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Introduccion. Kluyveromyces marxianus var. marxianus,
es una levadura capaz de producir varias enzimas de
interés biotecnolégico como lactasa, pectinasa e
inulinasa. La produccién de pectinasas es una capacidad
constitutiva en algunas levaduras, en otras se ha descrito
como inducible y en algunas es parcialmente constitutiva
(1). Se ha descrito que la actividad poligalacturonasa
(PG) en K. marxianus var. marxianus esta relacionada
con la cantidad de oxigeno disuelto en el medio. Distintas
cepas presentan capacidad pectinolitica cuando crecen
sin agitacion y bajo condiciones anaerobias y no
presentan actividad cuando hay niveles altos de
aireacion. Cruz Guerrero y col. (2) demostraron que la

donde se obtuvo mayor actividad en la fermentacién
anaerobia.
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Figura 1. Cuantificacion por PCR tiempo real del gen de EPG

Tabla 1. Valores de Ct obtenidos en las fermentaciones

produccion de la enzima endopoligalacturonasa (EPG) es [No. T Color Muestra Ct

constitutiva bajo condiciones anaerobias con una
concentraciéon umbral de oxigeno disuelto de 3.3 mg/ml, 1 . cDNA 10 h anaerobia 27.83
mientras que en condiciones aerobias la produccion de la
enzima es inducida por su sustrato. 2 cDNA 10 h aerobia 31.51

El presente trabajo tiene como objetivo elucidar la
influencia del oxigeno disuelto en la expresion y actividad
de la enzima endopoligalacturonasa en la levadura K.
marxianus CDBB-L-278.

Metodologia. Se realizaron fermentaciones aerobias y
anaerobias durante 10 horas. Se tomaron muestras de la
fermentacion en este tiempo para cuantificar la actividad
enzimética mediante el método de Nelson-Somogyi (3).
Para los andlisis de expresion del gen, se extrajo ARN
total utilizando el Purelink RNA minikit (Ambion),
posteriormente se hizo un tratamiento con DNAsa
(promega) y la transcripcion inversa con el kit quantitect
reverse transcription (Qiagen). Se realizé el PCR
cuantitativo en el equipo Rotor-Gene 3000. Para la
deteccion del gen de la enzima endopoligalacturonasa
(EPG) se utiliz6 una sonda de hidrolisis marcada con el
fluoréforo FAM y el apagador TAMRA.

Resultados. Los experimentos de RT-gPCR demuestran
gue en la fermentacibn anaerobia hay una mayor
expresion del gen de la EPG, comparado con la
fermentacion aerobia, ya que el valor de Ct en la
fermentacion anaerobia es menor. Como se sabe, el
valor de Ct es inversamente proporcional a la
concentracién inicial de ADN o en nuestro caso de
ARNmM presente en la muestra. Esto se corrobora con los
datos de actividad especifica observados en la Tabla 2,
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Control transcripcion de fermentacién aerobia

Control transcripcion de fermentacion anaerobia
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Control negativo de reactivos
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Tabla 2. Actividad enzimatica de fermentaciones.

Fermentacion Fermentacion

aerobia anaerobia
Actividad enzimatica 5 6
(UPg/ml) 1.054x10 9.02x10
Achc{a_td enzimatica 4.42% 10-° 1 62x10°
especifica (UPg/mg)

Conclusiones. ElI método de RT-gPCR permitié
demostrar que en la fermentacion anaerobia con K.
marxianus CDBB-L-278 hay una mayor expresion del gen
y actividad enzimatica comparado con una fermentacion
aerobia realizada con la misma cepa.
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