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El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el efecto de la temperatura sobre la
estructura de la pared celular y su relacion con la eficiencia de transformacién
genética en cepas autdctonas de Kluyveromyces marxianus. En primer lugar, se
determiné la ploidia de cinco cepas mediante PCR y analisis in silico de borradores
gendémicos, identificando que Kmx 14, Kmx 15, Kmx 22 y Kmx 24 son diploides,
mientras que Kmx 16 es haploide de tipo a, lo que facilita su uso en estudios de
transformacién genética. Posteriormente, se evalud la influencia de la temperatura
sobre el crecimiento y la estructura de la pared celular. Todas las cepas crecieron

en medio solido hasta 45°C, excepto Kmx 11 y Kmx 15, solo lo hicieron hasta 42°C.

En cultivo liquido, la mayoria alcanzé su tasa maxima de crecimiento (umax) a 42°C.
Para caracterizar la pared celular, se realizaron ensayos de sensibilidad al blanco
calcofluor (CFW), los cuales sugirieron una mayor proporciéon de quitina en Kmx 11,
Kmx 15 y Kmx 22, y una pared mas resistencia en que la exposiciéon a 42°C
promueve una mayor resistencia a la lisis celular, indicando un refuerzo estructural

de la pared frente al estrés térmico.

Con base en estos hallazgos, se establecié un protocolo de transformacion mediado
por LIAC/PEG/ssDNA, optimizando su eficiencia mediante un choque térmico a
47 °C por 15 minutos. Esta condicién incremento la eficiencia de transformacion,
posiblemente debido a un aumento en la porosidad de la pared celular inducida por
el calor. No obstante, se observaron limitaciones en la integracién dirigida de ADN
debido a la actividad predominante del mecanismo de union de extremos no

homdlogos (NHEJ).

10



En conjunto, los resultados respaldan la hipdtesis de que temperaturas elevadas
inducen modificaciones estructurales en la pared celular que favorecen la
transformacién genética. Este estudio proporciona informacion valiosa para el
diseno de estrategias de ingenieria genética en K. marxianus, una levadura con alto
potencial para aplicaciones industriales en biotecnologia, como la produccion de

bioetanol, proteinas recombinantes y compuestos de alto valor.
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ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNg: ADN gendmico

ADNp: ADN plasmidico

Amp: Ampicilina

ARN: Acido ribonucleico

Cb: Carbenicilina

CFW: Blanco de calcofluor (por sus siglas en inglés Calcofluor White)
CR: Rojo Congo (por sus siglas en inglés Congo Red)

DSB: Doble ruptura en la doble cadena de ADN (por sus siglas en inglés Double-
Strand Break)

DOsoonm: Densidad optica a 600 nandmetros

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

GPI: Glicosilfosfatidilinositol

G418: Geneticina

LiAc: Acetato de litio

MW: Peso molecular (por sus siglas en inglés Molecular Weight)

NHEJ: Unién de extremos no homdlogos (por sus siglas en inglés Non-Homologous
End Joining)

PEG: Polietilenglicol
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ssDNA: ADN monocatenario (por sus siglas en inglés single-stranded DNA)
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Capitulo I. Introduccion

Las levaduras tienen una rica historia que se remonta a las civilizaciones antiguas
y al mismo tiempo tienen un prometedor futuro en el campo de la biotecnologia
(Johnson & Echavarri-Erasun, 2011). En afios recientes han surgido nuevas y
diversas aplicaciones de las levaduras en areas como la alimentacién humana y
animal, la produccion de biocombustibles, biocatalisis, la produccién de proteinas
terapéuticas, biomedicina, biocontrol y biorremediacion (Reina-Posso & Gonzales-
Zubiate, 2025). El numero de especies de levadura descritas aumenta cada afo, pero
las aplicaciones biotecnoldgicas o industriales se limitan a un pequefio numero de
especies (Tabla 1), principalmente en Saccharomyces cerevisiae 'y
Schizosaccharomyces pombe, que son consideradas como levaduras modelo (Bilal

et al., 2022).

Entre las levaduras no convencionales o no-Saccharomyces, estan las especies
Kluyveromyces marxianus, K. lactis, Yarrowia lipolytica, Pichia pastoris,
Scheffersomyces stipitis, Hansenula polymorpha y Rhodotorula toruloides (Patra et
al., 2021). A diferencia de S. cerevisiae y S. pombe, aun se carece de informacion
importante sobre su morfologia, fisiologia y genética. A medida que las aplicaciones
en el sector de la biotecnologia continuan desarrollandose, existe un interés
creciente en la aplicacion de herramientas moleculares modernas para comprender,
manipular y mejorar a las llamadas levaduras "no convencionales" como es el caso

de K. marxianus (Bilal et al., 2022).
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Tabla 1. Aplicaciones biotecnoldgicas de levaduras.

Aplicaciéon

Levadura Referencia

Produccion de insulina,
analogos de insulina y
glucagén, hormonas, vacunas
(antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B) y
particulas similares a virus
(Virus like particules, VLP).

Sanchez-Garcia et al., 2016

S. cerevisiae

Produccion de acido lactico

Saitoh et al., 2005; Ostos

S. cerevisiae Ortiz et al., 2019

Produccion de

a-Galactosidasa

Johnson & Echavarri-Erasun,
Saccharomyces spp
2011a; Mustafa, 2014

Produccion de lipasas

Candida rugosa, Pseudozyma

antarctica A, B, Geotrichum Johnson & Echavarri-Erasun,

candidum, Trichosporon

. 2011a; Mustafa, 2014
fermentum y Yarrowia

lipolytica

Produccién de quimosina

Johnson & Echavarri-Erasun,
Kluyveromyces lactis
2011a; Mustafa, 2014

Produccién de aminoacidos
que incluyen lisina, metionina,

fenilalanina y prolina

S. cerevisiae y Rhodotorula
Gupta et al., 2014
glutinis

Produccion de astaxantina

Xanthophyllomyces
dendrorhous, Phaffia Gupta et al., 2014

rhodozyma

Industria panificadora

S. cerevisae, S. pastorianus,
S. bayanus y S. Gupta et al., 2014

carlsbergensis.

Produccion de B-caroteno

Phaffia rhodozyma
Gupta et al., 2014
Rhodotorula spp.

La levadura no convencional K. marxianus posee caracteristicas deseables para

diversas aplicaciones biotecnoldgicas (Tabla 2) como la capacidad de fermentar y
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asimilar diversos azucares ademas de la glucosa; una alta tasa de crecimiento, con
tiempos de generacion tipicos de ~70 min; termotolerancia de hasta 52 °C; y una
notable capacidad de secretar enzimas (Karim et al., 2020). Para aprovechar al
maximo esta levadura y sus propiedades particulares, se necesitan herramientas
adecuadas de caracterizacion molecular e ingenieria genética. La disponibilidad de
nuevas herramientas y recursos moleculares para K. marxianus, junto con sus
interesantes caracteristicas metabdlicas y celulares, asi como su potencial de
convertirse en una nueva plataforma para diversos procesos biotecnoldgicos,
respalda firmemente la necesidad de profundizar en la investigacion de esta especie

en particular (Baptista & Domingues, 2022).

Tabla 2. Aplicaciones biotecnoldgicas de cepas de K. marxianus.

Produccion de Cepa Referencia
Inulinasa YS-1, Karim et al., 2020; Singh et al.,
DMKU 3-1042 2007

. Km 15, Karim et al., 2020; Zhou et al.,
B- galactosidasa CCT 7082 2013
B- xilosidasa *NE Rajoka, 2007
Lipasa CECT 1018 Deive et al., 2003
Poligalacturonasa K. marxianus 166 Da Silva et al., 2005
2-feniletanol (2-PE) *NE Conde-Baez et al., 2016
Acetato de etilo DSM 5422 Léser et al., 2013
Acetato de isoamilo *NE Hosoglu, 2018
Aditivo para piensos *NE Leonel et al., 2021

*NE: No especificada

Gran parte del conocimiento subyacente sobre la biologia de K. marxianus se basa
en la inferencia de similitud con su especie hermana, Kluyveromyces lactis, que ha

sido un modelo para discernir entre aislados lacteos de no lacteos desde la década
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de 1960 (Fukuhara, 2006; Ortiz-Merino et al., 2018). Aunque esta especie resulta
util, existen diferencias metabdlicas y fisioldgicas entre K. lactis y K. marxianus
necesitan estudios especificos e independientes de esta ultima para lograr una
comprension completa de su genética y fisiologia. Esto es fundamental para
respaldar futuros avances en la biologia basica y la biotecnologia de la especie
(Ortiz-Merino et al., 2018). En este estudio se utilizaron siete aislados de
Kluyveromyces marxianus obtenidos de diferentes etapas de produccién de bebidas
fermentadas tradicionales mexicanas: pulque artesanal (Estado de Hidalgo) y
mezcal de henequén (Estado de Yucatan). Estas levaduras fueron previamente
recuperadas y conservadas en la Coleccion de Cultivos Microbianos del Instituto de
Biologia de la UNAM, y representan una fuente relevante de diversidad genética por
su adaptacion a condiciones ambientales contrastantes y sus potenciales

propiedades biotecnolégicas (Lappe-oliveras et al., 2023).

A pesar de los esfuerzos realizados hasta ahora, se requieren mas estudios
genéticos, como analisis del genoma para identificaciéon de genes clave junto con
analisis fenotipicos, que permitan aprovechar al maximo aprovechamiento de cepas
de K. marxianus (Perpetuini et al., 2019). Ademas, es importante profundizar en
algunas caracteristicas poco estudiadas, como la estructura de su pared celular y
los genes asociados a la sintesis de sus componentes, ya que de esta conformacién
dependen otras propiedades importantes, tales como la termotolerancia, rapido
crecimiento, capacidad de captar ADN foraneo (transformacién) y resistencia a

diversos tipos de estrés en cultivos.
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Capitulo Il. Antecedentes

Ploidia

Un aspecto importante en los estudios de biologia molecular en organismos

eucariontes, es la ploidia celular. Se refiere al numero de conjuntos completos de

cromosomas presentes en una célula. Muchas especies eucariontes pueden ser

haploides, con un solo conjunto de cromosomas; diploides, con dos conjuntos; o

poliploides, con mas de dos conjuntos (figura 1a) (Otto & Whitton, 2000; Todd et al.,

2017).
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Figura 1. Ploidia celular. a) Nivel de ploidia celular en S. cerevisiae, b) Cromosoma Ill de
S. cerevisiae y c) Locus MAT de S. cerevisiae.
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La estructura del genoma y la ploidia varian entre las diferentes especies de
levaduras. No obstante, existe una fuerte conservacion evolutiva del locus de
apareamiento (mating type) conocido como locus MAT (Lane et al., 2011; Ortiz-
Merino et al., 2018). En la levadura S. cerevisiae, un organismo modelo eucariota,
las células pueden existir en dos estados de ploidia: haploide (n) o diploide (2n). En
el estado haploide, las células poseen uno de dos tipos de apareamiento, los cuales
son MATa o MATa. Las células haploides MATa expresan genes que codifican un
péptido llamado factor a, que es secretado como una feromona de senalizacion.
Estas células también expresan receptores en su membrana plasmatica que
detectan el factor a, producido por las células MATa. Por su parte, las células MATa
secretan el factor a. Esta comunicacion molecular permite el reconocimiento entre
células de tipos opuestos y desencadena la conjugacion sexual para formar una
célula diploide. Las células diploides (MATa/ MATa) resultantes no secretan
feromonas y no responden a senales de apareamiento, ya que su objetivo principal

es crecer por mitosis bajo condiciones normales (Storchova, 2014).

A nivel genético, el locus MATa contiene a los genes a1y a2, mientras que el locus
MATa contiene a los genes a1, a2 y a3 (Lee et al., 2018). Estos genes codifican
principalmente factores de transcripcion, y desempenan un papel central en la
regulacion de la expresidon génica relacionada con el tipo sexual. Interesantemente,
el locus MAT presenta regiones conservadas entre especies evolutivamente
distantes, conocidas como “Caja HMG” y “Caja alfa”; las cuales corresponden a
motivos de union al ADN, lo que respalda su funcidn como reguladores

transcripcionales (Conde-Ferraez, 2007). S. cerevisiae se mantiene como el modelo
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mas representativo para el estudio funcional y evolutivo de los genes del locus MAT,

ubicados en el cromosoma lll (Figura 1b).

Los tipos de células sexuales de levadura, denominados a y a, son conferidos
correspondientemente por los alelos MATa y MATa del locus del tipo de
apareamiento (MAT). Las células de tipo opuesto pueden aparearse para establecer
una célula MATa / MATa, debido a que ambos alelos MAT son codominantes, tales
células diploides. Debido a que ambos pueden sufrir meiosis estas células son
estériles y esporulan para formar ascas, cada una de los cuales contiene dos
esporas haploides MATa y dos MATa. Los haploides MATa y MATa pueden cambiar

su tipo de apareamiento.

Mating-
e . type
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A 4

Asca
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Figura 2. Papel del "mating-type switching" en el ciclo de vida de S. cerevisiae (Wolfe &
Butler, 2022). Creada en BioRender.com
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Este fendmeno, conocido como cambio de tipo de apareamiento (mating type
switching), consiste en la capacidad de una célula haploide de S. cerevisiae para
alternar entre los tipos MATa y MATa (Figura 2). Dicho cambio posibilita que una
célula haploide genere descendencia diploide al aparearse con células
genéticamente idénticas que ha cambiado de tipo sexual, lo cual es especialmente

relevante en poblaciones derivadas.

El cambio de tipo estd mediado por un mecanismo preciso de recombinacion
genética dirigida, en el cual se reemplaza la informacion del locus MAT activo con
una copia proveniente de loci silenciados: HMLa (contiene genes MATa) o HMRa
(contiene genes MATa). De esta forma, la célula puede reprogramar su identidad

sexual de forma eficiente (Haber, 2012).

El mecanismo mencionado, confiere una ventaja adaptativa importante, que permite
a poblaciones haploides homogéneas generar células diploides sin requerir un
companero sexual distinto, facilitando la reproduccién sexual en condiciones de
aislamiento. Ademas, promueve la variabilidad genética y la resistencia a
condiciones ambientales adversas, factores clave para la supervivencia y evolucion

de la especie (Haber, 2012).

Ploidia de K. marxianus

El nivel de ploidia dentro del género Kluyveromyces no se ha resuelto
completamente, aunque se establecid que la mayoria de las especies son

homotalicas y se pueden dividir en grupos de apareamiento (Lane & Morrissey,
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2010). Se sugiere, por ejemplo, que la ampliamente utilizada cepa K. marxianus

CBS 6556 (Y-665) podria ser diploide (Fonseca et al., 2008; O. Ribeiro et al., 2007).

Los enfoques moleculares indican que algunas cepas de K. marxianus son
haploides, por lo tanto es probable que tanto la forma haploide como la diploide
existen en la naturaleza y en entornos industriales y de investigacion. Lane et al.,
(2011) reporta que, de las 13 cepas investigadas, las 3 cepas NCYC 100, NCYC
111 y CBS 608 provenientes de National Collection of Yeast Cultures Norwich
(NCYC), UK y del Centraalbureau voor Schimmelcultures, Delft, The Netherlands
(CBS) respectivamente, son diploides mientras que las cepas NCYC 179, CBS 397,
CBS 745, NCYC 1421, NCYC 2597, NCYC 2791, NCYC 587, CBS 7858 NCYC 970
y CBS 2887 son haploides (Figura 3).
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Figura 3. Analisis de ploidia en la cepa K. marxianus CBS 608 (a) Reconstruccion de las
regiones MAT, HML y HMR de la cepa K. marxianus CBS 608. (b) Bandas
correspondientes a MATa o MATa en 13 cepas de K. marxinaus amplificadas por PCR
utilizando los oligonucleétidos indicados por las flechas negras. Los cassettes de
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apareamiento silencioso estan denotados por las siglas HMLa y HMRa. SLA2 y LAA1 son
genes ortélogos de K. lactis. Tomado de Lane et al., (2011).

En un estudio realizado por Lane et al., (2011) se determind la ploidia de la cepa
CBS 608 de K. marxianus mediante el analisis del locus MAT. Para ello se utilizé
una secuencia del genoma de CBS 608 para reconstruir las regiones MAT, HML y
HMR. Es importante sefalar que las regiones HML y HMR son silenciadas, es decir,
inactivas. Esto se debe a que ambas regiones estan rodeadas por un par de
secuencias silenciadoras relacionadas pero distintas, denominadas HML-E, HML-I,
HMR- E y HMR-I, que, aunque relacionadas, son distintas. Estos elementos, junto
con otras proteinas como Sir y Rap1, asi como modificadores de cromatina,
reprimen la transcripcion de HML y HMR (Haber, 2012). El borrador del ensamblaje
del genoma que se observa en la Figura 3, indicé que CBS 608 es una cepa diploide,
se identificaron que tanto los loci MATa como MATa, ambos flanqueados por copias
completas de los genes SLA2 y LAA1, lo cual corresponde al contexto gendmico

esperado de estos /loci no silenciados.

Tres cepas mas, NCYC 100,111 y 179 de K. marxianus también fueron diploides y
las nueve cepas restantes haploides. De éstas, siete amplificaron una sola banda
de un tamafio consistente con el locus MATa, y NCYC 2597 amplificé una banda
consistente con el locus MATa. CBS 745 también es haploide tipo a y parece
contener una delecién de aproximadamente 1 kb en el locus MAT, pero esto no se

investigdb mas en este estudio (Figura 3).

Las cepas haploides, en general, mas faciles de manejar para la mayoria de los
analisis moleculares y las construcciones genéticas. Ortiz-Merino et al., (2018)

mencionan que, aunque es posible que los diploides presenten algunas ventajas
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(como una mayor capacidad para metabolizar lactosa), estas aun no han sido
completamente demostradas. En organismos diploides, que poseen dos copias de
cada cromosoma, puede existir una mayor flexibilidad en la expresion génica, lo
cual podria influir en la eficiencia en el metabolismo de la lactosa, dependiendo de

las variantes de los genes involucrados (Figura 4).

Clade 2
‘B" haplotypes

(FTUTR)

Clade 1
‘A’ haplotypes

@& o)y,
NBRCO272.A =

28!

““?‘('01’56\?, <

& 5

<

L. thermololerans
K lactis
UFS-Y2791
Other

K. marxianus
straing

UFS-Y2791

Agave

Figura 4. Arbol filogenético de los haplotipos de K. marxianus. Los puntos de colores
indican la ploidia de las cepas como haploide (azul; 1 haplotipo por cepa), diploide (rosa;
2 haplotipos por cepa) o triploide (amarillo; 3 haplotipos por cepa). Se muestra la fuente

ambiental de cada cepa (para las cepas diploides la fuente solo esta etiquetada en el

haplotipo "B"). Los fondos anaranjados indican cepas Lac+, los fondos grises indican
cepas Lac-y los fondos blancos indican fenotipos Lac no evaluados.
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Las cepas haploides son mucho mas faciles de manipular por ingenieria genética,
por lo que, para la mayoria de las aplicaciones biotecnoldgicas, suele ser preferible
elegir cepas haploides tipo a, que es el tipo mas comun. Sin embargo, los alelos
divergentes (haploides tipo a) también pueden ser importantes desde el punto de
vista funcional. Por estas razones es de interés determinar la ploidia de las cepas
utilizadas en este proyecto, ya que puede influir en la manipulacion genética, las
propiedades fenotipicas y la clasificacion taxonémica de las mismas. En varios
estudios han informado que K. marxianus tiene 8 cromosomas con muchas regiones
de sintenia (conservacion del orgen de los genes en el cromosoma) entre especies.
Existe una fuerte conservacion del locus MAT dentro de esta especie (Lane et al.,
2011; Ortiz-Merino et al., 2018) y se sugiere que, al igual que K. lactis y S.
cerevisiae, K. marxianus es capaz de cambiar el tipo sexual (Barsoum et al., 2010;

Ortiz-Merino et al., 2018; Rajaei et al., 2014).

El locus MAT de K. marxianus es homodlogo al de K. lactis (Butler et al., 2004; Lee
et al., 2018; Strom & Rine, 1998) en el que la estabilidad de las células haploides
depende de la actividad de la a3 transposasa (Barsoum et al., n.d.; Lee et al., 2018).
En un estudio realizado por Lee et al., (2018), obtuvieron cepas haploide estables
de K. marxianus 4G5 a partir de la esporulacion de cepas diploides a las que se le
realizé una interrupcion (knockout) de MAT a3 utilizando el sistema CRISPR/Cas9.
Este estudio reveld que es posible eliminar el gen MATa3 del contexto diploide

evitando cambios descontrolados en el tipo sexual.

Otra estrategia molecular empleada para determinar la ploidia de cepas

pertenecientes a K. marxianus fue la desarrollada por Ortiz-Merino et al., (2018) en
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la que se midié el contenido de ADN en cada cepa mediante citometria de flujo.
Cada cepa analizada mostré una distribucion bimodal del contenido de ADN,
correspondiente a las fases G1 y G2 del ciclo celular. Para las cepas haploides, el
contenido de ADN es 1 n (en fase G1) y 2 n (en fase G2), donde n es el contenido
de ADN del genoma haploide. Para los diploides es 2 ny 4 n, y para los triploides
es 3 ny 6 n (Figura 3). Los patrones observados fueron consistentes con la
designacion basada en frecuencias de alelos y confirmaron que este conjunto de

cepas estaba compuesto por 6 cepas haploides, 5 diploides y 3 triploides.
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Figura 5.Variacion de la ploidia en cepas de K. marxianus. (Sticklen, 2008). Citometria de
flujo del contenido de ADN en cada cepa. La clave de las cepas se muestra a la izquierda.
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En suma, la determinacién del estado de ploidia es un paso fundamental para
comprender la biologia celular y el potencial biotecnoldgico de las levaduras. Entre
las herramientas disponibles, la PCR dirigida a /oci asociados al tipo de
apareamiento se ha consolidado como una técnica accesible, precisa y adaptable a
diversas especies, lo que la convierte en una alternativa eficiente frente a métodos
mas complejos como la citometria de flujo. En el presente estudio, la aplicacion de
PCR en cepas autéctonas de K. marxianus, permitio caracterizar su ploidia, lo cual
es crucial dada la plasticidad gendmica de esta especie y su creciente interés

industrial.

