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Introduccion. El promotor AOX1 (Paoxi) es uno de los
elementos reguladores del metabolismo de metanol en
Pichia pastoris. Debido a su regulacién estricta y a los
altos niveles de expresién del gen AOX1 en presencia de
metanol, Paoxi es el promotor mas utilizado en la
produccion de proteinas heterélogas en P. pastoris. Sin
embargo, el mecanismo de regulacién de la expresion
génica de AOX1 aln no se conoce con exactitud (1). Los
factores de transcripcién son proteinas que regulan la
expresion génica mediante la uniébn a una secuencia
especifica de DNA (TFBS), permitiendo la interaccion con
otras proteinas a las regiones promotoras, inhibiendo o
favoreciendo la expresion de un gen en especifico (2). La
identificacién de los TFBS de un promotor es de suma
importancia ya que permite la optimizacion de la secuencia
reguladora.

En este trabajo se identificaron posibles factores de
transcripcion del Paoxi y se determiné la expresion de los
genes de dos de los factores de transcripcion identificados
en células de P. pastoris bajo condiciones de represion e
induccion del gen AOX1.

Metodologia. Se buscaron posibles TFBS en la secuencia
del Paox1 con la herramienta en linea TRAP (transcription
factor affinity prediction) empleando la matriz fungi y el
modelo para promotores de levaduras. Se localizaron las
secuencias de los factores de transcripcién de
Saccharomyces cerevisiae en la base de datos de Uniprot
que se unen a los TFBS identificados, y se buscaron las
proteinas homélogas y sus genes en P. pastoris utilizando
el método “Best Reciprocal BLAST Hit”. Con los datos de
tres transcriptomas de RNA-seq de trabajos previos (3):
cultivo CO (etapa de desrepresion de Paox1), CP47 y CM47
(condiciones de induccién de Paoxi con metanol), se
realizé un analisis de expresion diferencial de los genes de
los factores de transcripcion identificados utilizando las
herramientas Tophat2, Cufflinks y Cuffdiff de la plataforma
Galaxy. Con esta informacion, se seleccionaron los genes
YMLO81W y ADR1 para un andlisis de sus niveles de
expresion relativa por RT-qPCR mediante el método de
cuantificacion relativa 2-22Ct (4), y empleando los genes
G6PD y YPT1 como genes normalizadores. Las muestras
analizadas provinieron de las tres etapas (lote y lote
alimentado en glicerol, y lote alimentado con metanol) de

un cultivo en un biorreactor de 7 L de la cepa P. pastoris
KM71FTEIl. La muestra al inicio de la etapa de induccién
se empleé como muestra calibradora.

Resultados. Se identificaron 11 factores de transcripcion
gue interaccionan con la secuencia de Paoxi1 Y que tienen
proteinas homologas en P. pastoris. De los 11 genes que
codifican para los factores de transcripcion, 9 se
expresaron diferencialmente en los transcriptomas
analizados, y Unicamente los genes GAL4, MIG2,
YMLO81W y ADR1 presentaron expresion diferencial
significativa bajo las diferentes condiciones de cultivo
(CM47/C0O y CM47/CP47; logzfold change > 1 6 < -1). Los
niveles relativos de expresién por RT-qPCR del gen
YMLO81W fue diferente en las diferentes etapas del
cultivo, mostrando valores bajos (0.64-1.00) en las etapas
del cultivo en glicerol respecto a la expresion en la etapa
de alimentacion con metanol (3.61-4.28). Mientras que el
gen ADR1 presentd niveles de expresion altos en las
etapas de lote en glicerol y en lote alimentado en glicerol
(1.00-2.20) y disminuyendo su expresion en la etapa de
lote alimentado con metanol (0.67- 8.00).

Conclusiones. Se identificaron posibles factores de
transcripcion y sus sitios de union en el Paoxi. Debido al
comportamiento de los genes YML0O81W y ADR1 alo largo
del cultivo evaluado, estos podrian estar relacionados con
la regulacion de Paoxi en P. pastoris.
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