UNIVERSIDAD
MICHOACANA DE SAN
NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

“Analisis de la expresion de los genes glucosa
oxidasa de la cepa Ed8 de Aspergillus niger var.
tubingensis”

TESIS
Para Obtener el Grado de:

QUIMICA FARMACOBIOLOGA

Presenta:

Nancy Yadira Reyes Mares

Asesor:

Victor Meza Carmen
Doctor en Ciencias en Biologia Experimental

Coasesor:

Irvin Eduardo Jacome Galarza
Doctor en Ciencias Quimicobioldgicas

Morelia Mich., Agosto 2013



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

gt mis abuelos fuisa y gfreancisco

AGRADECIMIENTOS

Agradezco en primer lugar a mis padres, Laura y Gerardo que con un gran esfuerzo han
sido un pilar fundamental en este logro, que por su ejemplo, sus consejos, su apoyo
incondicional, por la motivacion constante que me han brindado, pero sobre todo por su
amor he cumplido la meta de terminar una carrera universitaria. Gracias por darme las
alas para volar, los amo.

Agradezco a mis hermanos Nelly y Gera que siempre estuvieron ahi apoydndome, y que a
pesar de las diferencias de caracteres que existen siempre estamos unidos.

Agradezco a todas mis amigas y amigos por las porras y terapias en esos momentos de
depresién, sin sus risas y dnimos todo hubiese sido mds dificil.

Agradezco al Dr. Victor Meza por sus consejos y su apoyo, por darme la oportunidad de
realizar una tesis, y sobre todo por brindarme una herramienta mds para defenderme en el
mundo laboral. AL Dr. Irvin Jdcome por permitirme trabajar en su laboratorio.

Agradezco a la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, que en sus paredes
me he forjado y orgullosamente soy nicolaita, al Laboratorio Estatal de Salud Piiblica del
Estado de Michoacdn por permitirme hacer uso de sus instalaciones y poder realizar este
trabajo de investigacion.

Agradezco a ese ser intangible que con su extrafia forma de trabajar y a veces
incomprensible, hace que todo sea posible, que no importa las veces que caigas, siempre te
ayuda a levantarte.

Nancy Yadira Reyes Mares Pagina 1



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

CONTENIDO
Pagina
DEDICATORIA 1
AGRADECIMIENTOS 1
CONTENIDO 2
ABREVIATURAS 5
INDICE DE FIGURAS 6
INDICE DE TABLAS 8
RESUMEN 9
1. INTRODUCCION 10
1.1 Glucosa oxidasa 10
1.2 Importancia de la glucosa oxidasa 11
1.3 Acido glucénico 14
1.4 Presencia de glucosa oxidasa en diferentes organismos 14
1.5Regulacion de GOX 15
1.6 Aspergillus niger 19
1.7 Antecedentes directos 19
2. JUSTIFICACION 23
3. HIPOTESIS 24
4. OBJETIVO GENERAL 25
4.1 Objetivos especificos o5
5. MATERIALES Y METODOS 26
5.1 Microorganismos usados 26

Nancy Yadira Reyes Mares Pagina 2



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

5.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 26
5.3 Obtencioén de conidias 26
5.4 Aislamiento de DNA plasmidico y purificacion de fragmentos 27
de PCR
5.5 Aislamiento de DNA gendmico 27
5.6 Aislamiento de RNA total 27
5.7 Cuantificacion y determinacion de integridad del RNA 28
5.8 Electroforesis en geles de agarosa 28
5.9 Busqueda in silico de los genes gox y disefio de 29

oligonucleétidos y sondas de hidrolisis
5.10 RT- PCR en tiempo real 31

5.11 Amplificacién y purificacion del gen gox2 31

5.12 Curva estandar para el célculo del nimero de copias del gen 32
goxC

5.13 Cuantificacion del numero de copias absolutas del gen goxC 33
en las distintas condiciones de crecimiento

5.14 Eficiencia de amplificacion para los genes goxC, gox2, g- 33

actinay calmodulina

6. RESULTADOS 34
6.1 Busqueda in silico de homologos del gen goxC en el genoma 34
de A. niger
6.2 Clonacién del gen gox2 de la cepa Ed8 41
6.3 Especificidad de las sondas de hidrolisis goxC y gox2 41

6.4 Determinacion de laintegridad del RNA de las cepas Ed8, 593 44
de A. niger var. tubingensis y A732 de A. niger
6.5 Comprobacién de la pureza de las muestras de RNA de A. 44

niger

Nancy Yadira Reyes Mares Péagina 3



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

6.6 Curva estdndar para la determinacion del numero de copias 48
del gen goxC A. niger

6.7 Cuantificacion absoluta del numero de copias del gen goxC en 48
las diferentes muestras de RNA de las cepas de A. niger

6.8 Expresion relativa de gox2 con respecto a p-actina en la cepa 54
A732 de A. niger

6.9 Clonacién de los promotores del gen gox2 de las cepas EdS8, 57
593y A732 de A. niger
7. DISCUSION 64
8. CONCLUSIONES 65
9. BIBLIOGRAFIA 66

Nancy Yadira Reyes Mares Pagina 4



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

ABREVIATURAS

TR 1T PP Aspergillus niger
ADN . Acido desoxirribonucleico
AT P Trifosfato de adenosina
FADD . Flavin adenin dinucledtido
GO X Glucosa oxidasa
P Peroxido de hidrogeno
NADP ... Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato

NADPH. ... Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida
PP Oxigeno
PCR. . Reaccion de polimerasa en cadena
1722 | PP Variedad
KH2P O . e Fosfato monopotasico
1Y [ S 1@ PP Sulfato de magnesio
(NHA)2S O oo Sulfato de amonio
NACH .. e Cloruro de sodio
3 Ciclo de amplificacion
P D A Agar papa dextrosa

Nancy Yadira Reyes Mares Pagina 5



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

INDICE DE FIGURAS

Pagina
Figura 1.- Estructura de la enzima glucosa oxidasa 12
Figura 2.- Reaccion catalizada por la GOX 13
Figura 3.- Flujo de lainformacidon genética 17
Figura 4.- Microfotografia de A. niger 20

Figura 5.- Comparacion de los niveles de produccion de GOX secretable 22
entre la cepa Ed8 y la cepa de coleccién A732

Figura 6.- Arbol filogenético de proteinas relacionadas con GOXC en el 36
genoma de A. niger

Figura 7.- Alineamiento de las proteinas GOXC-4 de A. niger 37
Figura 8.- Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los cuatro 39
genes gox identificados

Figura 9.- Secuencias parciales de los genes goxC y gox2, ubicando los 40
oligonucleétidos directo y reverso usados para la amplificacion por

PCR

Figura 10.- Amplificacion de gen gox2. Localizacion de los 42
oligonucleétidos usados para amplificar por PCR el marco de lectura

abierto de gox2

Figura 11.- Especificidad de los oligonucleotidos y sondas para los 43
genes goxCy gox2

Figura 12.- Integridad del RNA aislado de la cepa A732 de A. niger 46

Nancy Yadira Reyes Mares Péagina 6



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

Figura 13.- Determinacion de DNA contaminante en las muestras de RA 47
aislado de las cepas de A. niger

Figura 14.- Esquema del plasmido pDSBGOX clonado en el gen goxC 49
Figura 15.- Gréafica de eficiencia de amplificacion del gen goxC 50
Figura 16.- Cuantificacién absoluta del niumero de copias del gen goxC 53
en lacepa A732 y Ed8

Figura 17. Curvas de eficiencia de amplificacién de los genes g-actinay 55
gox2

Figura 18.- Expresién relativa del gen gox2 respecto al gen de g-actina 56
en la cepade A.niger A732

Figura 19.- Representacion esquematica de los promotores de los 60
marcos de lectura de goxCy gox2

Figura 20.- Amplificacion mediante PCR de la region promotora de los 61
genes goxC y gox2 en las cepas Ed8, 593y A732

Figura 21.- Amplificacion de los promotores de gox2y goxC en lacepa 62
A732, Ed8y 593

Figura 22.- Analisis in silico de las secuencias promotoras de goxC 63

Nancy Yadira Reyes Mares Pégina 7



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Presencia de glucosa oxidasa y su funcién en diversos 16
organismos

Tabla 2.- Factores que afectan la actividad de glucosa oxidasa 18
Tabla 3.- oligonucledtidos y sondas utilizados en este trabajo 30

Tabla 4.- Secuencias del péptido sefial identificado en tres de las cuatro 38
proteinas de GOX identificadas en el genoma de A. niger

Tabla 5.- Condiciones de crecimiento de las cepas de A. niger 45
Tabla 6.- Cuantificacion absoluta del nUumero de copias del gen goxC de 52
A. niger

Tabla 7.- Posibles factores de trascripcidén que participan en la 58
regulaciéon de la expresion de goxC

Tabla 8.- Posibles factores de trascripcidén que participan en la 59

regulaciéon de la expresion de gox2

Nancy Yadira Reyes Mares Péagina 8



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

RESUMEN

La glucosa oxidasa (GOX) en una enzima perteneciente a la familia de las
oxidorreductasas, la cual es muy utilizada industrialmente, siendo esta importante
para la conservacion de alimentos, ademas de ser un reactivo fundamental en la
determinacién de glucosa en fluidos biologicos.

