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Introduccion. Pichia pastoris es una levadura
metilotroéfica ampliamente empleada para la produccion
de proteinas heterdlogas debido a su facil manipulacion
genética y a su capacidad para producir y secretar altos
niveles de proteinas recombinantes (1). Los sistemas de
P. pastoris se basan en la integracién del cassette de
expresion en el genoma de la levadura, resultando un
numero variable de copias integradas en las clonas
generadas. De entre los diversos factores que
incrementan los niveles de las proteinas producidas se
encuentra el incremento de la dosis génica (1), sin
embargo no hay suficiente informacién al respecto y
ademas existen estudios donde el incremento de la dosis
génica presentd un efecto negativo sobre la produccion
de la proteina heteréloga (2). Anteriormente para
determinar la dosis génica se empleaba la técnica de
Southern blot, pero esta técnica es imprecisa, laboriosa,
y consume mucho tiempo. La Reaccion en Cadena de la
Polimerasa cuantitativa (qQPCR) se ha establecido como
una técnica analitica cuantitativa ampliamente utilizada.
Sin embargo existen muy pocos métodos de qPCR para
determinar la dosis génica en sistemas de expresién de
levaduras (3).

El objetivo de este trabajo fue implementar un método
para determinar la dosis génica de secuencias
codificantes heterélogas en cepas recombinantes de P.
pastoris mediante gPCR y correlacionar la dosis génica
con los niveles de produccion de la proteina
recombinante

Metodologia. Se emplearon 10 clonas de la cepa
KM71FTEIl de P. pastoris, obtenidas mediante
electroporacion, las cuales contienen en su genoma una
secuencia que codifica para una fitasa termoestable
(FTEIl) (4). Para la determinacién de la dosis génica, se
empleé la técnica de qPCR utilizando sondas de
hidrdlisis que amplifican fragmentos de 117 y 90 pb para
los genes FTEIl y GAP, respectivamente. Se empleo el
método de 2! para los calculos de la dosis génica. Se
obtuvieron preparaciones de DNA gendmico de cada
clona y se seleccion6 una clona (6.a) como calibradora
conteniendo una copia en base a GAP (gen
normalizador). El DNA de la clona 6.a se emple6 para
obtener curvas de calibracion y determinar la eficiencia
de la reaccién de PCR para ambos genes. Para
determinar los niveles de produccién de la proteina
recombinante se realizaron cultivos en medio BMG para
generar alta densidad celular y la induccién se realizé en

20 mL de medio BMM-CaCl, por 48 horas a 30°C. La
determinacién de proteinas se realizé por el método de
Bradford y la actividad enzimatica de fitasa por el método
del &cido ascarbico (4).

Resultados. Los analisis de gPCR mostraron que el 80%
de las clonas, poseen entre 4 y 5 copias del gen FTEIl
integrado en su genoma. Las concentraciones de
proteinas extracelulares oscilaron entre 160.27+0.014 y
220.37+0.003 ug/mL, y los niveles de actividad de fitasa
extracelular entre 1.22+0.032 y 1.92+0.032 U/mL. Sdélo
una de las clonas (10%) presenté un alto nimero de
copias, 22 copias, con la cual se obtuvieron niveles de
proteinas de 388.73+0.024 ug/mL y de actividad de fitasa
de 5.44 +0.062 U/mL, 2 y 3.5 veces mas altos que las
clonas con 4 y 5 copias. Ademas, los niveles de
proteinas de la clona con 22 copias fueron 44 veces mas
altos que los obtenidos por la clona uni-copia (8.86+0.004
pg/mL) y la actividad de fitasa extracelular fue 13 veces
mas alta (0.42£0.010 U/mL). Tanto la concentracion de
proteinas como la actividad de fitasa mostraron una alta
correlacion con la dosis génica con valores de R? de
0.756 y 0.934, respectivamente.

Conclusiones. El método implementado en este estudio
para determinar la dosis génica por gPCR en clonas de
KM71FTEIl mostré una correlacion directa entre la dosis
génica y los niveles de produccion de fitasa, lo cual
brinda una herramienta valiosa para facilitar la seleccion
de cepas a través de un tamizaje rapido mediante la
determinacion de la dosis génica.
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