleccion de clonas unicopias para ambas
cepas, elimino el efecto de la variacion de dosis génica y estableci6 una base sélida
para comparar el impacto de los terminadores Taox1 y Tcap en la expresion de
genes y en la produccion de proteinas recombinantes al medio extracelular en
K. phaffii.

3.  Se evalu¢ el efecto de la region terminadora del gen GAPDH sobre los niveles de
transcritos de un gen heter6logo regulado por el promotor Pgap y del gen endogeno
GAPDH, y sobre el rendimiento producto/biomasa (Ypx) extracelular, en comparacion
con la region terminadora del gen 4OX1, en cepas recombinantes de K. phaffii.

- La presencia de transcritos de FTEII, y la presencia de Fitasa en el sobrenadante
de cultivo demostraron la funcionalidad de los elementos reguladores Pgap-Taoxi1
y Pcar-Tcap integrados en el genoma de las cepas de levadura

KM71/Pgap-FTEII-Taox1 y KM71/Pgap-FTEII-Tgap, respectivamente.
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En ambas cepas (KM71/Pgap-FTEIl-Taoxi y KM71/Pgap-FTEII-Tgap) se
demostr6 que la velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial, fue de
aproximadamente 0.200 h™' lo que concuerda con el valor tipico en la etapa de
mayor crecimiento celular reportado para cepas de K. phaffii reguladas bajo el
promotor Pgap. Valor que se obtuvo independientemente de la fuente de carbono
empleada (glucosa o glicerol).

La regulacion transcripcional tanto del gen heterdlogo FTEII como del gen
endogeno GAPDH, los valores de Ypx extracelular, y la traduccion y/o secrecion
de la proteina heterdloga estuvieron influenciados por la combinacion
Pgap-terminador transcripcional, actuando la fuente de carbono y la etapa de
crecimiento celular como factores moduladores.

Los mayores niveles de transcritos del gen heter6logo y del gen GAPDH enddgeno
se observaron en los cultivos en glucosa a alta velocidad especifica de crecimiento
(0.253 h'!) y el mayor rendimiento extracelular Y con el terminador Taoxi, en
cultivos en glucosa y baja u (0.030 h™1).

La presencia de Taoxi o Tgap dentro de la estructura génica heterdloga activéd
distintos elementos reguladores génicos en cada cepa, lo que condujo a una
modulacion diferencial de la regulacion génica para los genes heterdlogo y
endogeno GAPDH, a pesar de que ambos genes estaban bajo el control del mismo
promotor (Pgap).

El Taox1 indujo una regulacion competitiva de la actividad transcripcional entre el
gen heter6logo y el gen GAPDH endogeno, lo que resulté en una mayor actividad
transcripcional del gen GAPDH.

El Taoxi condujo a una mayor estabilidad del ARNm y desencadené distintos
mecanismos de regulacion a la baja metabolica debido al agotamiento de la fuente
de carbono en comparacion con Tgap.

El Taoxi1 mejoré la traduccidon y/o la actividad de secrecion de proteinas
heterélogas a una alta velocidad especifica de crecimiento (0.253 h™'), mientras
que Tcap fue mas efectivo para mejorar la actividad postranscripcional a una
velocidad especifica de crecimiento baja (0.030 h''), independientemente de la

fuente de carbono.
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- Para aumentar el Ypx extracelular de un sistema de K. phaffii basado en el
promotor Pgap, Taoxi resultd ser un terminador transcripcional mas adecuado que
Tcap, y el cultivo debe llevarse a cabo a una velocidad especifica de crecimiento

baja utilizando glucosa como fuente de carbono.
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10 PERSPECTIVAS

El presente trabajo propone como perspectiva para el incremento del rendimiento Y« de
FTEII emplear la cepa de K. phaffii basada en la combinacion de elementos reguladores
Pgar-Taoxi1, con cultivos en glucosa como fuente de carbono y con regulacion de la
velocidad especifica de crecimiento a niveles bajos en el orden de 0.030 h’!. Se
recomienda emplear una cepa multicopia. Los resultados del presente trabajo ofrecen
ademas nuevas perspectivas al conocimiento general sobre el efecto de la combinacion de
elementos reguladores promotor-terminador en la expresion y secrecion de proteinas
heterdlogas en K. phaffii y brinda evidencias de que estos pueden ser modulados por la
fuente de carbono y la velocidad especifica de crecimiento. Estos hallazgos contribuyen
al conocimiento y al desarrollo de estrategias de investigacion para lograr ajustes finos en

el incremento de la eficiencia en bioprocesos.
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ANEXOS

Anexo 1. Metodologia de desarrollo del qPCR para determinacion de dosis génica.

