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RESUMEN

La utilizacién de enzimas en la industria de alimentos ha crecido considerablemente, debido a
que presenta una serie de ventajas, ademas de las de indole econdémica o tecnoldgica. La gran
especificidad de accion que tienen las enzimas hace que no se produzcan reacciones laterales

imprevistas.

En la actualidad existe un gran numero de microorganismos industriales, que producen
enzimas. Un grupo de enzimas de gran importancia para la industria alimenticia son las
pectinasas, empleadas para disminuir la viscosidad de los jugos de frutas y facilitar asi su
extraccion, maceracion, licuefaccion y clarificacion. Entre los microorganismos industriales
productores de pectinasas se encuentra Aspergillus niger. Es conveniente el mejoramiento de

cepas de este hongo, con el fin de aumentar la productividad de la enzima.

En un trabajo previo se aislaron mutantes a partir de la cepa silvestre de 4. niger. C28B25, lo
que permitié un incremento de hasta 300% en la produccién de pectinasas, en las mejores
mutantes con respecto a la cepa silvestre. Estas cepas mutantes se aislaron como resistentes al

andlogo toxico 2-desoxiglucosa (2DG).

Posteriormente, a través de la recombinacion parasexual de estas dos cepas mutantes de A.
niger (Aw96-4 y Aw99iii), sobreproductoras de pectinasas, Loera et al., (1994) crearon un
diploide (D4), que sobreproduce pectinasas con respecto a la cepa silvestre, y a las cepas

progenitoras (20% mas que la cepa Aw99iii).

De este modo, recientemente fue obtenido otro diploide (DAR2), a partir de la cruza
parasexual de las cepas mutantes mejoradas Aw96-3 y Aw96-4 por Montiel (2000). Este
diploide presentd un nivel de sobreproduccién de invertasa de hasta dos 6rdenes de magnitud

mayor que las cepas progenitoras.



Anteriormente se ha demostrado que la glucosa reprime la sintesis de pectinasas en medio
liquido. Sin embargo, atin quedan abiertas muchas cuestiones sobre los fenotipos mejorados, y
en particular, sobre la fisiologia de induccion y represion de las cepas mejoradas, lo cual

corresponde a la razén de ser de esta tesis.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo es obtener un nuevo diploide (DAR3)
mediante la cruza parasexual de las cepas Aw99iii y Aw96-3 (mutantes mejoradas) y evaluar
la sobreproduccién de pectinasas en los diploides D4, DAR2 y DAR3, en las cepas
progenitoras de cada diploide y en la cepa silvestre (C28B25), con el fin de determinar si

existe algun patrén de desrepresion dominante o recesivo.

Otro de los objetivos de esta tesis fue realizar un analisis cuantitativo del rendimiento Yg/x
para cada cepa, utilizando pectina como fuente de carbono, en presencia y ausencia de glucosa
como azucar represor y determinar si existe relacion entre la resistencia a la 2-desoxiglucosa y

la desrepresion cataboélica.

En ausencia de glucosa, el diploide D4 sobreprodujo pectinasas, en un 14% y 74% con
respecto a la cepa Aw99iii y Aw96-4, respectivamente. En presencia de glucosa, la produccion
de pectinasas por el diploide D4 fue mucho mayor que las cepas progenitoras (93% mayor que

la cepa Aw96-4 y 134% mayor que la cepa Aw99iii).

En un medio sin glucosa, la cepa Aw96-4 sobreprodujo pectinasas hasta 85.7% mas que la
cepa Aw96-3 y 105.3% mas que el diploide DAR2. Sin embargo, en presencia de glucosa, el
diploide DAR2 sobreprodujo pectinasas con respecto a las cepas progenitoras (31.4% con

respecto a la cepa Aw96-4 y de 500% sobre la cepa Aw96-3).

En ausencia de glucosa, el diploide DAR 3 mostr6 un incremento de 328% en la produccioén
de pectinasas con respecto a la cepa Aw96-3 y del 33% con respecto a la cepa Aw99iii. En
presencia de glucosa, la cepa Aw99iii sobreprodujo pectinasas con un incremento del 94 %

sobre la cepa DAR3 y del 391% sobre la cepa Aw96-3.



La cepa Aw99iii estd desreprimida catabdlicamente, al igual que el diploide D4, por lo cual
esta cepa mostré un patrén dominante en el Diploide D4, esto coincide con lo reportado por
Loera et al., (1999).

Las cepas Aw96-4 y Aw96-3 son sensibles a la represion catabolica, sin embargo, el diploide
al que dieron origen (DAR?2) se encontr6 desreprimido, puesto que en un medio con glucosa se
observé que la cepa DAR2 sobreprodujo pectinasas, en comparacion con las cepas que le

dieron origen (Aw96-4 y Aw96-3).

La cepa Aw96-3 mostré un patrén dominante en el diploide DAR3, en cuanto a la represion

catabdlica, es decir, ambos se encuentran reprimidos.

En cuanto a los patrones de resistencia a 2DG, el diploide D4 resulto6 sensible a 2DG, al igual
que la cepa silvestre, lo cual indica que hubo una complementacién de la informacién entre las

cepas progenitoras (Aw96-4 y Aw99iii), ambas resistentes a 2DG.

La cepa Aw96-3 mostrd ser sensible a 2DG, por el contrario, la cepa Aw96-4 fue resistente y
el diploide DAR2 resulté poco tolerante a 2DG, lo cual indica la codominancia de ambas
cepas en el diploide. La cepa Aw96-3 muestra un patrén dominante de resistencia a 2DG en el
diploide DAR3, ya que ambas cepas son sensibles a 2DG, a diferencia de la cepa Aw99iii que
es resistente a 2DG. Otro resultado interesante de este trabajo es que la resistencia a 2DG no

es un fenotipo necesario para la sobreproduccion de pectinasas.

il
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I.1. HONGOS FILAMENTOSOS

Los hongos filamentosos son eucariontes, ya que presentan asociacion del DNA con proteina y
varios cromosomas lineales dentro de una membrana nuclear y divisién nuclear por mitosis o
meiosis. Estos hongos tienen una rapida velocidad de crecimiento, morfologia caracteristica de
las colonias en medio solido y se propagan asexualmente por medio de esporas (Ward, 1991;

Taragano ef al., 1997; Madigan et al., 1998).

Los hongos filamentosos del género Aspergillus son capaces de utilizar un amplio rango de
materiales como sustrato, por lo cual un medio simple puede servir para su crecimiento, y un
gran namero de diferentes fuentes de nitrogeno y carbono pueden ser sustituidas para ser
utilizadas por estos hongos. Como consecuencia, pueden existir muchas vias metabdlicas

bioquimicas para la asimilacion de los diferentes catabolitos (Ward, 1991).

La produccion de enzimas requeridas para estas vias estd bajo regulacion genética,
asegurando que so6lo son sintetizadas las enzimas requeridas para el crecimiento bajo las

condiciones que prevalecen en el medio (Ward, 1991; Madigan e al., 1998).

L1.1. Aspergillus niger

Aspergillus niger es un hongo filamentoso, aerobio estricto, deuteromiceto (por lo cual tiene
reproduccion asexual), y prototrofo. Tiene una amplia versatilidad metabdlica, ya que puede
utilizar una gran variedad de sustratos como fuente de carbono. Debido a esto, es utilizado en
la industria para la produccion de acidos como: el galico, el citrico y el glucénico, y enzimas
como: amilasas, glucoamilasas, celulasas, hemicelulasas, pectinasas, glucosa oxidasa y

catalasa. (Debets, 1990; Suzuki ef al., 1996).
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Aspergillus niger crece como una red de filamentos ramificados o hifas, los cuales en conjunto
forman el micelio. Una hifa consiste de una pared celular compuesta por microfilamentos de
polisacarido cubriendo la membrana exterior de célula. Internamente muchos nucleos residen
en un citoplasma comin y, aunque las hifas son septadas para dividir el citoplasma en
compartimentos, estos contienen poros suficientes para permitir el paso de organelos, por lo
cual esto le da continuidad al citoplasma a lo largo de la hifa (Ward, 1991; Madigan et al.,

1998).

La reproduccion asexual de 4. niger es por medio de conidiosporas. Las cuales nacen sobre
hifas aéreas (conididforas). Las esporas estan arregladas en largas cadenas paralelas y tienen
un color negro en la cepa silvestre. Todas las esporas en una cadena son derivadas de la
division de un simple nucleo en células especializadas que producen las conidias en la base de

la cadena llamadas fialides (Debets, 1990; Ward, 1991) (Figura I.1).

La caracteristica produccién de pigmento en Aspergillus niger estd profundamente
influenciada por la presencia o ausencia de cantidades pequeiias de cobre en el sustrato, y esta

caracteristica ha sido empleada para estimar las concentraciones de cobre en el suelo (Debets,

1990).

El ciclo de crecimiento de A4. niger consiste en la secuencia: hifa — conidioforos —
conidiosporas — hifa. El nucleo vegetativo es haploide y cada espora contiene un ntcleo
haploide. Las fialides cubren la superficie de la vesicula, que es el final crecido del
conidiéforo. En algunas especies, las fidlides se sostienen directamente de la vesicula
(uniseriada), mientras que en las especies biseriadas las fidlides se sostienen sobre células
intermedias las cuales estdn adjuntas a la vesicula. 4. niger muestra una mezcla de ambas
(uniseriadas y biseriadas). En cultivos sumergidos con agitacion y temperatura elevada, 4.
niger puede mostrar microciclos de esporulacion. Es decir la formacion de esporas seguida de

su germinacion y nueva esporulacion (Debets, 1990; Madigan et al., 1998).
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Figura L1.- Ciclo de vida de Aspergillus niger

1.2. CICLO PARASEXUAL

Los microorganismos industriales son especialistas metabdlicos capaces de producir
especificamente determinados metabolitos y con gran rendimiento. Con el fin de lograr esta
elevada especializacion, las cepas industriales estan modificadas genéticamente, por mutacion
0 por recombinacion parasexual. La recombinacion sin involucrar el ciclo sexual de los
hongos fue descubierta por Pontecorvo ef al., en 1953 en Aspergillus nidulans, y fue llamada
recombinacion parasexual. La recombinacion parasexual ha sido observada en muchos hongos

de importancia industrial, como 4. niger, A. soyae, A oryzae y Penicillium chrysogenum

(Debets, 1990).

(V%)
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Durante el ciclo parasexual, las hifas de dos cepas de 4. niger que crecen juntas, se fusionan
en un proceso conocido como plasmogamia para formar micelio que contiene los nicleos de
ambas cepas progenitoras (micelio heterocarion). El ciclo parasexual es un proceso por el cual
dos cepas de 4. niger pueden ser cruzadas experimentalmente, para dar progenie recombinada

sin requerir un ciclo sexual de division nucleer meiética (ver Figura 1.2).
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Figura L.2.- Ciclo parasexual
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Debido a que el ciclo parasexual ocurre en la naturaleza a muy bajas frecuencias, se requiere

un método especial para aumentar la frecuencia de cepas recombinantes en condiciones de

laboratorio. El orden de magnitud de la frecuencia para la obtencién de micelio heterocarién

en la naturaleza es de 10® a 107. El orden de magnitud de la frecuencia deseada para que se

obtengan resultados practicos en un tiempo breve a nivel laboratorio es de 107", de ahi la

necesidad de desarrollar una técnica basada en un proceso natural como lo es el ciclo

parasexual. Esta técnica consiste en lo siguiente:

a)

b)

Obtencion de auxotrofos potencialmente complementarios. Este paso consiste en
inducir una mutaciéon a dos cepas haploides, para obtener auxétrofos a algin
compuesto organico como puede ser algun aminoéacido. Los auxétrofos deben tener
distintas mutaciones para que el diploide que formen sea estable (por

complementacién) y pueda crecer en medio minimo.

Seleccidon de recombinantes prototréfos, es decir cepas que no requieren de ningin
compuesto organico para crecer, es decir que son capaces de crecer en medio minimo,
a diferencia de las cepas haploides auxotrofas. Por ejemplo, si tenemos un auxétrofo a
arginina y otro a alanina, el micelio heterocarion formado puede crecer en medio

minimo sin requerir de arginina o alanina.

Caracterizacion y seleccion de los recombinantes estables con el fenotipo deseable. Por
ejemplo, el fenotipo deseable para el diploide formado, de acuerdo al inciso anterior, es
que sea capaz de crecer en medio minimo, sin requerir de algun aminodcido, pero
ademas para los objetivos de esta tesis, también lo es la sobreproduccion de pectinasas

y desrepresion catabdlica.
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La recombinacidn parasexual ha sido aprovechada para el desarrolio de cepas (Bodie ef al.,
1994). Este método tiene muchas ventajas sobre el uso de otros métodos. Por ejemplo: el
aislamiento de los diploides se puede hacer basado en la pérdida gradual de sus cromosomas,
seguido del regreso al estado haploide. Este proceso se puede acelerar mediante el uso de dosis
subletales de p-fluorofenilalanina. Los haploides resultantes pueden ser caracterizados

fenotipicamente utilizando un ensayo rapido (Loera, 1994).

La importancia de este ciclo, es que ha sido utilizado para obtener altos rendimientos de
productos metabdlicos de importancia industrial en algunas cepas de hongos, mediante la
heterocariosis y formacién de diploides, entre ellos el acido citrico (Kirimura ef al., 1988;
Sarangbin et al., 1994), las pectinasas (Loera et al., 1999), invertasa (Montiel-Gonzélez et al.,

2002) y xilanasas (Loera y Cordova, 2002).

