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Introduccion. La blsqueda de nuevos promotores
funcionales en Pichia pastoris ha despertado el interés en
la comunidad cientifica (1). Los promotores regulables por
fuentes de carbono alternas al metanol (2) han sido poco
estudiados. Debido a que recientemente se ha reportado
gue P. pastoris reduce su energia de mantenimiento a
velocidades especificas de crecimiento extremadamente
bajas (3), se piensa que los genes con altos niveles de
expresidon bajo estas condiciones poseen promotores
factibles de ser empleados en la produccién de proteinas
recombinantes bajo un control del proceso de produccién
mediada por la concentracion de la fuente de carbono.
Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se
identificaron ocho genes cuya expresion fue dependiente
de la fase de crecimiento y la fuente de carbono en cepas
recombinantes de P. pastoris, entre ellos el gen hipotético
gue denominamos P2 que se expresa principalmente en
condiciones limitantes de la fuente de carbono.

En este trabajo se obtuvieron cepas recombinantes de P.
pastoris portadoras de una regién promotora, estudiada
por primera vez, que regula la expresion de un gen
heter6logo modelo con fuentes de carbono alternas al
metanol.

Metodologia. Se disefié y sintetiz6 una secuencia que
contuvo la region rio arriba del ATG del gen en estudio P2,
la cual incluyé una posible region promotora de la
transcripcion, y la secuencia que codifica para la region
pre-pro del factor a de Saccharomyces cerevisiae. El
plasmido PUC57-KanP2PT conteniendo la secuencia
sintética se propagd en Escherichia coli TOP10.
Posteriormente se realiz6 una digestion preparativa con
las enzimas de restriccion Aatll y Xhol para liberar la
secuencia de las regiones promotoras en los plasmidos
PUC57-KanP2PT y pGAHFTEII, y se construy6 el vector
pP2FTEIl. El plamido se caracterizé por PCR empleando
oligonucledtidos especificos dirigidos al promotor y a una
regién endégena del gen reportero FTEIl y con éste se
transformaron células de P. pastoris KM71 por
electroporacion, previamente linearizado con Sall. Las
colonias transformadas se seleccionaron por prototrofia a
histidina. Las cepas se caracterizaron por PCR para
verificar la integracion del casete de expresion en el
genoma de la levadura. Se verificd la funcionalidad del
promotor mediante RT-PCR empleando oligonucleotidos
especificos dirigidos al gen reprotero (FTEII) y al gen de la

B-actina. Se realizaron cultivos en BMG-CaCl: para
seleccionar clonas unicopia y multicopia mediante la
determinacion de la concentracion extracelular de
proteinas totales y actividad volumétrica extracelular de
fitasa. Se determind la densidad celular, el rendimiento
proteina/biomasa y el rendimiento producto biomasa (Ypix)
de todos los cultivos evaluados para seleccionar las clonas
uni y multicopia.

Resultados. La identidad del vector construido, pP2FTElII,
fue corroborada por la banda Unica de 1436 pb obtenida
por PCR con los oligonucleétidos dirigidos hacia la regién
promotora y una region del gen reportero. Se obtuvieron
58 clonas His* de P. pastoris KM71 transformadas. Los
resultados del RT-PCR demostraron la funcionalidad del
promotor. Se seleccionaron una cepa unicopia Yy
multicopia del casete de expresion en base a los
rendimientos proteina/biomasa y Ypx. Se comprobo la
integracion del casete de expresion por PCR en la clona
uni y multicopia. Se obtuvieron 12 aislados de la cepa
pP2FTEIl con los rendimientos proteina/biomasa mas
altos a las 48 h del cultivo, con valores entre 3.4 y 4.6
mg/g, una densidad celular entre 6.5y 9.2 g/L, y valores
de Ypxentre 3.9y 28.1 U/g.

Conclusiones. En este trabajo se obtuvieron por primera
vez clonas de una cepa recombinante de P. pastoris
portadora de un promotor de la transcripcién nunca antes
explorado, que no requiere de metanol para controlar la
expresion del gen reportero y que podria permitir un
control robusto del proceso de produccidon. Se comprobdé
que el promotor regula la transcripcion del gen reportero y
permite la obtencién del producto recombinante. Se
seleccionaron clonas unicopia y multicopia de la cepa
construida.
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