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RESUMEN

Objetivo. Analizar el efecto del xilano y la cascarilla de arroz como Unicas fuentes de carbono, sobre
la actividad feruloil esterasa y la expresion de los genes faeA y faeB de Penicillium rubens (Wisconsin
54-1255), en fermentacion sumergida. Materiales y métodos. Las fermentaciones se realizaron
durante 24, 48 y 72 h (28°C/250 rpm), en matraces con medio Sakamoto modificado. La actividad
FAE se determind usando el sustrato sintético Etil 4-hidroxi-3-metoxicinamato. La transcripcién de
faeA y faeB fue determinada por RT-PCR. Los productos de PCR fueron resueltos por electroforesis
en gel y se analizaron por densitometria. Resultados. El analisis de la expresion génica evidencio
gue el uso del xilano tuvo un efecto positivo en la expresion de ambos genes. La mayor actividad
transcripcional, tanto de faeA como de faeB, se observo a las 48 h. Por su parte, la cascarilla de
arroz produjo resultados negativos. Los datos obtenidos al determinar la actividad feruloil esterasa,
respaldaron los resultados observados en el analisis de expresidn génica. Conclusion. A diferencia
del xilano, la cascarilla de arroz no demostré un efecto inductor sobre la actividad feruloil esterasa
en P. rubens.

Palabras clave: Represion catabdlica; actividad enzimatica; expresion génica; fermentacion;
Penicillium; activacion transcripcional (Fuentes: MeSH, NLM, CAB).

ABSTRACT

Objective. Analyzed the effect of xylan and rice husk as sole sources of carbon on the FAE activity
and expression of faeA and faeB genes of Penicillium rubens (Wisconsin 54-1255), in submerged
fermentation. Materials and methods. The fermentations were carried out for 24, 48, and 72 h
(28°C/250 rpm), in flasks with a modified Sakamoto medium. FAE activity was determined using
the synthetic substrate Ethyl 4-hydroxy-3-methoxycinnamate. The transcription of faeA and faeB
was analyzed by RT-PCR. The PCR products were resolved by electrophoresis and analyzed by
densitometry. Results. The analysis of gene expression showed that the use of xylan had a positive
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effect on the expression of both genes. The highest transcriptional activity of both faeA and faeB was
detected at 48 h. On the other hand, rice husk showed negative results. The data obtained when
the FAE activity was determined, supported the results observed in the gene expression analysis.
Conclusion. Different from xylan the rice husk did not demonstrate an inducer effect on the feruloyl

esterase activity in P. rubens.

Keywords: Catabolite repression; enzyme activity; gene expression; fermentation; Penicillium;
transcriptional activation (Sources: MeSH, NLM, CAB).

INTRODUCCION

Las feruloil esterasas (EC. 3.1.1.73) pertenecen
a las hidrolasas de éster carboxilico y son las
enzimas clave en la escision de los enlaces éster
entre el acido hidroxicindmico y la galactosa o
arabinoxilanos, en la hemicelulosa. Este grupo
de esterasas también es conocido por sus siglas:
FAE (ferulic acid esterases). La hidrélisis de los
enlaces éster en las paredes celulares de las
plantas usando enzimas FAE permite que los
polisacaridos y diferentes compuestos fendlicos
como los acidos hidroxicindmicos se liberen
facilmente (1). Los acidos hidroxicinamicos son
productos quimicos de alto valor debido a sus
diversas propiedades bioldgicas, de los cuales el
acido ferulico es el mas abundante y ampliamente
distribuido (2). Muchos estudios han informado
sobre las aplicaciones del acido ferulico en la
industria alimentaria, biomédica y farmacéutica
debido a sus propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antivirales, anticancerigenas
y antiinflamatorias (2,3). En consecuencia,
el uso de enzimas FAE es muy importante en
diferentes procesos biotecnolégicos como: la
hidrélisis enzimatica para la produccion de
bioetanol, la deslignificacion bioldgica de plantas
para la produccién de papel, la esterificacion del
acido hidroxicinamico, asi como la digestibilidad
y el aumento de la recuperaciéon de residuos
vegetales derivados de la agroindustria (1,3).

