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Resumen

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura basidiomiceta capaz de fermentar azlcares y
sintetizar carotenoides, especialmente astaxantina, un compuesto con propiedades antioxidantes.
Para la sobreproduccion de este pigmento se han generado mutantes mediante agentes quimicos y
fisicos; sin embargo, presentan desventajas, como un menor tamafio en comparacion a la cepa
nativa o dificultades para asimilar algunos nutrientes.

En el este trabajo se analizaron una serie de secuencias putativamente promotoras utilizando re-
cursos bioinformaticos. A partir de oligonucleotidos especificos, se amplificaron fragmentos de
ADN nativo de la levadura y se clonaron a un plasmido modular. Este vector permitio evaluar la
expresion y regulacion génica a través de una fermentacion y lectura en placas, utilizando como
marcador la expresion del gen de proteina fluorescente amarilla (YFP).

Se clonaron seis secuencias promotoras y una adicional como control positivo, lo cual permitid
validar la construccion del plasmido modular a través de su secuenciacion y ampliacion de las
secuencias promotoras iniciales.

Asi, este proyecto se enfoco en la identificacion de promotores inducibles por estimulos especifi-
cos, con el objetivo de ejercer un control mas preciso sobre la expresion génica. Esto contribuiria
a modular procesos metabodlicos involucrados en el aprovechamiento de nutrientes como fuentes
de carbono no fermentables (glicerol o etanol), amonio, ciertos aminoacidos, entre otros compues-

tos clave en la produccion de astaxantina.



Abstract

Xanthophyllomyces dendrorhous is a basidiomycete yeast capable of fermenting sugars and syn-
thesizing carotenoids, especially astaxanthin, a compound with antioxidant properties. Mutants
have been generated to overproduce this pigment using chemical and physical agents; however,
they present disadvantages, such as a smaller size compared to the native strain or difficulties
assimilating some nutrients.

In this work, a series of putative promoter sequences were analyzed using bioinformatics re-
sources. From specific oligonucleotides, native yeast DNA fragments were amplified and cloned
into a modular plasmid. This vector allowed the evaluation of gene expression and regulation
through fermentation and plate reading, using the expression of the yellow fluorescent protein
(YFP) gene as a marker.

Six promoter sequences and an additional one as a positive control were cloned, which allowed
the construction of the modular plasmid to be validated through sequencing and amplification of
the initial promoter sequences. Thus, this project focused on identifying promoters inducible by
specific stimuli, with the goal of exerting more precise control over gene expression. This would
contribute to modulating metabolic processes involved in the utilization of nutrients such as non-
fermentable carbon sources (glycerol or ethanol), ammonium, certain amino acids, and other key

compounds in astaxanthin production.



Abreviaturas y Definiciones

Acido desoxirribonucleico (DNA):

Molécula que transporta informacion genética para el desarrollo y funcionamiento de un
organismo, compuesto por dos cadenas que se enrollan entre si (National Human Genome

Research Institute, 2025a).

Acido desoxirribonucleico recombinante (DNAr):

Molécula artificial creada por la integracion de segmentos de interés de dos o mas organis-

mos (Gelambi, 2023).

Acido ribonucleico (RNA):

Macromolécula de tipo organica, perteneciente al grupo de los acidos nucleicos y formado

por una unica cadena (National Human Genome Research Institute, 2025b).

Acido ribonucleico polimerasa (RNA pol):

Enzima de multiples subunidades que cataliza el proceso de transcripcion donde se sintetiza

un polimero de ARN a partir de una plantilla de ADN (Mira, 2021).

Acido ribonucleico mensajero (RNAm):

Su funcioén es transportar la informacion proteica del DNA del nucleo hasta el citoplasma

de la célula (National Human Genome Research Institute, 2025c).

Alfa glucosidasa (AGP):

Catalizan la ruptura de carbohidratos complejos y tienen mayor actividad hidrolizando mo-

nomeros (Alemcha, s. f.).

Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GPD):

Participa en la glucolisis, descomponiendo glucosa que permite obtener energia y molécu-

las de carbono (Academial.ab, s.f.).
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Glicerol quinasa (GUT1):

Gen que codifica el glicerol quinasa, este es necesario para el crecimiento en glicerol (Pa-

vlik et al., 1993)

Glutamato deshidrogenasa (GDH):

Enzima que cataliza la desaminacion oxidativa del glutamato para formar a-cetoglutarato

y amonio (Clinica Universidad de Navarra, s.f.).

Isocitrato liasa (/CL1):

Parte fundamental del ciclo del glioxilato su expresion codifica a la isocitratoliasa (Pilar &

De, 1996).

L-arabinitol 4-deshidrogenasa (LAD):

Participa en la via catabdlica de l-arabinosa, catalizando la conversion de I-arabinitol en 1-

xilulosa (Bae et al., 2010).

Micro acido ribonucleico (miARN):

Pequefias moléculas de 20-25 nucleotidos no codificantes que regulan la expresion génica

a nivel post-transcripcional (Giner et al., 2016).

National Center for Biotechnology Information (NCBI):

Portal que promueve la salud y la ciencia brindando acceso gratuito a la informacion bio-

médica y gendmica (NCBI, s.f).

Polimerizacion azarosa de fragmentos (PAF):

Proceso de agrupacion que consiste en una serie de digestiones y ligaciones para la obten-

cion de un plasmido especifico (Garcia, 2022).
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Proteina fluorescente amarilla mejorada (YEFP):

Proteina de fusion, después la transcripcion y traduccion del plasmido en los huéspedes,
las sefales de localizacion nuclear son responsables del transporte de la proteina fluores-
cente quimera al nucleo celular (Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP) Nuclear

Localization, s. f.).

Proteina verde fluorescente (GFP):

Proteina originalmente aislada de las medusas, utilizado como marcador molecular fluo-

rescente al ser expuesto con luz ultravioleta (Shaner et al., 2004).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR):

Técnica de laboratorio empleada para amplificar secuencias de DNA, con esta es posible

producir millones de copias de la secuencia en estudio en pocas horas (Rojas et al., s. f.).

Subunidad alfa de la proteina del complejo T (TCP-1-ALPHA):

Complejo que contiene chaperonina, se ha evaluado su funcion con el descenso de la tem-

peratura (Ursic & Culbertson, 1991).

Trifosfato de desoxirribonucledtido (ANTP):

Componente que permite la replicacion del DNA, por medio de la amplificacion de secuen-

cias diana (Wong, 2024).

Xilitol deshidrogenasa (XDH):

Enzima que participa en el metabolismo de la xilosa dentro de este oxida el xilitol a xilulosa

(De la Riva et al., 2015).
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Basidiomiceto:

Grupo de hongos con mas de treinta mil especies, su cualidad principal es la presencia de
basidios y su superioridad debido a la complejidad morfoldgica que presentan (Ramirez,

2013).

Ergosterol:

Componente esencial de las membranas celulares eucariotas (Jorda & Puig, 2020).

in silico:
Es una expresion que significa “hecho por computador o via simulaciéon computacional”.
Describe al modelado, simulacion y visualizacion de procesos biologicos, fisicos y quimi-

cos mediante computadoras (Rim., 2020).

Oligos:

Son hebras cortas individuales de DNA o RNA fabricadas mediante una sintesis quimica

en fase solida agregando uno a uno los acidos nucleicos correspondientes (Staff, 2019).

Polimero:
También conocido como biopolimero formado de distintas unidades quimicas que se repi-

ten en orden diferentes (Puig, 2022).

Promotor:
Region de ADN préoxima a un gen, en la que proteinas de gran importancia se unen para

comenzar con la transcripcion (National Human Genome Research Institute, 2025d).
Psicroéfilo:

Microorganismos que tienen la capacidad de sobrevivir en ambientes frios resultado de la

evolucion y adaptacion (Belmar & Alfonso, 2018).

13



Capitulo 1

Introduccion



Durante las ultimas décadas, el avance de las técnicas de biotecnologia e ingenieria genética han
permitido un aprovechamiento mas eficiente de microorganismos con potencial industrial, dentro
de los cuales se encuentra Xanthophyllomyces dendrorhous, una levadura basidiomiceta de pig-
mentacion naranja/roja, resultado de la acumulacion del carotenoide astaxantina. Debido a esta
capacidad, y a su potencial para producir compuestos de valor agregado, esta levadura se considera
una plataforma prometedora para la obtencion de carotenoides, acidos grasos y otros derivados de
acetil-CoA, con aplicaciones en las industrias alimentaria, cosmética, farmacéutica y acuicola.

La produccion biotecnoldgica de astaxantina, cantaxantina, fitoeno, licopeno y otros carotenoides
representa una alternativa sustentable y segura frente a su sintesis quimica, la cual implica procesos
costosos y poco amigables con el medio ambiente. Sin embargo, uno de los principales retos con
X. dendrorhous es la optimizacion de su rendimiento metabodlico, sobre todo en la regulacion de
los genes involucrados en la biosintesis de astaxantina.

La identificacion y caracterizacion de promotores inducibles constituye una estrategia clave para
mejorar la expresion de genes de interés bajo condiciones especificas de cultivo. Estos promotores
permiten un control temporal y cuantitativo mas preciso sobre la expresion génica, los cual es
fundamental en procesos de fermentacion industrial, ya que la sobreproduccion constitutiva de
metabolitos puede comprometer el crecimiento celular y la viabilidad del cultivo.

El conocimiento sobre promotores inducibles por estimulos externos en X. dendrorhous ain es
limitado, lo que restringe las posibilidades de manipulacion genética eficiente en esta levadura.
Por ello, el presente trabajo se enfoca en la identificacion de promotores inducibles que permitan

incrementar la produccion de astaxantina de forma controlada.
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Se exploran regiones promotoras asociadas a genes cuya expresion estd regulada por condiciones
ambientales o nutricionales especificas. A través del analisis bioinformatico y la validacion expe-
rimental mediante técnicas moleculares -como la construccion de vectores reporteros y la trans-
formacion genética de cepas de X. dendrorhous-, se busca establecer secuencias promotoras fun-
cionales.