1.3. INDUCCION Y REPRESION CATABOLICA

Muchos microorganismos se desarrollan mejor con fuentes de carbono facilmente
metabolizables, sobre fuentes de carbono alternas mas complejas. Esto corresponde a un
mecanismo que reprime la sintesis de enzimas relacionadas con el catabolismo de la fuente de
carbono alternativa, asegurando la utilizacidén preferente de la fuente de carbono presente que
sea mas favorecida. Este mecanismo se conoce como represion catabolica (Ruijter y Visser,
1997). Por ejemplo: la glucosa reprime normalmente la expresion de enzimas como las
pectinasas en 4. niger (Antier ef al., 1993). Desde el punto de vista de la fisiologia celular esto
es benéfico por dos razones: la primera, es que se utiliza la fuente de carbono maés favorable
energéticamente, y la segunda es que no se desperdicia energia en la sintesis de otros sistemas
catabdlicos (Ruijter y Visser, 1997). En la represion catabolica, inicamente cuando ya se ha

agotado el primer sustrato se sintetizan las enzimas necesarias para la utilizacion del siguiente.
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Un método para incrementar la sintesis de una enzima es el de induccién. Cada enzima tiene
su huella genética en la secuencia de una molécula de ADN. A esta secuencia se le denomina
gene estructural. Los genes estructurales con la informacion para la sintesis de una enzima
estan normalmente inactivos en ausencia del sustrato para dicha enzima. Por lo tanto, se dice
que esta reprimida la produccién de la enzima y solamente cuando se agrega el sustrato
requerido, o un analogo, el gene estructural es activado y dicha enzima es sintetizada, proceso
al que se denomina desrepresiéon o induccidn, y a las enzimas que responden se les llama
inducibles, para distinguirlas de las que no son afectadas por la presencia del sustrato y que se
denominan constitutivas. Las enzimas constitutivas se producen estén presentes o no los

sustratos, por ejemplo: las enzimas involucradas en la glucélisis.

El control de actividad de las enzimas ocurre generalmente por “encendido” o “apagado” de
las enzimas y estd asociado con enzimas alostéricas durante la inhibicidn causada por el
incremento de los productos en una via, lo cual produce que ellos mismos inhiban la
produccion de la primera enzima de la via y cierren la sintesis de los productos finales e
intermedios. En este caso, el gen regulador sintetiza un represor inactivo. Si hay poca cantidad
de producto final el represor inactivo no se une al operador y permite la transcripcion del
mRNA. Si el producto final es abundante se une al represor inactivo que se activa y el represor

activo se une al operador y previene la transcripcion del mRNA.

Sin embargo, también puede darse un control de la sintesis de enzimas a nivel genético
(operdn). En este caso, durante la induccién o desrepresion catabolica, el gen regulador
sintetiza un represor activo. En ausencia de sustrato (inductor), el represor activo se une al
operador e impide a la ARN polimerasa unirse al promotor para la transcripcion del mRNA. Si

el sustrato esta presente se une al represor activo que se inactiva y permite la transcripcién del

mRNA.
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El mecanismo a través del cual las proteinas represoras de la expresion génica controlan la
transcripcion comienza cuando la proteina represora y la enzima RNA polimerasa se unen
fuertemente a diferentes secuencias especificas de nucledtidos del DNA, que reciben el
nombre de regién operadora y region promotora. Si estd presente la proteina represora, la
RNA polimerasa no puede actuar, y no se lleva a cabo la transcripcion. Si no estd presente la
proteina represora, la RNA polimerasa se une, produciéndose la transcripcion. Esta proteina
represora reconoce un ligando especifico y esta unidn activa la transcripcion al disminuir la
afinidad de la proteina represora por su secuencia de DNA especifica. Este caso de regulacién

en el que el gen en condiciones normales est4 reprimido se llama induccidn negativa.

Una alternativa de la regulacion negativa, es la regulacion por medio de proteinas activadoras
de la expresidn génica. En este caso la proteina facilita la union de la RNA polimerasa. Al
igual que las proteinas represoras, €stas proteinas activadoras se unen a ligandos especificos
(inductor) pero en este caso se incrementa la afinidad de la proteina activadora por el DNA
con lo que se activa la transcripcion. Si la groteina activadora se encuentra presente, la RNA
polimerasa se une y tiene lugar la transcripcion. Si por el contrario la proteina activadora no se
encuentra presente, la RNA polimerasa no puede unirse y no tiene lugar la transcripcion. Este

tipo de control génico recibe el nombre de induccién positiva.

La transcripcion también se puede manipular por mutacion del gen regulador (el que codifica
para la proteina represora) inactivando la proteina represora, o bien por mutacién del operador
con lo que la proteina represora no presentara afinidad por él. Y légicamente evitando el uso
de fuentes de carbono represoras en el medio de cultivo se puede lograr un incremento en la
produccion de enzimas sensibles a la represion catabdlica. Por ejemplo, utilizando manosa en
el crecimiento de Pseudomonas fluorescens var. cellulosa se produce 1500 veces mas celulasa

que en presencia de galactosa.
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La represiéon puede ser producida por varias fuentes de carbono, pero la glucosa es
probablemente la mas represiva (Antier et al., 1993; Solis-Pereira ef al., 1993). La represion
por carbono se puede cuantificar al determinar que la actividad de una enzima es menor
después del crecimiento en una mezcla de una fuente de carbono inductora mas una fuente de

carbono represora, en comparacion con el crecimiento con sélo la fuente de carbono inductora.

En Aspergillus nidulans y Aspergillus niger la proteina represora CREA juega un papel muy
importante en la represion catabdlica. Ya que el producto del gen creA, llamado CREA es un
represor que inhibe la transcripcion de muchos genes blanco por la unién a secuencias

especificas en el promotor de estos genes (Ruijter y Visser, 1997).

Ademas del gen creA se han descrito cerca de una decena mas de genes que intervienen en la
represion catabolica (Fillinger ef al., 1995; Ho et al., 1995; Ruijter y Visser, 1997; Shroff et
al., 1997). Sin embargo, la secuencia completa del genoma de 4. niger ain no es del dominio
publico, pues esta secuencia, que fue desarrollada en el Instituto Max Planck de Munich, es

propiedad intelectual de la empresa DSM de Holanda (http://www.dsm.nl).

No obstante, se puede suponer que muchas de las cepas llamadas “superiores” para la
produccién de enzimas de 4. niger, son cepas multigénicas que tienen modificados algunos
genes represores como creA y por ello pueden producir y excretar titulos de enzimas 100 o
1000 veces superiores a los observados por las cepas silvestres. De ahi que resulte importante
el desarrollo de técnicas de recombinacidn con cepas que ya tienen alto nivel de produccién
silvestre o mejorada, por medio del proceso de recombinaciéon parasexual descrito
anteriormente. Durante el desarrollo de esta tesis se utilizaron cepas haploides previamente
mejoradas (sobreproductoras de pectinasas), por lo que esto aumenta la posibilidad de

encontrar diploides también mejorados.
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I.4. PECTINASAS

Las pectinasas son un conjunto de enzimas capaces de hidrolizar a la pectina, la cual es un
polisacarido heterogéneo y complejo formado principalmente por unidades de acido D-

galacturénico (Figura 1.3).
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Figura L.3.- Estructura quimica de la pectina

Las pectinasas son utilizadas en la industria alimentaria para adicionarlas a los jugos de fruta,
o bien a las frutas trituradas antes de su prensado, los cuales contienen sustancias pécticas, con
el fin de realizar la hidrdlisis de la pectina, proceso conocido como despectinizacién
(Szaniawski and Garth, 1996). Las sustancias péctiéas (Figura 1.3) comprenden un grupo
extenso de polisacaridos vegetales cuya estructura basica consta de moléculas de 4cido D-
galacturénico unido por enlaces glucosidicos a-D-(1,4), en la que algunos de los carboxilos

pueden estar esterificados con metilos o en forma de sales.
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Entre las sustancias pécticas se pueden distinguir dos clases principales: los acidos pectinicos,
que tienen parte de sus acidos galacturénicos como ésteres metilicos y, los acidos pécticos,
que sélo contienen moléculas del 4cido sin esterificacion. Por definicion las pectinas son

acidos pectinicos con diferentes grados de esterificacién (Diaz, 1997).

L.4.1. Clasificacion de las Pectinasas

Las pectinasas se pueden clasificar en tres grupos de acuerdo a su forma de actuar sobre el

polisacarido (Taragano et al., 1997):

® Pectinesterasas
e Poligalacturonasas (endo y exo)

e Pectin y pectato liasas

Es necesaria la accion combinada de las pectinesterasas y de las poligalacturonasas para
degradar a las sustancias pécticas. En cambio, las enzimas pectinliasas son las unicas capaces
de despolimerizar la molécula de la pectina sin la accion previa de las otras enzimas por el
mecanismo de la B-eliminacion. Las pectinesterasas y poligalacturonasas pueden ser de origen
vegetal o microbiano, mientras que las pectin y pectato liasas son sintetizadas por
microorganismos. En la industria las pectinasas son comunmente producidas por fermentacién

empleando cepas de Aspergillus niger (Taragano et al., 1997).

1.4.1.1. Pectinesterasas

Las pectinesterasas transforman a la pectina metoxilada en pectina de bajo metoxilo o pectato
(Figura 1.4). Al actuar producen metanol a partir de los grupos carboxilos esterificados. Lo
anterior ocurre en muchas plantas y se presentan frecuentemente en citricos y tomates, pero

también son producidas en gran cantidad por hongos y bacterias.
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Las pectinesterasas producidas por los hongos tienen un pH 6ptimo alrededor de 4.5 mientras
que el de las enzimas de plantas y bacterias se encuentra cerca de la neutralidad. Todas las
pectinesterasas son altamente especificas sobre el metil éster del 4cido poligalaracturonico, ya

que no son hidrolizados los enlaces éster metilicos de otros compuestos (Diaz, 1997).

ACIDO POLI-
GALACTURONICO (K : Sy "< @ @}

Esterasa
Mt T Met
) /L-—- o s ; o

Figura 1.4.- Accion de las pectinesterasas

1.4.1.2. Poligalacturonasas

Las poligalacturonasas son enzimas que hidrolizan el enlace glucosidico contiguo al grupo
carboxilo libre, en consecuencia, las pectinas de alto metoxilo se hidrolizan muy lentamente,
mientras que las de bajo metoxilo son un buen sustrato (Figura 1.5). Las poligalacturonasas
son producidas por la mayoria de los hongos, por levaduras y también por algunas bacterias.

Su pH 6ptimo se encuentra entre 4.0 y 5.5 (Diaz, 1997).

Existen endo y exo poligalacturonasas. Las endopoligalacturonasas atacan a la cadena péctica
en su interior. Si esta enzima produce un pequefio incremento en los grupos reductores, se
produce un fuerte descenso de la viscosidad de la solucién que contiene el sustrato. Las
exopoligalacturonasas atacan del lado no reductor del polimero formando mono 6 dimeros,

teniendo por lo tanto una muy lenta disminucién de la viscosidad (Diaz 1997, Taragano ef al.,

1997).
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Figura L.5.- Accién de las poligalacturonasas

1.4.1.3. Pectin y Pectato Liasas

Las pectato liasas rompen el enlace glucosidico por B-eliminacion, su accién produce dobles
ligaduras entre los carbonos 4 y 5 de la molécula de acido D-galacturénico (Figura 1.6). Al
igual que las poligalacturonasas, éstas actiian del lado donde se encuentra mas cercano el
grupo carboxilo libre, y también se encuentran endo y exopectatoliasas. Para las tipo exo, el
pectato es el mejor sustrato y generalmente se obtienen dimeros insaturados a partir del grupo
reductor terminal. Para las endo, las pectinas de bajo metoxilo son el mejor sustrato. Su pH
optimo esta al rededor de 8-9.5 y por esta razon son de baja importancia para el procesamiento

de frutas.

Las pectin liasas rompen el enlace glucosidico cercano al grupo metil éster por via de la -
oxidacidn, su accion es similar a la de las pectatoliasas. El mejor sustrato para estas enzimas
(de las que solo se conocen de tipo endo), es la pectina altamente esterificada; su pH optimo

esta entre 5-6, pero con la adicidn de iones calcio se puede presentar un segundo pH dptimo en

8 (Diaz, 1997).
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Figura 1.6.- Accién de las pectato liasas

1.4.2. Produccion e importancia industrial de las Pectinasas

Actualmente las pectinasas son producidas industrialmente por Aspergillus niger, A. wentii y
Sclerotinia libertina, pero ademas de estas enzimas también existen otras de interés comercial,
como: amilasas (Bacillus y Aspergillus), 2-galactosidasas (Kluyveromyces lactis, K. fragilis y
C. pseudotropicalis), invertasas (Saccharomyces cerevisae y S. Carbergensis),
glucosaisomerasas (Streptomyces olivaceos, Bacillus coagulans y Actinoplanes misouriensis),
proteasas (Bacillus amyloliquefacien, B. lichemfurmis, B. pumillus, Aspergillus niger, A.
oryzae y A.flavus), lipasas (Aspergillus y Rhizobium) y diacetilreductasa (Enterobacter

aerogenes).

En los extractos comerciales de pectinasas usados para la fabricacion de jugos de frutas
coexisten tres enzimas: la pectinliasa, la poligalacturonasa y la pectinesterasa. Estas enzimas
en combinacidon hidrolizan a la pectina, que como se vio en la seccién anterior, €s un

polisacarido constituido principalmente de acido galacturénico parcialmente metoxilado.
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De tal manera que las pectinliasas actian sobre la pectina; las pectinesterasas eliminan los
grupos metoxilo, y la poligalacturonasa actﬁa sobre la pectina una vez que ésta ha sido
desmetilada. Por esta razon, las preparaciones comerciales de pectinasas estan constituidas por
una mezcla de enzimas pécticas. Las pectinasas comerciales han revolucionado
considerablemente los procesos de las frutas en la industria de alimentos (Tabla I.1). Estos

procesos se explican en la siguiente seccion.

Tabla 1.1.- Efecto y aplicacién de las pectinasas en los procesos de clarificacién, maceracion, extraccién y

licuefaccion de los jugos de frutas

Proceso Efecto / Aplicacion Enzimas
Reduccidn de la viscosidad, eliminacion de turbidez. | Pectinesterasa
Clarificacién | Zumo de manzana. Pectinliasa
Sidra Pectinliasa
Separacion de células sin alterar sus paredes. Poligalacturonasa
Maceracion | Purés, néctares, alimentos. Pectinliasa
Productos lacteos Pectinliasa
Reduccion de la viscosidad. Pectinesterasa
Extraccién | Mejora del rendimiento. Poligalacturonasa
Mejora del color Pectinliasa
Degradacion de las paredes celulares: Pectinasas
Licuefaccidon | zumos clarificados, turbios o pulposos Celulasas

L1.4.2.1. Clarificacion de zumos

La clarificacion de los zumos, que se define como la reduccién de la viscosidad y la
eliminacion del material enturbiante, estd principalmente aplicada a la produccién de zumo de
manzana y se desarrolla mediante la actuacion enzimaética del complejo pectinesterasa-

endopoligalacturonasa o por la actividad exclusiva de la pectinliasa.
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1.4.2.4. Licuefaccion de zumos

A través de la utilizaciéon de enzimas pécticas, hemiceluloliticas y celuloliticas, las paredes
celulares de los purés de frutas tropicales y verduras pueden ser degradadas hasta conseguir
una total licuefaccién. De esta forma se pueden lograr rendimientos superiores al 90 % en la
obtencién de zumo. Ademads, debido a la solubilizacion de los polisacéridos de la pared
celular, el peso seco de los zumos se ve fuertemente aumentado. Dependiendo de la
accesibilidad que los componenteé de la pared celular presentan a las enzimas, se consigue
obtener zumos clarificados (papaya), turbios (melocotén) o pulposos (zanahoria). Tras el
tratamiento enzimatico se puede separar el zumo por centrifugacién o filtrado, y clarificar el

zumo resultante.

