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RESUMEN.

En un intento para obtener cepas de  Aspergillus niger
sobreproductoras de pectinasas, Antier y col. (1993) aislaron dos
series de mutantes (series dgraw99 y dgrAw96) resistentes a 2-
desoxiglucosa (2DG), 1llamadas mutantes dgr, a partir de 1la cepa
silvestre C28B25, altamente sensible a 2DG.

De la serie dgraAw99, seleccionada en un medio con 2DG y alta

actividad de agua (A _,=0.99), se obtuvieron mutantes sobreproductoras
de pectinasas en cultivo sumergido (CS), como la cepa Aw99-iii2. Por
otro lado, de la serie  dgraw9gs, se obtuvieron mutantes

sobreproductoras de pectinasas en fermentacién en estado sélido
(FES), como la cepa Aw96-4, aisladas de un medio con 2DG y baja
actividad de agua (A,=0.96).

En general, las mutantes dgr mostraron poca represién catabdlica
sobre la produccidén de pectinasas, en comparacién con 1la cepa
silvestre C28B25. Sin embargo, esto no se relacioné con alguna
mutacidén creA.

Las cepas Aw99-iii2 Y Aw96-4 fueron seleccionadas como
representativas de cada una de las series de mutantes. Para 1la
caracterizacién genética se aislaron auxétrofos de arginina de cada
cepa seleccionada. Fue posible obtener transformantes de 1la cepa
auxétrofa Aw99ARG (proveniente de la cepa Aw99-iii2) usando el
plésmido de replicacidén autdnoma pDHG25, el cual 1lleva inserto el
gene argB de Aspergillus nidulans (Gems y col., 1991). Sin embargo,
no fue posible el andlisis mediante el ciclo parasexual, con una
cepa maestra, debido a incompatibilidad para formar heterocariones
entre dicha cepa y nuestras mutantes.

A partir de un heterocaridén formado entre las dos cepas auxdtrofas
obtenidas, se aisld un diploide (D4) que resultd altamente sensible
a la 2DG, como la cepa silvestre C28B25. Sin embargo, este diploide
D4 retuvo la capacidad para sobreproducir pectinasas en CS (122%
mayor producciédn que la cepa silvestre), incluso tuvo una produccién
ligeramente mayor que la de la cepa Aw99-iii2 (resistente a 2DG). El
fenotipo del diploide D4 sugiere que el requerimiento de arginina en
las cepas auxbétrofas se debe a mutaciones distintas. Ademés sugiere
que en Aspergillus niger hay al menos dos loci involucrados en la
resistencia a 2DG, y que la resistencia a 2DG no necesariamente esté&
relacionada con la mayor produccidén de enzimas.

Con respecto a la morfologia de crecimiento y respuesta a 2DG en el
medio, medidas en caja de Petri, el diploide D4 no parece tener el
fenotipo de la cepa silvestre (28B25, también sensible a 2DG, o
algGn fenotipo dominante de 1las cepas seleccionadas (Aw99-iii2 o
Aw96-4) para construir los auxdétrofos que le dieron origen. No se
observdé una relacidén directa entre la velocidad de produccién de
biomasa de las cepas, en un nmedio con pectina vy A,=0.96, y la
produccién de pectinasas en FES, al mismo valor de A,.



LISTA DE ABREVIACIONES.

2DG: 2-desoxi-D-glucosa.

alcR: Gene regulador de la alcohol-deshidrogenasa.

ARG™: Fenotipo de auxotrofia de arginina.

ARG: Arginina.

argB: Gene que codifica la ornitino-transcarbamilasa.

A,: Actividad de agua.

brlA: Gene maestro de la conidiacién en Aspergillus.

CIT: Citrulina.

cpsAl: Marcador genético de conodidéforos cortos en A. niger.

creA: Gene que codifica la proteina de represidn catabédlica.

CS: Cultivo Sumergido.

DGR: Fenotipo de resistencia a 2DG.

dgr: Genes que confieren resistencia a 2DG.

DGS: Fenotipo de sensibilidad a 2DG.

E.L.: Extracto de levadura.

esp: esporas.

FES: Fermentacidédn en Estado Sdélido.

FGSC: Fungal Genetic Stock Center.

fig.: figura.

fwnAl: Marcador genético que da pigmentacidén café a las esporas de
Aspergillus niger.

G.I.: Germinacién Incipiente.

g: gramos.

g: Unidad de atraccidén gravitacional.

h-c: Cada uno de los grupos compatibles para formar heterocariones
entre si.

h: horas.

het: Genes involucrados en la incompatibilidad para formar
heterocariones.

hisD4: Marcador genético de auxotrofia de histidina.

1l: litros.

lacZz: Gene estructural de la beta-galactosidasa en Escherichia coli.

L.: Longitud critica de una hifa antes de ramificar.

leuAl: Marcador genético de auxotrofia de leucina.

Lo,: Longitud promedio de hifas terminales en micelijos.
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lysA7: Marcador genético de auxotrofia de lisina.

M: molar.

i: Velocidad especifica de crecimieto.

uW: microwatts.

mg: miligramos.

min: minutos.

ul: microlitros.

ml: mililitros.

MM: Medio Minimo.

um: micras.

mM: milimolar.

MMF: MM con frutosa 10 g/l.

MMG: MM con glucosa 10 g/1l.

MML: MM con glicerol 10 g/l.

MMP: MM con pectina 10 g/1.

mRNA: RNA mensajero.

MS: Medio suplementado.

niaD: Gene que codifica la nitrato reductasa.

nicAl: Marcador genético de auxotrofia de nicotinamida.
oliC: Marcador genético de resistencia a oligomicina.
ORN: Ornitina.

OTC: ornitino-transcarbamilasa.

P.E.: Proceso de enriquecimento.

pabAl: Marcador genético de auxotrofia de &cido para-aminobenzoico.
PDA: Agar Papa Dextrosa.

PEG: Polietilenglicol.

pffen: para-fluorofenilalanina.

PRO: Prolina.

psi: Libras por pulgada cuadrada.

pyrG: Gene que codifica la orotidin-5-fosfato descarboxilasa.
RC: Represidén Catabdlica.

rpm: revoluciones por minuto.

U: Unidades de actividad enzimatica.

UV: Luz ultravioleta.

Vr: Velocidad de extensidén radial.
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CAPITULO 1
EL GENERO Aspergillus COMO SISTEMA GENETICO
1.1 Biologia general de los hongos filamentosos.

Los hongos filamentosos y las levaduras son organismos
eucariotes con caracteristicas de crecimiento gque permiten su

cultivo y manipulacién en el laboratorio.

Las células vegetativas de los hongos se denominan hifas, crecen
por extensién apical y se multiplican por ramificacién. Estas
células est&n especializadas en la adgquisicidén de nutrientes del
medio y a menudo producen hidrolasas extracelulares que degradan
los sustratos para el crecimiento. Una hifa consta de una pared
celular que recubre a una membrana en cuyo interior pueden
existir varios nlGcleos, ademds aunque se presentan septos, éstos
pueden tener poros gque permiten el paso de organelos dando

continuidad al citoplasma dentro de una hifa.

Los hongos tienen hébitats muy diversos, la mayoria en ambientes
terrestres en los suelos o sobre plantas muertas. Los hongos del
género Aspergillus adoptaron en la naturaleza un estilo de vida
sapréfito, que los hizo capaces de utilizar un rango muy amplio
de materiales como fuente de nutricidén, esto significa que deben
existir diferentes rutas biogquimicas para 1la asimilacién de
todas las fuentes de C y N susceptibles de ser degradadas.
Comunmente la produccidén de las enzimas que intervienen en una
determinada ruta catabdlica estd regulada genéticamente, de tal
manera que sd6lo se sintetizan las enzimas requeridas para el
crecimiento en las condiciones prevalecientes.

Este estilo de vida sapréfita puede explicar la existencia de
numerosas 1isoenzimas con propiedades distintas, como la
preferencia por un sustrato o pH ©6ptimo que se presentan en
Aspergillus niger (Kusters-van Someren Yy col., 1992). La
diversidad de rutas catabdlicas y su propiedad de ser reguladas
genéticamente atrajo inicialmente a bioquimicos y genetistas
para estudiar con mas detalle a Aspergillus nidulans y
Neurospora crassa (Ward, 1991).



CAPITULO 1

Se pensd en los hongos filamentosos como sujetos de estudio de
los fendémenos bioldgicos fundamentales debido a la rapidez con
la gue crecen Yy se reproducen, disminuyendo el tiempo para
obtener descendencia de varias generaciones en comparacién con
plantas y animales. Adem&s las esporas haploides de hongos como
Aspergillus nidulans y Neurospora crassa se pueden producir por
meiosis con lo que se deneran individuos haploides que dan a los
genetistas una oportunidad para andlisis de segregacién réapido y
directo (Alexopoulos y Mims, 1979), con lo que se obtienen datos
de la organizacidén del genoma y eventos de recombinacidén. Otras
ventajas que tienen los hongos es gue pueden crecer en tubos de
ensayo, requieren menos espacio, condiciones mas flexibles vy

equipo mds barato que la mayoria de las plantas y animales.

El estudio de A. nidulans empezé al final de la década de 1940
por el grupo dirigido por Pontecorvo, gquienes hicieron una
descripcién de la biologia y la genética de este organismo, asi
como de las técnicas clasicas de laboratorio. Entre las ventajas
especiales de A. nidulans citadas por Pontecorvo y col. (1953)
por las que fue seleccionado como un microorganismo apropiado
para el estudio genético estdn 1las siguientes: tiene ciclo
sexual, puede formar heterocariones balanceados, se pueden
generar mutantes de conidias con colores distintos al tipo
silvestre (verde) que funcionan como marcadores de facil

seguimiento y tiene requerimientos nutricionales minimos.

La mayoria de las cepas de A. nidulans que han sido objeto de
estudios bioguimicos y genéticos provienen, de una cepa aislada
originalmente por el grupo de Pontecorvo. Lo anterior implica
que las cepas son en gran medida isogénicas, excepto por las
mutaciones gue se 1les indujeron subsecuentemente. Debido al
origen com@in de las cepas estudiadas y las ventajas como sitemas
genéticos, se ha podido elucidar la genética y aspectos muy
relevantes del metabolismo hasta el notable avance actual.



CAPITULO 1
1.2 Clasificaciédn.

Aungue la taxonomia de los hongos es compleja y estd sujeta a
revisién constante, se puede hacer una clasificacién con base en
algunas caracteristicas, pero la mas importante es el tipo de
espora reproductiva que se forma, tanto asexual como sexual. De
esta manera se pueden clasificar a los hongos en cuatro grupos

diferentes como lo indica la tabla 1.1 (Brock y col., 1991).

GRUPO HIFAS REPRESENTANTE ESPORA SEXUAL
Ascomicetos Septadas Neurospora Ascospora
Saccharomyces
Basidiomicetos Septadas Amanita Basidiospora
Agaricus
Ficomicetos Sin Mucor Cigospora
Septos Rhizopus
Deuteromicetos Septadas Aspergillus Ninguna
Penicillium

Tabla 1.1. Clasificacién y propiedades principales de 1los
hongos.

Durante esta Tesis se hace referencia al estudio de algunas
cepas de Aspergillus niger, asi como su comparacidén con cepas de
otras especies, principalmente de Ascomicetos y de otros
Deuteromicetos, por 1lo gque a continuacién se dan algunas

caracteristicas de estos dos grupos.

1.2.1 Asconmicetos.

Estdn incluidos algunos hongos filamentosos septados y 1las
levaduras. En los septos existen poros que, como se mencioné
anteriormente, permiten el paso de algunos organelos y dan
continuidad al citoplasma dentro de una hifa. La reproduccién
asexual da lugar a las <conidiosporas o —conidias sobre
extensiones especializadaé de las hifas llamadas conididéforos,
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ademd8s no estédn incluidas dentro de alguna estructura como en
los Ficomicetos, es decir, las cadenas de conidiosporas son
externas. Actualmente se han 1llevado a cabo estudios, con
técnicas de genética molecular, para comprender las etapas de
diferenciacidén celular durante la conidiacién en A. nidulans
(Timberlake, 1990). La reproduccién sexual implica la fusidén de
dos hifas, lo gque puede hacer al hongo heterotdlico (para el
apareamiento se requieren hifas de distinto tipo) u homot&lico
(el apareamineto se puede lograr con hifas del mismo tipo). De
esta manera se forman estructuras en forma de sacos de nombre
ascas en cuyo interior se encuentran las ascosporas. Aunque se
considera a Saccharomyces cerevisiae como Ascomiceto, las
levaduras se distinguen de 1los hongos filamentosos por su

morfologia y varios aspectos de genética molecular (Ward, 1991).

1.2.2 Deuteromicetos.

Son hongos septados en 1los que no se han detectado formas
sexuales de reproduccién. En botédnica, la forma perfecta de una
planta es 1la sexual y los hongos fueron estudiados por los
botanicos en 1los inicios de 1la Microbiologia, por eso se
denominé Fungi imperfecti u hongos imperfectos a los
Deuteromicetos. Aunqgue se sabe que el medio de crecimiento y las
condiciones de cultivo son importantes y deben estar
cuidadosamente controladas para favorecer el ciclo sexual, se
han efectuado numerosos intentos, ‘sin éxito, entre los
Deuteromicetos. Sin embargo, otra explicacién para la falta de
actividad sexual en este grupo, es gque algunos podrian ser
heterotdlicos y como los cultivos se conservan de manera pura,
muchos cultivos de Deuteromicetos seguiradn siendo clasificados
como tales a menos que se les cultive junto con su complemento
para el apareamiento adecuado.
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Muchos Deuteromicetos estdn intimamente relacionados con
miembros de los Ascomicetos, en donde se les agruparia si se les
identificara una fase sexual. La mayoria de las especies de
Aspergillus (A. niger, A. oryzae) son Deuteromicetos, y ahora
gque se conoce una fase sexual en A. nidulans, seria més correcto
llamarlo Emericella nidulans, aungue aln permanece COmO usSO mas
comGn el nombre que hace referencia a su estado imperfecto,
conocido con anterioridad (Ward, 1991).

1.3 Génetica Clasica.
1.3.1 El Ciclo Sexual.

La reproduccidén sexual en los hongos y otros organismos vivos
implica la unién de dos nicleos compatibles. El proceso consiste
tipicamente en tres fases distintas (Alexopoulos y Mims, 1979):

1) Plasmogamia. Consiste en la unidén de dos protoplastos con 1lo
gue sus nlGcleos haploides quedan en el interior de la misma
célula.

2) Cariogamia. Es la unidn de dos nlcleos que comparten la misma
célula, es un evento que sigue casi siempre inmediatamente a la
fusién de células dando origen al estado diploide.

3) Meiosis. Posterior a la fusidn de nGcleos se lleva a cabo la
meiosis que de nuevo reduce el nGmero de cromosomas al estado
haploide, es en esta etapa cuando se da la recombinacién
genética entre los cromosomas.

En un ciclo sexual verdadero estos tres procesos ocurren en
secuencia regular y usualmente en puntos especificos. Debido a
la plasmogamia se tiene la presencia de diferentes nGcleos en el
mismo individuo, fendémeno conocido como heterocariosis y al
individuo que lo presenta se le llama heterocarién.
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En un heterocarién cada nGcleo es independiente de los demés,
pero la estructura y comportamiento del individuo est& contolado
por los tipos de genes gque contiene y la proporcidén de cada
tipo, sin importar si estos estdn separados en nacleos distintos

o no (Alexopoulos y Mims, 1979).

Existen también otros fendémenos gque intervienen para gque se
lleve a cabo el ciclo sexual, por ejemplo, A. nidulans es
homoté&lico, es decir, sus hifas vegetativas son
autofertilizables pues se reproducen sexualmente sin la ayuda de
otra cepa. En contraste, muchos Ascomicetos son heterotédlicos,
en otras palabras, sus hifas son autoestériles y necesitan
crecer junto a 1las hifas de otra cepa compatible para 1la
reproduccidédn sexual. Por ejemplo, en N. crassa hay un locus con
dos posibles alelos, A y a, que determinan el tipo sexual. Una
cepa con el tipo sexual A sbélo puede cruzarse con otra del tipo
sexual a y viceversa (Ward, 1991).

El cuerpo fructifero de A. nidulans se llama cleistotecio y es
una estructura esférica (100 a 200 um de diametro) rodeado de
una capa de hifas que contienen las llamadas células Hiille. En
su interior hay hasta 10 000 ascas, cada una con 8 ascosporas
binucleadas que al ser 1liberadas en un medio con nutrientes
germinan rapidamente (Pontecorvo y col., 1953).

Para efectos préacticos, una cruza puede iniciarse al mezclar
esporas de dos cepas con diferentes auxotrofias y color de
esporas en medio minimo, suplementado con una cantidad minima de
nutrientes para permitir la germinacién inicial y ocasionalmente
la fusién de hifas, de esta manera se complementan
reciprocamente las mutaciones y se forma un heterocaridén, capaz
de crecer en medio minimo. Posteriormente, con el manejo de las

condiciones de cultivo se induce la formacién de cleistotecios.
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1.3.3 El ciclo parasexual.

En el ciclo parasexual se llevan a cabo 1la plasmogamia, la
cariogamia y la haploidizacidén, pero esta Gltima no ocurre a
través de la meiosis. Para los Deuteromicetos como Aspergillus
niger, en los que no existe una reproduccidn sexual, el ciclo
parasexual es de suma importancia. Sin embargo, 1los ciclos
sexual y parasexual no son mutuamente exclusivos, puesto que en

algunos hongos como A. nidulans, se llavan a cabo los dos.

El ciclo parasexual fue descubierto en A. nidulans en 1952 por
Pontecorvo y Roper de la Universidad de Glasgow, desde entonces
se ha identificado en Deuteronicetos, Basidomicetos y otros
Ascomicetos (Hastie, 1981).

La secuencia de eventos en el ciclo parasexual es como sigue
(Alexopoulos y Mims, 1979):

1) Formacién del micelio heterocarién.
2) Fusién entre dos nidcleos.
a. Fusidén entre nicleos iguales.
b. Fusidén entre nicleos distintos.
3) Multiplicacién simultdnea de los nilcleos haploides vy
diploides.
4) Entrecruzamiento mitético ocasional de los niGcleos diploides
durante su multiplicacién.
5) Diseminacién de los nficleos diploides.
6) Haploidizacidén ocasional de los nlGcleos diploides.

7) Aparicién de nuevas cepas haploides.

En el inicio del <ciclo parasexual se forma el micelio
heterocaridén por anastomosis o fusidén de dos hifas somaticas, de
constituciones genéticas distintas, cuya distribucién y
multiplicacién de nGcleos es precisamente lo que da origen al
heterocarién.
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Por otro 1lado, un heterocarién también puede formarse por
mutacién en uno o mds nGcleos a partir de un homocaridén, o bien
por fusién de nGcleos en la misma hifa y su posterior
distribucién entre los nlGcleos haploides, aunque este tipo de
heterocariosis no es muy significativa porque no se forman

nuevas combinaciones genéticas.

Por lo anterior se puede decir que la cariogamia puede suceder
entre nGcleos iguales y entre nGcleos diferentes, de aqui que un
micelio heterocarién que provenga de dos cepas distintas pueda
contener al menos 5 tipos de nGcleos: 2 tipos de haploides (uno
de cada cepa), 2 tipos de diploides homocigotos y un tipo de
diploide heterocigoto que contiene todos los cromosomas de cada
cepa. Aunque estos nGcleos presumiblemente se multiplican a 1la
misma velocidad, 1los nicleos diploides estdn presentes en
cantidades mucho mi&s bajas que los haploides.