La importancia de este trabajo radica en la generacion de conocimiento fundamental sobre los
mecanismos de regulacion génica en una levadura no convencional, lo cual tiene implicaciones
directas en el disefio de estrategias de bioprocesamiento mas eficientes y sostenibles. Ademas, el
desarrollo de sistemas de expresion inducibles robustos contribuye significativamente al avance
de la biotecnologia microbiana y a su integracion en procesos industriales de tercera y cuarta ge-
neracion.

En conjunto, este trabajo busca sentar las bases para el uso de promotores inducibles en X. den-
drorhous, con el fin de consolidar plataformas biotecnologicas mas productivas y adaptadas a las

demandas actuales del mercado y del entorno regulatorio.
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2.1 Xanthophyllomyces dendrorhous

X. dendrorhous, anteriormente conocido como Phaffia rhodozyma en su forma anamorfa,
recibid este nombre en honor a Herman Jan Phaff quien la aisl6 por primera vez en la década de
1970. Inicialmente, se aislaron diez cepas de esta levadura: nueve de ellas en Japon provenientes
de arboles de hoja caduca que crecian sobre especies de los géneros Alnus, Betula, Cornus, Fagus
y Ulmus, y una cepa aislada posteriormente en Alaska, también de un arbol del género Betula
(Gimeno, 2019).

Esta levadura es capaz de fermentar una amplia variedad de azucares, como maltosa, glucosa,
rafinosa y sacarosa. Pertenece al grupo de los basidiomicetos y es la tnica levadura que produce
de manera nativa astaxantina, también conocida como 3,3’-dihidroxi-f, fcaroteno-4,4 diona. Pos-

teriormente, también fue clasificada como una levadura anamorfica (Garcia, 2012).

2.1.1 Caracteristicas generales

X. dendrorhous se caracteriza por ser levemente psicrofila, con una temperatura Optima de creci-
miento que oscila entre los 20°C hasta los 26°C (Farias-Alvarez et al., 2018). Su clasificacion

taxonomica, tomada del portal NCBI (Taxonomy browser, s. f.), se presenta en la Figura 1.
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SUPERREINO Eucariota

REINO Fungi

FILO Basidiomicota

SUBFILO Agaromicotina

CLASE Tremellomicetos

ORDEN Cistofilobasidiales

FAMILIA Mrakiaceae

GENERO Xanthophullomyces

ESPECIE Xanthophyllomyces dendrorhous

Figura 1. Clasificacion taxonémica de Xanthophyllomyces dendrorhous.

Esta levadura es capaz de sintetizar astaxantina, un carotenoide que corresponde a una forma oxi-
dada de B-caroteno y posee una capacidad antioxidante hasta diez veces superior a la del caroteno
y la luteina. Ademas, su capacidad antioxidante puede alcanzar hasta cien veces mas que el o-
tocoferol. Las propiedades antioxidantes y de pigmentacion en la astaxantina se deben a su estruc-
tura quimica que consta de dos anillos terminales unidos por un sistema conjugado de polieno
(Rangel, 2020).

Aunque X. dendrorhous tiene la capacidad natural de producir astaxantina, las cepas silvestres
presentan rendimientos relativamente bajos, con una produccion que varia entre 0.2-0.4mg/g de
biomasa seca, lo que representa una eficiencia de conversion del sustrato del 0.2 al 0.3% (Torres-
Haro et al., 2021). Debido a esto, se han desarrollado cepas mutantes y procesos de fermentacion

optimizados que permiten aumentar significativamente la produccion de este carotenoide. Por
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ejemplo, cepas obtenidas mediante mutagénesis como Y119 han alcanzado niveles de hasta 6.4
mg/g de biomasa seca, mientras que otras cepas mejoradas por evolucion adaptativa, como
ALE105, han logrado entre 6.5 y 8.36 mg/g (Yang et al., 2023). En un estudio reciente, la cepa
DW6, cultivada con melaza de cafia y utilizando una estrategia de fermentacion a dos fases de pH,
logré una produccion de 9.0 mg/g de astaxantina, con un rendimiento volumétrico de aproxima-
damente 374 mg/L (Zhou et al., 2024).

Los enfoques principales para obtener cepas hiperproductoras de astaxantina incluyen estudios
genéticos, fisiologicos y de ingenieria metabolica enfocados en optimizar las rutas biosintéticas
del carotenoide (Figura 2).

Debido a sus caracteristicas fisioldgicas y metabolicas, X. dendrorhous ha sido objeto de diversos
estudios orientados a comprender la regulacion de la carotenogénesis, incluyendo investigaciones
genéticas, transcriptomicas y de ingenieria metabodlica (Barredo et al., 2017). Entre estos estudios
se encuentran analisis de los genes involucrados en la ruta biosintética de la astaxantina, como
crtYB, crtl 'y crtS, asi como experimentos de expresion heterdloga y mutagénesis para aumentar su
produccion. El genoma completo de esta levadura ya ha sido secuenciado, lo cual ha permitido el
desarrollo de estrategias biotecnoldgicas avanzadas para su manipulacion genética.

Ademas de carotenoides, esta levadura también es capaz de producir diversos sacaridos y polisa-
caridos extracelulares, como mananos y glucanos, los cuales poseen aplicaciones en biotecnologia
y en la industria alimentaria. Por otra parte X. dendrorhous puede alcanzar altas tasas de creci-
miento tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas, lo que la convierte en una plataforma

microbiana versatil para procesos fermentativos (Barredo et al., 2017).
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Figura 2. Ruta de la biosintesis de astaxantina en X. dendrorhous (Barredo et al., 2017).

2.1.2 Efecto de las fuentes de carbono en la produccion de astaxantina en

X. dendrorhous

Ademas de los mecanismos genéticos, la disponibilidad y el tipo de fuentes de carbono influyen
significativamente en la regulacion de la carotenogénesis. Segun Martinez (2018), X. dendrorhous
tiene la capacidad de utilizar una amplia variedad de compuestos como fuente de carbono, entre

ellos polisacaridos como almidon, monosacaridos como glucosa y fructosa, disacaridos como sa-

carosa y maltosa, asi como alcoholes como etanol y 4cidos organicos como acido acético.
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Se ha observado que el uso de fuentes de carbono de lenta asimilacion, como el etanol o el acetato,
puede inducir un aumento en la acumulacion intracelular de carotenoides, particularmente astaxan-
tina. No obstante, este efecto puede ir acompaniado de una reduccion en la tasa de crecimiento
celular, debido a la menor eficiencia energética de estas fuentes en comparacion con azicares de
rapida metabolizacion.

También se ha identificado que la represion catabolica es un factor determinante en la regulacion
de la carotenogénesis. En particular, la presencia de altas concentraciones de glucosa provoca una
disminucioén en la transcripcion de genes clave como crtYB, crtl y asy, lo cual coincide con una
reduccién progresiva en el contenido celular de carotenoides. Este fendmeno respalda la observa-
cion de que la carotenogénesis ocurre de manera mas eficiente cuando se emplean bajas concen-

traciones de glucosa o fuentes de carbono no fermentable, como etanol o acetato (Martinez, 2018).

2.2 Regulacion de la expresion génica

La expresion génica es el proceso mediante el cual la informacién contenida en el ADN se utiliza
para sintetizar ARN y proteinas. Este proceso se inicia con la transcripcion, que consiste en la

sintesis de una molécula de ARN a partir de una secuencia especifica de ADN.

Una parte critica de la regulacion génica se da a nivel transcripcional, en donde la ARN polimerasa
tiene un papel central al unirse en regiones promotoras del DNA para iniciar la transcripcion. Los
organismos eucaridticos cuentan con tres tipos de RNA polimerasa (I, I y III), que producen una
amplia variedad de RNAs, la pol I transcriben genes que codifican para RNA ribosémico; la pol
II para genes codificantes de proteinas y algunos RNA pequenos nucleares; mientras que la pol III

transcribe genes que codifican para RNA de transferencia, ribosémicos y pequeiios (Rienzo, 2015).
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El RNA pol I es responsable de la transcripcion de los genes que codifican para los RNATr (18S,
5.8S y 28S), los cuales son componentes esenciales en la formacion de ribosomas. Esta polimerasa
reconoce regiones promotoras especificas ubicadas en los organizadores nucleares, donde inicia la
sintesis de RNA esenciales para la biogénesis ribosomal y el crecimiento celular (Engel et al.,

2013).

La RNA polimerasa II es la responsable de transcribir los genes que codifican para RNAm (4cido
ribonucleico mensajero) dentro de la célula, asi como algunos ARN pequefios nucleares (RNAsn).
Esta enzima reconoce promotores comunmente contienen elementos como la caja TATA y su ac-
tividad se regula por factores diversos de transcripcion especificos. La funcion es clave en la ex-

presion génica, ya que produce los RNA que seran traducidos en proteinas (Engel et al., 2013).

La polimerasa III transcribe principalmente RNAt (RNA de transferencia), los RNA celulares de
forma abundante y algunos RNA no codificantes y pequefios, como el RNA nuclear pequeno de
empalme U6 (snRNA) y el RNASS (RNA ribosomal 5S). Una gran cantidad de los antes mencio-
nados se relacionan con la biogénesis de los ribosomas y sintesis de proteinas, por lo tanto, la

transcripcion mediada por Pol III se caracteriza por una transicion eficiente (Li et al., 2021).

En resumen, la expresion génica implica la conversion de informacion genética en ARN codifi-
cantes (que seran traducidos a proteinas) o ARN no codificantes con funciones regulatorias o es-
tructurales. La regulacion de este proceso es altamente especifica y depende de multiples factores,
entre los que los promotores desempefian un papel esencial al dirigir la maquinaria transcripcional

hacia los genes apropiados en respuesta a sefiales internas y externas.
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2.3 Promotores

La trascripcion se considera como el primer paso dentro de la expresion génica, durante este pro-
ceso se sintetiza una molécula de ARN complementaria a una de las cadenas de ADN (Sanchez,
2007).