La produccion de feruloil esterasas a partir de
microorganismos y su aplicacion biotecnoldgica
han sido objeto de investigacién en los ultimos
afios. Actualmente, los hongos filamentosos son
el grupo de microorganismos mas empleado en
la busqueda y produccion de estas enzimas. Sin
embargo, la cantidad de secuencias fungicas
depositadas en las bases de datos aun es baja
(4). En algunos casos, se ha informado la
actividad enzimatica e incluso se han purificado
las enzimas sin llegar a conocer las secuencias de
los genes que las codifican. Esta es la situacidn
de Penicillium rubens (anteriormente clasificado
como P. chrysogenum), uno de los hongos mas
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valiosos para la industria de la biotecnologia
(5). Afortunadamente, el caracter publico de los
genomas flngicos ha facilitado la busqueda de
secuencias codificantes de enzimas FAE mediante
mineria gendémica. Después de una busqueda,
basada en similitud, en el genoma de P. rubens
(Wisconsin 54-1255), se encontraron dos
secuencias codificantes de feruloil esterasas que
fueron denominadas faeA y faeB. Se encontrd
que faeA contiene un marco de lectura abierto
(ORF-Pc20g07010) de 933 pb, con un solo
intrén (89 pb), que codifica una proteina de
280 aminoacidos llamada PrFaeA (CAP86030).
Por otro lado, faeB incluye un marco de lectura
abierto (ORF-Pc12g08300) de 1643 pb, con un
intrén de 58 pb, que codifica para una proteina
de 527 aminoacidos denominada PrFaeB
(CAP80457). Ambas proteinas fungicas fueron
verificadas bioinformaticamente, determinando
que pertenecen a las enzimas FAE tipo A y B,
respectivamente.

Teniendo en cuenta que la cascarilla es uno de
los subproductos generados en gran cantidad
durante la produccién de arroz y que es rica
en hemicelulosas y compuestos fendlicos
(6), se ha considerado evaluar su uso como
sustrato en la produccion de enzimas FAE por
P. rubens (Wisconsin 54-1255) en condiciones
de fermentacion sumergida. Por lo tanto, este
trabajo tuvo como objetivo analizar el efecto de la
cascarilla de arroz sobre la actividad enzimatica
feruloil esterasa y sobre la transcripcion de los
genes codificadores para las feruloil esterasas
PrFaeA y PrFaeB, en comparacion con el uso de
xilano como Unica fuente de carbono.

MATERIALES Y METODOS

Fermentacion. Se tuvo en cuenta el medio de
cultivo descrito por Sakamoto et al (10), con
modificaciones (NH,NO5: 2 gl — 1; K,HPO,: 1
gl = 1; MgSO, - 7 H,0: 0.5 gl — 1; KCI: 0.5
gl — 1; FeSO,: 0.01 gl — 1; peptona de soja:
1 gl — 1; cascarilla de arroz: 20 gl — 1; agua
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destilada). La cascarilla de arroz se sometid a
un pretratamiento de molienda y cribado para
posteriormente ser sometida a solubilizacidon
en autoclave mediante tratamiento térmico
con vapor. El medio de cultivo asi preparado se
llamé RHS (rice-husk-sakamoto). Para preparar
el segundo medio de cultivo, la cascarilla de
arroz fue reemplazada por xilano (2%). Este
medio se denomind XS (xilano-sakamoto). Para
la determinacion de la actividad enzimatica, las
fermentaciones se llevaron a cabo durante 24, 48
y 72 h,a28°Cy 250 rpm, en matraces de 250 ml
con 50 ml de medio. Para obtener los extractos
enzimaticos, el contenido de cada matraz se
procesé como lo describe Sakamoto et al (7). La
cantidad de proteina presente en cada extracto
se midié utilizando el método Bradford. La
actividad feruloil esterasa se determiné usando el
sustrato sintético 4-hidroxi-3-metoxicinamato de
etilo (Sigma-Aldrich) siguiendo el procedimiento
propuesto por Sakamoto, et al (7). Para estos
experimentos, U se define como la cantidad de
enzima que es capaz de liberar 1 pmol de AF en
un tiempo de 1 minuto.

