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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo la extraccion de DNA de la levadura K. marxianus
CDBBL-278 con la finalidad de caracterizar el gen que codifica para la enzima
endopoligalacturonasa (endo-PG). Se logr6 obtener la secuencia de 945
nucledtidos (315 amino&cidos) que codifican para la enzima endo-PG de esta
levadura. Se realizé un analisis comparativo de la secuencia obtenida con otras
dos endo-PG reportadas para K. marxianus y se encontré que la endo-PG de la
levadura K. marxianus CDBBL-278 presenta un 99% de identidad con el alelo
EPG1-2 y un 98% de identidad con el gen EPG1, manteniendo una mayor similitud
con el primero, ademas presenta un 99% de identidad con otras secuencias del
cromosoma 1 de K. marxianus reportadas en la base de datos del National Center
of Biotechnology Information (NCBI). A partir de la secuencia de aminoacidos, se
llevdo a cabo una reconstruccion filogenética mostrando que la endo-PG de K.
marxianus CDBBL-278 representa un linaje evolutivo separado de las endo-PG de
otras levaduras pertenecientes a esta misma especie. Finalmente se cuantificé el
nivel de expresiéon del gen de la endo-PG (EPG) de esta levadura bajo condiciones
aerobias y anaerobias de crecimiento y se relaciond con la actividad enzimatica.
Los resultados sefialan que el aumento de la produccién de endo-PG bajo
condiciones de cultivo anaerobio es una consecuencia de la regulacion del gen

EPG por la saturacion de oxigeno disuelto en el medio de crecimiento.
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Abstract

Kluyveromyces marxianus is a good producer of endopolygalacturonase (EC.
3.2.1.15); it has been reported that its production is repressed under high dissolved
oxygen tension. The expression of the endopolygalacturonase gene (EPG) from
this yeast was compared under both aerobic and anaerobic conditions and was
related to the enzyme activity. Specific enzyme production under anaerobic
conditions (0.233 uPG mg™) was five times higher than that obtained under aerobic
conditions (0.048 uPG mg™), demonstrating that anaerobic growth promotes the
synthesis of endo-PG; relative quantification of EPG gene expression was 21.19
times higher in anaerobic culture, suggesting that production of endo-PG under
anaerobic culture conditions is a consequence of the regulation of the EPG gene
by dissolved oxygen saturation in the growth medium. Results point out that the
higher production of endo-PG under anaerobic culture conditions is a consequence
of the regulation of EPG gene by dissolved oxygen saturation in the growth

medium.
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1. INTRODUCCION

La cepa Kluyveromyces marxianus CDBBL-278 es una extraordinaria productora
de endo-PG (EC. 3.2.1.15) (Espinoza et al. 1992). Esta enzima pectinolitica ha
demostrado tener utilidad en el procesamiento de vegetales, particularmente en la
clarificacion de jugo de manzana (Gomez Ruiz et al. 1988). En otras cepas de K.
marxianus se ha secuenciado el gen de esta enzima, habiéndose encontrado dos
alelos del mismo: EPG1 (Siekstele et al. 1999) y EPG1-2 (Sieiro et al. 2009). El
gen de la cepa CDBBL-278 no ha sido secuenciado, pero se ha reportado que su
actividad enzimética esta regulada por el oxigeno disuelto en el medio de cultivo

(Cruz-Guerrero et al. 1999).

En este trabajo se aisl6 y secuencié el gen de la endo-PG de K. marxianus
CDBBL-278, posteriormente se obtuvo la estructura primaria, se realiz6 también
un estudio taxonémico basado en la secuencia de la enzima para obtener la
relacion filogenética de ésta con otras enzimas poligalacturonasas. Se investigo
mediante PCR tiempo real transcripcion inversa (RT-g-PCR) la expresion del gen
de la enzima endo-PG bajo dos condiciones de oxigeno disuelto, con la finalidad
de demostrar si el nivel de expresion del gen se ve afectado por la concentracion

de oxigeno disuelto en el medio y su repercusion en la actividad de la enzima.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Kluyveromyces marxianus

Cepas pertenecientes a la especie de levadura Kluyveromyces marxianus han
sido aisladas a partir de una gran variedad de habitats, o que ha permitido
demostrar una elevada diversidad metabdlica y un alto grado de polimorfismo
intraespecifico. Se han encontrado e investigado varias aplicaciones
biotecnoldgicas con esta levadura: produccién de enzimas (B-galactosidasa, -
glucosidasa, inulinasa y poligalacturonasa), obtencién de proteina unicelular,
compuestos aromaticos y etanol, reduccién de contenido de lactosa en productos
alimenticios, producciéon de bioingredientes a partir de suero de queso; en
biorremediacién, como agente anticolesterolémico; y como huésped para la

produccion de proteinas heterélogas (Graciano et al. 2008).

K. marxianus ha sufrido varios cambios en su clasificacion taxonémica, lo cual ha
conducido al uso de varios nombres para esta especie y levaduras estrechamente
relacionadas. Esto ha creado confusion, en muchos casos, entre aquellos que
buscan las aplicaciones biotecnolégicas de esta levadura tan versatil y no son

expertos en taxonomia de levaduras.

La especie K. marxianus incluye ahora las levaduras antiguamente conocidas
como Saccharomyces marxianus (nombrada por Hansen en 1888) vy
Saccharomyces fragilis (hombrada por Jérgensen en 1909). En 1970 estas dos
especies fueron clasificadas dentro del género Kluyveromyces, siendo

respectivamente K. marxianus y K. fragilis. Otras especies ahora consideradas
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como sinénimos de K. marxianus son K. bulgaricus, K. cicerisporus y K. wikenii

(Graciano et al. 2008).

El hecho de que K. marxianus haya sido representada por cinco nomenclaturas de
especies diferentes refleja la heterogeneidad fenética de las especies, y explica
por qué es dificil distinguirlas de otros taxones relacionados, especialmente de K.
lactis. Sin embargo K. marxianus es la Unica especie de Kluyveromyces que
asimila inulina, que no asimila o fermenta alfa-glucésidos y crece bien a 37 °C

(Kurtzman y Fell 2000).

2. 2 K. marxianus CDBBL-278

La cepa K. marxianus CDBBL-278, (Coleccion del Departamento de Biotecnologia
y Bioingenieria) obtenida de la coleccion de cultivos microbianos del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV-IPN), ha sido utilizada previamente en nuestro grupo de trabajo, y se
ha observado que es una cepa capaz de producir simultineamente proteina
unicelular y endo-poligalacturonasa en un medio con lactosa, sugiriendo la
posibilidad de utilizar el suero de leche para la produccién de estos dos productos

de interés comercial (Garcia-Garibay et al. 1987).

Asi mismo, la enzima endo-PG ha sido utilizada para la clarificacién de jugo de

manzana, comparando su eficiencia de clarificacion con la de una pectinasa
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comercial, determinandose que no hay diferencia entre ambas enzimas (Gémez-

Ruiz et al. 1988).

En otro estudio se observd que esta misma cepa fue capaz de producir
simultaneamente las enzimas lactasa y pectinasa, ademés de lactasa e inulinasa

bajo condiciones especificas de crecimiento (Espinoza et al. 1992).

La misma levadura fue estudiada por Cruz-Guerrero et al. (1995), observando que
es una levadura hiperproductora de inulinasa comparada con otras dos levaduras

reportadas como productoras de esta enzima.

2.3 Pectinas y enzimas pectinoliticas

Las pectinas son heteropolisacaridos constituyentes de los componentes
estructurales mayoritarios de la pared celular primaria y lamina media de plantas

superiores.

Consisten de un esqueleto que contiene mayoritariamente una gran proporcion de
subunidades de acido poligalacturénico unidas por enlaces glucosidicos a-1,4,
parcialmente metil esterificado. Este compuesto es conocido como pectina,
mientras que el compuesto no metilado, recibe el nombre de acido péctico o acido

poligalacturénico (Blanco et al. 1999).

Las enzimas que hidrolizan sustancias pécticas son conocidas como enzimas
pécticas, pectinasas 0 enzimas pectinoliticas (Figura 1) y pertenecen a la familia

de polisacaridasas que contribuyen a la degradacién de pectina de plantas.
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Las pectinasas se encuentran ampliamente distribuidas en plantas superiores
donde estan involucradas en la modificacion de sustratos pécticos durante el
proceso de maduracion natural de algunas frutas. Muchas pectinasas también son
producidas por microorganismos, algunas de las cuales se ha reportado que estan
involucradas en la proliferacion de microrganismos fitopatégenos (Alimardani-

Theuil et al. 2011).

COOCCH, H OH COOCH, H OH COOCH
 f—o0 H —A\ 0 Hoj O H HA—h HO
o @ (om 2 KS | |/on H\jO OH
| Lo\ H /| }
H H/ o PMGL |} oH o\t /' PmG || oH HOHO
H OH COOCH H OH COOCH, COOCH
|
A
2CH,0H 4// PE
coo" <+:00‘ ' 4 OH coo- H OH
i— N HO OH HA—Hh HO/ o) H,
o /é)H $> 1<H \* /oH H\© w \ OH F‘) o
‘ _oN\H / =]
H@H '3/01»« F—oh PGL jon BLo-NH 1 PG X H/OH oﬁx
H OH Ccoo" H OH CO0~ H OH uelely

Figura 1. Diagrama de accibn de las enzimas pécticas: PMGL (pectin-
metilgalacturonliasa), PGL (pectin-galacturonliasa), PMG (pectin metilgalacturonasa), PG
(Poligalacturonasa), PE (Pectin esterasa)

De acuerdo al patron de accion sobre la pectina o el &cido poligalacturénico, las
enzimas pectinasas se clasifican en dos grandes grupos: pectin-esteras (des
esterifican la pectina removiendo el residuo metodillo) o des polimerasas (las
cuales rompen la cadena principal). Las enzimas des polimerasas se dividen en

poligalacturonasas (hidroliticas) y liasas (rompen uniones glicosidicas por B-
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eliminacién). A su vez estas dos ultimas se clasifican con base en su preferencia
de hidrdlisis contra pectina, acido péctico, o acido poligalacturénico, siendo su

patrén de hidrolisis al azar (endo) o terminal (exo) (Blanco et al. 1999).

Las pectinasas fueron de las primeras enzimas utilizadas en forma casera. Su
aplicacion comercial fue observada en 1930 para la preparacion de vinos y jugos
de fruta. Actualmente las pectinasas son de las enzimas mas utilizadas en la

industria de frutas y textiles (Kashyap et al. 2001)

Las pectinasas acidas son utilizadas en la industria productora de jugos de fruta y
vino y éstas frecuentemente provienen de fuentes flingicas, especialmente a partir

de Aspergillus niger.

Las pectinasas alcalinas son utilizadas en la industria textil para el encurtido y el
desengomado de cultivos de fibra, y para la produccion de papel de buena calidad;
también se usan en la fermentacion de café y el té, las extracciones de aceite de
diferentes vegetales, y el tratamiento de las aguas residuales. Estas enzimas
provienen mayoritariamente de fuentes bacterianas como Bacillus spp (Kashyap et

al. 2001).

2.4 Endopoligalacturonasas (endo-PG) en levaduras

Los primeros autores en describir la produccion de endo-PG por levaduras fueron
Luh y Phaff en 1951. En 1954, dichos autores publicaron un estudio de éstas
enzimas, comparandolas con enzimas reportadas en hongos filamentosos (Luh y

Phaff, 1954).
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Las pectinasas de levaduras son usualmente enzimas exocelulares con una masa
molecular variable y de naturaleza glicoproteinica. En algunas levaduras se ha
demostrado la presencia de varias isoenzimas, tal es el caso de Saccharomyces
fragilis y K. marxianus (Blanco et al. 1999). Las enzimas pécticas de levaduras son
exclusivamente endo-PG, es decir, son enzimas que degradan al azar la cadena

principal, en los puntos no metilados, via hidrdlisis del enlace a-1,4 glucosidico.

Se ha reportado que la produccion de pectinasa es una capacidad constitutiva en
las levaduras ya que no se requieren la pectina, el acido poligalacturénico, o el
acido galacturonico para inducir la sintesis de la enzima (Blanco et al. 1999) Sin
embargo, la capacidad pectinolitica de algunas especies de levaduras como
Cryptococcus albidus (Federici, 1985), Kluyveromyces fragilis (Garcia Garibay et
al. 1987) y Geotrichum lactis (Pardo et al. 1991) se han descrito como inducibles y
la poligalacturonasa de S. fragilis como parcialmente constitutiva (Lim y Suzuki,
1980). Wimborne y Rickard (1978) postularon que la enzima endo-PG de K. fragilis
se producia de forma parcialmente constitutiva después de observar que la adicion
de pectina al medio de cultivo aumenté al doble la produccion de pectinasa.
Garcia Garibay et al. (1987) obtuvieron actividad poligalacturonasa en una cepa
de K. fragilis al adicionar pectina a un medio de cultivo con lactosa como fuente de

carbono y en condiciones aerobias.

Otra caracteristica comun para la mayoria de las enzimas pécticas es la represion
catabdlica; sin embargo, de acuerdo a Schwan y Rose (1996), la poligalacturonasa

de K. marxianus es muy inusual ya que su produccion es constitutiva y no se
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reprime por carbohidratos; dichos autores obtuvieron altos rendimientos en la
produccion de la enzima a concentraciones de glucosa y fructosa mayores al 10%
(peso/volumen) bajo condiciones anaerobias de autoinduccion. Cruz Guerrero
(1995), realizé un estudio del efecto represivo/inductor de la glucosa en la
produccion de la enzima endo-PG y encontré que a concentraciones de 0.2-2% de
glucosa tanto en condiciones aerobias como anaerobias hay un incremento en la

actividad de la enzima, siendo mayor en condiciones anaerobias.

La actividad poligalacturonasa en las levaduras también esta relacionada con la
cantidad de oxigeno disuelto en el medio. Varias especies, como K. marxianus, K.
fragilis (Blanco et al. 1999) y K. lactis (Murad y Foda, 1992) presentan capacidad
pectinolitica cuando crecen sin agitacion y bajo condiciones anaerobias y no
presentan actividad cuando hay niveles altos de aireacion. Cruz Guerrero et al.
(1999), demostraron que la produccién de la enzima endo-PG es constitutiva bajo
condiciones anaerobias con una concentracion umbral de oxigeno disuelto (OD)
de 3.3 mg/ml (60% OD), observaron también que a concentraciones de 20% vy
40% se produce la enzima, sugiriendo una condicién umbral entre 40 y 60% para
reprimir la producciéon de la endo-PG. Observaron también que la adicion de
pectina al medio incrementd la produccion de la endo-PG bajo las condiciones de
oxigeno disuelto en estudio (20, 40 y 60%) lo cual indica que la represion de la

sintesis de la endo-PG se revierte por la adicion de pectina.