Se ha descrito la actividad de GOX secretable en ciertas especies de Aspergillus
sp. y de Penicillium sp. Nuestro grupo de trabajo aislo una cepa ambiental de
Aspergillus niger var. tubingensis denominada Ed8, la cual muestra un nivel de
actividad de GOX secretable méas alta con respecto a cepas de coleccion, por lo
cual, la cepa Ed8 es de gran interés biotecnolégico, debido a la posible capacidad
como hiperproductora de la enzima GOX. Ademas, se clond y secuencié un gen
con actividad de GOX secretable de la cepa Ed8, denominado goxC. En una
busqueda exhaustiva de homdélogos de goxC en el genoma de A. niger, se
ubicaron otros tres genes con alta identidad por goxC en un rango de 26 a 54%,
siendo gox2 el que mostro mayor identidad con goxC. El objetivo de nuestro
trabajo fue conocer niveles de transcrito tanto el gen goxC y gox2 en la cepa Ed8,
asi como la comparacion de dichos niveles de expresion de ambos genes con
cepas de referencia, las cuales fueron crecidas en diferentes concentraciones de
glucosa a diferentes tiempos de desarrollo. Se cuantifico la cantidad de transcrito
en donde la cepa A732 muestra niveles de expresion mayores a la cepa Ed8, y se
observé que la cantidad de transcrito estaba relacionado con la concentracion de
glucosa y el tiempo. Se clonaron los promotores de los genes goxC y gox2 de la
cepa Ed8, 593 y A732 para buscar diferencias y buscar una posible explicacion en
la regulacion de GOX.
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1. INTRODUCCION

1.1 Glucosa oxidasa

La glucosa oxidasa (E.C.1.1.3.4), aislada de Aspergillus niger es una flavoproteina
dependiente de flavin adenin dinuclueétido (FAD) que contiene tres residuos de
cisteina y ocho sitios potenciales para N-glicosilacion, tiene un peso molecular de
160 kDa, la enzima es un dimero constituido de subunidades idénticas (Fig. 1),
estas subunidades tiene un peso molecular de alrededor de 80 kDa cada una, el
dimero contiene dos moléculas de FAD fuertemente enlazadas una por cada
subunidad, que actian como un portador de electrones durante la catélisis
(Wilson y Turner. 1992). Esta enzima cataliza la oxidacion de la 3-D-glucosa a D-
gluconolactona y peroxido de hidrogeno, este Ultimo compuesto por accion de la
catalasa enddgena del organismo es convertido espontaneamente en oxigeno y
agua, D-gluconolactona por accién de la enzima lactonasa es hidrolizada y
finalmente es convertido en acido glucénico usando el oxigeno molecular como
aceptor final de electrones (Fig. 2A) (Metosh-Dickey y col 1997.)

Durante el transcurso de la oxidacion de la glucosa a acido glucénico cada grupo
FAD es reducido a FADH, y la posterior oxidacibn de FADH, por oxigeno
molecular genera 4a-hydroperoxy FAD (Fig. 2B) (Frederick y col., 1990).

El centro redox de cada molécula de FAD es un anillo de Isoaloxazina que sufre
reducciones reversibles, aceptando bien uno o dos electrones; dicha molécula
presenta importantes cambios en su estructura electronica al reducirse (Mathews
y col., 1999).

El acido gluconico producido por la GOX puede entrar a la via de las pentosas-
fosfato para formar ribulosa-5-fosfato, precursor de fructuosa-6-fosfato; este ultimo
azucar es metabolizado en el ciclo del acido citrico, permitiéndole a la célula
obtener energia y otros metabolitos (Mathews y col., 1999). Alternativamente,
dentro de la via de las pentosas-fosfato, la oxidacion de la B-D-glucosa a glucono-
O-lactona puede ser catalizada directamente por la glucosa deshidrogenasa y
NADP™* como cofactor, sufriendo este Ultimo la reduccion a nicotinamina adenina

dinucleétido fosfato reducido (NADPH), junto con la formacién de protones. El
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NADPH es utilizado como poder reductor en reacciones de la cadena respiratoria
para la formacién de ATP (Mathews y col., 1999).

1.2Importancia de la glucosa oxidasa

La enzima GOX es muy utilizada a nivel industrial, es un aditivo importante para la
conservacion de alimentos, una de sus aplicaciones mas importantes es en la
eliminacién de la glucosa del huevo antes de su deshidratacion, con objeto de
evitar las reacciones de oscurecimiento no enzimatico. También se emplea para
eliminar el oxigeno que pueden contener las bebidas, los aderezos, entre otros
productos, ya que este es el que inicia el deterioro en los alimentos oxidando los
lipidos y produciendo cambios en el color y en el sabor del producto (Wong y col.,
2008). También se utiliza como un conservador temporal de la leche para su
almacenamiento y transporte ya que reduce el crecimiento microbiano por accion
del peréxido de hidrégeno que se produce en la oxidacién de la glucosa por esta
enzima, en experimentos se ha demostrado que la vida util de la leche se duplica
con la presencia de esta enzima (Marks y col., 2001).

La GOX forma parte de los reactivos para la determinacion de glucosa en sangre y
otros fluidos bioldgicos (reaccion de Trinder). De igual forma, se utiliza la GOX
para monitorear los niveles de glucosa en procesos de fermentacién en
biorreactores, y para controlar la glucosa en el material vegetal en bruto y en
productos alimenticios. Cabe sefialar que GOX por su actividad antimicrobiana no
se limita a los alimentos y se ha utilizado en la pasta dental, lociones, champus,
cosmeéticos, procesamiento de carne, etc. (Wong y col., 2008)

Ademas la GOX es usada ampliamente en la industria textil para remplazar el
blanqueo quimico ya que esta realiza un blanqueamiento menos agresivo con el
medio ambiente debido a que las condiciones requeridas en el blanqueo quimico
son a pH de 10.5 - 11 y temperatura proxima a la ebullicion, mientras que el bio-
blanqueo puede llevarse a una temperatura mas baja y a un pH neutro, esto
significa que se puede contar con un ahorro significativo de costos en energia y de
tratamiento de efluentes. Investigaciones realizadas hasta ahora han mostrado

resultados prometedores en el uso de glucosa oxidasa para producir peroxido de
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Figura 1. Estructura de la enzima glucosa oxidasa. La GOX mide 1,9 A, esta
compuesta de dos subunidades diferenciadas por un color oscuro y otro mas
claro, y las moléculas de las coenzimas FAD se indican con flechas. Imagen

tomada y adaptada de (Wong y col., 2008).
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Figura 2.
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Figura 2. Reaccion catalizada por la GOX. (A) Produccion del &cido gluconico a
partir de glucosa por la accién de la glucosa oxidasa. (B) Mecanismo de oxidacién
de FADH, por el O, como aceptor de electrones. El resultado de la reaccion es la
formacion de H,O, (Rodriguez 2011).
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hidrogeno en el blanqueo, aunque se observé que el costo de la enzima es
demasiado caro para el procesamiento textil (Hamlyn 2000). En otras palabras,
seria razonable especular que la utilizacion de la glucosa oxidasa en la industria

textil deberia ser econdmicamente viable en el futuro préximo.

1.3Acido glucénico

El &cido gluconico que es el producto final de la oxidacion de la glucosa también
tiene una amplia gama de aplicaciones industriales incluyendo, area textil, en la
industria quimica como blanqueador y limpiador, en la industria alimenticia como
acidificante, aditivo, estabilizante de color, antioxidante y agente quelante en pan,
alimentos, bebidas, etc. Las sales gluconadas se utilizan en la industria
farmacéutica como limpiador de superficies de metal (Martins y Vitolo, 2007). La
demanda anual de produccion de &cido glucoénico llega a las 50,000-100,000
toneladas en todo el mundo (BACAS 2004; EuropaBio and ESAB 2005).

1.4Presencia de glucosa oxidasa en diferentes organismos

La GOX no se encuentra en organismos superiores, como los mamiferos, esta es
una enzima producida por algunos insectos, bacterias y hongos, en estos Ultimos,
los principales representantes son especies de los géneros Aspergillus (Clarke y
col., 2006) y Penicillium sp. (Mikhailova y col., 2000). Penicillium adametzii es un
hongo eficaz para la produccion de glucosa oxidasa extracelular, otras especies
como Gliocadium sp, Scopulariopsis sp y Gonatobotyrs sp también producen
glucosa oxidasa y acido glucénico. Entre las especies de bacterias productoras de
GOX se encuentran Gluconobacter oxydans, Zimomonas mobilis, Micrococcus sp,
y Enterobacter sp, (Ramachandran y col., 2006). Aunque la GOX puede ser
producida a partir de diversos organismos, los hongos se consideran de mayor
interés para la produccion de esta enzima a escala industrial, debido a su alta
capacidad de produccion de GOX (Pluschkell y col. 1996).

Se ha descrito la actividad enzimatica de la glucosa oxidasa en el medio
extracelular. Una explicacion a dicha localizacién es que la funcion principal de la

GOX en los microorganismos que la excretan es actuar como agente
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antimicrobiano (Tabla 1) a través de la produccion de peréxido de hidrégeno lo
cual genera acido glucoénico. Otras funciones de la GOX incluyen su participacion
en la infeccion de plantas, en la degradacion de la lignina, en el descenso de pH

del medio extracelular, etc. (Wong y col., 2008).

1.5 Regulacién de GOX

La informacion genética reside principalmente en el material nuclear en los
eucariontes, sin embargo la expresion de dichos genes estan sujetas a multiples
condiciones en su medio ambiente, lo cual finalmente genera una proteina
funcional involucrada en un proceso bioldgico especifico. Los microorganismos
utilizan su informacion genética con efectividad para fabricar las cantidades de
productos proteicos adecuados bajo una estricta regulacion espacio temporal de
dicha informacion. El flujo de la informacion genética explica los pasos de
regulacion para tener a una proteina funcional a partir de su gen correspondiente
(Fig. 3), siendo estos pasos: la regulacion transcripcional, postranscripcional,
traduccional y postraduccional, las cuales participan en producir la cantidad y
actividad adecuada de una proteina determinada (Passarge., 2007).

