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Introducción. La lipasa B de Candida antarctica 
(CALB), proviene de una levadura aislada del lago 
Vanda en 1969, y es considerada como la lipasa 
perfecta debido a sus propiedades físicas y químicas 
que le permite llevar a cabo reacciones para la 
elaboración de biopolímeros, vitaminas, medicamentos 
y biocombustibles, entre otros productos (1). Esta 
enzima ha sido expresada recombinantemente en 
Komagataella phaffii (Pichia pastoris) y 
comercialmente en Aspergillus niger; sin embargo, su 
producción en Yarrowia lipolytica inducible por eritritol 
ha sido prometedora y poco explorada en comparación 
con las factorías celulares antes mencionadas (2). 
Además, la inducción por eritritol es segura a escala 
industrial y evita el uso de inductores hidrofóbicos que 
dificultan la purificación de la enzima recombinante. 
Por otra parte, la metodología Golden Gate (GG) 
permite la edición genética rápida, eficiente y adaptable 
a diferentes tipos de cepas (3). 
Por ello, el objetivo fue transformar Y. lipolytica 
mediante GG para expresar CALB de forma inducible. 
 
Metodología. El gen de CALB se optimizó para Y. 
lipolytica, y se diseñó el vector de expresión con el gen 
hph como marcador de resistencia a higromicina B, 
promotor inducible por eritritol, y terminador Lip2. El 
ensamblaje del vector de expresión se realizó mediante 
GG (4), a partir del GG toolkit de Addgene. El proceso 
de clonación se muestra en la Figura 1; se transformó 
E. coli DH5α de acuerdo con Reyes et al (5), y en Y. 
lipolytica con el método del acetato de litio. Se 
elaboraron placas de YPG suplementadas con 
tributirina (1%) y eritritol (1%), y se realizó PCR para 
verificar la transformación de CALB en Y. lipolytica.  

Fig. 1. Proceso de clonación de CALB en Y. lipolytica. 
 
Resultados. El ensamble y clonación del vector fueron 
verificados mediante PCR, amplificando el gen de calb 
exitosamente. El marcador de resistencia permitió una 
adecuada selección, sin recurrir a modificaciones 

adicionales para generar cepas auxotrófas (Figura 2, 
A). Las placas con eritritol y tributirina presentan halos 
de hidrólisis en las cepas transformadas a las 24 h, y 
no así en la silvestres (Figura 2, B).  

Fig. 2. Colonias de Y. lipolytica transformada con CALB en medio 
selectivo con higromicina B (A); y comparación de células 
transformadas y no transformadas de Y. lipolytica en placa con 
tributirina y eritritol a las 24 h (B); las células transformadas están 
encerradas en un círculo y presentan halo de hidrólisis. 

 
Conclusiones. La metodología GG permitió la 
eficiente transformación de CALB inducible por eritritol 
en Y. lipolytica. Además, se mostró que las placas de 
YPG con tributirina y eritritol son óptimas para 
diferenciar visualmente las cepas transformadas de las 
silvestres mediante la formación de halo. Con base a lo 
reportado previamente y debido a la capacidad de 
secreción que tiene la propia levadura (2) se esperaría 
un mayor halo. Esto puede ser por las diferentes cepas 
y condiciones usadas, por lo que se tendrá que 
comprobar estas hipótesis. Posteriormente se realizará 
el cultivo en medio líquido y modificaciones genéticas 
que mejoren la producción de CALB. 
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