En la gran mayoria de los estudios publicados de K. marxianus, los objetivos no

estan dirigidos a explicar su bioquimica, metabolismo o fisiologia. La mayoria de
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los trabajos se han enfocado a explorar las aplicaciones biotecnolégicas de éste
organismo, sin investigar lo que ocurre a nivel intracelular (Graciano et al. 2008).
En otros casos, K. marxianus simplemente es utilizada como una fuente de
compuestos especificos, mayoritariamente enzimas. En términos de estudios
bioquimicos de enzimas que tienen interés industrial, K. marxianus ha sido
utilizada como una fuente de inulinasas, B-galactosidasa, B-glucosidasa y endo-

PG.

2.5 Genes de pectinasas en K. marxianus

En los dltimos afios, varios estudios se han enfocado al analisis estructural y la
regulacion de la expresion de genes que codifican pectinasas. Para el caso de las
levaduras los genes que codifican para endo-PG reportados hasta la fecha son:
EPGL1 (Siekstele et al. 1999) y alelo EPG1-2 (Sieiro et al. 2009) para K. marxianus
y el gen PGUL1 (PGL1) para S. cerevisiae (Blanco et al. 1998). Las caracteristicas
del gen EPG1 (identificado en la cepa de K. marxianus BKMY-719 aislada de
uvas), posee un ORF (marco abierto de lectura) de 1083 pb (pares de bases) que
codifican para un polipéptido de 361 aminoacidos. La secuencia de aminoacidos y
el tamafo del polipéptido son similares a lo reportado para PG de hongos. La
secuencia del gen contiene dos potenciales sitios de N-glicosilacion y una
secuencia sefial. Posee una masa molecular tedrica de 34,702 Da y un pl de 6.05.
Esta enzima posee cuatro isoenzimas con masas moleculares de 45, 42, 39 y 36
kDa (la diferencia en masa se debe a modificaciones post-traduccionales

(Alimardan-Tehuili et al. 2011).
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Las caracteristicas del gen EPG1-2 (identificado en la cepa de K. marxianus CECT
1043) son las siguientes: consiste en 1086 pb los cuales codifican para una
proteina de 362 aminoacidos. Comparado con el gen EPG1, el alelo EPG1-2
contiene una valina adicional en la posicion 122. Los genes EPG1l y EPG1-2
difieren en otros 12 aminodacidos, diferencia que no afecta a las regiones
conservadas de la PG. El polipéptido posee 2 puntos hipotéticos de glicosilaciéon
situados en los aminoacidos N**° y N*** (asparagina-189 y asparagina 293) (Sieiro

et al. 2009).

2.6 Estudio de la expresion de genes

El analisis cuantitativo de los acidos nucleicos ha tenido un rol importante en el
campo de la investigacion biol6gica. La medicion de la expresion de genes
(mMRNA, RNA mensajero) se ha utilizado extensamente para monitorear
respuestas biologicas a varios estimulos. Se han descrito muchos métodos para el
andlisis cuantitativo de secuencias de acidos nucleicos (tanto para DNA como
RNA). La técnica de PCR ha demostrado ser una herramienta poderosa para el
analisis cuantitativo de los acidos nucleicos (Heid et al. 1996). Comparado con los
métodos basados en cultivo, el PCR es mas rapido, mas sensible y mas

especifico.

El PCR en tiempo real ofrece la posibilidad de cuantificar poblaciones microbianas
a través de la medicion del numero de genes. Combinado con la transcripcion

reversa (RT) el PCR cuantitativo (QPCR) puede también estimar la cantidad de
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transcritos producidos bajo un estimulo particular. Actualmente, el PCR
cuantitativo (QPCR) y el PCR cuantitativo con retrotranscripcion (RT-g-PCR) se
han convertido en los métodos de eleccidn para cuantificar genes y expresion de

genes respectivamente (Postollec et al. 2011).

La reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion o transcripcion
inversa (RT-PCR) es un método para amplificar enzimaticamente (indirectamente)
e in vitro secuencias definidas de RNA mensajero (RNAm). El RT-PCR puede ser
usado para comparar niveles de RNAm en diferentes poblaciones, caracterizar
patrones de expresion de RNAm y discriminar entre RNAm relacionados (Tai-

Leong et al. 2007).

El RT-PCR puede llevarse a cabo de dos formas: PCR punto final y el PCR tiempo
real. EI PCR tiempo real consiste en una sucesion de ciclos de amplificacion en la
cual el molde de &acido nucleico se desnaturaliza, se alinea con cebadores
especificos y se elonga para generar una cadena complementaria usando una
DNA polimerasa termoestable. Esto resulta en un incremento exponencial del
namero de ampliaciones (productos de amplificacién) que, en contraste con el
PCR punto final, puede ser monitoreado en cada ciclo (en tiempo real) utilizando
un reportero fluorescente. El incremento en la fluorescencia es graficado contra el
namero de ciclo para generar una curva de amplificacion, a partir de la cual, un
valor de ciclo de amplificacion Cq (frecuentemente descrito como Ct o ciclo

umbral), puede ser cuantificado (Postollec et al. 2011).
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Varias técnicas de deteccidn estan disponibles actualmente y su eleccion depende
de la aplicacion. La quimica Tagman aprovecha la actividad exonucleasa 5 - 3'de
la Taqg DNA polimerasa para degradar una sonda durante la PCR (Figura 2). La
sonda de degradacion contiene un colorante delator fluorescente en el extremo 5°
y un colorante inhibidor en el extremo 3". Al estar bloqueado el extremo 3" la
sonda no puede extenderse como un primer. Durante la PCR en presencia de una
secuencia diana la sonda se hibrida especificamente. Cuando la sonda esti
intacta, la proximidad del colorante delator al colorante inhibidor produce la
supresion de la fluorescencia delatora. Durante la reaccion, la actividad
exonucleasa 5- 3'de la Taqg DNA polimerasa degrada la sonda entre los
colorantes delator e inhibidor solamente si la sonda se hibrida con la secuencia
diana. De esta manera la fluorescencia aumenta a medida que progresa la
amplificacion. La acumulacion del producto de PCR se detecta monitoreando el

incremento de la fluorescencia del colorante delator (Querci et al. 2007).
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Figura 2. Fundamento de la técnica para la cuantificacién por PCR tiempo real basado en

sondas Tagman

Hay dos categorias comunes de cuantificacion usando el PCR tiempo real, la

cuantificacion absoluta y la cuantificacion relativa.

La cuantificacidon relativa comianmente se lleva a cabo por normalizacion de los
niveles de expresion del gen de interés con genes housekeeping (constitutivos).

La normalizacion corrige las diferencias en las concentraciones de DNA
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resultantes de variaciones durante la preparacion de la muestra para permitir la
comparacion cruzada entre muestras. Cuando se normaliza un gen de referencia,
es muy importante que el gen de referencia sea experimentalmente validado para
asegurar que la medicion de éste sea confiable. Los datos normalizados se
reportan como el cociente de la concentracion de RNAm del gen de interés y la

concentracion del gen de referencia (Brookman-Amissah et al. 2015).

Livak y Schmittgen (2001) reportaron el primer método para la conversion de
valores de Ct (valores de ciclo de cuantificacion) en cantidades relativas
normalizadas (NRQ). Este modelo simple asume el 100% de eficiencia de
amplificacion (reflejado como un 2 para la base de la funcion exponencial E)

utilizando solo un gen de referencia para la normalizaciéon (NRQ = 2%%).

Pfaffl (2001) modifico el modelo anterior, ajustando las diferencias en la eficiencia

de amplificacion entre el gen de interés (goi) y el gen de referencia (ref).

ACt,goi

NRQ = %

E ACt, ref
ref

NRQ= Cantidad relativa normalizada
Eqi= Eficiencia de amplificacion del gen blanco
ACty,= Diferencia de valores Ct del gen blanco en las condiciones bajo estudio

E.~= Eficiencia de amplificacion del gen de referencia

ACt,; = Diferencia de valores Ct del gen de referencia en las condiciones bajo estudio
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Este modelo constituye una mejora, pero no cumple con el uso de multiples genes
de referencia, lo cual es un requisito para una adecuada medicion de las

diferencias de expresion (Vandesompele et al, 2002).

Hellemans et al. (2007) ampliaron este ultimo modelo tomando en cuenta la
estabilidad de expresibn de multiples genes de referencia para mejorar la

normalizacion.

La cuantificacion relativa podria dar s6lo una comparacion de la proporcion del
gen de interés y no el numero de copias en una concentracion definida de
poblaciones de RNAm, por lo que existe también una cuantificacion absoluta, la
cual depende de una curva estandar construida a partir de concentraciones
conocidas de un molde estandar correspondientes a los niveles de los datos del
PCR. Frecuentemente los estandares son derivados a partir de plasmidos
purificados de DNA de doble cadena, RNA transcrito in vitro o DNA de cadena
sencilla sintetizado in vitro. La cantidad es cuantificada espectrofotométricamente
a 260 nm o con un marcador de DNA fluorescente y convertido a numero de
copias usando el peso molecular de RNA o de la secuencia de DNA (Tai-Leong et

al. 2007).
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3. HIPOTESIS

El oxigeno disuelto en el medio de cultivo de crecimiento tiene un efecto en la

regulacion de la expresion del gen de la endopoligalacturonasa de K. marxianus.

4. OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar la endo-PG de Kluyveromyces marxianus CDBBL-278 asi
como analizar el efecto de las condiciones de crecimiento en la actividad de la

enzima y en la expresion del gen.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener la relacién filogenética entre la endo-PG de K. marxianus CDBBL-278 y

las endo-PG de otras levaduras y hongos

Evaluar el efecto de las condiciones de oxigeno en el crecimiento y actividad

enzimatica de Kluyveromyces marxianus CDBBL-278
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6. METODOLOGIA

6.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

6.1.1 Aislamiento e identificaciéon del gen de la endo-PG en la cepa K.

marxianus CDBBL-278

Extraccion del ADN de la levadura Amplificacion por PCR del gen de la
endopoligalacturonasa

l

Secuenciacion del fragmento del gen Purificacion del producto de PCR a
amplificado «— partir de gel de agarosa

l

Comparacion de la secuencia , -
obtenida con la base de datos del Estudio de la similitud de la endo-PG

National Center for Biotechnology ’ de K. marxianus CDB_B|--278 con
Information (NCBI) otras endo-PG del reino Fungi

|

Obtencion de la distancia filogenética

de la endo-PG de K. marxianus con

las endo-PG de otros organismos del
reino Fungi
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6.1.2. Cuantificacion del gen de la endo-PG mediante PCR cuantitativo bajo

diferentes condiciones de crecimiento (oxigeno disuelto)

Crecimiento aerobio (O.D.
mayor de 60%)

Crecimiento anaerobio (O.D
menor de 60%)

Determinacion de la actividad
enzimatica y biomasa

v

Extraccion de ARN total y
eliminacion de ADN gendémico

!

Transcripcion inversa (obtencion
de ADNCc)

I

Disefio de primers y sondas

PCR cuantitativo (RT-qPCR)

para el PCR cuantitativo

Eficiencias de amplificacion para
gen blanco y normalizador

A 4

Caélculo de la concentracion
relativa del gen de la endo-PG
para cada fermentacion
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6.2 Microorganismo

Se utilizé la levadura Kluyveromyces marxianus CDBBL-278 obtenida de la
coleccion de cultivos del CINVESTAV (Centro de Investigaciones y Estudios
Avanzados) del Instituto Politécnico Nacional, la cual se mantuvo en tubos

inclinados con agar papa dextrosa (Difco, Sparks MD, USA).

6.3 Identificacion del gen que codifica para la endo-PG de la cepa de K. marxianus

CDBBL-278

6.3.1 Preparacion del paquete celular

Se inocul6 la levadura en caldo YM (0.1% extracto de levadura, 0.5% peptona, 2%
glucosa; Bioxon, México). Se incubo con agitacion orbital a 200 rpm durante 24 h a
30 °C. Al final de la incubacion se centrifugaron las células a 3020 x g durante 15
min. Las células se lavaron dos veces con agua destilada estéril, eliminando el
sobrenadante después de cada lavado. Se transfirio el paquete celular a tubos
Eppendorf y se resuspendié en 1 ml de agua estéril. Los tubos se congelaron para

posterior extraccion de DNA.

6.3.2 Extraccién de DNA

El paquete celular se descongel6 y se centrifugd en microcentrifuga a 12000 x g

durante 10 min. Se elimind el sobrenadante y se afadieron a las células 500 ul de
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buffer de extraccion y el equivalente a 200 pl de perlas de vidrio lavadas en acido
(425-600 pm; Sigma). La suspension se agitd en vortex a velocidad maxima
durante 3 min. Se incub6 en bafio de agua a 65 °C durante 1 h. Después de la
incubacion la suspension se agitd a maxima velocidad en vortex durante 3 min y
se centrifug6é a 12000 x g durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo
Eppendorf nuevo y estéril, se le afiadieron 700 pl de una mezcla de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:24:1, Sigma) se agitO suavemente
inclinando el tubo y se centrifugd a 12000 x g durante 10 min. El sobrenadante se
transfirid a un tubo limpio y estéril y se afiadid6 nuevamente la mezcla de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, repitiendo también la centrifugacion. Se
transfirié el sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo y estéril y se afadieron 500
pI de cloroformo, se agitdo suavemente y se centrifugé a 12000 x g durante 5 min.
Se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo y estéril y se afadieron 324 ul de
isopropanol frio (Sigma). El sobrenadante se mantuvo a 4 °C durante 5 min para
precipitar el DNA. Para aquellos casos en los que no se observé DNA precipitado,
se afadieron 4 pl de acetato de amonio 3 M y se mantuvo a 4 °C durante 1 h. Se
centrifugd el DNA a 12000 x g durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y el
DNA precipitado se lavd con 1 ml de etanol frio afiadiéndolo lentamente por las
paredes del tubo. Se centrifugé a 12000 x g durante 5 min descartando el etanol.
La pastilla de DNA se diluyé en agua desionizada estéril y se incubd en bafio de
agua a 55 °C durante 15 min. El DNA se guardd en congelacion para su uso

posterior.
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6.3.3 Amplificacion del gen que codifica para endo-PG

Para las reacciones de amplificacion (PCR) se utilizaron 10-25 ng de DNA
genodmico como molde. Se emplearon los cebadores reportados por Sieiro et al.
(2009): cebador de ida (forward, fw) es KM1 (5'-
ATGTTATTCAGCAACACCTTATTGAT-3’) y de regreso (reverse, rw) KM1REV (5'-
TTAACAGAAGGCTCCGCTACCAG-3’). La reaccion de PCR se llevé a cabo en 50
gl de volumen final con las siguientes concentraciones de reactivos: Buffer PCR
1X, 2.5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPmix, 0.15 pyM de cada cebador, 1 Ul de
Platinum Taq DNA polimerasa. Las condiciones de reaccion del PCR fueron:
desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 2 min, 30 ciclos de 94 °C durante 1 min,
56 °C durante 1 min, 72 °C durante 1 min y una extension final de 72 °C por 5 min.
Los productos de amplificacion se analizaron realizando una electroforesis en gel
de agarosa al 2% tefiidos con rojo texas (0.5 pg/ml) visualizdndolos bajo luz UV en

un fotodocumentador MiniLumi DNR, (Bio-Imaging Systems Ltd, Jerusalem, Israel)

6.3.4 Secuenciacion e identificacion del gen de la enzima endo-PG de la cepa de

K. marxianus CDBBL-278

Los fragmentos de DNA amplificados se purificaron con el kit Wizard SV gel and
PCR clean up system (Promega Madison WI, USA), siguiendo las especificaciones
del proveedor, y se enviaron a secuenciar al Laboratorio Divisional de Biologia
Molecular de la UAM Iztapalapa en un equipo ABIPRISM 3100 AVANT. Las

secuencias obtenidas se compararon en la base de datos del National Center for
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Biotechnology Information (http://ncbi.nih.gov), utilizando la herramienta BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) para buscar las secuencias del gen
relacionadas, con lo cual se obtuvo la identificacion del mismo. La secuencia de
nucledtidos de la regidbn gendmica que codifica para la endo-PG de la cepa
Kluyveromyces marxianus CDBBL-278 se depositd en la base de datos del Gen-

Bank con el nUmero de acceso KU240011.

