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Resumen: Pichia pastoris es una levadura metanolotrifca usada ampliamente por la
industria biotecnologica desde los anos 80 debido a multiples caracteristicas atrayentes
tales como su facilidad de crecimiento y su independencia de medios de cultivo especificos.
En esta investigacion se realizaron experimentos de puesta a punto de protocolos de
transformacion genética, asi como la insercion de un plasmido para verificar la eficacia de
los procesos de transformacion en la levadura. Los resultados sugieren que la cepa Pichia
pastoris X33 difiere en los valores de su cinética de crecimiento comparada con otras cepas
previamente reportadas y la transformacion genética mediada por el plasmido p53 no tuvo
resultados satisfactorios. Se propone a Pichia pastoris como plataforma de produccion de
una proteina recombinante conjugada gracias a las herramientas de edicion genética tales
como CRISPR-Cas9 (para expresion de manera constitutiva) o inserciéon de cromosomas
artificiales de levadura (YAC) (para expresion episomal inducida)

Introduccion

A través de los afios, los cientificos han utilizado diferentes organismos para la produccion
de proteinas de interés, tales como microorganismos (Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, entre otras), células de insecto, lineas celulares mamiferas y Pichia pastoris
(Asada et al.,, 2011). La levadura conocida como Pichia pastoris (posteriormente
denominada Komogataella pastoris) (Kurtzman, 2009) es un hongo no filamentoso
metanolotrofico perteneciente a la clase Saccharomycetes que se ha usado ampliamente en
el campo de la biotecnologia debido a que es un microorganismo cuyo uso abarca la
produccion de proteinas recombinantes, asi como su uso para estudiar la funcidon de genes
importantes en los microorganismos y el impacto que tendria si estos no funcionaran de
manera adecuada (Liu et al., 2019; Naéitsaari et al., 2012); asi como de tener la facilidad de
realizar procedimientos postraduccionales a las proteinas que expresa, como por ejemplo,
agregar un grupo glicosidico o la adicidon de puentes disulfuro (Cregg et al., 1985; Filyak et
al., 2013).

Una de las caracteristicas atrayentes de P. pastosris como sistema de expresion de proteinas
recombinantes es su alta velocidad de proliferacion y la gran variedad de medios de cultivo
que se ha usado para su crecimiento, que, ademés de ser econdomicos, el escalamiento
industrial es facil y no presenta mayores contratiempos a comparacion de otras células
como los cultivos de tejido humano (Nédtsaari et al., 2012). Otra caracteristica importante
de esta levadura es su gran variedad de genes que pueden ser expresados bajos condiciones
muy especificas, como ejemplo, los genes AOX1 y AOX2, genes para la produccion de un
metanol deshidrogenasa, proteina que se encarga de metabolizar el metanol para producir
una fuente de carbono alternativo para la levadura; estos genes se han utilizado
ampliamente como promotores de produccion de proteinas recombinantes ya que puede ser
estimulado de manera sencilla con medios de cultivo ricos en metanol (Carnicer Heras,
2012; Néétsaari et al., 2012). Por esta razon, desde hace mas de cuarenta anos, Phillips
Petroleum Company introdujo una cepa de Pichia pastoris con fines de produccion
comercial de una proteina de interés (Valli et al., 2016). Ademas de la produccién de
moléculas humanas tales como los receptores acoplados a proteinas G (Asada et al., 2011)
se ha llevado a cabo en esta levadura metanolofrica.



Recientemente, el uso de levaduras para la produccion de proteinas recombinantes esta
ampliamente empleado con diferentes propositos: por ejemplo, Y. Liu et al., 2019, editaron
genéticamente la levadura S. cerevisiae con el proposito de producir, de manera de novo, un
péptido encargado de la ingesta de alimento y la homeostasis energética de las células
mamiferas, éste conocido como oleoiletanolamida (OEA, por sus siglas en inglés).
Asimismo, el uso de P. pastoris dentro del campo biotecnoldgico ha estado en aumento en
la ultima década: Desde el afio 2012, la inyeccion Jetrea ® (ocriplasmina) ha sido
producida por ThromboGenics utilizando el sistema de produccién heterdloga de Pichia
pastoris, asi como la compaiiia Dyax ha producido Kalbitor desde el afio 2009 usando el
mismo sistema de expresion (Walsh, 2014).