Este proceso esté altamente regulado por secuencias promotoras, las cuales son regiones del ADN
localizadas en la misma hebra que el gen, normalmente “rio arriba” (en direccion 57) del sitio de
inicio de la transcripcion. Los promotores controlan la expresion génica al dirigir la ARN polime-
rasa hacia las regiones adyacentes que deben ser transcritas. Estas secuencias contienen sitios es-
pecificos de union para factores de transcripcion, que pueden activar o reprimir la transcripcion
segun las condiciones medio ambientales y fisioldgicas de las células (Potenza ef al.,2004). En la

figura 3 se muestra un esquema representativo de un promotor tipico.
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Figura 3. Estructura eucariética del gen y unidades de transcripcion. La caja TATA representa
un elemento promotor, al cual los factores transmiten informacion. El inicio de la transcripcion

ocurre por el reconocimiento de la secuencia promotora que codifica al gen (Lynch, 2005).

Podemos encontrar dos regiones dentro de un promotor eucaridtico, primero la zona que se localiza
35 nucledtidos antes del inicio de la transcripcion (-35) en donde ocurre la unién del ARN poli-
merasa. Y otra ubicada alrededor de los 10 nucle6tidos antes (-10), rica en adeninas y timinas, que
facilita la apertura de la doble hélice de ADN, marcando el inicio de la regidon que sera transcrita
(Torres, 2013).

Caracteristicas de los promotores eucarioticos

o Caja TATA

En 1978 Michael Goldberg, David Hogness y colaboradores descubrieron una caja inmutable rica
en adeninas y timinas, se le denomind ATA o caja TATA, dicha caja es un sitio de unién para una
proteina TBP. La localizacion de la caja es “rio arriba” del inicio de la transcripcion y se ubica en
la region promotora de los genes, lugar donde se une con algunos factores de transcripcion (Pono-

marenko et al., 2013).
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° Caja CAAT

Esta caja es una region de nucledtidos con la secuencia consenso de CAAT, esta se encuentra en
la region del promotor de los genes con un aproximado de 75 y 80 pb “rio arriba” del sitio de
transcripcion. La union de la caja y los factores de transcripcion aportan estabilidad a la iniciacion
que a su vez facilitard la union de la enzima ARN polimerasa (Gonzalez, 2010).

° Secuencias reguladoras distales

Secuencias potenciadoras (enhancer) son claves en la regulacion de expresion de genes espacio-
temporales especificos de genes afines, por lo cual potencian la tasa de transcripcion de otros pro-
motores con activadores por interacciones cromosomicas de largo alcance (Schoenfelder & Fraser,

2019).

2.3.1 Tipos de promotores

Los promotores pueden clasificarse no solo segun el tipo de ARN polimerasa que los reconoce,
sino también en funcion de su actividad reguladora. De acuerdo con este criterio, se distinguen dos
tipos principales: constitutivos e inducibles, que se basa en si esta siempre activo o si requiere de

un estimulo especifico para activarse.
2.3.1.1 Constitutivos

Un promotor se puede considerar constitutivo, si este mantiene una actividad constante, indepen-
dientemente de las condiciones del medio de cultivo o de sefiales reguladoras especificas. En estos
promotores no existe una regulacion por activadores o represores especificos, lo que permite una

expresion génica continua.

26



Una de las principales ventajas es que los promotores constitutivos inducen altos niveles de expre-
sion transgénica sin importar el estadio (Park ez al., 2010). Por esta razon, se emplean para inducir

la expresion de genes ectdpicos tanto in vivo como in vitro (Qin et al., 2010).

2.3.1.2 Inducibles

Un promotor se puede considerar inducible si activa o reprime la transcripcidon génica en respuesta
a estimulos especificos, como sefiales enddgenas, factores ambientales (estrés abidtico y biodtico)
o por estimulos quimicos externos (Cortes, 2012). Otra forma de controlarlos es mediante el uso
de sustratos especificos o cambios de temperatura (Liu et al., 2004).

A diferencia de los promotores constitutivos, los inducibles permiten regular temporalmente la
expresion de genes, lo que resulta til para estudiar funciones génicas especificas o para minimizar
efectos toxicos asociados a la expresion continua de ciertas proteinas. Ademas, facilita la modula-
cion localizada de la expresion génica sin generar alteraciones importantes (Borghi, 2010).

En X. dendrorhous, hasta el momento solo se han caracterizado promotores inducibles por luz UV,
y no se han identificado promotores inducibles por fuentes de carbono. Se sabe que muchos pro-
motores inducibles por una fuente de carbono se regulan por el represor Migl, el cual inhibe la
transcripcion de genes implicados en la utilizacion de fuentes de carbono alternativas cuando hay
abundancia de glucosa. Este mecanismo se conoce como represion catabdlica y representa una via
de control eficiente para adaptar el metabolismo a las condiciones del entorno.

Una de las principales ventajas de los promotores inducibles es que permite un control preciso y
temporal sobre la expresion génica, que resulta util en estudios funcionales, ya que permite evaluar
el efecto de un gen sin interferencias por expresion continua. Ademas, su uso reduce el riesgo de
efectos toxicos derivados de la sobreexpresion de ciertos productos génicos, clave en procesos

biotecnoldgicos. La posibilidad de modular la expresion en funcion a variables externas, como
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temperatura, luz o disponibilidad de nutrientes, los convierte en herramientas versatiles para el

disefio de sistemas regulables en investigacion y produccion industrial.

2.3.2 Promotores inducibles por carbohidratos

2.3.2.1 Galactosa

Los genes GALI, GAL7 y GALI10 son ejemplos de promotores inducibles por galactosa en Sac-
charomyces cerevisiae, estos promotores se activan particularmente cuando la galactosa esta pre-
sente como fuente de carbono y se reprime en presencia de glucosa. Dicho sistema esta mediado
por el factor de transcripcion Galdp, esta actividad se libera tras la interaccion de la galactosa con
Gal3p, que inhibe al represor Gal80p. Estos promotores se utilizan para que al adicionar la galac-
tosa en un momento especifico se inicie la expresion de proteinas o enzimas de forma especifica

y controlada (Yocum et al., 1984).
2.3.2.2 Lactosa

Un promotor inducible por lactosa es el de LAC4 en Kluyveromyces lactis, este promotor controla
la expresion del gen que codifica para la B-galactosidasa, enzima responsable de la hidrélisis de la
lactosa en galactosa y glucosa. Con este sistema se han desarrollado estrategias de seleccion basa-
das en lactasa para mejorar la expresion de proteinas recombinantes y facilitar la seleccion de cepas

con alta capacidad de expresion (Krijger ef al., 2012).
2.3.2.3 Maltosa

Cheng & Miles (1991) identificaron y caracterizaron los genes MALI1 y MAL61 que son induci-

bles por maltosa en S. cerevisiae, este promotor se reprime por glucosa. El promotor MAL61 en S.

28



cerevisiae se ha utilizado para controlar la expresion de genes heterdlogos en sistemas de produc-
cion de proteinas recombinantes, un ejemplo es expresar enzimas como lipasas en medios de mal-

tosa, lo que permite una induccion controlada y evita la expresion basal en ausencia de sustrato.

2.3.3 Promotores inducibles por fuentes de carbono no fermentables

2.3.3.1 Etanol

En esta categoria se encuentra el promotor del gen /CLI, el cual es uno de los promotores mas
importante que codifica para isocitrato liasa 1, involucrada en el ciclo del glioxilato, una ruta me-
tabolica que permite a la célula crecer utilizando compuestos como el etanol o el acetato como
unica fuente de carbono (Santos, 2008).

Marin (2019) utiliz6 el promotor /CL1 en P. pastoris para inducir la expresion de dextranasa re-
combinante bajo condiciones especificas de cultivo. En este estudio, se emple6 un sistema en lote
alimentado, donde durante la fase de crecimiento exponencial se suministré glucosa como fuente
de carbono, lo cual reprimi6 la actividad del promotor. Posteriormente, al agotarse la glucosa y
pasar a la fase estacionaria, se adiciono etanol, lo que activo la expresion del gen recombinante.

Este cambio promovi6 una mayor expresion proteica.
2.3.3.2 Glicerol

En S. cerevisiae se conoce un promotor Util en sistemas en los que se busca evitar la expresion
basal y activarla solo bajo condiciones especificas, el glicerol puede inducir la expresion de algu-
nos genes involucrados en su metabolismo como fuente de carbono no fermentable. Este promotor
es el del gen GUT, que codifica la glicerol quinasa y se ha utilizado para la produccion de enzimas
industriales o proteinas terapéuticas, debido al aprovechamiento de su activacion en condiciones

respiratorias (Grauslund & Ronnow, 2000).
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2.3.3.3 Acetato

En S. cerevisiae, el acetato puede actuar como fuente de carbono no fermentable, y en la presencia
de este se induce la expresion de genes involucrados en rutas respiratorias y gluconeogénicas. El
promotor principalmente caracterizado bajo las condiciones antes mencionadas es del gen ACS],
que codifica una isoforma de acetil-CoA sintetasa. El promotor del gen ACS/ se activa cuando el
acetato esta presente como fuente de carbono, y su accidn se reprime en condiciones de glucosa.
El promotor PACSI (ACSI) se ha empleado para expresar genes de interés en S. cerevisiae en
condiciones de crecimiento de acetato, importante en estudios o ingenieria metabdlica para la pro-
duccion de metabolitos como lipidos o compuestos aromaticos (Lee et al., 1990).

2.3.3.4 Metanol

En Pichia pastoris el metanol es utilizado como tnica fuente de carbono y actua como un potente
inductor de la expresion génica. El promotor AOX! (alcohol oxidasa 1), regula el gen que codifica
alcohol oxidasa, la enzima que cataliza la oxidacion del metanol a formaldehido. Este promotor es
fundamental en varios sistemas de expresion industrial, donde se inserta el gen de interés bajo este
promotor para lograr una produccion muy alta de proteinas recombinantes, anticuerpos o proteinas,

solo afiadiendo en el cultivo metanol (Cregg et al., 1985).
2.3.3.5 Oleato

El oleato es un acido graso insaturado que actua en Yarrowia lipolytica como un potente inductor
para la expresion de genes involucrados en la B-oxidacion y el metabolismo de lipidos, en esta
levadura se ha caracterizado el promotor POX2, que controla la expresion del gen que codifica

una acel-CoA oxidasa, enzima bdsica en la degradacion de 4cidos grasos.