Durante la mutiplicacién de los nlGcleos diploides se presenta el
entrecruzamiento mitdético, gque probablemente es 1la fase méas
importante del ciclo parasexual, pues con ello se dan al hongo
las ventajas de 1la sexualidad. Alexopoulos y Mims (1979)
mencionan que Pontecorvo calculdé gque la recombinacién en un
Ascomiceto via los mecanismos parasexuales es 500 veces menor
que la que ocurre a través del ciclo sexual. Sin embargo, en
Penicillium chrysogenum y Aspergillus niger la diploidizacién y
el entrecruzamiento mitético ocurren mucho mas frecuentemente,
de ahi que el ciclo parasexual en los Deuteromicetos sea tan
importante como el ciclo sexual en otros hongos, pues asi se
lleva a cabo la recombinacién genética tanto por
entrecruzamineto mitético entre cromdtidas de cromosomas
homdélogos, como por segrégacién de los cromosomas durante la
haploidizacién (Bos y col., 1993), trayendo como consecuencia la
variacidén genética y la evolucidédn de las especies. En la Tabla 1
se comparan las frecuencias de diploides heterocigotos entre
esporas de tres especies de Aspergillus y se aprecia cémo se

favorece en los Deuteromicetos.
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ESPECIE FRECUENCIA REFERENCIA
A.nidulans 1076 a 1077 Ward (1991)
A. niger 1075 a 1076 Bos y col. (1988, 1993)
A. parasiticus 1.5x10™4 Papa (1978) -

TABLA 1.2. Frecuencias de diploides heterocigotos a partir de
esporas cosechadas de heterocariones en tres especies de
Aspergillus.

En los hongos que producen conidias uninucleadas, la dispersién
de los nlcleos diploides ocurre por su incorporacién a conidias
que pueden germinar y producir micelios diploides, y aunque 1la
diploidia en especies de Aspergillus no es comiGn en la
naturaleza, se han reportado en A. niger (Nga y col., 1975). En
algunas especies, el tamafio de la espora es un buen criterio
para determinar si wuna conidia es diploide, pues tienen
aproximadamente el doble del didmetro que las haploides, como es
el caso para A.nidulans (Pontecorvo y col., 1953) y para A.
niger (Bos y col., 1988), sin embargo, no es un criterio para
especies de conidias multinucleadas como A. parasiticus, A.
oryzae, A. sojae (Papa, 1978).

Una cepa diploide perderd gradualmente sus cromosomas Y
eventualmente volverd al estado haploide. En el laboratorio,
este poceso se puede acelerar usando désis subletales de los
agentes benomyl (Upshall v col., 1977) o de para-
flourofenilalanina (pffen) (Lhoas, 1961). Los haploides
resultantes contendran unos cromosomas de un padre y otros del
otro. Por este rearreglo de cromosomas se pueden asignar
mutaciones a un cromosoma especifico. Para un mapeo mas fino se
recurre al andlisis de la segregacidén de marcadores genéticos a
través del ciclo sexual en A. nidulans, o bien, a través del
entrecruzamiento mitdético .en especies como A. niger (Debets y
col., 1989).
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Si un nuevo gene se identifica por una nutacién fenotipicamente
reconocible, se puede inducir a esa cepa mutante para que lleve
a cabo el ciclo parasexual con una cepa maestra (disponibles en
colecciones como la Fungal Genetic Stock Center para A. nidulans
Yy para A. niger). Las cepas maestras tienen una mutacién
fenotipicamente reconocible en cada uno de sus cromosomas, éstas
pueden ser modificaciones morfoldgicas (color, enanismo),
resistencia a inhibidores o auxotrofias. Analizando la
segregacidén de los haploides, a partir de diploides
heterocigotos entre la cepa mutante y la cepa maestra, se notaréa
que la mutacién examinada estara presente, sdélo en muy raras
ocasiones, en individuos con uno de los marcadores de la cepa
maestra. Esto indica que el gene que se desea mapear se
encuentra en el cromosoma equivalente donde se halla el marcador
con el que no se puede asociar (ligamiento en repulsién). La
figura 1.1 esquematiza el fendémeno anterior, donde 1los
marcadores asociados a un cromosoma (a y m) segregaradn en bloc
durante la haploidizacién (frecuencia de recombinacidn cercana a
0%), mientras que los marcadores en distintos cromosomas (a y b,
m y b) segregardn de manera independiente (frecuencia de
recombinacién alrededor del 50%).

El entrecruzamiento mitético puede alterar estos resultados,
pero se puede minimizar al reducir el tiempo del estado diploide
(Ward, 1991). En el caso de A. niger, los marcadores en el mismo
cromosoma pero en distinto brazo, usualmente muestran
entrecruzamiento mitético, pero éste permanece por debajo del
20%, mientras que la recombinacion libre (50%) se observa entre

marcadores de distintos cromosomas (Bos y col., 1993).
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a 1 b (ﬂ)
a t b
= m
(2n-1)
t m b ()
a + b
m T
2
(n) / a 1 + (n)
d + +
= m
(2n-1) — - (n)

Fig. 1.1. Proceso de haploidizacién en Aspergillus por medio de
la pérdida subsecuente de cromosomas (s6lo se muestran 2
pares de cromosomas). El estado diploide se representa por
2n y los haploides, por n.

1.4 Genética Molecular.
1.4.1 Introduccién.

Cuando se aplicaron los métodos de genética clasica y bioquimica
al estudio de microorganismos como Neurospora crassa Yy
Aspergillus nidulans, se generd dgran informacién sobre 1la
regulacién de muchas rutas metabdlicas. Se identificaron genes
reguladores a través de mutacicnes, que eran capaces de inducir
0 reprimir la expresién de otros genes codifiadores de enzimas.

Las técnicas de genética molecular se desarrollaron en
procariotes y hubo un gran impulso para extenderlas a hongos
filamentosos, en primera instancia se aplicaron en aquellos en
los que se conocia mads sobre genética clasica y biogquimica. Las
técnicas de genética molecular permiten el estudio en 1la

11
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clonacién de genes, y eliminacién o reemplazo de partes del

genoma a partir de mutaciones creadas in vitro.

1.4.2 Sistemas de transferencia y desarrollo de vectores.

Para muchos de 1los estudios en 1los que interviene 1la
manipulacién genética de hongos filamentosos, se requiere de un
sistema de transferencia para introducir el DNA exdgeno Yy
seleccionar las células que lo hayan incorporado. El1 DNA exdgeno
se puede unir covalentemente a un vector gque contenga un
marcador selectivo para facilitar 1la seleccidn de las cepas

transformadas.

Tanto la frecuencia como el tipo de transformacidén se pueden
variar usando diferentes tipos de vectores. Los procesos de
transformacién se basan en las siguientes etapas (van den Hondel
y Punt, 1991):

+ Preparacién de los protoplastos incubando 1las células con
enzimas que degradan la pared celular.

+ Tratamiento de estas células con DNA exdgeno.

+ Regeneracién de las unidades formadoras de colonias.

+ Seleccidén de las colonias que hayan tenido una incorporacién
estable del DNA.

Existen trabajos en los que se ha usado la electroporacién para
transformar protoplastos, incluso en A. niger (Ward y col.,
1989). Una vez que'se obtienen los protoplastos, el principio de
esta metodologia estd4 basado en dque las moléculas gque se
encuentran en el medio, como DNA exégeno, pueden entrar a la
célula particularmente durante el momento en que se aplica un
pulso eléctrico. Sin embargo, no se han tenido mejoras
significativas en la frecuencia de transformacién con respecto
al método tradicional (van den Hondel y Punt, 1991).

Los marcadores selectivos que se usan para seleccionar las
células transformadas estadn basados principalmente en 1la

12
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complementacién de auxotrofias, pero es necesario aislar 1la
cepa receptora gque tenga la mutacidén apropiada. Algunos
marcadores han sido usados con éxito en diversos trabajos porgue

resultan funcionales en varias especies (Tabla 1.3).

MARCADOR FUNCION CODIFICADORA TRANSFORMANTE
niaD nitrato reductasa P. chysogenum
De A. niger (Whitehead y col.,
1989)
niaD nitrato reductasa P. chysogenum
De A. nidulans (Whitehead y col.,
: 1989)
pyrG orotidin-5’fosfato A. oryzae
De A. niger descarboxilasa (Mattern y col.,
1987)
argB ornitino trans- A. niger
De A. nidulans carbamilasa (Buxton y col.,
1985)
argB ornitino trans- A. oryzae
De A. nidulans carbamilasa (Tae-Hahm y col.,
1988)
TABLA 1.3. Ejemplos de sistemas de transformacién

interespecifica basados en auxotrofias.

Por otro 1lado, existen marcadores selectivos dominantes que se
pueden usar para transformar cepas silvestres y mutantes. Varios
de estos marcadores se usan en diferentes especies de hongos
porque son funcionales en un amplio rango de huéspedes. La
mayoria de estos marcadores dominantes se basa en resistencia a
inhibidores. Un ejemplo de ello es la resistencia a oligomicina,
conferida por el gene o0liC3 de A. niger, que ha funcionado para
la seleccién de transformantes (Ward y col., 1988), o bien, el
gene amdS, que atGn cuando se usa con mutantes amdS, es capaz de
transformar una cepa silvestre de A. nidulans, haciendo que
crezca mas rapido en acetamida como Gnica fuente de carbono. Es
decir, este marcador permimte la seleccidén de transformantes en
cepas silvestres y mutantes (Kelly y Hynes, 1985).

13
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El modelo generalizado de vectores usados en transformaciones
llevan una parte de DNA dé E. coli, un marcador apropiado y la
secuencia homdéloga o heteréloga que se desea expresar, también
debe estar incluida la secuencia terminadora de la transcripcién
del gene. En la mayoria de las especies de hongos, el DNA del
vector se integra al genoma del huésped. En levaduras existen
plasmidos de replicacidén autdénoma y hasta recientemente, se ha
aislado un pléasmido de replicacidédn autdnoma en A. nidulans y que
ha probado tener el mismo comportamiento en A. niger y A. oryzae
(Gens y col., 1991).

Con base en estudios bioquimicos del DNA de transformantes, como
anilisis de hibridacién, se han detectado al menos tres tipos de

integracién (Ward, 1991):

Tipo I. Es el tipo de integracidén ma&s frecuente en A. nidulans
(70 a 80% de transformantes para la mayoria de los marcadores) y
la integracidén es en una regidén homdéloga del genoma. También se
puede dar el caso de integracién miltiple del pléasmido en
secuencias de uno al lado del otro.

Tipo II. La integracién del plasmido se da en sitios del genoma
en donde no se conoce homologfia. Aproximadamente del 10 al 20%
de las transformantes son de este tipo.

Tipo III. Se da cuando no se detectan secuencias del pléasmido
debido a que hay un reemplazo del gene completo. Por lo general,
sblo del 10 al 20% de 1los transformantes son de este tipo.
Pudiera pensarse en una reversidén de la mutacién original, pero
ocurre a frecuencias méds altas que la frecuencia de reversidn en

experimentos de control.

La integracién homéloga permite desarrollar técnicas de
interrupcidén y reemplazo de genes. Estos pueden ser alterados in
vitro, y posteriormente reemplazarlos por los correspondientes
alelos silvestres para estudiar el efecto de una mutagénesis
dirigida. Lo anterior es particularmente importante en estudios
de regulacién genética, donde se investiga el efecto de 1la
eliminacién de secuencias de genes reguladores sobre la
expresidén de otros genes.

14
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1.4.3 Estrategias de clonaciédn.

Hasta ahora se han mencionado algunos genes gque se usan en
estrategias de seleccién de transformantes, pero también hay
genes provenientes de otras especies, como Saccharomyces
cerevisiae o Escherichia coli, revisados por van den Hondel y
Punt (1991), que también se han usado como marcadores para

seleccionar transformantes de A. nidulans y de A. niger.

Sin embargo, los métodos de clonacidén de genes de otras especies
no pueden ser aplicables en general para aislar genes de
Aspergillus, debido principalmente a que muchos genes de
Aspergillus no se expresan en S. cerevisiae o en E. coli, y no
pueden aislarse por complementacién interespecifica en estos
huéspedes. Adema&s hay métodos de clonacidén que requieren el
aislamiento del mRNA especifico, para eso es necesario que se
encuentre en abundancia relativa en el total de la poblacidn de
mRNA’s, y no es el caso para mnmuchos genes, como 1los genes

reguladores.

Una vez que se estableciaron las bases para los sistemas de
transformacién en A. nidulans, los trabajos se centraron en
afinar las técnicas para que los genes de A. nidulans pudieran
ser clonados por complementacidén de mutaciones en el mismo A.
nidulans. A esto se le conoce como autoclonacién.

La técnica que mds se usa en estos trabajos es la construccién
de bibliotecas gendmicas del total del DNA de A. nidulans,
digerido con enzimas de restriccién, después se transforma una
cepa de A. nidulans que lleve una mutacién especifica. Se han
usado césmidos, plasmidos y Dbacteriéfagos como vehiculos
apropiados para la construccién de librerias de todo el DNA del
hongo o con cDNA, obtenido por transcripcién inversa a partir de
mRNA, con el fin de eliminar intrones (Turner, 1991).

Una vez que se tiene el sistema de transformacidédn adecuado, se
prueba la biblioteca gendémica para seleccionar las
transformantes cuya mutacién haya sido complementada, y el
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vector gue lleve la secuencia responsable para la
complementacién es entonces recuperado. Mediante esta técnica,
cualquier mutacién factible de complementacién permite aislar el
gene de interés.

La secuenciacién del DNA, de 1los genes clonados de hongos
filamentosos, ha permitido 1la comparacidén de su estructura
primaria con los de otros eucariotes, adem&s la clonacién y
secuenciacién de genes es un paso importante para comprender su
funcidén y expresién. La variacién de técnicas de clonacién para
aislar genes de hongos ha 1llevado a una réapida aparicidén de
publicaciones con datos de 1la secuencia de genes de muchas
especies de hongos. Los resultados de estas investigaciones se
pueden almacenar en bases de datos como GenBank o EMBL con
acceso mediante redes de computadoras para cualquier
investigador interesado (Turner, 1991).

1.5 Genética Molecular de cepas con importancia econdémica.

Los hongos filamentosos pueden tener importancia econdmica ya
sea en un aspecto negativo (hongos patdgenos que afectan
plantas) o positivo, donde se pueden contar a aquellos hongos
gque se usan directamente como alimento o aquellos cuyos
productos tienen interés comercial como antibiéticos, enzimas y
dcidos orgénicos.

Los métodos para mejorar la produccién de cepas se han basados
en mutaciones cléasicas, siguiendo con procesos de seleccién y
andlisis en forma empirica, pero que han resultado en mejoras
notables en cuanto a la produccién de varios metabolitos
(Rowlands, 1983).

Estas técnicas est&n limitadas por el genotipo de la cepa y, a
través de los afios, los incrementos se han hecho menores y los

tiempos en los que se logran tales incrementos han aumentado.
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La mayoria de las cepas industrialmente importantes pertenecen a
especies de Deuteromicetos, como A. niger, con una
caracterizacién pobre en genética clasica, con mutantes poco
definidas y mapas genéticos limitados, en comparacién con N.
crassa y A. nidulans. Sin embargo, no es necesario conocer
ampliamente la genética clésica de una cepa para aplicar algunas
técnicas de genética molecular.

Entre las especies industriales, A. niger es probablemente la
que mas atencidén ha recibido. El1 interés por manipular
genéticamente esta especie se debe a la diversidad de procesos
biotecnolégicos en donde interviene. Por ello se han
desarrollado una cantidad considerable de mutantes y cepas
maestras, creadas muy recientemente (Bos y col., 1988; Bos Yy
col., 1993), gracias a las cuales se ha podido avanzar
significativamente en 1la Qenética de A. niger. Lo anterior se
puede constatar por medio de algunas publicaciones recientes en
las que se ha llegado a establecer el nGmero de cromosomas, el
tamafio del genoma (Debets y col., 1990b), incluso el mapa
genético de los cromosomas de A. niger (Debets y col., 1989).

Pero ahora no sdlo se sabe que A. niger tiene 8 cromosomas y que
tiene un genoma estimado en 35.5 a 38.5 millones de pares de
bases, sino gque se han desarrollado algunos sistemas de
transformacidén propios de 1la especie, como se menciond
anteriormente, tanto por complementacién de auxotrofias (Buxton
Yy col., 1985; Van Hartingsveldt y col., 1987) como de marcadores
dominantes (Kelly y Hynes, 1985; Ward y col., 1988).

En A. niger, como en otros hongos de interés comercial, el
propdésito principal para desarrollar los sistemas de
transformacién es su aplicacién para estudios de genética
molecular. Por medio de estos estudios se ha analizado 1la
regulacidén de genes codificadores de enzimas, gue se producen
industrialmente como 1las pectinasas (Bussnik y «col., 1992;
Kusters-van Someren y col., 1992), y también se ha estudiado 1la
represién catabélica a nivel molecular (Drysdale y col., 1993).
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Van den Hondel y Punt (1991) dan otros ejemplos recientes del
uso de genética molecular de A. niger en estudios de eliminacidén
de genes, expresién de genes bajo el dominio de distintos
promotores, expresién de genes cuando estos se integran en
distintas partes del Ggenonma, incluyendo experimentos de
reemplazo de genes para la expresidén heterdloga.

Por otra parte, Upshall (1986) hace notar que en las industrias
biotecnolégicas, la genética molecular, y sus métodos de DNA
recombinante, estdn teniendo un papel primordial en el
mejoramiento de procesos existentes y desarrollo de nuevas Aareas
de investigacidén poco claras adGn. Aunque 1las alternativas
probables tienen ventajas segln 1las circunstancias, naturaleza
del producto y condiciones de cultivo, siendo parte del nuevo
reto definir esas ventajas relativas.

La tecnologia gque usa DNA recombinante permite la manipulacién
de un sbélo gene, con lo que se evita la necesidad de fusionar
dos genomas posiblemente incompatibles o exponer a genomas
balanceados a dosis altas de mutdgeno, esto Gltimo puede
acarrear mutaciones indeseables en cepas de produccién (Bos,
1987).

Es importante sefialar que a través de la genética molecular se
pueden elevar los niveles de actividad enzimatica en cepas de
produccidén, ya sea por introduccién de copias mGltiples de un
gene, o bien, construyendo una unidad de expresidén en la que una
secuencia de un gene codificador esté fusionada con un promotor
bien caracterizado, que puede ser de otro gene. Sin embargo,
dados los distintos tipos de integracién mencionados
anteriormente, es posible que no exista correlacidn entre el
nimero de copias de un gene con el incremento en la actividad
enzimdtica (Bussnik y col., 1992). Recientemente, Khanh y col.
(1992) han descrito coémo se eleva hasta 200 veces la produccién
de pectin-metil-esterasa (E.C. 3.1.1.11) en transformantes de A.
niger, cuando el gene que codifica para esta enzima se fusiona

en un plédsmido con el promotor de alfa-amilasa de A. oryzae.
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CAPITULO 1

Otra &rea con gran interés es la que se relaciona con el manejo
del genoma de cepas productoras, para el desarrollo de enzimas
con propiedades alteradas pero deseadas, tales como incremento
en.la termoestablidad, rango &ptimo de pH, etc. Esto se puede
lograr con la mutacién in vitro del gene que pernite la
sustitucidén de aminodcidos especificos, alterarando las
propiedades fisicoguimicas y conservar la actividad enzimatica
(Upshall, 1986).

Otros de los productos comerciales donde se aplica la genética
molecular son los antibidticos. Mediante métodos clésicos de
mejoramiento de cepas, se ha incrementado drasticamente 1la
produccién de penicilina y cefalosporina, en Penicilium
chrysogenum y Cephalosporium acremonium, respectivamente. Sin
embargo, ahora se han <clonado varios genes de las rutas
biosintéticas de penicilina y cefalosporina y se ha estudiado el
efecto de copias mGtiples en 1la produccidén. El1 estudio de 1la
secuenciacién y eliminacién de partes no transcritas de un gene
puede demostrar sitios de unién de proteinas reguladoras, asi se
pueden disefiar mutantes desreguladas para dar producciones méas
elevadas o constitutivas. Aunque quizd sea de mas interés el uso
de mutaciones 1in vitro de los correspondientes genes para
producir formas nuevas de antibidéticos (Ward, 1991).