1.4.3. Ventajas de la utilizacion de las Pectinasas

1. Las pectinasas se emplean para disminuir la viscosidad de los jugos de frutas y facilitar
su extraccion, maceracion, licuefaccion y clarificacion (Solis-Pereira et al., 1993; Solis
et al., 1997, Castilho, et al., 2000). Ademas pueden estar inmovilizadas en membranas,
para disminuir la presion necesaria para realizar los procesos de microfiltracion,

ultrafiltracién y 6smosis inversa de los jugos de fruta (Szaniawski and Garth, 1996).

2. Un jugo con pectina presenta propiedades de suspension coloidal y al hidrolizar este
polisacarido se producen cambios esencialmente fisicoquimicos, debido a que el jugo
pierde las caracteristicas de suspension coloidal. Ademas, los productos de la

despolimerizacién enriquecen al jugo, ya que no se eliminan por filtracién (Diaz,
1997). '

3. La molécula de pectina es muy grande (peso molecular entre 150 y 300 KDa.). Su
tamafio rebasa el limite inferior de las particulas coloidales, por lo que constituyen

verdaderas micelas, las cuales estan cargadas negativamente.
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El tamafio, estructura y carga de estas micelas, hacen posible que se presenten
fendmenos de adsorcion. Asi, todas las particulas insolubles que estdn presentes en los
jugos se diseminan al igual que dichas unidades coloidales. El resultado es una
turbiedad. Cuando las pectinasas (principalmente las de tipo endo) entran en accidn,
convierten a las micelas en materiales solubles. El soporte que mantenia dispersas a las
otras particulas no solubles es eliminado, éstas se precipitan al fondo y el liquido se
clarifica (Diaz, 1997).

Como las pectinasas rompen las uniones de las células, el liquido solvente puede llegar
a establecer mas rapido e intimo contacto con los pigmentos y se produce una mejor

extraccion del color.

La despectinizacién libera mondmeros o dimeros de &cido D-galacturénico
principalmente por las exopectinasas, proceso que presenta una influencia sobre el
tiempo de la fermentacion. Cuando los mostos se enriquecen con materiales
fermentables (como son las unidades del 4cido galacturdnico, o bien los polimeros de
¢l no muy grandes), éstos son asimilados mas facilmente por los microorganismos, y

por lo tanto, realizan la fermentacion en forma mas rapida (Madigan e al., 1998).

Aun cuando el contenido en pectina no es muy elevado en las frutas (1 a 3%
dependiendo del tipo de fruta, variedad, etc.), cada molécula de pectina, puede rendir
unas 1500 moléculas de 4cido galacturénico (P.M. 194), de ahi que el tratamiento con
pectinasas produzca un aumento considerable de materiales fermentables. La reduccion
de la viscosidad del mosto también facilita la tarea de los microorganismos y la
expulsion mas facil del bi(’)){ido de carbono producido. El enriquecimiento de los
mostos con materiales fermentables provenientes de la hidrélisis de la pectina da lugar
a una mayor produccion de alcohol, de ésteres y de materiales que comunican el aroma

y el bouquet caracteristico al producto final (Diaz, 1997).
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7. Al existir mayores rendimientos en la obtencion de jugos y mostos por la adicién de
pectinasas, se logran mayores ingresos econémicos, reduccion de gastos por materiales
filtrantes y clarificantes, asi como de mano de obra, ganancia de tiempo en
fermentaciones, mayor produccidén de alcohol, mejor calidad del producto final y

simplificacion de las labores industriales (Szaniawski and Garth, 1996).

8. Las pectinasas son utiles en la naturaleza porque participan en la degradacién de la

pared celular para la colonizacién de plantas por hongos fitopatégenos (Ldera, 1994).

En resumen;

U Las enzimas pectinasas son catalizadores bioldgicos de interés industrial y comercial,

que se producen principalmente por cultivos de hongos del género Aspergillus.

O Las cepas industriales tienen una productividad de pectinasas cien a mil veces mayor a
comparaciéon de las cepas silvestres y por lo tanto es de gran interés practico
caracterizar los fenotipos de cepas previamente mejoradas por técnicas de mutacion
aleatoria y recombinacién parasexual. Tema que sera examinado mas ampliamente en

la seccidn de Antecedentes.
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II. ANTECEDENTES

II.1. MUTACIONES

Las mutaciones surgen en forma aleatoria en las células porque se originan cambios en la
secuencia de bases del material genético, durante el proceso natural de la replicacion genética.
En muchos casos, las mutaciones originan cambios fenotipicos en el organismo; en la mayor
parte de los casos estos cambios son perjudiciales, pero ocasionalmente ocurren también
cambios que son beneficiosos, por ejemplo, para ciertos procesos en los que es importante

incrementar la produccién de metabolitos usando las cepas mutadas (Madigan ef al., 1998).

Las mutaciones pueden ser espontaneas o inducidas. Las mutaciones espontaneas pueden
ocurrir como consecuencia de la accion de la radiacion natural que alteran la estructura de las
bases del DNA. Durante la replicacién también ocurren mutaciones espontineas por error en
el apareamiento de bases, originando cambios en el DNA replicado, tales errores ocurren con
una frecuencia de 107 - 10" por par de bases durante una ronda replicativa. De ahi que si el
genoma de Aspergillus niger tiene 34.5 millones de pares de bases, se requiere caracterizar a
10’ o 10'"" mutantes para encontrar una mutante espontinea especifica de una base

determinada.

Una gran variedad de agentes quimicos y fisicos pueden inducir mutaciones. Algunas formas
de radiacion son altamente mutagénicas, este tipo de radiacion se clasifica en dos categorias:
ionizantes (por ejemplo los rayos X) y no ionizantes (por ejemplo los rayos UV). La mas
usada en genética microbiana es la radiacion UV (no ionizante). Las bases puricas y
pirimidinicas de los acidos nucleicos absorben intensamente la radiacion ultravioleta (UV),
con un maximo de absorcion para el DNA y el RNA a 260 nm. Las proteinas también
absorben radiacién UV pero presentan el maximo a 280 nm debido a la absorcion de los

aminoacidos aromaéticos (triptéfano, fenilalanina, tirosina) (Madigan et al., 1998).
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La radiacion UV es muy util en el aislamiento de mutantes de cultivos bacterianos. Esta
radiacion es muy efectiva como agente letal, la muerte de las célula por radiacion UV se debe
a su accidn sobre el DNA, debido a que provoca entre otros efectos, la induccidon de dimeros
de pirimidina en el DNA, es decir, la unién covalente de dos bases pirimidinicas adyacentes,
de tal modo que incrementa enormemente la probabilidad de que durante la replicacion del
DNA, la DNA polimerasa inserte un nucleétido incorrecto en tal posicion (Madigan et al.,
1998). El tipo mas frecuente de fuente de radiacion UV que se usa para mutagénesis es la
lampara microbicida que emite grandes dosis de radiacion UV en la regién de 260 nm. Se
suele utilizar una dosis de radiacion UV que produce un 90-95 % de muerte de la poblacién y

se buscan después mutantes entre los sobrevivientes (Madigan et al., 1998).

Sin embargo, el uso de dosis bajas del mutdgeno favorece el aislamiento de cepas sin
alteraciones debidas a mutaciones multiples o rearreglos cromosémicos que dificultan un
posterior analisis genético (Bos, 1987). Cuando se usan dosis bajas de mutageno, el nimero
relativamente bajo de cepas mutantes viables obtenidas, se debe compensar a través de un
proceso de enriquecimiento que permita aislar las cepas mutantes deseadas. Si se usan dosis
mas fuertes de radiacién, el nimero de células viables descendera a niveles demasiado bajos,

mientras que si se usan dosis menores se inducirdn menos dafios en el DNA.

I1.2. OBTENCION DE CEPAS SOBREPRODUCTORAS DE PECTINASAS

Como ya se menciond en la seccidon 1.4.2, las pectinasas, al igual que otras enzimas se
producen en la industria principalmente por 4. niger. Las cepas silvestres de A. niger tienen
titulos menores a 1,000 UI/L (Antier et al., 1993; Friedrich et al., 1990; Levin y Forchiassin,
1998; Panda y Naidu, 2000), las cepas mejoradas por mutacion aleatoria pueden alcanzar hasta
3,000 U/L (Cui et al., 1987; Leuchtenberger y Mayer, 1991 y 1992; Kavitha y Umesh, 2000),
y las mejoradas por recombinacion parasexual llegan a alcanzar hasta 20,000 U/L (Montiel,
2000). Sin embargo faltan estudios de optimizacién para mejorar los rendimientos, porque la
adecuacion de los medios de fermentacion puede mejorar los rendimientos por un factor de 2 o

3, como ya ha sido reportado por Diaz (1997).
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En 1993 Antier et al., seleccionaron de entre varias cepas silvestres de Aspergillus niger (248)
la que tenia mayor actividad pectinolitica en fermentacion en estado s6lido (FES) utilizando
como soporte pulpa de café, y como resultado obtuvieron a la cepa C28B2S. Estos
investigadores utilizaron esta cepa para obtener mutantes sobreproductoras de pectinasas.
Antier et al., emplearon rayos UV para irradiar a la cepa C28B25 y utilizaron 2 medios
selectivos, uno con baja actividad de agua (ay = 0.96), 2-desoxiglucosa (2DG) (0.1 g ) y
pectina (10 g ™ para seleccionar cepas mutantes sobreproductoras de pectinasas en un medio
con un valor bajo de ay, y otro con un alto nivel de ay, (0.99), 2DG (0.01 g 1) y pectina (10 g
I'") para seleccionar cepas mutantes sobreproductoras de pectinasas en un medio con un valor
alto de a,. Al final obtuvieron 2 clases de mutantes: dgrAw99 (resistente a 2DG en un valor
alto de a,) y dgrAw96 (resistente a 2DG en un valor bajo de ay), entre las cuales encontraron
cepas sobreproductoras de pectinasas en estado liquido (FEL) y en FES sobre pulpa de café

(a4w=0.96), respectivamente, esto se puede observar en la Figura II.1.

Como se observa en la Figura II.1, las cepas mutantes dgrAw96 producen altos niveles de
actividad en FES sobre la pulpa de café, especialmente la mutante dgrAw96-3, que produce
221 U g peso seco de sustrato. Las cepas Aw96-4 y Aw96-3 sobreproducen pectinasas con
respecto a la cepa silvestre en un 25 % y 60% respectivamente. En la misma Figura del lado
derecho no se muestran las abreviaturas dgr por falta de espacio, sin embargo, tanto las cepas

Aw96, como Aw99 mostraron ser resistentes a este analogo de la glucosa.

Las cepas mutantes dgrAw99 tienen un incremento importante en la produccion de pectinasa
en FEL con s6lo pectina como fuente de carbono. La cepa mutante dgrAw99-iii sobreproduce
pectinasas con respecto a la cepa progenitora (300% de incremento de la produccién de

pectinasas en medio liquido).

En resumen, las cepas mutantes dgrAw99 tienen una produccién de pectinasa baja en FES
sobre pulpa de café, y ésta se incrementa en medio liquido. Las cepas mutantes dgrAw96 estan

relacionadas con un incremento de la actividad en medio sélido.
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Las mutantes dgrAw96-3 y dgrAw99-iii fueron las mejores productoras de enzima en pulpa de
café y FEL, respectivamente. Posteriormente Loera ef al., en 1999 obtuvieron un diploide
(D4) mediante la cruza parasexual de las cepas Aw99iii y Aw96-4, mostrando un incremento
en la sobreproduccion de pectinasas en FEL con respecto a la cepa silvestre y a sus

progenitoras, inclusive en un 20 % maés que la cepa Aw99iii.

250 1

C28B25
<« U.V.

200 -

150 1 ™FES

2DG, aw=0.99 2DG, aw = 0.96
OFEL

100 A

dgrAw99 dgrAw96

50 1

0 - —

C28B25 Aw96-4 Aw96-3 Aw99iii

Produccion de pectinasas en FES (U/g ps) y en FEL (U/g peso seco)

Figura IL.1. Seleccion de cepas mutantes sobreproductoras de pectinasas (dgrAw99 y dgrAw96) a partir

de la cepa silvestre C28B25. Del lado derecho se muestra la produccion de pectinasas tanto en FES (pulpa

de café, a,= 0.96), como en FEL (a,~0.99) (Loera, 1994).

Recientemente, Montiel (2000) obtuvo una cepa diploide (DAR2) mediante la cruza
parasexual de las cepas Aw96-3 ala” y Aw96-4 arg’. Este diploide mostré un fenotipo de
sobreproducciéon de invertasa de hasta dos 6rdenes de magnitud mayor con respecto a las

cepas progenitoras, en medio sélido y con a, de 0.96 y 0.99.
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Estos antecedentes mostraron que el efecto combinado de la mutacién aleatoria inducida con
la selecciéon de la resistencia a 2DG y ademas, con la cruza parasexual de las mejores
mutantes, puede producir mejoras en los titulos de pectinasas hasta de un orden de magnitud
con respecto a la cepa silvestre (C28B25). Pero atn dejan abiertas muchas cuestiones sobre los
fenotipos mejorados, y en particular, sobre la fisiologia de induccion y represion de las cepas

mejoradas lo cual corresponde a la razon de ser de esta tesis.