Una de las ventajas al utilizar el modelo de produccion de proteinas en Pichia pastoris es el
estado de seguridad otorgada por la FDA (Food and Drugs Administration) a una de las
proteinas de consumo animal, la fosfolipasa C, la cuenta con la clasificacion GRAS
(generalmente reconocido como seguro) desde el afio 2006 (Ahmad et al., 2014), dicha
clasificacion también fue otorgada al Kalbitor. Gracias a esto, se abre una ventana de
oportunidades para la investigacion en la produccion de proteinas para el consumo humano
que ayuden a suplir las necesidades nutricionales que se enfrenta el mundo hoy en dia.

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud, alrededor de 452 millones de
personas sufren de algln tipo de insuficiencia nutricional y 167 millones de nifios sufren
algin tipo de malnutricion. Asimismo, en el informe de El Estado de Seguridad
Alimentaria y Nutricion en el mundo advierte que, solo los paises asidticos y aquellos con
ingresos medianos-altos tienen suficiente alimento para suplir la cantidad minima de 400 g
por persona (FAO et al., 2019), por lo cual hay que buscar alternativas novedosas para
tratar de suplir dicha escasez nutricional.

Desde que Emil Fischer realizd la primera sintesis de un dipéptido en el afio 1901,
multiples avances se han realizado en el campo de la sintesis de proteinas tales como la
sintesis de péptidos en fase solida (SPPS por sus siglas en inglés) la cual aprovecha las
caracteristicas fisicoquimicas de los aminodacidos para unirlos a una fase solida con sus
extremos amino y carboxilo protegidos con agentes quimicos faciles de remover para la
posterior adicion de mas aminoacidos de manera ciclica (Nilsson et al., 2005). Gracias a
esta técnica ha sido posible la produccion de péptidos de manera quimica, sin embargo, ésta
tiene limitantes como el tamafio del péptido producido, por ello la union de péptidos de
hasta 40 aminoacidos para producir una proteina de mayor tamafio puede convertirse en
una tarea laboriosa.

Por otra parte, el uso de la biotecnologia ha facilitado la obtencion de proteinas de interés
debido a que se tiene capacidad de introducir directamente los genes que codifican para la
proteina que se desean expresar, asi mismo, se puede disefiar estrategias para realizar
modificaciones postraduccionales en las proteinas de interés (Gupta et al., 2016), proceso
que no se puede llevar a cabo con la sintesis quimica. Igualmente, al obtener una cepa
transformada que exprese la proteina de interés, esta puede ser replicada y utilizada el



tiempo que cada investigacion lo requiera, mientras que con la produccion quimica esto no
es posible porque solo se obtiene un péptido por cada reaccion realizada.

Gracias a las ventajas que ha demostrado tener la levadura Pichia pastoris frente a otros
modelos de produccion heterdlogos, es indispensable conocer y comprender de manera
amplia el crecimiento y el comportamiento de la levadura para sus posteriores aplicaciones
en el campo biotecnoldgico, farmacéutico, alimentario y agroindustrial, por lo cual se
plantea este trabajo de grado con el fin de identificar de manera preliminar los aspectos
basicos de la cepa Pichia pastoris X33 en condiciones de laboratorio, para el mejoramiento
de las técnicas de transformacion, y su posterior utilizacion en proyectos de edicion
genética. Condiciones tales como el crecimiento a 30°C en medio YPD y el crecimiento
bajo condiciones de estrés por antibidtico fueron evaluadas para el logro del objetivo.