Determinar con precision el estado haploide o diploide de estas cepas no solo aporta
conocimiento basico sobre su ciclo de vida, sino que también sienta las bases para
futuras aplicaciones en ingenieria genética, mejora de cepas, fermentacion
optimizada y produccidn de compuestos de interés comercial, como los
mencionados con anterioridad. La ploidia influye directamente en la estabilidad
genética, la expresion de caracteristicas deseables y la capacidad de las levaduras
para adaptarse a condiciones industriales, por lo que su analisis constituye un
aspecto estratégico en el desarrollo de procesos biotecnolédgicos eficientes vy

sostenibles.

Pared celular de levaduras

La pared celular es una estructura compleja que rodea la membrana plasmatica de
las células de vegetales, hongos, algas y bacterias, proporcionando resistencia a la
traccion y proteccién contra el estrés mecanico y osmotico (Sticklen, 2008). El

entrecruzamiento de sus componentes varia segun la especie y es esencial para su
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integridad y composicion. Normalmente esta compuesta de una matriz rigida de
polisacaridos, lipidos y proteinas (Freeman, 2009). Esta estructura se remodela
continuamente a medida que las células experimentan la division celular, el
apareamiento, la gametogénesis o se adaptan a factores ambientales (Novacic et
al., 2020). Ademas, la pared celular es la principal barrera para la captacién de ADN
exodgeno, por lo que el estudio de su estructura y respuesta a factores externos es
sumamente importante para llevar a cabo técnicas de biologia molecular como la
transformacion, es decir, la introduccion de ADN exdgeno (Kawai et al., 2010). El
conocimiento sobre la estructura de la pared celular de la levadura ha contribuido
significativamente a una mejor comprension a nivel molecular del crecimiento, la
reproduccion, la formacién de protoplastos, la autdlisis, la floculacion, entre otros
(Fleet, 1985). Las paredes de las células de levadura tienen dos funciones
principales: preservar la integridad fisica de la célula y facilitar la comunicacion con
las moléculas y células circundantes. Mientras que la primera funcién requiere la
sintesis de redes de polisacaridos conservados evolutivamente, la segunda
demanda flexibilidad para adaptarse a diferentes habitats y estilos de vida (Lozanci¢

et al., 2021).

La pared de las levaduras se compone principalmente de una red de B-(1,3)-d-
glucano con cantidades menores de 3-(1,6)-d-glucano y quitina (Figura 6) (Hartland
et al., 1994; Lozanci¢ et al., 2021). La proporcién de éstos y otros componentes
puede variar segun la especie de levadura, el medio de cultivo, el pH, la

temperatura, la disponibilidad de oxigeno y fase de crecimiento (Galinari et al.,
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2017). En la tabla 3 se enlistan los componentes de la pared celular de algunas

especies de levaduras y hongos reportados en la literatura (Sticklen, 2008).

Tabla 3. Componentes de la pared celular de algunas especies de hongos y levaduras

(Sticklen, 2008).

S. Candida Aspergillus Neurospora Schizosaccharomyces
Componente
cerevisiae albicans fumigatus crassa pombe
Quitina 1-2% 2-6% 7-15% 4% 0%
B-(1,3)-d- 50-55% 30-39% 20-35% 87%
glucano
B-(1,3/1,4)- Sin Sin Presencia  Posiblemente Sin presencia
glucano mixto  presencia presencia
B-(1,6)-d- 10-15% 43-53% 0% 0% 0%
glucano
a-(1,3)-glucano 0% 0% 35-46% Pared celular 18-28%
conidial
Manano cadena 10-20% 38-40% 0% 0% 0%
exterior
Galactomanano 0% 0% 20-25% 12% 9-14%

A lo largo del tiempo se ha estudiado a profundidad a la levadura modelo S.

cerevisiae. Algunas investigaciones que combinan de perfiles transcripcionales con

estudios de bioquimica han proporcionado amplia evidencia de que la pared celular

es un organulo altamente adaptable (Klis et al., 2006). Su composicion promedio

incluye aproximadamente de 50 a 55% de (-(1,3)-d-glucano, 5-10% de 3-(1,6)-d-

glucano, 35-40% de complejos manoproteicos y 2% de quitina (Galinari et al., 2017;

Kwiatkowski et al., 2009).
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Figura 6. Componentes de la pared celular de las levaduras (adaptada de Anwar et al.,
2019).

La composicion macromolecular, organizacion molecular y grosor de la pared
celular de S. cerevisiae varian dependiendo de las condiciones ambientales.
Ademas, su arquitectura esta estrictamente controlada espacial como
temporalmente, por lo que muchos genes estan involucrados en su configuracion
(FJ-Ram & Kilis, 2006). Cuando este microorganismo se enfrenta a condiciones de
estrés que afectan a la pared celular, se observa una respuesta transcripcional al
estrés, a la via de integridad de la pared celular y a la via de la calcineurina (Lane
et al., 2011). Este mecanismo incluye una mayor expresion de genes encargados
del ensamblaje de la pared celular y de cambios cruciales en su arquitectura (Klis
et al., 2006).

Ram y Klis (2006) establecieron un método sencillo para identificar los genes
implicados en la remodelacién de la pared celular en hongos basado en el fenotipo
de sensibilidad frente a colorantes anidnicos, el blanco de calcofluor (CFW) y el rojo

Congo (CR), los cuales interfieren con la construccién y la respuesta al estrés de la
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pared celular. La sensibilidad de los hongos a CFW y CR se evalué mediante la
determinacion de unidades formadoras de colonias en presencia y ausencia de

estos colorantes (Figura 5).

a MM MM + CFW MM + CR
5x10* 5x1035x1025x10' 5x10° 5x10* 5x1o35><1025x1o‘5><1o° 5x10* 5x10°% 5% 102 5x10' 5x 100

Figura 7. Susceptibilidad de los mutantes de la pared celular de Aspergillus niger a CFW
(200 pg/mL) o CR (150 pg/mL). MM es el control sin colorantes CFW y CR. FJ-Ram & Klis
(2006).

Pared celular de K. marxianus

En la actualidad pocos estudios han investigado la composicion de la pared celular
de K. marxianus. En Vallejo et al., (2012), mencionan que los principales
componentes de la pared celular de K. marxianus destacan los (1,3)-B-D-glucanos
y a-D-mananos. En un estudio mas reciente Alcazar et al., (2016) estos autores
realizaron la extraccién y cuantificacion de los polisacaridos presentes en la pared
celular de esta levadura. Ademas de confirmar la presencia de 1,3 B-glucanos y 1,6
B-glucanos, también se identificaron mananos y quitina, incluso observaron que K.
marxianus presentaba una concentracion mayor de 1,3 B-glucanos y mananos en

comparacion con una cepa de S. cerevisiae.

Actualmente, no existen reportes sobre los genes implicados en la sintesis de
componentes de pared celular en K. marxianus. Sin embargo, esta informacién esta
bien documentada en la levadura modelo S. cerevisiae. En una investigacion
realizada por Ribeiro et al., (2021) se investigaron las alteraciones que ocurren a

nivel de la pared celular durante la adaptacion de la cepa BY4741 de S. cerevisiae
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a una exposicion repentina a acido acético. Estos autores analizaron los niveles de
ARNm de los genes RLM1, FKS1, FKS2, BGL2, CHS3, CRH1, GAS1 y PRM5
mediante transcripcion inversa en tiempo real (QRT-PCR). Los resultados mostraron
un ligero aumento en la transcripcion de GAS1, gen que codifica una B-1,3-
glucanosiltransferasa responsable de la elongacion de las cadenas de (1—3)-B- d-

glucano como respuesta a la presencia de acido acético.

La transformacion del ADN es una técnica fundamental en la ingenieria genética
(Lyu et al., 2021). En la actualidad, se han desarrollado diferentes procedimientos
de ingenieria genética y biologia molecular con la finalidad de introducir moléculas
exogenas en el interior de una célula (Hernandez & Martinez, 2012). La
transformacién genética consiste en la transferencia e incorporacion de ADN

extrafo libre en una célula huésped (Kidwell, 2005).

Algunos de los métodos de transformacibn mayormente empleados en la
investigacion son: la transformacién directa de ADN en protoplastos, la biobalistica
o0 bombardeo con microproyectiles, la electroporacion (Hernandez & Martinez,
2012), la transformacién mediada por Agrobacterium (AMT), la transformacion
mediada por ondas de choque (SWMT) (Li et al., 2017a) y la quimiotransformacién,
que utiliza cloruro de calcio en bacterias o con acetato de litio en levaduras, entre
otros. La eleccion de uno u otro método depende en gran medida del objetivo final
del experimento, de la disponibilidad de los equipos pertinentes y del tipo de célula
empleada (Hernandez & Martinez, 2012). En un trabajo realizado por He et al.,

(2017) se revisé el desarrollo de los métodos utilizados para la transformacion
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genética de hongos, considerando que las levaduras forman parte del reino Fungi.

En la tabla 4 se sefalan las ventajas y desventajas de la eleccién de cada método.

Tabla 4. Comparacion de métodos para la transformacién genética en levaduras. (He et

al., 2017)

Método

Ventajas

Desventajas

Protoplasto mediado por
PEG/CaCl;

Se pueden utilizar diferentes
tipos de células (conidios,

micelio).

Procedimientos complicados y
baja tasa de generacién de

protoplastos.

Acetato de litio

No depende de un protoplasto

Procedimiento complicado

Biobalistica

La pared celular no requiere un
pretratamiento. Independiente

de las propiedades fisiologicas

Equipos costosos y
optimizacién tediosa de varios

factores.

Electroporacién

del hongo
Simple, rapido y barato.
Genoma asignado

aleatoriamente

Depende de las caracteristicas
electrofisiolégicas del hongo.
Aumenta la tasa de muerte

celular.

Transformacion mediada
por Agrobacterium

tumefaciens

Se pueden utilizar diferentes
tipos de células (conidios,
micelio). No requiere

formacion de protoplastos.

Pérdida de tiempo. Requiere
una tediosa optimizacién de
varios factores durante el

cocultivo.

Método efectivo, rapido y Altatoxicidad, menor eficiencia

Transformacion mediada simple de transfeccion e inestabilidad

por liposomas extracelular del complejo de
entrega.

Método efectivo, rapido y Altamente inmunogénico,

Vectores virales

simple

relativamente dificil de

producir.

La levadura K. marxianus es una fabrica celular de interés para la produccién de

bioetanol, compuestos aromaticos y proteinas heterdlogas, y representa una
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plataforma para aplicaciones de biologia sintética prometedora. Esto se debe a su
estus GRAS (Generally Recognized As Safe) y caracteristicas de rapido crecimiento
y termotolerancia. Sin embargo, la investigacion basica y las aplicaciones
biotecnoldgicas de esta especie, estan limitadas por la ausencia de métodos
eficientes y estandarizados para la transformacion e integracion de genes eficientes

(Lyu et al., 2021).

La introduccion de ADN exdgeno en diversas cepas de K. marxianus se ha logrado
mediante técnicas como la electroporacién, transformacion de protoplastos (Lyu et
al., 2021), y transformacién con acetato de litio, utilizando protocolos adaptados de
organismos mas estudiados como S. cerevisiae y K. lactis. Lane & Morrissey (2010),
mencionan que la construccion de cepas recombinantes estables requiere la
integracion del ADN en el cromosoma, ya sea para hacer mutantes definidos que
carezcan de un gen especifico, o para introducir nuevos rasgos. Gombert et al.,
(2016), sefialan que el enfoque mas sencillo para lograr integraciones aleatorias
consiste en la transformacién con ADN lineal o plasmidos linealizados que tienen
regiones homologas para la recombinacion. Con este enfoque, se pueden integrar
una o multiples copias de ADN transformado en los cromosomas de la levadura. No
obstante, hasta donde sabemos, no se han realizado ningun estudio sistematico en
K. marxianus que determine cuantas copias de ADN exdgeno se integran en los
cromosomas. Tampoco se sabe cual es numero de pares de bases homodlogas

minimo para la recombinacion.

Aunque aun no existe un protocolo de transformacion estandarizado o exclusivo

para K. marxianus, protocolos elaborados para su levadura hermana K. /actis han
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sido reportados desde 1993. Estos protocolos se basan en la transformacion
mediante acetato de litio en presencia de ditiotreitol (DTT) y con un choque térmico

a47°C.

En un estudio realizado por Lee et al.,, (2018) se implementd un protocolo de
transformacién por electroporacién basado en la levadura K. lactis (Sanchez et al.,
1993; Lee et al., 2018) en cepas de K. marxianus. Para ello un fragmento de ADN
de 5 ug del plasmido pKLAC4-Cas9-Zeocina se linealizd con la enzima de
restriccion Sac-Il y se electropord en células competentes de K. marxianus 4G5

(Figura 6).

Sacll Sacll

inearized Cas9 vector | 3P, - as * Zeo" - 5P
Linearized Cas9 vectol P iaca Cas9 y] 5'p

K. marxianus genome 5’ Puaw 3 lacd

1 Integration into K. marxianus genome

m——— P acs Geneofinterest Marker - Lacqd  m—

PI.AGQ

Figura 8. Construccion del plasmido pKLAC4-Cas9-Zeocina y vector linealizado en el
genoma 4Gb5. (a) Mapa de pKLAC4-Cas9-Zeoicina. (b) Transformacion del vector
linealizado en el genoma 4G5.

Recientemente, Lyu et al., (2021) optimizaron un método de transformacion de
protoplastos en K. marxianus. Los protoplastos, son células de levaduras a las
cuales se les ha removido completamente la pared celular y como resultado el
contenido celular queda encapsulado por la membrana celular (Alcazar et al., 2016).
La eficiencia final reportada fue de 1.8 x 10 transformantes por gramo de ADN, que
es 18 veces mayor que la eficiencia de transformacion obtenida por el método de

acetato de litio. Para validar la técnica los autores utilizaron plasmidos de distintos
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tamanos, 10, 24 y 58 kb. Todos los plasmidos se transformaron exitosamente en K.

marxianus, demostrando la eficiencia del método optimizado.

Contar con un protocolo de transformacién estandarizado y eficiente para cepas
autoctonas de K. marxianus representaria un avance clave en su aprovechamiento
biotecnoldgico. Esta especie no convencional destaca por su termotolerancia,
rapida tasa de crecimiento, capacidad de utilizar una amplia gama de sustratos y
elevada plasticidad genodmica, caracteristicas que la hacen especialmente atractiva
para su aplicacibn en sectores como la industria alimentaria, bioenergética,

farmacéutica y en la produccién de enzimas o metabolitos de interés.

La disponibilidad de herramientas moleculares que permitan la modificacion
genética controlada (como protocolos adaptados a modificaciones genéticas vy
fisiologicas) es fundamental para su mejora dirigida. Esto posibilita, entre otras
aplicaciones, el disefio de cepas mas productivas, resistentes a estrés industrial o
con rutas metabdlicas optimizadas. Ademas, implementar un protocolo
estandarizado fortalece la reproductibilidad de los experimentos y promueve el
aprovechamiento del recurso microbiano local, permitiendo desarrollar soluciones
biotecnolégicas mas sostenibles y regionalmente relevantes. Asi, los avances en la
caracterizacion de su ploidia y la transformacion genética de K. marxianus no solo
enriquecen el conocimiento basico de esta levadura, sino que también construyen

una plataforma experimental sdlida para su futura explotacion industrial.

Diversas investigaciones revelan que K. marxianus posee un sistema altamente
eficiente de recombinacién de ADN via la unién de extremos no homélogos (NHEJ,
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por sus siglas en inglés), que favorece la integracién aleatoria de fragmentos de
ADN no homdlogos en su genoma (Ding et al., 2020). La NHEJ puede reparar la
rotura del ADN en cualquier momento durante el ciclo celular y no requiere ninguna
homologia. Las enzimas implicadas en este proceso de reparacion incluyen Ku70 y
Ku80, DNA-PKcs, Artemis, polimerasa u, polimerasa A, XLF (también llamada

Cernunnos), XRCC4 y DNA ligasa IV (Lieber et al., 2014).

El mecanismo general de NHEJ se divide en 4 etapas (Figura 9): En la primera
etapa ocurre el reconocimiento del dafo, las proteinas Ku70 y Ku80 se unen
rapidamente a los extremos del ADN roto para protegerlos y prevenir su
degradacion. Luego, se lleva a cabo un reclutamiento de proteinas en las que se
encuentran la DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit), que
ayuda a estabilizar los extremos del ADN y coordina la reparacion. Posteriormente,
los extremos se procesan debido a que en ocasiones los extremos son
incompatibles o tienen dafios, otras enzimas como Artemis (nucleasa) los modifican
para hacerlos mas adecuados para la union. Esto puede incluir recorte de bases
danadas o adicion de nucledtidos. Finalmente, la ligasa IV, en asociacidn con
XRCC4 y XLF (también conocida como Cernunnos), sella los extremos del ADN

para restaurar la continuidad de la doble hélice (Davis & Chen, 2013).

49



Rotura de la doble

hebra
[ [

l/ 5 Ku70/80
3 8

l/ O DNA-PKcs
33

MRN, CtlP,

®
l/ ® P Artemis, etc.

-Ligasad
@ XRCC4
® XLF

lLigaciﬁn
Reparacion de ADN roto

Figura 9. Mecanismo de la NHEJ obtenido de BioRender.com
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Para ejecutar la correcta integracion de genes en regiones homologas en K
marxianus se busca controlar el mecanismo de reparacion del ADN a través del
silenciamiento de la NHEJ. Abdel-Banat et al.,(2010) desarrollaron un método de
integracion aleatoria de genes altamente eficiente con una frecuencia que excede
2.5x108 transformantes/ug de ADN lineal, comparable a la transformacién con
plasmidos de replicaciéon autbnoma en S. cerevisiae. Para establecer el mecanismo
de integracién homologa en la cepa K. marxianus DMKU3-1042, se identificd y
elimind el gen KU70 que codifica para la enzima Ku70 que forma parte del
heterodimero responsable de la reparacion por NHEJ en K. marxianus. EI método
de transformacion utilizado fue la quimiotransformacion con acetato de litio
empleando un fragmento de ADN amplificado por PCR en células de K. marxianus.
En contraste, Hoshida et al., (2014b) desarrollaron un sistema de clonacién que
aprovecha la eficiencia de NHEJ. Cuando un fragmento de marcador de seleccion
truncado en el extremo C-terminal y no funcional se une con un fragmento de ADN
correspondiente a la regidon truncada, se genera un marcador funcional. EI ADN
objetivo por clonar es amplificado por PCR fusionando la parte C-terminal del
marcador de seleccion truncado. Los transformantes que contienen el marcador
completo, es decir con los segmentos unidos correctamente, se pueden seleccionar
mediante crecimiento en medios selectivos y, en consecuencia, el ADN objetivo se
co-selecciona junto con los marcadores correctamente unidos de manera aleatoria

por NHEJ (Figura 10).
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Figura 10. Sistema de seleccién de marcadores funcionales mediado por NHEJ en K.
marxianus (Hoshida et al., 2014).

Se han desarrollado plasmidos circulares para K. marxianus (Figura 11)
conteniendo diferentes marcadores de seleccidn para ser utilizados en la clonacion
basada en la NHEJ y la construccion de ADN recombinante. En estos plasmidos se
utilizaron las secuencias homélogas de KMARS7 (secuencia de replicacion
auténoma) y KMCenD (secuencia de centromero) previamente aisladas de K.
marxianus como elementos para permitir la replicacion autbnoma de estos
plasmidos. Gombert et al. (2016) mencionan que el enfoque de insercion aleatoria
de genes mediada por NHEJ o por transposones, no es conveniente para
transformar multiples genes en un huésped cuando se desean numeros de copias
de genes definidos o bien para la interrupcion de genes especificos, por esta razon
son de utilidad los plasmidos como los descritos arriba.

También se ha implementado el disefio y adaptacion de vectores integrativos como
el desarrollado por Braganga et al. (2014), en el que la proteina no estructural 1 del
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virus del dengue tipo 1 se integré en el genoma de K. marxianus UFV-3 en el locus
LAC4 utilizando un vector integrador adaptado disefiado para la expresion de alto
nivel de proteina recombinante en K. lactis. Con el plasmido recombinante obtenido,
K. marxianus UFV-3 se transformd por electroporacion, integrandose el ADN

exdgeno en su genoma.
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Figura 11. Clonacion de ADN mediada por NHEJ en el plasmido de K. marxianus
mediante seleccion de marcador funciona. (Hoshida et al., 2014b).
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Objetivo general
Estudiar el efecto de la temperatura en la estructura de la pared celular de cepas
autéctonas de K. marxianus y en la eficiencia de transformacion e integracion de

ADN exogeno en estas levaduras.