I1.3. REPRESION CATABOLICA EN MEDIO LiQUIDO

En 1993 Solis-Pereira et al., estudiaron los efectos de diferentes fuentes de carbono en la
sintesis de pectinasas por A. niger tanto en fermentacion liquida, como solida, y observaron
que la produccion de pectinasas en medio liquido disminuye cuando se afiade glucosa,
sacarosa o acido galacturdnico (3% p/v) al medio de cultivo con pectina (3%), esto es debido a
que la fuente de carbono adicional causa un efecto inhibitorio (represion) en la produccién de
pectinasas a las concentraciones de las fuentes de carbono evaluadas, mientras que en FES
encontraron que al adicionar glucosa, sacarosa o acido galacturénico (3.5, 5.5 y 10%) la
produccién de pectinasas no disminuye, es decir no existe represion, al menos a estas
concentraciones. Ademads, ha sido demostrado que con la FES se tiene una alta productividad
de pectinasas en comparacién con la FEL (Solis-Pereira et al., 1993; Antier ef al., 1993), esto
es debido a que en la fermentacidn s6lida se obtienen altos rendimientos de enzima en tiempos

cortos de fermentacion (Diaz-Godinez et al., 2001; Romero-Gémez et al., 2000).

Antier et al. en 1993, evaluaron la produccion de pectinasas por A. niger (C28B25), en FEL
utilizando pectina como tunica fuente de carbono, y pectina mas glucosa o sacarosa, y
observaron que al adicionar glucosa al medio de cultivo (entre 5 y 10 g 1), existe represién
catabodlica, debido a que las actividades volumétrica y especifica disminuyen en comparacién
con la utilizaciéon de pectina como unica fuente de carbono; sin embargo la adicién de

pequefias cantidades de azicar (1 gl™") producen un incremento en la produccion de pectinasas.
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I1.4. RELACION ENTRE LA RESISTENCIA A LA 2-DESOXIGLUCOSA Y CEPAS
DESREPRIMIDAS

La 2-desoxiglucosa es un analogo téxico de la glucosa que causa dafio a la célula, impidiendo
la sintesis de pared celular y causando la desintegracion del citoplasma (El-Ghaouth et al.,
1997). La resistencia a la 2DG se ha utilizado como criterio de selecciéon para la obtencion de
cepas sobreproductoras de enzimas y de otros metabolitos de interés, por ejemplo, se ha
empleado como un criterio de seleccion de mutantes desreprimidas catabolicamente y
sobreproductoras de pectinasas (Antier ef al., 1993; Minjares Carranco ef al., 1997), de acido
citrico y amilasas (Suzuki ef al., 1996) y de celulasas (Parvez ef al., 1998). La resistencia a la
2DG también se ha relacionado con la desrepresion de varias enzimas en cepas que resultan

resistentes a este analogo toxico (Allen et al., 1989).

Entre los resultados obtenidos por Antier ef al., en 1993, se muestra que para todas las cepas
mutantes dgr obtenidas, con excepcion de la cepa dgrAw96-3 (que revirtio al fenotipo
silvestre), la resistencia a 2DG es una mutacién muy estable. Sin embargo, no todas las cepas
silvestres de 4. niger son sensibles a 2DG, por ejemplo, la cepa silvestre CH4 es naturalmente
resistente a 2DG (Antier et al.,1993). La resistencia a 2DG es interesante, porque muchas
cepas mutantes dgr tienen alteraciones en algunas enzimas que se encuentran normalmente

reprimidas por glucosa (Bodie et al., 1994 ).

Se ha reportado que existen varios /oci involucrados en la resistencia a 2DG, por ejemplo, en
el caso de Newrospora crassa se han identificado al menos 4 loci participantes en la
resistencia a 2DG (Allen et al., 1989). Por otro lado, Loera er al., en 1999 reportaron que en A.
niger hay al menos 2 loci distintos que causan la resistencia en estas cepas, ya que el locus que
confiere resistencia en la cepa Aw99iii es distinto al locus que confiere dicha resistencia a la

cepa Aw96-4, puesto que la recombinacion parasexual (Aw99iii* Aw96-4) resulté ser sensible

a2DG.
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II. ANTECEDENTES

Sin embargo, alin no se tienen estudios de desrepresion en el diploide D4, obtenido por Loera
et al., en 1999, para su comparacion con respecto a las cepas que le dieron origen, esto con el
fin de determinar si existe algin patrén de desrepresion dominante o recesivo en estos casos.
Muchas cepas mutantes resistentes a 2DG parecen tener alteraciones regulatorias pleiotropicas

en la actividad de algunas enzimas como la amilasa e invertasa (Allen et al, 1989).

En 1997 Minjares-Carranco et al., realizaron una comparacién entre estas cepas mutantes
sobreproductoras de pectinasas y estudiaron los patrones de esporulacién sobre placas de agar
con glucosa y 2DG, obteniendo que las cepas Aw99 tienen un porcentaje mayor de area
esporulada que las cepas Aw96 y que la cepa silvestre. También concluyeron que las
pectinasas producidas por la cepa Aw96-3 muestran un incremento de estabilidad térmica en
comparacion con las pectinasas producidas por la cepa Aw99iii, tanto en medio liquido como

sélido.

Los resultados anteriores se deben a que A. niger produce isoenzimas con diferencias en las
propiedades de las pectinasas, dependiendo de la técnica de cultivo (FEL o FES) y de la cepa
usada (silvestre, Aw96 o Aw99). Estos resultados sugieren la presencia de mutaciones
pleiotropicas de diferentes tipos (Aw96 y Aw99) que afectan simultdneamente la esporulacién

y patrones enzimaticos de cada clase de mutantes (Minjares-Carranco et al., 1997).
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IIL. JUSTIFICACION

La presente tesis estd basada en el interés de conocer si los diploides D4 (Loera ef al., 1999),
DAR2 (Montiel, 2000) y DAR3 (obtenido en este trabajo) tendran una mayor produccién de
pectinasas y menor represion catabélica que las cepas que le dieron origen, por una posible

complementacion genética, o si habrd dominancia de alguna cepa progenitora (Figura IIL.1).

OCURRE
COMPLEMENTACION

NO OCURRE
COMPLEMENTACION

Figura III.1.- Esquema que muestra los mecanismos de complementacién genética, asi como la

dominancia del fenotipo de una cepa progenitora.

Ademas, esta tesis se encuentra sustentada bajo los puntos antes discutidos:

| Importancia industrial de las pectinasas (ver seccion 1.4).

a Las cepas desreprimidas son de gran interés, tienen mayor produccién de
pectinasas, y al estar desreprimidas se puede utilizar una mezcla de carbohidratos y
no soélo pectina como fuente de carbono.

| Los diploides obtenidos podrian producir una mayor cantidad de enzima en
comparacion con las cepas progenitoras.

a La obtencioén y analisis de los fenotipos de los diploides podran servir para estudios

posteriores. Particularmente con trabajos de optimizacion del medio de cultivo para

las cepas mejoradas.
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IV. HIPOTESIS

IV. HIPOTESIS

Los diploides podrén presentar patrones de complementacion que den lugar a

mayor desrepresion de la sintesis de pectinasas en presencia de glucosa.

Los diploides DAR2 y DAR3 produciran una mayor cantidad de exopectinasas en
comparacion con las cepas progenitoras, debido a mecanismos de
complementaciéon genética o a nuevas mutaciones creadas por el proceso de

recombinacion parasexual.
Es posible relacionar los fenotipos de desrepresion catabolica (dominantes y

recesivos) con la resistencia a 2-desoxiglucosa (2DG) entre cepas mutantes de

Aspergillus niger, a través de la construccion de diploides por el ciclo parasexual.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Identificar los patrones de desrepresion catabdlica en cepas haploides y diploides de A. niger y

su relacidn con la resistencia a 2DG.

V.2. Objetivos particulares

1. Crear una cepa auxoétrofa de arginina a partir de la cepa Aw99iii (Aw99iii arg).

2. Obtener un diploide (DAR3), mediante la cruza parasexual de las cepas Aw99iii arg’ y

Aw96-3 ala” (ver seccién VII.1.2).

3. Identificar patrones de recesividad y dominancia en la resistencia a 2DG entre las cepas

estudiadas (C28B25, Aw96-3, Aw96-4, Aw9%iii, Aw99iii arg’, D4, DAR2 y DAR3).

4. Estudiar los patrones de represion catabdlica en los diploides para identificar posibles

fenotipos dominantes, recesivos o de codominancia entre los pares de cepas estudiados

5. Garantizar la conservacion de las cepas mutantes obtenidas, para su posterior

disponibilidad.
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VI. MATERIALES Y METODOS

La metodologia general empleada para cumplir con los objetivos de esta tesis se muestra a

continuacion y se resume en la Figura VI.1:

1. Se obtuvo un auxétrofo a partir de la cepa Aw99iii (Aw99iii arg’), mediante
mutagénesis con rayos UV, hasta obtener entre 50 y 60 % de sobrevivencia.
Posteriormente, se realizd un proceso de enriquecimiento con el fin de aumentar el
numero bajo de mutantes obtenidas después de la irradiacion. La auxotrofia a arginina
se realizé con el fin de la obtencién de una mutante auxétrofa para arginina, para
realizar la cruza parasexual de esta cepa (Aw99iii arg’) con otra auxétrofa de alanina
(Aw96-3 ala’) y asi poder identificar algin diploide formado entre ellas, mediante su

crecimiento sin necesidad de la presencia de estos dos aminoacidos.

2. Se utilizé el auxotrofo ya existente de la cepa Aw96-3 (Aw96-3 ala’), asi como las
cepas Aw96-3, Aw96-4, Aw99iiii, ¢l diploide D4 obtenido por Loera et al., (1999), el
diploide DAR2 obtenido por Montiel-Gonzalez et al., (2002), obtenido a partir de la
cruza parasexual de las cepas Aw96-3 y Aw96-4, y la cepa silvestre C28B25 (ver
Figura VLI).

3. Mediante la cruza parasexual de los auxétrofos de las cepas Aw99iii y Aw96-3
(Aw99iii arg” y Aw96-3 ala” respectivamente) se obtuvo el diploide DAR3 (ver Figura
VLI).

4. Se trabajé con las cepas haploides Aw96-3, Aw96-4, Aw99iii, con los tres diploides
D4, DAR2 y DAR3 y la cepa silvestre C28B25 para realizar pruebas de represion
catabolica midiendo la produccidn de pectinasas en fermentacion en estado liquido con
dos diferentes medios: el primero con 10 g/L de pectina y el segundo con 10 g/L de
pectina més 5 g/L de glucosa. También se midié la cantidad de proteina extracelular
para calcular la actividad especifica, se realizaron calculos de p a través de las cinéticas

de biomasa, se estimo el rendimiento Yg/x y se siguieron cinéticas de pH.
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5. Posteriormente se evalud la resistencia a la 2DG para todas las cepas analizadas,
midiendo la velocidad de crecimiento radial en cajas Petri, con diferentes

concentraciones de 2DG (0-0.5 g/L) (Loera y Viniegra, 1998).

6. Finalmente se conservaron todas las cepas analizadas en silica gel (Perkins 1977; Loera

et al., 1999).

U.V. (Dosis bajas)
Mutagénesis | 59609 de

sobrevivencia
AwDO-3 Aw96-4 Aw99iii

ala / arg'\ arg
\DARz D4 "

C28B25

Evaluar resistencia a 2DG y represion catabolica

Comparar con las cepas progenitoras y silvestre

Figura V1.1 Diagrama que muestra la metodologia general para lograr los objetivos de esta tesis.
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VI.1. MICROORGANISMOS

Se utilizaron las siguientes cepas haploides: C28B25, Aw96-3, Aw96-4 y Aw99iii obtenidas
por Antier et al. (1993); Aw96-3 ala” obtenida por Montiel (2000) y Aw99iii arg” obtenida
mediante mutagénesis en este trabajo (ver seccion VL.1.1). Las cepas diploides empleadas
fueron: D4 (Loera, 1994), DAR2 (Montiel, 2000) y DAR3 (obtenida en este trabajo). Todas
las cepas fueron propagadas en medio minimo (ver seccién V1.2) con glucosa (10 g/L) y agar
(15g/L) en matraces Erlenmeyer de 250 ml.. Para las cepas auxdtrofas se utilizaron alanina y
arginina 2 mM como suplemento en los medios. Las cepas se mantuvieron a 30°C durante 4

dias. Posteriormente se conservaron en refrigeracion a 4°C hasta su utilizacion.

VI.1.1. Aislamiento de la cepa Aw99iii arg ~

Para obtener la cepa auxétrofa a arginina (Aw99iii arg’) a partir de la cepa Aw99iii se llevé a
cabo un proceso de mutagénesis, empleando dosis bajas de rayos UV, hasta obtener entre 50 y
60 % de sobrevivencia, (Bos, 1987). Con el fin de determinar el tiempo de exposicion de las
esporas de la cepa Aw99iii a los rayos de luz UV, para lograr el porcentaje de sobrevivencia

mencionado, se realizd una curva de sobrevivencia, previo al aislamiento del auxétrofo.

VI.2. CUANTIFICACION DE ESPORAS EN LA CAMARA DE NEUBAUER

Se prepararon 50 mL de una solucién de Tween 80 al 0.05% y se esterilizd junto con un
agitador magnético, se vacié el Tween con el agitador, a uno de los matraces inoculado con
cada cepa, luego se agitd en una parrilla para despegar las esporas, una vez hecho esto se

vacid a otro matraz y al final se obtuvo el in6culo para la fermentacion.

Se realizo el conteo de esporas/mL para cada inéculo, con el objetivo de inocular con la
misma cantidad de esporas a los matraces de la fermentacién, y asi poder comparar la
actividad de las pectinasas. El conteo de las esporas / mL se realizd con el microscopio y la

camara de Neubauer.
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Cantidad de esporas

N=n*F*1/D

donde:

N = ntimero de esporas / mL de suspension de esporas.

n = promedio del nimero de esporas por cuadro, contadas en la cAmara de Neubauer
F = factor de la cdmara empleada (25X10%)

D = dilucién empleada para el conteo, expresada como fraccion (Ejemplo: 1/10).

Nota: El intervalo de conteo de esporas debe ser de 5 a 50 por cuadro.

VI.3. MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo empleado para la fermentacion (MM = Medio minimo) fue el reportado

por Antier et al., en 1993. El pH se ajustd a 5.5 con una solucion 0.1M de NaOH.

Tabla VL1.- Composicién del medio de cultivo empleado en la FEL (Antier et al., 1993).