Otro aspecto de interés .comercial es el uso de 1los hongos
filamentosos como huéspedes para 1la produccidédn de proteinas
heterbélogas, principalmente porque presentan algunas ventajas
como son (Saunders y col., 1989):

+ Secrecidén natural de un gran rango de proteinas.

+ Patrones de glucosilacidén similares a eucariotes superiores.

+ Muchas especies estdn reconocidas como generalmente seguras
(GRAS) por las autoridades regulatorias.

+ Existe experiencia en procesos de fermentacidén y de
recuperacidn.
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Los intentos de expresién heterdloga de genes han seguido
estrategias similares entre si, como el uso de promotores

altamente expresados y a menudo bien regulados.

Es comGn que los genes que se desean expresar estén en forma de
cDNA, debido a que los hongos filamentosos no pueden procesar

los intrones de algunos genes de organismos como los mamiferos.

La secrecidén de una proteina requiere de una secuencia corta de
aminodcidos que funciona como sefial de excrecidn. Esta secuencia
acta como etiqueta para dirigir a la proteina hacia el reticulo
endoplasmico, y de ahi a 1los canales de excrecién. En
eucariotes, estas seflales de excrecién son hidrofébicas vy
desprendidas por endopeptidasas antes de la secrecidén (Ward,
1991).

Entre las ventajas de la secrecién en un sistema de expresién
heterd6loga segln Saunders y col. (1989) estéan:

+ Evita la lisis celular en el proceso de recuperacidn.

+ Evita la acumulacidén de formas insolubles de producto dentro
de la célula.

+ Permite la glucosilaciédn y procesamiento postraduccional.

+ Facilita la purificacién del producto.

+ Se reducen los dafios al huésped causados por acumulacidn
intracelular de proteinas potencialmente téxicas.

Estos investigadores también mencionan algunos aspectos que
deben considerarse, seglin la experiencia en 1la expresién
heterb6loga de proteinas en hongos filamentosos de interés
industrial. Destacan el hecho de que el sitio de integracién en
el genoma del huésped puede ser importante para la ©Optima
expresién. Pero también hay caracteristicas del huésped que
resultan importantes para mejorar 1la expresidén. Por ejemplo,
muchas especias de Aspergillus producen proteasas extracelulares
que pueden degradar a las proteinas hombélogas o heterdlogas
(Kusters-van Someren y <col., 1992). En 2ymogenetics Inc.,

algunas mutantes areAd de A. nidulans, que se encuentran
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CAPITUIO 1

afectadas en la regulacidén de la produccidn de proteasas, se han

usado para reducir la protedlisis (Saunders y col., 1989).

La manipulacién genética de una cepa huésped para sobreproducir
un factor positivo de la transcripcién también puede resultar
beneficioso, por ejemplo, investigadores de Allelix Inc. han
generado cepas de A. nidulans con un gran nimero de copias del
gene regulador de 1la alcohol deshidrogenasa (alcR). Las
respectivas transformantes que 1llevaban copias miltiples del
gene estructural del interferdén, expresado a partir del promotor
de la alcohol deshidrogenasa, aumentaron significativamente 1la
produccién del interferdn. En procesos de escalado, sistemas
inducibles basados en el modelo anterior, producen de 2 a 3 g/l
de proteinas de hongos como 1la glucoamilasa de A. niger y
secretan de 100 a 300 mg/l de proteinas activas de mamifero
(Davies, 1991).

En estudios donde se han incluido <cepas de A.  oniger
sobreproductoras de glucoamilasas se ha observado que usando los
mismos sistemas de expresidén que en A. nidulans, las cantidades
de quimocina secretada (proteina heteréloga) en 1las mejores
transformantes de A. niger no varian significativamente
(aproximadamente 7 mg/l), en comparacidn con 1la produccién de
las transformantes de la cepa estandar de A. nidulans. Esto
sugiere gque los componentes estructurales y enzimaticos de las
rutas de secrecidén no son lo suficientemente distintos, como
para tener efecto en 1la excrecién de proteinas heterdlogas
(Davies, 1991). Es claro entonces que se requieren m&s estudios
sobre los mecanismos de excrecidn, con respecto a los que ya
existen sobre la transcripcién y traduccién de genes
heterdélogos.

Los investigadores de las empresas donde se hace ingeneria
genética ponen énfasis en los siguientes puntos para mejorar la
expresién de genes heterélégos (Davies, 1991):

21



CAPITULO 1

+ Investigacién de los elementos estructurales de proteinas de
hongos filamentosos que les permiten ser secretadas con mayor
eficiencia que las proteinas de mamiferos.

+ Caracterizacién precisa de las estructuras de glucosilacién,
porque aungque los hongos filamentosos pueden tener patrones muy
similares de adicién de carbohidratos en sus proteinas a los de
otros organismos, las proteinas producidas en sistemas
heterbdlogos deben ser idénticas a las formas naturales para ser
usadas comercialmente.

+ Investigacidédn de la estabilidad y traduccién del mRNA, debido
a que cada especie de mRNA tiene su propia vida media, y atGn se
sabe poco a cerca de las enzimas y factores ihvolucrados en la
estabilidad y degradacién de los mRNA en hongos filamentosos.

+ Estudio de 1las condiciones de cultivo que optimizan 1la
secrecién de proteinas heterbélogas, pues ha sido probado que
estas condiciones pueden hacer 1la diferencia entre un buen
resultado y uno malo en una misma cepa transformante, tanto en
bacterias (Galindo y col., 1990) como en hongos filamentosos
(Archer y col., 1990).
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ANTECEDENTE S.
2.1 Antecedentes.

La utilizacidén de los desechos agroindustriales, como la pulpa
de café, para dgenerar nuevos productos contribuye al uso
integral de las materias primas. Por ejemplo, los residuos de
frutas citricas han sido utilizados para 1la produccién de
pectinasas por fermentacidén en estado sélido (FES) (Siessere y
Said, 1989).

La referencia a las pectinasas de debe a que juegan un papel muy
importante en la naturaleza, son sintetizadas por muchas plantas
en el ©proceso de maduracién de frutas y por muchos
microorganismos gque degradan pectina extracelular, incluyendo
los hongos fitopatdégenos, en estos casos las enzimas que
degradan la pared (pectinasas) son cruciales para la penetracidn
y colonizacién de los tejidos de plantas por hongos
fitopatdégenos (Dean y Timberlake, 1989).

En la industria, las pectinasas se usan ampliamente en el
procesamiento de frutas y vegetales puesto que bajan 1la
viscosidad de jugos y facilitan 1la extraccién, maceracidn,
filtracién y procesos de clarificacién. Son de particular
interés la poligalacturonasa, la pectinesterasa Yy la
pectatoliasa (Brawman, 1981).

Un microorganismo favorecido para la produccidén de pectinasas es
Aspergillus niger, y se ha incrementado la produccién de algunas
cepas por medio de técnicas como mejoramiento por mutacién
clasica y seleccidn (Leuchtenberger y Mayer, 1992) y por
genética molecular (Bussik y col., 1992; Khanh y col., 1992). En
ambos tipos de procedimientos es posible lograr un incremento
preferencial en algunas de las enzimas de la familia de 1las
pectinasas, con respecto a las otras.

En el trabajo de Antier y c¢ol. (1993), se desarrolld una
metodologia para mejorar la produccidn de pectinasas por FES
sobre pulpa de café, a partir de la capa silvestre Aspergillus
niger C28B25.

23



CAPITULO 2
Primeramente se obtuvieron mutantes resistentes a la 2-
desoxiglucosa (2DG), llamadas cepas dgr y seleccionadas a partir
de un medio con actividad de agua (A,) de 0.99, a las que se
denominé mutantes de la serie dAgrAw99. Por otra parte, también
se obtuvieron mutantes seleccionadas a partir de un medio con
‘actividad de agua baja, A,=0.96, en presencia de 2DG, a las que
se denomind® mutantes de la serie Argaw96. Este Gltimo valor de
A, es el que prevalece en la pulpa de café durante la FES en las
condiciones probadas por Antier y col. (1993).

Cuando se realizaron los cultivos sumergidos (CS) y las FES,
sobre pulpa de café, para cada una de las mutantes obtenidas y
se les compard la produccion de endo-poligalacturonasa (endo-p)
con respecto a la cepa silvestre C28B25, se observd que aquellas
cepas seleccionadas en medios con A,=0.99 tuvieron en general
producciones m&s elevadas que la cepa silvestre en CS, pero que
en FES la actividad enzimdtica era mucho menor. En contraste,
las cepas provenientes de medios con A, =0.96, incrementaron
notablemente la produccién de endo-p en FES, pero no alcanzaron
niveles de produccidén significativamente mejores en CS, con
respecto a la cepa silvestre C28B25 (Fig. 2.1).

Los resultados anteriores sugieren que la A, tuvo un efecto para
seleccionar cepas que soportaran mejor el estrés osmdtico en una
FES. Hanh-Hargerdal (1986) propone gque se considere a la A, como
una variable externa m&s, como el pH, la presidn parcial de 0,,
la temperatura, que bajo ciertas condiciones interactuara con
los otros parametros ambientales, mientras que habr&n ocasiones
en las que serd la A, el Gnico parédmetro determinante en el
desarrollo de un proceso.
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Fig. 2.1. Actividad de poligalacturonasa de las cepas de A.
niger, aisladas por Antier y col. (1993), tanto en FES como
en CS. Las mediciones se hicieron por viscosimetria a los 3
dias de cultivo a 25°c

Ademds, los resultados de Antier y col. (1993), van de acuerdo
con la idea propuesta por Shankaranand y col. (1992), en el
sentido de que una buen cepa productora en CS no tiene porqué
tener el mismo desempefio notable en FES, de ahi la necesidad de
desarrollar técnicas especificas para obtener cepas més
apropiadas a las condiciones de la FES.

En general, las mutantes obtenidas por Antier y col. (1993),
fueron menos sensibles a la represidn catabdlica (RC) por
sacarosa sobre las pectinasas. Esto coincide con otros trabajos
en donde se han obtenido cepas resistentes a 2DG, gque han
resultado menos sensibles a 1la RC Yy que han incrementado
notablemente la productividad de &acido citrico (Kirimura y col.,
1992) o la produccidn de enzimas de interés comercial (Tani y
col., 1988; Ghosh y col, 1991).
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La 2DG es un analogo téxico de la glucosa que al ser
transportada por una cepa silvestre sensible, se fosforila y el
compuesto 2-desoxiglucosa-6-fosfato que resulta, al acumularse
llega a inhibir las primeras enzimas de la glucdlisis, asi como
la incorporacién de glucosa y manosa en los polisacdridos de la
pared celular, ademd&s el gasto de ATP durante la fosforilacidn
de la 2DG puede contribuir también al efecto téxico de este
andlogo (Allen y col., 1989). Sin embargo, el metabolismo del
carbono en hongos se ha estudiado en muchos casos aislando
mutantes resistentes a la 2DG. En el caso de Neurospora crassa,
Allen y col. (1989), encontraron gque hay al menos 4 loci
involucrados en la resistencia a 2DG y que se relacionan con la
desrepresidén de algunas enzimas, ademds la invertasa producida
por las mutantes dgr tiene patrones distintos en 1la
termoestabilidad y propiedades inmunolégicas, con respectoc a 1lo
que se observd en la cepa originalmente sensible a la 2DG.

En lo que respecta a las cepas dgr de A. niger y otras especies
que, como se menciond anteriormente, han demostrado tener
interés comercial, se tiene gue estdn muy poco caracterizadas
fisioldégica y geneticamente. Sin embargo, el trabajo para la
obtencidén de mutantes sobreproductoras de pectinasas, a partir
de la cepa silvestre de A. niger C28B25 (Antier y col., 1993),
no contempld iniciar con alguna cepa que tuviera alglin marcador
genético tal que permitiera la caracterizacidn genética de las
mutantes a través del ciclo parasexual con alguna cepa maestra.
El objetivo de la caracterizacidén genética seria poder asignar
la mutacién dgr a algGn cromosoma especifico, asi como

determinar el nGmero de grupos de complementacidén involucrados.

La falta de un marcador genético en las cepas dgr se puede
solucionar si se les induce una mutacidén, como por ejemplo una
auxétrofia. La seleccidén del nuevo marcador en las cepas puede
ser la auxotrofia a arginina, en vista de que es una mutacién
gque no tiene la cepa maestra con la que se cuenta para el
andlisis genético de 1las mutantes dgr. Ademds se desean crear
cepas con marcadores genéticos para gque formen parte de 1la
coleccién  UAM-ORSTOM, de manera que faciliten trabajos
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posteriores de manipulaciédn, caracterizacién genética Yy
transformacién. La seleccién de la auxotrofia a arginina, abre
la posibilidad para introducir DNA en nuestras cepas por medio
de la transformacién, debido a que se cuenta con el plasmido de
replicacién autdédnoma pDHG25, dgentilmente puesto a disposicién
del Dr JesGs Aguirre, asesor de la presente tesis, por el Dr.
John Clutterbuck. Este plasmido proviene de A. nidulans, y lleva
la secuencia del gen argB de A. nidulans gque codifica para la
ornitino-transcarbamilasa (OTC). El1 plasmido ya ha sido probado
con éxito en mutantes argB de A. nidulans, A. niger y A. oryzae,
donde se ha sido funcional en las respectivas transformantes
(Gems y col., 1991).

Por otra parte, el andlisis genético de A. nidulans, ha mostrado
que el producto del gen creA tiene un papel primordial como
regulador negativo durante la represidén catabélica por carbono.
Por lo anterior, muchas enzimas quedan desreprimidas en mutantes
afectadas en creA (Bailey y Arst, 1975). Recientemente se ha
probado que el gen creA clonado de A. niger es funcional en A.
nidulans, por complementacién heterdloga de la mutacidén crelA204
de A. nidulans, y ademds los productos del gen creA de las dos
especies tienen 82% de similitud en la secuencia de aminoédcidos
(Drysdale y col., 1993). Esto sugiere que las mutantes creA de
A. niger se comportan . similarmente a 1las mutantes creaA
estudiadas en A. nidulans, por lo que se hace interesante probar
si 1las mutantes aisladas por Antier y «col. (1993), dque
resultaron menos sensibles a la RC, estidn relacionadas con
posibles mutaciones creA. |

La necesidad planteada de conocer mas sobre la genética vy
fisiologia de las cepas dgr justifica el trabajo experimental
que sustenta 1la presente tesis, partiendo de 1las mutantes
obtenidas por Antier y col. (1993).
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2.2 Hipdétesis.

Se. ha formulado la hipbétesis de que entre las cepas mnméas
representativas de cada serie de mutantes (serie dgrAw99 y serie
dgraAw96), la mutacién que les confirié resistencia a la 2DG, y
que probablemente intervino directamente para gue
sobreprodujeran pectinasas en uno u otro medio, se halla en loci
distintos. Es decir, 1las cepas que tienen mejores niveles de
- produccién de enzima en las condiciones de CS estan afectadas en
sitios distintos del genoma, con respecto a las cepas capaces de
sobreproducir enzima en FES.

2.3 Objetivos.
2.3.1 Objetivo General.

Caracterizar genética y fenotipicamente mutantes de Aspergillus
niger sobreproductoras de pectinasas por Fermentacidén en Estado
Sélido o en Cultivo Sumergido.

2.3.2 Objetivos Especificos.
1) Obtencidn de cepas con marcadores genéticos.

2) Asignacién de las mutaciones dgr a un cromosoma especifico a
través del ciclo parasexual con una cepa maestra.

3) Comparacidén morfoldgica del crecimiento de las cepas en
distintos medios.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Microorganismos.

La cepas de Aspergillus niger usadas durante este estudio fueron:
C28B25 (silvestre), Aw99-bl, Aw99-iii2, Aw96-3 y Aw96-4, todas ellas
aisladas vy caracterizadas en cuanto a su produccidén de
poligalacturonasas por Antier y col. (1993). También se utilizaron
la cepa 350.52, con la mutacién argB (Buxton y col., 1985), y 1la
cepa maestra A731 obtenida del Fungal Genetic Stock Center (FGSC)
cuyc genotipo es el siguiente: cpsAl fwnAl (I), hisD4 (II), 1lysA7
(I1I1), leuAl (IV), nicAl (V), pabAl (VI), los nlameros romanos en
paréntesis indican el cromosoma en el que se encuentra la mutacidn.
La tabla 3.1 da el fenotipo de cada cepa. Para iniciar los
experimentos se partié de inventarios de las cepas conservadas en
granulos de silica gel (Perkins, 1977).

CEPA FENOTIPO
C28B25 Silvestre, DGS
Aw99-bl DGR

Aw99-1ii2 DGR, SP-CS
Aw96-3 DGS, SP-FES
Aw96-4 DGR, SP-FES

A731 Cepa maestra

350.52 ARG™

Tabla 3.1. Cepas de A. niger utilizadas en este trabajo. DGS,
sensible a 2DG; DGR, resistente a 2DG; SP, sobreproductora de
pectinasas; CS, cultivo sumergido; FES, fermentacién en estado
sb6lido; ARG™, auxdtrofa de arginina.
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3.2 Medios y condiciones de cultivo.
3.2.1 Medios de cultivo.

El medio minimo (MM) usado fue el mismo reportado por Antier y col.
(1993) cuya composicién es 1la siguiente en g/l: KH,PO, 1.30;
NaZHPO4-7H20 1.13; (NH4)ZSO4 0.75; MgSO4-7H20 0.30; urea 0.25; Cacl2
0.30, la fuente de carbono se varié durante los experimentos y esto

didé el criterio que se siguidé para la nomenclatura de los medios:

~MMG, medio minimo con glucosa 10 g/l.
~MMF, medio minimo con fructosa 10 g/l.
~-MMP, medio minimo con pectina 10 g/l.
-MML, medio minimo con glicerol 10 g/l.

La actividad de agua (A,) se redujo de un valor de 0.99 a un valor
de 0.96 por medio de la adicién de 15% (v/v) de etilenglicol (EG) a
los medios que lo requirieron. Los valores de actividad de agua se
midieron en el equilibrio mediante el analizador Decagon.

Los oligoelementos se agregaron al medio para tener una
concentracion final de 1 mg/l de ZnsoO,, FeSO,, MnSO, y CuSO, (Bos y
col., 1992). Para solidificar 1los medios se utilizé agar
bactereoldgico (15 g/1).

Los medios suplementados (MS) llevaban los nutrientes a
concentraciones finales de 250 mg/l para los aminoacidos y 2.5 mg/l
para las vitaminas (Bos y col., 1992). En el caso de la arginina,
ésta se probdé a dos concentraciones distintas: 700 y 260 mg/l (4 y
1.5 mM, respectivamente). En algunos casos se usd extracto de
levadura (E.L.) a distintas concentraciones para suplementar los
medios, segln el experimento.

El pH se ajusté a 5.5 y todos los cultivos se incubaron a 30°C, a
menos que se indiquen otras condiciones. La inoculacién se hizo
después de impregnar la punta de un palillo con 1las respectivas
suspensiones de esporas, a una concentracién de 107 esporas por
mililitro (esp/ml), posteriormente se depositaron las esporas por
picadura directa con el palillo en los medios en caja de Petri.

30



CAPITULO 3
3.2.2 Cultivo Sumergido (CS8).