Planificacién Miras problemas
Eneste esquermaenelcoctel son4ul de ADN v2 ul de agua para 20 uL totales
Cocel para dosis génica
Tubos Reéplicas Total Tuhos
DNAreferencia DNAref puntos FTHI 1 X 2 2
DNAref puntos GAP 1 X 2 2
Negativo FTEI 05 X 1 05
Negativo GAP 05 X 1 05
DNAproblema DNAprob FTEII 7 X 2 14
DNAprob GAP 7 X 2 14
Cruzando dedos Sin testigo positivo
Tubo extra 4 X 1 4
| TOTAL 37
- Volpor reaccién Vol Total
& A —
- Comunes a todo Master Mix 10 370
& L&a 2 14
TOTAL 444
TOTAL |
| Regalo 2 | 450 | 450 | 450 | 450 1300 |
4 tubos
- Clona 1 TTGAP(l ng) | Clona2 TTGAP(1ng) | Cloma 3 TTGAP(l ng) [fubo C+ TTAOXI (1 ng;
- pL
% Coraunes a todo 540 540 540 540 | 2160
= DNA mues traref 120 130 180 130
Agua - - - -
ITUI'AL 720 320 20 720 280 I
L Regalo 1 [ 425 | 425 1 425 I 425 [ 1700 ]
Cadatubodividiren2 | Cada tubo dividir en 2 Cada tubo dividir en2 | Cada tubo dividir en 2
tubos tubos tubos tubos
o
5 | | rH J_I_l
g v v v v
Dividir enviles 340 340 | 340 | 340
Prirce Time FTEIIo GAP 85 835 85 8.5
|ToTAL 425 425 L5 425
Cadavial dividir en 2 Cadavial diidir en 2 Cada vial dividir en 2 Cadavial dividir en 2
tubos tubos tubos tubos
- “w
L S T S 1 o 1 17
2k
R 3 Réplica 1 200 200 20 200
= |Réplica 2 200 200 20 200
& TOTAL 400 400 200 400
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Anexo 2. Datos primarios de densidad celular (DC) y rendimiento proteina extracelular-
biomasa a las 24 h de cultivo de las 18 clonas de la cepa KM71/Pgap-FTEII-Taoxi.

No Colonia DC (g/L) Conc. Prot. Total (nug/ml) Rend. prot. Totayne (ME/E)

1 F3 8.22 7.46 0.9
2 F15 8.27 8.11 1.0
3 Fl 8.01 8.08 1.0
4 F13 7.95 10.85 1.4
5 F24 9.30 36.75 4.0
6 F10 7.92 31.65 4.0
7 F2 8.83 36.45 4.1
8 FI1* 8.00 33.15 4.1
9 F4 8.59 35.65 42
10 F6 8.77 36.50 4.2
11 F8 8.60 35.75 4.2
12 F16 7.22 30.45 4.2
13 F30 7.45 31.60 42
14 F14 7.24 30.90 4.3
15 F29 737 32.90 45
16 F9 7.25 33.40 4.6
17 F22 7.54 35.25 4.7
18 C+ 8.50 57.90 6.8

C+: Clona multicopia de la cepa KM71GAHFTEII (Herrera-Estala A. et al. 2020). *. Clona F11 (clona
unicopia denotada también como CN11 en Tabla 24. Los valores resaltados con diferente color o en letra

bold enmarcan el rango de valores [minimo-maximo] de cada variable representados en la Figura 30.
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Anexo 3. Datos primarios de densidad celular y rendimiento proteina extracelular-
biomasa a las 24 h de cultivo de la cepa KM71/Pgap-FTEII-Tgap.

