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Introduccion. La lactosa es un subproducto de la
industria lactea que se acumula en grandes cantidades y
representa un grave problema para su eliminacién o su
empleo alternativo (1). El mejoramiento de organismos a
través del redisefio el metabdlico ha permitido generar
productos de interés comercial a partir de subproductos
industriales. Pichia pastoris es un microorganismo
ampliamente reconocido para la expresion de genes
heterélogos y recientemente empleado en el desarrollo
de modelos metabodlicos de organismos utiles en
procesos industriales (2). P. pastoris puede emplear
diversos compuestos organicos como fuente de carbono
y energia, sin embargo no es capaz de metabolizar la
lactosa.

Con el fin de utilizar residuos generados por la industria
lactea, en este proyecto se propone realizar una
modificacién genética de la levadura P. pastoris para
obtener cepas capaces de emplear la lactosa como
fuente de carbono.

Metodologia. Para plantear una estrategia viable de
modificacién genética en P. pastoris, se realizd un
analisis in silico (KEGG, BLAST) para identificar la
presencia de los genes implicados en la bioconversion de
lactosa en el genoma de P. pastoris ya reportado. A su
vez, se analizd la capacidad de P. pastoris KM71pPIC9
para utilizar glicerol, glucosa, galactosa y lactosa como
fuentes de carbono a través de cinéticas de crecimiento
en cultivos de 72 h. Se selecciond un vector de expresion
constitutivo del sistema de P. pastoris y se disefaron
secuencias génicas con codones preferenciales para P.
pastoris y sitios de restriccion adecuados para realizar la
clonacién molecular, ademas de secuencias que
permitieran una expresion constitutiva e intracelular de
las enzimas involucradas en el metabolismo de la
lactosa.

Resultados. El andlisis in silico realizado indicé que P.
pastoris no posee algun gen relacionado con el
metabolismo de la lactosa, datos confirmados por la
ausencia de crecimiento presentado por la levadura en
lactosa y galactosa. Por lo tanto se procedié a realizar
una busqueda en la base de datos de enzimas BRENDA
de una beta galactosidasa (Bgal) y una lactosa permeasa
(LP) con propiedades enzimaticas adecuadas para llevar
a cabo el metabolismo de lactosa en las condiciones de
un cultivo tipico de P. pastoris (pH 6, 30°C). De 74

enzimas Pgal analizadas, un grupo de 9 enzimas
cumplieron con los requisitos necesarios, seleccionando
una Bgal de la levadura Kluyveromyces lactis, debido a
su alta relacion filogenética con P. pastoris, a su vez se
selecciond la LP del mismo organismo. Ya obtenidas las
secuencias de estos genes, éstas fueron sometidas a
modificaciones in silico para utilizar codones
preferenciales de P. pastoris, adicionar los elementos
necesarios para una expresion constitutiva e intracelular
de los genes Bgal y LP, y llevar a cabo un estrategia de
clonacion en tres etapas, tal como se presenta en la
figura 1. La secuencia génica disefiada y sintetizada
(GenScript) ya ha sido clonada en sus dos primeras
etapas.
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Fig. 1. Estrategia de clonacion de los genes LAC12 (LP) y LAC4 (Bgal)
en pGAPZA.

Conclusiones. La ausencia de crecimiento de P.
pastoris en lactosa, aunado al resultado del analisis in
silico indican la incapacidad de permear y/o metabolizar
la lactosa por esta levadura. Este analisis aportd los
elementos necesarios para el disefio de una estrategia
de clonacién que permita una modificacion en P. pastoris
que impacte en el metabolismo de la lactosa.
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