30



El promotor POX?2 se ha utilizado en la expresion controlada de proteinas heterdlogas en medios
de cultivo con oleato, que permite la produccion dirigida de enzimas lipoliticas o proteinas invo-

lucradas con el metabolismo lipidico (Smith et al., 2000).

2.3.4 Promotores que se inducen con otros estimulos

Ademas de fuentes de carbono, existen promotores que responden a otros tipos de estimulos, como
la temperatura, disponibilidad de metales o condiciones de estrés ambiental. Estos promotores son
especialmente ttiles en sistemas de expresion regulables, ya que permiten inducir la transcripcion
génica sin necesidad de modificar el medio nutricional. A continuacion, se describen algunos ejem-
plos relevantes.

Uno de ellos es el promotor Pccta, sensible a bajas temperaturas utilizado por Bartolo (2017) en
P. pastoris para promover la expresion del gen eng involucrado en la degradacion de la pared
celular. Al activarse en condiciones de frio, este promotor permitid generar esferoplastos por el
debilitamiento de la pared celular, lo que facilité la lisis celular controlada, para la liberacion de
proteinas recombinantes.

Otro ejemplo bien caracterizado es el promotor CUP1 en S. cerevisiae, que se activa en presencia
de iones de cobre. Este promotor regula la expresion de metalotioneinas que protegen a la célula
contra la toxicidad por metales pesado. Su activacion dependiente del ion metélico se ha utilizado
como un sistema regulable para controlar la expresion de genes sin alterar la fuente de carbono
que compone el cultivo (Butt et al., 1984).

También se ha descrito la activacion del gen OLE! en S. cerevisiae, €l cual codifica para una
desaturasa de 4cidos grasos, en respuesta a temperaturas bajas. Estudios como el de Nakagawa y
otros (2002) sugiere que su regulacion estd conectada con rutas de respuesta hipoxica y térmica,

lo que lo convierte en una opcidn interesante para estrategias de ingenieria genética.
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3.1 Justificacion

X. dendrorhous es una levadura basidiomiceta de interés industrial debido a su capacidad
para sintetizar carotenoides y fermentar una variedad de sustratos. Aunque ya se han caracterizado
promotores fuertes constitutivos, aun no se cuenta con informacion detallada sobre promotores
inducibles dependientes de fuentes de carbono.

Ademas, es importante destacar que el uso de promotores inducibles permitiria que la levadura
alcance un mayor crecimiento y densidad celular utilizando fuentes de carbono no inductoras, an-
tes de activar la sobreexpresion de genes relacionados con la sintesis de carotenoides. Esto se tra-
duciria en una reduccion de los costos del proceso de fermentacion y, al mismo tiempo, en un

aumento en la produccion de carotenoides de interés, como la astaxantina.

3.2 Hipotesis

Si X. dendrorhous posee promotores sensibles a sustratos especificos o al estrés térmico, entonces
la construccion de un plasmido con el gen reportero permitira su identificacion, contribuyendo al
desarrollo de sistemas de expresion génica regulables para optimizar la produccion de compuestos

de interés biotecnoldgico.

3.3 Objetivo General

Identificar promotores inducibles en X. dendrorhous que respondan a estimulos como sustratos

especificos o condiciones de estrés térmico.

3.4 Objetivos Particulares

I.  Analizar genes cuya expresion sea inducida por diversos sustratos y/o por estrés térmico

en X. dendrorhous.
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II.  Determinar las regiones promotoras asociadas a los genes seleccionados.

III.  Disefar un sistema de expresion que permita evaluar la actividad de diferentes promotores

inducibles.
IV. Insertar las secuencias promotoras seleccionadas en un sistema de expresion génica.

V.  Establecer cepas de X. dendrorhous modificadas genéticamente para portar los promotores

seleccionados.

VI.  Evaluar la actividad de los promotores inducibles mediante el andlisis de la expresion del

gen reportero.

3.5 Metodologia

La metodologia (Figura 5) consistio en la seleccion de genes potencialmente inducibles en X. den-
drorhous que respondieran a diferentes sustratos (fermentables y no fermentables) y al estrés tér-
mico, a partir de una revision bibliografica y un disefio experimental preliminar. Se identificaron
las secuencias promotoras putativas de estos genes utilizando herramientas bioinformaticas, y se
disefaron iniciadores especificos para su amplificacion por PCR.

Posteriormente, empleando técnicas de clonacién molecular se construyé un pldsmido modular
que contenia el gen de la YEFP y un sitio de clonacién multiple con el sitio Bsal. Las secuencias
promotoras seleccionadas fueron clonadas en el plasmido, y posteriormente las células competen-
tes de X. dendrorhous fueron transformadas con las construcciones recombinantes.

La evaluacion de la expresion del gen reportero YEFP, como indicador de la actividad promotora
en respuesta a los estimulos experimentales, fue una etapa considerada dentro del disefio experi-

mental. Esta fase contemplaba la medicion de fluorescencia como herramienta para identificar
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promotores inducibles. Sin embargo, dicha evaluacion no se realizé dentro del periodo experimen-

tal de este trabajo y se propone como trabajo futuro.

Blsqueda de Construccion de @Nﬂpﬁﬁcacién y
secuencias promotoras plasmido modular. clonacion en pXDrDNA.
y disefio de iniciadores.
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Figura 4. Estrategia experimental.
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4.1 Material bioldgico

4.1.1Cepas y condiciones de cultivo

Las cepas de X. dendrorhous y E. coli utilizadas se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas utilizadas

Cepa Caracteristica Procedencia
DH5a Cepa de E. coli para conser- Coleccion del laboratorio 48 de metabolismo se-
var y propagar plasmidos. cundario de microorganismos CINVESTAV

ATCC 96594 Cepa de X. dendrorhous ha- Coleccion del laboratorio 48 de metabolismo se-
ploide cundario de microorganismos CINVESTAV
La cepa de X. dendrorhous (ATCC 96594) se cultivo a 21°C y 120rpm en medio YM (Extracto de
levadura 0.3%, extracto de malta 0.3%, bactopeptona 0.5% y glucosa 1%). Las colonias transfor-
madas se cultivaron en placas de YM con agar al 2% y se suplementaron con Zeocina (150ug/mL).
E. coli DH5a se cultivo en medio LB a 37°C y 150rpm, suplementado con el antibiotico adecuado

(ampicilina o kanamicina 100pg/mL).
4.2 Plasmidos

Tabla 2. Plasmidos empleados

Plasmido Resistencia Descripcion

pJET 1.2 blunt Ampicilina Vector de clonacion en E.
coli.

pXDrDNA Kanamicina Coleccion laboratorio 48

pAG413GPD-ccdB-EYFP Cloranfenicol Coleccion laboratorio 50

37



4.3 Extraccion y analisis de acidos nucleicos

4.3.1 Extraccion de DNA genéomico de levadura
El DNA genomico de levadura se extrajo siguiendo el protocolo de Peter Espenshade Rapid Iso-
lation of Yeast DNA (Sambrook, 2001).

4.3.2 Extraccion de DNA plasmidico
El DNA plasmidico se extrajo usando dos metodologias: La técnica de Birnboim y Doly (Birnboim
& Doly, 1979) para andlisis posterior a clonaciones, subclonaciones o transformaciones con el kit

Plasmid Purification (QIAGEN) para ADN destinado a transformacion en X. dendrorhous.

4.3.3 Purificacion de fragmentos de gel de agarosa

Para purificar los fragmentos de DNA de gel de agarosa se utiliz6 el kit Gel Extraction de QTAGEN

y se siguieron las recomendaciones dadas por el fabricante.
4.4 Reaccion en cadena de la polimerasa

Se utilizaron 2 tipos de PCR y 1 ADN polimerasa distintas de acuerdo con el objetivo de cada
experimento.

PCR de punto final: Para amplificar fragmentos necesarios en la construccion de plasmidos (En-
zima: Phusion High Fidelity de thermo scientific).

PCR recombinante: Para unir médulos que conforman cada uno de los plasmidos (Enzima: Phu-

sion High Fidelity de thermo scientific).

4.4.1 Purificacion de productos de PCR

Productos sin inespecificidades: purificados con el kit DNA Clean & Concentrator (Zymo Re-

search).
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Productos con inespecificidades o de PCR recombinante: purificados con el kit QIAquick Gel

Extraction (QIAGEN)).

4.4.2 Analisis de acidos nucleicos

Los productos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa, la concentracion fue entre 1y 3%
segun el tamafo del fragmento. Se utilizo bromuro de etidio (0.5ug/mL) para tincidon y el marcador

1 kb plus DNA Ladder para estimar el tamano de los fragmentos de DNA (Thermo Scientific).
4.5 Clonacion y subclonacion de modulos

La clonacion de YEFP y el terminador GDH se realizé en el plasmido de pJET 1.2 blunt siguiendo
las instrucciones del fabricante.
Las subclonacion del fragmento YEFP y el terminador GDH al plasmido pXDrDNA V2 se realiz6
por la técnica de polimerizacion azarosa de fragmentos (PAF), basada en las siguientes condicio-
nes:
e Cuando se tiene una concentracion de extremos de DNA muy alta durante la ligacion, de
tal manera que resulte mas probable que un extremo de cada fragmento encuentre y se ligue
con el extremo de otro fragmento, se formara un polimero al azar de fragmentos; y
e (Cuando se tiene una concentracion baja de extremos de DNA durante la ligacion, de tal
manera que resulte mas probable el que un extremo de cada fragmento encuentre y se ligue

con el otro extremo del mismo fragmento, se cerrard el DNA (se "recirculizara").

Descripcion de la técnica.
1.- Formacion del PAF: Se cortaron los pldsmidos con las enzimas correspondientes, se inactiva-
ron las enzimas y los DNAs se ligan entre si en condiciones de alta concentraciéon de DNA (1 a

4ng de DNA en 5Sul) y el tiempo suficiente para que se forme un PAF.
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2.- Resolucion y recircularizacion: Se corto el polimero con la enzima que separa en fragmentos
de DNA formados por pares de fragmentos ligados y se ligaron nuevamente, ahora en condiciones
de baja concentracion de DNA (1pg en 250uL).