Cada CS se hizo de acuerdo a Antier y col. (1993), basicamente de la
siguiente manera: en matraces de 250 ml, se inocularon 50 ml de MMP
liquido con 5x104 esp/ml. La incubacidn se hizo en un agitador
orbital a 180 rpm y temperatura controlada de 25°C. El micelio se
filtré en papel Whatman No. 4 y se secdé por 24 h a 60°C para
determinar el peso seco de la biomasa. E1 filtrado se utilizé para

el enzayo enzimatico.

3.2.3 Fermentacién en Estado 8élido (FES).

Los cultivos de FES sobre pulpa de café (malla 60) se realizaron en
columnas de vidrio como las descritas por Raimbault y Alazard
(1980) . La temperatura se mantuvo a 25°C mediante un bafio de agua en
el que se encontraban sumergidas las columnas. El medio para empacar
las columnas tuvo la siguiente composicién: por cada 100 g de pulpa
seca se agregaron 5 g de KH,PO,, 8 g de (NH,),S04 y 4.3 g de urea.
Estas sales se disolvieron previamente antes de la esterilizacidén
con la pulpa (30 min a 10 psi). Cada columna se empacd con 20 g de
pulpa de café estéril y con la humedad ajustada a 60%, que en
términos de actividad de agua corresponde a un valor de A, =0.96,
mantenida entre 0.955 y 0.965 a lo largo de la fermentacidén. La
aireacién se mantuvo a un flujo de 60 ml/min con una corriente de
aire que se hizo burbujear en agua antes de pasar por cada columna.
El inéculo consistié en 2x107 esporas por gramo de pulpa seca
(g/Ps) .

3.3 Confirmacidén de mutaciones creaA.

Como se ha mencionado anteriormente, las cepas que tienen 1la
mutacidén creA se encuentran afectadas en la represién catabélica de
algunas enzimas, entre ellas la alcohol deshidrogenasa que es capaz
de transformar el alcohol alilico en el compuesto téxico acroleina.
En este experimento se usaron concentraciones de alcohol alilico de
0, 3, 4 y 5 mM en MMG (condicién de represidn para una cepa
silvestre). La cepa maestra también se incluydé en el estudio, por lo

153909
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que, para este caso, el medio anterior se suplementé con los
requerimientos nutricionales de esta cepa. Como control positivo se
incluyd a la cepa MH440 de Aspergillus nidulans gque 1lleva la
mutacién creA. La inoculacidén fue por picadura con palillos, como se
explicd anteriormente. A las 60 h de incubacién a 30°C se mididé el
didmetro de las colonias para ver la respuesta al alcohol alilico.

3.4 Mutagénesis.

Las mutantes auxotréficas de arginina, de las cepas seleccionadas
(Aw99-iii2 y Aw96-4), se indujeron por irradiacién con 1luz
ultravioleta (UV) sobre las esporas, usando dosis bajas de mutégeno,
equivalentes a niveles de sobrevivencia superiores al 50% (Bos,
1987). Las condiciones de irradiacion fueron tales que se tuviera
una intensidad de 700 uW/cm? sobre los 27 ml de suspensién de
esporas a una concentracién de 8x106 esp/ml, recomendada por
Witteveen y col. (1990), y con agitacién constante por medio de un
agitador magnético dentro de la caja de Petri donde se hallaban las
esporas. En estas condiciones se realizé la curva de sobrevivencia,
para la cual se tomaron muestras, de la suspensibén irradiada, por
triplicado cada minuto (12 min en total) y se hizo la cuenta viable
sobre PDA con desoxicolato de sodio, para reducir el didmetro de las
colonias.

3.5 Proceso de Enriquecimiento (P.E.).

La suspensidén irradiada se dividié en alicuotas que se distribuyeron
en matraces con 60 ml de MMG iiquido para tener una concentracién de
2.5%10° esp/ml, incub&ndose a 30°C por un total de 30 a 40 hr a 150
rpm (Bos y col., 1992). A intervalos de 12 a 14 h se filtrd el medio
a través de una tela miracloth para retener el micelio que se habia
desarrollado. En promedio se realizaron 3 filtrados en cada P.E.
Cada filtrado se centrifugé a 6000 g por 10 minutos y se decanté
para resuspender las esporas en medio fresco e iniciar otro periédo

de incubacién. Finalmente las esporas que no germinaron durante el
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P.E. se recolectaron para sembrarse en MMG suplementado con arginina
1.5 mM. Se hizo una réplica de las colonias que crecieron, mediante
un replicador forrado de terciopelo, a cajas con MMG sin arginina.
Con esta técnica se dectectd qué colonias eran incapaces de crecer
en MMG, debido a la auxotrofia. Finalmente, cada mutante auxétrofa
de arginina se purificé y se conservd, para posteriores anélisis, en
silica gel (Perkins, 1977).

3.6 Andlisis Genético.
3.6.1 Formacidén de heterocariones.

Los heterocariones se obtuvieron al mezclar esporas de dos cepas con
distintos marcadores auxotréficos en 5 ml de MS, a menudo con
suplementacién extra de los factores de crecimiento. Posteriormente,
se incubaron por 1 dia a 30°C. El micelio resultante se lavd vy
algunas partés se transfirieron a cajas con MMG y se incubaron por 6
6 7 dias. Ocasionalmente se producia el crecimiento vigoroso de un
sector, indicando la existencia de un heterocarién. Los
heterocariones balanceados se pudieron mantener al transferir
pequefias muestras a cajas con MMG fresco.

3.6.2 Aislamiento de diploides.

A partir de los heterocariones esporulados, se hizo una suspensién
de esporas, en una solucién de Tween 80 al 0.05%, con la que se
inocularon cajas de Petri a las que se vacié MMG a punto de
solidificar. Los diploides heterocigotos se aislaron al cabo de 5 a
7 dias, cuando aparecian varias colonias en la superficie de las
cajas, pero sbélo una porcidén muy pequefia de ellas tenia crecimiento
radial y esporulacién uniformes, por 1lo que se consideraron
diploides. A estos diploides se les hizo un estriado en MMG para
obtener colonias provenientes de una séla espora. Todos 1los
diploides obtenidos fueron conservados en MMG a 4°C para posteriores
analisis.
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El estado de diploidia se corrobordé mediante la medicién de 1los

didmetros de las esporas y su comparacién con las cepas haploides.

3.6.3 Haploidizaciodn.

Los diploides heterocigotos se inocularon en MS, con todos 1los
requerimientos de 1las cepas haploides, en presencia de para-
fluorofenilalanina (pffen) a una concentracién de 90 a 100 mg/l
(Lhoas, 1961). Después de 6 a 10 dias aparecieron sectores poco
esporulados pero gue se probaron en MS y MM para estudiar 1la

segregacién de los marcadores genéticos.

3.7 Transformacién Genética.
3.7.1 Crecimiento del cultivo

El protocolo de transformacién para 1las cepas auxdtrofas fue
badsicamente de acuerdo a Yelton y col. (1984), como primer paso se
obtuvieron micelios jévenes con 12, 16 y 18 h (para la cepas
AW99ARG, Aw96~4ARG y 350.52, respectivamente) de incubacibén a 30°C y
200 rpm en MS con arginina y 0.1% de extracto de levadura (E.L.).

3.7.2 Obtencidn de protoplastos.

Se colectaron los micelios de cada cepa al filtrarlos por piezas
estériles de tela miracloth, después se lavaron con la solucidn para
el lavado de micelios (MgSO,-7H,0 0.6 M estéril y mantenida a 4°C).
Posteriormente, se pes6 de 0.5 a 1.0 g del micelio colectado en un
tubo falcon estéril y se colocd en hielo. En esta etapa se
prepararon las soluciones de enzimas 1liticas en agua destilada
estéril: Novozima 234 (15 mg/ml) y BSA (Sigma A-6003, 12 mg/ml),
estas cantidades fueron por cada una de las cepas que se pretendia
transformar.
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Una vez listas las soluciones anteriores, se resuspendieron los
distintos micelios en medio osmético (MgSO,-7H,0 1.2 M, NaH,PO,-7H,0
10 mM, pH 5.8, estéril y mantenido a 4©) usando 5 ml de este medio
por cada gramo de micelio colectado. A continuacidén se transfirieron
a matraces de 250 ml y se les agregd la solucidn de Novozima 234 (1
ml/5 ml de células), se mantuvo en hielo cada matraz por 5 min, para
finalmente agregarle la solucidén de BSA (0.5 ml/5 ml de células).

Como siguiente, paso cada uno de los matraces se incubdé a 30°C y 80
rpm por 50-60 min, después se filtraron a través de miracloth y se
recuperaron los protoplastos en tubos falcon de 15 ml para
centrifugarse por 15 min a 4©C. E1 sobrenadante se desechd y se
resuspendié con 10 ml de Buffer STC (Sorbitol 1.2 M, CaCl, 10 mM,
Tris-HCl 10 mM a pH 7.5, estéril y mantenido a 4°C) para centrifugar
Y repetir el ©proceso 2 veces méds (3 lavados en total). Los
protoplastos se resuspendieron en 1 ml de Buffer STC y se guardaron
en hielo. La solucidédn se diluyé 1:100 en Buffer STC para contar los
protoplastos en un hematocimetro.

3.7.3 Transformacién.

A los protoplastos de las tres cepas que se pretendian transformar,
se les incorpordé el plasmido de replicacién autdnoma pDHG25 gque
lleva 1inserto el gene argB de Aspergillus nidulans (Gems Yy
col.,1991), el cual codifica para la ornitino transcarbamilasa
(OTC). En el caso de la cepa 350.52, se realizdé una cotransformacién
con el plasmido pJA22 y otra con el plasmido pJAl12B, estos plasmidos
llevan la fusidén del gene brlA de A. nidulans y del gene estructural
de la beta-galactosidasa (lacZ) de E. coli. La diferencia entre
estos dos Gltimos plasmidos es la orientacién de la fusién brla-
lacZ. (Aguirre y col., 1990).

Se wusaron 100 uxl de solucién de protoplastos y 4 ug de DNA
(plasmido) que se incubaron a temperatura ambiente por 25 min en un
ependorff de 1.5 ml de capacidad. Después de lo anterior, se ahadid
1 ml de PEG (PEG 4000 al 60% (BDH), CaCl, 10 mM, Tris-HCl 10 mM a pH
7.5, estéril y mantenido a temperatura ambiente) mezclando
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suavemente cada tubo, para después incubarlo a temperatura ambiente

por 20 min més.

Finalmente, se desechd el PEG Yy se resuspendieron los protoplastos
en 1 ml de Buffer STC. Se inocularon pegquefias gotas de estas
soluciones de protoplastos en el fondo de cajas de Petri, a las que
se vacié medio a punto de solidificar. Para seleccionar las colonias
transformantes, el medio utilizade fue MM con sorbitol 1.2 M y las
sales minerales ya especificadas.

Se hicieron controles en el medio anterior sembrando los
protoplastos sin transformar, esto para verificar la presencia de
contaminantes o revertantes. También se determindé la viabilidad de
los protoplastos antes y después del PEG, en este caso el medio se

adicioné con arginina 1.5 mM.

3.8 AnAlisis de resistencia a 2DG.

Se inocularon por picadura cajas con MM o MS con arginina, segin el
caso. Se probaron 4 distintas fuentes de Carbono: glucosa, fructosa,
pectina o glicerol, y para todos los casos se incluyeron en el medio
concentraciones de 2DG que iban de 0 a 0.50 g/l. Al cabo de 60 h a
30°C se midié el didmetro de cada colonia para cada cepa, esto se
hizo por duplicado y se presentan los promedios de cada medicién.

3.9 Ensayo enzimatico.

La actividad pectinolitica se midié a partir de los filtrados de
cada CS. Para el caso de las muestras obtenidas de las FES, se
tomaron 10 g de pulpa de café fermentada y se mezclaron con 10 ml de
agua destilada, a continuacién se prensaron a 1000 psi en una prensa
hidrdulica. El extracto obtenido se centrifugé a 6000 g por 5 min y
se utilizé el sobrenadante para el ensayo enzimatico.

La actividad pectinolitica, que fue principalmente del tipo de 1la
poli-1, alfa-D-galacturonido glicanohidrolasa (E.C. 3.2.1.15)
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(Leuchtenberger y Mayer, 1992), fue medida de acuerdo con Antier y
col. (1993). Esto se hizo por viscosimetria, registrando 1la
reduccidén de la viscosidad de una soluciédn de pectina (20 g/l, en
buffer de citratos-fosfatos 0.1 M y pH 5.5), usando para ello un
viscosimetro Brookfield. A 18 ml de la solucidén de pectina se le
afiadé 1 ml del filtrado o del extrato, segln proviniera de CS o FES,
y se dejaba incubadndose por 10 min a 45°C. Una unidad (U) de
actividad pectinolitica se definid como la cantidad de enzima gque
reduce en 10 min la viscosidad, de la solucidén de pectina, a 50% de
su valor inicial,

3.10 Morfologia de crecimiento.

Los parametros de velocidad de extensién radial (Vr) y longitud de

las hifas terminales (L se midieron mediante el procesador de

o)

imdgenes. L, corresponde a la media de 30 mediciones de 1la 2zona

periférica ge crecimiento en cada colonia, esta medicidén se hace
durante 1la Gltima lectura de Vr, después de fijar el micelio
mediante la inmersién por 24 h en una solucién que contiene 2.5 ml
de Cro; al 10%, 5.0 ml de dcido acético al 10%, aforando a 100 ml
con agua destilada (Clark, 1981). Vr se midid obteniendo los radios
de cada colonia a intervalos regulares de tiempo, cada 24 h, durante
100 h para los medios con A_=0.990 y cada 48 h, durante 220 h, para
el caso de los medios con A_=0.955. A continuacidén se obtuvieron las
regresiones lineales para cada caso. En este trabajo se presentan

las medias de 3 colonias por medio de cultivo.

Con la expresidén propuesta por Larralde-Corona y col. (1994) se
calculdé la velocidad especifica de crecimiento (u). E1 valor de u se
estimbé por la fdédrmula:

#=1ln2 s/
Siendo 2s la frecuencia de ramificacibén del micelio, estimada como:

¢s=vr/[Lcln(LC/LO)]'
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donde L, es la longitud critica de una hifa antes de ramificar Y Lg
es la longitud promedio de las hifas terminales (Lg=2.5Ly,), Yy como
ya se ha mencionado, este valor se obtiene midiendo directamente en
la periferia de la colonia en cuestién. Los resultados se analizaron
con el paquete estadistico SaAs.
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ESTRATEGIAS PARA CRUZAS.
4.1 Introduccidn.

La mutacién creA en Aspergillus nidulans altera 1la represién
catabdlica de varias enzimas dando un fenotipo de desrepresién
(Bailey y Arst, 1975). Por ejemplo, las mutantes creA tienen
desreprimida la alcohol deshidrogenasa, esto las hace incapaces de
crecer en un medio con glucosa al 1% (condicidén de represidén en una
cepa silvestre) en presencia de alcohol alilico, pues 1la alcohol
deshidrogenasa desreprimida convierte este compuesto en acroleina,

que resulta téxico para el microocrganismo (Hynes y Kelly, 1977).

Por otra parte, las mutaciones creA son recesivas en diploides
(Bailey y Arst, 1975) por lo que se pueden formar heterocariones
entre una cepa con esa mutacidén, incluso con otra mutacidédn adicional
como la de 1las cepas dgr, Y una cepa maestra (con 1la alcohol
deshidrogenasa reprimida), para ello se puede emplear un medio
selectivo consistente en MMG con alcohol alilico a concentracidén
letal para cualquier cepa creA. En este medio podria crecer un
heterocaridén con un alelo silvestre del gene creA (proveniente de la
cepa maestra) y con todos los alelos silvestres de los genes mutados
en la cepa maestra (provenientes de la cepa cred). El aislamiento de
un diploide en el medio anterior permitiria el mapeo de genes a
través del ciclo parasexual partiendo directamente de las cepas
aisladas por Antier y col. (1993), que no tienen otro marcador
genético fuera de la resistencia a 2DG.

En este capitulo, se describen las estrategias usadas para tratar de
forzar la formacién de heterocariones, entre las mutantes dgr y la
cepa maestra A731.

4.2 Investigacién de probables mutaciones crel.

La figura 4.1 muestra el perfil de resistencia al alcohol alilico de
las cepas, y se puede notar que aln a concentraciones de alcohol
alilico 5 mM hay crecimiento en todas las cepas. Sdlo la cepa Aw99-
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iii2 tiene una disminucién sensible del diametro de la colonia Yy
esporulacién a concentraciones mayores de 3 mM. En general las cepas
disminuyen su esporulacién a concentraciones de 4 y 5 mM con
respecto al medio control sin alcohol alilico.

Dism. (cm)

1.0 '*x T
06
0.0 o 1

0 3 4 5

ALCOHOL. ALILICO (mM)
-~ A731 +C28B26 v AwW99-b1 * Awog-il2 ¥ Aw96-3 ¢ Aw96-4 * MH440

Figura 4.1. Perfil de crecimiento de cepas de A. niger en presencia
de alcohol alilico. Se muestra el comportamiento de la cepa
MH440 de A. nidulans, que lleva la mutacidén creaA.

4.2.1 Discusiones y conclusiones.

Por la evidencia del experimento anterior parace que no existe una
desrepresién catabdlica de la alcohol deshidrogenasa en ninguna de
las cepas probadas, incluso, 1la <cepa silvestre resulté ser
resistente al alcohol alilico en todas las concentraciones probadas.

Ninguna de las mutantes sobreproductoras de pectinasas probadas en
este estudio resultd tener un fenotipo como el gque se presenta en
las mutantes creA de A. nidulans, como la cepa MH440 (Fig. 4.1).
Esto sugiere que la desrepresidn y sobreproduccidén de pectinasas en
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estas cepas pueden no estar relacionadas con la desrepresidn
catab&lica debida a mutaciones creaA.

Recientemente se ha reportado gque mutantes creA de A. nidulans aln
preseﬁtan represibébn catabdélica por glucosa, para al menos un gene de
la ruta biosintética de la penicilina (Espeso y col., 1993) y para
el gene brlA, involucrado en la conidiacidén (Skromne y col., 1993).

Por lo anterior, la posibilidad de usar el alcohol alilico como
presién selectiva, para formar un heterocarién y aislar un diploide,
no resulté viable porque las cepas estudiadas no tuvieron un
fenotipo como el gue se presenta en las mnutantes creid de A.
nidulans. Es importante seflalar que aunque se ha clonado el gene
creA de A. niger y ha sido capaz de complementar mutantes creiA de A.
nidulans (Drysdale y col., 1993), no se ha aislado alGn una mutante
creA de A. niger y adem&s las mutantes dgr en A. nidulans no han

mapeado en el locus creA (J.M. Kelly, comunicacién personal).

4.3 Resistencia a 2DG en distintas fuentes de carbono.

Se ha visto que para algunas cepas de Aspergillus niger, la
resistencia a la 2DG disminuye si la fuente de C es glicerol, en vez
de glucosa (Kirimura y col., 1992). Por otro lado, la cepa EK-6B de
Saccharomyces cerevisiae en presencia de 2DG es incapaz de fermentar
rafinosa, sacarosa o maltosa, perc la glucosa es fermentada de igual
forma en presencia o no de la 2DG (Hackel y Khan, 1979).

Estas observaciones y el hecho de que la cepa maestra tiene una
resistencia a 2DG como caracter dominante, como se observ®é con el
diploide D1 (Fig. 4.2), dieron pauta para que se analizara 1la
resistencia a 2DG, en distintas fuentes de C, para algunas de las
cepas dgr.
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Fig. 4.2. Resistencia a 2DG del diploide D1 en MMP. Se muestra el
perfil de cada una de las cepas haploides que lo originaron,
para esta cepas el medio se suplementdé con los requerimientos
necesarios. Cada punto corresponde al promedio de dos
observaciones para cada cepa.