Objetivos especificos
1. Determinar la ploidia de las cepas autéctonas en K. marxianus.
2. Determinar la influencia de la temperatura de cultivo en el crecimiento y
estructura de la pared celular de las cepas autoctonas de K. marxianus.
3. Proponer condiciones de temperatura de cultivo para la transformacion de K.
marxianus.
4. ldentificar de genes implicados en la remodelacion de la pared celular de K.
marxianus.
Hipotesis
Las altas temperaturas de cultivo afectan la estructura de la pared celular, lo que en
consecuencia aumenta la eficiencia de transformacién e integracion de ADN

exogeno en cultivos de cepas de K. marxianus autdctonas.
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Capitulo IV. Materiales y métodos

Mantenimiento de las cepas de estudio

Siete cepas de K. marxianus recuperadas de diferentes etapas del proceso de
produccion de pulque y mezcal de henequén fueron amablemente proporcionadas
por la Dra. Patricia Ester Lappe Oliveras, estas se obtuvieron de la Coleccion de
Cultivos Microbianos (levaduras y mohos) del Laboratorio de Micromicetos (C006)
del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (Lappe-
oliveras et al., 2023) y del Centro de investigacién Cientifica de Yucatan (CICY). Las
cepas utilizadas para este estudio se mantuvieron en ultracongelacion a -80°C con
glicerol 25% (v/v) como crioprotector. Los cultivos en medio sélido se realizaron por
estriado en agar YPD y se incubaron a 30°C por 48 horas a partir de las cepas
conservadas en ultracongelacion. Los inéculos se prepararon en caldo YPD a partir
de una colonia inoculada en 5 mL de medio y cultivada a 30°C con agitacién orbital
de 200 rpm durante 16 horas. La composicién del medio YPD es 20 g glucosa L™,
10 g extracto de levaduras L-!- 20 g peptona L' y para el medio sélido se agregaron

15 agar L. En la tabla 5 se enlistan las cepas que se estudiaron.

Tabla 5. Caracteristicas de cepas autéctonas de K. marxianus.

Cepa Clave Origen Ploidia*
Kmx 11 Km3Sp Semilla de pulque o indculo Indeterminada
Kmx 14 CICY-Ki/H Base de hoja de henequén recién cortada Haploide
Kmx 15 Km17P Pulque fermentado (180 h) Indeterminada
Kmx 16 EXOCI Jugo de henequén cocido sin fermentar Haploide
Kmx 21 EXOC: Jugo de henequén cocido sin fermentar Diploide
Kmx 22 EX4sC2 Jugo de henequén cocido fermentado (48 h) Haploide
Kmx 24 ACECS8 Tallo de henequén cocido Diploide

*La ploidia se determin6 en 2019, durante la realizacién de mi proyecto terminal Il.
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Determinacién de la ploidia

a) PCR del locus MAT
Para la determinacion de la ploidia se realizé la extraccion y purificacion del ADN
gendémico de las cepas autdctonas empleando el kit Quick-DNA™ Fecal/Soil (Zymo
Research, Irvine, CA, USA. D6010). La concentracion y pureza del ADN se
determinaron en un espectrofotometro a NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,

Waltham, MA, EE. UU).

Se efectu6 una PCR de los locus MATa y MATa utilizando como plantilla el ADN
genomico de cada una de las cepas. Los oligonucledtidos' utilizados fueron
FH_MAT for 5 GTC CGT TCG AAA CCT GGT AG 3, MATa1D 5 GGT TTG GCA
GGA GTA CAA CTA 3’y MATaplha1D 5 TGA AAT CCA AAG CAC CAA CT 3’ cuya
secuencia fue amablemente compartida por el Dr. John Morrisey (University Collage
Cork, Ireland). La PCR se llevo a cabo en un termociclador modelo 5020 Arktik dual
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, EE. UU.).

La mezcla de reaccion para PCR de los locus MATa y MATa, asi como las
condiciones de la reaccién se enlistan en las tablas 6, 7 y 8, respectivamente. Por
ultimo, se analizaron los productos de PCR por electroforesis en gel de agarosa
grado analitico (Promega, EE. UU., num. V3125) 1% en buffer TBE (Tris-Borato-
EDTA 10X Solution, Biotech, EE. UU., num. A00269) 0.5X y colorante GelRed®

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.; num. SCT123) (0.3 yL en 30 mL de gel).

! Todos los oligonucledtidos utilizados en este estudio fueron sintetizados y suministrados por Integrated
DNA Technologies (IDT, Coralville, IA, EE. UU.) a través de su distribuidor en México, UniParts S.A. (Ciudad de
México).
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Los geles se visualizaron por exposicion a luz ultravioleta en un transiluminador

modelo Gel Logic 2200 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, EE. UU.).

Tabla 6. Componentes de la reaccion de PCR del locus MATa.

Componente Volumen (pL)
H,O libre de nucleasas 10.75
HotStarTaq Master Mix
2X (New England 125
Biolabs, Ipswich, MA,
USA, Num. M0496S)
Oligonucleétido forward 0.25
FH_MAT_for (50 pM)
Oligonucleétido reverse 0.25
MATalpha1D (50 pM)
BSA (10 mg mL™) 1.25

Plantilla [10 ng ADNg
10 pL"]

Depende de concentracion

ng uL

Total

25

Tabla 7. Componentes de la reaccion de PCR del locus MATa.

Componente Volumen (pL)
H-0 10.75
HotStarTaq Master Mix
2X (New England 125
Biolabs, Ipswich, MA, '
USA, Num. M0496S)

Oligonucleétido forward 0.25
FH_MAT_for (50 uM) '
Oligonucleétido reverse 0.25
MATa1D (50 uM) '

BSA (10 mg mL™) 1.25

Plantilla [10 ng ADNg
10 pL-1]

Depende de concentracién

ng uL

Total

25
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Tabla 8. Parametros del termociclador para la amplificacién por PCR de los genes MAT.

Tiempo Temperatura °C
Desnaturalizacién inicial 15 min. 95°C
30 ciclos de
Desnaturalizacion: 30 seg. 94°C
Alineacion: 60 seg. 55°C
Extension: 30 min. 30 seg. 72°C
Extension final: 5 min 72°C

b) Analisis bioinformatico del locus MAT
Los borradores de genomas de cinco cepas de K. marxianus (Kmx 14, Kmx 15, Kmx
16, Kmx 22 y Kmx 24) fueron previamente ensamblados por el Dr. Luis Lozano del
Centro de Ciencias Gendmicas de la Universidad Nacional Autbnoma de México,
Cuernavaca Morelos. Para este estudio se utilizaron los resultados arrojados por el
BLAST realizados por el Dr. Lozano en el que se ejecutd el alineamiento de las
secuencias de los genes que forman parte del locus MAT de la cepa de referencia
K. marxianus DMKU3-1042 (MATa1, MATa2, MATa3, MATa1 y MATa2), asi como
los genes SUI1, SLA2, LAA1 y YJL206C reportados por Lane et al., (2011). Estas
secuencias se compararon contra los contigs de las cepas mencionadas mediante

herramientas de linea de comandos.

Posteriormente, se empleé el software SnapGene (www.snapgene.com) para ubicar
y representar esquematicamente los genes del locus MAT de cada cepa. La ploidia
de cada cepa se determind con base en la presencia o ausencia de MATa y/o MATa.
Finalmente, se examind la ubicacién de los oligonucleétidos FH_MAT for 5 GTC

CGT TCG AAA CCT GGT AG 3, MATa1D 5 GGT TTG GCA GGA GTA CAA CTA
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3’y MATaplha1lD 5 TGA AAT CCA AAG CAC CAA CT 3’ en cada cepa con la

finalidad de corroborar los resultados experimentales obtenidos por la PCR.

c) Construccion de arboles filogenéticos
Para la construccién de los arboles filogenéticos se utilizé el software MEGA11,

siguiendo lo siguiente:

1. Obtencion de secuencias

Estas secuencias fueron obtenidas de los borradores gendmicos de las cepas
autéctonas de K. marxianus. Los archivos se descargaron en formato FASTA para

su posterior analisis.

2. Alineamiento de secuencias

Las secuencias se alinearon con la herramienta MUSCLE, disponible en MEGA11.
Para ello, se abri6 MEGA11 y se selecciono la opcidn Align “Edit/Build Alignment”.
Posteriormente, se importaron las secuencias en formato FASTA y se ejecuto el
alineamiento con los parametros predeterminados. Finalmente, el archivo alineado

se guardo en formato MEG (.meg).

3. Construccion del arbol filogenético

Para la construccion del arbol filogenético, se selecciond la opcion
Phylogeny>Construct/Test Neighbor-Joining Tree”. Se utilizé el método Neighbor-
Joining. Se realizaron 100 réplicas de Bootstrap para evaluar la confiabilidad de los

nodos. Una vez generado el arbol, se verificé la correcta agrupacion de las cepas.

4. Edicién y exportacion
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Finalmente el arbol se edito realizando ajustes para mejorar la visualizacion, incluir
los nombres de las cepas y las escalas de distancia genética, y se exporté como

imagen en formato “.png”.

Influencia de la temperatura de cultivo en el crecimiento y estructura de la

pared celular

L. Termotolerancia en cultivo sélido
Para la determinacion del rango de temperatura de crecimiento en cultivo sélido, las
cepas fueron sembradas en medio YPD agar por la técnica de microgotas. Se
selecciond una colonia aislada de cada cepa y se sembré en 5 mL de caldo YPD,
incubandose a 30°C durante 16 horas y agitacién orbital de 200 rpm. Luego las
células se recuperaron mediante centrifugacién a 10,000 rpm por 2 min. Los pellets
se resuspendieron en 1 mL de solucion salina 0.9% (p/v), se ajusto la densidad
optica (DOeoonm) @ 0.2. A partir de esta suspension se realizaron diluciones seriadas
(10°9,101,102,103 y 10%) en tubos de 1.5 mL estériles. Posteriormente, se inocularon
5 uL de cada dilucion sobre cajas Petri cuadradas que contenian medio YPD agar.
Las placas fueron incubadas a 30, 37, 42, 45 y 48°C durante 48 horas. Al término
del periodo de incubacion, se capturaron imagenes para documentar visualmente el

crecimiento microbiano.
Il Tolerancia al CFW en diferentes temperaturas

Para evaluar la influencia de la temperatura en la estructura de la pared celular de
las cepas K. marxianus se utilizé el colorante blanco de calcoflior (CFW, Calcofluor
White Fluorescent Brightener 28, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.; nim

F3543). del cual se describié el mecanismo de accion en antecedentes Se prepard
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una solucion stock al 1% (p/v) pH 6. EI CFW se disolviéo en KOH al 0.5% (p/v) y
glicerol al 83% (v/v) en un volumen total de 10 mL y se esterilizd por filtracion,
siguiendo el procedimiento descrito por FJ-Ram &Klis (2006). Una colonia de cada
cepa de K. marxianus se cultivd en 5 mL de caldo YPD, se incubé durante a 30°C
por 16 horas y agitacion orbital de 200 rpm. Las células crecidas se recuperaron por
medio de centrifugacion a 10,000 rpm durante 2 minutos, se diluyeron a una DOsoonm
de 0.2 en solucion salina 0.9 % (p/v). Se realizaron diluciones seriadas (10°, 10-1,10
2103y 10) y se inocularon gotas de 5 uL de cada dilucion en placas YPD agar que
contenia CFW a diferentes concentraciones. Se emplearon dos rangos 0, 0.05, 0.15,
0.3,0.5mMy 0, 0.02, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 mM) y pH 7. Las placas se incubaron a

30, 37,42 y 45° en la oscuridad y se registro el crecimiento cada 24 h.
M. Cinéticas de crecimiento a diferentes temperaturas

Se realizaron las cinéticas de crecimiento por duplicado técnico de las cepas Kmx
11, Kmx 14, Kmx 15, Kmx 16, Kmx 21, Kmx 22, Kmx 24 y CBS 6556 en caldo YPD
siguiendo el crecimiento mediante lecturas de la DOesoonm con el fin de determinar
fases de crecimiento y la maxima tasa especifica de crecimiento (Umax). LOS
preinoculos se obtuvieron inoculando una colonia de cada cepa en 5 mL de medio
YPD a 30°C y 200 rpm durante 16 horas. Posteriormente se midio la DOsoonm, Y s€
inocularon matraces de 125 mL con tapa de rosca conteniendo 25 mL de caldo YPD
a una DOsoonm inicial de 0.2. Los matraces se incubaron a temperaturas de 30, 37,
42, 45y 48°C durante 24 horas. El crecimiento se monitore6 cada hora durante las
primeras 10 horas y luego a la hora 24. Las cinéticas de crecimiento se realizaron

por duplicado y las tasas maximas de crecimiento (umax) se calcularon en la fase
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exponencial utilizando la ecuacién de Monod en la fase exponencial de crecimiento.
La pmax se calculdo como la pendiente de la linea recta que mejor se ajusta a la

grafica semilogaritmica de la DOsoonm en funcion del tiempo.

V. Ensayo de sensibilidad a la liticasa
El ensayo de sensibilidad de las cepas Kmx 14, Kmx 16, Kmx 21, Kmx 22 y Kmx 24
a la liticasa se realizé utilizando calulas en fase media exponencial. Las cepas
fueron previamente incubadas a diferentes temperaturas (30, 37, 42 y 45°C) bajo
agitacion orbital a 200 rpm, en matraces de 125 mL con tapa de rosca, conteniendo
25 mL de caldo YPD. Las células se colectaron en tubos Falcon de 50 mL y se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 minutos a 20°C. El pellet recuperado se lavd
dos veces en 20 mL de buffer de fosfatos 0.1 M a pH 0.6 y se centrifugé en las
mismas condiciones. La suspension celular fue diluida a una DOesoo nm de 0.5 en un
volumen de 30 mL de tampdn de fosfato en matraces Erlenmeyer de 125 mL y
liticasa (Lyticase from Arthrobacter iuteus, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.
Num. L4025-25KU) en una concentracion final de 10.22 U mL™". Los matraces se
incubaron a 30°C y agitacion de 200 rpm. La disminucion de la DOsoonm fue
monitoreada en intervalos de 30 minutos durante 5 horas para observar la cinética
de lisis. La tasa maxima de lisis especifica para un punto de tiempo dado se calculd
como la pendiente de la linea recta que mejor se ajusta al grafico semilogaritmico
de la disminucién del curso del tiempo de la DOsoonm de la suspension celular
después de la adicion de liticasa como es descrito en Ribeiro et al,. (2021). Se llevo
a cabo un analisis de varianza (ANOVA) con el objetivo de determinar si existian

diferencias estadisticamente significativas entre las tasas de lisis y la temperatura
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de cultivo. Para ello, se utilizé un nivel de significancia de 0.05 como criterio para la
toma de decisiones. El analisis fue realizado mediante el paquete de analisis de

datos de Excel.

Transformacion de cepas de K. marxianus
l. Obtencion de un cassette Lac4-KanMx-Lac4 a partir del plasmido

pGEMT-lac4-kanMx-lac4

Preparacion de células electrocompetentes de E. coli XL1-Blue

Se empled un protocolo de transformacion descrito por Sabido (2021), con algunas
modificaciones. Para la obtencion de ADN plasmidico, se utilizé la cepa XL1-Blue
de E. coli, la cual se inoculé en 10 mL de caldo LB suplementado con tetraciclina
(Trc) [15 mg mL"]. El cultivo fue incubado a 37°C y 250 rpm durante la noche.
Posteriormente, se realizé el indculo 1:100 en 50 mL de medio LB y 50 pL de Trc
[15 mg mL™"], y se incubo bajo las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad
optica (DOeoonm) de 0.5—-0.7. Una vez alcanzada la DOsoonm de 0.5, el cultivo se
coloco en hielo durante 15 minutos. Las células se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 5 min a 4 °C, se descarto el sobrenadante en condiciones estériles y el pellet
se resuspendioé en 50 mL de agua Mili-Q estéril y fria. El lavado se repitio mediante
centrifugacion a 10,000 rpm durante 5 min a 4 °C y posterior suspensién en 25 mL
de glicerol frio al 10 % (v/v). Se realizaron dos lavados adicionales en 2mL de
glicerol frio, siguiendo las mismas condiciones de centrifugacién. Finalmente, el
pellet se resuspendid en 250 uL de glicerol al 10 % y se dividié en alicuotas de 50 L

para su almacenamiento a -80°C.
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Transformacion del plasmido pGEMT-lac4-kanMx-lac4 en la cepa XL1-Blue
de E. coli.

El plasmido pGEMT-lac4-kanMx-lac4 fue donado por la Dra. Lucilia Dominguez de
la Universidad del Mifo (Portugal) (Ribeiro et al., 2007). Este plasmido tiene un
tamano de 6072 pb; contiene un gen de resistencia a la ampicilina (Amp") y un origen
de replicacion (ori) para E. coli y un cassette KanMx de resistencia a la geneticina
(en levaduras) y kanamicina (en bacterias) flanqueado por dos regiones LAC4
(obtenidas por PCR a partir de K. marxianus cepa 6556) que es el gen de K
marxianus que codifica por la lactasa (enzima B-galactosidasa que hidroliza la
lactosa en glucosa y galactosa). Para transformar las células ele
electrocompetentes de E. coli XL1-Blue se anadieron 50 ng de ADNp al tubo que
contenia las células. La mezcla se transfirio a una celda de electroporacién
(previamente enfriada en hielo) evitando la formacion de burbujas. Posteriormente
se electroporé a 1,800 V con una constante de 5 mS en un electroporador
Multiporator (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Inmediatamente se retir6 la celda y
se adicionaron 950 yL de medio SOC (0.5% extracto de levadura, 2.0% triptona, 20
mM glucosa, 10 mM MgS0O4, 10 mM MgCI2, 2.5 mM KCI). Se transfirio el contenido
de la celda a un tubo de 1.5 mL estéril y se incubd a 37°C con agitacion de 250 rpm
durante 1 hora. Una vez transcurrida la etapa de recuperacion, se sembraron
diferentes volumenes del cultivo en placas selectivas de LB con ampicilina [100 pg

mL-"] y se incubaron a 37°C por 24 h.
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Extraccion de ADN plasmidico

Se utilizé el kit ZymoPURE Il Plasmid Midiprep (No. Catalogo D4200 & D4201).
Disefado para la purificacion de mas de 400 ug de ADN plasmidico de alto numero
de copias a partir de 15 mL de cultivo overnight de E. coli. Se tomd una colonia
aislada de XL1-Blue/pGEM lac4-KanMx-lac4 de las placas selectivas y se inoculd
en 15 mL de medio Terrific Broth (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.; num.
T0918) o 2x-YT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.; num. Y2377) adicionado
de carbenicilina (Cb) [50 mg mL-"]. Los cultivos se incubaron a 37°C con agitacion
de 250 rpm durante 16 horas. Posteriormente cada cultivo se centrifugd a maxima
velocidad durante 1 minuto para obtener las células y el pellet se proceso siguiendo
el protocolo indicado por el fabricante del kit. Por ultimo, se midi6 la concentracion
y pureza de ADNp mediante espectrofotometria con un equipo NanoDrop 2000

(Thermo Fisher Scientific Inc, MA, USA).

Linealizacion del plasmido pGEMT-lac4-kanMx-lac4

(O. Ribeiro et al., 2007)Para obtener el cassette de interés (Lac4-KanMx-Lac4) se
siguid la metodologia descrita por Ribeiro et al., (2007), con ligeras modificaciones.
El ADNp fue digerido con la enzima de restriccion Not/ (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EE. UU.; num. R0189S) y en presencia de su tampdn especifico
NEBuffer™ r3.1 (New England Biolabs; num. B6003S). La concentracion del ADNp
fue cuantificada utilizando un NanoDrop 2000, se calcularon los volumenes
requeridos para realizar reacciones de digestion con un volumen total de 250 pL por
tubo. Se prepararon 10 tubos para obtener aproximadamente 50 ug de cassette

digerido. Las reacciones fueron incubadas a 37°C durante 17 horas, y
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posteriormente se llevd a cabo la inactivacién enzimatica a 60°C durante 20
minutos. La digestion completa se comprobd mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% y buffer TBE 0.5x. Se analiz6 el gel después de una hora y se observo

una banda correspondiente a 2975 pb.
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Figura 12. Representacion esquematica del cassette lac4-KanMx-lac4 (Ribeiro et al.,
2007).

Extraccidn, purificacidon y concentracion del cassette lac4-KanMx-lac4

Se juntaron las digestiones de Notl en 4 tubos de 1.5 mL, aproximadamente 625 pL
por tubo. A cada tubo se afiadié un volumen igual (625 uL) de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1, v/v) a las digestiones. Se mezclaron vigorosamente por
vortex durante 10 segundos y se centrifugaron a temperatura ambiente por 5
minutos a maxima velocidad (13,400 rpm). Usando una pipeta de 200 L
(aproximadamente 3 pipeteadas, sin tomar nada de la interfase) se transfirié
cuidadosamente la fase acuosa a tubos nuevos la fase superior, que contenia el
ADNp digerido. Se midi6 el volumen exacto transferido con ayuda de una
micropipeta de 1 mL y se anadié 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2,

se mezclo por inversion 5 veces. Posteriormente se afnadieron 2 volumenes de
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etanol absoluto previamente enfriado en hielo y se mezclé vigorosamente por vortex

durante 10 segundos. Finalmente, se incubé toda la noche a -70°C.

Al dia siguiente se centrifugaron a maxima velocidad durante 30 min y se decanté
cuidadosamente para no perder el pellet. Se anadi6 1 mL de etanol al 70%
previamente enfriado en hielo mezclando suavemente por inversién cinco veces. Se
realizd una segunda centrifugacion a maxima velocidad durante 10 min y se decanté
nuevamente con cuidado para no perder los pellets. Luego de la decantacion, se
centrifugd por 10 segundos a maxima velocidad y se retird por completo el etanol al
70% con ayuda de una punta amarilla sin tocar los pellets. Finalmente, el pellet se
seco al vacio en un concentrador por 15 min. a temperatura ambiente y se midio la

concentracion en NanoDrop 2000.