6.4 Distancia filogenética entre la endo-PG de K.marxianus y otras endo-PG de

levaduras y hongos

Para el analisis filogenético se alinearon mediante Clustal W (Larkin et al 2007) la
secuencia de aminoacidos de 27 distintas endo-PG de levaduras y hongos con la
secuencia proporcionada por el NCBI para la endo-PG de Kluyveromyces
marxianus CDBBL-278 (No. de acceso ANB44747.1). Se utiliz6 el ProtTest
(Darriba et al. 2011) con la finalidad de seleccionar el mejor ajuste por modelo de
sustitucion utilizando AIC (Akaike Information Criterion). Se seleccion6 el modelo
WAG+I+G+F (Matriz de sustitucion WAF + pardmetros |, G, F) Finalmente se
utiliz6 el programa PhyML (algoritmo para estimar la Filogenia de Maxima
Verosimilitud, Guindon y Gascuel, 2003) para inferir el arbol de méaxima
verosimilitud utilizando el modelo seleccionado por ProtTest. Se llevaron a cabo

100 ensayos de rutina utilizando PhyML.
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6.5 Crecimiento de Kluyveromyces marxianus CDBBL-278 y actividad enzimatica

dela endo-PG bajo diferentes condiciones de oxigeno disuelto

6.5.1 Medio de cultivo

Se preparo6 en agua destilada el medio de cultivo que a continuacion se describe:

0.1% de (NH4)2S04, 0.05 % de KHPO4, 0.2 % glucosa, 0.05 % de MgSOy4, 0.2 %
extracto de levadura. Las sales utilizadas fueron J.T. Baker (N.J. USA) y los
reactivos para cultivo microbiano Bioxon (México). Se ajust6 el pH del medio a 5

con NaOH o H,SO,4 segun el caso. Se esterilizé a 121 °C durante 15 min.

6.5.2 In6culo

Se prepararon 50 ml de medio de cultivo de acuerdo a lo descrito en el apartado
anterior en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Se inoculé el medio tomando con un
asa bacteriologica las colonias de K. marxianus CDBBL-278 crecidas en una placa
de agar papa dextrosa (PDA). Se incubé el cultivo a 30 °C durante 16-18 horas
con una agitacion de 200 rpm. Para inocular este cultivo en el fermentador se
ajustd la densidad Optica a 1.8 leyendo en espectrofotometro (Shimadzu, UV-

1601, Kyoto, Japan) a una longitud de onda de 650 nm.
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6.5.3 Condiciones de crecimiento

Para el estudio de la expresion del gen de la endo-PG en las diferentes
condiciones de crecimiento se utilizd un fermentador Bioflo lic (New Brunswick)
con 1 L del medio descrito en el apartado 2.1. El medio de cultivo se inoculé con
50 ml del in6culo (5%) de acuerdo a las condiciones antes descritas. Las
condiciones de crecimiento se mantuvieron a 30 °C durante 9 h controlando la
agitacion manualmente para mantener la concentracion de oxigeno disuelto mayor
o igual a 60% (para el caso de la fermentacién aerobia) con un flujo de aire

constante de 2 L/min.

Las fermentaciones anaerobias se realizaron en el mismo fermentador con 1 L de
medio de cultivo inoculado con el 5% de indculo, ajustado a una absorbancia de
1.8. En esta fermentacion no se administrd aire y se mantuvo con una agitacion de

50 rpm con la finalidad de homogenizar el medio.

Se tomaron muestras de 15 ml en diferentes tiempos a lo largo de las
fermentaciones para determinar la actividad enzimatica por medio del método de
Nelson Somogyi (Nelson 1944) y se recolectaron las células para proceder a la

extraccion de RNA.

6.5.4 Determinacion de crecimiento

El crecimiento de la levadura se cuantifico por densidad 6ptica a 650 nm utilizando

una curva patrén de peso seco, expresado en mg ml™.
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Los datos experimentales del crecimiento de la levadura se ajustaron al modelo
logistico de Velhurst-Pearl (Ecuacion 1) con la herramienta Solver de Excel de

Microsoft office 2007.

Xo (Ecuacion 1)

Xo = concentracion de biomasa inicial en g L™
Xmax = concentracion de biomasa maxima producida en g L™

I = tasa especifica de crecimiento en h™

6.5.5 Determinaciéon de actividad enzimatica mediante la cuantificacion de

azucares reductores por el método de Nelson-Somogyi.

Se trabajoé con el sobrenadante recolectado después de la centrifugacion de las

muestras tomadas durante la fermentacion.

Se midi6 el aumento de azucares reductores por el método de Nelson (1944) con
algunas modificaciones como se describe a continuacion: A un tubo de ensayo
con 9.0 ml de acido poligalacturénico (sigma) al 0.1% (preparado en buffer de
acetatos 0.1 M pH 5.0) se le adiciondé 1 ml de la solucidon de la enzima (extracto

enzimatico extracelular). El tubo se mantuvo en un bafio de agua a 30 °C. Se tomo
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1 ml de la mezcla de reaccion en los tiempos 1, 5, 10 y 15 min, el volumen de
cada muestra se colocé en diferentes tubos y se adiciondé inmediatamente
después 1 ml del reactivo | de Nelson-Somogyi (apéndice 1) con el cual se detuvo

la reaccion.

Los tubos se incubaron en un bafio de agua en ebullicibn durante 20 min.
Transcurrido el tiempo se enfriaron los tubos y se les agregd 1 ml del reactivo Il de
Nelson-Somogyi (apéndice 1) y se agitaron vigorosamente. Finalmente se les
agregaron 17 ml de agua destilada y se agitaron. Se realizd la lectura de
absorbancia en un espectrofotometro Shimadzu UV-1601 a una longitud de onda
de 520 nm. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Finalmente los
resultados de absorbancia se interpolaron en una curva patron realizada con una

solucion de acido galacturénico (mg/ml).

La unidad de endo-PG (uPG) fue definida como la cantidad de enzima que libera 1
pumol de azucares reductores por minuto. La actividad especifica fue definida como

la actividad enzimética por mg de biomasa de levadura. (uPG mg™).

6.6. Expresién del gen bajo condiciones aerobias y anaerobias
6.6.1 Obtencion de cDNA

6.6.1.1 Obtencion del paquete celular.

-38-



Se recolectd en tubos Nalgene (Thermoscientific, Rochester N.Y) de 50 ml un
volumen de 15 ml de medio a partir de las fermentaciones. Se centrifugaron a

3020 x g en una centrifuga durante 5 min a 4 °C.

Después de la centrifugacion, se separo el sobrenadante y se conservo en un tubo
Nalgene de 50 ml para determinar la actividad enzimatica. A la pastilla celular se le
adicion6 1 ml de agua DEPC estéril y se colect6 en tubos Eppendorf de 1.5 ml. La
pastilla celular se congel6 en ultracongelador a -70 °C para la posterior extraccion

de RNA.

6.6.1.2 Extraccion de RNA

Para realizar la extraccién de RNA total a partir de las muestras de la fermentacion
se utilizaron diferentes metodologias con la finalidad de seleccionar aquella en la

cual se obtuvieran los mejores resultados.

La metodologia 1 consistié en utilizar el Kit de extraccion Purelink RNA minikit de

la marca Invitrogen (USA) siguiendo las instrucciones del proveedor.

El método de extraccibn 2 consisti6 en una extraccion con Buffer LETS y
posteriormente una purificacion con buffer de acetatos-SDS calentando la muestra

a 100 °C durante 5 min (Rivas et al 2001; Bleve et al. 2003).

La metodologia 3 consistio en hacer la extraccion de RNA con buffer LETS

(200mM LiCl, 20 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH 8, 0.4% SDS) y posteriormente
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purificar con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) (Bleve et al. 2003;

Mannan, et al. 2009).

Cuando se utilizd el Purelink RNA minikit de la marca Ambion, se realizaron
algunas modificaciones que a continuacion se describen.

Se prepar6 el buffer de lisis justo antes de ser utilizado adicionando 10 ul de B-
mercaptoetanol por 1 ml de buffer.

Se depositaron aproximadamente 250 pl de perlas lavadas en acido (425-600 pm;
Sigma) en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se mantuvieron en hielo. Se colectaron las
células a partir del cultivo de levaduras centrifugando a 12000 x g a 4 °C durante 5
min.

Después de centrifugar, se separé el sobrenadante del pellet. Al pellet se le
adicionaron 0.5 ml del buffer de lisis preparado con B-mercaptoetanol y se
homogenizo el paquete celular en vortex a méaxima velocidad durante 10 a 15 s.
Se transfirio la suspension celular a cada uno de los tubos Eppendorf que
contenian las perlas de vidrio. El resto de la extraccion se llevo a cabo de acuerdo

a las indicaciones del fabricante.

Se cuantificd la concentracibn de RNA extraido con el equipo NanoDrop 2000
(Thermoscientific) y se obtuvo también la relacion de 260/280 nm para conocer la

calidad del RNA.

Se realizé un gel de agarosa al 1% en condiciones nativas (no desnaturalizante)
para observar las bandas y calidad del RNA extraido. La electroforesis se realiz0 a

60 V durante 90 min utilizando buffer TAE 1X como buffer de corrida.
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6.6.1.3 Tratamiento con DNAsa a las muestras de RNA extraido

Con la finalidad de eliminar el DNA gendémico que pudiera interferir en la
cuantificacion de la expresion del gen de la endo-PG, se utilizo el kit RNase-Free
DNase (Promega Madison WI, USA). La reaccion se llevo a cabo con 100 ng de
RNA total, se adicionaron 2 yL de DNAsa, 2 uL de buffer de la enzima y se llevo a
un volumen final de reaccién de 20 ul con agua estéril libre de RNAsas. Se incub6
1 h a 37 °C, después de este tiempo se adicionaron 2 ul de solucion stop y se
incubé a 65 °C durante 10 min para inactivar la enzima. Las muestras se

conservaron a -70 °C hasta proceder con la reaccién de transcripcion.

6. 6.1. 4 Transcripcion inversa

La transcripcién inversa (obtencién de cDNA) se realizé a partir de 14 pL de las
muestras de RNA tratadas con DNAsa utilizando el RT primer mix, RT buffer y la
transcriptasa inversa del kit Quantitec Reverse Transcription (Qiagen Hilden

Germany), siguiendo las indicaciones de reaccion descritas por el fabricante.

6.6.2 Disefio de cebadores y sondas de hidrdlisis para el PCR cuantitativo

Para el disefio de cebadores y sondas de hidrolisis (Tagman) se utilizé el software
proporcionado en la pagina web del IDT (Integrated DNA technologies), tomando
como referencia los genes reportados en la base de datos del NCBI. En el caso

del gen EPG se utiliz6 la secuencia con No. de acceso AY426825 la cual
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corresponde al gen de la enzima endo-PG, como genes de referencia o
normalizadores se utilizaron el gen 18S No. de acceso AB054675 y gen actina
(ACT1) No. de acceso AJ389078, ambas secuencias reportadas para genes de la

levadura Kluyveromyces marxianus.

Debido a que el software arroja varias opciones en el juego de primers-sonda se

consideraron los siguientes criterios para la seleccion.

Para las sondas:

Criterio Tm (melting temperature): la Tm de la sonda Tagman debe ser 10 °C

mayor que la Tm de los cebadores.

Criterio de longitud: Los cebadores deber tener de 15-30 bases de longitud

Contenido de GC: El contenido de GC debe ser idealmente de 30-80%. Si hay un
contenido mayor debe utilizarse una mayor temperatura de hibridacion y co-

solventes.

Grapa de GC: El numero total de GC’s en los ultimos 5 nucleétidos en el extremo

3’del primer no debe exceder de 2.

Las sondas no deben tener corridas de nucle6tidos idénticos (especialmente 4 o

MAs guaninas consecutivas)

Para los cebadores

Disefiar los cebadores lo mas cerca posible a la sonda sin que se solapen
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Longitud del amplicon: EI maximo tamafio del amplicon no debe exceder de 400

bases. ldealmente debe ser de 50-150 bases.

Longitud de 15-30 bases

La temperatura de fusion debe estar entre 58-60 °C. La Tm de ambos cebadores

debe ser igual o una diferencia de hasta 1 °C.

Evitar complementariedad interna y complementariedad entre los cebadores

especialmente en los extremos 3".

Disefarlos en las uniones exén-exdn o en exones diferentes.

Verificar la especificidad de los cebadores realizando la amplificacién de los genes

por PCR.
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Tabla 1. Caracteristicas de los cebadores disefiados para la amplificacion de los

genes EPG, 18S y ACT1 por medio de PCR tiempo real.

Gen No. Acceso Descripcion Secuencia de cebadores y Tamafo
GenBank sondas del
(5 3’) producto
de PCR
(pb)
EPG AY426825 Enzima endo-PG de K. | fw-cac ttc ttg tcc aac act atc t 161
marxianus rw-ctg taa gcg gaa gag tca ac
Sonda FAM-agg tag caa ggt
ccc aat cac caa-TAMRA
18S AB054675 Gen ribosomal fw- aat tcc agc tcc agt agc gt 123
rw-gaa gga aag atc cgg ttg aa
Sonda FAM-acc ggc caa cca
gac cca aa-TAMRA
ACT AJ389078 Proteina del Fw- aag aaa tgc aaa ccg ctt 125

citoesqueleto

ct

Rw- aac aga tgg atg gaa caa
agc

Sonda FAM- caa atg gtg ata

act tga caa tct ggc- TAMRA
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6.6.3 Ensayos de validacién del método de PCR cuantitativo

Con la finalidad de verificar si los cebadores disefiados son especificos, es decir,
que amplifican un solo producto, y para cerciorarse de que no hay formaciéon de
estructuras secundarias tales como dimeros de cebadores, se llevé a cabo una

reaccion de PCR con DNA gendmico.