Materiales y métodos
A. Material microbioldgico usado en la investigacion

En esta investigacion se utilizé la levadura Pichia pastoris X33, obtenida mediante un
Acuerdo de Transferencia de Materiales (ATM) desde la Corporacion de Investigaciones
Biologicas de Medellin (CIB), la cual, a su vez, fue obtenida a través de la casa comercial
ThermoFisher Scientific (Nimero de catalogo: C18000). En el laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad EAFIT de la ciudad de Medellin, la cepa de Pichia pastoris X33
se encuentra en proceso de registro para la coleccion de especimenes bioldgicos.

B. Evaluacion del crecimiento de Pichia pastoris X33 en condiciones de
laboratorio

Con el fin de conocer de manera detallada los parametros de crecimiento que permitan
dilucidar el comportamiento en condiciones de laboratorio de la cepa Pichia pastoris X33,
se establecieron preindculos de 50 ml en medio YPD (composicion para 1 litro: 10 gramos
de extracto de levadura, 20 gramos de peptona, 10 gramos de glucosa) los cuales se dejaron
en crecimiento durante 48 horas previas al montaje de las curvas de crecimiento a una
temperatura de 30°C con agitacion constante de 180 revoluciones por minuto (rpm). Al
momento de iniciar las curvas de crecimiento, se midid la densidad optica (DO) de los
preindculos a una longitud de onda de 600nm; debido a que se tomod como densidad optica
inicial igual a 0.3 por los reportes previos realizados por (De Ghellinck et al., 2014), estos
preinoculos fueron ajustados a dicha DO.

El montaje de las curvas de crecimiento se realizd por triplicado en Erlenmeyer de 500
mililitros, el volumen final de cada curva depende de la absorbancia inicial del preindculo y
se estimd con la formula de la dilucidon quimica (C;V; = C, V;). La toma de muestras se
realizé cada hora durante las primeras 24 horas; y luego cada 24 horas durante 5 dias. Para
las curvas de crecimiento, no hubo reposiciéon de medio de cultivo (YPD) ni adicion de
otros compuestos que pudieran modificar o alterar el crecimiento del microorganismo tales
como azucares u hormonas.



C. Curva de calibracion para Pichia pastoris X33

Luego de realizar las respectivas curvas de crecimiento para la levadura P. pastoris, se
realiz6 una curva de calibracion para, de esta manera, poder cuantificar de manera mas
exacta la cantidad de células por mililitro que se obtiene previamente a cada experimento.
Para realizar la curva de calibracion, se tomo una solucion madre de células de P. pastoris
crecida durante 48 horas a 180rpm. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas en
proporcion 1:10 y de cada una de estas soluciones, se tomé 20ul y se observaron a través de
la camara de Neubauer, asi como la cuantificacion de la D.O para cada una de las
diluciones.

D. Ingenieria genética en la levadura

Con el fin de realizar una prueba de concepto que permita en un futuro cercano profundizar
en un programa de mejoramiento genético de P. pastoris mediante edicion genética,
inicialmente se plante6 utilizar el plasmido p53 (Sigma Aldrich), cuya secuencia codifica
para la expresion de la proteina Cas9 junto con el ARN guia (sgRNA) para el gen de
plantas Fad2. Ademas, el plasmido posee los origenes de replicacion pVS y pUC (ambos de
origen bacteriano, el primero para mejorar la expresion en E. coli para su clonacion, el
segundo sirve para mejorar la expresion en Agrebacterium thumefaciens, asi como para
mejorar la estabilidad del pladsmido). Adicional a esto, posee los promotores de expresion
para plantas monocotiledoneas AtU6 (promotor de la RNA polimerasa III) y 35S (promotor
de virus del mosaico de la coliflor, promotor fuerte en plantas); y los genes de resistencia
para kanamicina e higromicina (Figura 1).