Il. Obtencidon de cassette partiendo del plasmido pUC18LAC4-KanMX

a) PCR de fragmento lac4-KanMx-lac4

Se llevé a cabo la amplificacion por PCR del cassette lac4-KanMx-lac4 utilizando
como plantilla ADN del plasmido pUC18 lac4-KanMx-lac4 (Figura 13). Los
oligonucledtidos empleados fueron LAC4 (FW) ASR 5 CAA ACC CAT AGT AAA
ATA C 3’y LAC4 (Rev) ASR 5 CCT TAT TCC TGA GAA TTT A 3'. El coctel para
PCR, asi como las condiciones de reaccion se muestran en las tablas 9 y 10,
respectivamente. Por ultimo, se analizaron los productos de PCR por electroforesis

en gel de agarosa 1% y buffer TBE 0.5x.
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(437 .. 456)

lac4 Rev-ASR(Blast)

- I
PUC18LACAKanMX (2) g Berel_(149)
6281 bp e

lac operator
(4012 .. 4031) lac4 Fwd-ASR1(Blast)

(3099 .. 3123) KanMX Fwd (Ribeiro) BsrGI (3118)

Figura 13. Plasmido pUC18LAC4KanMx (Sabido, 2021).

KanMX Rev (Ribeiro) (1499 .. 1526)

Tabla 9. Mezcla de reaccion la para amplificacion por PCR del cassette lac4-KanMX-lac4

a partir del plasmido pUC18KanMxLac4.

Componente Volumen (pL)

H20 libre de nucleasas 30

5X Phusion™ HF Buffer (New
England Biolabs, Ipswich, MA, EE. 10
UU.; nam. B0518S)

10 mM dNTPs [200 uM] 1

Oligonucleétido forward LAC4

(FW) ASR [10 pM] 2:5
Oligonucleétido reverse LAC4 o5
(Rev) ASR [10 pM] '
DMSO [3%] 1.5
AND plasmidico [5 ng uL™"] 2
Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase (New England 05

Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.;
nam. M0530S)
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Tabla 10. Condiciones de amplificacion del cassette lac4-KanMx-lac4 a partir del plasmido

pUC18KanMxLac4.
Tiempo Temperatura °C
Desnaturalizacion
o 30 seg. 98°C
inicial
25 ciclos de
Desnaturalizacion: 10 seg. 98°C
Alineacion: 30 seg. 53°C
Extension: 1.5 min. 72°C
Extension final: 5 min 72°C

b) Extraccion, purificacion y concentracion de lac4-KanMx-lac4

La extraccion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizo
utilizando el kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania; num.
28704), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos de PCR restantes
fueron purificados directamente de la reaccion mediante el QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN, num. 28104). Adicionalmente, algunos fragmentos fueron
purificados y concentrados mediante el método de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1, v/v). La concentracion de ADN fue determinada utilizando un

espectrofotometro NanoDrop 2000.

lac4 Rev-ASR Kan4| Kan3 lac4 Fwd-ASR
: 1000! ' 2000! " 3000'. 4000F 5000! o
onP onP

Figura 14. Cassette lac4-KanMX-lac4 a partir del plasmido pUC18KanMxLac4. Posee dos
regiones de homologia flanqueantes de 908 y 1067 pb respectivamente, el tamafio de
kanMX es de 1.6 Kb (Sabido, 2021).
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lll. Preparacion de células competentes y transformacion de K. marxianus

Se describe la metodologia general empleada para estandarizar un protocolo de
transformacién de las cepas Kmx 16, Kmx 24 y CBS 6556 de K. marxianus. Las
variaciones entre cada prueba se centran en las temperaturas de cultivo, la
composiciéon de la mezcla de transformacion, la temperatura del choque térmico, el
tiempo de recuperacion de las células y la concentracion de antibiético (geneticina

G418) en el medio selectivo que contiene YPD agar y X-Gal 40 ug mL"".

Las cepas conservadas en ultracongelacion se sembraron mediante estriado en
YPD agar y se incubaron a 30°C durante 48 horas. Una vez obtenidas las colonias
aisladas, se seleccionaron e inocularon individualmente en tubos de vidrio con 5 mL
de caldo YPD. Se incubaron a 30°C y 200 rpm durante 16 horas. Posteriormente,
por duplicado se inocularon en 30 mL de caldo YPD a una DOsoonm de 0.2. Para las
pruebas 1y 2, los cultivos se incubaron a 30 y 42°C (tabla 11) hasta la fase media
exponencial. El cultivo de los matraces se dividié en 3 tubos Falcon de 50 mL, con
aproximadamente 10 mL cada uno, se centrifugaron a 5,000 rpm durante 5 minutos
a 4°C, los pellets se resuspendieron en 1 mL de LiAc [50 mM] y se transfirié el
contenido de cada uno a tubos de 1.5 mL estériles; se incubaron a temperatura
ambiente (17-20°C) por 15 min. Después se centrifugd a 13,000 rpm por 30 seg. y
se desecho el sobrenadante de cada tubo. Finalmente, los pellets de cada prueba
se resuspendieron en una mezcla de transformacion especifica segun se detalla en
la Tabla 11. Cada mezcla se homogenizé cuidadosamente por pipeteo y se agitdé en

vortex durante 15 segundos.
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Tabla 11. Diferencias entre las condiciones de las pruebas de transformacion de las

cepas de K. marxianus.

Condiciones Mix de Choque Recuperacion Medio
Prueba Cepa . ‘s L . .
de cultivo transformacion térmico de células selectivo
30°Cy42°C -40% PEG . YPD
200 rpm -0.25 M LiAc A’;ﬁofagor 1mLde YPD a X-
1 Kmx24  hasta la fase -0.02 M DTT B) 47°C por 30°Cpor24hy  Gal4Oug/mL
media - 25 g ssDNA s minp 250 rpm G418200
exponencial -1 ug ADN ug/mL
A) 1 mL de
o o _ 0
30°Cy42°C 40% PEG — \y reCpor YPDa30°Cpor  YCP
Kmxo4 200 rPm -0-25MLiAc 2horas 2.5 hy 200 rpm X
2 hastalafase ~ -0.02 M DTT X Sy SR PN Ggjougm
. B) 47°C por B) 1 mL de
media - 25 ug ssDNA \ . G418200
exponencial -1 ug ADN 15 min YPDa 30°C por ug/ml.,
P hg 20 h y 200 rpm
30°C y 200 - 40% PEG A) Tml de YPD
rpm -0.25 M LiAc YPD a 30°C por X-
3 Kmx24 hastapla fase - 25 ssDNA 47°Cpor 15 2.5hy200rpm  Gatttuom
media ( reL-jtgratado) min B) 1 mL de 54182 %
exponencial ?1 ADN YPDa 30°C por 10
P H9 20 h'y 200 rpm ugiL,
A) 1 mL de
30°Cy42°C -40% PEG YPD a 30°C por YPD
200 rpm - 0.25 M LiAc 47°C vor 15 2.5hy 200 rpm X-
4 Kmx24  hasta la fase - 25 ug ssDNA mFi)n B) 1 mL de Gal40ug/mt
media (pre-tratado) YPD a 30°C G41825
exponencial -1 ugADN 5por 20 h'y 200 ug/mL,
rpm
30°C y 200 - 40% PEG A) 1 mL de YPD
. YPD a 30°C por
Kmx 16 rom - 0.25 M LiAc 47°C vor 15 2.5 h v 200 rom X-
5 CBS  hastalafase  -25pg ssDNA mliDn B) 1ymL d: Gal4ougin
6556 media (pre-tratado) . G418%
exponencial -1 ug ADN YPDa 30°C por ug/mL,
P Hg 20 h y 200 rpm
30°Cy 200 -40% PEG YPD
rpm -0.25 M LiAc R 1mL de YPD a X-
6 555586 hastalafase - 25ug ssDNA  + Cm?r?r 'S 30°Cpor2.5h  Galouamt
media (pre-tratado) y 200 rpm G418%
exponencial -12.5 uyg ADN ug/mL,

Los tubos se sumergieron en bafio de agua para llevar a cabo el choque térmico a

42°C por 2 horas (pruebas 1y 2) y 47°C durante 15 min (pruebas 1, 2, 3,4, 5y 6).

Luego se centrifugaron a 13,000 rpm por 30 segundos, se desecho el sobrenadante
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y los pellets se resuspendieron en 1 mL de YPD por pipeteo. Todos los tubos se
incubaron a 30°C y con agitacion orbital a 200 rpm. Después de 2.5 horas, se
tomaron 150 yL de cada tubo y se sembraron en placas selectivas que contenian
agar YPD adicionadas con X-Gal [40 ug/mL] y G418 en diferentes concentraciones
como se indica en la tabla 11. El cultivo restante se incubd 20 horas mas para
sembrar las transformantes recuperadas en placas control con YPD agar y

selectivas.

IV. Comprobacion de integracion de los cassettes Lac4-KanMx-Lac4

a) Aislamiento de ADN gendmico por el método de fenol cloroformo

Las colonias transformadas que crecieron en medio selectivo se estriaron en placas
de YPD agar suplementado con G418 [25 ug mL-"] y se incubaron a 30°C por 3 dias
para comprobar que conservaban la resistencia a la geneticina. Luego se
seleccionaron colonias aisladas candidatas y se cultivaron en 3 mL de medio YPD
en tubos falcon de 15 mL con geneticina, se incubaron a 30°C con 200 rpm por 20
horas para obtener la mayor cantidad posible de biomasa. Transcurridas 20 horas,
el cultivo se centrifugd a 3600 rpm a 4°C por 5 min. Cada pellet se resuspendi6 en
200 pL de buffer de lisis (10 mM de Tris-HCI, pH 8; 1 M de EDTA, pH 8; 100 mM de
NaCl; 2% de Triton X-100; 1% de SDS), se afiadieron 200 uL de perlas de vidrio (4
mm) y 400 uL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1). Los tubos se
agitaron en vortex durante 5 minutos y luego se agregaron 400 uL de buffer TE (10
mM de Tris-HCI, pH 8 y 1 M de EDTA, pH 8) y se mezclaron brevemente en vértex.
La mezcla se centrifugd por 10 minutos a maxima velocidad y a temperatura

ambiente, se transfirieron 400 uL de la fase acuosa a un nuevo tubo de 1.5 mL y se
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agregdé 1 mL de etanol absoluto frio. Se mezclaron por inversién y después se
centrifugaron por 5 minutos a maxima velocidad. Se realizé un lavado con etanol
frio al 70% vy el pellet residual se seco al vacio con temperatura ambiente en un

concentrador por 15 min. Finalmente, se resuspendio en 250 pL de buffer TE.

Posteriormente se realizd6 un paso extra para remover residuos de ARN. Se
afadieron 15 yL de RNAsa [2mg mL™"], se incubd a 37°C por 30 minutos y luego se
agregaron 250 pL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) a cada tubo. Se
fijaron los tubos a un vértex y se mezcld durante 5 minutos. Después se centrifugd
por 5 minutos a maxima velocidad y se transfirieron 400 uL de la fase acuosa a un
nuevo tubo de 1.5 mL. Se adicion6é 1 mL de etanol y 10 uL de acetato de amonio 4
M. Se mezcl¢ invirtiendo los tubos 6 veces. Se centrifugd por 10 minutos a maxima
velocidad y se lavo el pellet con etanol frio al 70%. Nuevamente se secaron los
pellets al vacio con temperatura ambiente en un concentrador por 15 minutos.
Todos los pellets se resuspendieron en 100 uyL de agua MiliQ estéril. La

concentracion final de ADN gendmico se midié en nanodrop.

b) Comprobacion de la presencia de los cassettes lac4-KanMx-lac4 en

células transformantes

La verificacion de la insercion genémica de los cassettes lac4-KanMx-lac4 se llevd
a cabo en dos etapas mediante PCR. En primer lugar, se procedié con la
amplificacion del gen KanMx que confiere resistencia al antibiético G418, utilizando
ADN gendmico de las candidatas transformantes como plantilla. Los
oligonucledtidos empleados fueron kan3 5" ACT GGC TGA CGG AAT TTATGC 3’
y kan4 5° AAA CTC ACC GAG GCA GTT CC 3’, con un tamafio de amplicdn
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esperado de 500 pb. Los detalles de la mezcla para la reaccion PCR de KanMx y

las condiciones para la reaccion se detallan en las tablas 12 y 13, respectivamente.

Tabla 12. Mezcla de reaccion para la amplificacién por PCR de KanMx.

Componente Volumen (pL)

H20 libre de nucleasas 9.5

Oligonucleétido forward 025
Kan3 [50 uM] '

Oligonucleétido reverse 025
Kan4 [50 uM] '

ADNg [10 ng mL""] 2.5

DreamTaq PCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific, Waltham, MA, 12.5

EE. UU.; num. K1072)

Tabla 13. Parametros del termociclador para la amplificacién por PCR del gen KanMx.

Tiempo Temperatura °C
Desna_tu_ra.llzacmn 3 min. 95°C
inicial

30 ciclos de
Desnaturalizacion: 30 seg. 95°C
Alineacion: 30 seg. 55°C
Extension: 1 min. 72°C
Extension final: 15 min 72°C

La segunda etapa consistio en la amplificacion por PCR del cassette lac4-KanMx-
lac4 utilizando ADN gendmico de las candidatas transformadas, esto con el fin de
identificar la correcta insercion del cassette completo en el gen LAC4 del genoma
de las cepas autéctonas de K. marxianus. Se emplearon los oligonucleétidos LAC4
(FW) ASR 5" CAA ACC CAT AGT AAA ATA C 3’y LAC4 (Rev) ASR 5 CCT TAT
TCC TGA GAA TTT A 3’, con un tamafio de amplicon esperado de 3580 pb. Los

cocteles para PCR de lac4-KanMx-lac4 asi como las condiciones de reaccion se
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muestran en las tablas 14 y 15 respectivamente. Finalmente, todos los productos

de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1.2% en buffer TBE 0.5x.

Tabla 14. Mezcla de reaccién para la amplificacion por PCR de lac4-KanMx-lac4 en candidatas

transformantes.
Componente Volumen (pL)
H20 libre de nucleasas 30

5X Phusion™ HF Buffer

New England Biolabs; nim. 10
B0518S
10 mM dNTPs 1
LAC4 (FW) ASR [50 pM] 2.5
LAC4 (Rev) [50 uM] 2.5
ADNg [10 ng mL"] 2
DMSO 1.5

Phusion™ High-Fidelity DNA

Polymerase (NEB, nim. M0530S) 0-5

Tabla 15. Parametros del termociclador para la amplificacion por PCR del cassette lac4-KanMx-
lac4 en candidatas transformantes.

Tiempo Temperatura °C
Desna_tu_ra.llzamon 30 seg. 98°C
inicial

25 ciclos de
Desnaturalizacién: 10 seg. 98°C
Alineacion: 30 seg. 53°C
Extension: 1.5 min. 72°C
Extension final: 5 min 72°C

c) Comprobacion de la identidad de las cepas por amplificacion de la

region ITS-5.8S
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Se realiz6 la verificacion de la identidad a nivel de especie de las candidatas

transformantes mediante la amplificacion de la regiéon ITS-5.8S por PCR para

comprobar que no se trataba de colonias contaminantes y garantizar que estas

pertenecian a K. marxianus, siguiendo el protocolo de Lappe-Oliveras et al., (2023).

Se utilizaron los oligonucleétidos empleados corresponden a ITS1 (Fw) 5 TCC GTA

GGT GAA CCT GCG G 3’ e ITS4 (Rev) 5 GCA TAT CAA TAA GCG GAG GA 3'.

Los detalles de los cocteles para PCR de la region ITS y las condiciones de

amplificacion se muestran en las tablas 16 y 17, respectivamente. Finalmente, todos

los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa

1% en buffer TBE 0.5x. Los resultados se muestran en el Anexo .

Tabla 16. Mezcla de reaccion para la amplificacién por PCR de la region ITS5.8S de levaduras.

Componente Volumen (pL)

H20 libre de nucleasas 9.5

Oligonucleétido forward 0.25
ITS1 [50 pM] '

Oligonucleétido reverse 0.25
ITS4 [50 pM] '

ADNg [10 ng mL™"] 25

DreamTaq PCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific, Waltham, MA, 12.5

EE. UU.; nim. K1072)

Tabla 17. Condiciones de amplificacion de la PCR en termociclador para amplificar la regién ITS.

Tiempo Temperatura °C
Desna_tu_ra.llzacmn 30 seg. 94°C
inicial

25 ciclos de
Desnaturalizacién: 15 seg. 94°C
Alineacion: 15 seg. 45°C
Extension: 4.30 min. 68°C
Extension final: 5 min 68°C
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d) Analisis de microsatélites

Adicionalmente se llevé a cabo el analisis de microsatélite de las candidatas
transformantes Kmx 16, Kmx 24 y CBS 6556, con el fin de compararlas a nivel cepa,
de acuerdo con su perfil de bandas o huella dactilar (finger print) de acuerdo con la
metodologia de Lappe-Oliveras et al., (2023). Este analisis se realizé mediante PCR
utilizando el oligonucledtido GTGs. Los cocteles para PCR de microsatélites, asi
como las condiciones de reaccion se enlistan en las tablas 19 y 20 respectivamente.
Por ultimo, se analizaron todos los productos de PCR por electroforesis en gel de

agarosa 2% en buffer TBE 0.5x. Los resultados se muestran en el anexo |l.

Tabla 18. Coctel reaccién para la amplificacion por PCR de microsatélites en candidatas

transformantes.
Componente Volumen (pL)
H20 libre de nucleasas 9.5
GTGs 0.25
ADNg [10 ng/mL] 25

DreamTaq green PCR Master

Mix (2X) (Thermo Scientific,

Waltham, MA, EE. UU.; num.
K1081)

12.5

Tabla 19. Parametros del termociclador para la amplificacion por PCR del microsatélite GTG5.

Tiempo Temperatura °C
Desna.tu.ralllzacmn 5 min. 94°C
inicial

40 ciclos de
Desnaturalizacion: 30 seg. 94°C
Alineacion: 45 seg. 55°C
Extension: 1.5 min. 72°C
Extension final: 5 min 72°C
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e) Ubicacion del gen LAC4 en genomas de las cepas autdéctonas

Se utilizaron las secuencias de los analisis BLAST realizados por el Dr. Luis Lozano
y en ellas se alinearon de las secuencias de los genes Lac4 CHR3L (lactasa),
Lac12_Chr3L y Lac12_Chr3R (lactosa permeasas) provenientes de DMKU3-1042
(Varela et al., 2019) contra los contigs de los borradores genémicos de las cepas
autéctonas mediante linea de comandos. Posteriormente, se emple6 el software
SnapGene (www.snapgene.com) para ubicar y sefalar esquematicamente estos

genes en cada cepa.

Localizaciéon de genes involucrados en la remodelacién de pared celular en
cepas de K. marxianus

Se llevo a cabo la busqueda de las secuencias de los genes RLM1, FKS1, CHS3,
CRH1, GAS1 de la cepa DMKU3-1042 de K. marxianus, implicados en la
remodelacion de la pared celular de S. cerevisiae (Ribeiro et al., 2021) en la base
de datos NCBI. Una vez obtenidos los resultados se seleccionaron los genes
pertenecientes a DMKU3-1042. Se utilizaron los BLAST realizados por el Dr. Luis
Lozano en el que se ejecuto el alineamiento de las secuencias de los genes RLM1,
FKS1, CHS3, CRH1, GAS1 de la cepa DMKU3-1042 contra los contigs de los
borradores gendémicos de las cepas autoctonas mediante linea de comandos.
Posteriormente, se empleé el software SnapGene (www.snapgene.com) para ubicar

y sefialar esquematicamente estos genes en cada cepa.
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Capitulo V. Resultados y discusiones

. Analisis de locus MAT en cepas autéctonas de K. marxianus

En esta primera parte, se analizd la ploidia de las cepas autdctonas de K.
marxianus, un paso clave para comprender su biologia reproductiva y evaluar su
potencial en sus aplicaciones biotecnoldgicas. En la literatura se ha reportado que
existe una relacion entre el estado de ploidia y ciertas caracteristicas metabdlicas
como la produccién de compuestos volatiles (aromas) en K. marxianus (Adame-

Soto 2023).

La amplificaciéon de los genes MATa y MATa por PCR con los oligonucleétidos
FH_MAT for, MATa1D y MATaplha1D genero las bandas esperadas de 3,236 pb y
de 2,985 pb, respectivamente (Figura 15). Las cepas que produjeron una sola banda
son cepas haploides ya sea del tipo MATa o del tipo MATa, mientras que las cepas
en las que se obtuvieron dos bandas indican la presencia de ambos /oci,
identificandose, como diploides. De las 7 cepas analizadas, Kmx 16 y Kmx 22 fueron
identificadas como haploides tipo a, mientras que Kmx 14, Kmx 21 y Kmx 24 como
diploides. Las cepas Kmx 11 y Kmx 15 no exhibieron la presencia de ninguna banda

por lo que no se pudo determinar su ploidia (Figura 15).
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Figura 15. Gel de electroforesis de productos de PCR del locus MAT.