Con los experimentos planteados existia la posibilidad de hallar un
medio, con una fuente de C especifica, en el que la 2DG funcionara
como agente selectivo para formar un heterocarién entre 1la cepa
maestra y alguna de las cepas dgr. Es decir, se podria tener un
medio, con cierta concentracidén de 2DG, en el que alguna cepa dgr no
creciera, o lo hiciera con mucha dificultad, pero la cepa maestra si
lo creciera, siempre que dicho medio estuviera suplementado con sus
nutrientes requeridos. Con los datos de fuente de C y concentracién
de 2DG apropiados en el medio, se podria inducir un heterocaridén en
ese medio minimo, de tal manera que 1las auxotrofias de 1la cepa
maestra serian curadas por los respectivos alelos silvestres de la
cepa dgr, y la resistencia a la 2DG, de caracter dominante, seria
aportada por la cepa maestra A731.
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El resultado del crecimiento de las cepas (medido como di&metro
alcanzado a las 60 h) se muestra en las figs. 4.3, 4.4, 4.5 y 4.6,
para las fuentes de C: glucosa, fructosa, pectina y glicerol,
respectivamente.

En el medio con glucosa como Gnica fuente de carbono (MMG) todas las
cepas logran crecer en el rango de 2DG probado, incluyendo la cepa
maestra A731 (Fig. 4.3). Tanto la cepa silvestre C28B25, como la
cepa Aw96-3 (que es sensible a 2DG, a pesar de haber sido aislada
como dgr en un principio) tienen una zona esporulada muy pequefia a
niveles de 2DG superiores a 0.30 g/l, y a 0.50 g/1 se desarrollan
unicamente como micelio vegetativo.

Cuando la fuente de carbono se cambidé a fructosa (MMF), las cepas
Aw99-iii2, Aw96-4 y A731 tuvieron un crecimiento radial semejante al
mostrado en MMG (fig. 4.4). Sin embargo, las cepas C28B25 y Aw96-3
no germinaron a concentraciones de 2DG por encima de 0.10 g/l, nivel
en el que para estas dos -cepas sblo se observd una germinacién
incipiente en algunas cajas.

En el caso de pectina como fuente Gnica de carbono (MMP), se obtuvo
un perfil de resistencia en el que la sensibilidad al andlogo téxico
fue mds evidente que en los medios MMG y MMF para todas las cepas
(Fig. 4.5). De hecho 1las cepas C28B25 y Aw96-3 ni siquiera
germinaron a una concentracién de 2DG de 0.05 g/l y todas las dem&s
cepas presentaron menor crecimiento radial al aumentar el nivel de
2DG. Ademé&s la esporulacién es muy pobre a concentraciones de 0.30 y

0.50 g/l para las cepas que lograron formar una colonia.

En cuanto a los resultados de los medios con glicerol como fnica
fuente de carbono (MML), se observé que fue el medio donde las
colonias de todas las cepas tuvieron el crecimiento radial m&s pobre
(Fig. 4.6), 1incluso sin 2DG, el &rea esporulada es menor con
respecto a los otros medios. Adem&s en este medio MML, el efecto de
la 2DG sobre todas las cepas es mds notorio al aumentar el nivel del
andlogo tdéxico en el medio.
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Figura 4.3. Resistencia de las cepas a 2DG en medio minimo con
glucosa (MMG) como UGnica fuente de carbono, la medicién de los
diametros se hizo a las 60 h de incubacién a 30°C.
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Figura 4.4. Resistencia de las cepas a 2DG en medio minimo con
frutosa (MMF) como tGnica fuente de carbono, la medicidén de los
didmetros se hizo a las 60 h de incubacidén a 30°C. Los simbolos
para cada cepa corresponden a los de la figura 4.3.
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4.3.1 Discusiones y conclusiones.

La 2DG es un andlogo téxico de la glucosa, cuyo efecto téxico se
manifiesta cuando se transporta y en el interior de la célula es
fosforilada por la hexosinasa, dando un gasto inGtil de ATP, ademis
de inhibir tanto algunas enzimas de la ruta glucolitica, como 1la
incorporacién de glucosa y manosa en los polisacdridos de la pared
(Allen y col., 1989).

La variacién del efecto de 1la 2DG en 1los diferentes sustratos
empleados probablemente pueda explicarse de la siguiente manera: Si
en el medio existe glucosa como fGnica fuente de C, como en los
medios MMG, la 2DG entra simultaneamente y por la misma via que la
glucosa para fosforilarse. Puesto que se tienen dosis bajas del
andlogo, con respecto a la cantidad de glucosa total en el medio,
puede haber un efecto de dilucién, de tal manera que las hexocinasas
tienen mayor probabilidad de fosforilar una molécula de glucosa que
una de 2DG, permitiendo que la ruta glucolitica continlGe sin efecto
aparente del andlogo, hasta una concentracién critica que depende de
la cepa, como se pudo notar en este trabajo.

También se observé que las cepas resistentes a 2DG, a baja
concentracién del analogo (0.01 g/l), tienen una respuesta tal que
incrementan su velocidad de extencién radial, sugiriendo que una
manera de sobreponerse al efecto téxico de la 2DG es acelerar su
metabolismo. Este fendmeno se observa como un pico en las curvas de
diadmetro de 1las colonias contra concentracién de 2DG para las
fuentes de C empleadas (Figs. 4.3-4.6). El metabolismo m&s acelerado
de las cepas resistentes a 2DG se confirmé en otra serie de
experimentos que se detallan posteriormente. Estos consistieron en
la medicidn de la velocidad especifica de crecimiento a través del
procesamiento de imégenes.

Al cambiar la fuente de C, en presencia de la 2DG, ésta y la fuente
de C entran a la célula por vias distintas, y cada molécula de 2DG
puede fosforilarse libremente mientras no se forme una molécula de
glucosa con la que pueda competir para ser fosforilada.

46



CAPITULO 4

Resulta claro que entre mds tarden las moléculas del sustrato en
formar una molécula de glucosa dentro de 1la célula, mayor tiempo
tendra la 2DG para fosforilarse, con un gasto inGtil del ATP y 1la
subsecuente inhibicién de enzimas glucoliticas. A partir de un
sustrato, distinto de glucosa, se puede formar glucosa por diversos
mecanismos, por ejemplo: isomerizacién de fructosa o por

condensacién de triosas a partir del glicerol.

La cepa A731 en el medio MML suplementado con sus requerimientos, y
a una concentracién de 2DG de 0.30 g/l logra crecer con la formacién
incipiente de conidiéforos, mientras que la cepa Aw99-iii2 en el
mejor de los casos sb6lo logra germinar luego de 60 a 70 horas en

esas condiciones (Fig. 4.6).

Se podria especular, por tanto gue si se fusionan las hifas de 1las
cepas A731 y Aw99-iii2, se podria mantener el heterocaridén entre
ellas en un medio MML con 2DG a una concentracién minima de 0.30
g/l, donde 1las auxotrofias de la cepa maestra A731 serian
complementadas por la cepa Aw99-iii2, en tanto que la resistencia
para crecer en tales niveles de 2DG seria aportada por la cepa A731,

que tiene caracter dominante (Fig. 4.2).

4.4 Formacidén de heterocariones con presidén selectiva de 2DG en MML.

La estrategia planteada a partir de los resultados del experimento
anterior, sugirié la formacidén de heterocariones entre las cepas
A731 y Aw99-iii2 bajo la presién selectiva de la 2DG a 0.30 g/l en
MML.

Sin embargo, luego de varios intentos bajo esas condiciones, no se
pudo aislar ningGn diploide de 1las colonias que parecian ser
heterocariones.

La 2DG se incrementd de 0.30 a 0.35 y 0.40 g/l para ver si se tenia
una mejor presién selectiva, incluso se hicieron transferencias
sucesivas del micelio a MML fresco, pero no se recuperd ningGn
diploide.

47



CAPITULO 4

4.4.1 Discusones y conclusiones.

Se puede pensar que los sectores con apariencia de heterocariones en
realidad no lo eran, y tal vez se trataba de la misma cepa Aw99-

iii2; que simplemente aletargaba su germinacidén en esas condiciones.

Esta suposicién se ve reforzada por una observacidén previa en que la
cepa Aw99-iii2 retarda su germinacidén, en comparacidén con otras
cepas dgr, en un medio con una concentracién baja de pectina como
Gnica fuente de carbono (2 g/l) con 2DG a una concentracién de 0.10
g/l. Sin embargo, cuando comenzd a crecer lo hizo a mayor velocidad
radial que en un medio sin 2DG a la misma concentracién de pectina
(fig 4.7).

Una observacidén importante de esta serie de experimentos es que la
cepa maestra A731 resultd ser resistente a la 2DG, incluso a niveles
mayores que las cepas dgr originadas de la cepa silvestre C28B25, lo
cual podria ser un obstlculo para mapear la mutacidén que confiere la
resistencia a 2DG en 1las cepas sobreproductoras de pectinasas,
puesto que al haploidizar un diploide formado entre la cepa A731 y
una de nuestras cepas, no podria distinguirse 1la resistencia
proveniente de nuestras mutantes de 1la proveniente de 1la cepa
maestra.

No obstante, se podia especular que esos dgenes dgr segregarian
libremente entre los haploides. De tal manera que un sector haploide
determinado resistiria la 2DG hasta una concentracién caracteristica
de la correspondiente cepa dgr, o bien, hasta una concentracién
mayor, caracteristica de la cepa A731.
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Figura 4.7. Efecto de la 2DG sobre la velocidad radial (Vr) en 2
cepas dgr: Aw96-4 (a) y Aw99-iii2 (b), en MMP (2 g/l). En ambas
se observa que al crecer en un medio con 2DG (0.10 g/l), la Vr
se incrementa, de 139 a 193 um/h en la cepa Aw96-4 y de 123 a
189 um/h en la cepa Aw99-iii2.
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El seguimiento entonces de la cepa haploide, capaz de crecer sblo
hasta concentraciones de 2DG tolerables por la respectiva cepa dgr,
daria la pauta para asignar ese gene dgr a algin cromosoma de la
correspondiente cepa dgr.

De cualquier forma, gquedaba el problema de formar los heterocariones
entre la cepa maestra y algunas de las cepas mas representativas de
la coleccién originada por Antier y col. (1993). Para tener néas
probabilidades de éxito, se crearon auxétrofos de las cepas dgr. Con
ello se podria forzar el crecimiento de los heterocariones entre los
auxétrofos y la cepa maestra A731 en MM. En el capitulo siguiente se
expone la estrategia seguida para obtener los auxétrofos y algunas
caracteristicas sobresalientes de los mismos.
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CAPITULO 5
AISLAMIENTO DE AUXOTROFOS.
5.1 Introduccién.

La formacién de heterocariones se puede dar en forma esponténea
entre cepas compatibles de A. niger, sin embargo se puede facilitar
la formacién de heterocariones entre 2 cepas si se induce una
presidn selectiva por requerimientos nutricionales, donde se da 1la
complementacidén de mutaciones en forma reciproca. Es decir, ninguna
dé las dos cepas parentales crecen en MM, pero si lo hacen en forma

de heterocarién.

Las cepas aisladas por Antier y col. (1993) no tienen marcadores
genéticos, como auxotrofias, de ahi que se requiera introducir algQn
marcador de este tipo para forzar el heterocarién entre estas cepas
Y la cepa maestra.

En este capitulo se expone la forma en gque se obtuvieron estos

auxétrofos y algunas caracteristicas sobresalientes de los mismos.

5.2 Eleccidon de cepas y tipo de auxotrofia.

Para iniciar la estrategia de la formacidén de heterocariones entre
la cepas maestra y una auxdtrofa, se pensd en aislar tal auxdtrofa a
partir de una cepa representativa de cada serie de mutantes
reportadas por Antier y col. (1993), (fig. 2.1). De la serie dgrAw99
se tombé a la cepa Aw99-iii2, pues es la cepa que produjo las mayores
cantidades de pectinasas en CS. En cuanto a la serie dgrAw96, se
tomé a la cepa Aw96-4, pues es la cepa que produjo las mayores
cantidades de pectinasas en FES, con respecto a las dem&s cepas
resistentes a 2DG. En la Tabla 5.1 se muestran datos cuantitativos
de produccidn de estas dos cepas seleccionadas, asi como de la cepa
silvestre C28B25 a manera de comparacidédn. La razén por la gue no se
considerd a la cepa de mayor produccién en FES (cepa Aw96-3) durante
la presente seleccidén, es porque esta cepa, no obstante que se aisld
como dgr, revirtié al fenotipo silvestre de sensibilidad a la 2DG,
sin perder su capacidad de sobreproducir pectinasas en FES.
153999
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CEPA DLgq(g/1) cs8(U/g BS) FES(U/g P8)
AwW99-iii2 0.042 140 24
AWO 6-4 0.574 78 220
C28B25 0.005 35 130

Tabla 5.1. Cepas seleccionadas para el proceso de mutagénesis vy
comparacién con la cepa C28B25 en cuanto a su dosis letal media
(DLgg) de 2DG y produccién de pectinasas en CS y FES (Minjares,
1992).

En lo que se refiere a la seleccidén de auxotrofia, ésta se basd en
la bGsqueda de un marcador gue no estuviera presente en la cepa
maestra y que, por otro lado, permitiera tener una cepa con la cual
formar un sistema de transformacién genética. Para esto Ultimo se
contaba ya con el plésmido de replicacidén autdénoma pDHG25, que lleva
el gene argB de A. nidulans y que ha sido probado con éxito en
mutantes argB de A. niger (Gems y col., 1991).

Por lo anterior se pensd en construir auxétrofos de arginina
partiendo de las cepas seleccionadas de cada serie de mutantes, esto
abria la posibilidad de tener alguna mutante especifica del gene
argB factible de transformacién genética. Los resultados referentes
a la transformacién genética se expondré&n m&s adelante.

5.2.1 Mutagénesis.

Un estudio realizado por Bos (1987) hace referencia a que
generalmente se utilizan dosis altas de mutdgeno (alta mortalidad)
para obtener una frecuencia relativamente alta de mutantes deseadas.
Sin embargo, tales dosis pueden resultar en aberraciones
cromosémicas y dafios generales de la informacién genética, con una
carga de mutaciones indeseables. De ahi la recomendacién de llevar a
cabo procesos de mutagénesis a dosis bajas de mutégeno, compensando
la baja frecuencia de mutantes entre las esporas sobrevivientes con
un proceso de enriquecimiento apropiado.
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CAPITULO 5

Por otro 1lado, van Tuyl (1977) hace notar gque varias mutantes
auxotrdficas de A. niger obtenidas con nitosoguanidina crecian mas
lento y con esporulacién pobre, comparadas con las obtenidas
mediante irradiacidédn con luz UV.

Tomando en cuenta las observaciones anteriores, se siguidé un
protocolo de mutagénesis por irradiacién con 1luz UV., para ello se
obtuvo la curva de sobrevivencia para una de las cepas
seleccionadas, cepa Aw96-4, a través de cuentas viables a distintos
tiempos de irradiaciébn (fig. 5.1).

5.2.2 Discusiones y conclusiones.

Una vez obtenida la curva de sobrevivencia, se pudo establecer que
para garantizar una sobervivencia superior al 50% de las esporas,
recomendado por Bos (1987), era necesario irradiar las esporas por
tiempos menores a 3.5 minutos bajo las condiciones establecidas (Fig
5.1). En general, las cepas con esporas negras, como es el caso de
las cepas seleccionads, tienen el mismo perfil de sobrevivencia
cuando son irradiadas con luz UV en las mismas condiciones (Bos y
col., 1992). Por esto uGltimo, 1los resultados obtenidos se tomaron
como representativos para la otra cepa seleccionada (cepa Aw99-i1ii2)
para el proceso de mutagénesis.

5.3 Proceso de Enriquecimiento (P.E.).

Como se ha mencionado antes, el proceso de enriquecimiento surge
como una necesidad para compesar la baja frecuencia de mutantes
obtenidas con dosis bajas de mutageno.

El P.E. empleado consistidé en 1la eliminacién paulatina de las
esporas derminadas, capaces de crecer en MM, mediante fltraciones
sucesivas, con objeto de recuperar las esporas no dgerminadas con
alta probabilidad de ser auxétrofas. Finalmente se probaron esporas
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no germinadas, durante todo el P.E., para ver si alguna era

auxdtrofa de arginina.

Es importante notar que se hicieron varios P.E. para cada cepa y se
obtuvo una mutante arg  a partir de cada cepa (Tabla 5.2).

% SOBREVIVENCIA COLONIAS MUTANTES
CEPA EN CADA P.E. ANALIZADAS arg-
AW99-iii2 50-60 4.5x%10° 1
AW96-4 50-60 1.0x10% 1

Tabla 5.2. Resultados de los procesos de enriquecimiento.

Una vez establecidas las condiciones para el proceso de mutagénesis,
se detectaron algunos problemas durante 1los P.E. Uno de estos
problemas fué el gque muchas esporas se adherian unas con otras, o
bien, gquedaban atrapadas en el micelio que lograba desarrollarse
antes de la primera filtracién, esto trajo como consecuencia la
pérdida muy grande de esporas ho dgerminadas. Estas esporas no
germinaron porque pudieron estar muertas desde el principio o porgque
sufrieron alguna mutaciédn que las hizo incapaces de crecer en MM,
por ejemplo las auxdtrofas de arginina.

Sin embargo, el problema mds serio resulté ser la dispersién de los
tiempos de germinacidn. Bos y col. (1992) estudiaron este fendmeno
de dispersidén de los tiempos de germinacidén en esporas a partir de
una suspensién irradiada con luz UV. En el caso de las esporas
irradiadas en nuestro laboratorio, se observdé que la mayoria de las
esporas gue no germinaron, no eran auxétrofas, sino que simplemente
retardaron su germinacién, pues la mayoria pudo germinar en MMG
depués de cada P.E.

Por otro lado, las cepas de A. niger utilizadas tienen conidiéforos
muy altos y, en el proceso de réplica de una caja a otra, ocasionan
una dispersién de esporas mas alld del &rea de la colonia replicada,
obviamente esto dificulta el proceso de anilisis de las réplicas.
Cuando se hacen trabajos de este tipo, es conveniente que las cepas
tengan conidiéforos cortos (mutantes cps) que permitan un manejo mas
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confiable por medio de réplicas sobre distintos medios (Klaas vy
col., 1992). La dispersidén de esporas hizo necesario utilizar un
criterio mAs seguro para encontrar cepas realmente arg , esto se
hizo mediante el uso de cajas maestras donde se inoculaban en una
distribuciébn especial todas aquellas colonias con m&s probabilidad
de ser arg después de un P.E. De esta manera se podia trabajar
hasta con 100 colonias distribuldas en 4 o 5 cajas maestras, dgracias
a esto se simplificé el proceso de réplica usando un replicador de
colonias que respetaba la posicidédn de cada colonia en cada caja para

su rapida identificacién.

5.3.1 Discusiones y conclusiones.

A pesar de 1los problemas como la dispersién de los tiempos de
germinacién y 1los conididéforos altos, los P.E. fueron eficientes
para encontrar mutantes arg  con bajas dosis de mutdgeno (60% y 50%
de sobrevivencia), aislando las cepas Aw99ARG Yy Aw96-4ARG,
originadas de las cepas Aw99-iii2 y Aw96-4, respectivamente. De no
haber sido por estos P.E., hubiera sido practicamente imposible
aislar cepas arg"- a las dosis de mutdgeno empleadas, analizando
aproximadamente 1.5x10% como fue el caso para este trabajo. Existe
un P.E. basado en el uso de la enzima Novozima, que degrada la pared
celular de los tubos germinales (originados a partir de esporas sin
auxotrofias), dejando intactas las esporas muertas o auxdtrofas que
no germinan en MM. Con este P.E., Debets y col. (1989), han obtenido
un factor de enriquecimiento de 250 veces para la obtencidén de
auxdtrofos de varios tipos en el mismo P.E.