Analisis de la expresion génica. Se realizaron
fermentaciones durante 72 h, a 28°Cy 250 rpm,
en matraces de 500 ml con 100 ml de medio.
Las muestras de micelio fueron tomadas, de cada
medio de cultivo, a las 24 h, 48 hy 72 h. Las
extracciones de ADN y ARN se realizaron segun lo
indicado por Gil-Duran et al (8). La transcripcién
de faeA, faeB y actA se analiz6 por RT-PCR. La
sintesis de ADNc se realizd segun lo descrito por
Garcia-Rico et al (9). La amplificacién por PCR
se realizd siguiendo estas condiciones: 5 min a
94°C; 30 s a 94°C; 30 s a 58°C; 30 s a 72°C
(35 ciclos) y 10 min a 72°C. Los oligonucleétidos
utilizados se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en los analisis de
RT-PCR.

Gen Nombre . P Tamano
diana cebadores Secuencia (5'-3") (pb)
FaeA-Fw  CTCGCTCCATTTGACACCTT
faeA 100
FaeA-Rv ACAAGTGACTCGACCTGATCT
FaeB-Fw ACCGCCAACCTGAGGTAATC
faeB 101
FaeB-Rv  CTTGTCGAAGCCCTCCTCAT
ActA-Fw TCCCCATCTACGAGGGTTTCT
actA 100
ActA-Rv  CGCTCACGCAGGATCTTCAT

Los productos de PCR se resolvieron por
electroforesis en gel. Teniendo en cuenta el
tamafio de los amplicones, se utilizé como
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marcador de peso molecular el DNA Ladder
GeneRuler de 50 pb (ThermoFisher). Para
el control positivo, se usé ADN gendmico de
P. rubens como molde, mientras que para
el control negativo no se utilizé molde. El
analisis de densitometria se realizé utilizando el
software “MYImageAnalysis” (ThermoFischer)
segun lo descrito por Torrent et al (10). El gen
normalizador fue actA.

RESULTADOS

El analisis de la actividad enzimatica (actividad
FAE) de los medios de cultivo RHS y XS, produjo
resultados que contrastan entre si. Por un lado,
se observd que la actividad FAE en el medio
RHS fue nula, mientras que en el medio XS
se detectd actividad enzimatica en todos los
tiempos ensayados. El uso de xilano como Unica
fuente de carbono indujo una actividad FAE cuyo
punto de maxima actividad se observo a las 48
h, momento en el cual se duplicé la actividad
detectada a las 24 h (Figura 1). La actividad
enzimatica a las 72 h oscilé alrededor del 90%
de los valores observados a las 48 h.
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Figura 1. Actividad FAE de los extractos enzimaticos
de P. rubens.

Se muestran los datos obtenidos a las 24 h, 48 h
y 72 h de fermentacién sumergida en los medios
XS y RHS. Las barras de error representan la
desviacidon estandar de dos réplicas de dos
experimentos independientes (p<0.05). (U)
Unidad: cantidad de enzima que es capaz de
liberar 1 pmol de AF en un tiempo de 1 minuto.

De manera similar, el analisis de expresion
génica indicé que, a diferencia de la cascarilla
de arroz, el uso de xilano produjo un efecto
inductor sobre la expresiéon génica de faeA
y faeB. Cuando los productos de RT-PCR se
resolvieron por electroforesis, el amplicon del
tamafio esperado (100 pb) solamente se observd
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en la fermentacién con medio XS (Figura 2).
En el medio XS, la actividad transcripcional de
faeA se detectd desde las 24 h hasta las 72 h
de la fermentacion, mientras que para faeB la
expresion se observé claramente solo después
de las 48 h de cultivo (Figura 2B).

actA faeA faeB

()1 2 3 ()

M (-) 1 2 3 (+) (-)12 3 (+)

Figura 2. Perfil de expresion de faeA y faeB con xilano
y cascarilla de arroz como Unicas fuentes
de carbono.

Se muestran los productos de RT-PCR resueltos
en gel de agarosa (2%). A: medio Sakamoto
modificado con cascarilla de arroz (RHS). B:
Medio con xilano (XS). Para cada gen se indica,
de izquierda a derecha: control negativo (-),
24 h (1), 48 h (2), 72 h (3) y control positivo
(+). M: marcador de peso molecular (DNA
Ladder GeneRuler de 50 pb). La flecha sefala
la amplificacién de un fragmento de 100 pb.
Control positivo: el molde fue ADN gendmico.