Se utilizaron 10-25 ng de DNA gendmico como molde empleando los cebadores
disefiados en este trabajo, cuya secuencia para la amplificacion del gen EPG es la
siguiente: cebador fw (cac ttc ttg tcc aac act atc t) y cebador rw (ctg taa gcg gaa
gag tca ac) y para el gen normalizador 18S la secuencia del primer fw (aat tcc agc
tcc agt agc gt) y primer rw (gaa gga aag atc cgg ttg aa). La reaccion de PCR se
llevo a cabo para cada gen en 25 ul de volumen final con las siguientes
concentraciones de reactivos: buffer PCR 1X, 2.5 mM de MgCl,, 200 ym de dNTP
mix, 0.15 ym de cada cebador, 0.01 Ul de Platinum Tag DNA polimerasa. Las
condiciones de reaccion de PCR fueron: desnaturalizacion inicial, 94 °C durante 2
min; 30 ciclos de: 94 °C durante 1 min, se realizdé un gradiente de temperatura de
52 a 60°C, 72 °C durante 1 min y extension final de 72 °C durante 5 min. Los
productos de amplificacion se analizaron en un gel de agarosa al 2% tefiidos con

rojo texas (0.5 pg/ml) y visualizados bajo luz UV.

Con la finalidad de verificar el disefio adecuado de las sondas de hidrdlisis para la
cuantificacion de la expresion del gen, se llevaron a cabo reacciones de

amplificacion en el equipo de PCR tiempo real para cada uno de los genes.
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Para las reacciones de PCR tiempo real se selecciond la temperatura de
hibridacién en la cual se observé la amplificacion de una sola banda para cada
uno de los genes y también en la que no se presentara la formacion de dimeros de

primers.

Se emplearon los cebadores y sondas descritos en la Tabla 1 para amplificar
fragmentos de los genes EPG, 18S y ACT1 disefiadas en este trabajo. Se llevo a
cabo la reaccion de PCR para cada uno de los genes en 25 ul de volumen final
con las siguientes concentraciones de reactivos: Tagman PCR Universal master
mix 1X, 0.15 ym de cada cebador, 0.05 ym de la sonda y 4 pl de cDNA. Las
condiciones de reaccién de PCR fueron: 50 °C durante 2 min, 95 °C 10 min y 40
ciclos a 95 °C durante 15 segy 54 °C durante 1 min. Las reacciones de PCR se
realizaron por triplicado en el equipo Rotor Gene 5 adquiriendo la fluorescencia del

fotocromo reportero para verificar la amplificacion.

Se realizaron 4 diluciones en serie con factor 2 de dilucién del cDNA obtenido (20,
10, 5, 2.5 ng/pl). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de
25 uL con las siguientes concentraciones de reactivos: Tagman PCR Universal
master mix 1X, 0.15 ym de cada cebador, 0.05 um de la sonda y 4 ul de cDNA.
Condiciones de reaccion de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 miny 40
ciclos a 95 °C durante 15 seg y 54 °C durante 1 min. Las reacciones de PCR se
realizaron por triplicado en el equipo Rotor Gene 5 adquiriendo la fluorescencia del

fotocromo reportero para verificar la amplificacion.
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6.6.4 Cuantificacion de la expresion del gen de la endo-PG en las diferentes

condiciones de crecimiento.

Para cuantificar la expresion del gen de la endo-PG en las diferentes condiciones
de crecimiento se llevé a cabo un PCR tiempo real a partir de cDNA obtenido en
las fermentaciones. Las muestras se amplificaron por triplicado en las condiciones
de reaccion descritas en el apartado anterior. Se realizé un control negativo de la
reaccion de PCR incluyendo todos los reactivos excepto cDNA. En todas las
muestras se consideré un umbral de fluorescencia de 0.05 RFU. El nivel de
expresion relativa del gen blanco se calculé de acuerdo a lo reportado por

Hellemans et al. (2007), Ecuacion 2.

ACt,got
IU}QQ?== I;gai

f ﬁ Eﬁﬂt,refo

ref,
Ecuacién 2

NRQ= Cantidad relativa normalizada
Eqi = Eficiencia de amplificacion del gen blanco
ACty,; = Diferencia en los valores Ct del gen blanco en las condiciones bajo estudio
f = Numero de genes de referencia utilizados para normalizar
1 = Producto
E.ero= Eficiencia de amplificacién del gen de referencia cero

ACt, = Diferencia en los valores de Ct del gen de referencia cero en las condiciones bajo

estudio
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Extraccion de DNA e identificacién del gen de la enzima endo-PG en la cepa

K. marxianus CDBBL-278

Se llevé a cabo la extraccion de DNA y posteriormente se realizd el PCR para
amplificar el gen de la enzima endo-PG de la cepa de K. marxianus CDBBL-278,
utilizando los cebadores descritos por Sieiro et al. (2009), obteniéndose un
producto de PCR de aproximadamente 1000 pb como lo describieron dichos
autores (Figura 3). El producto se purificO de acuerdo a lo descrito en la
metodologia y finalmente se envi6 a secuenciar al Laboratorio Divisional de

Biologia Molecular de la UAM Iztapalapa.

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa con los productos de la purificacién del gen
EPG obtenidos con el kit Montage PCR (Millipore). Carriles 2 al 5 productos de PCR de la

cepa de K. marxianus CDBBL-278, carril 1 marcador de tamafio de DNA.
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A partir de las secuencias obtenidas con cada cebador se generd la secuencia
consenso mediante el software Bioedit, con una longitud final de 945 nucleétidos,
los cuales, al ser traducidos resultaron en 315 aminoacidos que corresponden a la
enzima endo-PG de K. marxianus CDBBL-278. La secuencia de nucleétidos se
depositd en la base de datos del Gen-Bank con numero de acceso KU240011.
Cabe sefialar que la secuencia de nucleotidos y amino&cidos obtenida es menor a
las reportadas por Siekstele et al. (1999) y Sieiro et al. (2009) ya que con los
oligonucledtidos utilizados en este trabajo sélo se amplificé la proteina madura y
no se incluyeron los 25 amino&cidos iniciales que constituyen la secuencia sefial
(Siekstele et al. 1999). Para examinar la relacion de la secuencia de nucleotidos
con otras secuencias reportadas en la base de datos del GenBank, se llevé a cabo
una comparacion por medio de BLAST. Los resultados obtenidos se muestran en

la tabla 2.
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Tabla 2. Comparacion mediante BLAST de las secuencias de nuclettidos con

alineamientos significativos con el gen de K. marxianus CDBBL-278

Descripcion Valor | Identidad | No. de acceso en el
E GenBank
(%)

(nucleotidos)
Fragmento del cromosoma 1 de Kluyveromyces | 0.0 99 AP014599.1
marxianus, cepa NBRC 1777
Fragmento del cromosoma 1 de Kluyveromyces | 0.0 99 CP015054.1
marxianus cepa CBS4857
Fragmento del cromosoma 1 Kluyveromyces| 0.0 99 CP009303.1
marxianus cepa CCT 7735 (UFV-3)
Fragmento del cromosoma 1 Kluyveromyces| 0.0 99 AP012213.1
marxianus cepa DMKU3-1042
Endo-PG Kluyveromyces marxianus gen EPG1| 0.0 99 AY426825.1
alelo EPG1-2 Cepa CECT1043
Endo-PG Kluyveromyces marxianus gen EPG1.| 0.0 98 AJ000076.1

Cepa BKMY-719
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_693900103
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_693900103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/693900103?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FV6RK2AN01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_685200832
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_685200832
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/685200832?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FV6RK2AN01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_574139827
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_574139827
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/574139827?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FV6RK2AN01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/40288321?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FV6RK2AN01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2597956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/2597956?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=FV6RK2AN01R

Se observa en la Tabla 2 que la secuencia de nucleétidos obtenidos para el gen
de la endo-PG de la cepa de K. marxianus CDBBL-278 tiene un 99 % de similitud
con el gen EPG1, alelo EPG1-2 (cepa CECT 1043) reportado por Sieiro et al.
(2009), asi como también con un fragmento del cromosoma 1 reportado para otras
cepas de K. marxianus (Inokuma et al. 2015; Lertwattanasakul et al. 2015; Silveira
et al. 2014), lo cual podria indicar que el gen EPG se encuentra en el cromosoma
1 en K. marxianus. Por otro lado, el gen de la endo-PG de K. marxianus CDBBL-

278 tiene un 98% de similitud con el alelo del gen EPG1 (cepa BKMY-719).

Ademas de los valores del porcentaje de identidad, se muestra en la tabla el valor
de expectancia (E), el cual indica el nivel de significancia de un alineamiento:

cuanto mas pequenfo es el valor E, mas significativo es el alineamiento.

7.2 Distancia filogenética de la endo-PG de K. marxianus CDBBL-278 con otras

endo-PG de levaduras y hongos.

Se realiz6 también la comparacion de la secuencia de aminoéacidos de la endo-PG
de K. marxianus CDBBL-278 (No. de acceso ANB44747.1) con otras proteinas
endo-PG mediante un BLASTp, con la finalidad de examinar la similitud entre
ellas. En el caso de otras endo-PG de K. marxianus, se encontrdo 99% de similitud
con la proteina con No. de acceso AAR84199.1 codificada por el gen EPG1-2
cepa CECT 1043 reportada por Sieiro et al. (2009) y un 97% de similitud con la
proteina No de acceso CAA03900.1, codificada por el gen EPG1 cepa BKMY-719

reportado por Siekstele et al. (1999). Por otro lado, se encontré que la secuencia
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de aminoacidos de la endo-PG de K. marxianus CDBBL-278 presenta similitud de
entre 59 y 61% con poligalacturonasas de Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces uvarum, Saccharomyces pastorianus Yy Saccharomyces

paradoxus, asi como con poligalacturonasas de hongos (Tabla 3).
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Kluyveromyces marxianus CDBBL-278

Tabla 3. Comparacion de la secuencia de aminoécidos para la endo-PG de

Descripcion

Identidad (%)

No. de acceso de la

proteina en GenBank

Kluyveromyces marxianus cepa DMKU3-1042 (cromosoma 1) 99 BAO38138.2
Kluyveromyces marxianus cepa CECT 1043 (Gen EPG1-2) 99 AAR84199.1
Kluyveromyces marxianus cepa BKMY-719 (gen EPG1) 97 CAA03900.1
Penicillium sp. CGMCC 1669 93 AEL22832.1
Kluyveromyces wickerhamii 70 BAB69585.1
Saccharomyces pastorianus 61 CCA61339.1
Saccharomyces uvarum 61 CCA61336.1
Saccharomyces cerevisiae Fosters B 59 EGA58088.1
Saccharomyces sp. "boulardi’ 59 KOH49950.1
Saccharomyces arboricola H-6 59 EJS43013.1
Aerobasidium melanogenum CBS110374 55 KEQ64384.1

Verticillium alfalfae VaMs. 102 54 XP_003002875.1
Thielavia arenaria 54 AlZ95162.1

Aureobasidium subglaciale EXF-2481 54 XP_013341029.1
Talaromyces cellulolyticus 54 GAM33350.1
Aspergillus sojae 53 BAK22527.1

Pestalotiopsis fici W106-1 53 XP_007836731.1
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Talaromyces mRNAeffei PM1 53 KFX46954.1
Penicillium griseoroseum 52 AAF06810.1
Colletotrichum fioriniae PJ7 52 XP_007599497.1
Penicillium camemberti 52 CRL23357.1

Venturia nashicola 51 BAG72101.1
Penicillium expansum 51 KG043284.1
Penicillium rogueforti FM164 53 CDM27702.1
Fusarium langsethiae 52 KPA37956.1
Cryphonectria parasitica 52 AAB36616.1
Trichoderma virens 51 AHK61121.1

Continuacion Tabla 3.
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Con la finalidad de comparar la secuencia deducida de aminoacidos de la endo-
PG de K. marxianus CDBBL-278 (No. de acceso ANB44747.1) con la proteina
EPG1 de la cepa CECT 1043 (No. de acceso CAA03900.1) y la proteina EPG1-2
de la cepa BKMY-719 (No. de acceso (AAR84199.1), se realiz6 un alineamiento
multiple mediante Clustal W. Este alineamiento reveld que la proteina codificada
por el gen EPG1-2 (cepa CECT 1043) y la secuencia de aminoéacidos de la endo-
PG de K. marxianus CDBBL-278 tienen una valina en la posicion 99, mientras que
en la secuencia de la proteina EPG1 (cepa BKMY-719) este aminoacido no
aparece (Figura 4). Ademas de la diferencia de este aminoacido entre las tres
proteinas analizadas, en la Figura 4 se resaltan también otros aminoacidos que
difieren entre las secuencias de las mismas, por ejemplo entre la proteina EPG1-2
de la cepa CECT 1043 y la endo-PG de la cepa CDBBL-278 los aminoacidos 55,
95, 107, 145, 172 y 305 coinciden entre si y no con los mismos comparados con
la proteina EPG1 de la cepa BKMY-719. Por otro lado, se observan en la Figura 4
otras diferencias entre los aminoacidos de la endo-PG de las cepas analizadas
mostrando que la secuencia de aminoacidos de la endo-PG de K. marxianus
CDBBL-278 coincide con algunos aminoéacidos del gen EPG1 (aminoacidos 41 y
69) y no con los mismos en la proteina EPG1-2. Asi mismo se observa que entre
las tres secuencias hay similitud, ademas de otros aminoéacidos, en la secuencia
conservada del sitio activo (aminoacidos 193-206) y uno de los dos sitios
hipotéticos de glicosilacion (aminoacidos 165-168) reportados anteriormente por

Siekstele et al. (1999).
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EPG1 KRDSCTLSGKTAGGGLSNCATVTVNNVEVPSGKTLDLTGURDGATVNFVGQVTFGYD 57
EPG1-2 KRDSCTLSGKTAGGGLSNCATVTVNNVEVPSGKTLDLTGLQDGATVNFVGQ! YD 57
CDBBL-278  KRDSCTLSGKTAGGGLSNCATVTVNNVEVPSGKTLDLTGLRDGATVNFVGQVTFDYD 57

o .