Para la clonacion del plasmido, este se ha sido insertado en Agrobacterium tumefaciens
donde se cultivé en medio de cultivo YEP (composicion para 1 litro: 10 gramos de peptona
universal, 10 gramos de extracto de levadura y 5 gramos de cloruro de sodio). Debido a que
el microorganismo debe encontrarse bajo condiciones de estrés para expresar
adecuadamente el plasmido, se agregd al medio de cultivo los siguientes antibidticos con
sus diferentes concentraciones: kanamicina (50ug/mL), streptomicina (50 pg/mL) y
rifampicina (60 pg/mL).

Luego de 1 dia a 37°C, se realiz6 la extraccion del pldsmido (Mini-Prep) utilizando el
protocolo disefiado por Green & Sambrook (2016). Para verificar la extraccion exitosa del
plasmido, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% y se evidencid la presencia
de una banda correspondiente al peso molecular del pldsmido, 13.549 pared de bases (pb).



ALU6 358 s

355 | SgRNA
LB Hygr{) 1 At{:asg RB
| Y

19-20 bp Vector barcode
Target region
p53
(Dicot)U6-gRNA:CMV-Cas9-Hyg
(Agrobacterium plasmid 13,549 bp)

pVS Ori pUC Ori Kan*

Figura 1: Esquematizacion del plasmido p53 utilizado para los primeros acercamientos en
la edicion genética de Pichia pastoris X33.

E. Prueba de concentracion minima inhibitoria (MIC) para la levadura Pichia
pastoris X33

Con el fin de determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés)
para los antibioticos que se utilizaron como marcadores de expresion genética, kanamicina
e higromicina. Para ello, se realizd un gradiente de concentraciones en un plato de 96
pozos. Las concentraciones utilizadas en esta investigacion se encuentran registradas en la
Figura 2.
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Figura 2: Esquematizacion de las concentraciones (en pg/ml) utilizadas de kanamicina (A)
y de higromicina (B) en la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC)
para la levadura metanolotrofica Pichia pastoris X33. Para el experimento, se tomaron
cultivos independientes de P. pastoris x33 y fueron diluidos hasta obtener una
concentracion de 2x10° UFC 1", que fueron determinados gracias a la curva de calibracion
obtenida previamente.

F. Metodologia de transformacion genética en Pichia pastoris

Multiples estrategias se han llevado a cabo a través de los afnos para realizar la
transformacion exitosa de la levadura Pichia pastoris (tabla anexa), estas van desde la
transformacion genética mediada por la produccion de esferoplastos (Burgers & Percival,
1987; Cregg et al., 1985; Sinha et al., 2005), uso de electroporacion (Suga & Hatakeyma,
2003) y el uso de cationes para la permeabilizacién de la membrana lipidica de la levadura



(Ito et al., 1983). Para efectuar la insercion del plasmido p53 y, de esta manera, llevar a
cabo los primeros acercamientos a las técnicas de transformacion mediadas por ingenieria
genética, se propuso el uso del protocolo creado por (Ito et al., 1983) para la transformacién
genética de levaduras a través de cationes alcalinos, basado en los efectos caotropicos
causados en las membranas de las levaduras mediados por cationes monovalentes tales
como el Na', K',Rb", Cs" y Li".

Este protocolo inicia con el crecimiento de las levaduras de manera aerobica en 100ml de
medio YPD con agitacion continua a 180rpm. En el momento que la levadura alcance su
fase mid-log, las células deben ser centrifugadas a 1000 gravedades (g) durante 5 minutos.
Luego, el pellet debe ser lavado con una solucion preparada con Tris-HCI (pH 8.0) y EDTA
(buffer TE). En este punto, es necesario la verificacion de la DO, ya que es necesario que la
concentracion de las células sea de 2x10° células 1™ Posterior, se toman 0.5 ml de células
en suspension a la concentracion anteriormente mencionada y se le adiciona un volumen
igual de acetato de litio a una concentracion de 0.2 molar (M). Después de una hora de
incubacion a 30°C a 140rpm, se toma 0.1ml de la suspension de células y es incubado a una
temperatura de 30°C durante 30 minutos con 15ul de ADN plasmidico. A continuacion,
0.1ml de polietilenglicol (PEG) 4000 al 70% (m/v) preparado y esterilizado previamente es
adicionado a la suspension celular.