No. Colonia DC (g/L) Conc. Prot. Total (nug/ml) Rend. prot. Totane (ME/g)
1 5 7.39 13.56 1.8
2 27 8.15 18.62 2.3
3 2% 9.03 21.60 2.4
4 11 8.57 20.56 2.4
5 10 8.16 19.69 2.4
6 19 8.53 21.30 2.5
7 36 8.28 21.10 2.6
8 17 7.75 20.13 2.6
9 14 8.67 22.60 2.6
10 6 8.08 21.10 2.6
11 28 9.04 24.30 2.7
12 23 8.90 25.00 2.8
13 34 7.64 21.70 2.8
14 4% 8.09 23.50 2.9
15 32 8.06 24.35 3.0
16 26 8.42 25.70 3.1
17 31 8.99 27.55 3.1
18 33 8.53 26.70 3.1
19 3 8.07 25.70 3.2
20 29 7.76 24.75 32
21 21 8.89 31.30 3.5
22 12 8.33 31.40 3.8
23 1 9.23 36.30 3.9
24 9 8.07 41.10 5.1
25 gk 7.87 50.80 6.5

*. Clonas 2 y 4 [clonas unicopias denotadas también como CN2 y CN4 en Tabla 24 y en el reporte de la
revista Peer] (Viader-Salvado et al, 2024)]. **. Clona 8 [clona multicopia denotadas también como CN8 en
Tabla 24]. Los valores resaltados con diferente color o en letra bold enmarcan el rango de valores [minimo-

maximo] de cada variable representados en la Figura 30.
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Anexo 4. Andlisis estadistico de la densidad celular de 18 clonas de la cepa KM71/Pgap-
FTEII-Taox1 para determinar si la muestra es representativa de la poblacion.

Analisis de Una Variable - DC_KM71/Pcap-FTEII-Taox1
Datos/Variable: DC_KM71/Pgap-FTEII -Taox1 (g/L)
18 valores con rango desde 7.22 a 9.30

El StatAdvisor
Este procedimiento esta disefiado para resumir una sola muestra de datos. Calcularé varios
estadisticos y graficas. También incluidos en el procedimiento estan los intervalos de
confianza y las pruebas de hipotesis. Use los botones de Opciones Tabulares y de
Opciones Graficas en la barra de herramientas para analisis, para acceder a estos diferentes
procedimientos.

Resumen Estadistico para DC KM71/Pcar-FTEII-Taox1

Recuento 18

Promedio 8.05722

Desviacion Estandar 0.625947

Coeficiente de Variacion|7.76877%

Minimo 7.22
Maximo 9.3
Rango 2.08

Sesgo Estandarizado 0.376426

Curtosis Estandarizada |-0.763301

El StatAdvisor

Esta tabla muestra los estadisticos de resumen para DC KM71/Pgap-FTEII-Taoxi1.
Incluye medidas de tendencia central, medidas de variabilidad y medidas de forma. De
particular interés aqui son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada, las cuales
pueden utilizarse para determinar si la muestra proviene de una distribucion normal.
Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas
de la normalidad, lo que tenderia a invalidar cualquier prueba estadistica con referencia a
la desviacion estandar. En este caso, el valor del sesgo estandarizado se encuentra dentro
del rango esperado para datos provenientes una distribucion normal. El valor de curtosis
estandarizada se encuentra dentro del rango esperado para datos provenientes de una
distribucién normal.

Intervalos de Confianza para DC_KM71/Pcapr-FTEII-Taox1
Intervalos de confianza del 95.0% para la media: 8.05722 +/- 0.311277 [7.74595, 8.3685]
Intervalos de confianza del 95.0% para la desviacion estandar: [0.469703, 0.938384]

El StatAdvisor

Este panel muestra los intervalos de confianza del 95.0% para la media y la desviacion
estandar de DC_KM?71/Pgap-FTEII-Taoxi. La interpretacion clasica de estos intervalos
es que, en muestreos repetidos, estos intervalos contendran la media verdadera 6 la
desviacion estandar verdadera de la poblacion de la que fueron extraidas las muestras, el
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95.0% de las veces. En términos practicos, puede establecerse con 95.0% de confianza,
que la media verdadera de DC_ KM71/Pcap-FTEII-Taox1 se encuentra en algun lugar
entre 7.74595 y 8.3685, en tanto que la desviacion estandar verdadera estd en algun lugar
entre 0.469703 y 0.938384.

Ambos intervalos asumen que la poblacion de la cual proviene la muestra puede
representarse por la distribucion normal. Mientras que el intervalo de confianza para la
media es bastante robusto y no muy sensible a violaciones de este supuesto, los intervalos
de confianza para la desviacion estdndar son muy sensibles. Si los datos no provienen de
una distribucidon normal, el intervalo para la desviacion estandar puede ser incorrecto.
Para verificar si los datos provienen de una distribucion normal, seleccione Resumen
Estadistico de la lista de Opciones Tabulares, 6 escoja Grafica de Probabilidad Normal de
la lista de Opciones Graficas.
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Anexo 5. Analisis estadistico de la densidad celular de KM71/Pgap-FTEII-Taox1 para
determinar si los datos ajustan a una distribucidon normal.