3.- Eliminacion de construcciones no deseadas: Se cortaron los DNA recircularizados con una
ultima enzima de restriccion que no corte la construccion deseada, pero si los fragmentos y repli-
con no deseados y se transforma la cepa de E. coli apropiada.

La clonacion los promotores en el plasmido pXDrDNA YEFP V2 se realiz6 mediante reaccion

tipo Golden Gate.

4.6 Transformacion

4.6.1 Transformacion de E. coli

Se prepararon células competentes segun el protocolo de Sambrook y colaboradores (2001). Las
alicuotas (50uL) se almacenaron a -80°C. La transformacién para la propagacion y conservacion
de vectores también se realiz6 utilizando la técnica de transformacion quimica por choque térmico
descrita por Sambrook y las colonias transformadas se seleccionaron en placas de LB con antibio-

tico.

4.6.2 Transformacion de X. dendrorhous

Las células electrocompetentes de X. dendrorhous se prepararon siguiendo el protocolo de Adrio
y Veiga (1995). Se inoculd un matraz con una colonia de X. dendrorhous hasta alcanzar una
D. 0. gp0 de 4-5. Las células se centrifugaron y resuspendieron en 25 ml de solucién BD (50mM

K,HPO,pH 7.0, 25mM DTT), incubando15 minutos a 22°C.
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Posteriomente, se realizaron dos lavados con solucion STM fria (270mM sacarosa, 10mM Tris-
HCl pH7.5 y ImM MgCl,). El paquete celular se resuspendié en 300uL de STM, y se prepararon
alicuotas de 50puL que se utilizaran inmediatamente.

Para la transformacion, se mezclaron entre 5 y 10ug de ADN plasmidico con 50uL de células
electrocompetentes en una celda de electroporacion de 2mm de amplitud. Tras 5 minutos en hielo,
se aplico un pulso eléctrico usando el Bio-Rad Micropulser (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA,
USA) con el protocolo Sac 2. Las células, se recuperaron en 1 mL de medio YM reposando por al

menos 3 horas y se sembraron en placas de YM con zeocina.
4.7 Colony Cracking

Esta técnica se utilizé para la evaluacion rapida de plasmidos con o sin inserto. Se utilizaron 30
uL de cultivo, que se centrifugaron en tubos para PCR. Se descarté el sobrenadante y se mantuvo
la pastilla celular.

Se anadieron 20 pL de buffer de lisis y 20 uL de agua PiSA, se mezclo en vortex y se analizé en
gel de agarosa (McCoy, 1999).

e Solucidén de lisis: EDTA 10 mM; Tris-HCI 10 mM; NaOH 0,1 N; SDS 1% (v/v).

4.8 Digestion enzimatica

Las enzimas de restriccion utilizadas se adquirieron de New England Biolabs, Inc. (NEB, Beverly,
Mass.) e Invitrogen, Inc., (Carlsbad, CA, USA). Se utilizaron siguiendo las instrucciones del fa-

bricante.
4.9 Purificacion de DNA mediante dialisis

Se utilizaron filtros Millipore de 0.025 pm, cortados en cuatro partes y esterilizados. Se coloco un

cuarto de membrana en agua desionizada dentro de una caja Petri estéril, con el lado brillosos hacia
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arriba. Se aplicaron 20 pL de muestra sobre la membrana y, después de 20-30 minutos, se recuperd

el volumen. La muestra se carg6 en gel para evaluar concentracion y pureza (Silhavy et al., 1984).

4.10 Purificacion de DNA por precipitacion con etanol

Se mezclaron 10 uL de ADN con 1 pL de acetato de sodio (3M, pH 5.2) y 2.5 volumenes de etanol
(Sambrook et al., 1989). La mezcla se incubd a -80°C durante una hora, se centrifugd por 30

minutos en frio y se continud con los pasos siguientes (Figura 5).

ag pl
- o 65 °C Agua bidestilada 65 °C g -20°C
o U ) Beid ester st
. h’ o
., =

—

= o > > ;o
i 2 emover R der Res d Al nar
£ Secar esuspende esuspender macena
Centrifugar sobrenandante : .

Figura 5. Final de precipitacion.
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5.1 Identificacion de secuencias promotoras

Se realiz6 una recopilacion de informacion documental de algunos genes inducibles ya
caracterizados en otras levaduras. Utilizando la herramienta BLAST de NCBI, se buscaron se-
cuencias similares en el genoma de X. dendrorhous, lo que dio paso al reconocimiento de posibles
secuencias promotoras.

Para delimitar dichas secuencias, fue necesaria la identificacion del gen de interés y un gen ante-
rior, por lo cual el promotor putativo se localizé entre ambos genes. Las secuencias mencionadas
(gen-terminador-promotor-gen) se organizaron en un archivo de SnapGene, que nos permitié iden-
tificar los elementos del promotor y demarcar la region que seria evaluada. Dado que, de forma
tedrica, es imposible determinar con precision el final del terminador y el inicio del promotor, se
defini6 como secuencia promotora una base después del codon de paro del gen anterior y hasta
una region rio arriba del codon de inicio (ATG) del gen de interés.

Durante el desarrollo experimental se trabajo con los promotores inducibles de los genes mostra-
dos en la Tabla 3. Ademas, se utiliz6 el promotor de la Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
como control positivo, dado que es constitutivo y se encuentra previamente caracterizado. La bus-
queda de promotores inducibles fue més amplia, pero algunos se descartaron. Tal es el caso de

GALI y GAL7, ya que, aunque se localizaron sus genes, X. dendrorhous no metaboliza galactosa.
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Tabla 3. Genes inducibles seleccionados

Induccion Represion Numero de
acceso
6GPD Gliceraldehido 3 - - AF006483.1 (Liu et al,
p deshidrogenasa 2012)
AG Alfa glucosidasa | +Maltosa +Glucosa AORS81603.1 (Alcaino et
+Almidén +Xilosa al., 2016)
TCP-1-  Subunidad alfa de -Descenso de CDZ97282.1 (Bartolo,
ALPHA la proteina del temperatura 2017)
complejo T
XDH Xilitol deshidro- = +Xilosa +Glucosa CEDS85526.1 | (Seiboth et
genasa +Manosa al., 2003)
+2-desoxi-
glucose
LAD L-arabinitol ~ 4- +Arabinosa  +Glucosa CED84470.1 (Sullivan &
deshidrogenasa +Glicerol Zhao, 2007)
GUT1 Glicerol quinasa | +Glicerol +Glucosa KX384889.1  (Xiberras et
+Acetato al., 2019)
+Etanol
+Oleato
ICL1 Isocitrato liasa +Acetato +Glucosa CED85129.1 (Scholer &
-Glucosa Schiiller,
1994)

45



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CED84470.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=D26591BM016

5.2 Diseifio del plasmido modular

El vector pXDrDNA YEFP V2 (Figura 6) fue disefiado para facilitar la clonacion de las secuencias
promotoras y evaluar su nivel de expresion. Para su construccion, se usé como base el plasmido
pXDrDNA, que ya contenia los siguientes elementos: origen de replicacion para E. coli, gen de
resistencia a kanamicina, brazos de recombinacién homdloga para X. dendrorhous y un casete de
resistencia a zeocina.

Se requeria la insercion de un casete adicional que se formaba por: 1) la region modular que se
constituye de dos sitios de corte pegajoso compatible para la insercion de las secuencias promoto-

ras, 2) el gen YEFP y 3) el terminador del gen de la glutamato deshidrogenasa.

Eco471/17) 0»,
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%

pXDrDNA YEFP V2
6542 bp

_Wueyf§oaN

[NeoKan Promoter
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Figura 6. Estructura del vector pXDrDNA YEFP V2. a) y c¢) corresponden a los brazos de
recombinacion homologa para la levadura, b) representa el origen de replicacion y el gen de
resistencia a kanamicina para E. coli, d) casete de resistencia a zeocina en X. dendrorhous, y e)

casete de expresion que contiene la YEFP.

5.3 Diseio de oligos

Se disenaron iniciadores (Tabla 4) para amplificar los promotores identificados y posteriormente
clonarlos en el plasmido pXDrDNA mediante una reaccion de tipo Golden Gate. Para lo cual, se
tomaron aproximadamente 20 bases del promotor, procurando que tuvieran una temperatura de
alineamiento de 60£1°C. A cada iniciador se le afiadieron: seis bases de reconocimiento para la
enzima Bsal (GGTCTC) o BsmBI (CGTCTC), cuatro bases que determinarian el sitio de corte
para generar extremos cohesivos compatibles, y finalmente, seis bases en el extremo 5" para ase-

gurar una escision eficiente por parte de la enzima.

47



Tabla 4. Iniciadores diseiiados

NOMBRE

6GPD P F
6GPD PR

AGPF
AGPR

GUTI PF
GUT1 PR

ILPI1F
ILPIR

LA4D F
LA4D R

TCP-1-AL-
PHAF
TCP-1-AL-
PHA R
XDPF
XDPR

YFP F1
YFP R2

GDHT F1
GDHT R1

SECUENCIA 5" > 3’
GTACATGGTCTCCTAGAACGCAGTGAGITGGCCGTTGG
TACATGGGTCTCCACCATGATGGTAAGAGTGTTAGAGAA-
GTAGTG

GTACATCGTCTCCTAGAACATCAGGTGGCCTGAGCTGAA
TACATGCGTCTCCACCATATCTGGGTGATGTACGATGAAGAGC

GTACATCGTCTCCTAGAACTTTCTCGGACGGTCAACGGA
TACATGCGTCTCCACCATAGTATCTGGACAGGACTGGGGA

GTACATGGTCTCCTAGAAGGAACGAGCTGAACGTAGTTCAC
TACATGGGTCTCCACCATACATGATGAAAAACA-
GACGACTGTGA
GTACATGGTCTCCTAGAAGATGAGGGAGGATGTACAGAGAGG
TACATGGGTCTCCACCATGGTGACGGATTTGTCTGAG

GTACATGGTCTCCTAGAACAGGGTAGAGAGAAGTTTGTGA-
GACA

TACATGGGTCTCCACCATAATGAATGTGGCAAAGGGATGGA
GTACATGGTCTCCTAGAAGAAATGTTCCGATGATCATCATA-
TATG
TACATGGGTCTCCACCATGATAGCGATAAGAGTAAGTGCT

AGTAGAAGAGACCAAATCAAGGTCTCATGGTGAGCAA-
GGGCGAGG
AATGTGAGAGAGGCGGGGTAATTTACTTGTACAGCTCGTC-
CATGCC
CGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAATTACCCCGCCTCTCT-
CACAT

AGAGCGCGGATAGGATATACTTGTTTC

DESCRIPCION
Amplifica el promo-
tor de la gliceral-
dehido 3 fosfato des-
hidrogenasa.

