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Introduccion. La reaccién en cadena de polimerasa en
tiempo real (QPCR) es la técnica mas utilizada para medir
la expresiéon génica. La normalizacion es esencial para
un sistema fiable, ésta consiste en tener genes de
referencia (GR) con expresion estable. La normalizacion
contra un GR Unico es inaceptable a menos que se
presente evidencia que confirme su expresion invariable
bajo las condiciones experimentales (1). Durante la
fermentacion alcohdlica del tequila, S. cerevisiae produce
etanol, ésteres y otros compuestos a partir del jugo de
Agave tequilana. Los ésteres son sintetizados por accion
de las enzimas alcohol acetiltransferasas, codificadas por
el gen ATF1 entre otros. Los ésteres aportan caracteres
frutales que confieren mayor calidad aromatica al tequila.
En este trabajo se busco el GR idéneo para cuantificar la
expresiéon del gen ATF1 durante un cultivo en continuo
con jugo de Agave tequilana como medio de cultivo y
bajo diferentes condiciones experimentales.

Metodologia. Se utilizé la cepa (AR5) de la coleccién de
CIATEJ. Muestras tomadas durante la fermentacion en
continuo fueron sometidas a la extraccion de ARNm y
sintesis de ADNc. La amplificacion de fragmentos por
gPCR se realiz6 con iniciadores previamente publicados
para los genes ATF1, ACT1, QCR9 y TFC1 (2-5). La
eficiencia de iniciadores y cuantificacién relativa se
calculé de acuerdo a lo establecido por Pfaffl (6). El valor
resultante fue normalizado en base al nUmero de células,
la cantidad de ARNm y ADNCc.

Resultados. La grafica 1 muestra la estabilidad lograda
por los GR ACT1, QCR9 y TFCL1 en relacion al gen de

interés ATF1 durante la condicién de estudio “Aireacion”.
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Fig. 1. Nivel de expresion relativa del gen de interés ATF1 contra los
genes de referencia ACT1, QCR9 y TFC1 en la condicién “Aireacion”.

Se observa que el nivel de expresidon mas inestable o que
presenta un mayor rango (valor mayor — valor menor) es
del gen TFC1; la estabilidad del gen ACT1 y QCR9
durante esta condicion de estudio es muy similar.

La gréfica 2 muestra la estabilidad lograda por los

mismos genes al disminuir la temperatura de
fermentacion de 30° a 25°C.
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Fig. 2. Nivel de expresion relativa del gen de interés ATF1 contra los
genes de referencia ACT1, QCR9 y TFC1 en la condicion “25°C”.

Durante la condicibn de estudio “25°C”, el nivel de
expresién mas inestable fue del gen QCR9 mientras los
niveles de expresién de los genes ACT1 y TFC1 fueron
similares (Fig. 2).

Conclusiones. El gen ACT1 fue seleccionado como el
gen de referencia idéneo para este trabajo por presentar
el menor rango de variacién durante las diferentes
condiciones experimentales estudiadas en comparacion
con los genes QCR9 y TFC1 en S. cerevisiae.
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