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Introduccion. Phaffia rhodozyma es una levadura
basidiomiceta que sintetiza astaxantina, un potente
antioxidante carotenoide. Las células de Phaffia
rhodozyma acumulan astaxantina cuando enfrentan
condiciones de estrés como limitacion de nutrientes (e.g.
nitrégeno o cobre) (1,2), presencia de sustancias toxicas
(e.g. antimicina, triclosén, fluconazol) (3) o mutaciones
gue afectan la cadena respiratoria (4) o el metabolismo
del nitrégeno. Si bien se han empleado estrategias para
que las células de Phaffia rhodozyma enfrenten
condiciones estresantes y acumulen una mayor cantidad
de astaxantina, algunas de ellas tienen algunos
inconvenientes. La limitacién de nutrientes y adicién de
sustancias toxicas disminuyen el crecimiento de la
levadura. Un lento crecimiento, aumenta los costos y las
sustancias toxicas complican los procesos de
purificacion. Por otra parte, las cepas mutantes que son
obtenidas por mutagénesis aleatoria ademas de ser
inestables con frecuencia presentan efectos negativos
en el crecimiento y metabolismo. En levaduras como S.
cerevisiae se han utlizado los sistemas CRISPR
catalitico, interferente y activador, para mutar, inhibir o
activar la expresion de genes y mejorar la produccion de
algunos compuestos de interés biotecnoldgico como los
carotenoides (5). Ademas, con el uso de estas técnicas
gue son mMAas precisas, es posible no afectar el
crecimiento de la levadura. P. rhodozyma de forma
nativa sintetiza carotenoides entre ellos la astaxantina,
ademas puede metabolizar gran variedad de sustratos
por lo que es una excelente plataforma para ser utilizada
en la produccion de astaxantina. Particularmente, una
mutacion dirigida a un gen que disminuya la funcion de
uno de los complejos de la cadena respiratoria podria
promover la acumulacion de astaxantina.

El objetivo del presente trabajo es implementar la técnica
CRISPR Cas9 para realizar mutaciones en los genes
crtYB y SCOL.

Metodologia. La estrategia esta dividida en 2 etapas: La
primera etapa consiste en implementar el sistema
CRISPR Cas9 mediante la construccion de plasmidos
gue expresen la proteina Cas9 y el gRNA. El sistema
permitird producir una mutacion en el gen crtYB (que
cataliza el primer paso de la sintesis de carotenoides)
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para generar un fenotipo albino en la levadura, lo que
indicaria que el sistema esté funcionando. En la segunda
etapa, se utilizaran los plasmidos construidos para
realizar una mutacion en el gen SCO1 (que participa en
el ensamble del complejo IV de la cadena respiratoria).

Resultados. Para la primer etapa 4 plasmidos han sido
diseflados y construidos: un plasmido que expresa la
proteina Cas9, dos plasmidos modulares que expresan
los gRNA, (cada uno de ellos emplea un sistema
diferente para su expresion), y un altimo plasmido que
contiene una version modificada del gen crtYB, que
funciona como un molde de recombinaciéon homoéloga.
Los plasmidos construidos ya fueron mandados a
secuenciar y no se encontré6 ninguna mutaciéon que
pueda afectar el funcionamiento de estos. Los gRNA
dirigidos al gen crtYB ya fueron disefiados y clonados en
los plasmidos modulares, se ha estandarizado un
ensayo para la identificacion de mutantes y actualmente
se esta trabajando en la transformacion de la levadura.

Conclusiones. De acuerdo con los resultados, el
sistema CRISPR Cas9 es una técnica precisa para la
modificacién genética en levaduras, el gen crtYB es un
buen control ya que ademas de no ser esencial para la
levadura permite conocer a través del fenotipo si el
sistema esta funcionado.
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