Compuesto g/L
KH,PO4 1.3
Na,HPO,.7H,0 1.03
(NH4),SO4 0.75
Urea 0.25
MgSO4.7H20 0.3
CaCl, 0.3
Pectina 10
Glucosa * 5
Solucion de oligoelementos: ** | ImL / L de medio
FeS0O4.7H,0 2.24 mg/L;
CuS0,4.5H,0 1.56 mg/L;
ZnCl, 1.00 mg/L;
MnSO4.H,0 1.11 mg/L

*La glucosa es opcional, si el medio contiene glucosa se denomina MMG (Medio
Minimo con glucosa). ** Esta solucidn se prepara 1000 veces mas concentrada.
P

)
(V5]
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V1.4. FERMENTACION EN ESTADO LiQUIDO (FEL)

Para cada cepa las fermentaciones se llevaron a cabo con dos tipos de medio:

. Medio minimo con Pectina al 1%

. Medio minimo con Pectina al 1% + Glucosa 0.5%

Para evaluar la represion catabdlica se realizaron fermentaciones liquidas a pH inicial de 5.5,
temperatura de 30°C, y agitacion de 180 rpm en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL

de medio.

Las fermentaciones se realizaron en un agitador orbital con control de temperatura. Cada
. , 4 . .

matraz se inoculé con 5 X 10 esporas / mL. Se tomaron muestras a diferentes tiempos por

duplicado, es decir 2 matraces para cada tiempo.

Las variables medidas fueron:

° pH (cinética).

L Biomasa (cinética, calculo de pardmetros cinéticos de crecimiento: p, Xmax ¥ Yxss ).
o Actividad volumétrica de pectinasas (cinética).

. Rendimiento Yg/x

° Proteina soluble (cinética) y calculo de actividad especifica (cinética).

Las técnicas empleadas para cada determinacién se explican en la siguiente seccion.
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VL5. CINETICA DE pH

Después de separar el ECE de la biomasa, se midio6 el pH al extracto crudo enzimatico en cada
tiempo de la fermentacion, por duplicado.

VL6. CINETICA DE BIOMASA

Para realizar la cinética de biomasa se filtr6 el ECE con la ayuda de una bomba de vacio,

empleando papel Whatman No. 1 previamente a peso constante. La biomasa retenida en el

papel fue secada a peso constante y calculada por diferencia de pesos.

VI.6.1. Cdlculo de pardmetros cinéticos de crecimiento p, Xmix y Yx/s para todas las cepas

analizadas.

Para calcular la velocidad especifica de crecimiento (i) se utilizé la ecuacion logistica:

dX/dt = p (1-X / Xonan )X

donde:

Xmax = maxima biomasa producida cuando dX/dt =0 para X >0

n = velocidad especifica de crecimiento

La solucidn de la ecuacion anterior es:

X = Xmax / (1 +ce ™)
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para calcular la biomasa la ecuacién queda de la siguiente forma:

-ut
X calculada = Xméx / (1 +ce p.)

donde:

cC= (Xmax - XO) / Xo.

X, = valor inicial de la biomasa

Después se calculd la sumatoria de errores 2l cuadrado con la férmula:

_ 2
) errores (X observada™ X calculada)

Y mediante el uso de Solver (Excel) se minimizd la Z eqores, ajustando por iteraciones los
valores de p, X, y Xmsx obteniendo asi los valores que mas se ajustaban a la curva de
crecimiento de cada cepa. La bondad de ajuste se evalué mediante el valor R? de la correlacion

X calculada €ONtra X opservada-

Para calcular el valor del rendimiento Yxss (g2X / gC)se utilizo la siguiente ecuacion:

Yxis = Ximax/ So

donde:

Xmax = maxima biomasa producida (gX/L)

S, = cantidad de sustrato inicial (gC/L)

So sin glucosa = (10g pectina/L * 0.4g C/g pectina) = 2g C/L
So con glucosa = (10g pectina/L * 0.4g C/g pectina) + (5g glucosa/L * 0.4g C/g glucosa) = 6g C/L
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VL7. ENSAYO ENZIMATICO (ACTIVIDAD VOLUMETRICA)

La actividad enzimatica de las pectinasas se determiné por el método del DNS (4cido 3,5-

dinitrosalicilico), para evaluar el incremento en los azucares reductores.

VI.7.1. Preparacion del extracto crudo enzimdtico

La biomasa producida se separd por filtracion al vacio, utilizando un papel Whatman No. 1,
obteniendo asi el extracto crudo enzimatico (ECE). El sobrenadante fue inmediatamente

congelado hasta realizar las pruebas de actividad enzimatica.

VI.7.2. Medicion de la actividad volumétrica

Para medir la actividad volumétrica de las muestras se utilizaron tubos de ensayo de 10 mL, en
cada tubo se colocaron: 500 pL de sustrato (4cido poligalacturénico al 1%), 400 pL de
solucién amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH 4.5 y 100 pL del ECE centrifugado y diluido
con buffer de acetatos (1:10), se agitaron los tubos, se incubaron a 45 °C durante 15 min., y al

término de este tiempo se agregaron 2 mL de DNS.

Para cada muestra se prepar6 un blanco, al cual se le agregaron: 500 uL de sustrato y 400 uL
de solucidén amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH 4.5, después de lo cual se incubaron a las
mismas condiciones que las muestras, y después de agregarle el DNS se le adicionaron 100 uL

del ECE diluido 1:10, esto es con el fin de evaluar sélo la actividad debida a la enzima.

Ademas se preparé un blanco general, el cual contenia: 500 pl de sustrato y 500 uL de
solucion amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH 4.5, el cual también se incub6 bajo las

condiciones anteriores.
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Posteriormente todos los tubos se introdujeron en un bafio Maria en ebullicién durante 5 min.
para desarrollar el color, al final de este tiempo se enfriaron con hielo y se ley6 la absorbancia

a 575 nm. en un espectrofotdmetro Beckman Du-600.

Se prepard una curva de calibracion de 0 a 500 pg/mL de acido galacturénico, el cual es el
producto de la reaccion (acido poligalacturonico + ECE), debido a que las pectinasas forman
grupos reductores provenientes de la despolimerizacion del &acido poligalacturdnico (ver

seccion X.1).

Finalmente se calcularon las Unidades Internacionales de pectinasa producidas por mL. Una
unidad internacional de pectinasa (UI) se define como la cantidad de enzima que cataliza la

formacién de 1 pmol de acido galacturénico por minuto (Diaz-Godinez et al., 2001).

VL.8. CALCULO DEL RENDIMIENTO Yg/ix

Con el fin de poder evaluar correctamente €l rendimiento Yg/x, se tomaron varias muestras al
inicio de cada fermentacion (cada 4 horas). Para el calculo del rendimiento Yg/x , (Unidades de
enzima por gramo de biomasa) se realizo la grafica de actividad volumétrica contra biomasa.
Posteriormente se calculé la pendiente inicial de la curva y con este valor se obtuvo el

rendimiento Yg/x (Unidades de enzima por gramo de Biomasa) de cada fermentacion.

VL9. ESTIMACION DE PROTEINA SOLUBLE Y CALCULO DE ACTIVIDAD
ESPECIFICA

La proteina soluble en el ECE se midié por el método de Biuret. Este método se basa en el

hecho de que el amoniaco y sus derivados forman iones complejos con Cu™ y otros iones

metalicos.
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El ion de cobre y amonio Cu(NH3)s2 es el ejemplo mas elemental de complejos de este tipo.
Ademas de estos complejos simples de Cu con 4cidos aminados, existen iones complejos mas
complicados, a base de Cu™? y péptidos o proteinas, en los cuales el ion Cu*? se tne con varios
grupos del péptido. Estos complejos aparecen de manera especial en las soluciones alcalinas, y
muestran un color rosa o violeta muy distinto de los complejos azules simples de tipo amonio

y cobre.

Todas las moléculas que contengan dos o mdas uniones peptidicas, por lo tanto todas las
proteinas y todos los péptidos no menores de 3 unidades, dan positiva la reaccion de Biuret,
por lo que se pueden identificar alcalinizando una solucién de la sustancia y afiadiendo
pequefias cantidades de Cu*’ La aparicion de un color rosa o violeta se considera como

positivo (Gornall ef al., 1949; Lendblad, 2000).

El nombre de la prueba de Biuret se debe al compuesto biurea (NH,-CO-NH-CO-NH,) el cual
es el que da positiva la prueba. Esta reaccion nos sirve para diferenciar las proteinas y los
péptidos de los aminodcidos y su utilidad principal es la de seguir el proceso de hidrolisis

proteica, la reaccion serd negativa cuando la hidrélisis sea completa (Lendblad, 2000).

Para realizar el anélisis se mezclaron 1 mL del ECE y 3 mL del Reactivo de Biuret. La mezcla
de reaccién se agitd y se dejo reposar durante 30 minutos, después de lo cual se leyd la

absorbancia a 540 nm (ver seccion X.2).

La actividad especifica se calculdé mediante la divisiéon de la actividad volumétrica de
pectinasas UI/mL entre la cantidad de proteina en el medio de fermentacién (mg de
proteina/mL), con lo cual se obtienen las unidades de Ul/mg de proteina, correspondientes a la
actividad especifica. Estos valores se graficaron con respecto al tiempo para obtener la cinética

de actividad especifica.
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VIL.10. CURVA DE SOBREVIVENCIA

Inicialmente se propagaron las esporas de la cepa Aw99iii, en PDA y se incubaron a 30° C por
72 horas, hasta que la superficie del matraz se encontraba completamente esporulada, después
de lo cual se le adicionaron 50 mL de una solucién de Tween 80 al 0.05% estéril, se
despegaron las esporas y posteriormente se realizd un conteo de esporas en la Camara de
Neubauer (ver seccién VI.1.1), con el fin de conocer el numero de esporas por mL en la
suspensidon. Manteniendo condiciones estériles, se colocaron 20 mL de la suspension de
esporas en una caja de Petri estéril, la cual se encontraba sobre una parrilla y se mantuvo en
agitacion con una barra magnética estéril durante todo el experimento. La ldmpara de rayos
UV (A=254 nm) se mantuvo a una distancia de 15 cm por arriba de la caja Petri con la
suspensién de esporas, lo que produce una intensidad de 310 pW/cm?, segin especificaciones

del fabricante.

Posteriormente se irradiaron las esporas con los rayos UV, durante 20 minutos, tomando
muestras de 100 pL a los siguientes tiempos: 0, 0.5, 1, 1.5, 2,2.5,3,4,5,7,9,12, 14, 16, 18 y
20 min. Estas muestras se mantuvieron en hielo y en ausencia total de luz, durante 30 minutos,
con el fin de evitar la reversion de la mutacion, debida a la reparacion de los dafios causados al

material genético.

Después de los 30 minutos, se hicieron diluciones de cada muestra con agua estéril, con el fin
de ajustar el nimero de esporas a 200-300 en 100 pL, para poder distinguir las colonias
crecidas sobre placas. Una vez hecha la dilucién, se realizé una cuenta viable por triplicado
para cada muestra (100 pL), en cajas Petri con PDA y desoxicolato de sodio (2g/L). Con los
datos provenientes de la cuenta viable se realizé la curva de sobrevivencia para la cepa

Aw99iii (% de sobrevivencia contra tiempao).

En la Figura VI.2 se resume el proceso para obtener la curva de sobrevivencia para la cepa
Aw99iii.
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Propagacion de la cepa Aw99iii

Lampara de luz UV
Intensidad 310 pW/cm®
A =254 nm

—LT
VTN

20 mL de la suspension de 13 ch
esporas 8X10° esp/mL

(—))
(Tween 80) J Q O IN L\

Muestras por triplicado (100 pL)
t=0,0.5,1,15,2,2.5,3,4,5,7,9,12, 14, 16, 18 y 20 min.

Guardar en hielo y en ausencia total
de luz durante 30 min.

l

Dilucién con agua estéril hasta obtener
200-300 esporas /100pL

|

Cuenta viable por triplicado sobre PDA
con desoxicolato de sodio (2g/L)

Curva de sobrevivencia

Figura VL2.- Diagrama de flujo que muestra el proceso para obtener la curva de sobrevivencia para la

cepa Aw99iii.
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VI.11. MUTAGENESIS

Con la curva de sobrevivencia se determind el tiempo de irradiacién, para obtener entre el 50 y
60% de sobrevivencia, que fue de 1 minuto y con este tiempo se realizd el proceso de
mutagénesis, irradiando a las esporas de la cepa Aw99iii en las mismas condiciones en las que
se construyo la curva de sobrevivencia, es decir, se realizé una segunda mutacidén, pues €sta

era ya una cepa mutante.

Después de este tiempo se propagaron las esporas en matraces Erlenmeyer, con 50 mL de
MMG sélido mas arginina 2 mM, esto es con el fin de aumentar el nimero de colonias

auxotrofas a arginina.

VI.11.1. Proceso de enriquecimiento

El proceso de enriquecimiento se realiza una vez terminada la mutagénesis, con el fin de
compensar la baja frecuencia de cepas mutantes obtenidas con la dosis baja de luz UV y de
facilitar el aislamiento de las cepas Aw99iii arg. El proceso de enriquecimiento sirve para
eliminar las esporas que no son auxotrofas a arginina, haciéndolas germinar en MMG liquido
para luego filtrarlas y asi separarlas de las que si son auxotrofas y que no germinaron en

MMG, por lo que no son retenidas mediante la filtracion.

Una vez que los matraces con MMG y arginina (ver seccidn anterior) se cubrieron de esporas,
se prepar6 una suspension de esporas con tween 80 al 0.05% estéril y se realizé un conteo de
esporas (ver seccion VI.1.1), con el fin de inocular 5 matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50

mL de medio MMG liquido con 2.5 X 10> esp/mL.

Estos matraces se mantuvieron en agitacion a 180 rpm y a una temperatura de 30°C durante 12
a 14 horas, después de lo cual fueron filtrados con magitel estéril previamente tratado (lavado
durante 2 dias con agua destilada), con ¢l fin de retener el micelio de las esporas que
germinaron y que no son auxotrofas a arginina, puesto que lograron germinar en MMG sin
este aminodcido. El liquido filtrado se vacié en tubos para centrifuga estériles de 50 mL vy fue

centrifugado a 6000 rpm durante 10 minutos.
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Enseguida se separo6 el liquido de las esporas sin germinar mediante decantacion, con el fin de
recolectar a las esporas que posiblemente son auxétrofas a arginina. Posteriormente mediante
el empleo de 2 mL tween 80 al 0.05% y agitacidn, el sedimento se resuspendié en 3 matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de MMG fresco. Una vez hecho esto, los matraces se
incubaron en las mismas condiciones que €l paso anterior y se repitié el proceso de filtracién

dos veces mas.