De las 7 cepas estudiadas se obtuvo el borrador gendmico de 5 de ellas, Kmx 14,
Kmx 15, Kmx 16, Kmx 22 y Kmx 24, a partir del cual fue posible reconstruir las
regiones MAT vy las regiones silenciadas HML y HMR correspondientes, asi como
ubicar las posiciones de los oligonucleétidos utilizados en la amplificacion de los
genes MAT por PCR (Figuras 16-20). Para ello se utilizaron los genes MAT de la
cepa DMKU3 1042 cuyo genoma es el de referencia para la especie K. marxianus,
como secuencias problema (Query sequence) en un analisis BLAST para ubicar
estos genes en los borradores gendmicos de las cepas de estudio. El trabajo de
Lane et al., (2011) con la cepa CBS608 de K. marxianus fue utilizado como referente
para la organizacién esquematica de los genes del locus MAT. El analisis del locus
MAT en el borrador genémico de la cepa Kmx 14 (Figura 16) confirmé la diploidia
establecida por PCR utilizando los oligonucledtidos FH_MAT for, MATa1D vy
MATaplha1D, al encontrarse los genes MATa1, MATa2, MATa1, MATa2 y MATa3
y genes aledanos esperados tanto en los loci activos como en los loci silenciados
(en gris: SLA2, SUIM, LAA1 y YJL206C). Es importante mencionar que los
oligonucledtidos utilizados so6lo permiten la amplificacion de los loci activos, pero no

de los silenciados.
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Figura 16. Localizacion de los genes MAT en el genoma de la cepa Kmx 14. Se muestran
las regiones silenciadas HMLa y HMRa asi como los genes flanqueantes SUI1, SLA2,
LAA1 y YJL206 en color gris. Las posiciones de los oligonucledtidos son sefialadas con
las etiquetas FH_MAT _for, MATalpha1D y MATa1D en color morado. A la derecha del
esquema se encuentra el analisis del producto de PCR por electroforesis en gel de
agarosa 1x. Los tamarios esperados son para MATade 3236 pb y para MATa 2985pb.

Respecto a la cepa Kmx 15, no se obtuvieron productos de amplificacion en la PCR
de los genes MAT. Sin embargo, se pudieron localizar los genes MATa y MATa en

el borrador genémico de esta cepa con la herramienta BLAST (Figura 17).
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Figura 17. Localizacion de los genes MAT en el genoma de la cepa Kmx 15. Se muestran
las regiones silenciadas HMLa y HMRa asi como los genes flanqueantes SUI1, SLA2,
LAA1 y YJL206 en color gris. La posicion del tinico cebador encontrado se sefiala con la
etiqueta MATalpha1D en morado. A la derecha del esquema se encuentra el analisis del
producto de PCR por electroforesis en gel de agarosa 1x. Los tamafios esperados son
para MATa de 3236 pb y para MATa 2985pb.

En este caso, los porcentajes de identidad de nucleétidos fueron menores, de entre
81.8 % y 82.7 % comparado con el rango de porcentajes que va desde un 96%
hasta 100% de identidad obtenido con las demas cepas (Tabla 21). Al encontrarse
tanto los genes MATa como MATaq, indicativo caracteristico de cepas diploides, se
puede inferir que esta cepa es posiblemente diploide. Sin embargo, se tendra que
verificar experimentalmente con la técnica de PCR. No se pudieron encontrar en la
secuencia los oligonucledtidos FH_MAT _for, MATa1D y MATalpha1D explicando el
resultado negativo de las amplificaciones de los genes MAT por PCR. Otro hallazgo

importante fue la conformacion diferente de los genes flanqueadores en los loci
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MATa y MATa. Esta conformacion es conservada en la especie K. marxianus (Lane
et. al., 2011). En el locus MATa se observa la ausencia del gen flanqueante SUI1.
El bajo % de identidad y las diferencias en las secuencias observadas en el borrador
genomico podrian indicar que Kmx 15 posiblemente representa una nueva especie

dentro del género Kluyveromyces.

En el caso de la cepa Kmx 16 se corrobord la ploidia determinada mediante
amplificacion por PCR del locus MAT que identifico esta cepa como haploide tipo a

ya que su genoma solo contiene las regiones MATa y HMRa (Figura 18).
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Figura 18. Localizacion de los genes MAT en el genoma de la cepa Kmx 16. Se muestra
la region silenciada HMRa asi como los genes flanqueantes SUI1, SLA2, LAA1 y YJL206
en color gris. Las posiciones de los oligonucledtidos son sefialadas con las etiquetas
FH_MAT fory MATa1D en color morado. A la derecha del esquema se encuentra el
analisis del producto de PCR por electroforesis en gel de agarosa 1x. El tamafio esperado
para MATa 2985pb.

Durante el analisis del borrador gendmico de la cepa Kmx 22 se identifico la
presencia de los loci MATa y MATa con la copia silenciada HMRa (Figura 19).
Debido a que en los loci silenciados los genes MAT tienen diferentes secuencias

aledafnas, el cebador FH_MAT for no se alinea con estos loci permitiendo amplificar
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solo los loci activos. En el caso de Kmx 22 sélo se observo la amplificacion del gen
MATa con la banda esperada de 2985 pb (Figura 19) indicando que esta cepa es
haploide de tipo a. Se identificaron también los genes flanqueantes SUI1, SLA2,

LAA1y YJL206C.
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D <L) < mamiphas | (] |
SLAZ | | LAA1 YIL206C
MaTalphal MATalpha2
MATalphalD
Mw a
FH_MAT for (1176 .. 1195)
I 3500 —P s
MATa ——— 3000—>~
2500 5000 7500 10,000 12,500 2500
0 Em>q Wp<mm <]
SUI1 | MATaz2 Y¥I1L206C
MATal
MATalD
HMR a
1000 2000 3000 4000
MATal 5SLAZ2
MATalD

Figura 19. Localizacion de los genes MAT en el genoma de la cepa Kmx 22. Se muestra
la region silenciada HMRa asi como los genes flanqueantes SUI1, SLA2, LAA1 y YJL206
en color gris. Las posiciones de los oligonucledtidos son sefialadas con las etiquetas
FH_MAT fory MATa1D. A la derecha del esquema se encuentra el anéalisis del producto
de PCR por electroforesis en gel de agarosa 1x. Los tamafios esperados son para MATa
de 3236 pb y para MATa 2985pb.
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Figura 20. Localizaciéon de los genes MAT en el genoma de la cepa Kmx 24. Se
muestran las regiones silenciadas HMLa y HMRa asi como los genes flanqueantes SUI1,
SLA2, LAA1 y YJL206 en color gris. Las posiciones de los oligonucledtidos son sefialadas

con las etiquetas FH_MAT _for, MATalpha1D y MATa1D en color morado. A la derecha
del esquema se encuentra el analisis del producto de PCR por electroforesis en gel de
agarosa 1x Los tamarios esperados son para MATa de 3236 pb y para MATa 2985pb.

Por ultimo, el analisis del borrador gendmico de la cepa Kmx 24 reveld la presencia
de ambos loci, MATa y MATa, lo que indica una estructura diploide confirmando los
resultados de PCR en los cuales aparecieron 2 bandas, una correspondiendo a

MATay otra a MATa. Adicionalmente, se localizaron las regiones silenciadas HMLa
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y HMRa, caracteristicas de las cepas diploides, confirmando la presencia de ambos
tipos de loci en el genoma de Kmx 24. Se encontraron también las secuencias de
los oligonucleétidos FH_MAT for, MATa1D y MATaplha1D al igual que los genes

flanqueantes caracteristicos, SUI1, SLA2, LAA1y YJL206C.

Debido a las similitudes fenotipicas y genotipicas observadas entre las cepas Kmx
11 y Kmx 15 (Lappe-Oliveras et al., 2023) que fueron encontradas en los mismos
grupos de ITS y microsatélites, se sugiere que Kmx 11 podria ser diploide, al igual
que Kmx 14, Kmx 15, Kmx 21 y Kmx 24, que mostraron la presencia de ambos /oci

MATa y MATa.

A pesar de la similitud en la organizacion del locus MAT entre las cepas, se observa
una diferencia significativa en Kmx 15 en comparacién con la cepa de referencia
DMKU3-1042. Esta diferencia se refleja en el porcentaje de identidad a nivel
nucleétido que varia de un 81.8 % de identidad en MATa2 hasta un 86.8 % en
MATa1. La baja homologia con el locus MAT de K. marxianus sugiere diferencias
significativas en las proteinas que determinan la compatibilidad reproductiva en
estas levaduras. Las proteinas MAT son clave en el apareamiento, ya que regulan
la identidad sexual y el reconocimiento celular entre diferentes cepas (Conde-
Ferraez, 2007). Si las diferencias en las proteinas MAT de Kmx 15 son lo
suficientemente grandes, esto implicaria que esta cepa no podria aparearse con
otras cepas de K. marxianus, lo que apoya aun mas la idea de que Kmx 15
representa una especie distinta. Esta falta de compatibilidad reproductiva basada
en la divergencia de las proteinas MAT es un fuerte argumento para proponer que

Kmx 15 se trataria de una especie reproductivamente aislada de K. marxianus
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(Lappe-Oliveras et al., 2023). En términos evolutivos, estas diferencias en las

secuencias de aminoacidos reflejan una trayectoria evolutiva distinta, lo que sugiere

una especiacion en curso o completada (Ortiz-Merino et al., 2018). Asi, la

identificacion y discusion de estas diferencias refuerza la hipoétesis de que Kmx 15

no es solo una variacion de K. marxianus, sino una entidad taxondmica propia

dentro del género.

Tabla 20. Porcentajes de identidad de genes MAT de cepas autdctonas de K. marxianus con

respecto a la cepa de referencia DMKU3-1042.

Nucleétido
Cepas Gen % Cobertura % Identidad
MATa1 100% 95.3
MATa2 100% 96.7
Kmx 14 MATa1 100% 96.4
MATa2 88% 94.8
MATa3 100% 96.6
MATa1 100% 86.8
MATa2 100% 86.5
Kmx 15 MATa1 100% 83
MATa2 96% 81.8
MATa3 100% 82.7
MATa1 100% 95.3
Kmx 16
MATa2 100% 96.6
MATa1 100% 100
MATa2 100% 100
Kmx 22 MATa1 100% 99.7
MATa2 97% 99.7
MATa3 99% 99.9
MATa1 100% 95.5
MATa2 100% 96.7
Kmx 24 MATa1 100% 96.7
MATa2 97% 95.2
MATa3 100% 96.6
MATa1 100% 98.4
MATa2 100% 97.8
CBS 608
MATa1 100% 97.4
MATa2 100% 96.6
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MATa3 100% 97.8

Para reforzar lo anterior, se realizaron arboles filogenéticos en los que se
compararon las secuencias de nucledtidos de los genes MATa1 y MATa2. Los
resultados obtenidos muestran que las cepas se agrupan en patrones similares en
funcién de la secuencia de cada uno de estos genes, lo que sugiere la existencia de
linajes genéticamente diferenciados dentro de K. marxianus. En particular, el
analisis de MATa1 revel6 la presencia de dos clados bien definidos, con Kmx 15
ubicandose en una posicion intermedia dentro del segundo grupo, lo que indica una
divergencia moderada en comparacion con cepas como Kmx 16 y Kmx 22, que
mostraron una relacion mas estrecha entre si. El arbol filogenético del gen MATa2
complementd estos resultados al mostrar agrupaciones consistentes con las
obtenidas en MATa1, lo que refuerza la hipétesis de que la variabilidad genética en
los genes de apareamiento puede estar asociada con diferencias evolutivas dentro
de la especie. Ademas, la alta confiabilidad estadistica (bootstrap cercano a 100 en
varias ramas) sugiere que las relaciones observadas reflejan diferencias genéticas

bien sustentadas.
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Figura 21. Arboles filogenéticos basados en las secuencias de nucleétidos de los genes
MATa1 y MATa2 en cepas de Kluyveromyces marxianus. El analisis filogenético revela la
formacion de dos clados principales, con una alta confiabilidad estadistica en las ramas
(valores bootstrap cercanos a 100).

En la figura 22 se muestran tres arboles filogenéticos correspondientes a las
variantes MATa1, MATa2 y MATa3, con el objetivo de establecer la relacion
evolutiva entre las diferentes cepas estudiadas. En el caso de MATa1, se observan
dos clados principales: el primero agrupa a Kmx 14, Kmx 24, DMKU3-1042 y CBS
608, con un valor de bootstrap de 70, y el otro que incluye a Kmx 15 y Kmx 22,
mostrando una divergencia con respecto al grupo anterior. Para MATa2, la
separacién entre los clados es clara y presenta valores de bootstrap de 100, lo que
indica un alto nivel de confianza en la clasificacion. En este caso, Kmx 15 MATa2

se agrupa junto con CBS608, diferenciandose de Kmx 14, Kmx 24 y DMKU3-1042.
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En cuanto a MATa3, se observa una estructura similar a las anteriores, con valores
de bootstrap altos (98-100), donde Kmx 15 MATa3 forma un clado separado junto
con Kmx22, diferenciandose del grupo conformado por Kmx 14, Kmx 24, DMKU3

1042 y CBS608.

Las diferencias en la cepa Kmx15 resultan notorias en cada uno de los arboles
filogenéticos analizados. En MATa1, Kmx15 muestra una mayor relacion con
Kmx22, separandose del grupo donde predominan Kmx14, Kmx24 y DMKU3 1042.
En MATa2, la relacion es mas estrecha con CBS608, en contraste con el resto de
las cepas, mientras que en MATa3, Kmx 15 se agrupa con Kmx 22, evidenciando

su divergencia con el clado principal.

La divergencia observada en Kmx15 en las tres variantes de MAT a sugiere que esta
cepa ha experimentado eventos evolutivos distintos en comparacién con las demas.
Su agrupamiento variable con CBS 608 o Kmx 22 podria indicar una relacién
filogenética mas cercana con estas cepas en ciertos genes especificos, lo que
podria estar vinculado a adaptaciones genéticas particulares o a presiones

selectivas especificas en su entorno evolutivo.
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Figura 22. Arboles filogenéticos basados en las secuencias de nucleétidos de los genes
MATa1, MATa2 y MATa3 en cepas de Kluyveromyces marxianus. El analisis filogenético
revela la formacion de dos clados principales, con una alta confiabilidad estadistica en las

ramas (valores bootstrap cercanos a 100).
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Il Influencia de la temperatura de cultivo en la estructura de la pared
celular de K. marxianus.

a) Evaluacion de la termotolerancia en medio sélido YPD agar

Se evalué la capacidad de crecimiento de las cepas autéctonas de K. marxianus
(Kmx 11, Kmx 14, Kmx 15, Kmx 21, Kmx 22 y Kmx 24) a diferentes temperaturas
en medio solido. Para ello, se cultivaron en diluciones seriadas (10° a 104) e
incubacion a 30, 37, 42, 45 y 48°C. En la figura 23 se observa que, a temperaturas
de 30 y 37°C, todas las cepas mostraron un crecimiento robusto, con colonias bien
definidas en todas las diluciones. Este resultado indica que dichas condiciones son
mas favorables para el desarrollo de K. marxianus. A 42°C, algunas cepas como
Kmx 11 y Kmx 14, mantuvieron un crecimiento considerable, aunque en las

diluciones mas altas se observo una reduccion en el numero de colonias.

A 45°C, crecieron los aislados Kmx 14, Kmx 21 y Kmx 24 en las diluciones 10° a
104, aunque el tamario y densidad de las colonias disminuyo significativamente, el
aislado Kmx 16 sdlo crecié hasta la dilucion 103. Es probable que la tolerancia de
estas cepas esté directamente relacionada con las condiciones climaticas de su

region de origen, la Peninsula de Yucatan, caracterizada por su clima.

En contraste, a 48°C no se observo crecimiento en ninguna de las cepas evaluadas,
lo que indica que esta temperatura supera el umbral de tolerancia térmica de las

cepas de K. marxianus en medio sélido.
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Figura 23. Tolerancia de cepas de K. marxianus a diferentes temperaturas. Las cepas
fueron sembradas en medio sélido a 30°C, 37°C, 42°C, 45°C y 48°C en diluciones
seriadas de 10°, 10", 102, 10y 10,

Asimismo, el analisis de diluciones revel6 que, en concentraciones celulares
elevadas (10° y 10-"), el crecimiento fue evidente en todo el rango de temperaturas
permisivas, comprendido entre 30 a 42°C.Esto sugiere que una mayor densidad
celular favorece la supervivencia y proliferacién incluso en condiciones térmicas
cercanas al limite superior de tolerancia. En contraste, a diluciones mayores (103y
104), el crecimiento disminuyd progresivamente, siendo practicamente nulo en
temperaturas elevadas. Estos resultados indican que las cepas poseen una
capacidad de crecimiento optima entre 30 y 37°C, con algunas cepas mostrando
tolerancia hasta 42°C e incluso 45°C en menor medida. No obstante, la temperatura
de 48°C resulté ser letal para todas las cepas evaluadas estableciendo un rango
térmico para su crecimiento en medio sdlido y sugiriendo un aproximado en cultivos

liquidos.

La evaluacion del crecimiento de cepas a diferentes temperaturas, como 30, 37, 42

y 45°C, en medio sdlido, permite caracterizar su rango térmico de tolerancia y su
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potencial para aplicaciones biotecnoldgicas en condiciones variables. El crecimiento
a 30°C es representativo de condiciones estandar de laboratorio, mientras que la
capacidad de crecer a 37°C es relevante para procesos que requieren adaptacion
a temperaturas cercanas a la corporal, como la produccion de probiéticos o enzimas
funcionales en el tracto gastrointestinal (Fonseca et al., 2008; Maccaferri et al.,
2012). Por otro lado, el crecimiento a 42°C y especialmente a 45°C indica una
termotolerancia destacada, deseable en contextos industriales donde la
fermentacién genera calor, o donde se busca reducir la contaminacion microbiana
mediante el uso de temperaturas elevadas (Lane & Morrissey, 2010; Nonklang et al.,
2008). En este sentido, cepas capaces de mantener su viabilidad y crecimiento en
estos rangos pueden ser consideradas candidatas robustas para la produccion de
bioetanol, enzimas termoestables, bioconversion de residuos agroindustriales y
otros procesos en los que la eficiencia y la estabilidad térmica son factores clave
(Lane et al.,, 2011). Ademas, estas propiedades facilitan su escalamiento y
disminuyen los costos de enfriamiento en fermentadores, lo cual es altamente

valorado en la industria biotecnoldgica (Cunha et al., 2020).

b) Cinéticas de crecimiento en medio liquido a diferentes temperaturas

Se realizaron cinéticas de crecimiento a 30, 37, 42, 45y 48°C en caldo YPD por 24
h, con la finalidad de identificar la fase media exponencial y calcular la tasa de
crecimiento especifica maxima (Umax) a diferentes temperaturas, y asi determinar si
la temperatura favorece su crecimiento. En estos experimentos se incluyé a la cepa
CBS 6556 de K. marxianus como referencia, ya que es una cepa muy conocida y

estudiada.
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En el grafico de la figura 24 se observa la cinética de crecimiento por duplicado de
las cepas de K. marxianus a 30°C. Se aprecia una fase de latencia entre la hora 0
a la 3, seguida de una fase exponencial aproximada desde la hora 4 hasta
aproximadamente las 8-9 horas. Posteriormente una fase estacionaria, que se
prolonga de las 8-9 horas hasta las 24 horas, donde la DOsoonm se mantiene
constante. Se observa una variabilidad entre las cepas, destacando que Kmx 11y
Kmx 15 presentan valores mas altos de densidad éptica final (>20), mientras que la
cepa Kmx 24 muestra un crecimiento estable pero ligeramente inferior al de las
demas cepas. En el grafico de barras de la figura 25, Kmx 11 y Kmx 15 exhiben la
tasa de crecimiento mas alta, de 0.55 y 0.54 h™', respectivamente, mientras que el

resto de las cepas muestran una pmax similar.

30°C
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Figura 24. Cinética de crecimiento por duplicado de las cepas de K. marxianus a 30°C
durante 24 horas. Se muestra la densidad 6ptica promedio a 600 nm (D.O.e00a8).
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Figura 25. Tasa especifica maxima de crecimiento (Umax) €n un tiempo determinado en
funcién de la temperatura de cepas de K. marxianus a 30°C. Las barras verticales
muestran la desviacion estandar.

En la figura 26 se muestra la cinética de crecimiento de todas las cepas a 37°C, por
duplicado; en ella no se observa un aumento significativo en la D.O.s00nm entre la
hora 0 a la 3 (fase lag), indicando que las células estan adaptandose. Nuevamente
entre las horas 4 a la 9, se presenta un crecimiento exponencial en todas las cepas,
con una pendiente pronunciada a la curva y la diferencia en los valores de la
densidad oOptica de todas las cepas en esta fase son minimas, lo que sugiere que
todas presentan una tasa de crecimiento similar (figura 27). Después de
transcurridas 10 horas, la DOsoonm alcanza su valor maximo y se mantiene estable
después de transcurridas 10 horas en todas las cepas. La temperatura de 37°C
favorece un crecimiento rapido y homogéneo, lo que sugiere que esta temperatura

podria ser la éptima para el crecimiento de la mayoria de las cepas evaluadas.
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Figura 26. Cinética de crecimiento por duplicado de las cepas de K. marxianus a 37°C
durante 24 horas. Se muestra la densidad optica promedio a 600 nm (D.O.s0048).
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Figura 27. Tasa especifica maxima de crecimiento (umax) de cepas de K. marxianus a
37°C. Las barras verticales muestran la desviacion estandar.
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En el grafico de la figura 27, a 37°C, se observa un aumento generalizado en la tasa
maxima de crecimiento en comparacién con 30°C. La mayoria de las cepas
alcanzan tasas elevadas en las que aumentaron desde un 15.3% en Kmx 15 hasta

un 45.5% en el caso de la cepa CBS 6556.