EPG1 EWVGPLVSISGKNIKVVGKSGHLLDGDGARWWDGKGDGGKK-KPKFMSLRLTGNSD 113

EPG1-2 EWVGPLVSISGNNIKVWGKSGHLLDGDGARWWDGKGDSGKKVKPKFMSLKLTGNSD 113

x

CDBBL-278  EWVGPLVSISGKNIKVWGKSGHLLDGDGARWWDGKGDSGKKMKPKFMSLKLTGNSD 113

(=] . . .
EPG1 VGGLQIKNTPIQAISVNSCSDTVIHDVTIDNRDGDKDNLGHNTDGFDVGNVNNVTIEN 171
EPG1-2 VGGLQIKNTPIQAISVNSCSDTVIHDVTIDNSPGDKDSLGHNTDGFDVGSVNNVTIEN 171

CDBBL-278  VGGLQIKNTPIQAISVNSCSDTVIHDVTIDNSPGDKDSLGHNTDGFDVGNVNNVTIEN 171

EPG1 HVYNQDDCIAVNSGTGVYFKNNYCSGGHGASIGYVGLRSNNVVDTVYFENNQIVNS 228

EPG1-2 HVYNQDDCIAVNSGTGVYFKNNYCSGGHGASIGYVGLRSNNVVDTVYFENNQIVNS 228

CDBBL-278 HVYNQDDCIAVNSGTGVYFKNNYCSGGHGASIGYVGLRSNNVVDTVYFENNQIVNS 228

EPG1 DNGLRIKTIQKATGSVNNVHFLSNTISGIRKFGIVVETDYSNGSTTGTPGSKVPITNFEVD 289
EPG1-2 DNGLRIKTIQKATGSVNNVHFLSNTISGIRKFGIVVETDYSNGSTTGTPGSKVPITNFEVD 289

CDBBL-278  DNGLRIKTIQKATGSVNNVHFLSNTISGIRKFGIVVETDYSSGSTTGTPGSKVPITNFEVD 289

EPG1 GLTGSVDSSAYRVKIFVAGASKWTWKN 316
EPG1-2 GLTGSVDSSAYRVKILVAGASKWTWKD 316

CDBBL-278  GLTGSVDSSAYRVKILVAGASKWTWKE 316

Fig. 4 Alineamiento de la secuencia deducida de aminoacidos de la endo-PG de K.
marxianus CDBBL-278 (KU240011) con la proteina EPG1 (cepa BKMY-719, No de
acceso CAA03900.1) y proteina EPG1-2 (cepa CECT 1043 No. de acceso AAR84199.1).
Las diferencias de los aminoacidos entre las proteinas EPG1 y la CDBBL-278 se indican
con +; mientras que los aminoacidos que difieren entre la proteina EPG1-2 y la CDBBL-
278 se indican con o; el recuadro indica el sitio activo de la poligalacturonasa; el sitio

hipotético de glicosilacion se indica subrayado; el * indica sustituciones conservadoras.
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Este analisis permite concluir que a pesar de que la endo-PG de la cepa CDBBL-
278 guarda una mayor similitud con la secuencia de aminoacidos presentada por
la endo-PG de la cepa CECT 1043 (codificada por el alelo EPG 1-2), el gen de
endo-PG de K. marxianus CDBBL-278 es una variante distinta no reportada
previamente.

Por otra parte, se llevo a cabo la reconstruccion filogenética de la endo-PG de K.
marxianus CDBBL-278 comparando la secuencia (No. de acceso ANB44747.1)
con otras secuencias reportadas para endo-PG de levaduras y hongos (Tabla 3).
Estas endo-PG se agruparon en dos grandes clados (Pezizomycotina y
Saccharomycotina). Como se puede observar en la Figura 5, dentro del grupo
Saccharomycotina se encuentran las poligalacturonasas de levaduras del género
Saccharomyces y Kluyveromyces. La endo-PG de K. marxianus CDBBL-278
representa un linaje evolutivo separado entre un clado fuertemente soportado
(valor de bootstrap de 98%) formado por otras secuencias K. marxianus y K.
wickerhamii (Figura 5). Dentro del grupo de Kluyveromyces se observa a su vez
una divisién entre las endo-PG que tienen la valina adicional en la posicion 123 de

la proteina, lo cual indicaria que estas proteinas son ortélogas.
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Figura 5. Arbol de méaxima verosimilitud para el analisis filogenético de secuencia de
aminodcidos. Los nameros en las ramificaciones indican el valor de bootstrap después de

1000 réplicas. La barra de escala muestra el porcentaje de disimilitud entre secuencias.

7.3 Crecimiento y actividad enzimatica bajo diferentes condiciones de oxigeno

disuelto

En la Figura 6 se muestra el comportamiento de la biomasa y la actividad
enzimatica asociada a esta, bajo la concentracion de oxigeno disuelto de 60%,
obteniéndose una p (velocidad especifica de crecimiento) de 0.57 h™ y un
crecimiento maximo de 2.351 mg/ml a las 9 h. La actividad enziméatica especifica
(por mg de biomasa) cuando la concentracion de oxigeno disuelto (OD) es del
60% es igual a cero (entre las cero y las tres horas de crecimiento), sin embargo

se observa que conforme crece la levadura y el oxigeno disponible en el medio
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fluctda entre el 50 y 60% de OD se presenta un aumento en dicha actividad como
se muestra en la Figura 6 para los tiempos de fermentacion 6 y 9 horas siendo de

0.035 uPG/mg biomasa y 0.048 uPG/mg de biomasa, respectivamente.
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Figura 6. Crecimiento de biomasa y actividad endo-PG obtenidos en condiciones aerobias
de crecimiento (60% de oxigeno disuelto)

En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos para la fermentacion
anaerobia. En esta fermentacion se observdé un menor crecimiento de la levadura
resultando una p de 0.324 h™ con un crecimiento maximo de 0.65 mg/ml a las 9 h.
Se puede apreciar que a pesar de presentar un menor crecimiento de la biomasa,
la actividad especifica es hasta cinco veces mayor en comparacion con la
fermentacién aerobia en los tiempos 6 y 9 h (0.130 uPG/mg biomasa y 0.233

uPG/mg biomasa respectivamente). Estos resultados son similares a lo obtenido
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por otros autores en los que reportan que bajo una concentracion de 60% de
oxigeno disuelto de la actividad de la endo-PG se ve reprimida y bajo condiciones
anaerobias de crecimiento la actividad enzimatica aumenta (Wimborne y Rickard,

1978; Schawn et al. 1994; Cruz Guerrero et al, 1999).
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Figura 7. Crecimiento de biomasa y actividad endo-PG obtenidos en condiciones

anaerobias de crecimiento (20% de oxigeno disuelto)

Se realizd el ajuste del crecimiento microbiano utilizando el modelo logistico
(ecuacion de Verhulst-Pearl) (Figura 8) cuyo resultado para la produccion de
biomasa en condiciones aerobias fueron de 2.56 mg/ml para el crecimiento
maximo a las 9 h, con una velocidad de crecimiento de 0.85 h™ y para el caso de
la produccién de biomasa en condiciones anaerobias se obtuvo un crecimiento

méaximo de 0.71 mg/ml a las 9 h, con una p de 0.53 h™. El ajuste al modelo
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logistico generd una correlacion de 0.97 para las condiciones de crecimiento
aerobio y de 0.99 para el crecimiento anaerobio; estos valores de correlacion
indican que el crecimiento poblacional se ajusta al modelo logistico empleado. El
modelo logistico describe que una poblacion no puede crecer indefinidamente ya
gue se encuentra limitada por la competencia, por los recursos alimenticios y
territoriales; es decir una poblacion estable debe llegar a un nivel de saturacion
caracteristico (Neuhauser, 2004; Accinelli y Brida, 2006). Evidentemente las
condiciones aerobias de crecimiento permitieron una produccion mas favorable de
biomasa, a pesar de esto la actividad de la enzima no se ve tan favorecida como
en el caso de las condiciones anaerobias en las que a pesar de la presencia de

una menor biomasa la actividad enzimatica fue mayor.
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Figura 8. Ajuste del crecimiento de K.marxianus CDBBL-278 al modelo logistico bajo
diferentes condiciones de oxigeno disuelto. La linea continua representa el ajuste al
modelo logistico del crecimiento bajo condiciones aerobias. La linea punteada indica el
crecimiento ajustado al modelo logistico bajo condiciones anaerobias El simbolo ¢ indica
el crecimiento del microorganismo sin ajuste al modelo logistico bajo condiciones aerobias
de crecimiento. El simbolo A indica el crecimiento bajo condiciones anaerobias sin ajustar

al modelo logistico.

A partir de estos cultivos se investigd si existe una correlacién directa entre el
aumento de la actividad de la endo-PG en condiciones anaerobias y un aumento

en la expresion del gen. Este estudio es de gran importancia debido a que no hay
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reportes en los que se estudie la expresion del gen de enzimas poligalacturonasas

gue se encuentren reguladas por el oxigeno.

7.4 Montaje de la técnica de extraccion de RNA

Con la finalidad de montar una técnica ideal para la extraccibn de RNA se

ensayaron tres metodologias de extraccion.

Los resultados de la extraccion para cada uno de los métodos empleados se

resumen en el gel de agarosa que se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de extraccion de RNA.
Carril 1 y 2: método 1 de extraccion (Purelink RNA minikit); carril 3 y 4: método 2 de
extraccion (Buffer LETS/acetatos-SDS); carril 5 y 6: método 3 de extraccién (Buffer

LETS/fenol: cloroformo: isopropanal).

-63-



Posterior a la extraccion de RNA se procedio a cuantificar con el equipo Nanodrop

la concentracion de RNA extraida. Los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4 Cuantificacion de RNA con los diferentes métodos de extraccion

Relacién absorbancia
Método de extraccion Concentracion (ng/pl)
(260/280)

1. Pure link RNA mini kit 344.05 2.06
2. Extraccion LiCl/acetatos-SDS 1412.6 2.19
3. Extraccion

1767.4 2.11
LiCl/fenol/cloroformo/isopropanol

Un criterio para continuar con el proceso de obtencién de cDNA y realizar el PCR
cuantitativo es tener una relacion de absorbancia de 260/280 igual a 2 (Vaudano
et al. 2010), ademas de visualizar la integridad del RNA en un gel de agarosa en

condiciones nativas o en un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes.

Se puede observar en la Tabla 4 que la relacion 260/280 para las muestras
extraidas se encuentra dentro de los valores adecuados para ser considerada
como una buena extraccion. Esta relacion de 260/280 es importante ya que indica
el grado de contaminacion de la muestra con diferentes reactivos. En la longitud
de onda de 260 nm se obtiene el pico maximo de absorbancia para los acidos

nucleicos y en 280 se obtiene un pico maximo de absorbancia para proteinas y
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compuestos fendlicos. Si la relacion 260/280 es menor de 2, éste resultado es un
indicativo de que la muestra puede contener residuos de proteinas o compuestos
fendlicos los cuales pueden interferir en la reaccion de PCR inhibiéndola. Si el
valor de relacion 260/280 es igual a dos o mayor pero en el gel de agarosa no hay
presencia de bandas o éstas son muy difusas, significaria que se degradd el RNA
y solo se estan cuantificando los reactivos con los que se realiz6 la extraccion. Si
por el contrario se observa en el gel una sola banda intensa en la parte superior
esto indica la presencia de DNA gendmico. Por tanto es importante ademas de

cuantificar realizar el gel de agarosa.

En la Figura 9 se muestra el gel de agarosa al 1% en condiciones nativas donde
se observan las bandas caracteristicas del gen ribosomal 28S (banda superior) y
18S (banda inferior) en todas las muestras, siendo ma&s marcadas (mayor
intensidad) y con menos contaminacion de DNA gendmico en la extraccion

realizada con el kit.

Con base en estos resultados se concluyd que el método en el que se extrae RNA
de mejor calidad es con el Pure link RNA minikit (método 1) por lo que con este

método se realizaron las extracciones a partir de las fermentaciones.

7.4.1 Extraccion de RNA en condiciones aerobias y anaerobias de crecimiento

Después de los experimentos de crecimiento de K. marxianus CDBBL-278 bajo

las diferentes condiciones de aireacion, se llevd a cabo la extraccion de RNA de
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acuerdo a lo descrito en la metodologia. En la Figura 10A se muestra el gel de
agarosa de la extraccion de RNA en condiciones de crecimiento aerobio donde se
observan las bandas caracteristicas de RNA ribosomal 28S y 18S; sin embargo,
también se observa DNA gendmico, el cual se considera una contaminacion ya
que la presencia de este podria subestimar la concentracion real del RNAm del
gen de la endo-PG. En la tabla 5 se resumen los resultados de la cuantificacion
del RNA extraido en los diferentes tiempos de crecimiento asi como los valores de

relacion de absorbancia a 260/280.
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Figura 10. Electroforesis de RNA total obtenido a partir del crecimiento de K. marxianus
CDBBL-278 en condiciones aerobias (A) y anaerobias (B). Los carriles marcados con el
namero 3, 6 y 9 representan los tiempos (en horas) de crecimiento a partir de los cuales

se obtuvieron las muestras.

En la Figura 10B se muestra el gel de agarosa de la extraccion de RNA obtenido a
partir del crecimiento en condiciones anaerobias. Se observa en el gel las bandas
representativas del RNA ribosomal 28S y 18S asi como la presencia de DNA
gendmico que como se menciond anteriormente se considera un contaminante. En
la tabla 6 se resumen los resultados de la concentracion de RNA obtenido en los

diferentes tiempos de crecimiento asi como la pureza del mismo reportado como
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la relacion de absorbancia de 260/280. Dicha relacion debe ser de al menos 1.9

ya que de lo contrario existe la posibilidad de tener compuestos que pueden inhibir

la reaccion.

Tabla 5. Concentracion y pureza del RNA extraido a partir del crecimiento aerobio

Tabla 6.

Muestra Concentracion | Pureza de RNA
(tiempo de RNA (ng/uL) relacion de
crecimiento en h) absorbancia
260/280)
3 15.2 1.94
6 55.8 2.13
9 52.8 2.10

Concentracion y pureza del RNA extraido a partir del crecimiento anaerobio.
Muestra Concentracion | Pureza de RNA relacién
(tiempo de RNA (ng/uL) | de absorbancia 260/280
crecimiento en h)
3 15.7 1.98
6 445 2.12
9 58.5 2.14

7.5 Tratamiento con DNAsa a las muestras de RNA
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Con la finalidad de eliminar el DNA gendémico (gDNA) que se extrajo junto con el
RNA se llevo a cabo un tratamiento con la enzima DNAsa libre de RNAsa de la

marca Promega.

Se tomaron alicuotas de RNA para obtener una concentracion de 100 ng. Se
realiz6 una modificacion al protocolo recomendado por el proveedor ya que se
afadio el doble de cada uno de los reactivos y se incub6 durante 1 h a 37 °C. Con
la finalidad de asegurar la eliminacion total del gDNA presente en las muestras de
RNA extraido. Después del tratamiento con la enzima DNAsa se realiz6 un PCR
punto final para corroborar que no habia amplificacién en las muestras de RNA.
Una vez que se aseguroé la no amplificacion por medio de PCR de las muestras de
RNA se procedid a realizar la reaccion de transcripcion inversa para pasar el RNA
a DNA complementario (cDNA) y con este ultimo realizar el PCR tiempo real o

cuantitativo (RT-g-PCR).

En la Figura 11 se observa el gel de agarosa de los productos de PCR realizados
a las muestras de RNA después del tratamiento de DNAsa. Como se esperaba en
estas muestras (carriles 1 y 2) no hay amplificacion ya que el molde para el PCR
es DNA y en estas muestras existe s6lo RNA. En los carriles 3 y 4 se observa la
amplificacion de una banda después de la transcripcion inversa (para obtener
cDNA a partir de RNA). Estos resultados corroboran que el tratamiento con DNAsa
utilizado para la eliminacion de gDNA fue el adecuado, por lo que se utilizé este
método para tratar el resto de las muestras de las fermentaciones. En caso de que

hubiera aparecido una banda de amplificacion después del tratamiento con DNAsa
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del RNA extraido, se tendria que repetir el tratamiento con DNAsa hasta que no se

obtuviera producto de amplificacion.

