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Introduccion. Pichia pastoris es un importante hospedero
para la produccion de proteinas recombinantes, debido a
su facil manipulacién génica, requisitos minimos de
crecimiento, altos rendimientos de biomasa vy
modificaciones postraduccionales de tipo eucariota, unido
a que secreta pocas proteinas endogenas al medio
extracelular (1). A pesar de su utilidad demostrada, se
trabaja en la mejora de este sistema de expresion
buscando regiones reguladoras que puedan garantizar la
sobreproduccién de una proteina recombinante (2).
Existen varios genomas reportados de este hospedero,
sin embargo, las anotaciones son un poco divergentes o
no estan anotadas todas las regiones reguladoras.
Recientemente en nuestro grupo de trabajo se
identificaron ocho genes cuya expresién 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 P7.

El objetivo de este trabajo fue identificar dos posibles
regiones reguladoras del gen P7 de P. pastoris mediante
un analisis bioinformatico.

Metodologia. El gen P7 tiene orientaciébn negativa en la
cepa CBS7435 de P. pastoris, pero no tiene anotadas las
regiones reguladoras. Su region promotora coincide con la
region promotora del gen que esta rio arriba, en la
secuencia comprendida entre las dos regiones
codificantes (CDS) adyacentes, y la regién terminadora
coincide con la regiébn promotora del gen que esta rio
abajo, en la secuencia comprendida entre los dos CDS
adyacentes. Se mapearon 6 transcriptomas de la cepa
KM71 de P. pastoris a diferentes condiciones de cultivo,
determinados por RNA-seq, contra la secuencia del
genoma de referencia de la cepa CBS7435 utilizando la
plataforma Galaxy y la herramienta bioinformatica HISAT2
para localizar zonas sin transcritos en las regiones rio
arriba y rio abajo del CDS del gen P7. Se visualizaron los
niveles de transcritos en las dos regiones analizadas con
el programa Integrative Genomics Viewer (IGV).
Adicionalmente se utiliz6 el programa UTRscan de la
plataforma ITBtools para identificar motivos de secuencia
caracteristicos de regiones 5’UTR y 3'UTR de eucariotas.
Por ultimo, se buscaron 5 secuencias reportadas como
consenso en terminadores de levaduras: el elemento de
eficiencia que determina la eficiencia de la formacion del

extremo 3" terminal del ARNm maduro; elemento de
posicionamiento que promueve el sitio corte; dos regiones
de poli-T que flanquean el sitio de corte; y el sitio de corte
y poliadenilacion (3).

Resultados. En todos los transcriptomas analizados se
encontraron regiones rio arribay rio abajo del CDS del gen
P7 donde no hubo la presencia de transcritos. Se
determinaron las posiciones de inicio y final de las zonas
no transcritas. La posicion de inicio de la region promotora
tuvo un coeficiente de variacion de 0.003% y la posicion
final de 0.002%. La longitud media de esta region fue de
139 + 12 nt. La posicion de inicio de la region contigua rio
abajo de la region 3'UTR tuvo un coeficiente de variacion
de 0.004% vy la posicion final de la region terminadora de
0.003%. La longitud media de esta region fue de 158 + 11
nt. Estos resultados demuestran que con el mapeo de
transcriptomas es posible anotar una secuencia promotora
y terminadora. Se identificaron motivos de secuencia
caracteristicos de regiones 5°'UTR rio arriba del CDS del
gen P7 como son un marco de lectura abierto rio arriba
(UORF) y un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES).
También se pudieron identificar las regiones 5"UTR de los
genes adyacentes al gen P7 por la presencia de un uORF,
las cuales coincidieron con lo anotado para la cepa GS115
(4). Con el andlisis de secuencias consenso se
determinaron las 5 secuencias reportadas en
terminadores de levaduras: el elemento de eficiencia,
seguido a 30 nt el sitio de posicionamiento, 10 nt después
el sitio de poli-T rio arriba del sitio de corte, a 20 nt le sigue
el sitio de corte (CAA) y 5 nt después esta el sitio de poli-
T final, por lo que se confirmd la ubicacién de dicha regién
reguladora.

Conclusiones. Se identificaron las regiones reguladoras
del gen P7 de P. pastoris.
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