El ultimo sedimento de esporas se resuspendié en solucidén de tween 80 al 0.05%, para
inocular 100 mL de esta suspensién en cajas con MMG mas arginina 2 mM y desoxicolato de
sodio (2 g/L). Estas cajas se incubaron a 30 °C durante 48 horas y las colonias formadas y
esporuladas se replicaron sobre cajas con MMG sélido, con desoxicolato de sodio (2 g/L) con
la ayuda de un replicador de terciopelo estéril y fueron incubadas bajo las mismas

condiciones.

Después de este proceso se compararon los dos tipos de cajas (MMG con arg) y (MMG sin
arginina). Las colonias que no crecieron en MMG sin arginina, pero que si crecieron en MMG
con arginina, son probablemente auxétrofas. Estas colonias se inocularon por picadura con
palillos estériles en MMG con arginina, formando una caja maestra que se incubd durante 48
horas, después de lo cual se replico con la ayuda de un cepillo replicador a otra caja maestra
con MMG sin arginina. Al final de este proceso se seleccionaron las posibles cepas auxétrofas

a arginina de la cepa Aw99iii.

VI.11.2. Prueba de auxotrofia

Una vez seleccionadas las posibles cepas auxétrofas Aw99iii arg’, se purificaron por estria con
el fin de obtener colonias provenientes de una sola espora y se realizd6 una prueba de
auxotrofia, haciéndolas crecer sobre cajas con MMG con arginina y MMG sin arginina.
Finalmente, las cepas que crecieron solo en las cajas que contenian el aminoécido son las
verdaderas auxotrofas. En la siguiente pagina se muestra en la Figura V1.3. el diagrama de

flujo para el proceso completo del aislamiento de las cepas auxotrofas Aw99iii arg’.
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Figura VL.3.- Diagrama de flujo que muestra el proceso de obtencién de la cepa auxétrofa Aw99iii arg’
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VI1.12. AISLAMIENTO DEL DIPLOIDE DAR3

En la seccion 1.2 de esta tesis se explica el ciclo parasexual, en el que las hifas de dos cepas de
A. niger que crecen juntas, se fusionan para formar micelio que contiene los nucleos de ambas
cepas, es decir son cruzadas para dar progenie recombinada sin requerir un ciclo sexual o

division nuclear meidtica.

Como se explicé anteriormente en la Figura VI.1, se realizé la cruza parasexual de los
auxotrofos de las cepas Aw99iii y Aw96-3, es decir de las cepas Aw99iii arg” y Aw96-3 ala’
para obtener el diploide DAR3. A continuacién se detallan los pasos para la obtencion del

Diploide DAR3.

VI.12.1. Cruza parasexual

Primero se propagaron las cepas auxdtrofas Aw99iii arg” y Aw96-3 ala’, en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio MMG s6lido suplementado con arginina 2 mM y

alanina 2 mM, respectivamente.

Una vez esporulada totalmente la superficie de los matraces, se prepararon para cada cepa, 6
tubos de ensayo de 20 mL con 10 mL de MMG liquido, suplementado con los dos
aminodcidos correspondientes, se esterilizaron y posteriormente se inoculd una asada de las

dos cepas, Aw99iii arg’ y Aw96-3 ala’, en cada tubo.

Los tubos se incubaron a 30 °C durante 48 horas, con el fin de que las esporas de ambas cepas
germinaran y formaran asi micelio recombinado. Después de este tiempo el micelio formé una

biopelicula que crecié en la superficie del medio en los tubos. Este micelio fue filtrado con

magitel® estéril y lavado con solucion salina estéril (cloruro de sodio al 0.9%).
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Mediante el uso de pinzas estériles se transfirié una parte de este micelio a cajas Petri con
MMG y fueron incubadas a 30°C durante 72 horas. Después de este tiempo se observé que un
sector del micelio habia iniciado su crecimiento, lo cual indica la existencia de un

heterocarion.

Consecutivamente se realizé el corte de un pequefio cuadro del heterocarion, inclusive con el
agar, para inocularlo nuevamente en cajas de Petri con MMG, manteniéndolas a 30°C hasta

que se observo crecimiento sobre toda la superficie.

Finalmente se realizé una suspension de estas esporas para inocular nuevas cajas de Petri con
unas cuantas gotas de la suspension, después de lo cual se vaci6 MMG con agar a 45°C. Estas
cajas se incubaron nuevamente a 30°C y las colonias obtenidas se seleccionaron como las
cepas diploides obtenidas de la cruza parasexual entre las cepas Aw99ii1 arg’ y Aw96-3 ala™ .
Los diploides obtenidos se purificaron por estria y se conservaron a 4°C para posteriormente

realizar la prueba de diploidia que se explica a continuacion.

VI.12.2. Prueba de diploidia

El estado de diploidia de las cepas obtenidas en el proceso anterior se verificdé mediante su
haploidizacién con p-fluorofenilalanina. Para ello se prepararon cajas de Petri con MMG,
alanina, arginina y p-fluorofenilalanina a dos concentraciones (60 y 90 mg/L). Estas cajas se
inocularon con 4 palillos estériles, realizando 4 picaduras distribuidas en la caja, de la cepa
diploide. En total se inocularon 20 cajas y fueron incubadas a 30 ° C durante 5-6 dias. Al final
de este tiempo se observaron las cajas y se pudo ver el crecimiento de algunos sectores, pero
no en todas las picaduras. Posteriormente mediante el uso de palillos estériles se inocularon

estos sectores en diferentes medios:

® MMG con alanina, arginina y desoxicolato de sodio (2 g/L)
e MMG con alanina y desoxicolato de sodio (2 g/L)
e MMG con arginina y desoxicolato de sodio (2 g/L)

e MMG con desoxicolato de sodio (2 g/L)
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El procedimiento anterior se realizo con el fin de verificar que realmente las cepas

seleccionadas fueron diploides.

VI.13. ANALISIS DE RESISTENCIA A LA 2-DESOXIGLUCOSA

De acuerdo a lo expuesto en la seccion I1.2 (Figura II.1) y al inicio de la seccion VI (Figura
VI.1), todas las cepas empleadas en esta tesis provienen de los dos tipos de cepas aisladas a
partir de la mutagénesis con rayos UV de la cepa silvestre C28B25, es decir de las cepas

Aw99 y Aw96.

Uno de los criterios de seleccion para cepas sobreproductoras de pectinasas fue la resistencia a
la 2DG. Después de la mutagénesis las cepa Aw96-4 y Aw96-3 resultaron resistentes a la
2DG, sin embargo la cepa Aw96-3 revirtid la mutacién, mostrando el fenotipo de la cepa

silvestre (sensible a 2DG).

Con base en esto, se realizdé el andlisis de la resistencia a la 2DG para todas las cepas
empleadas en esta tesis, incluyendo la cepa auxoétrofa obtenida Aw99iii arg” y el diploide
formado DAR3, con el fin de verificar si una segunda mutacién con rayos UV, altera o no los

patrones de sensibilidad a este toxico.

Durante este proceso se probaron varias concentraciones de 2DG: 0, 0.01, 0.05, 0.15,0.3 y 0.5
g/L. La 2DG se afiadio al medio minimo con pectina como fuente de carbono (MMP),
suplementado si era necesario con el aminoacido correspondiente. Se esterilizé y se vacié en

cajas de Petri.

Las cajas (3 para cada cepa) se inocularon por picadura, empleando palillos estériles distintos
para cada cepa. El control utilizado fue la cepa silvestre (C28B25). Las cajas se incubaron a

30°C durante 60 horas, después de lo cual se midi6 el didmetro de cada colonia para cada cepa.
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VII. RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos durante el trabajo de la presente tesis.
Para facilitar el analisis de los resultados asi como diferenciar a todas las cepas utilizadas, se

utilizaran los siguientes simbolos:

Tabla VII.1.- Simbolos utilizados para distinguir a las cepas analizadas en la presente tesis. Los simbolos
vacios corresponden a un medio sin glucosa, y los simbolos rellenos a un medio con glucosa.

Cepa Simbolo
C28B25 O
Aw96-3 O
Aw96-4 A
Aw99iii ¢
D4 X
DAR2 +
DAR3 *

VIL1. AISLAMIENTO DEL AUXOTROFO Aw99iii arg" Y CRUZA PARASEXUAL

PARA LA FORMACI(')N‘ DEL DIPLOIDE DARS.

En la siguiente Figura se muestra la curva de sobrevivencia obtenida para la cepa Aw99iii, en
la cual se observa que para obtener una sobrevivencia del 50 % es necesario irradiar a esta

cepa durante 1 minuto, bajo las condiciones establecidas en la seccién VI.10.
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Figura VIL1.- Curva de sobrevivencia para la cepa Aw99iii de Aspergillus niger. —O— A =254 nm,

Intensidad: 310 uW/cm?’, distancia: 15 cm.

Como se observa en la Figura VIIL.1 el porcentaje de sobrevivencia disminuye rapidamente en
funcién del tiempo de irradiacion con luz UV sobre las esporas, sobre todo al inicio, llegando
a una sobrevivencia del 40% en tan sélo 3 minutos, después de lo cual el porcentaje de

sobrevivencia disminuye més lentamente.

VIL1.1. Aislamiento de la cepa Aw99iii arg ~

Una caracteristica importante de las esporas que no germinaron durante el proceso de
enriquecimiento (ver seccion VI.11.1) fue que la mayoria de ellas no eran auxotrofas, por lo
que al final de este proceso se obtuvieron sélo 2 cepas auxotrofas Aw99iii arg’, de un total de
150 cepas analizadas. De estas dos cepas se eligi6 la que presentaba mejor crecimiento en

MMG solido suplementado con arginina.
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VIIL 1.2. Obtencion del diploide DAR3

Después de colocar una asada de las cepas auxétrofas Aw99iii arg” y Aw96-3 ala” en MMG
liquido suplementado con arginina y alanina (ver seccién VI1.12.1.), y posteriormente transferir
la pelicula de biomasa obtenida a MMG en cajas Petri, se observo que habia crecido un sector

en algunas cajas, lo cual indica que si se formo el heterocarion

Después de transferir este heterocarion a MMG en cajas, incubarlas y posteriormente sembrar
nuevamente una suspension de esporas sumergidas en MMG se obtuvieron los posibles

diploides, a los cuales se les realiz6 la prueba de diploidia.

Durante la prueba de diploidia hubo formacién de sectores haploides al hacer crecer los
posibles diploides en MMG suplementado con los aminodcidos a los cuales eran auxotrofas
las cepas progenitoras, es decir arginina y alanina, ademas también se le adiciono el agente
haploidizante. También se observd que se pudieron obtener nuevamente cepas auxoétrofas, al
sembrar cajas maestras con MMG mas el aminoacido correspondiente y transferirlas
posteriormente a MMG simple, en donde no hubo crecimiento de algunas cepas que si
crecieron con el aminodcido correspondiente. Al final de este proceso se obtuvo una cepa
diploide (DARS3), cuya nomenclatura es la siguiente: D = diploide, A= alanina, R= arginina y
3= numero de cepa. Las letras A y R corresponden a los codigos de una legra para los

aminoacidos.

VIL2. PARAMETROS CINETICOS DE LAS FERMENTACIONES (pH, Xmix, 1LY
Yxss)-

VII.2.1. Cinética de pH

A continuacion se muestran las gréficas obtenidas del perfil de pH para las fermentaciones en
los dos tipos de medio, sélo se presentan las curvas para la cepa silvestre C28B25, el diploide
D4 y las cepas que le dieron origen: Aw96-4 y Aw99iii, por ser el comportamiento muy

similar para las demas cepas (Figuras VII.2,VIL.3, VII.4 y VILS5).
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Figura VIL.2.- Cinética de pH para la cepa C28B25 en los dos medios de fermentacion.
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Figura VIL3.- Cinética de pH para la cepa Aw96-4 en los dos medios de fermentacién.
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Figura VIL.4.- Cinética de pH para la cepa Aw99iii en los dos medios de fermentacién.
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Figura VIIL.S.- Cinética de pH para la cepa D4 en los dos medios de fermentacion.
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En las cuatro Figuras anteriores se observa que el comportamiento del pH es muy parecido
para todas las cepas con y sin glucosa, ya que el perfil de pH sigue la misma tendencia:
primero desciende desde el valor inicial que es de 5.5, presentandose el valor minimo de 3,

aproximadamente a las 32 h y después se incrementa hasta un valor de 7 a las 84 h.

VI1.2.2. Cinética de Biomasa y comparacion de los parimetros cinéticos: Xmax, Yxis ¥ 14

para todas las cepas analizadas

En las siguientes Figuras se muestran las cinéticas de biomasa para las fermentaciones
realizadas en ausencia y presencia de glucosa para todas las cepas analizadas. A simple vista
se observo que la cantidad de biomasa se increment6 en presencia de este azicar, ademas de
que el tamafio de las pelotitas de micelio formadas fue mayor que cuando sélo se utiliz6
pectina como fuente de carbono. Al igual que para el pH, solo se presentan las graficas para la
cepa silvestre C28B25, el diploide D4 y las cepas que le dieron origen: Aw96-4 y Aw99iii
(Figuras VIL.6, VII.7, VIL.8 y VIL9).