En el caso especifico de la GOX, se han descrito diversos factores en el medio de
cultivo en el que se ha desarrollado el organismo, los cuales regulan el nivel de
produccion de proteina, entre dichos factores se han descrito: la fuente de carbono
que puede influir en la velocidad de produccion de la biomasa o la produccion de
metabolitos primarios o secundarios (Tabla 2) (Stanbury y col., 1997). La
presencia de CaCOg3 (Hatzinikolaou y col., 1996) es un potente inductor de la
actividad de GOX en A. niger (Rogalski y col., 1988). También se ha descrito
qgue la produccién de GOX es favorecida por fuentes de nitrégeno, por ejemplo
conduce a un incremento en la actividad de GOX debido al incremento en la
produccion de biomasa (Morton and MacMillan, 1954, Rogalski y col., 1988).
Ademas, la adicién de ciertos compuestos organicos en el cultivo, como el n-
dodecano, el n-hexadecano y el aceite de soja conducen a un aumento de la
actividad de GOX intracelular en un 43, 110 y 31%, respectivamente (Sandip B.y
col., 2009).
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Tabla 1. Presencia de glucosa oxidasay su funcion en diversos organismos.

Organismo Ejemplo Funcion
Insectos Miel de abeja (Apis mellifera L.) | Conservacién de la miel.
Secrecion salival de la glandula
hipofaringea (Ohashi y col. 1999)
Santos y col. 2005; Abusara 2006)
Larva (Helicoverpa zea) (Eichenseer | Desinfectar los alimentos
y col. 1999). ingeridos y la funcién
Helicoverpa armigera, Helicoverpa | gastrointestinal, suprimir la
assulta (Zong Wang. 2004). defensa de la planta.
Saltamontes (Schistocerca | Antimicrobiano, endurecimiento de
americana) cuticula (Candy 1979) la cuticula.
Larva (Spodoptera exigua, | Secrecion salival de las glandulas
Mamestra configurata). vestibulares
Hongos Talaromyces flavus (Kim y col. | Crecimiento antifiingico,
1990; Murray y col. 1997) generando H,O, por la
Pleurotus ostreatus (Shin y col. | degradacion de la lignina
1993) dependiente de peroxidasa
extracelular.
Asperqgillus _niger (Muller 1928; | Disminuir el pH extracelular.
Kriechbaum y col. 1989;
Hatzinikolaou y col. 1996) pared
cellular del micelio (witteveen y col.
1992).
Penicillium spp. P. amagasakiense, | Antibacteriano y antiflingico.
P. canescens, P. notatum, P.
pinophilum, P. funiculosum, P.
variable, P. chrysogenum, P.
adametzii (Mikhalova y col., 2000)
Phanerochaete chrysosporium
(Ramasamy y col. 1985) Ayuda a la degradacion de la
Botrytis cinerea (Liu y col. 1998) lignina.
Asistente en las infecciones a las
plantas.
Bacterias Gluconobacter suboxydans. | No se conoce.

(Guptan y col. 2001

Tomada y modificada de (Wong y col., 2008).
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(1)

Transcripcion

(2)
— raduccion
Replicacion '

Figura 3. Flujo de la informacion genética, conocido como el dogma central
de la biologia molecular, propuesto por Francis Crick en 1958. La regulacién
de la funcibn de una proteina puede estar dada a diversos niveles: a nivel
trancripcional (1); a nivel traduccional (2). Ademas procesos postranscripcionales
y postraduccionales estan también implicados en la regulacién de la funcion de
una proteina determinada. (Modificada de Passarge. 2007).
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Tabla 2. Factores que afectan la actividad de glucosa oxidasa

Efecto sobre la

Factor actividad Causa
Fuente de nitrégeno Aumenta No se conoce
Aumenta Posible cambio metabdlico
CaCOs de la via glucolitica
Hidrocarburos Aumenta Aumenta la eficiencia de la

sintesis de la enzima

pH Aumenta No se conoce

(Tomada y modificada de Sandip y col., 2009)
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1.6  Aspergillus niger

El género Aspergillus sp comprende alrededor de 180 especies, son hongos
filamentosos, hialinos y ubicuos. Se reproducen asexualmente por conidios. Al
igual se reproducen de forma sexual y se ubican dentro de la divisibn Ascomycota.
(Lopez-Martinez y col., 2009).

A. niger (Fig. 4) es un miembro comun de las comunidades microbianas
encontradas en el suelo el cual se considera no patdégeno; solo se ha implicado en
infecciones oportunistas en humanos inmunocomprometidos a su posible impacto
en aspectos de salud humana con un papel como patégeno oportunista, (Lépez-
Martinez y col., 2009).

A. niger es econémicamente importante ya que es utilizado en el proceso de
fermentacién y produccion de acido citrico, del cual se producen alrededor de un
millon de toneladas anualmente. Desde los afios sesentas A. niger se ha
convertido en fuente de una variedad de productos, entre los que destacan
enzimas, como la glucosa oxidasa (GOX) y metabolitos como los acidos citrico,
gluconico y fumarico (Schuster y col., 2002).

A. niger tiene un papel importante en el ciclo global del carbono, ya que este
organismo contiene una bateria de enzimas hidroliticas y oxidativas involucradas
en el rompimiento de la lignocelulosa de plantas. También, es importante como
modelo de estudio en la investigacion de varias areas, como la secrecion de
proteinas eucariodticas en general, el efecto de varios factores ambientales en la
supresion o activacion de la exportacion de las enzimas, mecanismos moleculares
criticos en el desarrollo del proceso de fermentacion y mecanismos involucrados

en el control de la morfologia fungica (Baker., 2006).

1.7 Antecedentes directos

Nuestro grupo de trabajo aisl6 una cepa Aspergillus niger var. tubingensis
denominada Ed8, de suelos contaminados especialmente con Cr VI del estado de
Guanajuato, con la cual se ha demostrado en estudios recientes niveles de

actividad enzimatica de GOX secretable mas elevados con respecto a cepas de
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Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden :Eurotiales
Familia : Trichocomaceae
Género :Aspergillus
Especie: niger

Figura 4. Microfotografia de A. niger. La especie A. niger deriva del color negro
por el aspecto macroscopico de las colonias, lo cual se debe a la gran cantidad de
conidios en la superficie del cultivo, las hifas son hialinas, la vesicula esta rodeada
de fidlides. La posicion de los conidios en 360° y el color de estos son

caracteristicos de esta especié (L6pez-Martinez., 2009).
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A. niger de referencia como es la cepa NRRL593 de A. niger var. tubingensis y la
cepa A732 de A. niger. (Sanchez., 2012). Ademas, nuestro grupo cloné y
secuencié un gen gox de la cepa Ed8 el cual mostré un 95% de identidad con el
gen goxC de A. niger de la cepa ATCC 1015 cuyo genoma estd completamente
secuenciado (http://genome.jgi-psf.org/cgi-bin/searchGM?db=Aspnil),
ademas se identificaron en este organismo al menos cuatro genes codificantes
para enzimas con actividad de GOX (Pel y col., 2002).

La comparacion de los niveles de produccion de GOX secretable de la cepa
ambiental Ed8 respecto a la cepa de coleccibn A732, en presencia de 0.25%
y10% de glucosa, durante el cultivo resulto que a bajas concentraciones de
glucosa (0.25%), solo la cepa Ed8 presenta actividad GOX, en tanto que la cepa
A732 solo presenta actividad si es suplementada con 10% de glucosa (Fig. 5)
(Rodriguez., 2011) Por lo tanto, la cepa de coleccion necesita aproximadamente
40 veces mas glucosa para que alcance una actividad similar a la cepa EdS8, lo
gue indica que la cepa Ed8 es hiperproductora de la enzima GOX, y/o que dicha
enzima es hiperactiva, respecto a las cepas de referencia.

Sin embargo, falta conocer el mecanismo molecular por el cual la cepa Ed8
muestra mayor actividad de GOX a bajas concentraciones de glucosa en
comparacion con cepas de referencia que necesitan ser suplementadas con un
mayor porcentaje de glucosa para poder alcanzar una actividad de GOX

secretable similar a la cepa Ed8.
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4.0 A732 (Lee 10% Gluc)
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Ed8 (Lee 0.25% Gluc)
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Figura 5. Comparacion de los niveles de produccién de GOX secretable entre
la cepa Ed8 y la cepa de coleccion A732. Actividad de GOX con respecto al
tiempo en medios con diferentes concentraciones de glucosa, la linea que
representa a la cepa Ed8 muestra la actividad de GOX a 0.25% de glucosa,
mientras que en linea representante de la cepa de referencia A732 con la misma
concentracion de 0.25% de glucosa no presenta actividad de GOX. La cepa A732
muestra actividad similar a la cepa Ed8 hasta que la glucosa ha sido incrementada

al 10% como se indica en la grafica.
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2. JUSTIFICACION

Dado que la cepa ambiental Ed8 presenta niveles elevados de actividad
enziméatica GOX en medio de crecimiento con baja concentracion de glucosa
(0.25%), comparada con cepas de coleccion, las cuales necesitan crecer en
medios de cultivo con exceso de glucosa (10%) para tener niveles de actividad de
dicha enzima similares a la cepa Ed8. Es de interés investigar el mecanismo por el
cual la cepa Ed8 tiene una mayor actividad de GOX. Por lo tanto nos hemos
planteado conocer los niveles de expresion del gen goxC, u otros genes gox en
diferentes concentraciones de glucosa que pudieran explicar el aumento de la
actividad de GOX de la cepa EdS.
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3. HIPOTESIS
El aumento de la actividad de GOX de la cepa Ed8 de Aspergillus niger var.
tubingensis se debe a un aumento en los niveles de transcrito del gen goxC en

comparacion con cepas de referencia de A. niger.
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4. OBJETIVO GENERAL
Determinar los niveles de expresion del gen goxC de la cepa Ed8 y del gen gox2
de la cepa Ed8 de Aspergillus niger var. tubingensis con respecto a cepas de

coleccion de A. niger.

4.1 Objetivos especificos

1. Buscar homologos del gen goxC en la base de datos del genoma de A.
niger.
2. Disefiar una sonda de hidrolisis especifica para monitorear los niveles de

expresion del gen goxC, asi como una sonda de hidrélisis para aquel gen que
muestre la mayor identidad con el producto gen goxC de la cepa Ed8 de A.niger

var. tubingensis.