5.4 Caracteristicas de crecimiento de las cepas arg~ obtenidas.

Después de un proceso de purificacidén, cada cepa arg se probd en
MMG suplementado con arginina 1.5 y 4 mM (260 y 700 mg/l
respectivamente), a otra serie de cajas se le agregaron estos mismos
medios pero con 0.5% de extacto de levadura (E.L.). Se estima que 1la
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concentracién de arginina en un MM suplementado con 0.5% de E.L. es
de 0.4 mM (70 mg/l) (Serlupi-Crescenzi y col., 1983).

La figura 5.2 muestra los resultados en el desarrolo de las cepas en
los distintos medios. Ninguna auxétrofa fue capaz de germinar en
MMG, pero si lo hacieron cuando el medio se suplementd con E.L. y/o
arginina. La cepa Aw99ARG presentd una velocidad radial (Vr) méaxima
de 378 um/h en MMG suplementado con E.L., pero después de 60 horas
no mostré esporulacidn, presentando sblo micelio vegetativo. Cuando
al medio anterior se 1le afiadié arginina 1.5 mM, la Vr no varid
sensiblemente, pero la esporulacién fue abundante y cubrié la mayor
parte de la colonia, comoc ocurrid con el medio MMG suplementado con
0.5% de E.L. y arginina 4.0 mM, aunque en este medio la velocidad
radial promedio descendidé ligeramente a 350 um/h.

En lo que se refiere a los medios MMG suplementados s6lo con
arginina 1.5 o 4.0 mM, esta cepa Aw99ARG, tuvo una velocidad
promedio de 256 um/h con una esporulacién pobre, mds altn a la
concentracién menor de arginina.

Por otro lado, la cepa Aw96-4ARG tuvo una Vr promedio de 372 um/h en
MMG suplementado con 0.5% de E.L. y con arginina 1.5 mM, ademas en
este medio se observé su mejor esporulacidén. Esta cepa si logréd
esporular en MMG suplementeado s6lo con 0.5% de E.L., y tuvo una
velocidad radial promedio de 360 um/h. No obstante que la velocidad
radial en los medios que unicamente tenian arginina 1.5 y 4.0 mM fue
de 320 y 327 um/h en promedio respectivamente, la esporulacidédn fue
bastante mejor con respecto al MMG suplementado sdlo con E.L.
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cepas arg en MMG suplementado con 0.5% de extracto de levadura
(E.L.) y arginina 1.5 o 4.0 mM. Figs. a: cepa AwW99ARG y b: cepa
AW96-4ARG.
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5.4.1 Discusiones y conclusiones.

En cuanto al comportamiento de las cepas arg en MMG suplementado
sélo con E.L., se observd en forma general que el fenotipo de escasa
esporulacién (cepa Aw96-4ARG) y nula esporulacidén (cepa Aw99ARG), se
revirtié cuando estos medios estaban suplementados ademd&s con
arginina 1.5 y 4.0 mM (260 y 700 mg/l, respectivamente). Esta
caracteristica ha sido reportada por Serlupi-Crescenzi y col. (1983)
en una cepa argB de Aspergillus nidulans. Estos autores ademés
demostraron que la velocidad radial permanecia constante en el rango
adicionado de arginina al medio (0 a 500 mg/l), afadiendo ademés
para todos los casos 0.5% de E.L.

En el presente trabajo se pudo apreciar que la velocidad radial no
variaba sensiblemente en los medio con E.L. a las concentraciones
adicionadas de arginina, aunque se notdé un ligero descenso cuando la
concentracidén de arginina fue de 4 mM (700 mg/l) para ambas cepas.
Similarmente, para los casos de MMG suplementados sélo con arginina
1.5 o 4.0 mM, la velocidad radial de las cepas practicamente no

varia entre una y otra concentracién de arginina.

Por otro lado, el hecho de que la cepa AW99ARG creciera, pero no
esporulara de manera normal en un medio suplementado séloc con
arginina, puede sugerir gque esta cepa tiene algn requerimiento
parcial adicional de algln factor de crecimiento (como vitaminas), o
bien, que algin gene involucrado con la esporulacidén se encuentra
afectado. Esta afeccién puede ser s6lo una pérdida parcial de 1la
funcidén de dicho gene. Sin embargo, cuando al medio suplementado con
arginina se le afiadié 0.5% de E.L. se recuperd la esporulacién, esto
parece indicar que mds bien se trata de la primera opcidn, es decir,
que puede haber un requerimiento parcial de algGn factor de
crecimiento como una vitamina.
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5.5 Perfil de resistencia a 2DG de las cepas arg .

Una vez obtenidas las cepas arg , era necesario probar que 1la
resistencia a 2DG habia variado lo menos posible después de la
induccién de la auxotrofia. Para ello se corridé un experimento en el
que se midieron los di&metros de las colonias a distintas
concentraciones de 2DG en MMP suplementado con 1.5 mM de arginina,
de tal manera que en el mismo experimento se compard el perfil de
resistencia a 2DG de las cepas originales (Aw99-iii2 y Aw96-4). La
figura 5.3 muestra el resultado obtenido.

Una observacidén importante fue que 1la esporulacidédn de 1las cepas
Aw96~4 y Aw96-4ARG no difiridé en ninguna concentracién de 2DG y
ambas presentaron una coloracién ligeramente amarilla por debajo de
las colonias para todos los casos, que no sucedié con las cepas
Aw99-iii2 y AwW99ARG.

Diam. cm.

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
2DG (gr/!)
= Aw99iii2 PCAWIOARG X AwO6-—-4 |+ AwO96—4ARG

Figura 5.3. Perfil de resistencia a 2DG de las cepas arg  en medio
minimo de pectina (MMP) suplementado con arginina 1.5 mM. Se
hace la comparacidén con las cepas originales Aw99-iii2 y Aw96-
4. Cada punto es el promedio de dos determinaciones.
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En el caso de las cepas Aw99-iii2 y Aw99ARG, hubo mayor variacidén en
el perfil de resistencia a 2DG entre una y otra cepa. La escasa
esporulacién de la cepa AW99ARG observada en MMG suplementado con
arginina, no se observd en MMP suplementado con arginina a
concentraciones de 2DG de 0 y 0.01 g/l, en donde esporulé tan bien
como las demds cepas. Sin embargo, a niveles de 2DG de 0.30 y 0.50
g/l, aunque no se encontrd diferencia significativa en la velocidad
radial entre 1las cepas Aw99-iii2 y Aw99ARG, si se notd una
diferencia en la esporulacidn, de hecho la cepa Aw99ARG es sbdlo
micelio vegetativo cuando la 2DG estd presente a una concentracién
de 0.50 g/1.

5.5.1 Discusiones y conclusiones.

Los resultados anteriores mﬁestran que la resistencia a 2DG no se
afectd en forma significativa después de que a las cepas se les
indujo una segunda mutacidén, que las hizo auxdtrofas de arginina.
Aunque a la concentracién de 2DG de 0.10 g/l1, si hubo una diferencia
significativa en el andlisis estadistico entre las cepas Aw99-iii2 y
AWI9SARG.

Lo anterior sugiere que 1la metodologia para aislar mutantes
auxétrofas, es decir, las condiciones de mutagénesis y P.E., que se
llevaron a cabo fueron adecuados para afectar lo menos posible el
genoma de las cepas y evitar mutaciones indeseables. Por otro lado,
de ser posible la formacidédn de heterocariones entre estos auxdétrofos
de arginina y la cepa maestra, se podria llevar a cabo el ciclo
parasexual para mapear el gene responsable de la resistencia a 2DG
en estas cepas.

5.6 Crecimiento de las cepas arg con precursores de arginina.

La figura 5.4 esquematiza los Gltimos pasos en la ruta biosintética
de arginina en Aspergillus, ademis aparecen las enzimas involucradas
en cada paso (Serlupi-Crescenzi y col., 1983). De aqui se entiende
que el requerimiento de arginina por un auxétrofo puede ser debido a
un blogueo en uno o varios pasos (enzimas) de la ruta.
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argB argg "
—ergc . ARGININO 9794 | ARGININA
ORNITINA CITRULINA SUCEINATO AR

argB: ornitfino tfranscarbamilasa

argC,argE: arginino succinato sinfetasa

argA: arginino succinafo liasa

Figura 5.4. Parte final de la ruta biosintética de arginina en
Aspergillus, segin Serlupi-Crescenzi (1983). Aparece la
nomenclatura para designar 1las mutantes que tienen afectada
alguna o varias enzimas responsables de cada paso.

Las cepas aisladas como auxdtrofas de arginina, asi como la cepa
350.52, también de A. niger, que lleva la mutacién argB (Buxton y
col., 1985; Gems y col., 1991), se sembraron en medios con distintos
precursores de arginina y los resultados se resumen en la tabla 5.3.
Todos los suplementos se agregaron para tener una concentracién de
250 mg/l, que es 25% mayor a lo reportado por Bos y col. (1992) para
auxdétrofos de A. niger.

CEPA MMG ORN cIT PRO ARG
350.52 - - G.I. G.I. +++
AW99ARG - - +/- G.I. +++
Aw9 6-4ARG G.I. ++ +/=- +/- e+

Tabla 5.3. Comparacidén del crecimiento de 5 dias entre cepas de A.
niger auxdétrofas de arginina. ORN: Ornitina; CIT: Citrulina;
PRO: Prolina; ARG: Arginina. Los signos (+) son apreciaciones
de crecimiento, el 6ptimo fue en presencia de arginina. G.I.:
Germinacidén incipiente.
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La cepa Aw96-4ARG en MMG suplementado con ornitina tuvo un
crecimiento anormal, con esporulacidédn abundante sdélo en el centro de
la colonia, y pigmentacién amarilla en algunas zonas, adem&s fueron
colonias que presentaron zonas de crecimiento més répido, como

pseudosectores.

5.6.1 Discusiones y conclusiones.

Segin la tabla 5.3, las cepas 350.52 y AwW99ARG, tuvieron un perfil
de crecimiento, en los medios probados, muy parecido entre si. Esto
sugiere que es probable que ambas cepas requieran arginina debido a
que tienen mutado el mismo locus. Si esto fuera cierto, seria
factible obtener transformantes usando el plasmido de replicacién
auténomna pDHG25, que lleva el gene argB de A. nidulans y que ha
sido probado con éxito en la cepa 350.52 (Gems y col., 1991). Por lo
que se refiere a la cepa Aw96-4ARG, ésta parece requerir arginina

por razones diferentes a cualquiera de las otras cepas.

Por otro lado, la cepa 350.52 tiene la mutacién argB y teoricamente
un MMG suplementado con citrulina, seria suficiente para permitir el
crecimiento de esta cepa, pues la mutacién argB bloquea el paso de
la ornitina a citrulina (fig 5.4), no obstante, esto no resultdé tan
claro en el experimento. Sin embargo, se ha visto que la citrulina y
la ornitina son sustratos pobres para que una mutante arg , que las
requiera, pueda crecer en MM, quizas esto se deba a una falta en la
inducciédn de 1las permeasas nhecesarias en A. nidulans (Serlupi-
Crescenzi y col., 1983) y en A. niger (Klaas y col., 1992). En A.
oryzae parece que no se da'este fendmeno, pues Tae y Batt (1988)
reportaron gue una mutante argB de esta especie si es capaz de
creceren MM suplementado s6lo con citrulina.

En los resultados de este experimento se vié también gue la cepa
Aw96-4ARG fue <capaz de utilizar 1la ornitina, pero tuvo un
creciminento muy pobre en citrulina, tal vez por una adaptacién
menos efectiva para este sustrato, como se ha observado con otras
mutantes de A. niger (Klass y col., 1992).
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5.7 Transformacidén Genética

Las tres cepas arg se sometieron al proceso de transformacién
genética con el plasmido de replicacidn auténoma pDHG25 que lleva el
gene argB de A. nidulans. La cepa 350.52 se usd como control
positivo, pues ya habia sido probada con éxito como cepa receptora
de este plasmido (Gems y col., 1991).

Al cabo de 4 dias de incubacidén, después de la transformacidén, en MM
se detectaron colonias de transformantes en las cajas de las cepas
350.52 y AwW99ARG, pero no en las cajas de la cepa AwS96-4ARG. La
tabla 5.4 muestra 1los resultados obtenidos en este proceso de

transformacién.
CEPA % PROTOP. VIABLES FREC. TRANSF.
pPrePEG posPEG TRANSF. ig DNA
350.52 12.7 0.21 2.9x107° 4
AW99ARG 22.7  0.21 5.5x10"° 21
AW96-4ARG 27.7 0.27 0 0

Tabla 5.4. Resultados de los experimentos de transformacién. Los
porcentajes de protoplastos viables se dan antes y después del
tratamiento con polietilenglicol (PEG), también se dan las
cifras de frecuencia de transformacién y de transformantes
obtenidos por microgramo de DNA.

La cepa 350.52 fue seleccionada para un proceso de cotransformacidn
con dos variantes:

1) Plasmido pDHG25 y plamido pJA22.

2) Plasmido pDHG25 y plasmido pJA12B.

Los plasmidos pJA22 y pJdAl2B llevan inserto el promotor del gene
brlA, involucrado en la conidiacién de A. nidulans, unido al gene
estructural de la beta-galactosidasa (lacZz) de E. coli, sblo que el
sentido de la fusién brlA-lacZ en cada plasmido estd invertido
(Aguirre y col., 1990). Esto se hizo con el fin de estudiar 1la
viabilidad de cotransformacidn con estos pléasmidos, como vehiculos
potenciales para la expresién heterdéloga (gene lacZ) en A. niger.

.
e
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En cuanto a los resultados de esto Gltimo, sblo se obtuvieron
cotransformantes usando los plésmidos pDHG25 y pJAl2B. Estas
colonias fueron permeabilizadas con vapores de cloroformo para hacer
reaccionar la beta-galactosidasa expresada con el reactivo X-Gal,
incorporado al medio. Esta reaccién tifie de azul a la colonia que
estd expesando la beta-galactosidasa, y por 1lo tanto gque haya
incorporado de forma estable los plasmidos pDHG25 y pJAl2B, pues el
experimento se hizo en MM para mantener la presidén selectiva. Al
menos 4 de 1las 8 +transformantes probadas capaces de crecer sin

arginina, se tifieron de azul.

5.7.1 Inestabilidad mitética del plasmido pDHG2S.

como ya se ha mencionado, el plasmido pDHG25 es capaz de replicarse
auté4nomamente, de ahi que exista inestabilidad en las
transformantes, es decir, no en todas las esporas formadas en los
conidiéforos de 1las transformantes estd incorporado el pléasmido
pDHG25, esto es lo que se conoce como Inestabilidad Mitotica del
plédsmido, pues no segrega de manera proporcional en cada divisién
mitética del nicleo.

En las transformantes obtenidas con las cepas arg en este trabajo,
se midié 1la inestabilidad mitética del plamido pDHG25, y 1los
resutados se reportan como el porcentaje de esporas de una colonia
transformante, que por haber incorporado al plasmido son capaces de
crecer sin arginina. Esto se muestran en la tabla 5.5.

CEPA % DE COLONIAS ArRG* PROM.
350.52 21.7 13.0 23.6 19.4
AW99ARG 5.4 30.0 14.6 16.7

Tabla 5.5. Muestra de inestabilidad mitética del plasmido pDHG25 en
algunas transformantes de dos cepas arg .
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§.7.2 Discusiones y conclusiones

La conclusién mads importante es que la cepa AwW99ARG es transformable
por el plédsmido pDHG25 que lleva el gene argB de A. nidulans, con lo
que se tiene evidencia de que se trata de una mutante de A. niger
afectada en el locus equivalente. En A. niger el gene homdlogo al de
argB de A. nidulans, se encuentra en el cromosoma V (Klaas y col.,
1992).

Lo anterior abre la posibilidad de usar a la cepa Aw99ARG como
receptora en otros trabajos de transformacién usando el gene argB
como marcador selectivo, es decir, se tiene ya un sistema de
transformacidén para las cepas de la coleccidén UAM-ORSTOM. También es
posible usar otros plasmidos con este marcador, o] bien,
combinaciones de plédsmidos, en experimentos de cotransformacidén para
estudiar la expresién heterbdloga de proteinas, con las ventajas que
presenta A.niger en estos procesos (Saunders y col., 1989).

Por otro lado, se confirmé que si es posible una cotransformacién
exitosa con los plédsmidos pDHG25 y pJAl12B, al menos usando la cepa
350.52. No se descarta un error experimental durante la
cotransformacién con el pla&smido pJA22, pues no se obtuvo ninguna

cotransformante con esta combinacidn.

El hecho de que no se hayan obtenido transformantes con la cepa
Aw96-4ARG, coincide con los resultados de la tabla 5.3, pues esta
cepa tuvo un fenotipo de crecimiento, en los medios suplementados
con precursores de arginina( distinto con respecto a las otras dos
cepas que si1 fueron transformables.

Por otro lado, 1los resultados de 1la estabilidad mitdética del
plasmido pDHG25, est&n muy cercanos a los valores reportados para A.
niger (aprox. 20%) usando este mismo plasmido (Gems y col., 1991),
indicando gque en general el protocolo de transformacién fue
adecuado.
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CONSTRUCCION DE DIPLOIDES.

6.1 Introduccién.

La férmacién de heterocariones balanceados permite el aislamiento de
cepas diploides, que hacen posible el andlisis de su progenie
haploide para la asignacidén de mutaciones a cromosomas especificos,
con lo que se completa el ciclo parasexual. Esto es lo dque se
pretendia hacer con nuestras cepas y la cepa maestra A731, es decir,
se deseaba asignar a un cromosoma especifico cada una de las
mutaciones (dgr y de auxotrofia de arginina) que tenian las cepas
seleccionadas: Aw99-iii2 y Aw96-4, sobreproductoras de pectinasas en

CS y FES, respectivamente.

6.2 Formacién de Heterocariones.

A partir de 1las cepas auxdétrofas de arginina obtenidas en 1los
experimentos anteriores, asi como la cepa maestra A731 y la cepa
350.52, se hizo el intento de forzar el crecimiento de
heterocariones entre pares de cepas. Se trabajaron 6 pares de cepas,

indicadas a continuacién:

A731%350.52 350.52*AwW96-4ARG
A731*AW9SARG 350.52*AW99ARG
A731*AW96-4ARG AW99ARG*AW96-4ARG

En las cruzas donde participdé la cepa maestra A731, sdlo se obtuvo
un heterocarién en la cepa 350,52, esto a partir de la primera
transferencia a MM del micelio con mayor probabilidad de tener hifas
fusionadas de las dos cepas (Plasmogamia). Por otra parte, no fue
posible obtener heterocariones entre la cepa maestra A731 y las
cepas arg generadas en el laboratorio, aln después de repetidas
transferencias a MM fresco del micelio con mis probabilidad de
presentar plasmogamia. Las observaciones del micelio al microscopio
después de cada transferencia dejaron ver las formaciones bulbosas o
micelios excesivamente ramificados, que lograban crecer pero que al
cabo de poco tiempo (4 a 8 h) cesaban su crecimiento en MM.
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También se intenté la formacidén de heterocariones a partir de 1la
suspensién de esporas (de la cepa maestra y de alguna cepa arg') en
tubos de ensayo, como lo recomiendan Bos y col. (1988), pero tampoco
se tuvo éxito, es decir, al transferir el micelio, formado por el
conjunto de esporas germinadas de ambas cepas, a MM, s6lo habian
algunas hifas que lograban extenderse fuera del drea de
transferencia. En estos casos se repetia el fendmeno del cese de
crecimiento luego de poco tiempo (4 a 8 h), cuando tenian una
longitud aproximada de 3 mm, también se observd la morfologia
anormal en ellas.