Usado en la amplifi-
cacion del promotor
alfa glucosidasa.
Iniciador para ampli-
ficar al promotor gli-
cerol quinasa.

Oligo utilizado para
amplificar el promo-
tor de isocitrato liasa.
Amplificador para el
promotor del gen L-
arabinitol-4-deshi-
drogenasa.

Oligo disefiado para
amplificar a subuni-
dad alfa de la pro-
teina del complejo T.
Secuencia usada para
amplificar el gen de
xilitol  deshidroge-
nasa.

Iniciadores para am-
plificar el gen de la
proteina verde fluo-
rescente.

Primers utilizados en
la amplificaciéon de
la glutamato deshi-
drogenasa.

Nota: En las secuencias de los oligos se agregaron, en el siguiente orden: bases adicionales (sub-

rayadas), las bases correspondientes a los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion

(en negrita), las bases en las que ocurre el corte enzimatico (subrayado doble) y, finalmente, las

bases complementarias a la secuencia promotora (en cursiva).

Una vez recibidos los oligonucledtidos, se procedid a su hidratacion siguiendo las instrucciones

del proveedor (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se tomo una alicuota para preparar una disolucion

a una concentracion final de 10 uM.
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5.4 Construccion del plasmido modular

Para la construccion del pldsmido modular se amplifico el gen de la YEFP del plasmido
pAG413GPD-ccdB-EYFP utilizando los oligos YFP F1 y YFP R2 (Tabla 4), y el terminador de la
glutamato deshidrogenasa (GDH) a partir de gADN de X. dendrorhous utilizando los oligos GDHT
F1 y GDHT R1 (Tabla 4). Ambas reacciones se realizaron siguiendo las indicaciones del protocolo

de PCR de punto final.

1. Thermo Scientific GeneRuler 1 kb

Plus DNA Ladder
2. YEFP

768 pb
3. GDH

472 pb

1000 pb ——
700 pb——

500 pb——»
400 pp ——»

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR: amplificacion del gen

YEFP y del terminador GDH.
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Una vez obtenidos los productos individuales de PCR, estos fueron purificados utilizando el kit
DNA Clean & Concentrator de Zymo Research. Posteriormente, se emplearon para una PCR re-
combinanrtes, con el objetivo de ensamblar el fragmento YEFP-GDH. Para esta reaccion se utilizo
una mezcla que contenia 1 U de enzima de alta fidelidad, 1 x buffer de reaccion, 200 uM de cada
dNTP, 0.5uM de cada oligo externo (YEFP F1 y GDHT R1) y cantidades equimolares de los
fragmentos purificados.

El producto de la PCR recombinante se visualizo en un gel de agarosa (Figura 8); sin embargo, se
observaron bandas inespecificas. Por esta razon, el fragmento correcto YEFP-GDH fue purificado

directamente del gel utilizando el kit Gel Extraction de QIAGEN.

1. Thermo Scientific GeneRuler 1 kb

Plus DNA Ladder
2. YEFP-GDH
1240 pb
3. YFP-GDH
1500 pp ——» 1240 ob
1000 pb —p- p

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR recombinante para la union
del gen YEFP con el terminador GDH. Se observan bandas inespecificas, por lo que se proce-

dio6 a purificar el fragmento correcto mediante extraccion del gel.
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El fragmento YEFP-GDH purificado se ligd en el vector pJET 1.2 blunt, el cual posee como ca-
racteristica distintiva un sistema de seleccion negativo: si se recirculariza sin inserto, expresa una
enzima de restriccion letal que elimina la célula huésped después de la transformacion. Una ali-
cuota del producto de la ligacion fue utilizada para transformar células quimicamente competentes
de E. coli DH5a. Posteriormente, las células transformadas se sembraron en placas de LB suple-
mentadas con ampicilina. Transcurridas 18 horas de incubacion se seleccionaron colonias aisladas
para su analisis.

Para identificar las colonias que contenian el plasmido recombinante, se aplico la técnica de cra-
cking, la cual permite observar diferencias en el tamafio del plasmido por medio de electroforesis.
En la Figura 9 se muestran los resultados del analisis, donde se seleccionaron aquellas colonias

con un tamano plasmidico cercano a los 3000 pb, correspondiente al vector con inserto.

1. 2 3 4 56 7 8 9 1011 12 1314 15 16 17 18 19 20

3000 pb—»
2000 pb—p

Figura 9. Analisis electroforético por cracking de colonias transformadas con pJET 1.2/
YEFP-GDH. Carril 1: marcador de tamafio molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo
Scientific). Carril 2: control negativo (pJET 1.2 sin inserto). Carriles 3-20: productos del cracking
de 18 colonias transformadas. Las colonias con un patrén cercano a los 3000 pb fueron seleccio-

nadas para analisis posterior.
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A partir de los resultados del cracking, se seleccionaron 10 colonias presumiblemente positivas.
Se realiz6 la extraccion de ADN plasmidico y se evalud la presencia y orientacion del inserto
mediante digestion enzimatica. La figura 10 muestra el andlisis representativo de dos colonias en
las cuales se observa que el patron obtenido en el gel de electroforesis concuerda con el andlisis in

silico.
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1. GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder
2. pJET YFP-GDH 3-5

3. pJET YFP-GDH 3-5 Xbal

5000 pp—>
4000 pb—p>
3000 pb—> 4167 bp
2000 pb—> 4. pJET YFP-GDH 5-3 Xbal
1500 ppb—p>
1000 ppb—p> 4167 bp
700 po——> 5. pJET YFP-GDH 3-5 Pstl
500 pp—>
2843 bp
1324 bp
b)
6. pJET YFP-GDH 5-3 Pstl
3570 bp
597 bp

7. pJET YFP-GDH 3-5 Xbal + Notl

2926 bp
Jo00 p—> [ 1241 bp
3000 ph——p- [
2000 po—> | 8. pJET YFP-GDH 5-3 Xbal + Notl
1500 pb—> |
1000 pb—— £ s 2926 bp
700 pb— £
500 po—> £ 1241 bp

Figura 10. Analisis por digestion enzimatica de pJET 1.2 con el inserto YEFP-GDH. a) Si-
mulacion in silico de las digestiones y las posibles orientaciones del fragmento tras su insercion

en el vector. b) Resultado experimental de la digestion de dos colonias seleccionadas.
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La digestion de las colonias seleccionadas mostrd un patron de fragmentos coincidente con el

andlisis in silico, confirmando la presencia del inserto YEFP-GDH con una orientacion de 37-5".

De esta manera se comprobd la obtencion exitosa del plasmido pJET 1.2-YEFP-GDH, el cual fue
utilizado para la subclonacion en el plasmido modular pXDrDNA. Sin embargo, tras la secuencia-
cion de este ultimo, se identifico la presencia de sitios de restriccion no deseados en las regiones
de recombinacion homdloga: un sitio de Bsal y otro de BsmBI. Dado que estos sitios coincidian
con los utilizados para clonar promotores mediante oligos disefiados con secuencias de reconoci-
miento para Bsal y BsmBI, fue necesario eliminarlos antes de continuar.

El sitio de Bsal fue eliminado mediante una estrategia de domesticacion, la cual consistio en dise-
flar un par de oligos que hibridaban en la region del sitio de restriccion y que, al ser amplificados
por PCR, introducian un cambio de base que eliminaba el sitio de Bsal, sustituyéndolo por un sitio
de Spel. Posteriormente, se realizé una ligacion del producto amplificado para reconstruir el plés-
mido modificado.

Por otro lado, el sitio de BsmBI fue eliminado aprovechando que se encontraba flanqueado por
dos sitios de EcoRI. Se realiz6 una digestion con dicha enzima, se purificé el fragmento deseado
y se procedi6 a una recircularizacion del plasmido. E1 ADN recombinante fue transformado en E.
coli y se seleccionaron colonias en las que se habia eliminado exitosamente el sitio de BsmBI
reteniendo Unicamente un sitio de EcoRI.

El plasmido resultante, libre de los sitios de Bsal y BsmBI se renombr6 como pXDrDNA V2. A
este se le subclono6 el fragmento YEFP-GDH utilizando la técnica de polimerizacion azarosa de

fragmentos (PAF). En el primer paso de la técnica, los plasmidos se digirieron con la enzima Notl
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para generar fragmentos que posteriormente fueron ligados entre si, formando un polimero de

ADN (Figura 11).

1. Thermo Scientific Gene-
Ruler 1 kb Plus DNA Lad-
der

2. pXDrDNA V2

3. pJET 1.2 YEFP-GDH

7000 pb——> 4. pXDrDNA V2 Notl
5000 pp—
4000 pp—> 5316 pb
5. pJET 1.2 YEFP-GDH Notl
4167 pb

Figura 11. Analisis electroforético del primer paso en la polimerizacion azarosa de fragmen-

tos (PAF).

Posteriormente, con la enzima Pmel se cortaron los replicones no deseados y se transformé a E.
coli, se espero6 el crecimiento de colonias aproximadamente 18 horas y, posteriormente se resem-
braron a tubos de ensayo que contenian medio LB suplementado con kanamicina. Después de 16

horas de crecimiento, se tomaron 30ul de cultivo para analisis por cracking (Figura 12).
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k;I.:Il:' Bl i | 6. Colonia d
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e 8. Thermo Scientific Gene-

Ruler 1 kb Plus DNA Ladder
9. pXDrDNA V2
10. Colonia f

11. Colonia g
12. Colonia h

5000 pb.
4000 pb

13. Colonia 1

14. Colonia j

Figura 12. Analisis electroforético de cracking posterior al PAF. Los carriles 2 y 9 correspon-
den al control negativo. por lo cual se presume que todas las colonias analizadas muestran presen-

cia del inserto.