3. Analizar los niveles de expresion del gen goxC y de aquel gen que muestre
una mayor identidad con el producto del gen goxC en la cepa Ed8 de A. niger var.

tubingensis a diferentes tiempos de crecimiento y concentraciones de glucosa.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Microorganismos usados

Se utilizé la cepa denominada Ed8 aislada previamente de suelos contaminados
(con metales pesados) del municipio de San Francisco del Rincon, Gto. (Espino
Saldafia, 2002), la cual fue identificada como A. niger var. tubingensis, ademas, de
la cepa de coleccion NRRL593 de A. niger var. tubingensis, obtenida del Fungal
Genetics Stock Center (FGSC), de la Universidad de Missouri, Kansas City, E.U.A.
y la cepa de coleccion A732 FGSC de A. niger obtenida del Fungal Genetics Stock
Center (University of Missouri, Kansas City, E.U.A.),.

Escherichia coli (DH50) fue usada para los experimentos de propagacion de

plasmidos y manipulacién molecular.

5.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

Para el crecimiento de las cepas de A. niger, se utilizé medio minimo Lee, cuya
composicién consta de KH,PO, 0.25g, (NH4)?SO, 0.5g, NaCl 0.5g, dextrosa a las
distintas cantidades de: (0.25, 1, 5y 10 g por 100/mL, el pH del medio se ajust6 a
5.3 con hidréxido de sodio 1M y se esterilizé a 15 |b por 15 minutos. Se utilizd
medio de cultivo Luria-Bertani (LB) suplementado con 100 pg/mL de ampicilina,
para el crecimiento de las cepas portadoras de plasmido de Escherichia coli.

Se realiz6 el crecimiento de conidias de la cepa Ed8 de A. niger var. tubingensis y
las cepas de referencia 593 y A732 de A. niger var. tubingensis, en medio Lee a
concentraciones de 0.25 %, 1 % y 10 % de glucosa a tiempos de 24, 36, 48 y 60

horas a 28 °C en agitacion constante

5.3 Obtencién de conidias

Se utilizé una asada de conidias de las cepas Ed8 de A. niger var. tubingensis y
593 de A. niger var. tubingensis inoculadas en placas con medio PDA (Agar papa
dextrosa) durante 4 dias a 28°C. Se recuperaron las conidias raspando la
superficie de la biomasa micelial con una espatula de vidrio y agua estéril para

eliminar el micelio, la suspension obtenida se filtré a través de varias capas de
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gasa, posteriormente, las conidias se lavaron 3 veces con agua estéril por
centrifugacion (3000 rpm, 5 min) y finalmente se resuspendieron en 20 mL de

agua estéril.

5.4 Aislamiento de DNA plasmidico y purificacion de fragmentos de PCR

Se uso el sistema de purificacién QIAprep Spin Miniprep para el aislamiento de
plasmidos y QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN para la purificacion de
fragmentos de PCR.

5.5 Aislamiento de DNA gendmico

Se recupero el micelio previamente crecido por filtracion, el cual se trituré con
nitrégeno liquido, posteriormente se hizo una mezcla de 50-100 mg de micelio con
400 pL de buffer (tris 10 mM, EDTA 2mM, NaCl 0.4M) homogenizando en vortex
por 30 s se adiciond 8 L de proteinasa Ky 40 pL de SDS (dodecilsulfato sodico al
20% mezclando en vortex por 30 s. Se Incubé durante una hora a 60 °C. Se
adicion6 300 pL de NaCl 6M mezclando en vortex y se centrifugd por 30 min a
10,000 rpm a 4°C. Posteriormente, se trasladé el sobrenadante a un tubo nuevo, el
cual se centrifugé 5 min a 12,000 rpm a 4°C y el sobrenadante se transfirié a un
tubo nuevo, al cual se le adicion6 300 pL de isopropanol y se mantuvo a -20°C
toda la noche. Se centrifugdb nuevamente a 10,000 rpm a 4°C 20 minutos, la
pastilla se resuspendié en etanol al 70%, se desechd el sobrenadante, se dej6
secar la pastilla a temperatura ambiente y se resuspendié en 100 pyL de agua a
60°C.

5.6 Aislamiento de RNA total

El RNA fue aislado siguiendo el protocolo de extraccion por el (Método Trizol
linvitrogen).

Brevemente, se triturd el micelio con nitrégeno liquido y la muestra se traslad6 a
un tubo de 1.5 mL al cual se le agrego 1 mL de trizol para posteriormente agitar
mediante un Vortex por 5 min a temperatura ambiente. Se realiz6 la adicion de

200 pL de cloroformo agitando por 15 s, se incubo por 3 min a temperatura
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ambiente, posteriormente el tubo se centrifug6é a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. Se
transfiri6 500 pL del sobrenadante a un tubo nuevo, se adicioné 500 pL de
isopropanol (Mezclar por inversion), se incubé por 10 min a temperatura
ambiente, posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4°C. Se eliminé
el sobrenadante y se adicion6 1 mL de etanol al 75% en agua DEPC
(Dietilpirocarbonato) para centrifugar nuevamente la pastilla. Se elimin6 el etanol,
la pastilla se resuspendié en 30 uL de agua con DEPC a 60 °C y se congelo la

muestra para su almacenamiento a -80°C.

5.7 Cuantificacion y determinacion de integridad del RNA
La cuantificacion del RNA se realizé espectrofotométricamente en el aparato
SmartSpec Plus (Bio-Rad), para lo cual se hizo una lectura a 260 nm que es el

méaximo de absorcién para acidos nucleicos y 280 nm que es el maximo de

., , . z A
absorcién para las proteinas, se aplicé la férmula =2* para comprobar su pureza.
280

26

Una muestra de buena calidad debe tener un rango de j—" > 1.80 < 2.00. Para
280

demostrar la integridad de las muestras de RNA se sometieron a corrimiento
electroforético en geles de agarosa, observando las bandas correspondientes para

los RNATr eucaridticos 5s, 18s y 28s respectivamente.

5.8 Electroforesis en geles de agarosa

Las muestras de DNA y RNA se sometieron a corrimiento electroforético en geles
de agarosa (1-2%) disuelta en tampon TAE (Tris-Acetato-EDTA). Para poder
visualizar los &cidos nucleicos por transiluminacion con luz ultravioleta, se afiadio
bromuro de etidio, la electroforesis se realizd6 en camaras horizontales con tampon
TAE, a un voltaje constante de 110 V por 30 min. Las imagenes fueron tomadas

en el transiluminador Gel Doc XR+ Imager (Bio-Rad).
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5.9 Busqueda in silico de los genes gox y disefio de oligonucleétidos y
sondas de hidrolisis.
Se realiz6 una busqueda en la base de datos del genoma de A. niger ATCC 1015

(http://genome.jqi-psf.org/cgi-bin/searchGM?db=Aspnil) para identificar todos los

homologos del gen goxC, para lo cual se utilizé goxC de la cepa Ed8 como molde
a comparar. Se usO el sitio http:www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (para
determinar posibles péptidos sefial para secrecion y los dominios conservados en
las proteinas GOX homologas a goxC de A. niger fueron identificados mediante el

empleo del sitio (http://prosite.expasy.org/scanprosite/.)

Se disefiaron sondas de hidrélisis especificas para cada uno de los genes de
interés, basandose en una region interna del gen correspondiente. Con la finalidad
de identificar las regiones disimilares en los genes gox para el posterior disefio de
oligonucledtidos, se realizd6 una busqueda en el genoma de A. niger

(http://genome.jgi-psf.org/cgi-bin/searchGM?db=Aspnil), de homdlogos al gen

goxC, el analisis in silico incluyo el alineamiento de las secuencias nucleotidicas
de los genes homdlogos al gen goxC identificados, dichas secuencias fueron
analizadas con el programa MegAlign de DNASTAR.

Una vez identificadas las regiones disimilares se realiz6 el disefio de
oligonucledtidos y sondas de hidrolisis para los genes goxC y gox2. Ademas se
disefiaron las sondas de hidrolisis correspondientes para los genes constitutivos

calmodulina y B-actina, (Tabla. 3).
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Tabla 3. Oligonucledtidos y sondas utilizados en este trabajo

en Sonda (FAM 5'-3° BHQ1) Primer directo 5°-3 Primer reverso 5°-3
goxC TGGACTCACTACTGCTGCCCGT TCGCTGGTGGAGGTCTGA GGAGCCACTTTCGATGACAA
gox2 CAACCACTTCGGTAGTGACGAAGCC | GTGGGATATAACCTCCAGGATCA GGCCATTCGCTTCTGGTTTC

Calmodulina

TTTGCCGCCAGAATTCCTTACCA

GGAATGCCGTATGGATTGTGATTG

GGAGTCGGTGTCCTTCATCTTAC

B-actina

TCAACGCTCCCGCCTTCTACGT

ACCCAGATCGTCTTCGAGACTT

GAGGCGTACAGGGACAGAAC

gox2-ORF

ATGAGTTCCCAATCCTTGCTTCAGC

CTAAGCATTACCAGCATCCTTAATAA

Prom —goxC

AGTCTGGACACGGCGGGATTGGT

CAGCGCGGTTTGATTGTTGGTAGC

Prom —gox2

CGGGGACGCCTAATGTAAGTT

GATGCCGTGGGGGATGGAGT
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5.10 RT-PCR en tiempo real

El RT-PCR en tiempo real se llevd a cabo en un termociclador LightCycler 480 Il
System (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA). Las muestras de RNA
fueron incluidas en una placa de 96 pozos junto con un control negativo y por
duplicado fueron sometidas a un RT-PCR tiempo real, cada reaccién de RT-PCR
se realiz6 con un volumen final de 25 pL y estaba compuesta con 5 pL de
muestra, 5.5 pL de H,0, 12.5 pl de 2x PCR Master Mix, 0.5 uL de primer directo,
0.5 pL de primer reverso, 0.5 pL de sonda y 0.5 pL de enzima proveniente del Kit
SuperScript lll Platinum one-step RT-gPCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Usando las
condiciones recomendadas por el proveedor donde se inicia con una transcripcion
reversa (50°C, 30 min) y una desnaturalizacion inicial (95 °C, 5 min), seguida por
45 ciclos de amplificacién, consistentes en desnaturalizacion a 95 °C por 30 s e
hibridacién a 60 °C por 30 s, accion de la Taq polimerasa a 72 °C las sefales de
florescencia fueron colectadas a cada etapa de 60 °C, las curvas de amplificacion
fueron analizadas a longitudes de onda de absorcion de 530 nm (FAM).

