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Introduccion. Pichia pastoris es ampliamente empleada
para la produccibn de proteinas heterélogas,
generalmente induciendo la expresion del gen heterélogo
con metanol.

Con el fin de comprender los mecanismos de regulacién
transcripcional que afectan a la fisiologia de P. pastoris
por la sobreproduccién de la proteina recombinante y las
condiciones de cultivo, en este trabajo se realizé6 un
analisis de expresion diferencial de genes empleando la
tecnologia de secuenciacion masiva de mRNA (RNA-
seq) de una cepa Mut® de P. pastoris crecida bajo
condiciones que conducen a altos (CM) y bajos (CP)
niveles de produccion extracelular de una proteina
recombinante (1).

Metodologia. La cepa KM71FTEIl portadora de una
secuencia codificante para una fosfohidrolasa y regulada
por el promotor AOX1 fue crecida en un bioreactor de 5 L
bajo las condiciones CM que condujeron a una u = 0.013
h, Yox = 0.052 g/g, biomasa = 122 g/L en peso seco, y
las condiciones CP que resultaron en una u = 0.003 h',
Yox = 0.022 g/g, biomasa = 87 g/L en peso seco (1). El
proceso empleado fue en tres etapas: lote y lote
alimentado con glicerol y lote alimentado con metanol (1).
Se tomaron muestras antes del cambio de glicerol a
metanol (CO) y a las 47 horas después de la induccién.
Se obtuvieron preparaciones de RNA con valores RIN
comprendidos entre 7.8 y 8.5. Las librerias de DNAc se
generaron y secuenciaron en LANGEBIO CINVESTAYV,
empleando la plataforma Miseq de lllumina. Se empled
un valor de puntaje Phred mayor de 20. Se relaizé el
mapeo en base a un genoma de referencia con la
herramienta TopHat2 v0.6 (2) y el analisis de expresién
diferencial con Cuffdiff v0.0.7 (2), ambos en la plataforma
Galaxy. El analisis de enriquecimiento se realiz
mediante ClueGO (3), de la plataforma Cytoscape. La
expresion diferencial de 13 genes fue validada por RT-
gPCR empleando SYBR Green y se determind la
correlacién entre las técnicas de RNA-seq y RT-gPCR.

Resultados. Se detecto la expresion de 4,950 genes, el
93% de los genes totales anotados. CM condujo a la sub-
y sobre-expresion de 470 y 526 genes, respectivamente,
respecto a CP, mientras que por el cambio de glicerol a
metanol se sub- y sobre-expresaron 380 y 427 genes
para CM, y 467 y 422 genes para CP, respectivamente.

En CM vs CP se sobre-expresaron significativamente
genes relacionados con la mitosis, glicosilacién de

proteinas y biosintesis de aminoacidos, indicando una
mayor actividad anabdlica en CM. El gen heterélogo y los
genes de la ruta de desasimilacidon del metanol se sobre-
expresaron sin diferencias entre CM y CP debido al
cambio a metanol, sin embargo las enzimas claves
(DAS1 y DAS2) de la ruta de asimilacién del metanol
fueron sobre-expresadas significativamente en CM vs
CP, indicando que en CM est4 favorecida la produccion
de biomasa y la generacién de energia a través de esta
via, explicando los valores mas altos para la u y biomasa
obtenidos en CM respecto a CP (4.3 y 1.4, veces
respectivamente).

De 112 genes analizados involucrados en la via de
secrecion, 21 se sobre-expresaron en CM vs CP, 14%
relacionados con el transporte y translocacién al reticulo
endoplasmico (RE), 24% con chaperonas implicadas en
el plegamiento, 29% y 33% relacionados con el
procesamiento en el RE y en el aparato de Golgi.
Ademas se sobre-expresaron 31 genes, de 341
analizados, relacionados a la traduccion, la mayoria que
codifican para proteinas ribosomales (61%). De 57 genes
analizados relacionados indirectamente con la secrecion,
11 y 26 se sobre-expresaron y sub-expresaron
respectivamente, en CM vs CP, de los cuales el 100% de
los genes de autofagia, 27 y 29% de la respuesta ERAD
y UPR y 55% de otros genes relacionados con el estrés
celular se sub-expresaron en CM. Finalmente se observd
una correlacién entre los métodos de RNA-seq y RT-
gPCR (r*=0.7).

Conclusiones. El andlisis de la expresion diferencial
sefiala que los factores ambientales en CM condujeron a
la regulacién de la expresién de genes del proceso de
secrecion, estrés y traduccion que condujeron a valores

de Y,y 2.4 veces mas altos en CM que en CP. La
regulacion de la ruta del metanol hacia la asimilacion y
una mejor adaptacion al estrés en CM generé un mayor
crecimiento y produccién de biomasa en CM que en CP.
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