La gréfica de la figura 28 representa la cinética de crecimiento a 42°C, de todas las
cepas, por duplicado. La fase de latencia de observa entre la hora 0 a la 3 sin
aumento significativo de la DOsoonm. La mayoria de las cepas presentan un
crecimiento exponencial acelerado, alcanzando un punto maximo entre las 6 y 8
horas aunque la pendiente de la curva es menor que la que se presenta a los 37°C.
Kmx 15 exhibe un crecimiento mas lento y menor densidad 6ptica en comparacion
con las demas cepas. Las cepas Kmx 14, Kmx 16, Kmx 21, Kmx 22 y CBS 6556
presentan los valores mas altos de DOeoonm final después de 24 h. Kmx 15 muestra
una disminucién en la DOesoonm después de las 8 horas, lo que sugiere una posible

sensibilidad a la temperatura.
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Figura 28. Cinética de crecimiento por duplicado de las cepas de K. marxianus a 42°C
durante 24 horas. Se muestra la densidad 6ptica promedio a 600 nm (D.O.s00n8).
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Figura 29. Tasa especifica maxima de crecimiento (Umax) de cepas de K. marxianus a
42°C. Las barras verticales muestran la desviacion estandar.

El andlisis de las tasas de crecimiento (umax) observado en la figura 29, revela
diferencias notables en la capacidad de adaptacion de las cepas a temperaturas
elevadas. Algunas cepas, como Kmx 14 (0.87 h'') y CBS 6556 (0.9 h™'), presentan
las tasas mas altas, manteniendo un crecimiento considerable a esta temperatura.
Por otro lado, Kmx 11 (0.82 h"') y Kmx 15 (0.58 h-') exhiben valores menores, lo que
indica una menor tolerancia al calor. Aunque algunas cepas continuan mostrando

un crecimiento elevado, se observa una mayor variabilidad de la umax a 37°C.

En la grafica de la figura 30 se muestra la cinética de crecimiento de las cepas de
K. marxianus a 45°C. Durante las primeras 3 horas, no se observd un aumento
significativo en la DOsoonm, indicando una fase de adaptacion. A esta temperatura,
se presentan diferencias significativas en lo que se refiere a la fase exponencial, ya

que las cepas Kmx 11 y Kmx 15 exhiben un crecimiento limitado en comparacién
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con el resto. En contraste, Kmx 22 y Kmx 24 muestran un crecimiento intermedio,
mientras que Kmx 14, Kmx 16, Kmx 21 y CBS 6556 presentaron un crecimiento
robusto, aunque menor en comparacion con el observado a 37 y 42°C. Esto podria
explicarse a que ambos aislados provienen de regiones tropicales en el sur de

México, Kmx 14 de Yucatan y CBS 6556 de Tapachula, Chiapas.
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Figura 30. Cinética de crecimiento por duplicado de las cepas de K. marxianus a 45°C
durante 24 horas. Se muestra la densidad 6ptica (DOsgoas) promedio.

Las tasas de crecimiento maximas confirman esta tendencia. Se observa una
disminucién en umax €n varias cepas en comparacion con 42°C, lo que indica una
menor tolerancia a esta temperatura. Sin embargo, Kmx 24 y CBS 6556 presentaron
valores elevados de pmax (0.80 h™' y 0.79 h-), sugiriendo una mayor tolerancia al
calor. En cambio, Kmx 11 y Kmx 15 presentan tasas significativamente menores de
0.41 h"y 0.45 h' (50.03% y 22.30%, en comparacion con las tasas obtenidas a
42°C) lo que confirma que su crecimiento se ve afectado por el aumento de

temperatura.
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Figura 31. Tasa especifica maxima de crecimiento (Umax) de cepas de K. marxianus a
45°C. Las barras verticales muestran la desviacion estandar.

La densidad optica y la disminucion en la pmax de Kmx 11 y Kmx 15 a 45°C es
consistente con su nula tolerancia térmica en medio sélido. Sin embargo, para el
resto de las cepas también es evidente la sensibilidad al calor. Esta baja tolerancia
a la temperatura también puede estar relacionada con el sitio origen de los aislados,

ya que ambas provienen del Estado de Hidalgo, localizado al centro de México.

En la grafica de la figura 32 muestra la cinética por duplicado a 48°C, se observa
que en las primeras horas (0-5 horas), todas las cepas presentan una fase de
adaptacién sin un incremento significativo en la DOsoonm. Las cepas CBS 6556, Kmx
14 y Kmx 24 alcanzan los valores mas altos de DOsoonm, indicando una mayor
tolerancia a 48°C. En cambio, Kmx 11 y Kmx 15 no muestran crecimiento
apreciable, lo que sugiere que estas cepas no son capaces de proliferar a esta
temperatura. Kmx 16 y Kmx 22 exhiben un crecimiento intermedio, aunque con

valores de DOeoonm inferiores a los observados en temperaturas menores como 37
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y 42°C e incluso 45°C. Estos resultados indican que 48°C representa un limite critico
de temperatura para la mayoria de las cepas, con una notable reducciéon en el

crecimiento en comparacién con temperaturas mas bajas.
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Figura 32. Cinética de crecimiento por duplicado de las cepas de K. marxianus a 48°C
durante 24 horas. Se muestra la densidad 6ptica promedio a 600 nm (D.O.e00a8).
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Figura 33. Tasa especifica maxima de crecimiento (umax) de cepas de K. marxianus a
48°C. Las barras verticales muestran la desviacién estandar.
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Por otro lado, las tasas de crecimiento maximas a 48°C (Figura 33) presentan una
mayor variabilidad en comparacion con las demas temperaturas. Asimismo, se
aprecia una elevada desviacion estandar en algunas de las barras que van desde
un 1% hasta un 47%. Esto podria deberse a que mientras algunas células contintan
en adaptacion a la temperatura, algunas otras sufren dafo celular, lisis o incluso la
muerte, provocando una alta dispersion en los valores obtenidos. Debido a la alta
variabilidad (>20%) se descartaron los valores obtenidos en la cinética de

crecimiento a 48°C de las cepas de K. marxianus.

Los valores de las tasas especificas de crecimiento (umax) de todas las cepas a
diferentes temperaturas se presentan en la tabla 21. En general, la menor tasa de
crecimiento se registré a 30°C para la mayoria de las cepas, con excepcion de Kmx
11 y Kmx 15, las cuales mostraron su umax mas baja a 45°C, en concordancia con
su reducida tolerancia térmica. Por otro lado, las cepas Kmx 11, Kmx 14, Kmx 21,
Kmx 22 y CBS 6556 alcanzaron su mayor tmaxa 42°C mientras que Kmx 15 exhibid
su tasa maxima a 37°C. En contraste Kmx 16 y Kmx 24 lograron su mayor Umax a

45°C, lo que sugiere una mayor capacidad de adaptacion a temperaturas elevadas.

Tabla 21. Tasa especifica maxima de crecimiento de las cepas de K. marxianus a
diferentes temperaturas (h™'). Se subraya el valor mas alto de pmax con dos lineas (en
rojo) y el valor mas bajo con una (azul).

T (°C) Kmx 11 Kmx 14 Kmx 15 Kmx 16 Kmx 21 Kmx 22 Kmx 24 CBS 6556
30 0.55+0.09 | 0.45+0.05 | 0.54+£0.05 | 0.52+0.02 | 0.50£0.01 | 0.51+0.02 | 0.46 +0.01 | 0.53 + 0.04
37 0.72+0.05 | 0.64+0.00 | 0.62+0.03 | 0.64+0.02 | 0.71£0.01 | 0.76 +£0.00 | 0.73+0.00 | 0.77 £ 0.03
42 0.82+0.06 | 0.87+0.02 | 0.59+0.06 | 0.72+0.16 | 0.82+0.02 | 0.79+0.01 | 0.73+0.12 | 0.90 + 0.02
45 0.41+0.01 | 0.76 £0.02 | 0.45+0.02 | 0.74+0.03 | 0.74+0.00 | 0.66£0.02 | 0.80+0.06 | 0.79 £ 0.01
48 0.47+0.12 | 0.59+0.05 | 0.81+£0.01 | 0.45+0.02 | 0.31+£0.30 | 0.36+0.06 | 0.77 +0.03 | 0.03 +0.47

103




Esta tolerancia térmica podria estar relacionada con varios mecanismos fisioldgicos,
como la produccion eficiente de proteinas de choque térmico (heat shock proteins,
“‘HSPs”) que estabilizan otras proteinas y protegen la célula del dafo por
desnaturalizacion (Verghese et al.,, 2012), asi como una fluidez de membrana
ajustada gracias a la modificacion en la composicion de acidos grasos, que permite
mantener la integridad de la membrana plasmatica en condiciones de estrés térmico
por altas temperaturas (Zhao & Bai, 2009). Ademas, cepas termotolerantes suelen
presentar sistemas antioxidantes mas activos, capaces de mitigar el dafio oxidativo

inducido por el calor, como es el caso de K. marxianus (Saini et al., 2018).

Desde una perspectiva biotecnologica, estas caracteristicas convierten a las cepas
Kmx 16 y Kmx 24 en candidatas promisorias para procesos industriales que
requieren fermentaciones a temperaturas elevadas, como la produccion de
bioetanol. El uso de cepas termotolerantes reduce el riesgo de contaminacion
microbiana, permite el uso de residuos lignocelulésicos que generan calor durante
su hidrolisis y disminuye los costos energéticos asociados al enfriamiento del
biorreactor (Saini et al., 2018). Estas ventajas refuerzan la importancia de identificar

y aprovechar cepas autéctonas con rasgos fisioldgicos adaptados al calor.

c) Tolerancia al blanco de calcoflior CFW a diferentes temperaturas

Con la finalidad de evaluar la respuesta de la pared celular a la temperatura se
realizé un ensayo de susceptibilidad a blanco de calcoflior (CFW por sus siglas en
inglés). El CFW se ha empleado para evaluar la cantidad de quitina en las paredes
celulares de levaduras. Al unirse a la quitina, este colorante altera el ensamblaje de

la pared celular por lo que las células con un alto contenido de quitina retienen mas
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CFW, lo que resulta en una menor tolerancia a este colorante (Lappe-Oliveras et
al., 2023). Para evaluar este efecto, primero se determiné la concentracion maxima
de CFW a la cual se inhibié por completo el crecimiento de las cepas de K.
marxianus. En la figura 34 se muestra la susceptibilidad de las cepas Kmx 11, Kmx
14, Kmx 15, Kmx 16, Kmx 21, Kmx 22 y Kmx 24 a concentraciones diferentes de
CFW (0 mM control, 0.05, 0.15, 0.3, 0.4 y 0.5 mM), en un rango de temperaturas de
incubacion (30, 37,42 y 45°C). En la condicién A de control (0 mM), todas las cepas
presentaron lo que coincide con lo observado en la prueba de termotolerancia en
cultivo solido. A medida que la concentracion de CFW aumento (B-F), el crecimiento
se redujo progresivamente, lo que indica que el CFW tiene un efecto inhibitorio en
la mayoria de las cepas. No obstante, Kmx 11 y Kmx 14, mostraron mayor
resistencia al CFW en concentraciones bajas (B, C) pero su crecimiento disminuyé
significativamente en concentraciones mas altas (D-F). A 37°C se observa un patron
similar al de 30°C, con crecimiento abundante en el control en el control (A) y
disminucioén progresiva con el aumento de la concentracion (10%) de CFW. En las
temperaturas de 42 y 45°C se observo un crecimiento muy limitado o nulo en todas
las condiciones, por lo que la concentracion maxima inhibitoria de CFW se encontro
por debajo de C (0.15 mM) para la mayoria de las cepas, las diluciones y en todas

las temperaturas.
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Figura 34. Susceptibilidad de las cepas de K. marxianus a diferentes concentraciones de
CFW. A (0 mM), B (0.05mM), C (0.15mM), D (0.3mM), E (0.4mM) y F (0.5 mM) bajo
diferentes temperaturas de incubacion. En diluciones seriadas de 10°, 107, 102, 10° y 10
4, Las temperaturas de incubacién se encuentran a la derecha.

Partiendo de estas observaciones se redujo el rango de concentraciones de CFW
(0, 0.05, 0.15,0.3, 0.4 y 0.5 mM) para evaluar la susceptibilidad de la pared celular
de las cepas a este colorante. La base fisioldgica del crecimiento a alta temperatura

no se conoce completamente. Sin embargo, algunos estudios indican que la
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termotolerancia se basa en rasgos poligénicos (Cubillos et al., 2011; Lane et al.,
2011). En este estudio, al evaluar la resistencia de las cepas de K. marxianus al
CFW a diferentes temperaturas, se exploré la posible relacion entre la estructura de
la pared celular y la termotolerancia. Los resultados de la figura 35 muestran que a
30 y 37°C, la mayoria de las diluciones de las diferentes cepas crecieron bien en
ausencia de CFW, con una disminucion progresiva del crecimiento conforme
aumento la concentracion del colorante y la temperatura de incubacioén, lo que indica
una sensibilidad diferencial relacionada a la composicién de la pared celular. A
42°C, la reducciéon del crecimiento fue evidente en todas las cepas, con una
inhibicion mas pronunciada en concentraciones de CFW superiores a 0.15 mM.
Finalmente, a 45°C unicamente las cepas Kmx 14, Kmx 16 y Kmx 21 presentaron
crecimiento en la concentraciéon B’ (0.02 mM) siendo esta la menor concentracién
de CFW. Entre las cepas evaluadas, Kmx 11 y Kmx 15 mostraron la mayor
resistencia al CFW a 30, 37 y 42°C, lo que sugiere que poseen una menor cantidad
de quitina en su pared celular o que esta se encuentra menos expuesta al colorante.
Sin embargo, a 42°C, su crecimiento fue mas limitado, lo que indica una menor
tolerancia a temperaturas elevadas en comparacion con las otras cepas mas
sensibles al CFW. Por otro lado, Kmx 22 presentd la menor resistencia al CFW en
todas las temperaturas probadas, lo que sugiere una mayor cantidad de quitina o
una mayor exposicion de esta en la estructura de la pared celular, haciéndola mas
susceptible al colorante. Estos resultados plantean una posible relacién entre la
estructura de la pared celular y la termotolerancia en K. marxianus. La menor
resistencia al CFW en algunas cepas podria indicar una pared celular con mayor

contenido de quitina, se sabe que, ante defectos en la pared celular, las células
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incrementan la sintesis de quitina como un mecanismo compensatorio para

mantener la integridad su integridad frente al estrés térmico (Alfatah et al., 2017).

Sin embargo, este aumento en quitina también facilita la unién del CFW, lo que

puede inhibir el crecimiento de levaduras.
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Figura 35. Susceptibilidad de las cepas de K. marxianus al CFW a diferentes
temperaturas y concentraciones de CFW: A’ (0 mM), B’ (0.02mM), C’ (0.05mM), D’
(0.15mM), E’ (0.2mM) y F’ (0.5 mM) en diluciones seriadas de 10°, 107", 102, 10y 10*.
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Ensayo de sensibilidad a la liticasa

La liticasa es una enzima que degrada los componentes de la pared celular de
levaduras y hongos, principalmente los polisacaridos de glucosa. Se utilizé un
ensayo de sensibilidad a la liticasa para evaluar los cambios estructurales que sufre
la pared celular de las cepas Kmx 14, Kmx 16, Kmx 21 y Kmx 22 cuando son
cultivadas a distintas temperaturas. Se opt6 por descartar del estudio a las cepas
Kmx 11 y Kmx 15 ya que posiblemente son otra especie dentro del género

Kluyveromyces.

Para estos experimentos, las cepas se cultivaron a 30, 37, 42 y 45°C hasta alcanzar
la fase media exponencial, partiendo de una densidad 6ptica (DOeoonm) inicial de 0.5.
Las células recuperadas en fase fueron sometidas al ensayo de liticasa, siguiendo
el protocolo descrito por Ribeiro et al., (2021), y se registrd la DOsoonm a lo largo del
ensayo. Esta digestion enzimatica con liticasa debilita la estructura de la pared
celular al romper los enlaces 3-1,3-glucanos, sin danar la membrana celular, lo que
resulta en la formacion de protoplastos (Parnanen et al., 2024). Conforme avanza
la digestidn, la pérdida de integridad estructural de las células se refleja en una
disminucion progresiva de la DOesoonm, indicando la generacién de protoplastos con
menor absorbancia (Ribeiro et al., 2022). Si el tratamiento se prolonga y los cultivos
se mantienen en agitacion, los protoplastos pueden lisarse, liberando contenido

celular.

Las alteraciones o cambios que ocurren en la pared celular de las levaduras se
monitorearon en funcion de la susceptibilidad de la pared celular a la actividad de la

liticasa. En el grafico de la figura 36 se evidencia una disminucién rapida de la
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densidad optica en los primeros 50 minutos, especialmente en las cepas Kmx 14,
Kmx 16, Kmx 21 y Kmx 24, cuyos valores de DOesoonm Se aproximan a 0.1 en ese
intervalo de tiempo, indicando una mayor sensibilidad a la liticasa. En contraste, la
cepa Kmx 22 mantuvo un valor de DOsoonm mayor a lo largo del ensayo, lo que
sugiere una menor susceptibilidad a la accién enzimatica y una posiblemente una
mayor resistencia estructural de su pared celular. Las barras de error reflejan la
variabilidad en las mediciones, con una mayor dispersion en los tiempos intermedios
(entre 50 y 200 minutos), lo que podria atribuirse a diferencias en la respuesta
celular entre réplicas biolégicas. Hacia el final del experimento (300 min) la DOsoonm
tiende a estabilizarse en valores cercanos a cero en la mayoria de las cepas, lo que
indica una lisis celular completa. Estos resultados coinciden con los obtenidos en la
figura 37, donde se analiza la tasa de lisis, que refleja la velocidad con la que las
células se degradaron en respuesta a la liticasa. Se observa que la cepa Kmx 21
presenta la mayor tasa de lisis (0.0042 min-'), lo que refuerza su alta susceptibilidad
a la degradacion enzimatica. La cepa Kmx mostré una tasa de lisis de 0.03 min-1,y
Kmx 14 y Kmx 24 de 0.025 min-'y 0.023 min-!, respectivamente, indicando en todos
los casos una moderada respuesta a la liticasa, mientras que la cepa Kmx 22 mostré
la menor tasa (<0.01 min-') lo que sefiala una mayor resistencia a la degradacion
enzimatica y sugiriendo una pared celular mas robusta. La cepa Kmx 24 exhibié una

tasa intermedia (0.025 min™'), indicando una respuesta de lisis moderada.
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Figura 36. Sensibilidad a la liticasa de las cepas K. marxianus cultivadas a 30°C. El
ensayo se realizo por triplicado, también se muestran las barras de error para cada punto.
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Figura 37. Tasas de lisis de las cepas autdctonas de K. marxianus que fueron cultivadas
a 30°C.

El comportamiento de las cepas crecidas a 37°C se reporta en la figura 38. En ella
se observa que Kmx 14, Kmx 16 y Kmx 24 presentaron los valores mas bajos de
DOesoonm a lo largo de todo el ensayo. El grafico de tasa de lisis de la figura 39
refuerza estas observaciones ya que se destaca que las cepas Kmx 14 y Kmx 16

presentan las tasas de lisis mas altas (0.004 min-'), mientras que la cepa Kmx 22
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exhibe la menor tasa de lisis (<0.002 min'), lo que confirma su resistencia

estructural.
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Figura 38. Sensibilidad a la liticasa de las cepas K. marxianus cultivadas a 37°C. El
ensayo se realizd por triplicado, también se muestran las barras de error para cada punto.
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Figura 39. Tasas de lisis de las cepas autdctonas de K. marxianus que fueron crecidas
37°C.

En las figuras 40 y 41 se observa la disminucién del valor de la DO a 600 nm y de
la tasa de lisis, respectivamente, de todos los aislados cultivados a 40°C. Al
comparar ambos graficos se detecta una correlacion entre la disminucién en el valor
de la DO a 600 nm y la tasa de lisis. Las cepas con mayor tasa de lisis (Kmx 22,

Kmx 14 y Kmx 16) son aquellas cuya densidad optica disminuyé mas rapidamente
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en el gréafico de la figura 40. Por el contrario, Kmx 24, que mostré una reducciéon
mas lenta en la DOsoonm, presenta también la menor tasa de lisis (0.0013 min'), lo
que sugiere que su pared celular es menos susceptible a la degradacion enzimatica
a 42°C. Es posible que las cepas mas susceptibles a la lisis (Kmx 22, Kmx 14 y Kmx
16) presenten una pared celular menos rigida o con una menor cantidad de enlaces
de B-glucanos, lo que facilita la accion de la liticasa. Por otro lado, la cepa Kmx 24,
que muestra la menor tasa de lisis, podria haber desarrollado una pared celular mas
robusta y resistente a la degradacion enzimatica, lo que le conferiria una ventaja

adaptativa en condiciones de estrés térmico.
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Figura 40. Sensibilidad a la liticasa de las cepas K. marxianus crecidas a 42°C. El ensayo
se realiz6 por triplicado, también se muestran las barras de error para cada punto.

113



0.0045
42°C
0.004

0.003
0.0025
0.002
0.0015
0.001
0.0005

Kmx 14 Kmx 16 Kmx 21 Kmx 22 Kmx 24

o
=
S
@
&

Tasa de lisis (min-')

o

Figura 41. Tasas de lisis de las cepas autdctonas de K. marxianus que fueron cultivadas
a42°C.

En los graficos de las figuras 42 y 43, se muestran los resultados obtenidos en la
disminucion del valor de DOesoonm y tasa de lisis en cepas crecidas a 45°C. En
comparaciéon con los resultados obtenidos a 42°C, se observa que la disminucién
de la densidad o6ptica fue mas pronunciada, por lo que la temperatura de 45°C
podria haber afectado la estructura de la pared celular de la mayoria de las cepas
haciéndolas mas susceptibles a la accion de la liticasa en la mayoria de las cepas.
Sin embargo, la cepa Kmx 24 mantiene valores mas altos de DOesoonm €n los
primeros minutos del ensayo, aunque posteriormente su tendencia converge con
las demas. Este cambio en la susceptibilidad podria estar relacionado con
modificaciones en los niveles de B-glucanos y quitina, que son los componentes
clave en la resistencia a enzimas hidroliticas, Es posible que, a 45°C, la estructura
de la pared celular se vuelva menos densa o presente defectos en la reticulacion de

sus polimeros, facilitando asi la accion de la liticasa.
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Figura 42. Sensibilidad a la liticasa de las cepas K. marxianus crecidas a 45°C. El ensayo
se realiz6 por triplicado, también se muestran las barras de error para cada punto.
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Figura 43.Tasas de lisis de las cepas autdctonas de K. marxianus que fueron crecidas
45°C.