La sonda de hidrolisis esta constituida por un reportero fluorescente tipo FAM
(Carboxifluoresceina) (R) unido en el extremo 5’ y un captador de fluorescencia
(quencher QR) en el extremo 3'. El reportero fluorescente FAM, tiene una longitud
de onda maxima excitacion de 494 nm y una longitud de onda maxima de emisién
de 518 nm. El termociclador emite radiacion que excita al fluoroforo que en
respuesta disipa la energia a una longitud de onda diferente. Cuando la sonda de
hidrolisis esta intacta, la fluorescencia emitida por el reportero es captada por el
qguencher. El equipo capta la energia fluorescente procedente del reportero
solamente cuando la sonda ha sido desintegrada por la actividad de 5’ - 3’ de
exonucleasa de la enzima Taq DNA-polimerasa usada en los ensayos de

amplificacion

5.11 Amplificacién y purificacién del gen gox2
Con el uso de la secuencia conocida del gen gox2 del genoma de A. niger

(http://genome.jqi-psf.org/cgi-bin/searchGM?db=Aspnil) Se disefiaron un par de

oligonucledtidos directo gox2-ORF-D y reverso gox2-ORF-R (Tabla 3). Para
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amplificar la totalidad del marco de lectura abierto de gox2 de la cepa de A. niger
se utilizo DNA gendmico de la cepa 593 que contiene el gen gox2. Inicialmente se
aislé el DNA gendmico de la cepa 593 el cual fue empleado como molde para
realizar un ensayo de PCR de punto final con el empleo de la enzima Taq DNA
polimerasa (suplementada con el buffer de reaccion pH-8.5), siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Una vez amplificado el gen gox2, este fue
purificado, mediante el Kit de purificacion de gel QIAGEN y se determind su
concentracion y pureza mediante lecturas espectrofotométricas y corrimiento en

geles de agarosa.

5.12 Curva estandar para el calculo del niumero de copias del gen goxC

La curva estandar para conocer el nimero de copias del gen goxC de la cepa Ed8,
se realiz6 mediante diluciones seriadas a partir de una solucibn de una
concentracion conocida en ng/pL de pladsmido conocido, y tomando en cuenta el
tamafio en pares de bases (pb) del plasmido (8615 pb) en donde esta clonado el
gen goxC (proporcionado por el D.C Félix Gutiérrez Corona) se estimo el nUmero
de copias del gen goxC. La concentracion del plasmido se obtuvo por

espectrofotometria en (ng/uL) y el nUmero de copias correspondiente al plasmido

p . 6.02 x 1023 mol x DNA tracié L
se calculé usando la formula DNA(copias) = $22X10 molx DNA concentracionng/ut -
DNA pb x 660 g/mol

donde 6.02214199 x 10% corresponde al nimero de Avogadro, (DNA pb) es el

tamafio del plasmido que contiene el gen de interés y (660 g/mol) corresponde al

promedio del peso molecular de los nucleétidos. Mediante una serie de diluciones
de concentraciones conocidas del numero de copias del plasmido de interés se
realiz6 PCR en tiempo real para precisar el nimero exacto de Ct (Ciclo de
amplificacion) registrados en las diluciones seriadas, generando una curva
estandar de Ct’s contra el nUmero de copias de plasmido calculadas previamente
(Lee. y col., 2005).

Nancy Yadira Reyes Mares Péagina 32



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

5.13 Cuantificacién del niumero de copias absolutas del gen goxC en las

distintas condiciones de crecimiento

Se aisl6 RNA a partir de la cepa Ed8 y de la cepa de referencia NRRL593 de A.
niger var. tubingensis, y A732 de A. niger, proveniente de las diferentes
condiciones de crecimiento. Las distintas muestras de RNA se utilizaron como
templado para llevar a cabo RT-PCR en tiempo real con la sonda TAQMAN
correspondiente al gen goxC. Usando la curva estandar los Ct’s registrados de los

distintos RNAs, fueron interpolados en la curva, mediante la ecuacion lineal

— -ya)(xXp—xg)+xq

— con la finalidad de obtener la cantidad del nUmero de copias
b~ Va

X

del gen goxC presente en las diferentes muestras de RNA.

5.14 Eficiencia de amplificacion para los genes goxC, gox2, p-actinay
calmodulina

La eficiencia de amplificacién se calculé a partir de la pendiente (slope) de una
curva estandar, por medio de la formula E= ([10 (-1/slope)] — 1) x 100. La
eficiencia de PCR debera ser de 80-100% para una pendiente ideal de 3.32. La
pendiente se calcul6 por los Ct’s registrados en el analisis de PCR en tiempo real
en el eje de las “Y” y el logaritmo de concentracion en el eje de las “X”. El Ct se
determiné en la fase exponencial de la reaccion, el cual es inversamente
proporcional al numero de copias de templado, es decir a mayor concentracion de

templado menor Ct registrado.
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6. RESULTADOS

6.1 Busqueda in silico de homdélogos del gen goxC en el genoma de A. niger

Con la finalidad de analizar la expresion del gen goxC, se procedio a disefiar
oligonucledtidos y la sonda de hidrélisis secuencia especifica al gen goxC. Para
evaluar la especificidad de dichos oligonucleoétidos, se realizé en primer lugar la
basqueda en el genoma de A. niger (http://genome.jgi-psf.org/cgi-

bin/searchGM?db=Aspnil), de homdlogos al gen goxC, en donde se encontraron

un total de 28 genes, dichas secuencias nucleotidicas fueron traducidas a proteina
para comparar el grado de identidad y homologia entre dichos productos y el
producto del gen goxC. El resultado de la comparacién fue evaluada en un arbol
filogenético generado a partir de un alineamiento clustal W (Fig. 6A), se observo
que el producto del gen goxC se agrupa con otras tres proteina (GOX2-4), las
cuales se agrupan en la misma rama en el arbol. La Figura 6B muestra el grado
de identidad/similitud existente entre las tres proteinas gox2, gox3 y gox4,
respecto a GOXC, siendo de 58, 34, 26% de identidad para gox2, gox3 y gox4,
respectivamente. Mientras que la similitud de los genes gox2, gox3 y gox4
respecto a goxC esta en 68, 53 y 39%, respectivamente. Por lo tanto, el gen como
la proteina codificada por gox2 muestra mayor identidad y similitud con el gen y la
proteina codificada por goxC. El analisis de la secuencia de las proteinas GOXC-4
demostro la presencia de dominios caracteristicos de este tipo de oxidasas, dichos
dominios son GMC_OXRED_1 (GMC oxidoreductases asignature, RCC1 2
(Regulator of chromosome condensation (RCC1) signature y GMC_OXRED_2

(GMC oxidoreductases signature (http://prosite.expasy.org/scanprosite/).

Ademas, el andlisis en la secuencia aminoacidica de las proteinas GOX2, GOX3,
GOX4 revela la presencia de alguno de dichos dominios: dominio 1.GMC1;
dominio 2. RCC1 y dominio 3.GMC2, estos tres dominios se encuentran
anicamente en GOXC, mientras que GOXS3 tiene los dominios 1y 3 y GOX2 solo
cuenta con el dominio 1 (Fig. 7). Mediante el empleo de la herramienta
bioinformatica http:www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (Tabla 4) se detectd un
péptido sefial de secrecion en las proteinas GOXC, GOX2 y GOX3. Debido al
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hecho que el producto de gox2 muestra la mas alta identidad respecto a goxC y
ademas presenta un péptido de secrecion, puede ser posible que la actividad
extracelular este mediado por ambos productos génicos. Debido a esto se planted
disefiar una estrategia para cuantificar la expresion tanto de goxC como para
gox2. Por lo tanto, los ORF (marcos de lectura abiertos) correspondientes para
estos cuatro genes (goxC, gox2, gox3, gox4) se alinearon para realizar la
busqueda de regiones distintas entre los genes que permitieran el disefio de los
oligonucledtidos y sondas para llevar a cabo RT-PCR en tiempo real, para lo cual
se realizd un alineamiento clustal V de las secuencias nucleotidicas de los genes
goxC-4 (ver tabla 3), (Fig. 8). Como se puede apreciar en la figura 8 no existen
regiones con diferencias notables entre las secuencias de los distintos genes, sin
embargo se disefiaron los oligonucleotidos y las sondas tanto para el gen goxC,
como para el gen gox2 (Fig. 9 A y B). La secuencia nucleotidica del
oligonucledtido directo del gen goxC, tienen un 77, 81 y 81% de similitud, el
oligonucledtido reverso tiene un 35, 55, y 20% de identidad con gox2, gox3 y gox4
respectivamente, y la sonda de hidrolisis cuenta con 44, 44 y 36% de similitud con
respecto a gox2, gox3 y gox4. Mientras que el oligonucleétido directo del gen
gox2 tiene un 72, 72, 66%, la sonda de hidrolisis con 63, 36, 40.9%, y el
oligonucledtido reverso cuenta con 80, 55, 55% de similitud con gox2, gox3 y gox4

respectivamente.
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Figura 6. Arbol filogenético de proteinas relacionadas con GOXC en el
genoma de A. niger. Se muestra la relacion que existe entre los productos de los
28 genes con homologia con el gen goxC encontrados en el genoma de A. niger
secuenciado. En el rectangulo sefialado con una flecha, se muestra que GOXC se
agrupa en una rama con otras tres proteinas que resultaron con la mayor identidad
a GOXC.
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Figura 7. Alineamiento de las proteinas GOXC-4 de A. niger. Alineamiento de las
cuatro proteinas de GOX identificadas incluyendo GOXC, en lineas se ilustra el péptido
sefial de secrecion. En los recuadros se muestran las secuencias de los residuos

conservados GMC1, RCC1 y GMC2, en las glucosas oxidasas.
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Tabla 4. Secuencias del péptido sefial identificado en tres de las cuatro
proteinas de GOX identificadas en el genoma de A. niger.