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante este andlisis, todas las colonias presentaron el
patron caracteristico de plasmidos recombinantes, lo que sugiere que contenian el inserto esperado.
Con base en ello, se seleccionaron las colonias positivas para proceder a la extraccion de ADN

plasmidico y su posterior verificacion por digestion enzimatica.
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El ADN plasmidico de diez colonias fue purificado y digerido con la enzima de restriccion Pstl,
que posee un sitio de corte dentro del gen marcado YEFP. La digestion permitié verificar la linea-

lizacion del plasmido, lo cual es indicativo de una insercion correcta del fragmento (Figura 13).

1. Thermo Scientific = GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder
2. pXDrDNA V2 Pstl

o— 3. Colonia a
4. Colonia b
5. Colonia ¢
6. Colonia d
7. Colonia e

8. Thermo Scientific =~ GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder

9. pXDrDNA V2 Pstl

10. Colonia f

11. Colonia g

12. Colonia h

13. Colonia i

14. Colonia j

Figura 13. Analisis electroforético de la linealizacion del plasmido con Pstl. Los carriles 7, 10,
13 y 14 presentan baja concentracion de ADN, pero muestran fragmentos compatibles con el ta-
mafio del plasmido linealizado. Los controles negativos (carriles 2 y 9) no evidencian corte, lo que

confirma la ausencia del inserto.
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De las colonias analizadas anteriormente colonia positiva fue seleccionada para realizar digestio-

nes adicionales con las enzimas EcoRI, Bsal, y la combinacion EcoRV-Spel. Estas enzimas per-

miten evaluar tanto la orientacion del inserto como la integridad de los sitios de recombinacion

homologa (Figura 14), seglin los patrones esperados.
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. MW: GeneRuler™

1 kb Plus DNA
Ladder

. pXDrDNA YEFP

V2
EcoRI
6542 bp

. pPXDrDNA YEFP

V2
Bsal
6517 bp
25 bp

. pXDrDNA YEFP

V2
EcoRV + Spel
4080 bp
2462 bp

Figura 14. Digestion multiple del plasmido recombinante. En la parte a) se encuentra la imagen

del gel obtenido que se contrasta con la imagen in silico de la imagen b), confirmando la orienta-

cion correcta del inserto y la integridad de las regiones flanqueantes.

El plasmido obtenido fue nombrado como pXDrDNA YEFP V2, y se envi6 a secuenciacion con

el fin de confirmar que la construccion correspondiera con el disefio previamente generado en

SnapGene. A continuacion, se esquematiza el vector para identificar los elementos relevantes, in-

cluidos los sitios de restriccion Bsal (Figura 15).
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Figura 15. Mapa esquematico del vector de pXDrDNA YEFP V2. Representacion del plasmido
modular utilizando para ensayar promotores. En el recuadro azul se indican los sitios de restriccion

Bsal.

Posteriormente, se realizo un alineamiento entre la secuencia obtenida por la empresa de secuen-
ciacion y el disefio tedrico del plasmido generado en SnapGne, lo anterior con el fin de detectar
posibles mutaciones (Figura 16). El analisis mostré un incremento de 5 pares de bases (pb) en los
brazos de recombinacion homdloga, asi como pequefias variaciones en algunas bases dentro de

estas regiones.
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Mediante una busqueda en BLAST, se identificd que los cambios en las secuencias de rDNA se
debian unicamente a diferencias en la fuente de informacion genomica empleada. Se observa una
ligera variacion en los brazos de recombinacion homologa, la cual corresponde a discrepancias
menores dentro de las regiones conservadas. Dichas variaciones se encontraban dentro de lo re-

portado para el genoma de X. dendrorhous.

TTAACCI’GCTAAA‘IAGCCC(‘GCCGGC'l('TTGCYGG‘CGCCGGCYI’(‘?TAGAGGGAC?ATCAGCATC'AGCYGATOGAAO"

Conbaress:

Prometor pxorons - |
Frometor secuenciady |

Covamnnim

Mrevnoder pXIYONA { I - cr - [
Fromodr sswivde ‘B s p -y !

Conseronn

Fromtor pXOTONA AAA A A AA
Mametern sevuwicind AAN

Condentus; ThCGGT‘A‘lCCACAGAAYCAGGGGA'AACGCAG(‘AAAGAACAIGYGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGT&AA

e, R LR R
| Fromotor secuenciado i AA AAAA

Figura 16. Alineamiento entre el plasmido disefiado y el secuenciado. Comparacion realizada
en Clustal Omega entre el plasmido disefiado en SnapGene y la secuencia obtenida tras secuencia-

cion.

5.5 Amplificacion de secuencias promotoras

Las secuencias promotoras putativas fueron amplificadas mediante reacciones de PCR utilizando
los oligonucleotidos disefiados previamente. Para ello, se empled la polimerasa Phusion DNA Pol

del ADN genomico de X. dendrorhous.
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Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador, siguiendo las condiciones recomendadas

por el proveedor. Posteriormente, los productos de amplificacion fueron analizados por electrofo-

resis en gel de agarosa mostrado en la Figura 17.
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GUT
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. LAD
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. TCP-1-ALPHA

451 pb

. XDH

343 pb

Figura 17. Analisis electroforético de la amplificacion de secuencias promotoras.

De acuerdo con los resultados observados en el gel, las bandas obtenidas corresponden al tamafio

tedrico para cada secuencia promotora. Solo se detectaron algunas bandas en la parte inferior de

la imagen, las cuales podrian corresponder a oligonucledtidos remanentes o a productos inespeci-

ficos. Por esta razon, los fragmentos amplificados fueron purificados utilizando un kit comercial

DNA Clean & Concentrator (Zymo Research).

Una vez que concluida la construccion del plasmido pXDrDNA YEFP V2, se procedid a clonar

las siete secuencias promotoras amplificadas utilizando el sistema de ensamblaje tipo Golden Gate.
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5.6 Clonacion de secuencias promotoras al plasmido modular

Para insertar las secuencias promotoras en el plasmido modular, se empled un sistema de ensam-
blaje tipo Golden Gate. La reaccion fue realizada en el termociclador siguiendo el protocolo es-
tandar para este método, y los productos obtenidos se transformaron en E. coli para la seleccion y
analisis de colonias.

En todos los casos, se seleccionaron enzimas de restriccion tipo IIS, como Bsal, que reconocen
secuencias especificas fuera de la region promotora, permitiendo su insercion precisa en el vector
de destino. Como control, se utilizé el pladsmido sin inserto, lo que permitié6 comparar los patrones
obtenidos entre construcciones con y sin la insercion del promotor.

Las clonaciones realizadas incluyeron los promotores GPD, ICL1, LAD, TCP-1-ALPHA y XDH.
En todos estos casos, se incorpor6 dos sitios de reconocimiento para la enzima Bsal en las secuen-
cias promotoras, lo que facilitd su insercion precisa en el plasmido destino mediante el sistema de

ensamblaje modular.

5.6.1 Clonacion de los promotores ICL, XDH, TCP-1-ALPHA y GPD

Las construcciones generadas para los promotores ICL1, XDH, TCP-1-ALPHA y GPD fueron

evaluadas mediante digestiones enzimaticas con Sacl, Sacll, Sall y BglII, respectivamente.
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Figura 18. Digestion de las clonaciones de promotores. En la imagen a) se muestra una simula-
cion in silico de las digestiones esperadas, mientras que en la imagen b) se observan los resultados

obtenidos en el gel de agarosa al 1%.

En los carriles correspondientes en TCP-1-ALPHA (carriles 7 y 8 de la imagen b), la digestion
presentd un patrén poco claro, por lo que se decidid repetir la clonacion y el andlisis. Para los
demas promotores (XDH y GPD), las bandas observadas coincidieron con los tamafios esperados,
lo que confirmo su correcta insercion en el plasmido.

Para el promotor del gen /CLI, las colonias inicialmente analizadas no mostraron bandas compa-
tibles con la insercion esperada. Debido a esto, se seleccionaron y analizaron 28 colonias adicio-
nales. De ellas, dos mostraron un posible patrén compatible con la insercion, por lo que se realizé

extraccion de ADN plasmidico y una nueva digestion con la enzima Sacl.
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Figura 19. Clonacion del promotor del gen isocitrato liasa (ICL1). En la imagen a) del gel in
silico se observa el patron esperado tras la digestion: el plasmido sin inserto (control negativo,
carril 2) presenta una banda de 6542 pb, mientras que el pladsmido con el inserto del promotor
(control positivo, carril 3) muestra dos bandas de 5192 pb y 2436 pb, correspondientes a la inser-
cion del fragmento del promotor. En la imagen b), gel experimental de las dos colonias trasnfor-
madas, solo una presento el patron de digestion esperado, lo que confirma la insercion del promotor

en la construccion plasmidica.
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5.6.2 Clonacion del promotor LAD

Después del ensamble y la transformacion de E. coli por el método de cloruro de calcio, no se

observaron colonias transformadas. Se plante6 entonces la posibilidad de que la secuencia del pro-

motor LAD contuviera un sitio de reconocimiento para la enzima Bsal. En este caso, durante el

ensamblaje, los pldsmidos serian linealizados, impidieran su replicacion en E. coli.

Con el supuesto anterior, se modifico la mezcla de reaccion anadiendo una unidad de ligasa, y se

incubo durante tres horas a 30°C antes de realizar una nueva transformacion. Esta vez, se obser-

varon colonias en crecimiento. Se realiz6é un primer andlisis por cracking (datos no mostrados) y

posteriormente se extrajo ADN plasmidico para confirmar la clonacion por digestion enzimatica

(Figura 20).
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Figura 20. Analisis electroforético de la digestion del plasmido con el promotor LAD. En la

imagen a), carril 2 muestra la digestion del plasmido pXDrDNA YEFP V2 sin inserto, que presenta
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una Unica banda de 6542 pb tras la digestion con EcoRV. En el carril 3 se observa el plasmido con
el promotor LAD insertado, mostrando bandas de 5192 pb y 500 pb, correspondientes al patron
esperado. En la imagen b), se observa que todas las colonias analizadas presentan el inserto, lo que

confirma una clonacidn exitosa.