Luego de una hora en incubacion a 30°C a 140 rpm, las células son expuestas a una
temperatura de 42°C durante 5 minutos, este choque térmico es un paso fundamental para
la captura del material genético por parte de la levadura, mencionan los autores.
Inmediatamente pasados los 5 minutos, las células son puestas a temperatura ambiente.
Finalmente, las células son lavadas con agua estéril dos veces y luego sembradas en medio
solido de seleccion con el antibidtico especifico para el plasmido utilizado.

Resultados
Crecimiento del microorganismo en condiciones de laboratorio

Gracias a las curvas de crecimiento para la levadura Pichia pastoris X33 se pudo observar
de manera grafica el periodo en el cual las células entran en su fase exponencial. Esto se
logroé al ajustar la densidad optica en un grafico semilogaritmico versus el tiempo (Figura
4). Ademas, la figura 3B sugiere que esta cepa alcanza su periodo de fase exponencial a las
24 horas.
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Figura 3: Curvas de crecimiento de Pichia pastoris X22 con sus respectivas lineas de error
para cada punto de muestreo y la linea de tendencia (en rojo). A) grafica del crecimiento de
las primeras 24 horas de la levadura. B) grafica del crecimiento durante las 24 horas
posteriores, con toma de muestra cada 24 horas durante cinco dias.
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Figura 4: Logaritmo de densidad Optica versus tiempo de las primeras horas del
crecimiento de la levadura P. pastoris X33. En el recuadro rojo se encuentra marcado el
periodo de crecimiento exponencial.

Debido a que la curva de crecimiento se realiz6 durante cada hora por 24 horas (figura
2.A), es posible determinar multiples valores de interés relacionados al crecimiento del
microorganismo, tales como la constante de crecimiento (K) y el tiempo de duplicacion (),
los cuales fueron obtenidos utilizando la ecuacion (1) descrita por Frank H. Stephenson,
2010. Los valores promedio utilizados para determinar la K son los obtenidos entre los
tiempos de 0.5 h'y 2 h y fueron reemplazados en la ecuacion (2).

(1) log(N) = log(Ny) + Kt

log(N)-log(Ng) 0.001
(2) t == K minutos

Para determinar el tiempo de duplicacion, ya conociendo la constante de crecimiento para
Pichia pastoris X33 (K=0.001 minutos™), se procede a determinar el tiempo de
duplicacidn, la cual se halla gracias a la ecuacion (1) reemplazando los valores para los que
N=2y Ny=1, lo cual expresa el tiempo necesario para que una célula de Pichia pastoris
X33 se divida en dos células (ecuacion (3)). Al realizar el reemplazo de los valores
indicados previamente, se obtiene la ecuacion (4) con la cual se puede determinar el tiempo
de duplicacion (¢), indicado en la ecuacién (5) cuyo valor es igual a 4.9 horas.
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(3) log(2) =log(1) + Kt

(4) 0.301 =0+ Kt

S t= 2301 _ = 299,64 minutos = 4,9 horas

Concentracion Minima Inhibitoria

Las concentraciones minimas inhibitorias reportadas en esta investigacion fueron
determinadas gracias al analisis de la desviacion estandar poblacional de la DO obtenida
para cada una de las concentraciones utilizadas versus este valor de la DO del control (sin
antibioticn) de esta manera, se pudo determinar que el valor més bajo es el correspondiente
a [Kar A ina]=1000 pg/ml. Por otra parte, para las concentraciones utilizadas de
higrom....... muestran una notable reduccion del crecimiento de la levadura metanolotréfica
para todas las concentraciones utilizadas, sin embargo, de manera estadistica se determin6
que la concentraciéon de [higromicina]=220 pg/ml es la que mayor afectacion en el
crecimiento de P. pastoris tiene (datos no mostrados).
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Figura 5: Histograma de barras de los promedios de la densidad optica versus la
concentracion de (A) kanamicina e (B) higromicina de los antibiogramas realizados para la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria para Pichia pastoris X33. Cada barra
representa el promedio obtenido de la densidad Optica entre cada experimento.