Proteina Secuencia de péptido sefal
GoxC MQTLLVSSLVVSLAAALPHYIR
Gox2 MMSPILASALLLSGVLA
Gox3 MATKMLRSLTVFGALSTALAAPS
Gox4 No se encontro
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los cuatro genes
gox identificados. En recuadros negros se muestran las regiones idénticas entre

las secuencias nucleotidicas de goxC, gox2, gox3 y gox4.
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Figura 9. Secuencias parciales de los genes goxC y gox2, ubicando los
oligonucleétidos directo y reverso usados para la amplificacion por PCR. Se
ilustra en recuadros el oligonucleotido directo y el oligonucleétido reverso, asi

como la sonda de hidrolisis indicada con una linea tanto para (A) goxC (B) gox2.
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6.2 Clonacién del gen gox2 de la cepa Ed8

Con la finalidad de contar con un control positivo de expresion de gox2, se clong el
gen gox2, para lo cual basado en la informacion del genoma de A. niger se disef6
un par de oligonucledtidos (ver tabla 2) para la amplificacion por PCR de todo el
marco de lectura abierto del gen gox2 (Fig. 10A). La amplificacion del ORF (marco
de lectura abierto) de gox2 se realiz6 mediante PCR en punto final, usando como
templado DNA gendmico de la cepa NRRL593, el tamafio predicho para el gen
gox2, es de 1968 pb y que el fragmento correspondiente a gox2 fue identificado
mediante la observacién de una Unica banda en un gel de agarosa al 1%, cuyo
tamarfio esperado de aproximadamente 2000 pb purificado (Fig. 10B).

6.3 Especificidad de las sondas de hidrolisis goxCy gox2

Con la finalidad de demostrar la especificidad de los oligonucleétidos y las sondas
de hidrolisis para los genes goxC y gox2, se realizé un analisis mediante PCR en
tiempo real. En el caso de la sonda de goxC se us6 como templado un vector de
expresion donde esta clonado goxC (pDSBGOX). Mientras que para la sonda de
gox2 se uso6 el amplicdn de gox2, previamente purificado. Los resultados de los
ensayos de PCR en tiempo real con ambas sondas, demostré que dichas sondas
son especificas hacia sus templados correspondientes, ya que la presencia del
otro gen no genero sefal alguna y Unicamente se detectd sefial de fluorescencia
solo cuando la sonda estaba con su gen correspondiente en la reaccién de
amplificacion (Fig 11).
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Figura 10; Amplificacion del gen gox2. (A) Localizacion de los oligonucleotidos
usados para amplificar por PCR el marco de lectura abierto de gox2. Secuencia
nucleotidica del gen de gox2, en el recuadro indicado con una estrella se ilustra el
oligonucledtido directo y en recuadro indicado con un circulo se indica la
secuencia del oligonucleétido reverso. (B) Electroforesis en gel de agarosa al 1%
que indica la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 2000 pb que
correspondiente al gen gox2. M: Marcador molecular carriles 1-4 corresponden al

amplicon del gen gox2 de A. niger de la cepa 593.
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Figura 11. Especificidad de los oligonucleétidos y sondas para los genes
goxC y gox2. Graficas de la fluorescencia generadas a partir de las sondas para
los genes goxC y gox2. (A) Amplificacion con la sonda goxC usando como
templado el plasmido que contiene goxC. (B) Amplificacion con la sonda gox2
usando como templado el amplicon de gox2. En ambos casos, se usaron como
templado el plasmido pDSBGOX y al amplicon gox2. El control negativo fue
realizado mediante la amplificacion de agua, estos ensayos fueron realizado por

duplicado.
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6.4 Determinacion de la integridad del RNA de las cepas Ed8, 593 de A. niger
var. tubingensis y A732 de A. niger

Con el proposito de encontrar diferencias en la expresion de los genes goxC y
gox2 de la cepa Ed8 respecto a la cepa de coleccion A732, las cepas se cultivaron
con diferentes condiciones de crecimiento que se describen en la Tabla 5,
posteriormente se aislo el RNA mediante el método del trizol, la confirmacion de la
integridad del RNA se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y su
tincién con bromuro de etidio (Fig 12) como se describe en materiales y métodos.

Ademas se determiné espectrofotométricamente la concentracion.

6.5 Comprobacion de la pureza de las muestras de RNA de A. niger

Para comprobar que las muestras de RNA tratadas con DNAsa no estaban
contaminadas con DNA residual, se realiz6 un PCR tiempo real con las sondas de
goxC y gox2 a las muestras de RNA previamente aislados de A. niger, se usé
como control positivo DNA gendmico de la cepa Ed8. Los resultados nos muestran
que las muestras de RNA estaban libres de DNA, debido a que no hubo
amplificacion en ninguna de las muestras de RNA. Se us6 como control positivo el
DNA genodmico de la cepa Ed8, el cual mostro amplificacion con ambas sondas
(Fig. 13), indicando que el ensayo se realiz6 en forma adecuada. Todas las
muestras de RNA fueron tratadas en las mismas condiciones de digestion con
DNAsa I, como las muestras de RNA mostradas en la figura 12.
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Tabla 5. Condiciones de crecimiento de las cepas de A. niger.

Condiciones

Tiempo en horas

% de Glucosa

1 24 0.25%
2 24 1%

3 24 10%
4 36 0.25%
5 36 1%
6 36 10

7 48 0.25%
8 48 1%
9 48 10%
10 60 0.25%
11 60 1%
12 60 10%

Las cepas fueron crecidas en medio minimo Lee y suplementadas con 0.25, 1y 10% de

glucosa a los tiempos indicados.
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Figura 12. Integridad del RNA aislado de la cepa A732 de A. niger. Gel de
agarosa al 2% posterior a la electroforesis de la muestras de RNA total (Tabla 5)
de A. niger. Se carg6 1 ug de RNA total en cada carril, se observan las bandas

correspondientes a los distintos RNAr 28s, 18s y 5s.
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Figura 13. Determinacion de DNA contaminante en las muestras de RNA

aislado de las cepas de A. niger. El RNA total de las cepas de interés se sometié

a PCR en tiempo real, posteriormente a su tratamiento con DNAsa |, las sondas

para los genes goxC y gox2 fueron usadas en un ensayo de PCR en tiempo real,

en donde fue usado DNA gendmico (DNAg) de la cepa Ed8 de A. niger como

control positivo. Se us6 RNA total de la cepa Ed8 (100ng) a las mismas

condiciones mencionadas anteriormente. Curva de la grafica sefialada como DNA

goxC y el DNA gox2 indica la amplificacion por ambas sondas en presencia del

DNA gendmico.
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6.6 Curva estandar para la determinacion del numero de copias del gen goxC
A. niger

El pldsmido pDSBGOX que contiene el gen goxC de la cepa Ed8 de A. niger
donado por El DC. Félix Gutiérrez Corona, tiene un tamafo de 8615 pb de los
cuales 1865 pb corresponden al gen goxC el cual fue usado para transformar una
cepa de E.coli (Fig. 14), se procedi6 a su purificacion y cuantificacion del
plasmido. Se emplearon una serie de diluciones de 100, 10, 1, 0.1 y 0.01/ng de
plasmido y posteriormente se realizdO un ensayo de PCR tiempo real con las
diluciones del plasmido. Con los datos generados se realizé una curva estandar
mediante el modelo descrito en materiales y métodos, el resultado de la curva
estandar demostré una eficiencia del 100% (Fig. 15), ademas se pudo conocer el

nimero de copias del gen goxC por cada 1 pL de plasmido (1.482 x10').

6.7 Cuantificacion absoluta de numero de copias del gen goxC en las

diferentes muestras de RNA de las cepas de A. niger

Las distintas muestras de RNA previamente tratadas con DNAsa de la cepa Ed8,
593 de A. niger var. tubingenis y A732 de A.niger obtenidas a partir de las
diferentes condiciones de crecimiento (ver tabla 4), se analizaron mediante RT-
PCR en tiempo real y se registré su ciclo de amplificacion, denominado como Ct.
Posteriormente, la cuantificacion absoluta del transcrito de goxC de las distintas
muestras de RNA, fue obtenida mediante la interpolacién de su Ct en la ecuacion

en la recta patron previamente obtenida (Fig. 15).