En el resumen grafico de las tasas de lisis de las cepas a distintas temperaturas se

presenta en la figura 44.

El analisis de varianza (ANOVA) aplicado a las tasas de lisis de K. marxianus a
diferentes temperaturas de crecimiento, permite evaluar la influencia de la

temperatura y de la variabilidad entre las cepas en la susceptibilidad a la liticasa. En
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la tabla 22, se observa que la variabilidad debida a la temperatura de crecimiento
(filas) presenta una suma de cuadrados de 0.001709238, con un valor de F de
15.3185 y una probabilidad (p) de 0.0002. Este valor estadisticamente significativo
(p<0.5), indica que la temperatura de crecimiento afecta directamente Ila
susceptibilidad de las células a la lisis enzimatica. Por otro lado, el efecto de la cepa
(columnas) muestra una suma de cuadrados de 0.000184948, con un valor de F de
1.2432 y una probabilidad p de 0.344. En este caso, el valor de p es mayor a 0.05,
lo que indica que no hay diferencias significativas entre las distintas cepas en cuanto
a su susceptibilidad a la liticasa. Por otro lado, el efecto de la variabilidad de las
cepas (columnas) muestra una suma de cuadrados de 0.000184948, con un valor
de F de 1.2432 y una probabilidad (p) >0.05, sugiere las diferencias entre las cepas
no inciden en la susceptibilidad a la liticasa. Esto sugiere que la resistencia o
sensibilidad a la lisis esta mas influenciada por la temperatura de crecimiento que

por la variabilidad genética entre cepas.
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Figura 44. Tasas de lisis de las cepas autdctonas de K. marxianus que fueron crecidas a
distintas temperaturas. El ensayo se realiz6 por triplicado, también se muestran las barras
de error para cada punto.

Tabla 22. Andlisis de varianza (ANOVA) de las tasas de lisis de K. marxianus crecidas a
diferentes temperaturas

. Promedio
Orlg.enlde las Suma de Gr.ados de de los E Probabilidad
variaciones cuadrados libertad
cuadrados
Valor critico
Filas 1.71E-03 3 5.70E-04 15.32 0.00 para F
Columnas 1.85E-04 4 4 62E-05 1.24 0.34 3.49E+00
Error 4 46E-04 12 3.72E-05 3.26E+00
Total 2.34E-03 19

De acuerdo con lo reportado por Ribeiro et al. (2021), el aumento en la temperatura
de cultivo induce una respuesta adaptativa en la pared celular de las levaduras. En
este proceso, se activan mecanismos de transcripcion de genes involucrados en la
sintesis y remodelacion de los componentes estructurales de la pared celular, tales
como FKS1 y ROM2, relacionados con la sintesis de 1,3-B-glucano; KREBG,
implicado en la sintesis de 1,6-B-glucano; GAS1, responsable de la elongacion y
ramificacion del 1,3-p-glucano; y CHS1 y CHSS5, involucrados en la sintesis de
quitina. La activacion de estos genes conduce a una mayor produccion de estos
componentes, lo que refuerza la integridad de la pared celular y mejora la resistencia
de las células al estrés térmico. En concordancia con estos hallazgos, Simdes et al.
(2003) senalan que estudios de expresion génica global han demostrado que las
levaduras son capaces de modificar la composicion y estructura de su pared celular
como respuesta adaptativa frente a condiciones ambientales adversas. Esta

reorganizacion es un proceso altamente dinamico que funciona como un
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mecanismo protector frente a condiciones adversas y agentes que alteran la
estabilidad de la pared celular, incluyendo mutaciones. Esta modificacién estructural
esta asociada con un aumento en la expresion de Spi1p y Sed1p, proteinas de la
pared celular ancladas a glicosilfosfatidilinositol “GP1”). Estas proteinas de la pared
celular GPI-CWP se unen covalentemente al 1,6-B-glucano, cuyas cadenas
altamente ramificadas se localizan en la superficie externa de la red de 1,3-3-
glucano. Estas estructuras establecen enlaces adicionales con el 1,3-B-glucano o a
la quitina, lo que da como resultado una fuerte unién covalente de las proteinas GPI-
CWP a la capa externa de la pared celular (Simdes et al., 2003) (Figura 6, en seccion

de antecedentes).

Cuando las levaduras se expusieron a 42°C, todas mostraron la menor tasa de lisis
celular, lo que indica una mayor resistencia a la liticasa y una remodelacién
significativa de la pared celular, lo que también coincididé con la mayor tasa de lisis
observada. En cambio, a 30°C, temperatura considerada sin estrés térmico, las
células mostraron mayor sensibilidad a la liticasa indicando una pared no reforzada.
Simdes et al., (2003), reportaron un fendmeno similar en levaduras adaptadas a
condiciones acidas frente a la liticasa (1,3B-glucanasa). Ellos analizaron como la
disminucién del pH externo modificaba la organizacion molecular de la pared celular
y encontraron que las células aumentaban su resistencia a la lisis porque la cpa
interna del glucano se volvia menos accesible a la enzima. Este efecto se debia a
que el acido reducia la permeabilidad de la pared celular. En un estudio de Nobel
et al. (1990), se observé que un pH ambiental bajo afectaba significativamente la

organizacion de la pared celular de S. cerevisiae. La resistencia podria atribuirse a
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un mayor numero de enlaces entre las moléculas de B-glucano y la quitina. Otra
posibilidad es que la capa proteica externa de la pared celular, que limita el acceso
de la B8 1,3-glucanasa a la capa interna de glucano, se volvi6 menos permeable,

induciendo rapidamente una resistencia a esta enzima.

Identificacion in silico de genes implicados en la remodelacion de la pared

celular de K. marxianus

En la literatura se han reportado algunos genes asociados a la remodelaciéon y
construccion de la pared celular de la levadura modelo S. cerevesiae. Estos genes
estan involucrados en la sintesis de 1-3 B-glucanos (FKS1, ROM2), la sintesis de 1-
6 B-glucanos (KREB6), la elongaciéon y ramificacion de 1-3 B-glucanos (GAST), la
sintesis de quitina (CHS1, CHS5) y manosilacion de proteinas de la pared celular

(MNN2, MNN9, MNN11, KTR4) (Ribeiro et al., 2021).

Con base en estos antecedentes, se eligieron Unicamente a los genes implicados
en la remodelacion de la pared celular RML1, FKS1, BGL2, CHS3, CRH1, GAS1y
PRM5 de S. cerevisiae 288C para buscarlos en el genoma de K. marxianus DMKU3-
1042 que es genoma de referencia de esta especie (genoma completo depositado
en NCBI con el identificador NC_036025.1). Los resultados de esta busqueda se
muestran en la tabla 23 en la cual se indican también las funciones de los genes

encontrados.
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Tabla 23. Genes ortdlogos implicados en la remodelacion de pared celular encontrados

en K. marxianus DMKU3-1042.

% identidad con las

Gen Funcion secuencias de S. cerevisiae
nucleétidos aminoacidos
Factor de transcripcion MADS-box; componente de la
via de la MAP quinasa mediada por la proteina
*RLM1 quinasa C, implicada en el mantenimiento de la -—- -—-
integridad celular; fosforilada y activada por la MAP
quinasa Slt2p.
Pi1p (KLMA
10537 Codifica un miembro de la familia de proteinas de la 60
en DMKU3 pared celular ancladas al glicosilfosfatidilinositol (GPI).
1042)
FKS1 Compc?nent.e de 1,3-beta-glucano sintasa, participa en 78.8 803
la biosintesis de 1,3-beta-glucanos
BGL2 Glucano 1, participa en la organizacién celular y la
o 75.7 74
biogénesis
CHS3 Quitina sintasa 3 62.4 60
CRH1 Probable glucosidasa CRH1 58 56.7
GAS1 Codifica una [-1,3-glucanosiltransferasa, enzima
importante para la remodelacion de la pared celular que 67 700
implica la elongacion de las cadenas de (1—3)-B- D- '
glucano y la ramificacion
*PRM5 Sello distintivo de la activacién de la via CWI. Su papel

biolégico es desconocido.

*Genes presentes en S. cerevisiae, pero ausentes en K. marxianus DMKU3 1042.

De los genes enlistados en la tabla 23, dnicamente RLM1 y PRM5 no fueron

encontrados en el genoma de DMKU3-1042. Se ha reportado que RLM1 esta

involucrado en la transduccion de sefales; activa la expresion genética en respuesta

al estrés de la pared celular y al calor en S. cerevisiae (Jung et al., 2002). En cambio,

PRMS5 es una proteina integral de membrana, cuyo papel biolégico es desconocido.

Los genes FKS1, BGL2, CHS3, CRH1 y GAS1, identificados en la cepa K.

marxianus DMKU3-1042, fueron localizados en los borradores genémicos de las

cepas autéctonas Kmx 15, Kmx 14, Kmx 16, Kmx 22 y Kmx 24. Hasta la fecha, no
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existen reportes especificos que describan o analicen en profundidad la sintesis de

la pared celular en K. marxianus, lo que resalta la importancia de estos hallazgos.

En el presente estudio, se llevo a cabo la busqueda de estos genes debido a su
posible papel como marcadores clave en la sintesis y remodelacion de la pared
celular, lo que permitiria ampliar el conocimiento sobre la arquitectura y dinamica de
esta estructura en K. marxianus en estudios futuros. Dado que la pared celular juega
un papel fundamental en la termotolerancia y resistencia a la lisis celular, la
presencia de estos genes podria estar relacionada con la capacidad de estas cepas
para sobrevivir y adaptarse a temperaturas elevadas. Los resultados de las figuras
39 a 43 muestran que las cepas crecidas a temperaturas mas altas presentan una
menor tasa de lisis, o que sugiere que la pared celular se vuelve mas resistente a
la degradacion enzimatica conforme aumenta la temperatura de cultivo o
incubacion. Esto coincide con estudios previos en los que se ha reportado que la
exposicion a estrés térmico induce una respuesta adaptativa en las levaduras,
promoviendo la transcripcion de estos genes relacionados con la sintesis y
remodelacion de la pared celular. En este contexto, la localizacion de los genes en
los borradores gendmicos de las cepas autdctonas de K. marxianus, reportada en
el Anexo |V, proporciona evidencia molecular que podria explicar la mayor

resistencia a la lisis observada en las cepas cultivadas a temperaturas elevadas.
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M. Desarrollo de un protocolo de transformacién para cepas
autéctonas de K. marxianus.

a) Estudio bibliografico

Para desarrollar un sistema eficiente de transformacién e integracion de genes
aislados autoctonos de K. marxianus, se realizé una revision de diversos protocolos
disponibles en la literatura. La tabla 24 presenta un cuadro comparativo de los
métodos encontrados. Los aspectos mas relevantes que se analizaron fueron: el
método de transformacién utilizado; la obtencion y preparacion de ADN plantilla que
se integrara al genoma; la temperatura de cultivo para preparar las células
competentes; la temperatura de choque térmico en la transformacion y los medios

de seleccion de las candidatas transformantes.

Tabla 24. Protocolos de transformacion de K. marxianus hallados en la literatura

Obtencion Temperatura Temperatura Medios Seleccién de
Método de ADN P . de choque de Referencia
. de cultivo A . transformantes
plantilla térmico cultivo
30°C Hoshida,
Q PCR 28-30°C 42°C YPD YPD agar- Murakami, et al.,
URA+2 2014.
Digestion 30°C
con R YPD YPD- Ribeiro et al.,
enzimas de 30°C NA agar/G418/ 2007.
restriccion X-Gal®

2 URA* indica que la cepa posee una copia funcional del gen URA3, lo que le permite crecer en este medio.

3 G418 es un antibidtico utilizado para seleccionar células que contienen el gen de resistencia KanMX. X-Gal
es un sustrato cromogénico que permite detectar actividad B-galactosidasa; las colonias positivas adquieren
una coloracién azul.
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30°C Chang et al.,
PCR 30°C NA YPD YPD- 2012;Sanchez
agar/G418 etal., 1993
37°C Braganga et al.,
PCR 30°C NA YPD YPD- 2014; Sanchez
agar/G418 etal., 1993
D'g::r:'on i‘z 33’5:32’ Lee et al., 2018;
. 30°C 37°C YPD Y Sanchez et al.,
enzimas de YPD-
L . 1993
restriccion agar/Zeocina
Digestion
con R 30°C YPD- Sabido-Ramos,
enzimasde o' ? ?/n250 37-42°C YPD agar G418 2021
restriccion P
YPD .
PCR 30°C 5°C Sorbitol 30 : ZFD_ Lyu et al., 2021
0.8M g
28°C Placas
R 47°C por 15 selectivas Abdel-Banat et
PCR 28°C min YPD (MM-U%) y al., 2021a
PCR
28-30°C por
2-3 dias.
o 42°C,47°Cy Abdel-Banat et
PCR 28°C 49°C YPD Plac?s al., 2010a
selectivas
MM-U

E: Electroporacion
Q: Quimiotransformacion
P: Transformacion de protoplasto

En el analisis de los diferentes protocolos se encontré que la electroporacion es un
método poco empleado en K. marxianus y que, en su mayoria, se reporta el uso de
transformacién quimica (quimiotransformacién) mediada por LiAc/ssDNA/PEG

(Abdel-Banat et al., 2010, 2021; Antunes et al., 2000; Gietz, 2014; Rajkumar &

4 MM-U indica medio minimo sin uracilo. URA* sefiala que la cepa posee un gen URA3 funcional que le
permite crecer en ausencia de este compuesto.
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Morrissey, 2022). Este método ha demostrado ser mas simple y eficaz en K.
marxianus, lo que lo convierte en la opcion preferida en la mayoria de los estudios
reportados (Lyu et al., 2021). A diferencia de la electroporacion, que requiere de un
equipo especializado y parametros ajustados con precision, el uso de acetato de
litio es mas sencillo y produce resultados satisfactorios en esta especie, facilitando
la manipulacion genética sin comprometer la viabilidad de las células. Ademas de
la electroporacion, se descartdé también la transformacion de protoplastos debido a

su complejidad, altos costos y baja reproducibilidad (Lyu et al., 2021).

Tras seleccionar la quimiotransformacion mediada por LiAc/ssDNA/PEG, se llevo a
cabo la busqueda de protocolos detallados de quimiotransformacion utilizados en
cepas de K. marxianus y S. cerevisiae con el fin de elaborar un protocolo

consensuado promedio (Tabla 25).

Tabla 25. Protocolos de quimiotransformacion mediada por LiAc/PEG/ssDNA.

Condiciones de Parametros . . Medio para la
. iy Condiciones P
cultivo para la Solucioén para la para el seleccién de .
L, L. para la . Referencia
preparacion de transformacioén choque L, células
. recuperacion
competentes térmico transformantes

Agua destilada estéril
Polietilenglicol 3350
(PEG) al 40 % p/v

Las células se

incubaron a 28°C No hay

y crecidas hasta e 15 min a S Placas de medio (Abdel-Banat
Acetato de litio (LiAc) o recuperaciéon en
la fase 47°C o SD (-U)® et al., 2021)
estacionaria (16 200 mM medio liquido
17 h)y 150 rpm Ditiotreitol (DTT) 100
y pm. mM
Las células se Agua destilada estéril (Rajkumar &

. o L . 40 mina En1mLdeYPD . - .
incubaron a 30°C  Polietilenglicol 3350 42°C 2 30°C durante YPD+higromicina  Morrissey,

de3.5a45h (PEG) al 50 % p/v 2022)

5SD (-U) corresponde a medio sintético definido sin uracilo.
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partiendo de un  Acetato de litio 110 mM 25hy (calentar placas
valor de 0.5 en 500 ng de plasmido agitacion. a 30°C antes de
su densidad inocular)
Optica a 600 nm Inocular 300 uL
puros y el resto
en diluciones 1/5
y 1/10
200 ug de acarreador Centrifugar y
Cultivar células de DNA Resuspender en
Polietilenglicol 4000 15 min a No hay P (Antunes et
en 1.5 mL (16 h) o - 1 mL de agua
. (PEG) al 40 % p/v 47°C recuperacion . al., 2000)
de medio YPD. . destilada en
100 mM LiAc lacas selectivas
DTT 10 mM P
) 25-50 ng de DNA 1
Las células .
. mg/mL de acarreador Placas selectivas
fueron incubadas de DNA MM (-U)
a 28°C hasta la - . 40 min a No hay . (Abdel-Banat
. . Polietilenglicol 3350 o . incubadas a 28 y
fase estacionaria 42°C recuperacion o et al., 2010)
(16-17 h) a 150 (PEG) al 40 % p/v 30°Cde2a3
rom 200 mM LiAc dias.
P DTT 100 mM
Agua destilada estéril
100 ng de DNA
Inocularen 2 mL 2 mg/mL de acarreador Incubar las
e incubar a 30°C de DNA 20 min a No hay placas selectivas (Gietz, 2014)
con agitacion Polietilenglicol 3350 42°C recuperacion  a 30 °C durante ’

durante la noche

(PEG) al 50 % p/v
1 M LiAc
DTT 100 mM

2 a4 dias

La quimiotransformacién mediada por LIAc/PEG/ssDNA es un método muy utilizado

para introducir ADN exdgeno en levaduras. Este proceso usa tres componentes

principales: acetato de litio (LiAc), polietilenglicol (PEG) y ADN de cadena sencilla

(ssDNA), para aumentar la permeabilidad de la membrana celular y facilitar la

entrada del ADN exdgeno. El LiAc es una sal que altera la permeabilidad de la

membrana plasmatica de las células de la levadura, haciéndola mas receptiva a la

entrada de ADN exdgeno (Antunes et al., 2000). Este proceso también puede

desestabilizar la pared celular, facilitando la absorcion de ADN. El PEG es un

polimero que favorece el contacto entre las células de levadura y el ADN exogeno.
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En otros términos, facilita la "coagulacién" del ADN en la superficie celular, lo que
aumenta la probabilidad de que el ADN entre a las células. El PEG también actua

promoviendo una mayor fusién entre las membranas celulares y el ADN (Liu &
Friesen, 2012). Por su parte, el ssDNA tiene un papel protector ya que ayuda a

bloquear las nucleasas que podrian degradar el ADN exdgeno y también promueve

la interaccion entre el ADN foraneo y la membrana celular (Gietz, 2014).

Después de incubar las células en la mezcla de LiAc, PEG y ssDNA, las células se
someten a un choque térmico, que implica elevar rapidamente la temperatura,
facilitando que el ADN atraviese la membrana celular alterada y se introduzca en el
interior de la célula (Rahimzadeh et al., 2016). Tras la transformacion, las células se
colocan en un medio adecuado para permitir la regeneracion de su membrana y
pared celular y la expresion de la resistencia al antibiético de seleccion (en su caso).
Finalmente, las candidatas transformantes se seleccionan mediante marcadores
genéticos especificos, por ejemplo, mediante resistencia a antibidticos o la
restauracion de una funcién metabdlica en medios de cultivo selectivos carentes de
algun nucleétido o aminoacido. Por ejemplo, cepas de S. cerevisiae con delecion en
el gen URA3 (URA") no pueden crecer en medio sintético definido sin uracilo (SD—
U). Sin embargo, al ser transformadas con un plasmido que contiene una copia
funcional del gen URA3 (URA™), recuperan la capacidad de sintetizar uracilo y, por
lo tanto, crecer en dicho medio selectivo. De manera similar, la resistencia a G418
permite seleccionar células transformadas con el marcador de resistencia KanMX,
mientras que la inclusion de X-Gal permite identificar aquellas que expresan la

enzima (-galactosidasa, a través de la formacion de colonias azules.
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b) Obtencion del cassette Lac4-KanMx-Lac4

De acuerdo con Ribeiro et al., (2007), el cassette Lac4-KanMx-Lac4 fue disefiado a
partir del sistema Cre-loxP, herramienta que permite el rescate de marcadores
genéticos. En K. marxianus CBS 6556 se ha demostrado que este sistema permita
la interrupcién del gen LAC4, que codifica la actividad [B-galactosidasa en

Kluyveromyces.

En el presente estudio se obtuvo el ADN a integrar, del cassette Lac4-KanMx-Lac4,
empleando dos métodos diferentes. El primero consistié en la digestion enzimatica
del vector pPGEM-Lac4-KanMx-Lac4 con la enzima Not/ para aislar el cassette Lac4-
KanMx-Lac4. En la figura 45b se muestra la digestion en gel de agarosa,
obteniéndose una banda de 3476 pb como se esperaba, de acuerdo con el mapa
de la misma figura 45a. El segundo método implicé la obtencién del cassette Lac4-
KanMx-Lac4 mediante amplificacion por PCR utilizando como ADN plantilla al vector
pUC18-Lac4KanMx. En la figura 45c se muestra el fragmento correspondiente al

cassette de interés.

a) 1000 2000' 3000'
B | e | T
|

loxP loxP

b) ' 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MW

Lac4-KanMx-Lac4 (3476 ob)
3000 pb
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Productos de PCR

c)
pUC18-Lac4-KanMx-Lac4

Lac4-KanMx-Lac4 (3681 pb)

3000 pb 3000 pb

Figura 45. Confirmacion de la obtencion del cassette de disrupcion Lac4-KanMx-Lac4. a)
Cassette de disrupcion Lac4-KanMx-Lac4. Las regiones homdlogas de LAC4 son de 763
y 672 pb. b) Digestiones del vector pGEM-Lac4-KanMx-Lac4 con enzima Notl; el segundo
carril corresponde al ADNp sin digerir; de 1-10 corresponde a las digestiones, es decir,
s6lo Lac4-KanMx-Lac4. c¢) Productos de PCR correspondientes al fragmento Lac4-
KanMx-Lac4 (1-10) con un tamafo esperado de 3681 pb obtenido de pUC18ILac4-
KanMx-Lac4.