Control negativo: no se utilizé molde.

El analisis por densitometria mostrdé que faeA
alcanzd su nivel maximo de expresion a las
48 h (Figura 3). A las 72 h, el nivel relativo
de actividad transcripcional en el micelio
permanecio alrededor del 70% en comparacion
con los niveles de transcripcion de actA, utilizado
como gen normalizador debido a su caracter
constitutivo. A diferencia de faeA, la expresion
de faeB no se detecto a las 24 h. Sin embargo,
la mayor actividad transcripcional se observd a
las 48 h. Después de 72 h, la expresién relativa
de faeB disminuyd a menos de la mitad de lo
gue se observo a las 48 h (Figura 3). Para ambos
genes, los niveles mas altos de expresion se
detectaron a las 48 h de fermentacion, lo cual es
consistente con lo observado en los andlisis de
actividad enzimatica. Por su parte, la cascarilla
de arroz produjo resultados opuestos (Figuras
1y 2). No se detectd actividad transcripcional,
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en los tiempos ensayados, para ninguno de los
dos genes. Por lo tanto, el medio Sakamoto
modificado con cascarilla de arroz no funcioné
como inductor de la actividad feruloil esterasa
en P. rubens.
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Figura 3. Efecto del xilano como Unica fuente de
carbono sobre la transcripcidén de faeA y
faeB en P. rubens.

En la figura 3, se muestran los datos obtenidos a
las 24 h, 48 hy 72 h de fermentacién sumergida
en medio XS. Los niveles de transcripcion de faeA
y faeB se cuantificaron por densitometria. El gen
normalizador fue actA. Las relaciones faeA/actA
y faeB/actA se expresaron como porcentaje (10).

DISCUSION

En los hongos filamentosos, los genes que
codifican para feruloil esterasas estan regulados
mediante represion por catabolito. Normalmente,
este control negativo esta mediado por CreA que
reprime a XInR, un activador transcripcional de
genes xilanoliticos (11). Nuestros resultados
mostraron que el xilano tuvo un mayor efecto
inductor en faeA que en faeB, durante toda la
fermentacion. Esta diferencia fue especialmente
importante a las 24 h (Figura 2). En Aspergillus
niger, azlcares como la xilosa y la arabinosa
indujeron diferencialmente la expresion de
faeA en detrimento de faeB, después de unas
pocas horas de crecimiento (12). Lo anterior
concuerda con lo observado en P. rubens,
especialmente si consideramos que el producto
principal de la hidrdlisis de xilano es la xilosa.
Adicionalmente, la concentraciéon de xilosa
tiene un impacto en la expresion génica. A
bajas concentraciones, la xilosa funciona como
inductor y a altas concentraciones como represor,
en un mecanismo mediado por CreA (13).
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Este comportamiento explicaria la disminucion
que se observd en la transcripcion de faeA
después de las 48 h, ya que podria obedecer
al aumento de xilosa, producto de la actividad
hidrolitica. Por otra parte, en A. niger el gen
faeB es inducido por la presencia de compuestos
aromaticos como el acido ferulico (4). Por lo
tanto, en presencia de polisacaridos complejos,
la expresién del gen faeA condujo a la liberacién
de estos compuestos aromaticos especificos,
propiciando posteriormente la expresion de faeB.
Adicionalmente, en este trabajo reportamos
el efecto nulo que ejerce la cascarilla de arroz
sobre la transcripcion de los genes que codifican
para enzimas FAE. En sustratos naturales,
las hemicelulosas son quimicamente muy
variables. En particular, los arabinoxilanos de las
cascaras de cereales se describen como los mas
lignificados, con la mayor diversidad de cadenas
laterales y, a veces, insolubles en agua (14).
Esto permite suponer que algunos componentes
como el xilano y el acido ferulico pueden ser
inaccesibles para operar como inductores
en la expresidon génica. Finalmente, se debe

considerar la posible generaciéon de compuestos
inhibidores durante el pretratamiento de la
cascarilla de arroz. En el tratamiento previo con
vapor, la degradacién parcial de la hemicelulosa
puede conducir a la generacién de compuestos
toxicos como los derivados del furano (furfural
y 5-hidroximetilfurfural) que afectan la actividad
enzimatica (15).
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