Nancy Yadira Reyes Mares Pagina 48



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

1865 pb
Aadil | I____,..-i kpal |

ORFGOX

;

pDSBGOX

8.6Kb

Figura 14. Esquema del plasmido pDSBGOX en donde esta clonado el gen
goxC. Se ilustra el gen goxC que esta clonado en el vector pDSBGOX cuyo
tamafio es de 8615 pb, también se indica las enzimas de restriccion Hindlll y Kpnl

gue liberan el fragmento de 1865 pb correspondiente al gen goxC de A. niger.
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Figura 15. Gréfica de eficiencia de amplificacién del gen goxC. Construccion
de la curva estandar obtenida a partir de diluciones seriadas 100, 10, 1, 0.1y 0.01
ng totales de concentraciones conocidas del plasmido pDSBGOX que contiene el

gen goxC.
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Se obtuvo el nimero de copias del transcrito de goxC, obteniendo el valor de “x”
que es la interpolacibn de nuestro Ct de interés en la curva estandar
(Interpolacion= Ct -53.388 / -1.435 (Figura 15), los resultados de la interpolacion
se muestran en la Tabla 6, posteriormente se realizé la ecuaciéon No de copias =
e”* donde e= Numero de Euler (=2.718), esto para calcular el nimero de copias del
gen goxC en cada una de las muestras de RNA para las cepas analizadas, se
grafica con los datos para la cepa Ed8 de A. niger var tubingensis (Fig. 16A). En
las primeras 36 h de crecimiento en todas las condiciones se registraron los
valores por debajo de los 20 millones de copias, mientras que a las 48 h de
crecimiento a la concentracion de 0.25% de glucosa se registra un incremento
superando los 20 millones de copias, después de esto hay un decremento de
copias en todas las condiciones, hasta que al 10% de glucosa en 36 h de
crecimiento, se registra el maximo nivel de expresion (Fig. 16A). Para la cepa
A732 de A. niger, se aplicé el mismo criterio de calculo para todas las muestras, a
diferencia de la cepa Ed8, la cepa A732 registrd6 un nimero de copias mas
elevado con respecto a la cepa Ed8 siguiendo un patrén de aumento de nimero
de copias del gen goxC en la condicion en donde la cepa A732 fue crecida en 1%
de glucosa en todos los tiempos, ademas es esta misma condicion, pero a las 48 h
de desarrollo, se muestra incremento mucho mayor de expresion respecto a los
otros tiempos ensayados por lo cual a las 48 h a 1% de glucosa es el tiempo en el
que se registra el maximo de numero de copias del gen goxC en la cepa A732.
(Fig. 16B).

Nancy Yadira Reyes Mares Pagina 51



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

Tabla 6. Cuantificacion absoluta del numero de copias del gen goxC de A.

niger.
% de Tiempo en Ct Interpolacion Log No. De copias
Glucosa hrs natural goxc

0.25% 24 31.8 15.0439024 2718 3410408.45
1% 24 31.66 15.1414634 - 3750864.52
10% 24 31.145 15.5003484 5382918.68

0.25% 36 32.01 14 897561 2046160 27
1% 36 91765 | 15.0682027 3494603.01
10 36 30.075 16.245003 11345237 .1

0.25% 48 28945 | 17 0334495 24932516 1
1% 48 31.74 15.0857143 3556011.59
10% 48 3112 15 51777 547750951

0.25% 60 31.425 15 3052265 4428801.53
1% 60 31.785 15.0543554 3446240.56
10% 60 26.26 18.0045206 161912968

Se us6 RNA total tratado previamente con DNAsa | en un ensayo de RT-PCR en tiempo
real los datos de Ct obtenidos fueron interpolados en la ecuacién (Fig. 16).
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Figura 16. Cuantificacion absoluta del numero de copias del gen goxC en la cepa
A732 y EdS8. El RNA tratado previamente con DNAsa | fue sometido a RT-PCR en tiempo
real, los valores obtenidos Ct fueron interpolados en la ecuacion (Fig 16). (A) Cepa Ed8
(B) Cepa A732. Se probaron concentraciones de glucosa de 0.25, 1 y 10% de glucosa a

tiempos de desarrollo por 24, 36, 48 y 60 h incubadas a 28°C.
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6.8 Expresion relativa de gox2 con respecto a f-actina en la cepa A732 de A.
niger

Para estudiar los cambios en los niveles de expresion del gen gox2 en la cepa
A732 y Ed8 de A. niger se realizd un ensayo de RT-PCR en tiempo real con RNA
total de la cepas Ed8 y de referencia A732. Para lo cual, se realizdé un ensayo de
RT-PCR en tiempo real con el gen de referencia B-Actina y el gen de interes gox2.
Se usaron diluciones seriadas de 50, 5, 0.5 y 0.05 ng de RNA total de la cepa
A732 por reaccion, para determinar la eficiencia de amplificacion de ambas
sondas, obteniendo eficiencias del 87 y 78% para p-actina, y gox2,
respectivamente (Fig.17 Ay B). Los valores de fluorescencia correspondientes a
los Ct’s registrados en el termociclador, el calculo de la expresion relativa se
realiz6 mediante el método matematico ACt (Pfaffl, 2001), el cual emplea la
siguiente formula de ACt= 2("E™ACt") x 2(*E™ - ~Ct"%) donde E representa las
eficiencias respectivas de los genes costitutivo= nl y el gen de interes= n2. El Ct
representa el ciclo de amplificacion del gen en la muestra ensayada. Con los datos
obtenidos se procedio a calcular los niveles de RNAmM de gox2 respecto al gen de
referencia f-actina en las distintas condiciones de crecimiento (ver tabla 5). La
expresion del gen gox2 en la cepa A732 depende del tiempo de incubacion como
de la concentracion de glucosa (Fig. 18A). Se registrdé una expresion mas baja de
gox2 a las 24 h de crecimiento respecto a los tiempos de 36, 48 y 60 h. Ademas a
las 36 y 48 h de desarrollo en presencia de una concentracion a 0.25% de glucosa
se registré una mayor expresion con respecto a una concentracion de 1y 10% de
glucosa, finalmente a la condicion de crecimiento de 60 h con presencia de 10%
de glucosa se observd una mayor expresion respecto a todas las condiciones
probadas. En la cepa de A. niger Ed8 todas las muestras de RNA probadas fueron
negativas en los ensayos de RT-PCR en tiempo real, (dato no mostrado). En la
Fig. 18B se muestra una grafica que desmuestra que el gen constitutivo de f-
actina no muestra una gran variacion de expresion en todas las condiciones de

crecimiento, lo que indica que es un buen gen de referencia para este estudio.
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Figura 17. Curvas de eficiencia de amplificacion de los genes pg-actina y
gox2. (A) Curva de eficiencia del gen constitutivo de B-actina. (B) Curva de
eficiencia de gox2. Se uso6 una serie de diluciones de RNA total de la cepa A732 a
partir de 50-0.05 ng. Se muestra la ecuacion de la regresion lineal en cada uno de

las graficas.

Nancy Yadira Reyes Mares Pagina 55



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

(A)

0.025 - '

ad
&
% 002 -

2
0015 A

3

h

L]
T oo

=
“

b4

ﬁums-
1 F}

0_
g é’" & Ry '§‘ o P ﬁ‘f’ % Ghcosa
24h Eﬁh 4Bh 60 h
(B)

5 -
]
% 20
b+
£15
o
-
| =4
B 10
4
W5

D.

& @9‘“ & Q 1"@6’5'5“:@
24 h 38R 4Eth &G h

Figura 18. Expresion relativa del gen gox2 respecto al gen de g-actina en la
cepa de A. niger A732 . El RNA total fue aislado a partir de la cepa A732 crecida
en diferentes concentraciones de glucosa (0.25, 1.0 y 10.0 %) a los tiempos de 24,
36, 48 y 60 h. El RNA fue sometido a ensayos de RT-PCR en tiempo real usando
las sondas de hidrolisis para gox2 y f-actina. Los resultados obtenidos fueron
graficados usando el metodo matematico ACt. (A) valores de Ct obtenidos en las
distintas condicioenes de crecimiento (Tabla 5) para el gen de p-actina. (B)
Niveles de expresion del gen gox2 relativos a la expresion del gen fS-actina.
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6.9 Clonacion de los promotores del gen gox2 de las cepas Ed8, 593 y A732,
de A. niger

Con la finalidad de explicar las diferencias de expresion en los genes goxC y gox2,
se realizdé un analisis in silico de las regiones promotoras de los genes goxC y
gox2 obtenidad a partir del genoma de A. niger (http://jaspar.genereg.net/cgi-
bin/jaspar_db.pl). se ubicaron cajas consenso de reconocimiento por factores de
transcripcion en dichas secuencias de los promotores. Los resultados muestran
diferencias en la presencia y organizacion de cajas concenso en ambos genes
Tabla 7 y 8 (Fig. 22), lo cual sugiere que ambos genes son regulados de manera
distinta, lo cual es confirmado en nuestros experimentos.

Con el proposito de ver los cambios en la regulacion de los genes goxC y gox2 en
las distintas cepas de A. niger se debe a diferencias en la secuencia nucleotidica
en los promotores para goxC y de gox2 (Fig. 19 A y B), se disefaron
oligonucleotidos en base a la secuencia reportadas de los promotores de estos
genes en el genoma de A. niger para amplificar la region promotora de los genes
goxC y de gox2 (Fig. 20). Se emple6 DNA gendmico de las cepas Ed8, 593 y
A732 se realizé ensayos de PCR punto final para determinar la temperatura de
alineamiento mas adecuada para la amplificacion del producto especifico para
cada pareja de oligonucleotidos. La figura 20 muestra las temperaturas 45, 50 y 55
°C utilizadas en el ensayo de PCR punto final la amplificacion de los promotores
del gen goxC de la cepa 593 y A732. La temperatura mas adecuada para gox2 de
la cepa A732 fue de 45 °C, el DNA de la cepa Ed8 no amplifica a ninguna de estas
temperaturas ensayadas. Por lo tanto se probaron otras temperaturas de
amplificacion donde se determind que la temperatura para goxC de la cepa 593
fue de 65 °C al igual que para el gen goxC y gox2 de la cepa Ed8 (Fig. 21), donde
se muestran todos los promotores amplificados y purificados, se procedera en un
futuro proximo a realizar la secuenciacion de cada uno de dichos fragmentos para

ubicar posibles diferencias.
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Tabla 7. Posibles factores de trascripcion que participan en la regulacién de la
expresion de goxC

Nombre Familia Funcion
HAP2 NFY CCAAT-binding Activador de la transcripcion
y regulador de la expresion
génica respiratoria.
GLN3 GATA Activador transcripcional de
genes regulados por
nitrégeno.
MSN2 BetaBetaAlpha-zinc finger | Activador transcripcional, se
activa en condiciones de
estrés.
MSN4 BetaBetaAlpha-zinc finger | Activador transcripcional, se
activa en condiciones de
estrés.
RGM1 BetaBetaAlpha-zinc finger Factor de transcripcién
putativo de unién a Zinc,
induce la expresion de
genes involucrados en el
catabolismo de
monosacéridos y el
metabolismo de aldehido.
RIM101 BetaBetaAlpha-zinc finger Represor transcripcional,
responsable de reprimir
genes que participan en la
adaptacion de un medio
alcalino. Participan en la
estructura de la pared
celular.