Figura 11. Electroforesis del producto de PCR obtenido a partir de RNA extraido de la
levadura en crecimiento anaerobio después del tratamiento con DNAsa. Carril 1 y 2:
amplificacion de RNA después de tratamiento de DNAsa; carril 3 y 4: amplificacién de
cDNA obtenido a partir de las muestras de los carriles 1 y 2; Carril 5: Control negativo de

reactivos.

7.6 Disefio de cebadores para el PCR cuantitativo

Una vez que se comprobo la presencia del gen EPG en la cepa de K. marxianus
CDBBL-278, se llevé a cabo el disefio de los cebadores que se utilizaron en el

PCR cuantitativo.

Se utilizé el software proporcionado en la pagina del IDT (https://www.idtdna.com)

siguiendo las instrucciones especificadas para obtener diferentes combinaciones
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de cebadores y al final se seleccion6 un juego de cebadores tomando en cuenta

los criterios de seleccién mencionados en la metodologia.

7.6.1 Verificacion del disefio de los cebadores y estandarizacion de las

temperaturas de hibridacion para el PCR tiempo real

Después del disefio de los cebadores, éstos se probaron realizando un PCR punto
final con gradiente de temperatura para encontrar la temperatura de hibridacion
que no provocara la formacion de dimeros de cebadores u otras estructuras
secundarias entre ellos. Posteriormente se realizdé una electroforesis en gel de
agarosa al 2% utilizando buffer TBE como solucién de corrida; en dicho gel se
verificé la presencia de una sola banda con el tamafio de amplicon esperado de
acuerdo al disefio del cebador. En la Figura 12 se muestra el gel de agarosa

correspondiente a la amplificacion del gen de la endo-PG.
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Figura 12. Electroforesis del producto de PCR con gradiente de temperatura de 52 a 60

°C para la amplificacién del gen EPG. M: Marcador de talla molecular.

Se observa que en las temperaturas de 52, 53, 54 y 58 °C se obtiene la
amplificacion de una sola banda de alrededor de 150 pares de bases en las
muestras positivas y la ausencia de amplificacién en los controles negativos. Por
otra parte, se observa también la amplificacion de una sola banda en las muestras
positivas de las temperaturas de 55, 56 y 60 °C; sin embargo en los controles
negativos de estas temperaturas se observa una banda la cuél puede deberse a la
formacién de dimeros de cebadores, o alguna otra estructura secundaria lo cual
significa que estas temperaturas de hibridacién no son adecuadas para llevar a

cabo las reacciones de amplificacién.

La Figura 13 muestra el gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos con el

gradiente de temperatura de hibridacibn de 53 a 63 °C para verificar la
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amplificacion del gen 18S. Bajo estas condiciones se obtuvo la amplificacion de
una sola banda correspondiente aproximadamente a 123 pares de bases, lo cual
significa que los cebadores disefiados son especificos para amplificar el fragmento
del gen 18S esperado. Se observa también que en el intervalo de temperatura de
53 a 63 °C no hay formacion de estructuras secundarias, ya que en los controles
negativos no hay presencia de bandas amplificadas. Por lo que la amplificacion del
gen 18S con los cebadores aqui especificados es factible en el intervalo de

temperatura de 53 a 63 °C.
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Figura 13. Electroforesis del producto de PCR con gradiente de temperatura de 53 a 63

°C para la amplificacién del gen 18S

Finalmente se realiz6 un PCR con gradiente de temperatura de hibridacion de 53 a
57.2 °C para verificar la amplificacion del gen ACT1. Se puede observar en la
Figura 14, que en el intervalo de temperatura experimentado se obtiene la
amplificacion de una sola banda correspondiente aproximadamente a 125 pares
de bases lo cual significa que los cebadores disefiados son especificos para

amplificar el fragmento del gen ACT1 esperado. Se observa también que en el
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intervalo de temperatura de 53 a 57.2 °C no hay formaciéon de estructuras
secundarias, ya que en los controles negativos no hay presencia de bandas
amplificadas. Por lo que la amplificacion del gen ACT1 con los cebadores aqui

especificados es factible en el intervalo de temperatura de 53 a 57.2 °C.

53°C 53.7°C 54.7°C 55.7°C 57.2°C

100 pb

Figura 14. Electroforesis del producto de PCR con gradiente de temperatura de 53 a 57.2

°C para la amplificaciéon del gen ACT1

7.6.2 Verificacion de la especificidad y amplificacion por PCR tiempo real de las

sondas

Una vez que se verificd que los cebadores disefiados amplificaban una sola banda
y después de encontrar la temperatura en la cual no se observa la formacién de

estructuras secundarias se procedié a examinar las sondas.

Para tal efecto se realizaron reacciones de PCR tiempo real para cada uno de los
genes con sus respectivos juegos de sondas y cebadores. Las reacciones de PCR

se realizaron de acuerdo a lo descrito en el punto 5.1.2 descrito en la metodologia.
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En la Figura 15 se observa el grafico de PCR tiempo real para los ensayos del gen
EPG y 18S. Se observa que para los dos genes hay un aumento en la
fluorescencia, este aumento en la sefal de fluorescencia es un indicio de que las

sondas estan bien disefiadas.
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Figura 15. Curvas de amplificacion por PCR tiempo real de los genes 18S (izquierda) y

EPG (derecha) para verificacion de especificidad de los cebadores y sondas disefiados.

En la Figura 16 se observa el grafico de amplificacion por PCR tiempo real para
los ensayos del gen ACT1. Se observa que hay un aumento en la fluorescencia
durante la amplificacion de este gen, este aumento en la sefial de fluorescencia es

un indicio de que la sonda fue bien disefiada.
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Figura 16. Curvas de amplificacion por PCR tiempo real del gen ACT1 para verificacion de

especificidad de los cebadores y sondas disefiados

Una vez que se confirmd que el disefio de los cebadores para cada gen
amplificara el tamafo de los fragmentos esperados, se obtuviera una sola banda
como producto de la amplificacion y la ausencia de formacion de estructuras
secundarias; y para el caso de las sondas que se observara el aumento en la
sefial de fluorescencia se procedid a trabajar en la estandarizacion de las
condiciones de PCR tiempo real para obtener la eficiencia de amplificacion para

los cebadores.
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7.7 Determinacion de la eficiencia de amplificacion de los genes EPG, 18S y ACT1

Debido a que se llevo a cabo una cuantificacion relativa de la expresion del gen de
la endo-PG con respecto a la expresion de genes normalizadores, fue necesario
determinar la eficiencia de amplificacion de cada uno de los genes en una
condicién de crecimiento para posteriormente realizar los calculos de los niveles

de expresion.

Para determinar la eficiencia de amplificacion se decidio utilizar una sola
temperatura de hibridacién para los tres genes. Se seleccioné la temperatura de
54 °C ya que cuando se realizaron los gradientes de temperatura se observé que
bajo estas condiciones no hay formacién de estructuras secundarias en ninguno
de los casos y se obtiene también un solo producto de amplificacién. Para el PCR
tiempo real se utilizé el cDNA obtenido de la fermentacion aerobia. Las diluciones
y reacciones de PCR se llevaron a cabo de acuerdo a lo descrito en el punto 6.1

de la metodologia. Se amplificaron los genes ACT1, 18Sy EPG.

Los resultados obtenidos para el gen ACT1 se muestran en la Figura 17. En el
panel A se observan las curvas de amplificacién, los duplicados para cada dilucién
y el control negativo de reactivos. En el panel B se encuentra el valor de la
eficiencia de amplificacion obtenido para este par de cebadores siendo el valor de
100%. Los valores de Ct obtenidos para cada dilucion se muestran en el Anexo 1.
Cabe seialar que se obtiene un buen coeficiente de correlacion (0.998) para los
valores de curva de actina y una eficiencia de amplificacion de 101%. Las

eficiencias derivadas de las series de diluciones no son valores exactos sino son
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estimadas con una incertidumbre. Esto explica las eficiencias aparentemente
imposibles mayores a 100%, lo que sugiere también que valores de eficiencia de
94% no son realmente diferentes de valores de 99% (Brookman- Amissah et al.

2015).

Panel A Panel B

Eficiencia de la |1.01338 (* =

reaccion (*) 107M(-1/m) - 1)

Norm. Fluoro.

M (pendiente) [-3.29028

B (ordenada al |32.66217

10° _ | ‘ , ‘ | | | origen)
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle
Valor R 0.99916
Valor R"2 0.99832

Figura 17. Curvas de amplificacién por PCR tiempo real y resultados de la eficiencia de

amplificacién obtenidos para el gen ACT1.

Para el caso de la eficiencia de amplificacion del gen EPG los resultados se
observan en la Figura 18. Se aprecia en el panel A, el duplicado para cada dilucién
de las curvas de amplificacion para el gen EPG. En el panel B se presenta la

eficiencia de amplificacién. Los valores de la concentracion de las diluciones y los
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valores de CT obtenidos para cada dilucion se presentan en el Anexo 1. En este

caso se obtuvo un valor de eficiencia de amplificacion de 98%.

Panel A Panel B

Eficiencia

de la reaccién (*)

0.98853 (* =

107(-1/m) - 1)

z M (pendiente) -3.34972
£
5 10
B B (ordenada al 36.96344
1077
origen)
107 : : : : ‘ : : :
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle Valor R 0.99485
Valor R"2 0.98972

Figura 18. Curvas de amplificacién por PCR tiempo real y resultados de la eficiencia de

amplificacién obtenidos para el gen EPG

Los resultados de eficiencia de amplificacién para el gen 18S se muestran en la

Figura 19. Se obtuvo una eficiencia de amplificacién de 99%.
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Panel A

Eficiencia de la [0.99025 (* = 10”\(-
P reaccion (*) 1/m) - 1)
g 10 M (pendiente) |[-3.34551
£ B (ordenada al |18.20439
10° origen)
107 ‘ ‘ ‘ , ‘ ‘ ‘ ‘ Valor R 0.997
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle
Valor R"2 0.994

Figura 19 Curvas de amplificacién por PCR tiempo real y resultados de la eficiencia de

amplificacién obtenidos para el gen 18S

7.8 Cuantificacion del gen EPG durante el crecimiento de K. marxianus en

condiciones de oxigeno controladas

Finalmente se realiz6 un experimento en el cual se amplifico el gen EPG a partir
muestras de cDNA obtenidas durante el crecimiento aerobio y anaerobio. Ademas
de estas muestras también se realiz6 el PCR de controles negativos de reactivos.
Las curvas de amplificacion para las muestras obtenidas durante el crecimiento en
condiciones anaerobias se muestran en la Figura 20 y en la Figura 21 para el caso
del crecimiento en condiciones aerobias. Los Valores de Ct obtenidos en la PCR

se muestran en el Anexo 2 para cada una de las diferentes muestras.
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Norm. Fluoro.

Figura 20. Curvas de amplificacion por PCR tiempo real para la cuantificacion de la

expresion del gen de la endo-PG en condiciones anaerobias de crecimiento.

10 Threshold

o -15
S
=
o
£ i
S 107
1077,
10‘3 L 1] L 1] : ‘.' T T 1 T
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Figura 21. Curvas de amplificacion por PCR tiempo real para la cuantificacion de la

expresion del gen de la endo-PG en condiciones aerobias de crecimiento
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El promedio del valor de Ct para el gen EPG obtenido a las 9 horas de crecimiento
bajo condiciones anaerobias fue de 27.94+0.87, mientras que para el crecimiento
aerobio en el mismo tiempo fue de 32.69+1.34 (Figura 22); ya que el valor de Ct
es inversamente proporcional al valor inicial de cDNA presente en las muestras, se
observa que se obtuvo un mayor nivel de expresion del gen EPG bajo condiciones
anaerobias de crecimiento. Estos resultados confirman que disminuyendo la
saturacion de OD en el medio de crecimiento se favorece la induccion de la
expresion del gen, resultando un incremento en la actividad de la endo-PG. Este
hallazgo es muy importante ya que actualmente no hay referencias donde se
estudien enzimas pectinasas que se regulan bajo diferentes concentraciones de
oxigeno, adicionalmente es preciso incidir que tampoco hay documentacién donde
se haya analizado la correlaciéon de la actividad de estas enzimas con los niveles

de expresion de los genes.
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Cuantificacion del gen EPG

40.00 -
35.00 - 32.69
30.00 A
25.00 -
& 20.00 -
15.00 1
10.00 A
5.00 -
0.00 1

27.94

EPG | EPG

AEROBIA | ANAEROBIA
Condiciones de crecimiento

Figura 22. Valores de Ct obtenidos bajo condiciones aerobias y anaerobias de

crecimiento para K. marxianus

En la Figura 23 se muestra el grafico con los valores de Ct para la cuantificacion
del gen EPG y los genes utilizados como normalizadores 18S y ACT1. Se observa
qgue hay diferencia significativa entre los valores de Ct obtenidos para el gen EPG
en condiciones aerobias y anaerobias de crecimiento, mientras que para los genes
normalizadores ACT1 y 18S no hay diferencia significativa en la expresion entre
las dos condiciones en estudio; se muestra también un claro aumento en la
expresion del gen EPG en condiciones anaerobias de crecimiento comparado con
las condicione aerobias, lo cual demuestra una induccién del gen bajo condiciones

aerobias.
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Cuantificacion nivel de expresion

40.00
35.00 32.69
30.00 27.94 27.94 27.60
25.00
& 20.00
15.00 11.38 11.16
10.00
5.00 I I
0.00

EPG (A) EPG (AN) 185 (A) 185 (AN) ACT1(A)  ACT1(AN)

Figura 23. Valores de Ct obtenidos para el gen blanco EPG y los genes normalizadores

18S y ACT1 bajo condiciones aerobias (A) y anaerobias (AN) de crecimiento.

Finalmente se realizé la cuantificacién relativa del gen EPG mediante la ecuacion
reportada por Hellemans et al (2007) (Ecuacién 2), mostrando que hay un
aumento de 21.19 veces la expresion del gen en condiciones anaerobias
comparado con el crecimiento en condiciones aerobias. Estos resultados
coinciden con los valores de Ct encontrados donde, se observa una mayor

cantidad de cDNA en el crecimiento anaerobio con respecto al aerobio.

Los resultados muestran que la expresion del gen EPG no es constitutiva como lo
reportan algunos autores (Wimborne y Rickard et al. 1978, Schwan et al. 1996) si
no que es inducida por la concentracién de OD en el medio de cultivo. Debido al

incremento en la expresion del gen EPG obtenido por K. marxianus bajo
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condiciones anaerobias, se podria suponer que su regulacion tiene lugar a nivel
transcripcional, es decir, podria estar regulado por algunos factores relacionados a
con la adaptacion de la levadura a condiciones de crecimiento anaerobio o
factores de estrés, como sucede con el gen PUG1 de Saccharomyces cerevisiae
el cual codifica una endo-PG, En tal caso, se ha estudiado que su expresion es
regulada por factores transcripcionales que regulan también genes responsables
del fendmeno de floculacion y formacion de pseudomicelio bajo condiciones de
estrés por inanicién (Louw et al. 2010).