Plataforma biotecnolégica mediante transformacion genética

Para usos practicos de la investigacion, se optd por utilizar el protocolo de transformaciéon
creado por (Ito et al., 1983) debido a su simpleza y poco empleo de reactivos costosos o
dificiles de conseguir, ademas, la composicion de la membrana de Pichia pastoris no posee
una composicion compleja de azlcares dificiles de degradar (principalmente quitina,
manosa y [-glucanos)(Aguilar-Uscanga & Frangois, 2003) por lo cual es facil de
desintegrar con metodologias no tan agresivas con acidos débiles e iones para permeabilizar
la pared vy, asi, ingresar de manera mucho mas sencilla el material genético exdgeno.

El proceso de desintegracion de la membrana fue verificado a través de la densidad Optica
luego de realizar la lisis alcalina con la solucion de acetato de litio al 0.2M debido a que
hubo una reduccién de la densidad optica comparada con el cultivo de origen de las células
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utilizadas (reduccion de la DO=+0.1). Sin embargo, luego de platear en medio de cultivo
con el marcador de seleccion (YPD con kanamicina 1000 pg/ml) no se obtuvo crecimiento
de colonias positivas para la transformacion genética con el plasmido p53. Para todos los
procesos de transformacion se utilizé la kanamicina como marcador de seleccion.

Figura 6: Fotografias de los medios de cultivo de seleccion (YPD + 1000 pg/ml) dos dias
después del proceso de transformacion. A la izquierda, las células de P. pastoris X33
después del proceso de transformacion mediado por el protocolo de (Ito et al., 1983). A la
derecha, células cosechadas del cultivo sin transformar de Pichia pastoris X33.

Discusion

Gracias al potencial biotecnoldégico que posee la levadura metanolotréfica para la
produccion de proteinas recombinantes, se plantea esta investigacion con el fin de realizar
los primeros acercamientos a la edicion genética de Pichia pastoris X33 conociendo de
primera mano los aspectos mdas importantes de su crecimiento, asi como las posibles
respuestas que puede tener esta cepa frente a los diferentes marcadores de seleccion.

Crecimiento del microorganismo

Los resultados de la curva de crecimiento permiti6 identificar el tiempo al cual la levadura
alcanza su fase estacionaria, el cual es 24 horas, tiempo que difiere de investigaciones
anteriores donde se ha mostrado que este punto es alcanzado a las 72 horas (De Ghellinck
et al., 2014), asi como se ha reportado este punto a las 60 horas (Eissazadeh et al., 2017) y a
las 55 horas en un medio de cultivo diferente al YPD (Arjmand et al., 2013). Por otra parte,
la constante de crecimiento (K) también se ha reportado con valores distintos para Pichia
pastoris X33, los cuales han sido de 0.018 h™' y 0.014 h™' (Looser et al., 2014). Asimismo,
el tiempo de duplicacion ha sido reportado con valores distintos para la levadura: (Kalidas,
1999) con tiempo de duplicacion para Pichia pastoris en 90 minutos. Sin embargo, estos
autores resaltan que este tiempo depende de la fuente de carbono que utiliza la levadura al
momento de crecer, puesto que en metanol este tiempo de duplicacion es de 6 horas.
Gracias a los resultados obtenidos, se puede inferir que P. pastoris X33 es una cepa
altamente proliferante bajo las condiciones de crecimiento presentadas, ventaja que se
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puede aprovechar al momento de realizar técnicas de transformacion genética debido a que
los tiempos de espera seran menores en comparacion de otras levaduras de uso
biotecnoldgico tales como Saccharomyces cerevisiae, a la cual se ha reportado una
constante de crecimiento de <0.059/h y su correspondiente tiempo de replicacion (>=11.5 h)
(Olivares-Marin et al., 2018).