En el caso de los promotores GUT! y AG, se identificaron sitios de reconocimiento para Bsal
dentro de sus secuencias, lo cual impedia el uso del sistema de ensamblaje estandar. Por este mo-
tivo, se disefiaron oligonucledtidos que incorporaban sitios de corte para la enzima BsmBI en lugar
de Bsal.

Para llevar a cabo la clonacion, se digirid por separado el plasmido pXDrDNA YEFP V2 con Bsal
y los promotores con BsmBI. Tras la purificacion de ambos fragmentos, se realizé la ligacion
incubando la mezcla durante toda la noche a 22°C. Posteriormente, se tomé una alicuota de la
reaccion y se transformo a E. coli por el método de cloruro de calcio. Finalmente, se seleccionaron

y sembraron 24 colonias por cada construccion para su analisis posterior.

5.6.3 Clonacion de los promotores GUT1 y AGP

Para confirmar la insercion de los promotores GUT1 y AGP en el vector modular, se analizaron
numerosas colonias de ambas construcciones mediante cracking (datos no mostrados). Sin em-
bargo, resulté dificil identificar de forma concluyente cudles contenian el inserto correspondiente.
Por ello, se seleccionaron cuatro colonias para GUT1 y dos colonias para AGP, y se realizaron

digestiones enzimaticas para confirmar la clonacion (Figura 21).
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Figura 21. Analisis electroforético de las digestiones de las construcciones con los promotores
GUT y AG. En la imagen a) se muestran los patrones esperados tras la digestion con la enzima
Apal para los plasmidos. En la imagen b), el carril 1 corresponde al marcador de peso molecular.
Los carriles del 2 al 5 corresponden a las construcciones con el promotor GUT1, y los carriles 6 y
7 al promotor AGP. Los resultados permitieron confirmar la presencia del inserto en dos colonias

para GUTI (carriles 2 y 4) y en una colonia para AG (carril7).

Una vez confirmadas todas las construcciones mediante digestiones enzimaticas, se analizaron
mediante PCR para verificar que las secuencias promotoras habian sido clonadas correctamente
en el plasmido XDrDNA YEFP V2. Los resultados de esta verificacion se muestran en la Figura

22.
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Figura 22. Verificacion por PCR de las secuencias promotoras clonadas. Se observa la ampli-
ficacion especifica de los fragmentos correspondientes a cada uno de los promotores insertados,

confirmando la integridad y correcta orientacion de las construcciones.

5.7 Transformacion de X. dendrorhous

Para transformar X. dendrorhous, se requeria una alta concentracion de ADN plasmidico (5-10
pg). Por ello, se realiz6 nuevamente una nueva transformacion en E. coli con las construcciones
previamente validadas, y posteriormente se extrajo ADN plasmidico. Este ADN fue digerido con

la enzima EcoRI. Adicionalmente se purifico el DNA digerido por diferentes métodos con el fin
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de eliminar sales y concentrar la muestra. Los métodos de purificacion incluyeron el kit DNA
Clean & Concentrator, didlisis y precipitacion con etanol.

Antes de realizar la transformacion, se evalu6 la concentracion minima inhibitoria (CMI) de zeo-
cina necesaria para inhibir el crecimiento de X. dendrorhous, con el fin de establecer condiciones
Optimas de seleccion. Se prepararon placas con diferentes concentraciones de zeocina, mante-
niendo un volumen constante de medio (10 mL) por placa. Los resultados se resumen a continua-
cion:

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria

Concentracion de zeocina Volumen afiadido por placa | Resultado observado

10 pg/ml 1 uL Crecimiento normal
50 pg/ml SuL Crecimiento parcial
*100 pg/ml 10 uL Inhibicion efectiva
200 pg/ml 20 uL Inhibicion total

300 pg/ml 30 uL Inhibicion total

500 pg/ml 50 L Inhibicidn total

Nota: Se seleccion6 la concentracion 100 pg/ml como dptima para los ensayos de transformacion,
ya que permitiod una inhibicion clara del crecimiento sin ser excesiva. Las concentraciones inferio-
res no generaban suficiente presion de seleccion, mientras que las superiores inhibian completa-

mente el crecimiento, incluso en condiciones controladas.

Luego de determinar la CMI se prepararon células competentes de X. dendrorhous segin el pro-
tocolo descrito en la seccion de Metodologia. Posteriormente, se realizaron intentos de transfor-

macion siguiendo las condiciones descritas en apartado 4.6.2. Durante este proceso se evaluaron
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diferentes variables, como la concentracién de zeocina en las placas de seleccion y la densidad
oOptica a la que se cosechaban las células.
A pesar de los ajustes realizados, no se logré obtener transformantes exitosos. Se consideran varios
factores que podrian haber influido en este resultado, entre ellos:

e Mal funcionamiento del electroporador.

¢ Cantidad insuficiente de ADN plasmidico.

e (alidad del ditiotreitol (DTT) en las soluciones de preparacion celular.

e Concentracion inadecuada de zeocina en el medio de seleccion.

e Posible efecto negativo de la zeocina en el medio de seleccion.

e Posible efecto negativo de la linealizacion del plasmido.
Por limitaciones de tiempo no fue posible evaluar experimentalmente cada una de estas hipotesis.
A pesar de que no se logré transformar exitosamente X. dendrorhous, el trabajo realizado contri-
buye significativamente al desarrollo de un sistema modular de expresion basado en el gen repor-
tero YEFP, disefiado para evaluar la actividad de diferentes secuencias promotoras en esta leva-
dura.
Este sistema representa una herramienta valiosa para estudiar la expresion génica en respuesta a
diversas condiciones ambientales, incluyendo el uso de sustratos no fermentables, estrés térmico,
y potencialmente otros factores como cambios en el pH, presencia de inductores especificos o
limitaciones nutricionales. El conocimiento generado puede aplicarse para lograr un control mas
preciso de rutas metabodlicos de interés industrial, como la produccién de astaxantina y otros me-

tabolitos relevantes.
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En conjunto, este trabajo sienta las bases para futuras investigaciones orientadas a optimizar la
expresion génica en X. dendrorhous o especies relacionadas, asi como para la caracterizacion de

promotores con aplicaciones biotecnoldgicas.
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Capitulo 6
Conclusion y
perspectivas



Este trabajo permiti6 identificar seis secuencias promotoras, seleccionadas tras la evalua-
cion de aproximadamente doce genes. La mitad de las secuencias fueron descartadas luego de
ensayos en distintos medios de cultivo y con diversas fuentes de carbono, debido a que algunas no
eran metabolizadas por la levadura. Este criterio fue clave para asegurar que la expresion obser-
vada dependiera realmente de la actividad promotora y no de la disponibilidad metabodlica del
inductor.

Para la amplificacion de las secuencias promotoras, se disefiaron oligonucleo6tidos considerando
parametros fundamentales, como una temperatura de fusiéon de 60 + 1°C, lo cual asegur6 una hi-
bridacion eficiente y condiciones compatibles entre pares. Este objetivo se logro utilizando oligos
de aproximadamente 20 pares de bases. Si bien este aspecto no representa un hallazgo en si mismo,
fue esencial para el éxito de la clonacion y la posterior validacion funcional de los promotores.
Como base para el plasmido modular se utilizé un esqueleto disefiado en un trabajo anterior. Se
planed insertar el casete YFP-GDH en orientacion 5°-3", como se muestra en la figura 11 (seccion
5.4), con el objetivo de minimizar falsos positivos en la evaluacion de la expresion. Sin embargo,
tras varios intentos, no se logré esta orientacion especifica. A pesar de ello, se decidié continuar
con la construccidn, asumiendo que la orientacion no comprometeria significativamente la expre-
sion de la proteina fluorescente. Este punto debera ser validado experimentalmente en estudios
futuros.

Para la transformacion de X. dendrorhous, se utilizaron dos métodos de preparacion de ADN:
purificacion y dialisis. Esta ultima resultdé mas eficaz en términos de rendimiento, aunque con un
mayor riesgo de pérdida total de la muestra, lo cual podria obligar a repetir el proceso completo.
Esta observacion representa una perspectiva concreta para optimizar protocolos de transformacion

en futuras aplicaciones.
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Por razones de tiempo, no fue posible completar la electrotransformacion por lo que se deja abierta
la posibilidad de continuar este trabajo. Este paso pendiente es particularmente relevante conside-
rando las aplicaciones biotecnologicas del sistema, orientadas a la sobreexpresion de metabolitos
de interés comercial, tales como pigmentos, lipidos y enzimas. Entre estos compuestos, destaca la
astaxantina, una molécula producida naturalmente por X. dendrorhous, reconocida por sus propie-
dades antiinflamatorias, antioxidantes, neuroprotectoras y cardiovasculares.

En resumen, se identificaron seis secuencias promotoras inducibles con potencial para regular la
expresion génica en X. dendrorhous. Estas herramientas podrian ser integradas en cepas produc-
toras, permitiendo el disefio de sistemas de expresion mas eficientes y regulables. Su implementa-
cion facilitaria el desarrollo de cepas optimizadas para la biosintesis dirigida de compuestos de
alto valor comercial.

Futuras investigaciones podrian enfocarse en caracterizar promotores sensibles a otros tipos de
estrés (osmotico, oxidativo, térmico) o a inductores quimicos especificos, ampliando asi el reper-
torio de herramientas genéticas disponibles para esta levadura no convencional.

Adicionalmente, la combinacion de estos promotores con técnicas de edicidn genética permitiria
disefiar circuitos metabolicos sintéticos regulados temporal y espacialmente. Esto abriria nuevas
posibilidades para mejorar la produccion de pigmentos, lipidos u otras moléculas bioactivas. El
sistema también podria adaptarse para evaluar promotores en otras levaduras no convencionales

en el campo de la biologia sintética.
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