Se observé también que la actividad especifica de la endo-PG se increment6 5
veces bajo condiciones anaerobias comparado con el crecimiento aerobio, lo cual
se puede correlacionar con el aumento en el nivel de la expresion del gen
observado. El hecho de que el aumento en el nivel de expresién del gen sea
mayor que el incremento en la actividad enzimatica bajo condiciones anaerobias,
podria deberse a control de la traduccién, ya que no todo el RNAm que se produce
es traducido a proteina (Shah et al. 2013), o a otros mecanismos de control de la
expresion génica como la estabilidad del ARNm, cuya vida media se ve afectada
por la presencia de otras moléculas reguladoras las cuales se encargan de
degradar al ARNm en el citosol o0 a modificaciones post-traduccionales que

pueden conducir a un cambio en su actividad (Reece et al. 2011)
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8. CONCLUSIONES

El gen de endo-PG de K. marxianus CDBBL-278 es una variante distinta a las
otras secuencias reportadas para esta misma enzima (EPG1 y EPGL1 alelo EPG1-

2)

El analisis filogenético reveld una clara separacion entre las endo-PG del género
Saccharomyces y las del género Kluyveromyces, y entre las endo-PG del género
Kluyveromyces se observa una diferencia entre las endo-PG de K. marxianus que
contienen el aminoacido adicional valina (cepas DMKU3-1042, CECT 1043 y

CDBBL-278) y la cepa que no tiene este aminoacido (cepa BMKY-719).

Se confirma la hipotesis de que el nivel de oxigeno disuelto en el medio de cultivo
repercute en el nivel de expresiéon del gen de la endo-PG al observar una mayor
expresion del gen en condiciones de crecimiento anaerobio comparado con el

aerobio.

Las condiciones de crecimiento anaerobio promovieron la actividad de la endo-PG
asi como la expresion del gen EPG, estos resultados resaltan que el aumento en la
produccion de la endo-PG bajo condiciones de cultivo anaerobio es una
consecuencia de la regulacién del gen EPG debido a la saturacion del OD en el

medio de cultivo.
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9. PERSPECTIVAS

La expresion del gen EPG es una cuestion compleja, por una parte, se ha
demostrado que se reprime por el oxigeno, pero se ha reportado que es inducida
por la pectina en condiciones aerobias (Garcia Garibay et al. 1987); por lo que
vale la pena estudiar los diversos aspectos involucrados en la represion-activacion

de éste gen, que parece ser inusual.

Algunas de las perspectivas que se derivan de este estudio se circunscriben a la
cuantificacion del gen de la endo-PG agregando como inductor pectina al medio
de crecimiento en condiciones aerobias y comparar la expresion del gen en estas
condiciones con las de crecimiento anaerobio, con la finalidad de evaluar si los
inductores aumentan en la misma proporcion la expresion y actividad de la
enzima.

Por otra parte se podria realizar un estudio utilizando la técnica de microarreglos,
para analizar los genes que se activan adicionando pectina como inductor a un
medio en crecimiento aerobio para K. marxianus, y otro estudio para determinar
los genes que se activan bajo condiciones de crecimiento anaerobio; con la
finalidad de elucidar si el gen de la endo-PG se regula de la misma forma con dos

inductores diferentes.
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11. ANEXOS

Anexo 1

Preparacion de reactivos para actividad enzimatica
Reactivo 1 Nelson Somogyi

Solucién A

En 800 ml de agua destilada disolver 25 g de Na,COg3, afiadir poco a poco hasta
disolucion total 25 g de KNaC4H404:-4H,0, 200 g de Na;SO4y 20 g de NaHCOs.
Aforar la soluciéon a 1 litro con agua destilada. Conservar en frasco ambar a
temperatura ambiente

Solucién B

En 200 ml de agua destilada, afadir por las paredes del recipiente 4 gotas de
H.SO, concentrado, posteriormente, afiadir 30 g de CuS0O4.5H,0

Para obtener el reactivo final, mezclar 1 ml de la solucion B y 25 ml de la solucién
A

Reactivo 2 Nelson Somogyi
Solucién A

En 450 ml de agua destilada afadir por las paredes del recipiente, lentamente, 21
ml de H,SO, concentrado. Posteriormente afiadir 25 g de (NH4)sM07024 - 4 H,0.

Solucion B
En 25 ml de agua destilada disolver 3 g NazAsO,. 7H,0

Mezclar lentamente y con agitacion las soluciones A y B y aforar a 500 ml con
agua destilada. Calentar a 55 °C durante 30 min. Dejar enfriar y guardar en frasco
ambar.
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Anexo 2

Tabla 1. Valores de Ct obtenidos para la determinacion de la eficiencia de

amplificacion del gen ACT1

Nombre
1 |ACTD1 28.40
2 |ACTD1.2 28.34
3 |ACT D2 29.43
4 |ACT D2.2 29.42
5 |ACT D3 30.30
6 |ACT D3.2 30.31
7 |ACT D4 31.37
8 |ACT D4.2 31.38
9 [NTC ACT
(Control negativo)
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Tabla 2. Valores de Ct obtenidos para la determinacion de la eficiencia de

amplificacion del gen EPG

Nombre

EPG D1

Ct

32.78

EPG D1.2

32.52

EPG D1.3

32.58

EPG D2

33.60

EPG D2.2

33.58

EPG D2.3

33.67

EPG D3

34.52

EPG D3.2

34.41

EPG D3.3

34.73

10

EPG D4

35.54

11

EPG D4.2

35.66

12

EPG D4.3

35.83

13

NTC EPG
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Tabla 3. Valores de Ct obtenidos para la determinacion de la eficiencia de

amplificacion del gen 18S

No. Nombre Ct
1 |18S D1 13.87
2 |18SD1.2 14.02
3 |18SD1.3 13.71
4 118S D2 14.99
5 (185 D2.2 14.77
6 (18SD2.3 14.74
7 {18S D3 15.90
8 |18S D3.2 15.89
9 (18S D3.3 15.82
10 (18S D4 16.90
11 |18S D4.2 16.88
12 |18S D4.3 16.86
13 |control negativo
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Anexo 3.

Tabla 1. Valores de Ct obtenidos en el PCR cuantitativo para el gen EPG en

muestras del crecimiento anaerobio de K. marxianus CDBBL-278

Nombre Tipo de muestra Ct
1 |anaerobiaepg |Desconocido
2 |anaerobia epg |Desconocido 26.83
3 |anaerobiaepg |Desconocido 26.99
4 |anaerobia 18S |Desconocido 9.89
5 |anaerobia 18S |Desconocido 9.82
6 |anaerobia 18S |Desconocido 9.59
7 |anaerobia actina|Desconocido 27.61
8 |anaerobia actina|Desconocido 27.46
9 |anaerobia actina|Desconocido 27.28
10 |anaerobia epg |Desconocido 28.10
11 |anaerobia epg |Desconocido 28.04
12 |anaerobia epg |Desconocido 28.34
13 |anaerobia 18S |Desconocido 10.69
14 |anaerobia 18S |Desconocido 10.64
15 |anaerobia 18S |Desconocido 12.11
16 |anaerobia actina|Desconocido 28.35
17 |anaerobia actina|Desconocido 28.43
18 |anaerobia actina|Desconocido 28.15
19 (ntc epg NTC
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Continuacion tabla 1

Nombre Tipo de muestra Ct

20 |ntc actina NTC

21 |ntc 18S NTC

22 |neg (1) epg Control negativo

23 |neg (1) act Control negativo

24 |neg(l1) 18S Control negativo

25 |neg (2) epg Control negativo

26 |neg (2) act Control negativo

27 |neg (2) 18S Control negativo|38.70
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Tabla 2. Valores de Ct obtenidos en el PCR cuantitativo para el gen EPG en
muestras de crecimiento aerobio de K. marxianus CDBBL-278

No.| Nombre Tipo Ct
1 |aerobia EPG |Desconocido 33.54
2 |aerobia epg |Desconocido 33.85
3 |aerobia epg |Desconocido 33.35
4 |aerobia act |Desconocido 28.88
5 |aerobia act |Desconocido 28.91
6 |aerobiaact |Desconocido 28.72
7 |aerobia 18S |Desconocido 12.15
8 |aerobia 18S |Desconocido 12.24
9 |aerobia 18S |Desconocido 12.26
10 |aerobia epg |Desconocido 30.76
11 |aerobia epg |Desconocido 30.66
12 |aerobia epg |Desconocido 30.87
13 |aerobia act |Desconocido 27.67
14 |aerobia act |Desconocido 27.51
15 |aerobia act |Desconocido 27.57
16 |aerobia 18S |Desconocido 1151
17 |aerobia 18S |Desconocido 11.32
18 |aerobia 18S |Desconocido 11.29
19 |negativo epg |Control negativo

20 |negativo act |Control negativo
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No.

21

Nombre

negativo 18S

Tipo

Control negativo

Ct

32.10

22

negativo epg

Control Negativo

23

negativo act

Control Negativo

24

negativo 18S

Control Negativo

34.23

25

NTC epg

NTC (control negativo)

26

NTC act

NTC

27

NTC 18S

NTC

Continuacion tabla 2.
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Abstract

The yeast strain Kluyveromyces marxianus CDBB-L-278 is an outstanding producer of endopolygalacturonase (EC.
3.2.1.15); it has been reported that its production is repressed under high dissolved oxygen tension. The expression of
the endopolygalacturonase gene (EPG) from this yeast was compared under both aerobic and anaerobic conditions and was
related (o the enzyme activity. Specific enzyme production under anaerobic conditions (0.233 uPG mg ') was five times
higher than that obtained under aerobic conditions (0.048 uPG mg '), demonstrating that anaerobic growth promotes
the synthesis of endo-PG: relative quantification of EPG gene expression was 21.19 times higher in anaerobic culture,
suggesting that production of endo-PG under anaerobic culture conditions is a consequence of the regulation of the EPG
gene by dissolved oxygen saturation in the growth medium. Results point out that the higher production of endo-PG under
anaerobic culture conditions is a consequence of the regulation of EPG gene.

Keywords: dissolved oxygen regulation, endopolygalacturonase, EPG gene, Kluyveromyces marxianus, pectinase.

Resumen

La cepa de levadura Kluyveromyces marxianus CDBB-1-278 es una extraordinaria productora de endopoligalacturonasa
(EC. 3.2.1.15): se ha reportado que esta produccion se reprime bajo una alta tensién de oxigeno. La expresidn del gen de
la endopoligalacturonasa (EPG) de esta levadura se comparé bajo condiciones acrobias y anacrobias y se relacioné con la
actividad enzimdlica. La producci6n especifica bajo condiciones anaerobias (0.233 uPG mg ™) fue cinco veces mayor que
la actividad especifica obtenida bajo condiciones aerobias (0.048 uPG mg '), demostrando que el crecimiento anaerobio
promueve la sintesis de la endo-PG: la cuantificacion relativa de la expresion del gen EPG fue 21.19 veces mayor en el
cultivo anaerobio, sugiriendo que la produccion de la endopoligalacturonasa bajo condiciones anaerobias es consecuencia
de la regulacién del gen EPG por las condiciones de saturacion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo. Los resultados
demuestran que el aumento de la produccién de endo-PG bajo condiciones anaerobias es consecuencia de la regulacion del
gen EPG.

Palabras clave: dissolved oxygen regulation, endopolygalacturonase, EPG gene, Kluyveromyces marxianus, pectinase.
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1 Introduction

Kluyveromyces marxianus is a food grade yeast that
has been used commercially for the production of
single cell protein, alcohol. lactase and other goods,
and its potential in food biotechnology is even wider
(Fonseca er al.. 2008: Pérez er al., 2013; Martinez-
Corona et al.. 2015). For instance. it has a great
potential in the production of enzymes (Espinoza et
al.. 1992), such as endo-polygalacturonase (endo-PG,
EC. 3.2.1.15). an efficient pectin-degrading enzyme
that cleaves the internal e-1.4-D glycosidic linkages
displaying macerative properties in vegetable tissues
(Espinoza et al.. 1992; Alimardani et al.. 2011); this
pectinase has been studied since long ago (Luh and
Phaf. 1951: Luh and Phaf, 1954) and its use in
the process of clarification of apple juice has been
successfully demonstrated (Gémez-Ruiz er al., 1988).
Particularly. the strain K. marxianus CDDB-L-278
has demonstrated to be an exceptional producer of
endo-PG showing notably higher activity of pectinase
than any other K. marxianus strain tested by our
group (Espinoza er al.. 1992). Production studies of
endo-PG by K. marxianus have demonstrated that
synthesis is repressed by dissolved oxygen (DO) in
the growth medium (Wimborne and Rickard, 1978;
Garcia-Garibay et al.. 1987). A later study by Cruz-
Guerrero et al., (1999) found that 3.3 mgl~' of
DO was the threshold for the repression of enzyme
production in the strain K. marxianus CDBB-L-278.

Beyond these physiological studies. there are no
reports regarding the expression of EPG gene related
to DO level in the medium: the current paper deals
with the effect of DO in the expression of the EPG
gene of K. marxianus CDBB-L-278 and the resulting
activity of endo-PG. The study of the influence of DO
on expression of EPG gene is important in order to
allow an improved control on the production of endo-
PG by the yeast, and will contribute to understand
the interesting mechanism of gene control expression
by oxygen. which. as far as we know, has not been
studied.

2 Materials and methods

2.1 Strain

K. marxianus CDBB-L-278 was obtained from de
Culture Collection of the Centre for Research and
Advanced Studies (CINVESTAV) at the National
Polytechnic Institute, Mexico City. This strain was

maintained on potato-dextrose agar slants (Bioxon.
Mexico).

2.2 Culture medium

A synthetic medium was used containing (g 100
ml~'): glucose 2, (NH4);SO4 0.2. KH,PO4 0.05.
MgSOy4 0.05 and yeast extract 0.2: glucose and salts
were from J.T. Baker (Mexico), and yeast extract was
from Bioxon (Mexico). Medium pH was adjusted to 5
and autoclaved for 15 min at 121°C.

2.3 Culture conditions

Inoculum was prepared in  Erlenmeyer flasks
containing 50 ml of culure medium in a New
Brunswich G-24 rotatory shaker (200 rpm. 30°C)
and growth 16-18 h. Fermentations were conducted
in a New Brunswick BioFlo Ilc fermenter with |
I of medium at 30°C during 9 h. using 50 ml of
inoculum with an optical density of 1.8 (measured at
650 nm). Aerobic fermentations were performed with
an air flow of 2 vvm; the dissolved oxygen saturation
was automatically controlled at 60% by adjustments
in the stirring rate. Anaerobic fermentations were
performed without air flow and a stirring rate of 50
rpm. Samples of 15 ml were taken at 0. 3, 6 and 9 h:
biomass was determined by turbidity at 650 nm and
reported as dry weight basis biomass using a standard
curve as reported by Garcia-Garibay er al.. (1987):
samples were centrifuged at 3020 g for 5 min. and

~enzymatic activity was measured in the supernatant:

cells were diluted in 1 ml of sterile DEPC-water
(diethyl pyrocarbonate, Sigma) and maintained at -
70°C for RNA extraction.