Se utilizé E.L. en las cajas con MMG en cantidades de 0.005 a 0.025%
como factor de ayuda para el crecimiento de los heterocariones.
Previamente se habia analizado el crecimiento de las cepas arg  en
estos medios, viendo que el E.L. en estas concentraciones sélo
permitia el crecimiento de un micelio muy ralo incapaz de esporular,
las apreciaciones del crecimientc aparecen en la tabla 6.1.

CEPA 0.005 0.010 0.025
AW99ARG G.I. +/- +/~
AW96~4ARG G.I. +/- +/-
A731 - - G.I.

Tabla 6.1. Apreciacién del crecimiento de las cepas de A. niger en
MMG suplementado con E.L.(%) a las concentraciones sefialadas en
el renglén superior de la tabla. G.I.: Germinacidn incipiente;
(+/-): crecimiento muy pobre sin esporulacién; (-=-): No
germind. Las observaciones se hicieron luego de 72 h a 30°c.

Cuando algunos fragmentos de micelio de las cruzas A731*Aw99ARG o
A731*Aw96-4ARG se transferian a cajas con MMG suplementadas con E.L.
a las concentraciones mencionadas, y al cabo de una semana en
incubacién, un micelio ralo y sin esporulacién invadia la caja. Este
micelio era muy probablemente de alguna de las cepas arg  que podian
crecer de esa forma en esos medios, segln se ve en la tabla 6.1.
Para comprobar lo anterior, se transfirieron fragmentos de estos
micelios a MMG pero sin E.L. No se detectd mds crecimiento y en
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algunos casos hubo esporulacién sélo sobre el &rea de transferencia.

Tampoco se recuperd algin diploide de estos fragmentos esporulados.

Con lo que respecta a las combinaciones de cepas 350.52*Aw99ARG,
350.52*Aw96-4ARG Y Aw99ARG*AWI6-4ARG, si se obtuvieron
heterocariones sanos luego de 2 o 3 transferencias sucesivas a MMG
fresco, en un tiempo que varié de 4 a 10 dias entre cada
transferencia.

6.2.1 Discusiones y conclusiones.

Por los resultados anteriores, se puede concluir que las cepas arg
originadas a partir de 1las cepas dgr (Antier y col., 1993) son
incompatibles con la cepa maestra A731. Es muy poco probable que la
nula formacién de heterocariones entre estas cepas se deba a algin
problema experimental puesto que, bajo las mismas condiciones, fue
posible la formacién de heterocariones de estas cepas arg con la
cepa 350.52.

En 1lo referente a la incompatibilidad entre algunos cepas, es
importante sefialar que este fenémeno ha sido estudiado ampliamente
en A. nidulans. Grindale (1963 a,b) fue el primero en detectar la
presencia de incompatibilidad para formar heterocariones entre cepas
de A. nidulans. A partir de entonces se han dividido las cepas de
esta especie aisladas de la naturaleza en grupos de compatibilidad
para formar heterocariones (h-c), donde todos los miembros de un
grupo pueden formar heterocariones entre si, pero no con miembros de
cualquier otro grupo.

De un total de 100 cepas aisladas de A. nidulans, se han descubierto
al menos 20 h-c, ninguno compatible entre si. Muchos de estos grupos
tienen miembros recolectados de distintas zonas geogréaficas de
. Inglaterra. Se han detectado situaciones similares en otras especias
“de Aspergillus: A. niger, A. fonsecaeus, A. heterothallicus, A.
terreus y A. versicolor (Croft y Jinks, 1977) .
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El fendémeno de incompatibilidad se ha observado adem&s en
ascomicetos como Podospora anserina, en donde Turqgq y col. (1991)
detectaron 2 genes alélicos responsables de la incompatibilidad
vegetativa (para formar heterocariones), pero que no son esenciales
para la viabilidad de la célula. Lo anterior se comprobé mediante
mutantes inducidas por interrupcién de tales genes, las cuales se
hacian compatibles con cepas antes incompatibles, sin perder el
fenotipo silvestre.

Se ha demostrado que la incompatibilidad est& bajo control nuclear,
y que resulta de un estado heterocigoto para uno o m&s de una serie
de loci het. Es decir, una sdla diferencia en un gene het puede ser
suficiente para prevenir 1la formacién de heterocariones, ademés
entre ellos pueden actuar aditivamente en la prevencidén de
heterocariosis en A. nidulans (Dales y col., 1983). La figura 6.1
esquematiza lo anterior, que podria aplicarse a las cepas
incompatibles de A. niger encontradas en este trabajo.

Otras observaciones hechas entre miembros de un mismo grupo h-c,
llevaron a la conclusién de que tienen morfologias similares y se
demostrd gue hay una similitud intragrupo y diferencias intergrupo
en cuanto a la velocidad de crecimiento radial (Grindale, 1963b),
esto es similar a lo que sucede con la variacién genética en 1la
progenie de cruzas intragrupo (no hay variacién genética
significativa) y cruzas intergrupo (gran variacidén genética).

Algunas caracteristicas que han mostrado diferencias significativas
intergrupo (Croft vy Jinks,' 1977) en A. nidulans son: Velocidad
radial, habilidad para cruzarse, produccién de penicilina,
produccién de cordicipina, movilidad electroforética de algunas
enzimas, respuesta a varios ambientes. No obstante las evidencias
para algunas variaciones entre miembros del mismo grupo h-c, 1la
conclusidn que se puede tener es que todos los miembros de un mismo
grupo h-c aislados de la naturaleza estdn clonalmente relacionados.
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h—c h—c¢
G1 B
fhetAl,hetB1{ fhetAl,hetB1}
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{hetA1,hetB1§ f{hetA2 hetB1} fhetAl,hetB1} jhetA

\
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Figura 6.1. Esquema de incompatibilidad entre 2 cepas de Aspergillus
nidulans pertenecientes a grupos distintos de compatibilidad
para formar heterocariones (h-c Gl y h-c B). Se muestra que
dependiendo del gene alélico de compatibilidad (het) que sea
distinto, las dos cepas pueden ser incompatibles entre si. Los
genes hetA y hetB se hallan en 1los cromosomas V y VI,
respectivamente (Dales y col., 1983).

La evidencia que se presenta en los trabajos mencionados lleva a la
conclusién de que la poblacidén silvestre de A. nidulans se divide en
varias subpoblaciones independientes y que cada uno estd relacionada
clonalmente, es decir, son un grupo de cepas en las cuales 1la
evolucidén puede proceder independientemente con poco intercambio
genético entre ellas, esto se extiende en la naturaleza a otras
especias y géneros de hongos filamentoéos, como ya se menciondé. Es
posible que la incompatibilidad sea importante como un mecanismo de
defensa celular, al prevenir el paso de virus y otros elementos
citoplasmaticos supresivos de célula a célula en 1la naturaleza
(Lhoas, 1971).
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Por lo expresado anteriormente, se puede pensar gque una de las
razones principales para el éxitc de muchos estudios genéticos de A.
nidulans, ha sido indudablemente el uso de cepas mutantes derivadas
de una sdéla cepa aislada de la naturaleza (Croft y Jinks, 1977).

Bajo estos principios se ha retomado el estudio de la genética de A.
niger, principalmente en 1la Universidad de Wageningen (Paises
Bajos), pues se habia visto gue hasta afios recientes la mayoria de
los genes clonados de A. niger, no se han utilizado en andlisis
genéticos, entre otras razones porque las mutaciones se han inducido
en cepas incompatibles con las cepas estandar disponibles para tales
propdsitos (Debets y col., 1990b).

Por otra parte, la formacidén del heterocaridén a partir de la cruza
350.52*%*Aw99ARG, se puede deber a que alin cuando ambas cepas estéan
mutadas en el mismo gene, como lo sugiere la obtencidén de
transformantes con el plasmido pDHG25, se puede dar el fendmeno de
mezcla de subunidades en el heterocaridén y en el diploide (Beckwith
Yy Rossow, 1974). Otra explicacién puede ser que aunque la mutacidn
estd en el mismo locus, tal vez en una cepa esté directamente sobre
un gene regulador y en la otra cepa esté sobre el gene estructural,
se puede dar esta posibilidad pues el plasmido pDHG25 también lleva
secuencias del la parte regulatoria del gene argB (Jesls Aguirre,
comunicacidén personal), de manera que se daria una complementacidn
entre ambas cepas.

6.3 Aislamiento de diploides y haploidizacién.

La figura 6.2 muestra a manera de esquema los diploides obtenidos
entre las diversas cepas. La existencia de cada diploide se comprobd
por dos criterios: didmetro de la espora y formacidén de sectores
haploides, en un medio haploidizante.
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Figura 6.2. Diploides obtenidos (D1 a D4) usando las cepa indicadas.

Para el caso de los diploides obtenidos a partir de 1las cepas
AW99ARG y Aw96-4ARG, se observd un diametro de espora en promedio de
6.51 um (* 0.34), contra 4.69 um (% 0.22) para las cepés haploides.
En general, todos los otros diploides tuvieron valores de diémetro
de espora muy cercanos al ejemplo dado, Yy todos con diferencia

significativa con respecto a las cepas haploides.

Como ya se detallé en el primer capitulo, la parte final del ciclo
parasexual es precisamente la haploidizacién de 1los diploides
obtenidos. Para ello se utilizan compuestos haploidizantes como la
p-flourofenilalanina (pffen) (Lhoas, 1961) o el benomil (Bos y col.,
1988).

Los diploides obtenidos de las diversas cruzas se sometieron a un
proceso de haploidizacién y se obtuvieron algunos sectores incapaces
de crecer en MM, al menos gue se suplementaran con arginina o con
algGn requerimiemto de la cepa maestra. Sin embargo, aproximadamente
el 50% del total de sectores, ain conservaron la capacidad de crecer
en MM.
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6.3.1 Discusiones y conclusiones.

No obstante que se presenté incompatibilidad entre algunas cepas,
fue posible la formacién de 4 diploides, entre los que destaca la
formacién del diploide D4, a partir de una cepa de la serie dgraw99
y otra cepa de la serie dgrAw96 descritas por Antier y col. (1993).

Los diploides, con diadmetro de espora significativamente mayores gque
las cepas haploides, fueron capaces de formar sectores haploides
después de 5-8 dias en un MC en presencia de pffen. Esto significa
que basta medir el di&metro de la espora después de purificar un
diploide, para dilucidar si se trata de un diploide o no, para
posteriores andlisis genéticos, de hecho, el didmetro de la espora
es un criterio que se puede utilizar para reconocer diploides en A.
niger (Bos y col., 1988; Nga y col., 1975).

Los sectores capaces de crecer en MM, luego de la haploidizacién,
sugieren la presencia de merodiploides, en los gque no todos los
pares de cromosomas se separan entre si. AGn cuando la pffen se ha
utilizado como agente haploidizante probado con éxito en algunas
cepas de A. niger (Lhoas, 1961; Nga y'col., 1975), existen reportes
en los que ha resultado mas eficiente el uso de benomil como agente
hapoidizante, pues en las mismas cepas, la pffen ha inducido 1la
formacién de sectores con esporulacién muy pobre y la presencia de
merodiploides (Bos y col., 1988; Klaas y col., 1992).

6.4 Resistencia a la 2DG en los diploides.

Cada diploide se sometid a una prueba de resistencia a 2DG en MMP,
comparando en el mismo experimento, la resistencia de 1las cepas
haploides que 1lo habian formado. Los resultados mostrados son
bastante reproducibles, pues se hicieron por lo menos dos corridas
independientes en distintos peridédos de tiempo, teniendo resultados
muy parecidos entre si para cada caso.

La figura 6.3 muestra que las cepas A731, 350.52 y su respectivo
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Diam. cm.
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FPigura 6.3. Resistencia a 2DG del diploide D1 en MMP, se muestra el
perfil de cada una de las cepas haploides que lo originaron.
Para esta cepas, el medio se suplementd con los requerimientos
necesarios. Cada punto corresponde al promedio de dos
observaciones para cada cepa.
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- 350.52 +AwWg9OARG X-D2

Figura 6.4. Resistencia a 2DG del diploide D2 en MMP, se muestra el
perfil de cada una de las cepas haploides gque lo originaron.
Para esta cepas, el medio se suplementd con arginina 1.5 mM.
Cada punto corresponde al promedio de dos observaciones para
cada cepa.
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DI&mMm. em.
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Figura 6.5. Resistencia a 2DG del diploide D3 en MMP, se muestra el
perfil de cada una de las cepas haploides que lo originaron.
Para esta cepas, el medio se suplementé con arginina 1.5 mM.
cada punto corresponde al promedio de dos observaciones para
cada cepa.
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Figura 6.6. Resistencia a 2DG del diploide D4 en MMP, se muestra el
perfil de cada una de las cepas haploides que 1lo originaron y
el de la cepa silvestre C28B25. Para las cepas arg , el medio
se suplementd con arginina 1.5 mM. Cada punto corresponde al
promedio de dos observaciones para cada cepa.
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En forma similar, la figura 6.4 muestra que el diploide D2 fue
también resistente a 2DG, pero el perfil de resistencia fue més
parecido al de la cepa Aw99ARG. La figura 6.5 muestra que el
diploide D3 fue resistente y gque en este caso, el caracter de
resistencia de la cepa 350.52 fue dominante. En cambio, las cepas
AW99ARG y AW96-ARG fueron resistentes a 2DG, pero su diploide D4
resulté bastante sensible, de manera muy similar a la cepa silvestre
C28B25 (Figura 6.6).

6.4.1 Discusiones y conclusiones.

Se puede concluir que las cepas A731 y 350.52 tienen una resistencia
natural a 2DG, ademds el caracter de esa resistencia en la cepa A731
es dominante.

Como ya se habia sugerido en resultados anteriores, fue posible
probar que las cepas AwW99ARG y Aw96-4ARG estan afectadas en loci
distintos en lo que se refiere a su requerimiento de arginina,
puesto que fue posible la formacién del diploide D4 entre ellas,
capaz de crecer en MM.

Una observacién importante fue el comportamiento del diploide D4,
que tuvo el fenotipo silvestre de sensibilidad a 2DG (Fig. 6.6). Por
ello se pudo concluir que las cepas AwW99ARG y Aw96-4ARG tienen la
resistencia a 2DG como caracter recesivo. En mutantes dgr de
levaduras, se ha visto que esa resistencia también en recesiva
(Hackel y Khan, 1978).

Ccomo ya fue planteado por Loera y col.(1993), este comportamiento
del diploide D4 sugiere que en A. niger hay por lo menos dos loci
distintos involucrados en la resistencia a 2DG y que pueden estar
relacionados con la desrepresidn de pectinasas en estas cepas. En
Neurospora crassa se han detectado al menos cuatro loci involucrados
en la resistencia a 2DG en cepas en las que también se ha visto la
derepresién de algunas enzimas (Allen y col., 1989).
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También existe la posibilidad de que el método de seleccidédn de cepas
para FES, en baja actividad de agua (serie de mutantes dgraw9s),
propuesto por Antier y col. (1993), influya directamente sobre algGn
locus especifico para conferir resistencia a 2DG en las cepas, gque
es distinto al locus afectado en el proceso de seleccién de cepas
para CS, en alta actividad de agua (serie de mutantes dgraw99). Este
planteamiento también se basa en que el diploide D4 (sensible a 2DG)
se formé a partir de una cepa representativa de cada serie de
mutantes, siendo ambas cepas dgr.
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COMPARACION DEL DIPLOIDE D4 CON LAS CEPAS d4gr.
7.1 Introduccidn.

Cuando se conocieron los resultados de la resistencia a 2DG en los
diploides, se pensd en comparar algunas caracteristicas del diploide
D4 (sensible a 2DG), con la cepa silvestre C28B25 (también sensible
a 2DG) y con las cepas dgr de las cuales proviene: Aw96-4 y Aw99-
iii2, sobreproductoras de pectinasas en fermentacién en estado

sdlido (FES) y en cultivo sumergido (CS), respectivamente.

Una de las hipotesis que se tenian, era que si este diploide D4
tenia el fenotipo silvestre de resistencia a 2DG, entonces tendria
perfiles de produccidén de pectinasas muy parecidos a los de la cepa
silvestre C28B25 en FES y CS, sobretodo si se pensaba gque la
sobreproduccién de pectinasas en estas cepas y la resistencia a 2DG
eran fendmenos relacionados entre si.

También se considerd la comparacidén de la morfologia de crecimiento
en caja de Petri, estudiando la respuesta de las cepas a la 2DG en
el medio. Es decir, investigar si con este criterio se distinguirian
fenotipos con diferencia significativa entre las cepas.

Para probar las hipdtesis anteriores o considerar otras, se
realizaron los experimentos cuyos resultados se detallan en este
capitulo.

7.2 Produccidén de poligalacturonasas.
7.2.1 Produccidédn en FES.

La primera comparacién del diploide D4 con otras cepas fue 1la
produccién de poligalacturonasas en FES, en columnas con pulpa de
café como sustrato. La figura 7.1 muestra el perfil de produccidédn de
enzima a través del tiempo, para la cepa C28B25 y el diploide D4. Se
observa que para todos los puntos analizados, el diploide produce
entre 40 y 50% menos actividad enzima&tica que la cepa C28B25. Para
las dos cepas, la produccidén médxima en Unidades por gramo de pulpa
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seca (P.S.), se alcanza a las 96 h de fermentacién, con 69.5 U/g
P.S. para la cepa C28B25 y 46.3 U/g P.S. para el diploide D4.

Cuando la comparacidn en la produccién promedio de
poligalacturonasas en FES se hace a las 72 h de fermentacién con las
demds cepas (Figura 7.2), se observa que la mayor produccién, como
se esperaba, es por parte de la cepa Aw96-4 con 113 U/g P.S. La cepa
C28B25 tuvo una produccidén de 63.1 U/g P.S. y , por su parte la cepa
Aw99-iii2 sélo produjo en promedio 46 U/g P.S., mientras que el
diploide D4 tuvo una produccién de 34 U/g P.S. Por otro lado, 1la
cepa auxétrofa Aw99ARG (originada a partir de la cepa Aw99-iii2)
tuvo una produccidén de sélo 13.4 U/g P.S. La otra cepa auxétrofa,
cepa Aw96-4ARG (originada a partir de la cepa Aw96-4), tuvo una
produccién de 14 U/g P.S., considerablemente menor al valor obtenido
por el diploide D4, lo que era de esperarse pues la pulpa de café no
se suplementd con arginina.

7.2.2 Produccidédn en CS.

Cuando se realizd el experimento para comparar la produccién de
poligalacturonasas en CS, como Unidades por gramo de biomasa seca
(B.S.), del diploide D4, la cepa silvestre C28B25 y las otras cepas,
se obtuvieron los resultados que se exponen a continuaciédn.

En la figura 7.3 aparece la produccidn promedio de
poligalacturonasas a través del tiempo, para la cepa silvestre
C28B25 y para el diploide D4. En contraste con lo observado en FES,
el diploide tiene una produccién mayor en todos los tiempos,
observandose una produccidén mixima a las 72 h. Precisamente en este
punto, la produccidén del diploide es superior en 122% a la de la
cepa silvestre.

80



CAPITULO 7

80O
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@ Cc28825 + D4

Figura 7.1. Curvas de produccién de poligalacturonasas por
fermentacidén en estado sdlido sobre pulpa de café (FES), a
través del tiempo, para la cepa silvestre C28B25 y el diploide
D4. Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.
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Figura 7.2. Produccién de poligalacturonasas a las 72 h de cultivo
por FES entre las cepas estudiadas.