En la Figura VII.6 se muestran las cinéticas de biomasa para la cepa silvestre en presencia y
ausencia de glucosa. En ausencia de glucosa se observa que el valor experimental de X €s
de 3.5 g/L y se presenta a las 72 h, sin embargo al utilizar el “Solver” de Excel (ver seccion
VI1.6.1) para calcular por iteraciones su valor se obtiene un valor calculado de 3.2 g/L también
a las 72 h. En presencia de glucosa el valor experimental de X es de 5.6 g/L a las 48 h y el
valor calculado es de 5.25 g/L a las 72 h. En esta misma Figura se muestran los valores de la
velocidad especifica de crecimiento, los cuales corresponden a 0.180 h en un medio sin

glucosa y 0.172 h™! en presencia de glucosa.
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Figura VIL6.- Cinética de Biomasa para la cepa C28B25 en los dos medios de fermentacion.
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Figura VIL7.- Cinética de Biomasa para la cepa Aw96-4 en los dos medios de fermentacién.
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En la Figura VIL.7 se muestran las cinéticas de biomasa para la cepa Aw96-4 en presencia y
ausencia de glucosa. En ausencia de glucosa se observa que el valor experimental de Xmax €s
de 3.0 g/L y se presenta a las 72 h, sin embargo al utilizar el “Solver” de Excel se obtiene un
valor calculado de 2.8 g/L también a las 72 h. En presencia de glucosa el valor experimental
de Xmax s de 5.5 g/l a las 72 h y el valor calculado es de 4.9 g/L a las 72 h. En esta misma
Figura se muestran los valores de la velocidad especifica de crecimiento, los cuales

corresponden a 0.148 h™' en un medio sin glucosa y 0.202 h! en presencia de glucosa.

A continuacion se presentan en la Figura VIL.8 las cinéticas de biomasa para la cepa Aw99ii1
en presencia y ausencia de glucosa. En ausencia de glucosa se observa que el valor
experimental de Xy es de 3.6 g/L y se presenta a las 72 h, sin embargo al utilizar el “Solver”
de Excel se obtiene un valor calculado de 3.2 g/L también a las 72 h. En presencia de glucosa
el valor experimental de Xy es de 5.3 g/L a las 48 h y el valor calculado es de 4.6 g/L a las
48 h. En esta misma Figura se muestran los valores de la velocidad especifica de crecimiento,
los cuales corresponden a 0.205 h"' en un medio sin glucosa y 0.266 h™' en presencia de

glucosa.
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Figura VIL.8.- Cinética de Biomasa para la cepa Aw99iii en los dos medios de fermentacién
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Las cinéticas de biomasa para el diploide D4 en presencia y ausencia de glucosa se muestran
en la Figura VIL.9. En ausencia de glucosa se observa que el valor experimental de X4 €s de
5.5 g/L y se presenta a las 84 h, sin embargo al utilizar el “Solver” de Excel se obtiene un
valor calculado de 4.0 g/L a las 72 h. En presencia de glucosa el valor experimental de Xsx €s
de 6.0 g/L a las 48 h y el valor calculado es de 5.2 g/L a las 48 h. En esta misma Figura se
muestran los valores de la velocidad especifica de crecimiento, los cuales corresponden a

0.133 h™! en un medio sin glucosay 0.227 h”' en presencia de glucosa.
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O .
X3 X X l
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| y :
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| 1=0133h" j
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tiempo (h) i
X Xobssinglucosa ------ X calc. |
X Xobs con glucosa X calc |

Figura VIL9.- Cinética de Biomasa para la cepa D4 en los dos medijos de fermentacién.

Las cuatro graficas anteriores muestran diferencias importantes en el valor de Xmax, que es
siempre mayor en presencia de glucosa para todas las cepas analizadas. Asimismo el valor de
la Xnax calculada siempre es menor a la X4 experimental. Sin embargo, no se observan
diferencias importantes para el valor de Xmsy entre las cepas analizadas. Esto quiere decir que
los mutantes no tienen afectado el crecimiento. Lo anterior es méas comprensible si se observan

los valores del rendimiento Yx/s:
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Tabla VIL.2.- Valores de Y5 (gX/gC) para todas las cepas analizadas en los dos diferentes medios.

Cepa: Sin glucosa Con glucosa
X max YX/S X méx Y)(/S
C28B25 3.2 1.6 5.25 0.86
Aw96-3 3.2 1.6 5.3 0.88
Aw96-4 2.8 1.4 4.9 0.81
Aw99iii 3.2 1.6 4.6 0.76
D4 4,0 2.0 5.2 0.86
DAR2 3.2 1.6 5.0 0.83
DAR3 3.2 1.6 5.2 0.86
Promedio 3.26 1.6 5.06 0.83

En la tabla anterior se observa que el rendimiento Yxss es mas alto en medio con pectina como
tnica fuente de carbono, que con pectina mas glucosa, pero no se encuentran diferencias
apreciables entre las cepas. Estos valores de rendimiento Yxss son similares a los reportados

por Romero-Goémez et al., 2000 y Diaz-Godinez et al., 2001).

En la Tabla VII.3 se muestran los valores de p para todas las cepas analizadas. Como se
observa en esta tabla la velocidad especifica de crecimiento es mayor en presencia de glucosa
para casi todas las cepas, excepto para la C28B25 y la Aw96-3. Sin embargo, aunque estos
valores de p son similares con o sin glucosa, si se encontraron diferencias notables en la
cantidad de biomasa formada (es mayor en presencia de glucosa, ver Figura VIL.6). La cepa
que presentd la p mayor fue la Aw99iii tanto en un medio sin glucosa (0.205 h™"), como con
glucosa (0.266 h'"). Esto ultimo coincide con observaciones de otros reportes, donde se indica
que la cepa Aw99iii presentd mayores velocidades de crecimiento en medio liquido, con

respecto a las otras cepas probadas (Loera y Viniegra, 1998).

Tabla VIIL3.- Valores de u (h™') para todas las cepas analizadas en los dos diferentes medios.

Cepa/p(h")y | Sin glucosa Con glucosa
C28B25 0.180 0.172
Aw96-3 0.197 0.193
Aw96-4 0.148 0.202
Aw99iii 0.205 0.266
D4 0.133 0.227
DAR2 0.158 0.161
DAR3 0.148 0.202

57



VII. RESULTADOS

Tabla VII1.4.- Comparacion de los valores observados de p para los diploides con respecto a los promedios

de p para las cepas progenitoras en los dos diferentes medios.

Diploide p promedio | p observada | p promedio | pobservada
sin glucosa sin glucosa | con glucosa | con glucosa
D4 (Aw96-4* Aw99iii) | (0.148 +0.205)/2 = (0.202 + 0.266) =
0.176 0.133 0.234 0.227
DAR2 (Aw96-3*Aw96-4) | (0.197 +0.148)/2 = (0.193 + 0.202) =
0.172 0.158 0.197 0.161 .
DAR3 (Aw96-3*Aw99iii) |(0.197 +0.205)/2 = (0.193 + 0.266) =
0.201 0.148 0.229 0.202

La tabla VII.4 muestra que los valores promedio de p para los diploides (el promedio de los
valores de p para las cepas progenitoras) son mas altos que los valores de p observados, esto
significa que p no es una propiedad aditiva, sino de interacciones complejas del sistema de
regulacion del ciclo de crecimiento de Aspergillus niger, lo cual se nota mas claramente en
ausencia de glucosa. Esto también significa que la p no esta relacionada directamente con la

productividad de las pectinasas.

VIL3. OBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO DEL MICELIO DE
LAS CEPAS C28B25 Y D4.

Con la finalidad de observar si existen diferencias en la morfologia de cepas haploides y
diploides de Aspergillus niger, asi como diferencias cuando éstas se hacen crecer con
diferentes sustratos, se observé el micelio obtenido de la fermentacion (pelotitas), a las 48
horas, en el microscopio electrénico (ME). Se utilizaron dos cepas representativas: C28B25
(cepa silvestre, haploide) y D4 (diploide), y los dos medios de fermentacion probados en esta
tesis (pectina al 1%, y pectina al 1% mas glucosa al 0.5%). A continuacién se muestran los
resultados obtenidos, aunque no se realizé un analisis estadistico de las dimensiones de las
estructuras celulares, se sugiere un estudio posterior a detalle en el analizador de imdagenes,
debido a que las observaciones en el microscopio electrénico muestran datos interesantes con
respecto a las diferencias encontradas en el tamafio de las pelotitas de micelio en ausencia y

presencia de glucosa, asi como entre cepas haploides y diploides.
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VIIL.3.1. Observacion al microscopio electronico del micelio de la cepa haploide C28B25.

VIIL.3.1.1. FEL de la cepa C28B25 con Pectina 1%

Figura VIL10. Observacion de las pelotitas de micelio Figura VIL.11. Observaci6n al ME de las hifas de la
de la cepa C28B25 a 22X. El tamaifio promedio es cepa C28B25 a 750X. El largo de la hifa se
D=2.2mm. encuentra alrededor de 60 pm.

[——
wes Drra

Figura VIL12. Observacion del didmetro del Figura VIL13. Observacién de la hifa de la cepa

conidioforo de la cepa C28B25 al ME a 750X (D C28B25 al ME. El diametro de la hifa es de2.7 pum).
o= 11.2 pm).

promedio H
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VIL3.1.2. FEL de la cepa C28B25 con Pectina 1% + Glucosa 0.5%

Figura VIL14. Observacién de las pelotitas de micelio Figura VIL15. Observacién al ME de la cepa
de la cepa C28B2S al ME a 22X. El tamaiio promedio C28B25 a 750X. Largo i, = 75.4 pm y didmetro

del didmetro es 2.7 mm. conidisforo=14.4 pm,

Figura VIL16. Observacién al ME a 2000X de la cepa
C28B25. Didmetro yip, = 2.9 pm.
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VIL.3.1. Observacion al microscopio electrénico del micelio de la cepa haploide C28B25.

VIL.3.1.1. FEL de la cepa D4 con Pectina 1%

Figura VIL17. Observacién de las pelotitas de Figura VIL.18. Estructura del micelio de la cepa D4
micelio de la cepa D4 a 20X. El tamafio promedio es  en la superficie. Observacién al ME a 120X.
D =2.8mm.

Figura VIL19. Observacién al ME de la cepa D4 a  Figura VIL20. Observacién al ME del didmetro de la
750X. Largo de la hifa=75.4 pm y didmetro congisroro  hifa (2.6 pm) de la cepa D4 a 2000X.
=16.4 pm.

61



VII. RESULTADOS

VIIL3.1.2. FEL de la cepa D4 con Pectina 1% + Glucosa 0.5%

Figura VIL21. Observacién al ME de las pelotitas de ~ Figura VIL.22. Observacién al ME de la cepa D4 a
micelio de la cepa D4 a 22X. Didmetro ;romesic = 2.19  750X. Largo total de Ia hifa=80.4pm.
mm.

Figura VIL.23. Observacion de la hifa de la cepa D4
al ME (4000X). El diametro de la hifa se encuentra
alrededor de 1.6 pm.

Como se observa en las graficas de esta seccion el micelio es muy denso, pero permite la
difusion de oxigeno y sustrato hacia su interior. Sin embargo, como se menciona al principio
de esta seccion se sugiere un posterior y extenso estudio sobre la morfologia del micelio de A.

niger.
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VIL.4. RESISTENCIA A 2DG PARA TODAS LAS CEPAS ANALIZADAS.

Como se menciona en el objetivo general de esta tesis, se desea observar si los patrones de
sobreproduccién de pectinasas tienen relacién con la resistencia a la 2DG en las cepas
seleccionadas, debido a esto se utilizaron diferentes concentraciones de 2DG (ver seccidn
VI.13) disuelta en MMP y agar. Los resultados para las cepas haploides y sus respectivos
diploides se muestran a continuacién. En primer lugar, para demostrar que la sensibilidad a la
2DG no varidé en el unico auxétrofo que se cre6 durante esta tesis (Aw99iii arg), en
comparacion con la cepa original (Aw99iii), se realizo la prueba de sensibilidad a la 2DG para
estas dos cepas. En la Figura VII.24 se observa que estas dos cepas muestran un patrén de
sensibilidad a 2DG muy parecido, por lo que se puede pensar que la segunda mutacion de esta

cepa no afectd el patron de resistencia a este analogo toxico.

2.0 -

5 o Awssii
10 | ——Awagiii arg- |
0.5 !

0.0 . h ﬁ’

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Concentracion de 2DG (g/L)

Diametro de la colonia {(cm)

T

Figura VI11.24.- Prueba de sensibilidad a 2DG para la cepa haploide Aw99iii y su auxétrofo Aw99iii arg’

La Figura VIL.25 muestra que el diploide D4 tiene el mismo patrdén que la cepa silvestre, es
decir ambas cepas son sensibles a 2DG, lo cual indica que hubo una complementacion de la
informacion entre las cepas progenitoras (Aw96-4 y Aw99iii), las cuales mostraron ser

resistentes.
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La cepa que muestra una mayor resistencia a la 2DG es la Aw96-4, puesto que aun a una
concentracién de 0.5 g/L el diametro de la colonia es de aproximadamente 0.5 ¢cm y la
pendiente del perfil de resistencia a 2DG para esta cepa es mayor que para la cepa Aw99iil, el
diploide D4 y la cepa silvestre C28B25. Los resultados anteriores concuerdan con lo reportado

por Antier et al., en 1993 y Loera et al., en 1999 (ver seccion 11.4).
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Concentracién de 2DG (g/L)

Figura VIIL.25.- Prueba de sensibilidad a 2DG para el diploide D4 y las cepas que le dieron origen (Aw96-4
y Aw99iii), asi como la cepa silvestre C28B25.
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Figura VIL.26.- Prueba de sensibilidad a 2DG para el diploide DAR2 y las cepas que le dieron origen
(Aw96-4 y Aw96-3), asi como la cepa silvestre C28B25.

64



VIL. RESULTADOS

La Figura VIL.26 muestra que la cepa Aw96-3 revirtid al fenotipo silvestre, es decir es
sensible a la 2DG, al igual que la cepa C28§B25, esto concuerda con lo reportado por Antier et
al., en 1993 (ver seccion 11.4). En contraste, la cepa Aw96-4 fue resistente y el diploide DAR2
resulté poco tolerante a la 2DG, ya que desde una concentracion de 0.05 g/L el diametro de la
colonia disminuye hasta 0.35 cm. y después disminuye gradualmente hasta casi cero. En este
caso el comportamiento del diploide DAR2 es mas parecido al de la cepa haploide Aw96-3, en

comparacion con la cepa Aw96-4 (cepas progenitoras).
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Figura VIL.27.- Prueba de sensibilidad a 2DG para el diploide DAR3 y las cepas que le dieron origen
(Aw96-3 y Aw99iii), asi como la cepa silvestre C28B2S5.