2.4 Adjustment of yeast growth

Experimental data of yeast growth were adjusted by
Ec. (1) according to the logistic model of Velhurst-
Pearl using the Solver tool of Excel (Microsoft Office
2007).

Xlnu\
X=z2—mg———————— (1)
] + XIIIU.\' i Xt' e\p_‘“
Xu }

Where:

X, = initial biomass concentration g I~
Xpax = maximal biomass concentration g |~
4 = specific growth rate h~!

{=time h

|
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2.5  Endo-PG activity

[t was measured by the increase in reducing groups
release from a polygalacturonic acid solution (Sigma)
(Garcia-Garibay et al.. 1987). One unit of endo-PG
was defined as the amount of enzyme which releases
I pmol of reducing groups per minute (uPG ml™").
Specific activity was defined as the enzymatic activity
per mg of yeast biomass (uPG mg™").

2.6 RNA isolation and reverse transcription

RNA was isolated from 9 h aerobic and anacrobic
culture  samples using Purelink  RNA  minikit
(Ambion). following manufacturer’s instructions.
Cell disruption was done using 400-600 um acid
washed glass beads (Sigma). RNA quality was
evaluated through 1% agarose gel electrophoresis
performed in a Thermo EC Minicell chamber
(USA) using constant voltage of 60 V. 90 min: the
running bufter was TAE X prepared with DEPEC-
water: gels were stained with GelRed (Biotium,
USA) and the bands were visualized by means of
an image analyzer (MiniLumi DNR. Bio-Imaging
Systems Ltd, Jerusalem, Israel). RNA purity was also
confirmed measuring the absorbance ratio at 260/280.
with NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific):
absorbance at 260 nm was used to determine RNA
concentration.

RNA samples were treated with RQI RNase-
Free DNase (Promega) to remove any residual
DNA contamination: total mixture reaction (20 ul)
contained 100 ng of total RNA, DNase buffer and
DEPC-water: it was incubated at 30°C, | h: then
buffer DNAsa stop was added and was incubated at
65°C. 10 min. Conventional PCR was performed to
check the absence of genomic DNA (gDNA). When
necessary. the DNAse treatment was repeated. RNA
was converted into ¢DNA (complementary DNA)
using Quantitec Reverse Transcription Kit (Qiagen
Hilden, Germany) incubating at 42°C, 30 min and then
at 95°C for 3 min.

2.7 Optimization of reaction conditions for
quantitative real time PCR (¢PCR)

The oligonucleotide primers were designed by
Integrated  DNA technologies (IDT https://www
Adtdna.com/).  The following sequences were
considered for primer design: GenBank accession
numbers AY426825, the K. marxianus EPGI-2
gene: and as normalizing genes: AB054675. the K.

marxianus 18S gene, and AJ389078. the K. marxianus
actin gene (ACT]).

Primer specificity was checked by end point PCR
with 10-25 ng of gDNA as template amplifying a 163
bp fragment. sequence fw primer (cac tte ttg tec aac
actatc t) and rw primer (ctg taa gcg gaa gag tca ac) for
the EPG target gene: a 123 bp fragment, sequence fw
primer (aat tcc age tec agl age gt) and rw primer (gaa
gga aag atc cgg (g aa) for the 18S normalized gene:
and a 125 bp fragment, sequence fw primer (aag aaa
tge aaa ccg ctt ct) and rw primer (aac aga tgg (gg aac
aaa gc) for the ACTI gene. Reaction conditions were
94°C. 2 min for denaturation step; 30 cycles at 94°C,
I min for melting: temperature gradient for annealing
step 52-60°C, | min for each primer: 72°C, 5 min
for extension step. After the annealing temperature
gradient testing, only at 54°C a single amplification
product with the expected size was detected; hence,
this temperature was selected to perform RT-PCR.

In order to check the specificity of the TagMan
probes (Applied Biosystems) amplification reactions
were performed by triplicate RT-PCR (Rotor gene 5.
Corbett Life Science) using both the specific primers
and the designed probes (EPG gene FAM-agg tag caa
ggt cce aat cac caa-TAMRA: 18S gene FAM-acc gge
caa cca gac cca aa-TAMRA: ACT1 gene FAM-cca atg
gtg ata act tga cca tet gge-TAMRA). Reaction volume
was 25 ul with the following reagents: TagMan PCR
Universal master mix 1X. primers 0.15 M. probe 0.05
#M and ¢cDNA 4 pl. Reaction conditions were 50°C. 2
min: 95°C. 10 min and 40 cycles at 95°C. 15 s and

'54°C. | min.

The efficiency of EPG. 18S and ACTI genes
was determined in aerobic growth conditions using
four dilutions of ¢cDNA of known concentration. The
amplification efficiency, the correlation coefficient and
the slope were calculated by the Rotor-gene 2000
software version 4.7 (Corbett Life Technology).

2.8 Relative quantification of EPG gene

Quantification was done from the ¢DNA: samples
were amplified by triplicate. and a negative control
of reactives (without ¢cDNA) was done. Fluorescence
threshold for all the samples was 0.05 RFU. The
threshold reaction cycle of the product was defined
as Ct. Relative expression rate of the target gene was
calculated according to Hellemans et al.. (2007).
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2.9 Statistical analysis

A (-Student test was performed (P <0.05) to compare
the total and specific enzymatic activity between
the aerobic and anaerobic fermentations using Excel
(Microsoft Office 2007).

3 Results and discussion

3.1 Growth and endo-PG activity under
aerobic and anaerobic conditions

Fig. | shows that maximal growth of K. marxianus
CDBB-L-278 under aerobic conditions (60% DO
saturation) was 2.56 mg ml~', while under anaerobic
conditions was 0.71 mg ml~". The microbial growth
adjusted to the logistic model lead to a correlation
of 0.97 for aerobic conditions and 0.99 for anaerobic
conditions. Additionally. specific growth rate (u)
was 0.85 h™" and 0.53 h~' for acrobic and
anaerobic conditions respectively. suggesting that
aerobic conditions led to a more favorable production
and rate of biomass. In spite that Fig. 2A does not show
difference for total enzymatic activity between aerobic
and anaerobic culures, considering the remarkable
difference in growth. the specific enzymatic activity
was five times higher under anaerobic conditions
(0.233 vs. 0.048 uPG mg biomass™") (Fig. 2B). These
results demonstrated that under anaerobic growth
the synthesis of endo-PG was promoted as reported
previously (Wimborne and Rickard 1978; Garcia-
Garibay et al., 1987; Cruz-Guerrero et al., 1999).

3.2 Quantitative real time PCR (gPCR)

Amplification efficiency for EPG gene was 0.98
(r=0.9948) and a slope of -3.34; amplification
efficiency data and the slope for 18S and ACT1 genes
were 0.99 (r=0.997) and -3.34: and 1.01 (r=0.999) and
-3.29 respectively, suggesting a good amplification
efficiency (Sellars er al., 2007) in all cases. The 18S
gene and the ACTI gene were chosen as normalized
genes because they did not show any differences in
expression under the studied growth conditions.
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Fig. 1. Cell growth of Kluvveromyces marxianus
CDBBL-278 in anaerobic (filled triangle) and aerobic
(filled diamond) conditions. Dotted line represents
anaerobic growth while solid line represents aerobic
growth data adjusted to the logistic model.
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Fig. 2. Enzymatic activity (a) and specific enzymatic
activity (b) from K. marxianus CDBB-L-278 in
aerobic (filled diamond. solid line) and anaerobic
growth (filled square, dotted line).
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3.3 Quantification of EPG gene expression
under aerobic and anaerobic growth
conditions

The Ct value obtained at 9 h for anaerobic growth was
27.94+0.87. while that for the aerobic growth at the
same time was 32.69+1.34: as the Ct value is inversely
proportional to the initial value of cDNA. this means a
higher expression of the EPG gene under anaerobic
conditions. These results confirm that diminishing
DO saturation in the growth medium leads to an
induction of the gene expression. resulting in an
increase of endo-PG activity. Relative quantification
of EPG gene expression was calculated by the
equation reported by Hellemans er al. (2007): results
showed an increase of 21.19 times of EPG gene
expression under anaerobic conditions with respect
to the aerobic ones. Due to the increment in EPG
gene expression of K. marxianus observed under
anaerobic conditions, it could be supposed that this
regulation takes place at transcriptional level: namely,
it could be regulated by some factors related to
the adaptation of the yeast to anaerobic growth

conditions or stress factors. such as the case of

the PGUI gene in Saccharomyces cerevisiae which
encodes an endo-PG. whose expression has been
observed to be regulated by transcriptional factors
that also regulate genes responsible for flocculation
and pseudomycelium formation under starvation stress
conditions (Louw er al.. 2010).

It was also observed that the specific activity of
endo-PG increased five times at 9 h under anaerobic
conditions compared with aerobic conditions, which
is related to the expression of the gene. The fact that
gene expression level is higher than the increment in
enzymatic activity under anaerobic conditions, could
be due to translational aspects denoting that not all the
mRNA is translated to protein (Shah et al.. 2013).

Wimborne and Rickard (1978) established that the
production of endo-PG by K. marxianus is partially
constitutive, since it is repressed by aerobic conditions,
while Schwan er al. (1996) pointed out that it is
constitutive and not subject to carbone catabolite
repression. The expression of the EPG gene is rather a
complex question. since it is repressed by oxygen, but
has been demonstrated to be induced by pectin under
aerobic conditions (Garcia-Garibay et al., 1987);
therefore, it worth to continue studying the several
aspects involved in the repression-activation of this
gene. which seems 1o be unique and multifactorial.

WWW.Imig.org

Conclusions

Anaerobic growth conditions resulted in the promotion
of endo-PG activity as well as of the expression
of EPG gene: these results point out that the
higher production of endo-PG under anaerobic culture
conditions is a consequence of the regulation of EPG
gene by DO saturation in the growth medium.

Acknowledgement

Authors  Alicia Rivera-Noriega acknowledge a
doctoral grant and Aurea 1. Morales-Estrada a
postdoctoral fellowship from the National Council
of Science and Technology (CONACYT), Mexico.

References

Alimardani-Theuil, P.. Gainvors-Claisse. A.. and
Duchiron. F. (2011). Yeasts: An allractive
source of pectinases-From gene expression
to potential applications: A review. Process
Biochemistry 46, 1525-1537.

Cruz-Guerrero, A., Badrzana, E., Garcia-Garibay.
M., and Goémez-Ruiz, L. (1999). Dissolved

oxygen threshold for the  repression
of endo-polygalacturonase production
by  Kluyveromyces  marxianus. Process

Biochemistry 34. 621-624.

Espinoza. P. Birzana. E.. Garcia-Garibay. M.,
and Gomez-Ruiz, L. (1992). Evaluation of
Kluyveromyces marxianus for the production of
lactase simultaneously to pectinase or inulinase.
Biotechnology Letters 14, 1053-1058.

Fonseca, G.G.. Heinzle. E., Wittmann.
C.. and Gombert. A.K. (2008). The
yeast Kluyveromyces marxianus and
its  biotechnological  potential.  Applied
Microbiology and Biotechnology 79, 339-354.

Garcia-Garibay, M., Gomez-Ruiz, L., and Bdrzana,
E. (1987). Studies on the simultaneous
production of single-cell protein and endo-
polygalacturonaase  from  Kluyveromyces
[fragilis. Biotechnology Letters 9. 411-416.

Gomez-Ruiz, L. Garcia-Garibay. M., and
Bdrzana, E. (1988). Utilization of endo-
polygalacturonase from Kluyveromyces fragilis
in the clarification of apple juice. Journal of
Food Science 53, 1236-1237. 1240.

-108 -



404

Rivera-Noriega et al / Revista Mexicana de I ngenieria Quimica Vol. 16, No. 2 (2017) 399-404

Hellemans, J., Mortier, G., De Pagpe, A., Speleman,
F., and Vandesompele, J. (2007). qBase relative
quantification framework and software for
management and automated andysis of red-
time quantitative PCR data. Genome Biology 8,
R19.

Louw, C., Young, PR, Van Rensburg, P, and
Divol, B. (2010). Regulation of endo-
polygaacturonase activity in Saccharomyces
cerevisiae. FEMS Yeast Research 10, 44-57.

Luh, BS, and Phaf, H.J (1951). Studies on
polygd acturonase of certain yeast. Archives of
Biochemistry and Biophysics 33, 212- 227.

Luh, B.S,, and Phaf, H.J. (1954). Properties of yeast
polygaacturonase. Archives of Biochemistry
and Biophysics 48, 23-37.

Martinez-Corona, R., Gonzadez-Hernandez, J.C.,
Radames-Trejo, V., Cortés-Penagos, C.,
Chévez-Parga, M.C., and Zamudio-Jaramillo,
M.A. (2015). Effect of initid substrate
concentration and agitation on  xylitol
production by fermentation of hydrolyzed
tamarind seed media with Kluyveromyces
marxianus. Revista Mexicana de Ingenieria
Quimica 14, 393-403.

Pérez, E., Gonzdez-Hernandez, J.C., Chavez-
Parga, M.C., and Cortés-Penagos, C. (2013).

Caracterizacion fermentativa de levaduras
productoras de etanol a partir de jugo de Agave
cupreata en |la elaboracion de mezcd. Revista
Mexicana de Ingenieria Quimica 12, 451-461.

Schwan, RF., Cooper, RM., and Wheds, A.E.
(1996). Endopolygaacturonase of the yeast
Kluyveromyces marxianus is congditutive,
highly active on native pectin and is the main
extacdl lular protein. In: Pectins and Pectinases,
Proceedings of an International Symposium, (J.
Visser and A.G.J. Voragen, eds.), Pp. 861-868.
Elsevier Science Publisher, New York.

Sdlars, M.J, Vuocolo, T., Leeton, L.A., Coman,
G.J, Degnan, B.M., and Preston, N.P. (2007).
Red time RT-PCR quentification of kuruma
shrimp transcripts: A comparison of relative and
absolute quentification procedures. Journal of
Biotechnology 129, 391-399.

Shah, P, Ding, Y., Niemczyk, M., Kudla, G., and
Plotkin, J.B. (2013). Rate-limiting stepsin yeast
protein trendation. Cell 13, 1589-1601.

Wimborne, M.P, and Rickard, PA.D. (1978).
Pectinolytic ~ activity of  Saccharomyces
fragilis cultured in controlled environments.
Biotechnology and Bioengineering 20, 231-242.

www.rmiq.org

-109 -