FHL1 Forkhead Regulador de la
transcripcion de la proteina
ribosomal.

UPC2 Fungal Zn cluster Inductor de la transcripcion
de genes de biosintesis de
esterol.

SKN7 E2F Regulador de respuesta
nucler y factor de
transcripcién, necesario
para la induccion de genes
gue responden al estrés
oxidativo.

ARGS80 MADS Factor de trascripcion
involucrado en la regulacion
de los genes que
responden a la arginina.

Se uso el programa http://jaspar.genereg.net
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Tabla 8. Posibles factores de trasncripcion que participan en laregulacion de
la expresion de gox2

Nombre Familia Funcion

HAP2 NFY CCAAT-binding Activador de la transcripcion
y regulador de la expresién
génica respiratoria.

ASG1 Fungal Zn cluster Proteina con un grupo de
zinc propuesto para
funcionar como regulador
gue participa en la
respuesta al estrés.

CAT8 Fungal Zn cluster Activador transcripcional de
grupos de Zinc.
SUT1 Fungal Zn cluster Proteina de funcién

desconocida, miembro de la
familia multigénica
seripauperin.

GLN3 Zinc-coordinating Activador transcripcional de
genes regulados por
nitrégeno.
YLLO54C Fungal Zn cluster Proteina de funcién

desconocida.

Se uso el programa http://jaspar.genereg.net
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Figura 19. Representacion esquematica de los promotores de los marcos de lectura

de goxC y gox2. Esquemas que representan el acomodo de los oligonucleotidos usados
para la amplificacion por PCR de los promotores de los genes goxC (A) y gox2 (B). Las
lineas comprendidas entre D (oligonucleotido directo) y R (oligonucleotido reverso) indican
los productos de PCR predichos para cada gen. Los numero entre parentesis muestran
los tamafios de los ORFs de los genes goxC y gox2. El tamafio de los promotores y sus
ORFs, se muestra con una linea en la parte superior de cada una de la figuras. ATG
representa el codon de inicio de la traduccién, UGA y UAG representan los codones de

paro.
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Figura 20. Amplificacion mediante PCR de la regién promotora de los genes goxCy
gox2 en las cepas Ed8, 593 y A732. Se utilizé diferentes temperaturas (45, 50, y 55 °C),
Carril 1-6 corresponde a la temperatura de amplificacion de 45°C; Carril 7-12 corresponde
a la temperatura de 50°C y el carril 13-18 son correspondientes a la temperatura de 55°C.
Las muestras de la cepa Ed8 se encuentran en los carriles 1,4, 7, 10 y 13 con el gen
representado. Los carriles 2, 5, 8, 11, 14, 17 corresponden a la cepa 593. Y los carriles 3,

6, 9, 12, 15y 18 corresponden a la cepa A732.
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Figura 21. Amplificacén de los promotores gox2 y goxC en la cepa A732, Ed8
y 593. Los productos generados por PCR de los genes goxC y gox2 de las cepas
A732, Ed8 y 593, fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los
carriles 1, 3y 5 corresponden al gen goxC y los carriles 2, 4 y 6 corresponden al
gen gox2. Se observa la banda esperada de los 6 promotores que es de

aproximadamente 1500 pb.
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Figura 22. Andlisis in silico de las secuencias promotoras de goxC (A) y gox2
(B). Se localizaron las secuencias consenso para union a diversos factores de
transcripcion para goxC: 1) HAP2 (TTGGT), 2 GLN3 (GATAA), 3) MSN2
(AGGGG), 4) RIM101 (CGCCAAG), 5) RIM101 (CGCCAAG), 6) FHL1
(GACGCAAA), 7) UPC2 (TATACGA), 8) SKN7 (GGCCAT), 99ARG80 (AGACGC),
10) CAAT, 11) MSN2 (AGGGG), 12) GNL3 (GATAA), 13) HAP2 (TTGGT), 14)
TATAA. Para gox2: 1) HAP2 (TTGGT), 2) TATAA, 3) CAT8 (CCGGAA), 4) SUT1
(CGCGGGG), 5) HAP2 (TTGGT), 6) GLN3 (GATAA), 7) CAAT, 8) YLLO54C
(CGGCCGA), 9) HAP2 (TTGGT). Se uso el programa http://jaspar.genereg.net

Nancy Yadira Reyes Mares Péagina 63



“Analisis de la expresion de los genes glucosa oxidasa de la cepa EdS de Aspergillus niger var. tubingensis”

7. DISCUSION

Se encontraron 3 genes homologos a goxC en el genoma de A. niger (gox2-4), lo
cual concuerda con lo reportado anteriormente, de los cuales tres de los genes
son extracelulares y un intracelular (Pel y col., 2007). Por otra parte cabe ser
mencion que los dominios que definen a este tipo de oxidorreductasa son los
siguientes: dominio 1.GMC_OXRED_1; dominio 2.GMC, RCC1 2 y dominio
3.GMC_OXRED 2 GMC, estos tres dominios se encuentran Unicamente en
goxC, mientras que gox3 tiene los dominios 1 y 3 y gox2 solo cuenta con el

dominio 1.

De estos genes goxC, gox2 y gox3 tienen un péptido sefial de secrecion lo cual
hace suponer la existencia potencial de mas de una enzima responsable de la
actividad de GOX extracelular, sin embargo, lo reportado por (Zetelaky y Vas
1968) en la cepa de A. niger demostré que Unicamente el producto del gen goxC
es el responsable de la actividad extracelular de gox. Nuestros estudios
demuestran que en la cepa Ed8 se expresa goxC, sin embargo, no registramos
expresion para gox2 en ninguna de las condiciones empleadas, mientras que en la
cepa A732 se expresan ambos genes. Lo que indica que al menos en la cepa Ed8
la actividad extracelular de GOX es atribuida principalmente al producto del gen
goxC.

El andlisis in silico de la secuencia de los promotores (se consideraron 1000 pb
antes del ATG como regién promotora) de los genes goxC y gox2, muestran una
baja identidad entre ellos (19.4%), lo que indica la existencia de distintas cajas

consenso para factores de transcripcion.

Se ha descrito que altos niveles de glucosa es un inductor de la expresion del gen
goxC (Zetelaki y Vas., 1968), los estudios realizados de (Rodriguez., 2013 datos
no publicados) muestran una dependencia de la concentracion de glucosa en el
medio en 5y 10% para una mayor actividad de GOX, sin embargo como se puede

observar en la figura 5 que la cepa A732 necesita una concentracion de glucosa
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40 veces mayor, para que alcance una actividad similar a la cepa Ed8 lo que
sugiere la posibilidad de distintos mecanismos de regulacion.

8. CONCLUSIONES
Se disefiaron sondas para los genes goxC y gox2, para lo cual usando como
sonda el gen gox de la cepa de A. niger var. tubingensis se hizo una busqueda de
homologos en el genoma de A. niger y se encontraron 28 genes con cierta
similitud a goxC, siendo tres (gox2-4) cuyos productos fueron los que mostraron
mayor identidad con GOXC (superior al 26%). A pesar del alto grado de identidad
entre las secuencias de los genes gox y mediante herramientas bioinformaticas se
disefiaron las sondas de hidrolisis secuencias especificas para goxC y gox2, las

cuales fueron confirmadas en los experimentos llevados a cabos.

Se cuantifico la cantidad exacta de numero de copias del gen goxC presentes en
las muestras de RNA a analizadas. El analisis del nimero de copias de transcrito
del gen goxC de la cepa Ed8 en las diferentes condiciones de crecimiento,

demostro:

1. El factor principal que determina la expresion del gen goxC es el tiempo de
crecimiento debido a que se registr6 la mayor cantidad de namero de

copias de goxC a las 60 h de crecimiento con 10% de glucosa.

El andlisis del nimero de copias de transcrito del gen goxC de la cepa A732 en las

diferentes condiciones de crecimiento, demostro:

1. Al 1% de glucosa en todos los tiempos se registré la mayor cantidad de
namero de copias del gen goxC, sin embargo a las 48 h se registré la

mayor expresion.

La cepa A732 muestra niveles de expresion de goxC mayores a la cepa Ed8, esto
contrasta con la actividad de GOX, ya que en ensayos realizados la cepa Ed8
muestra mayor actividad enzimatica, lo que podria indicar que la actividad de GOX

no esta regula por el numero transcrito del gen goxC.
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p-actina presenta niveles de expresion similares (Ct) en todas las condiciones
probadas, ademas tiene una eficiencia de 87% por lo tanto g-actina fue el mejor

gen constitutivo para este trabajo.

La clonacién de los promotores de las distintas cepas se amplificaron a diferentes
temperaturas, la cepa Ed8 necesito una temperatura mas alta con respecto a la
cepa 593 y A732, esto puede ser debido a una diferencia en el contenido de G y
C.

En conclusion no hay correlacion entre la alta actividad de la cepa Ed8 con los
niveles de transcrito, ya que la cepa Ed8 tiene niveles inferiores de transcrito goxC
en algunas condiciones a la cepa A732. Ademas este estudio vuelve a confirmar
que al producto del gen goxC como el principal responsable de la actividad de

GOX, ya que los niveles de RNAmM de gox2 son muy bajos o nulos en la cepa Ed8.
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