Ajuste de Datos No Censurados - DC_KM71/Pgap-FTEII-Taox1
Datos/Variable: DC_ KM71/Pgap-FTEII-Taox1 (g/L)

18 valores con rango desde 7.22 a 9.30

Distribuciones Ajustadas

Normal

medios = 8.05722

desviacion estandar = 0.625947

El StatAdvisor

Este analisis muestra los resultados de ajustar una distribucion normal a los datos de DC
KM71/Pgap-FTEII-Taox1. Los pardmetros estimados para la distribucion ajustada se
muestran arriba. Se puede evaluar si la distribuciéon normal ajusta los datos
adecuadamente, seleccionando Pruebas de Bondad de Ajuste de la lista de Opciones
Tabulares. También puede evaluarse visualmente que tan bien la distribucién normal se
ajusta, seleccionando Histogramas de Frecuencia de la lista de Opciones Graficas. Otras
opciones dentro el procedimiento permiten calcular y desplegar areas de colas y valores
criticos para la distribucion. Para seleccionar una distribucion diferente, presione el boton
secundario del raton y seleccione Opciones de Analisis.

Pruebas de Normalidad para DC KM71/Pcap-FTEII-Taox1

Prueba Estadistico |Valor P

Estadistico W de Shapiro-Wilk |0.945782  [0.365622

El StatAdvisor

Esta ventana muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para determinar si DC
KM71/Pgap-FTEII-Taox1 puede modelarse adecuadamente con una distribucién normal.
La prueba de Shapiro-Wilk estd basada en la comparacion de los cuartiles de la
distribucién normal ajustada a los datos.

Debido a que el valor-P més pequeino de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a 0.05,
no se puede rechazar la idea de que DC_ KM71/Pgap-FTEII-Taox1 proviene de una
distribucion normal con 95% de confianza.

Pruebas de Bondad-de-Ajuste para DC_KM71/Pcar-FTEII-Taox1
Prueba de Kolmogorov-Smirnov

Normal

DMAS 0.129018

DMENOS ]0.0936671

DN 0.129018

Valor P 0.925425
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El StatAdvisor
Esta ventana muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para determinar si DC
KM71/Pgap-FTEII-Taox1 puede modelarse adecuadamente con una distribucién normal.

Debido a que el valor-P més pequeino de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a 0.05,

no se puede rechazar la idea de que DC_ KM71/Pgap-FTEII-Taox1 proviene de una
distribucién normal con 95% de confianza.

123



Anexo 6. Analisis estadistico de la densidad celular de KM71/Pgap-FTEII-Tgap para
determinar si la muestra es representativa de la poblacion.

Analisis de Una Variable - DC_KM71/Pcar-FTEII-Tcar
Datos/Variable: DC_KM71/Pgap-FTEII-Tgap (g/L)
25 valores con rango desde 7.39 a 9.23

El StatAdvisor
Este procedimiento esta disefiado para resumir una sola muestra de datos. Calcularé varios
estadisticos y graficas. También incluidos en el procedimiento estan los intervalos de
confianza y las pruebas de hipotesis. Use los botones de Opciones Tabulares y de
Opciones Graficas en la barra de herramientas para analisis, para acceder a estos diferentes
procedimientos.

Resumen Estadistico para DC_KM71/Pcap-FTEII-Tcar

Recuento 25

Promedio 8.34

Desviacion Estandar 0.489966

Coeficiente de Variacion |5.87489%

Minimo 7.39
Miaximo 9.23
Rango 1.84

Sesgo Estandarizado 0.191232

Curtosis Estandarizada -0.788524

El StatAdvisor

Esta tabla muestra los estadisticos de resumen para DC KM71/Pgap-FTEII-TGap.
Incluye medidas de tendencia central, medidas de variabilidad y medidas de forma. De
particular interés aqui son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada, las cuales
pueden utilizarse para determinar si la muestra proviene de una distribucién normal.
Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas
de la normalidad, lo que tenderia a invalidar cualquier prueba estadistica con referencia a
la desviacion estandar. En este caso, el valor del sesgo estandarizado se encuentra dentro
del rango esperado para datos provenientes una distribucién normal. El valor de curtosis
estandarizada se encuentra dentro del rango esperado para datos provenientes de una
distribucion normal.