Efecto de los antibioticos en Pichia pastoris X33

De manera interesante, los resultados de los antibiogramas para kanamicina e higromicina
realizados a la levadura muestran comportamientos opuestos, siendo la kanamicina un débil
inhibidor del crecimiento mientras que la higromicina parece retardar el crecimiento de ésta
desde la concentracion mas basal (90 pg/ml). En articulos recientes, el uso de la
higromicina como marcador de seleccion de manera satisfactoria y las concentraciones que
se usaron posterior a la transformacion genética varia dependiendo de la necesidad del
autor: (Voit, 2017) reporta el uso de concentraciones de 300, 500, 1000, 2000 y 4000 90
ng/ml en medio YPD para la expresion de un plasmido que codifica para la expresion de la
proteina P2AR, un receptor acoplado a proteinas G. Asimismo, (Junjie et al., 2014)
reportan el uso de 200 pg/ml para inducir la expresion de un vector disefiado para conferirle
resistencia al antibiotico a Pichia pastoris gracias al gen de resistencia hph de Klebsiella
pneumoniae 'y demuestran sus resultados al obtener expresion de proteina verde
fluorescente.

Previamente, en las investigaciones realizadas por Haon et al., 2015, se demostré que la
kanamicina no causa alteraciones en el funcionamiento normal de Pichia pastoris, sin
embargo, en dicho estudio solo consider6 una concentracion del antibidtico (50pug/ml) y el
objetivo de estos investigadores fue analizar la estabilidad de proteinas recombinantes a
diferentes condiciones de produccion en Pichia pastoris. La concentracion que en este
trabajo se reporta es 20 veces mayor que la reportada por Haon et al., 2015.

Una ventaja clara del uso de altas concentraciones de antibidticos para la induccion de
expresion de proteinas recombinantes es la disminucion del crecimiento de agentes
contaminantes tales como bacterias oportunistas presentes en el ambiente que pueden
afectar en gran medida los experimentos de transformacion genética. Ademas de esto, las
investigaciones realizadas por (Voit, 2017) recalcan que el nivel de expresion del vector
estd relacionado a la concentracion del marcador de seleccidn que este utilice. Sin
embargo, hay que ser precavidos con el uso de concentraciones tan elevadas ya que estas
pueden afectar directamente la proteina recombinante que se quiere producir o incluso
afectar el fenotipo de la levadura, impidiendo que esta pueda proliferar de manera
adecuada.

Por otra parte, el costo-beneficio de utilizar concentraciones tan elevadas se pone en duda
ya que esto puede incrementar costos de produccion de las proteinas de interés, por lo cual
es preferible utilizar otro marcador de seleccion tal como la zeocina, antibiodtico utilizado
ampliamente en investigaciones previas para la seleccion de células transformadas de
Pichia pastoris (Arjmand et al., 2013; Nakamura et al., 2018; Papakonstantinou et al.,
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2009; Voit, 2017) Esto debido a que la kanamicina es un antibiotico perteneciente a los
aminoglicoésidos y su mecanismo de accion es bloquear el funcionamiento normal de la
subunidad ribosomal 30S presente en bacterias (PubChem, 2020).

Acercamientos a la edicion genética de Pichia pastoris X33

En esta investigacion se tratd de realizar la edicion genética de la levadura a través del
plasmido p53, codificante para proteina Cas9 junto con el RNA guia para el gen Fad2 de
plantas. Previamente, se realizd la verificacion en el genoma de Pichia pastoris y se
determin6d que la secuencia que codifica para el RNA guia del plasmido p53 no posee
secuencias homologas al cual dirigirse y realizar la edicion puntual, por lo pronto el
plasmido es utilizado Uinicamente para conferirle resistencia frente a los marcadores de
seleccion a la levadura P. pastoris X33 con el fin de realizar la prueba de concepto de
edicion genética en dicho organismo. Sin embargo, los resultados muestran que dicha
resistencia no fue conferida.