81



CAPITULO 7

48
TIEMPO (hrs)

® c28825 + D4

Figura 7.3. Curvas de produccién de poligalacturonasas en cultivo
sumergido (CS) en MMP, a través del tiempo, para la cepa
silvestre C28B25 y el diploide D4. Cada punto corresponde al
promedio de dos determinaciones.
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Figura 7.4. Produccidén de poligalacturonasas a las 72 h de cultivo
en CS entre las cepas estudiadas.
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Cuando la comparacién con las otras cepas se realizé a las 72 h, se
tuvieron los resultados gque se muestran en la figura 7.4. La
produccidén mdxima la tuvo el diploide D4 con 130.4 U/g B.S., seguido
por la cepa Aw99-iii2 con 120 U/g B.S., esta cepa habla sido
caracterizada por Antier y col. (1993), como la de mejor produccién
de pectinasas en CS. La cepa silvestre C28B25 tuvo una produccidén de
58.8 U/g B.S., y las cepa Aw96-4, 75.71 U/g B.S. Por su parte, para
las cepas arg , el MMP se suplementd con arginina 1.5 mM, y la
produccién promedio de poligalacturonasas fue de 80.44 y 55.19 U/g
B.S. para las cepas AwW99ARG Yy Aw96-4ARG, respectivamente.

7.2.3 Discusiones y conclusiones.

Una conclusién que se obtiene de los resultados anteriores, es que
el diploide D4 tiene un fenotipo semejante al de la cepa Aw99-iii2,
sobreproductora de poligalacturonasas CS (Fig.7.2). Por otro lado,
en FES, el diploide tuvo una produccidédn aln menor a la de la cepa
Aw99-iii2 (Fig. 7.2). La produccidén del diploide en FES fue
considerablemente mayor (34 U/g P.S. contra 14 U/g P.S.) a la de las
cepas arg que lo formaron.

Puede pensarse que la baja actividad de poligalacturonasa en FES, de
las cepas arg , es debida a la escaza arginina libre en la pulpa de
café, pues el diploide D4 (capaz de crecer en MM) pudo desarrollar
un micelio y esporuld mejor que las cepas arg . En CS, medio MMP
suplementado con arginina 1.5 mM, estas cepas produjeron cantidades
de enzima mads cercanas a las de las cepas dgr de las cuales
provienen. Sin embargo, tanto en FES como en CS, 1la produccién
registrada de las cepas arg (Aw99ARG y Aw96-4) fue menor gque la de
las cepas Aw99-iii2 y Aw96-4 (fig. 7.4), ademds la biomasa producida
también fue menor, pues la cepa Aw99-iii2 a las 72 h produjo en
promedio 0.175 g B.S. contra 0.14 de su respectiva mutante arg~
(AW99ARG). La cepa Aw96-4 en promedio produjo 0.187 g B.S. y su
respectiva mutante arg~ (Aw96-4-ARG), 0.151 g B.S.
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Una estrategia para incrementar la produccidn de metabolitos entre
cepas productoras, es por medio de cruzas, o bien, a través de la
construccién de diploides entre ellas (Ball, 1983). Sin embargo, la
construccién de diploides puede no dar resultados satisfactorios, e
incluso pueden disminuir los niveles de produccidn, con respecto a
las cepas originales.

En los experimentos anteriores se vidé que el diploide D4 tuvo en
promedio un nivel un poco mayor de produccidédn de poligalacturonasas
en CS, con respecto a la cepa mejor productora en CS (Aw99-iii2) de
la colecccién originada por Antier y col. (1993). Aunque este
incremento no es muy notable, se puede plantear una alternativa para
mejorar la produccién de cepas, a través de la construccién de
diploides entre dos de las mejores cepas de la serie dgraw99, y por
otro lado, partir de dos de las mejores cepas de la serie dgraAw9é6.
Los diploides asi obtenidos tendrian probabilidades de mejorar 1la
produccién de enzima en CS o en FES, con respecto a 1las cepas
originales, segiin el antecedente del diploide D4.

Otra conclusidén de los experimentos anteriores es que la resistencia
a 2DG no necesariamente estd relacionada directamente con la mayor
produccién de enzimas, pues el diploide D4 que es sensible a 2DG,
tuvo niveles de produccién ligeramente mayores a los de la cepa
Aw99-1ii2 (dgr) en CS. Ademas existe el antecedente de la cepa Aw96-
3, que a pesar de haber sido aislada como dgr revirtidé al fenotipo
silvestre de sensibilidad a 2DG, sin perder su capacidad para
sobreproducir enzimas pectinoliticas en FES. De hecho, esta cepa es
la mejor productora de pectinasas en FES (Antier y col., 1993).

7.3 Morfologia de crecimiento.

La respuesta de algunas cepas dgr en el medio puede observarse a
través de parametros de crecimiento (Viniegra-Gonzédlez y col.,
1993b; Loera y col., 1994a), o bien, a través de la aplicacién de
modelos sobre estos parametros (Viniegra-Gonzdlez y col., 1993a;
Gonzalez-Blanco y col., 1993; Larralde-Corona y col., 1994), con los
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cuales se calcula 1la velocidad especifica de crecimiento (u)

directamente en caja de Petri.

Para.las cepas estudiadas, incluyendo el diploide D4, el valor de p
se estimd por medio de la expresibébn propuesta por Larralde-Corona y
col., (1994):

u.=ln2 ¢s
Siendo @g la frecuencia de ramificacién del micelio, estimada como:

8s=Vy/[Lcln(Lg/Lg) )

donde L. es la longitud critica de una hifa antes de ramificar
(Le=2.5Ly) ¥ Lo es la longitud promedio de las hifas terminales que
se obtiene midiendo directamente en la periferia de la colonia en
cuestién, a través del procesador de imagenes. Los valores obtenidos
de Vr y L, se dan en las tablas 7.1 y 7.2, al final del capitulo.

A partir de 1los valores de u obtenidos, se pudieron construir
gradficas en las que se coloca a cada cepa en un punto del plano,
donde las coordenadas en los ejes corresponden a los valores de u en
un medio determinado con alta actividad de agua (Ay=0.99) para las
abscisas, y el mismo medio pero con actividad de agua baja
(A,=0.955) para las ordenadas.

Una vez que se determina el punto del promedio para situar una cepa
en el plano, se construyen elipses cuyos ejes corresponden a las
desviaciones esténdar en uno y otro medio. Los valores de u para las
abscisas, se presentan como porcentajes en relacién a la u maxima
alcanzada por una cepa entre todos los medios con Ay=0.99, y para
las ordenadas, en relacién a la u maxima alcanzada por una cepa
entre todos los medios con Ay,=0.955.

La figura 7.5 muestra la gr&fica que se obtiene al situar a las
cepas estudiadas en el plano de los medios sin 2DG. Se observa que
la cepa con crecimiento mas acelerado en Aw=0.99 es la C28B25, y que
el diploide D4 es el gque crece m&s rapido en Aw=0.955, ademas se
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observa que, con excepcidén de las cepas Aw96-3 y Aw96-4, todas se
pueden discriminar entre si.

La figura 7.6 muestra la distribucién de las cepas en el plano de
los medios con 2DG a una concentracién de 0.01 g/l. Como era de
esperarse, las cepas sensibles a 2DG (C28B25, Aw96-3, D4), no se
mueven mas alld del origen sobre el eje de las abscisas. Sin
embargo, son cepas que pudieron resistir la presencia del analogo a
esta concentracién en un medio con baja Aw, por 1lo que aparecen
sobre el eje de las ordenadas los valores de i respectivos. Ninguna
de las cepas sensibles se pudo discriminar entre si, pero las cepas
resistentes si se lograron discriminar entre si, es decir, son cepas
que se pueden reconocer como diferentes significativamente. Por otro
lado, las cepas resistentes respondieron a la 2DG incrementando su
¢, con repecto al medio sin 2DG (Fig. 7.5).

M4 REL. EN Aw 0.99

Figura 7.5. Distribucién de 1las cepas de A. niger en el plano
formado por los medios MMP sin 2DG.
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4 REL. EN Aw 0.96
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Figura 7.6. Distribucién de 1las cepas de A. niger en el plano
formado por los medios MMP con 2DG a concentracién de 0.01 g/1.
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Figura 7.7. Distribucién de 1las cepas de A. niger en el plano
formado por los medios MMP con 2DG a concentracidén de 0.10 g/l.
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Cuando la concentracidén de 2DG se elevd a 0.1 g/l, la cepa Aw99-iii2
fue la que tuvo el valor mas alto de u, en relacidn a todos los
valores obtenidos entre las cepas en los medios con Aw=0.955 (Fig.
7.7). Con esta concentracidén de 2DG las cepas C28B25, Aw96-3 y el
diploide D4, no crecieron en ningin medio.

7.3.1 Discusiones y conclusiones.

Con respecto a la morfologia de crecimiento y respuesta a 2DG en
caja de Petri, el diploide D4 no parece tener el fenotipo de la cepa
silvestre C28B25, que también es sensible a 2DG, o algin fenotipo
dominante de cualquiera de las dos cepas seleccionadas (Aw99-iii2 y

Aw96-4) para construir los auxétrofos que le dieron origen.

Segn la Fig. 7.5, no se encuentrd® una relacidén directa entre 1la
velocidad de produccién de biomasa de las cepas en un medio con
A,=0.955 y la produccién de pectinasas en medio sélido, al mismo
valor de Ay (Fig. 7.2).

A través de esta serie de graficas (Figs. 7.5-7.7), se puede
distinguir que las seis cepas estudiadas tienen fenotipos distintos
Y dque la manera de responder a la 2DG depende de cada cepa y sus
posibles mecanismos de resistencia. Como ya se ha mencionado, la 2DG
debe su toxicidad a la acumulacidén intracelular de la 2DG-6-fosfato,
Y los mecanismos de resistencia en levaduras y hongos filamentosos
pueden ser de al menos tres tipos. El primero se refiere a 1la
induccién de fosfatasa especifica para 2DG-6-fosfato, que previene
su acumulacidén. Este tipo de fosfatasa se ha encontrado en cepas
silvestres de levadura, pero sus niveles son de 10 a 20 veces
menores que los que se encuentran en mutantes dgr (Martin y Heredia,
1977). El segundo tipo de resistencia se puede deber a algln defecto
en las glucosinasa o hexocinasa, dificultando la fosforilacién de la
2DG (Lobo y Maitre, 1977). Por Gltimo, puede haber resistencia
debido a defectos en el sistema de transporte de la glucosa, que es
el mismo que utiliza la 2DG para entrar a la célula (Moore Yy
Devadatham, 1979).

88



CAPITULO 7

Una manera de responder a la presencia de concentraciones bajas de
2DG en el medio, de parte de las cepas dgr es incrementar su gy,
probablemente para que se de un efecto de dilucién (Fig. 7.5 y 7.6).
En otras palabras, para evitar la acumulacién de 2DG-6-fosfato
(forma tbéxica en las células), se acelera el metabolismo para que
haya mas sustrato (Glucosa disponible) en relacién a la 2DG que
entra a la célula. Este fendémeno ya se habia sugerido en el punto
4.3.1, donde se discutidé sobre el aumento en la Vr de las cepas dgr,
como respuesta a la 2DG en el medio.

En un medio con Ay,=0.955, las cepas sensibles a 2DG (C28B25, Aw96-3
y D4) resistieron la presencia del andlogo a una concentracidén de
0.01 g/1, letal para estas cepas en el mismo medio, pero con Ay=0.99
(Fig 7.6). Esta resistencia a 2DG a baja actividad de agua se puede
deber a gque el metabolismo de 1las cepas en esas condiciones es
distinto al que se presenta en medios con alta actividad de agua
(Gervais y col., 1988). Adema&s cuando se consideran los medio con
baja actividad de agua, las cepas dgr (Aw99-iii2, Aw99-bl y Aw96-4),
incrementan su u, debido a concentraciones de 2DG en el medio
(probable efecto de dilucién), sélo hasta la concentracién de 2DG de
0.10 g/1 (Fig. 7.7). En otras palabras, estas cepas dgr también
requieren de mayores concentraciones de 2DG para que se manifieste
una respuesta al andlogo, en medios con baja actividad de agua.
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vr Aw=0.99 Aﬁ=°‘955
CEPA 0 DG 0.01 DG 0.10 DG 0 DG 0.01 DG 0.10 DG
Cc28B25 281 + 25 0 0 20.4%3.4 15.7%1.5 0
Aw99-b1 247 £ 10 263 + 8 255 + 28 16.910.6 16.7%+0.7 17.5%1.2
Aw99-iii2 208 + 36 236 £ 5 146 + 13 14.8124.7 14.6%5.6 22 *1.62
Aw96-3 264 *+ 29 0 0 17 + 0.9 14.5+1.1 0
Aw96-4 201 = 3 263 + 22 246 *+ 17 16.7+2.9 14.510.2 19.3 = 6
D4 267 + 11 0 0 38 + 5 18.1%+1.3 0
Tabla 7.1. Valores promedio de Vr obtenidos para las cepas en MMP con 3 niveles de 2DG (0, 0.01
y 0.10 g/l1) y con 2 niveles de A, (0.99 y 0.955).
L° Aw=0.99 Aw=0.955
CEPA 0 DG 0.01 DG 0.10 DG 0 DG 0.01 DG 0.10 DG
Cc28B25 79.413.9 0 0 102+22.6 15412.8 0
Aw99-b1l 98.710.9 79 + 6.2 91.715 116.3%14 102%7.7 108%13.6
Aw99-iii2 92.5%6.7 72.3% 7 108t16 57+12.4 51+12.4 68.714.3
Aw96-3 124.5%16 0 0 93.6%22 113.5%21 0
Aw96-4 96.910.8 83.9%4.3 90.6*10 122+4.9 115+8.7 130124.5
D4 184+18.8 0 0 93+15.2 99+12.5 0
Tabla 7.2. Valores promedio de L, obtenidos para las cepas en MMP con 3 niveles de 2DG (0, 0.01

Y 0.10 g/1) y con 2 niveles de A, (0.99 y 0.955).



CONCLUSIONES Y DISCUSIONES GENERALES.

La desrepresién y sobreproduccién de pectinasas en estas cepas, no
parecen estar relacionadas con la desrepresién catabdlica debida a

mutaciones creA (Fig. 4.1).

La resistencia a 2DG no se afectd en forma significativa en las
cepas, después de inducir la mutaciédn que las hizo auxétrofas de
arginina (Fig. 5.3).

Fue posible obtener transformantes de la cepa Aw99ARG usando el
plasmido de replicacién autdédnoma pDHG25 que lleva el gene argB de A.
nidulans (Gems y col., 1991), con lo que se tiene evidencia de que
se trata de wuna mutante de A. niger afectada en el locus

equivalente.

Se detectaron problemas de incompatibilidad para formar
heterocariones entre nuestras cepas y la cepa maestra A731. Este
tipo de problema se ha detectado en otras cepas de A. niger, donde
se han inducido mutaciones que no se han podido aisignar a
cromosomas, lo gue ha sido un obst&culo en el avance de la genética
de A. niger (Debets y col., 1989).

Fue posible probar que las cepas Aw99ARG y Aw96-4ARG estdn afectadas
en loci distintos en lo que se refiere a su requerimiento de
arginina, puesto que fue posible la formacidn del diploide D4 entre
ellas, capaz de crecer en MM (Fig. 6.6). Con esto se tienen 2 nuevas
cepas con marcadores genéticos distintos.

El diploide D4 tuvo el fenotipo silvestre de sensibilidad a 2DG
(Fig.6.6). Por ello se pudo concluir que las cepas dgr probadas
tienen la resistencia a 2DG como caracter recesive. En mutantes dgr
de levaduras, se ha visto que esta resistencia también en recesiva
(Hackel y Khan, 1978).

Como vya fue planteado por Loera y c©o0l.(1993, 1994b), el
comportamiento del diploide D4 sugiere que en A. niger hay por 1lo

menos dos loci distintos involucrados en la resistencia a 2DG. En
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Neurospora crassa se han detectado al menos cuatro loci involucrados
en la resistencia a 2DG y se ha visto que esas cepas dgr también
tienen desreprimidas algunas enzimas (Allen y col., 1989).

También existe la posibilidad de gue el método de seleccidn de cepas
para FES, en baja actividad de agua (serie de mutantes dgraw9e),
propuesto por Antier y col. (1993), influya directamente sobre algGn
locus especifico para conferir resistencia a 2DG en las cepas, que
es distinto al locus afectado en el proceso de seleccidn de cepas
para CS, en alta actividad de agua (serie de mutantes dgrAw99). Este
planteamiento se basa en gque el diploide D4 (sensible a 2DG) se
formé a partir de una cepa representativa de cada serie de mutantes,
siendo ambas cepas dgr.

Sin embargo, si se quiere probar la selectividad del método, se

~podrian construir diploides entre pares de cepas de una serie de
mutantes, y entre pares de cepas de la otra serie de mutantes, para
ver si se trata de los mismos grupos de complementacidén en cada
serie. También se podria ver si siempre existe complementacidn entre
mutantes de una y otra serie, esto es, diploides con fenotipo de
sensibilidad a 2DG, como el diploide D4.

El diploide D4, sensible a 2DG, tuvo un fenotipo de sobreproduccién
de poligalacturonasas en CS (Fig. 7.4), incluso su produccidén fue
ligeramente mayor a la de la cepa Aw99-iii2, resistente a 2DG y
caracterizada por Antier y col. (1993) como la mejor productora de
pectinasas en CS. Aunque este incremento en 1la produccién de
poligalacturonasas por parte del diploide D4 no es muy notable, se
puede plantear una alternativa para mejorar la produccién de cepas,
a través de 1la construccién de diploides entre dos de las mejores
cepas de la serie dgrAw99, y por otro lado, a partir de dos de las
mejores cepas de la serie dgraw96. Los diploides asi obtenidos
tendrian probabilidades de mejorar la produccién de enzima en CS o
en FES, con respecto a las cepas originales.

Se debe tomar en cuenta que la construccién de diploides puede no
~dar resultados satisfactorios, e incluso disminuir los niveles de
produccién, con respecto a las cepas originales (Ball, 1983). Sin
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embargo, para el caso de nuestras cepas se tiene un buen antecedente
con el diploide D4.

Otra conclusién es que la resistencia a 2DG no necesariamente esta
relacionada directamente con la mayor produccién de enzimas, pues el
diploide D4 es sensible a 2DG y sobreproduce poligalacturonasas en
CS, hasta 122% mis que la cepa silvestre C28B25, también sensible a
2DG. Ademds existe el antecedente de la cepa Aw96-3, que a pesar de
haber sido aislada como dgr revirtié al fenotipo silvestre, sin
perder su capacidad para sobreproducir pectinasas en FES. De hecho,
esta cepa es la mejor productora de pectinasas en FES (Antier y
col., 1993).

Con respecto a la morfologia de crecimiento y respuesta a 2DG en
caja de Petri, el diploide D4 no parece tener el fenotipo de la cepa
silvestre C28B25, también sensible a 2DG, o algGn fenotipo dominante
de cualquiera de las dos cepas seleccionadas (Aw99-iii2 y Aw96-4)
para construir los auxdétrofos que le dieron origen. De hecho, 1la
manera de responder a la 2DG depende de cada cepa Yy sus posibles

mecanismos de resistencia.

A través de la lGltima serie de graficas (Figs. 7.5-7.7), se puede
distinguir que las seis cepas estudiadas son distintas
significativamente, en 1lo que se refiere a 1la morfologia de
crecimiento. Con lo que se puede proponer el estudio de la respuesta
morfoldgica a la presencia de algunos compuestos (como la 2DG), como
metodologia para distinguir unas cepas de otras (Loera y col.,
1994a; Viniegra-Gonzélez y col., 1993b).

No se encuentré una relacién directa entre 1la velocidad de
produccién de biomasa de las cepas en un medio con pectina y A_=0.96
(Fig 7.5), y la produccién de pectinasas en medio sbélido, al mismo
valor de A, (Fig. 7.2).
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