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Introduccidén. Los avances en bioinformatica, el empleo
de las anotaciones de los genomas y el estudio
transcriptomico han dado la posibilidad de identificar
regiones promotoras y mas reciente las terminadoras
transcripcionales que tienen potencial uso en la expresion
de genes heterélogos (1). La definicion adecuada de estas
regiones, en ocasiones se dificulta por existir diferencias
entre las anotaciones para diferentes cepas del mismo
microorganismo o porque las secuencias conservadas de
las regiones 3'UTR no estén estudiadas en el organismo
donde se quieren identificar. Este es el caso de la regién
terminadora del gen GAP de Pichia pastoris.

Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue
identificar la secuencia de la posible regién terminadora
del gen GAP.

Metodologia. Se escogié la secuencia nucleotidica entre
las dos regiones codificantes (CDS) del gen GAPy del gen
NAB6 (gen contiguo localizado rio abajo del gen GAP).
Esta secuencia conformada de 490 pb, con posible funcién
de terminador transcripcional del gen GAP y promotor de
la expresion del gen NABS6, constituy6 la region diana para
identificar la secuencia del terminador transcripcional del
gen GAP. Se mapearon tres transcriptomas de la cepa
KM71 de P. pastoris, determinados por RNA-seq, contra
el ADN gendémico de la cepa CBS7435 de P. pastoris,
utilizando la herramienta HISAT2 de la plataforma Galaxy,
con el fin de localizar una zona sin presencia de transcritos
en la region diana, y hacerla corresponder con la posible
region del terminador del gen GAP. El resultado del mapeo
se visualizé con el visualizador genémico integrativo (IGV).
Ademds, se buscaron cinco secuencias conservadas
descritas en la literatura (2, 3) para genes de
Saccharomyces cerevisiae que participan en el proceso de
maduracion del extremo 3" de un ARNm: el elemento de
eficiencia donde se une el factor de corte 1B (CFIB) que
potencia la eficiencia del factor de corte 1A (CFIA); el
elemento de posicionamiento de CFIA; dos regiones poli-
U (en el ADN poli-T) que flanquean el sitio de corte; y el
sitio de corte y poliadenilacion. Por Ultimo, se buscaron
motivos de secuencias de regiones UTR de eucariotas
mediante la herramienta UTRscan de la plataforma
ITBtools.

Resultados. En los tres mapeos de transcriptomas de la
cepa KM71 contra el genoma de la cepa CBS7435 se
observé la presencia de transcritos en toda la region diana
seleccionada para identificar la secuencia del terminador
transcripcional del gen GAP; probablemente por la
presencia de transcritos cripticos que son propios de
genes involucrados en las rutas metabdlicas del
catabolismo de la glucosa, como lo es el gen GAP que
codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(4). La presencia de estos transcritos dificultdé la
identificacion de una regidon con posible funcién
terminadora a través del andlisis de transcriptomas. En el
analisis de la presencia de secuencias conservadas se
identificaron cinco secuencias que correlacionaron con
elementos que participan en el proceso de maduracion del
extremo 3" de un ARNm. Se identificé la secuencia
GTATGTI como elemento de eficiencia por tener dos
residuos T en las posiciones 2 y 6, que son considerados
esenciales en este tipo de elemento (2); la secuencia
AAATAG como elemento de posicionamiento, por ser rica
en residuos A y encontrarse rio abajo del elemento de
eficiencia (2, 3); las secuencias TTCATT y TTTATT como
las secuencias poli-T que flanqueen al sitio de corte y
poliadenilacion; y el probable sitio de corte y
poliadenilacion. UTRscan predijo en la dltima seccién de
la secuencia diana, una region “upstream ORF” (UORF)
caracteristica de regiones 5’UTR que podria pertenecer a
la regiébn 5’UTR del gen NAB6, lo que indicé que el
terminador del gen GAP deberia finalizar antes de esta
region, lo cual daria una longitud similar a la reportada en
la literatura para un terminador transcripcional de genes
de levaduras (5).

Conclusiones. Se identific6 una posible
terminadora del gen GAP de P. pastoris.
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