Esta investigacion busca realizar la prueba de concepto de la edicion genética en el
microorganismo Pichia pastoris, debido a que éste ha demostrado tener demasiadas
ventajas frente a otros organismos de produccidon heterdloga de proteinas de interés. Las
pruebas de concepto han demostrado ser utiles para anticiparse a las posibles problematicas
que acarrea una investigacion mucho mas profunda de un tema en especifico (Kendig,
2016). Como ejemplo en especifico las investigaciones realizadas por (Kaminski et al.,
2016) quienes han probado la efectividad de un sistema CRISPR/Cas9 modificado en la
eliminacion del virus del VIH-1 en células de raton, proyectando estos resultados en futuras
investigaciones para el tratamiento de este virus en humanos.

Muchas razones pueden conllevar al resultado obtenido en este trabajo, una de ellas es la
preferencia de codones para la expresion del material genético por parte de la levadura
metanolotrofica, y dicha preferencia por codones ha evidenciado tener efectos en la
velocidad de traduccion, asi como en la elongacion de la proteina y el plegamiento de la
misma (Zhoua et al., 2016) Puesto a que el pldsmido p53 no fue disefiado en primera
instancia para la expresion dentro de una levadura, este puede no estar siendo expresado de
manera optima.

Otra posible explicacion puede deberse a la aparente resistencia que presenta la levadura P.
pastoris X33 frente al antibidtico utilizado como marcador de seleccion, kanamicina;
resultados similares fueron hallados en la investigacion de (Voit, 2017) donde la expresion
del plasmido se vio afectada por concentraciones elevadas del marcador de seleccion y una
aparente resistencia por parte de la levadura hacia la higromicina. Los procesos de
transformacion pueden que hayan ocurrido, sin embargo, como no hubo una presion de
seleccion lo suficientemente estable, las células no tuvieron la necesidad de expresar el
material exdgeno introducido puesto que esto puede conllevar un gasto energético
innecesario para las células (Subbiah et al., 2011). Otra razén contemplada para estos
resultados negativos es alguna falencia metodoldgica al momento de utilizar el protocolo
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disefiado por (Ito et al., 1983) o algun otro efecto deletéreo no contemplado anteriormente
por alguno de los agentes quimicos utilizados en este proceso.

Perspectivas futuras

Gracias a los acercamientos realizados en esta investigacion, se puede encaminar
investigaciones preliminares para el mejoramiento genético de Pichia pastoris y la
produccién de proteinas recombinantes de interés, asi como la aplicacion de técnicas
vanguardistas en el campo biotecnoldgico tales como las desarrolladas por (Anzalone et al.,
2019), los cuales desarrollaron una version modificada de la proteina Cas9 unida a una
transcriptasa reversa, la cual promete realizar modificaciones genéticas sin la necesidad de
realizar un doble quiebre en la cadena de ADN o la insercion de material genético exodgeno
como guia de la endonucleasa (sgRNA).

Asi mismo, la creacién de una plataforma biotecnoldgica para la produccion de proteinas
recombinantes de uso alimentario y farmacéutico con modificaciones postraduccionales
similares a las generadas por las células humanas que eviten el reconocimiento por parte del
sistema inmunologico es una de las posibilidades que est4 presente. Es de especial interés la
produccion de proteinas pertenecientes a la familia de las selenioproteinas, proteinas que
poseen el aminoacido seleniocisteina en su sitio activo y que cumplen un rol importante
defendiendo a las células contra el estrés oxidativo (Shetty et al., 2014).

Infortunadamente, los resultados del antibiograma realizados con la higromicina no fueron
aplicados para el proceso de transformacion, por lo cual se abre la posibilidad de realizar
pruebas posteriores con este marcador de seleccion para los procesos de transformacion de
la levadura estudiada.
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