Intervalos de Confianza para DC_KM71/Pcap-FTEII-Tcar
Intervalos de confianza del 95.0% para la media: 8.34 +/- 0.202248 [8.13775, 8.54225]
Intervalos de confianza del 95.0% para la desviacion estandar: [0.382579, 0.681617]

El StatAdvisor

Este panel muestra los intervalos de confianza del 95.0% para la media y la desviacion
estandar de DC_ KM71/Pgap-FTEII-Tgap. La interpretacion cldsica de estos intervalos
es que, en muestreos repetidos, estos intervalos contendran la media verdadera 6 la
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desviacion estandar verdadera de la poblacion de la que fueron extraidas las muestras, el
95.0% de las veces. En términos practicos, puede establecerse con 95.0% de confianza,
que la media verdadera de DC_ KM71/Pgapr-FTEII-TGap se encuentra en algun lugar entre
8.13775 y 8.54225, en tanto que la desviacion estandar verdadera estd en algun lugar entre
0.382579y 0.681617.

Ambos intervalos asumen que la poblacion de la cual proviene la muestra puede
representarse por la distribucion normal. Mientras que el intervalo de confianza para la
media es bastante robusto y no muy sensible a violaciones de este supuesto, los intervalos
de confianza para la desviacion estandar son muy sensibles. Si los datos no provienen de
una distribucion normal, el intervalo para la desviacion estdndar puede ser incorrecto.
Para verificar si los datos provienen de una distribucion normal, seleccione Resumen
Estadistico de la lista de Opciones Tabulares, 6 escoja Grafica de Probabilidad Normal de
la lista de Opciones Graficas.
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Anexo 7. Andlisis estadistico de la densidad celular de KM71/Pgap-FTEII-Tgap para
determinar si los datos ajustan a una distribucidon normal.

Ajuste de Datos No Censurados - DC_KM71/Pgap-FTEII-Tgap
Datos/Variable: DC_ KM71/Pgap-FTEII-Tgap (g/L)

25 valores con rango desde 7.39 a 9.23

Distribuciones Ajustadas

Normal

Medios = 8.34

desviacion estandar = 0.489966

El StatAdvisor

Este analisis muestra los resultados de ajustar una distribucion normal a los datos de DC
KM71/Pgap-FTEI-TGgap. Los pardmetros estimados para la distribucion ajustada se
muestran arriba. Se puede evaluar si la distribucion normal ajusta los datos
adecuadamente, seleccionando Pruebas de Bondad de Ajuste de la lista de Opciones
Tabulares. También puede evaluarse visualmente que tan bien la distribucién normal se
ajusta, seleccionando Histogramas de Frecuencia de la lista de Opciones Graficas. Otras
opciones dentro el procedimiento permiten calcular y desplegar areas de colas y valores
criticos para la distribucion. Para seleccionar una distribucion diferente, presione el boton
secundario del raton y seleccione Opciones de Analisis.

Pruebas de Normalidad para DC KM71/Pcap-FTEII-Tgar

Prueba Estadistico |Valor P

Estadistico W de Shapiro-Wilk [0.967876 |0.600525

El StatAdvisor

Esta ventana muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para determinar si DC
KM71/Pgap-FTEII-Tgap puede modelarse adecuadamente con una distribucion normal.
La prueba de Shapiro-Wilk estd basada en la comparacion de los cuartiles de la
distribucién normal ajustada a los datos.

Debido a que el valor-P més pequeino de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a 0.05,
no se puede rechazar la idea de que DC_ KM71/Pgap-FTEII-Tgap proviene de una
distribucion normal con 95% de confianza.

Pruebas de Bondad-de-Ajuste para DC_KM71/Pcap-FTEII-Tcap
Prueba de Kolmogorov-Smirnov

Normal

DMAS 0.123331

DMENOS [0.109181

DN 0.123331

Valor P 0.84149
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El StatAdvisor
Esta ventana muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para determinar si DC
KM71/Pgap-FTEII-Tgap puede modelarse adecuadamente con una distribucién normal.

Debido a que el valor-P més pequeino de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a 0.05,

no se puede rechazar la idea de que DC_ KM71/Pgap-FTEII-Tgap proviene de una
distribucién normal con 95% de confianza.
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Anexo 8. Analisis de distribucion de frecuencia de las regiones 3"UTR anotadas para 3244

regiones 3’ UTR anotadas en la base de datos del GenBank para K. phaffii.
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