Luego de corroborar la correcta digestion o amplificacion por PCR del cassette de
disrupcion, se realizé su purificacion, extraccidon y cuantificacion. Debido al numero
de pruebas requeridas para estandarizar el protocolo de transformacion, se optd por

utilizar el ADN obtenido por ambos métodos.

Tabla 26. Cantidad total de ADN obtenido.

Vector Método Producto Mg de ADN
pGEM-Lac4- . ., Lac4-KanMx-
KanMx-Lac4 Digestion Lac4 2945 1g
puUC18- Lac4-KanMx-
Lac4KanMx PCR Lac4 1319

c) Andlisis de la eficiencia de transformacion y confirmacion de

disrupcion de LAC4.

Tras realizar la transformacion con el cassette de disrupcion siguiendo el protocolo
detallado en la seccion de materiales y métodos, se observd el crecimiento de
candidatas transformantes en la tabla 27 en las pruebas 2, 3, 4 y 5. En dicha tabla

se resumen: 1. Las condiciones experimentales de cada prueba. 2. El recuento de
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colonias blancas obtenidas. 3. El numero de colonias blancas obtenidas. 4. La
eficiencia de transformacion. 5. el numero de transformantes por microgramo de

ADN (UFC/ug).

En esta tabla se reportan dos tiempos de recuperacién diferentes (2.5 y 20 horas)
ya que Russell et al. (1993) demostraron que el numero de transformantes
resistentes a G418 aumentaban con el tiempo de recuperacion (20-25 horas) en K.
lactis, mismo efecto que se observo en esta prueba. En la prueba 1 no se detectd
crecimiento en el medio selectivo YPD agar que contenia geneticina (sulfato G418)
[200 pg/mL] y X-Gal [40 ug/mL]. La geneticina se emplea como un antibiético
selectivo luego para identificar y seleccionar las transformantes que contienen el
marcador de resistencia KanMx. La literatura reporta concentraciones de G418 en
medios selectivos que varian desde los 100 ug/mL (Nambu-Nishida et al., 2017)
hasta los 200 pg/mL (Ren et al., 2022; Ribeiro et al., 2007). Por consiguiente, se
decidid realizar un ensayo de resistencia a la geneticina (G418) en las cepas
autéctonas de K. marxianus para determinar la concentracion adecuada para
seleccionar a las transformantes. Los resultados mostraron una concentracion
minima inhibitoria de 10 ug/mL en cepas silvestres de K. marxianus respecto a la

geneticina.

Tabla 27. Condiciones y resultados de pruebas de quimiotransformacion mediada por
LiAc/ssDNA/PEG utilizando el cassette de disrupcion Lac4-KanMx-Lac4.

o . Choque Tiempo de Eficiencia de
T° cultivo L. L, # de < .
Prueba Cepa °C) térmico recuperacion colonias transformacion
(°C) (h) (UFClpg)
42 2.5 0 NA
30
Kmx 47 20 0 NA
1
24 42 2.5 0 NA
42
47 20 0 NA
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25 8 8 x 107
42

0 20 22 22 %102
25 6 6 x 102
47
Kmx 20 10 1 x102
2
24 25 5 5 x10"
42
20 5 5 x10"
42
25 1 1 x10"
47
20 12 1.2 x 102
25 7 7 x10"
3 Kmx 30 47 X
24 20 10 1x 102
25 6 6 x10"
Kmx 30 47 X
. 16 20 20 2 x 102
25 13 1.3 x 102
CBS 30 47 X
6556 20 25 2.5x 102
CBS
2
5 cose 30 47 20 13 1.3x10

En la prueba 2, se utilizaron concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL de geneticina
para seleccionar las transformantes. Se detectd crecimiento de colonias blancas
unicamente en el medio selectivo que contenia 25 ug/mL de antibiético. Ademas,
se observd que una temperatura de cultivo de 30°C, combinada con un choque
térmico a 47°C durante 15 min, produjo un mayor numero de transformantes de

hasta 8 x 102 UFC/ug de ADN.

Abdel-Banat et al. (2010) evaluaron el efecto de la temperatura y duracién del
choque térmico sobre la eficiencia de transformacién de K. marxianus. Encontraron
que reducir el tiempo de choque térmico a 15 min y aumentar la temperatura a 47°C
mejoraba la eficiencia de transformacion en la cepa DMKU3-1042 de K. marxianus.
Se observd el mismo efecto en la cepa KMS2 de K. marxianus en un estudio
realizado por Antunes et al., (2000) en el que se reporté una eficiencia de

transformacion de 1.9x10®* UFC/ug de ADN. Por lo tanto, la prueba 3 consistio

130



aplicar las mismas temperaturas de cultivo (30°C), choque térmico (47°C durante
15 minutos) y tiempos de incubacion para la recuperacion de las células (después
de 2.5y 20 horas) que en la prueba 2 con el fin de corroborar la reproducibilidad del
protocolo. En esta prueba se obtuvo una eficiencia de transformacion de 1x10?
UFC/ug de ADN. Estos primeros experimentos fueron realizados con la cepa
diploide Kmx 24. En la prueba 4 se aplicé el protocolo de transformacién en las
cepas Kmx 16 y CBS 6556. Este cambi6 se realizé con el propésito de evaluar si
existian diferencias en la eficiencia de transformacion entre una cepa diploide (Kmx
24) y una haploide (Kmx 16). La cepa CBS 6556 se utiliz6 como cepa de referencia
o control, ya que ha sido considerada como tal en el estudio de Ribeiro et al., (2007).
La cepa Kmx 16 consiguio una eficiencia de 2 x102 UFC/ug de ADN, en cambio CBS
6556 obtuvo una eficiencia de 2.5 x10%y 2.6 x10' UFC/ug de ADN en esta prueba.
En la prueba 5, unicamente se trabajé con la cepa control CBS 6556 para llevar a
cabo la estandarizacion completa del protocolo y determinar su reproducibilidad. La
eficiencia de transformacién se mantuvo en el mismo orden de magnitud con 1.3 x
102 UFC/ pug de ADN. El cassette de disrupcion Lac4-KanMx-Lac4 posee dos
regiones homodlogas al gene LAC4 (Ribeiro et al., 2007) de K. marxianus (Gondim
Martins et al., 2002). La disrupcién de LAC4 interrumpe la actividad B-galactosidasa
de LAC4 en las cepas Kmx 16, Kmx 24 y CBS 6556, resultando en cepas mutantes
que contienen marcadores selectivos externos como lo es KanMx (gene de

resistencia a la geneticina G418) (O. Ribeiro et al., 2007).

La B-galactosidasa muestra una alta afinidad por la porcion de galactosa, y como

resultado, el sustrato cromogénico hidroliza X-Gal, liberando el indol sustituido que
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se dimeriza espontdneamente para formar un producto insoluble de color azul
intenso (Figura 46) (Julin, 2018). En un medio de cultivo que contiene X-Gal, las
colonias con B-galactosidasa activa se tornan azules debido a esta reaccion (Juers
et al., 2012) mientras que las colonias sin actividad enzimatica permanecen blancas
(Ribeiro et al., 2007). Los medios selectivos fueron adicionados con X-Gal
[40ug/mL] permitiendo la seleccion de colonias transformantes (blancas) con

actividad B-galactosidasa interrumpida por el cassette Lac4-KanMx-Lac4.

Galactosa
MH
HO cuon o / H i i o H
2 B
Lo S - G I~
cl :B \ < Br : J Br
r "o o Cl

5-bromo-4-cloro-3- 5-bromo-4-cloro-3- 5'bdibromo-4°4-dicloro-

indolil-B- D- galactdsido hidroxiindol indigo

Figura 46. Estructura de X-Gal y productos de hidrélisis (Julin, 2018).

La confirmacion de la correcta insercidon del cassette de disrupcion, que contiene el
marcador selectivo KanMx, se realizé mediante PCR diagnéstica. Para ello, en la
figura 47b se muestra que se utiliz6 ADN gendmico como molde y los
oligonucledtidos Kan3 y Kan4 para amplificar un producto de 500 pb. Ademas, en
la figura 47a se observa que se empled el conjunto de oligonucledtidos LAC4 (Fwr)
ASR y LAC4 (Rev) ASR para amplificar el cassette de disrupcion completo de
tamano 3580 pb. Las pruebas diagndsticas se realizaron en las candidatas

transformantes de la prueba 5 (colonias 2 y 3).
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Figura 47. Prueba de la interrupcion del gen LAC4 en candidatas transformantes de CBS
6556. a) Cassette de disrupcion Lac4-KanMx-Lac4; b) Productos de PCR de marcador
selectivo KanMx en candidatas transformantes; c) Productos de PCR de cassette Lac4-
KanMx-Lac4 completo. El control positivo para ambos casos fue Lac4-KanMx-Lac4 y los
controles negativos: H-O y ADNg de cepa control CBS 6556.

En la figura 47b se observa la presencia de una banda de 500 pb en las colonias 2
y 3, correspondiente al marcador selectivo KanMx, mismo que se encuentra
presente en el control positivo (Lac4-KanMx-Lac4). En la figura 47c¢ se observan los
productos de PCR del cassette de disrupcion; el producto amplificado de las
colonias 2 y 3 tiene un tamano aproximado de 2500 pb al igual que CBS 6556 lo

cual quiere decir que no se insert6 el cassette en LAC4 ya que no corresponde al
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tamano esperado para LAC4 interrumpido. Ribeiro et al., (2007) informaron que la
amplificacion del gen LAC4 salvaje conduce a un fragmento de 2434 pb, tamano
similar al de las bandas obtenidas en el gel de electroforesis (Figura 47c), ademas
mencionan que mas de una copia del gen LAC4 podria estar presente en el genoma
de esta cepa en particular y por esta razén era necesaria al menos una segunda
ronda de transformacion con Lac4-KanMx-Lac4, para obtener la disrupcién de todos
los alelos LACA4. El analisis del borrador del genoma de las cepas Kmx 16 y Kmx 24
proporciond informacion suficiente para identificar los alelos LAC4 presentes. En
Kmx 16 se encontré una copia completa del gen LAC4 (Figura 48a) en el contig 15
de 447,626 pb, mientras que en Kmx 24 se localizé en el contig 10 de 564,598 pb

(Figura 48b).

Se comprobd la presencia del gen del marcador de resistencia KanMx en el genoma
de las transformantes de la cepa CBS 6556. Sin embargo, este marcador no se
encontré interrumpiendo el gen LAC4 por lo que la integracion del cassette fue en
otro sitio no homologo del genoma, probablemente por NHEJ que es el mecanismo
preferente de recombinacién de ADN en cepas silvestres de K. marxianus como ya
ha sido reportado por Abdel-Banat et al., (2010) entre otros autores. La preferencia
por el mecanismo de NHEJ en esta especie ha dificultado su manipulacién genética.
K. marxianus puede ser transformada con fragmentos de ADN no homdlogos a
través de la recombinacién ilegitima (IR), que utliza la via NHEJ. En los
transformantes resultantes, los fragmentos de ADN se insertan en varias
localizaciones cromosomicas. Estos dos mecanismos existen con frecuencias

variadas en diferentes cepas de levadura (Ding et al., 2020), lo cual explica muy
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seguramente la integracion ectopica del marcador KanMx en las candidatas

transformantes de las cepas Kmx 16, Kmx 24 y CBS 6556 de este estudio.

a) | AC4 (FW) ASR (9884 .. 9902) LAC4 (Rev) ASR (12,395 .. 12,414)

< [ac4_Crhal |

Contig 15

[ 447,636 bp
b)
|L.-"—-C4 (Rev) ASR (551,737 .. 551,755) LAC4 (FW) ASR (554,248 .. 554,266)
% L L
552,000 553,000 554,000 - 555,000
| Lacd_ChraL >
Contig 10

TR 564,598 bp

Figura 48. Gen LAC4 en los genomas de las cepas Kmx 16 y Kmx 24. a) Kmx 16. b) Kmx
24.

Abdel-Banat et al. (2010) demostraron que la via NHEJ es el mecanismo
predominante de reparacién de DSB de ADN en K. marxianus, e identificaron que
la inhibicion de esta via en DMKU3-1042 altera el proceso de integracion de genes
aleatorios y da como resultado una mayor eficiencia de transformacion de
secuencias lineales de ADN obteniendo 2.5x10°¢ transformantes/ug de ADN.
Reportes recientes emplean cepas de K. marxianus con un sistema NHEJ
inactivado por CRISPR/CAS9 que permite una inactivacion muy rapida y eficiente
de esta via mediante la eliminacién de la proteina ku70 ((Rajkumar & Morrissey,

2022).
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VI. Conclusiones

Se comprobd que la ploidia celular fue diploide para las cepas Kmx 14, Kmx15, Kmx
22 y Kmx 24 mientras que Kmx16 es haploide tipo a. Todas las cepas crecieron
hasta 45°C con excepcion de Kmx 11 y Kmx 15 que mostraron una menor tolerancia
(hasta 42°C) tanto en medio sélido como en liquido. La tasa maxima de crecimiento
(umax) fue a 42°C. Aunque las cepas Kmx 11 y Kmx 15 provienen de nichos térmicos
diferentes (pulque en lugar de henequén) y presentan un rango menor de
termotolerancia, ambas alcanzaron la mayor tasa maxima de crecimiento (PUmax) a

42°C.

Se sugiere que las cepas Kmx 11, Kmx 15 y Kmx 22 presentan un alto contenido de
quitina debido a su baja resistencia al CFW. En contraste, las cepas Kmx 14, Kmx
16, Kmx 21, Kmx 24 y CBS 6556, que mostraron una mayor resistencia,
probablemente tienen un menor contenido de quitina en la estructura de su pared
celular debido a diferencias en el arreglo o la interaccion de las proteinas y
polisacaridos que conforman la pared celular. Otra posibilidad es que la quitina no
esté igual de accesible en las cepas debido arreglo diferente de las proteinas y

polisacaridos de pared.

Si se considera que a 30°C las levaduras no se exponen a un estrés por
temperatura, no existe en principio la necesidad de un reforzamiento de pared
celular. A esta temperatura que se observo la mayor tasa de lisis probablemente
porque la liticasa entra en contacto casi directo con los 1,3 B-glucanos provocando
una rapida ruptura celular. Las cepas Kmx 14, Kmx 16, Kmx 21 y Kmx 24
presentaron este comportamiento, lo que sugiere un bajo reforzamiento de la pared
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celular. Por el contrario, a 42°C estas mismas cepas mostraron mayor resistencia a
la liticasa, es decir la menor tasa de lisis celular, indicando aumento en la resistencia
de la pared. Este ensayo plantea la posibilidad de que la pared celular de las

levaduras sufra cambios estructurales en respuesta a la temperatura.

La eficiencia de transformacién e integracion cromosomal con el protocolo probado
aumentd al realizar el choque térmico a 47°C. Aunque se lograron avances
importantes en la comprension de las condiciones 6ptimas para la transformacion e
integracion a cromosoma de cepas de K. marxianus, aun persisten desafios en la

insercion precisa de cassettes de disrupcion en estas cepas autoctonas o silvestres.

VII. Perspectivas

Como parte de las futuras investigaciones, se propone disefiar nuevos
oligonucledtidos especificos para la amplificacion por PCR del locus MAT en la cepa
Kmx 11, basados en la estructura de los genes identificados en el borrador del
genoma de la cepa Kmx 15. El objetivo es generar resultados robustos que apoyen
la hipotesis de que estas cepas podrian representar una nueva especie dentro del
género Kluyveromyces. La obtencion de datos soélidos en esta area permitiria
avanzar en la caracterizacion taxonomica de estas levaduras, con importantes

implicaciones para su estudio evolutivo y aplicaciones biotecnoldgicas.

Es necesario llevar a cabo una evaluacion mas detallada de la expresion de genes
involucrados en la sintesis y remodelacién de la pared celular, utilizando técnicas
de qRT-PCR para cuantificar los niveles de transcripcion a 30 y 42°C. Esto permitiria

identificar los mecanismos moleculares que regulan la formacion de la pared celular,
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especialmente bajo condiciones de estrés por temperatura. Para complementar
estos estudios, se recomienda cuantificar el contenido de polisacaridos en la pared
celular mediante técnicas avanzadas, como la microscopia de fluorescencia, lo que
proporcionaria una vision mas completa sobre las adaptaciones estructurales de las

cepas de K. marxianus en respuesta a la temperatura.

Por otra parte, se espera implementar herramientas innovadoras de edicion
genética, como el sistema CRISPR/Cas9, para modificar especificamente el gen
KU70 involucrado en el proceso de reparacion de ADN por NHEJ. La eliminacién de
este gen podria aumentar la eficiencia de transformacién, facilitando la integracién
dirigida de ADN exdgeno en el genoma de estas cepas lo que representaria un
avance significativo en el desarrollo de nuevas cepas de levadura con aplicaciones
tanto industriales como de investigacion. Este conjunto de estudios no solo
contribuiria a una mayor comprension de la biologia de las cepas autdctonas de K.
marxianus, sino que también abriria nuevas oportunidades para su explotacion en
procesos biotecnoldgicos, donde la tolerancia a la temperatura y la capacidad de

transformacion eficiente son caracteristicas clave.
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Se llevé a cabo una PCR de la regién ITS1-5.8 de las candidatas transformantes de
K. marxianus. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis y los
resultados confirman que todas las regiones amplifican para un mismo tamano

(Lappe-Oliveras et al., 2023).

MW 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 MW

Figura 49. Amplificaciéon por PCR de la region ITS1-5.8 de candidatas transformantes de
K. marxianus. 2) Control negativo, 3) ADNg CBS6556, 4) Colonia 2, 5) Colonia 3, 6) ADNg
CBS 6556, 7) Colonia 1, 8) Colonia 2, 9) Colonia 7, 10) ADNg Kmx 16, 11) Colonia 3, 12)
Colonia 4, 13) Colonia 11, 14) ADNg Kmx 24, 15) Colonia 1, 16) Colonia 2, 17) Colonia 7.
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Anexo Il. Microsatélites en candidatas transformantes.

Para evaluar la diversidad genética entre los aislados de K. marxianus, se realizo la
huella genética con el microsatélite (GTG)5. Los patrones observados fueron

sencillo y constaron de tres a cinco bandas con tamafos entre 500 y 2000 pb
(Lappe-Oliveras et al., 2023) .
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Figura 50. Huella digital por PCR de los aislados de K. marxianus obtenidos con el

cebador microsatélite (GTG)s. 2) Control negativo, 3) ADNg CBS6556, 4) Colonia 2, 5)

Colonia 3, 6) ADNg CBS 6556, 7) Colonia 1, 8) Colonia 2, 9) Colonia 7, 10) ADNg Kmx

16, 11) Colonia 3, 12) Colonia 4, 13) Colonia 11, 14) ADNg Kmx 24, 15) Colonia 1, 16)
Colonia 2, 17) Colonia 7.
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Anexo lll. Crecimiento de cepas en presencia de CFW a distintas temperaturas.
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Figura 51. Crecimiento de cepas autdctonas de K. marxianus en presencia de CFW [0.05

mM-0.5 mM] a 30°C.

Kmx 11

Kmx 14

Kmx 15

Kmx 16

Kmx 21

Kmx 22

Kmx 24

oo
9008 .
@eae,
oess |
00es ~
000
®os s

0 mM CFW 0.05 mM CFW 0.15 mM CFW 0.3 mM CFW 0.4 mM CFW 0.5 mM CFW

Figura 52. Crecimiento de cepas autoctonas de K. marxianus en presencia de CFW [0.05

mM-0.5 mM] a 37°C.
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Figura 53. Crecimiento de cepas autdctonas de K. marxianus en presencia de CFW [0.05

mM-0.5 mM] a 42°C.
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Figura 54. Crecimiento de cepas autéctonas de K. marxianus en presencia de CFW [0.05

mM-0.5 mM] a 45°C.
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Figura 55. Crecimiento de cepas autoctonas de K. marxianus en presencia de CFW [0.02

mM-0.2 mM] a 30°C.
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Figura 56. Crecimiento de cepas autoctonas de K. marxianus en presencia de CFW [0.02

mM-0.2 mM] a 37°C.
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Figura 57. Crecimiento de cepas autoctonas de K. marxianus en presencia de CFW [0.02

mM-0.2 mM] a 42°C.
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Figura 58. Crecimiento de cepas autoctonas de K. marxianus en presencia de CFW [0.02

mM-0.2 mM] a 45°C.
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Anexo IV. Ubicacion de genes de pared en borrador del genoma de cepas autéctonas.

Cepas Gene Ubicacion
FKS1 Contig 16
BGL2 Contig 6
Kmx 14 CHS3 Contig 5
CRH1 Contig 14
GAS1 Contig 6
FKS1 Contig 5
BGL2 Contig 10
Kmx15 CHS3 Contig 2
CRH1 Contig 3
GAS1 Contig 10
FKS1 Contig 11
BGL2 Contig 5
Kmx16 CHS3 Contig 1
CRH1 Contig 2
GAS1 Contig 5
FKS1 Contig 3
BGL2 Contig 6
Kmx 22 CHS3 Contig 1
CRH1 Contig 4
GAS1 Contig 6
FKS1 Contig 5
BGL2 Contig 7
Kmx 24 CHS3 Contig 2
CRH1 Contig 4
GAS1 Contig 7
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