En la Figura anterior (Figura VIL.27) se observa que el diploide DAR3 muestra un patrén de
sensibilidad a 2DG muy parecido al de la cepa silvestre C28B25 y al de la cepa Aw96-3, es
decir la cepa Aw96-3 muestra un patrén dominante en el diploide DAR3. La cepa Aw9iii
muestra cierta resistencia a este analogo tdxico, pero a medida que aumenta la concentracion

de 2DG disminuye el didmetro de la colonia llegando hasta cero a 0.5 g/L de 2DG.
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Como se observa en las dos Figuras anteriores (VIL.26 y VIL27), la cepa Aw96-3 tiene un
fenotipo dominante, pero esto depende de la cepa con la que esté formando el diploide (Aw96-
4 o Aw99iii), debido a que se tienen perfiles de resistencia a 2DG diferentes. Lo anterior
confirma que las cepas Aw96-4 y Aw99ii tienen /oci distintos afectados, que les dan la

resistencia a 2DG@G, esto concuerda con lo reportado en 1999 por Loera ef al.

En resumen, la siguiente tabla indica la resistencia o sensibilidad a 2DG para todas las cepas
analizadas (valores maximos tolerados de 2DG), asi como los patrones de recesividad,

dominancia o complementacion en relacion con la resistencia a 2DG para los diploides.

Tabla VILS.- Relacién entre la resistencia o sensibilidad a 2DG (valores maximos tolerados) para todas las

cepas analizadas y los patrones de recesividad, dominancia o complementacién para los diploides.

Cepa RESISTENCIA O PATRON DE
SENSIBILIDAD A 2DG RESISTENCIA A 2DG

C28B25 Sensible (0 g/L) Cepa silvestre

Aw96-3 Sensible (0 g/L) Cepa haploide dominante en el
diploide DAR3 y codominante
en el diploide DAR2

Aw96-4 Resistente (0.5 g/L) Cepa haploide complementaria
en el diploide D4

Aw99iii Resistente (0.5 g/L) Cepa haploide complementaria
en el diploide D4 y recesiva en
el diploide DAR3

D4  (Aw96-4* Aw99iii) | Sensible (0 g/L) Complementacién de las cepas
progenitoras

DAR?2 (Aw96-3* Aw96-4) | Resistente (0.5 g/L) Codominancia de las cepas
progenitoras

DAR3 (Aw96-3* Aw99iii) | Sensible (0 g/L) Dominancia de la cepa Aw96-3
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La tabla VIL.5 indica que el diploide D4 resulté sensible a 2DG, al igual que la cepa silvestre,
lo cual indica que hubo una complementacion de la informacién entre las cepas progenitoras

(Aw96-4 y Aw99iii), ambas resistentes a 2DG (Figura VIL25).

La cepa Aw96-3 mostrd ser sensible a 2DG, por el contrario, la cepa Aw96-4 fue resistente y
el diploide DAR2 fue poco tolerante a 2DG (Figura VII.26), lo cual indica una codominancia
de ambas cepas en el diploide. La cepa Aw96-3 muestra un patréon dominante de resistencia a
2DG en el diploide DAR3, ya que ambas cepas son sensibles a 2DG, a diferencia de la cepa

Aw99iii que es resistente a 2DG (Figura VIL.27).

VIL.5. COMPARACION DE LA PRODUCCION DE PECTINASAS ENTRE LOS
DIPLOIDES Y LAS CEPAS HAPLOIDES PROGENITORAS.

VIL5.1. Comparacion de los diploides D4, DAR2 y DAR3 con las cepas haploides
progenitoras y la cepa silvestre C28B25.

A continuacion se muestran las Figuras que relacionan la produccion de pectinasas (actividad

volumétrica) en UI/mL para las cepas progenitoras y el diploide correspondiente.

En la Figura VIL.28 se observa que en un medio sin glucosa el diploide D4 sobreproduce
pectinasas, en comparacion con las cepas progenitoras, de acuerdo a lo ya reportado (Loera y
Viniegra-Gonzalez, 1998). Los valores maximos obtenidos fueron de 1.35, 1.18 y 0.78 Ul/mL
para las cepas D4, Aw99iii y Aw96-4, respectivamente. Los mayores titulos de enzima se

detectaron a las 72, 96 y 48 h para las mismas cepas, respectivamente.
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Figura VIL.28 .- Cinética de pectinasas sin glucosa para los haploides Aw96-4, Aw99iii y el diploide al que

dieron origen D4.
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Figura VIL.29.- Cinética de pectinasas con glucosa para los haploides Aw96-4, Aw99iii y el diploide al que

dieron origen D4,
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En presencia de glucosa se observa que el D4 sobreproduce pectinasas, teniendo su maximo
nivel de produccién a las 84 h, de 2.65 Ul/mL, en comparaciéon con la cepa Aw96-4, con
maxima produccioén a las 72 h de 1.37 Ul/mL y la cepa Aw99iii de 1.13 Ul/mL, también a las
72 h (Figura VIL.29). Como se observa, la produccion de pectinasas por el diploide es mucho
mayor que las cepas progenitoras, en particular es 93% mayor que la cepa Aw96-4 y 134%

mayor que la cepa Aw99iii.

La Figura VII.30 muestra que los valores de produccién maxima de pectinasas se tuvieron a
las 48 h para las 3 cepas analizadas en ausencia de glucosa, alcanzando valores de 0.78, 0.42 y
0.38 Ul/mL para las cepas Aw96-4, Aw96-3 y DAR2, respectivamente. Es decir, la cepa
Aw96-4 sobreproduce pectinasas 85.7% maés que la cepa Aw96-3 y 105.3% mas que el
diploide DAR2.
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Figura VIL30 .- Cinética de pectinasas sin glucosa para los haploides Aw96-4, Aw96-3 y el diploide al que
dieron origen DAR2.
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A diferencia de la Figura VIIL.30, en la Figura VIL.31 se observa que en presencia de glucosa el
diploide DAR2 sobreproduce pectinasas con respecto a las cepas progenitoras Aw96-4 y
Aw96-3. La producciéon maxima para el diploide DAR2 fue de 1.80 UI/mL a las 24 h,
mientras que para la cepa Aw96-4 fue de 1.37 Ul/mL a las 72 h y para la cepa Aw96-3 fue de
0.30 U/mL a las 96 h. Esto nos indica un incremento en la produccion de pectinasas del

diploide DAR2 del 31.4% con respecto a la cepa Aw96-4 y de 500% sobre la cepa Aw96-3.
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Figura VIL31.- Cinética de pectinasas con glucosa para los haploides Aw96-4, Aw96-3 y el diploide al que
dieron origen DAR2.

En la Figura VIL.32 se observa el patron de produccion de pectinasas, en un medio sin glucosa
para las cepas haploides Aw96-3 y Aw99iii, asi como del diploide al que dieron origen. En
esta Figura se muestra que la cepa con mayor actividad volumétrica a las 28 horas es el

diploide DAR3, con una produccion de pectinasas de 0.73 Ul/mL.
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Esta cepa muestra un segundo pico de produccion a las 72 horas con una actividad
volumétrica de 1.2 UI/mL, mientras que para la cepa Aw96-3 la produccion de pectinasas es
de 0.1 UI/mL a las 24 horas y de 0.28 UI/mL a las 72 horas. La produccién de pectinasas para
la cepa Aw99iii es de 0.2 Ul/mL a las 28 horas y de 0.9 Ul/mL a las 72 horas.
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Figura VIL.32.- Cinética de pectinasas sin glucosa para los haploides Aw96-3, Aw99iii y el diploide al que
dieron origen DARS3.

De acuerdo a los resultados anteriores, el diploide DAR 3 muestra un incremento del 328% en
la produccién de pectinasas con respecto a la cepa Aw96-3 y del 33% con respecto a la cepa
Aw99iii a las 72 horas. Por otro lado, el méximo pico de produccion para la cepa Aw96-3 es

de 0.42 Ul/mL a las 48 horas y para la cepa Aw99iii es de 1.18 Ul/mL a las 96 horas.
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Figura VIL33.- Cinética de pectinasas con glucosa para los haploides Aw96-3, Aw99iii y el diploide al que
dieron origen DAR3.

En la Figura VIL33 se observa que en presencia de glucosa la cepa que més produce
pectinasas es la Aw99iii a las 72 horas con una produccion de 1.13 UI/mL, mientras que en el
mismo periodo de tiempo la cepa Aw96-3 produce 0.23 Ul/mL y el diploide DAR3 produce
0.58 Ul/mL. De acuerdo a esto, la cepa Aw99iii sobreproduce pectinasas con un incremento
del 94 % sobre la cepa DAR3 y del 391% sobre la cepa Aw96-3. El pico de produccion para el
diploide DAR3 es de 0.58 Ul/mL a las 72 horas y para la cepa Aw96-3 es de 0.3 Ul/mL a las
96 horas.

Las siguientes 3 graficas (Figuras VII.34. VII.35 y VIL.36) resumen la comparacion en la
produccién de pectinasas para los 3 diploides analizados, en comparacion con la cepa silvestre

y las cepas haploides que los originaron.
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En la Figura VIL.34 se observa la produccién de pectinasas a las 72 h para las cepas C28B25
(silvestre), Aw96-4, Aw99iii y el diploide (D4) correspondiente a la cruza de estas dos ultimas
cepas, en un medio sin glucosa y a las 84 horas en un medio con glucosa. En esta misma
Figura se muestra que la produccién de pectinasas a las 72 h en ausencia de glucosa (barras
blancas) es mayor para el diploide D4, en comparacién con las cepas progenitoras y la cepa
silvestre. El diploide D4 tiene una actividad de 1.34 Ul/mL, es decir, 2 veces mayor que la
cepa silvestre, 3 veces mayor que la cepa Aw96-4 y 1.5 veces mayor que la cepa Aw99iii. En
presencia de glucosa (barras obscuras) la produccion de pectinasas a las 84 h es mayor para el
diploide D4, obteniendo una actividad de 2.66Ul/mL, esta actividad es 2.5 veces mayor que la

cepa silvestre, 2 veces mayor que la cepa Aw96-4 y 8.7 veces mayor que la cepa Aw99iii.
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Figura VIL34.- Produccién de pectinasas a las 72 h para las cepas C28B25, Aw96-4, Aw99iii y D4 sin

glucosa, y a las 84 h con glucosa.

En la Figura VIL.35 se observa la produccién de pectinasas a las 24 h para las cepas C28B25
(silvestre), Aw96-4, Aw96-3 y el diploide correspondiente a la cruza de estas dos tltimas

cepas (DAR2), tanto en un medio sin glucosa, como con glucosa.
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Figura VIL35.- Produccién de pectinasas a las 24 h Para las cepas C28B25, Aw96-4, Aw96-3 y DAR2, en

presencia y ausencia de glucosa.

Como se observa en la Figura anterior, la produccién de pectinasas disminuye en presencia de
glucosa para todas las cepas estudiadas a las 24 h, excepto para el diploide DAR2, en el cual la
actividad es 10 veces mayor en presencia este azucar, ademas es 7 y 17 veces mayor que las -
cepas que le dieron origen (Aw96-4 y Aw96-3, respectivamente) y 3 veces mas grande que la

cepa silvestre.

En la Figura VIL.36 se muestra la produccion de pectinasas a las 24 h para las cepas C28B25
(silvestre), Aw96-3, Aw99iii y el diploide correspondiente a la cruza de estas dos ultimas
cepas (DAR3), tanto en un medio sin glucosa, como con glucosa. En esta misma Figura se
observa que la producciéon de pectinasas disminuye en presencia de glucosa para todas las
cepas estudiadas, sin embargo, para el diploide DAR3 el cambio no es muy grande, en
comparacion con la cepa silvestre C28B25, para la cual el porcentaje de cambio es muy

grande.
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Figura VIL36.- Produccion de pectinasas a las 24 h Para las cepas C28B25, Aw96-3, Aw99iii y DAR3, en
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presencia y ausencia de glucosa.

Finalmente, de acuerdo a las graficas anteriores, podemos decir que en un medio sin glucosa
(Pectina 1% como unica fuente de carbono) la cepa que tiene la mayor actividad volumétrica
es el diploide D4, a las 72 h (1.34 UE / mL), pero también la cepa Aw99iii presenta una alta
actividad volumétrica a las 84 h (1.17 UE / mL). Con respecto a los diploides DAR2 y DAR3,
el maximo titulo de enzima se obtuvo a las 48 h (0.38 Ul/mL) y 72 h (1.2 UI/mL),

respectivamente.

En un medio con glucosa (Pectina 1% + Glucosa 0.5% como fuentes de carbono) la cepa que
present6 la mayor actividad volumétrica es también el diploide D4 a las 84 h (2.66 UE / mL),
sin embargo, el diploide DAR2 present6 una elevada actividad volumétrica en tan solo 24 h
(1.8 UE / mL), siendo la cepa con mayor actividad en este tiempo. Con respecto al diploide
DAR3, el maximo titulo de enzima se present6 a las 72 h (0.58 UI/mL), sin embargo el primer
pico de produccion de enzima ocurri6 a las 28 h y la actividad volumétrica fue muy parecida

(0.54 UV/mL), por lo que este ultimo dato se utilizd para calcular la productividad.

Al calcular la productividad de los tres diploides se obtuvieron los siguientes datos:
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Tabla VIL7.- Calculo del rendimiento Ygx (UI de enzima/g de Biomasa) y porcentaje de cambios para

todas las cepas analizadas en los dos diferentes medios (ver Figura VL1).

Cepa Yex Sin Yex Con Cambios %
glucosa (A) | glucosa (B) ((B-A)/A)*100
C28B25 1638 121 -93
Aw96-3 632 74 - 88
Aw96-4 2562 614 -76
Aw99iii 1916 3405 +78
D4 (Aw99iii*Aw96-4) 1619 1793 +11
DAR2 (Aw96-3*Aw96-4) 543 987 +82
DAR3 (Aw96-3*Aw99iii) 2447 1362 -44

Los resultados anteriores muestran que la cepa mas reprimida fue la cepa silvestre C28B25
(grado de represion de — 93 %) y la mas desreprimida fue la cepa DAR2 (grado de represion
de + 82 %). Sin embargo, las cepas que presentan el mayor rendimiento Yg/x son la Aw96-4

en un medio sin glucosa (2562 UE/gX), y la Aw99iii en un medio con glucosa (3405 UE/gX).

Las cepas Aw99iii, D4 y DAR2 se encuentran desreprimidas catabdlicamente, ya que su
porcentaje de cambio es positivo, lo cual significa que el rendimiento de enzima por gramo de
biomasa (Yg/x) en un medio con glucosa es mayor al rendimiento en un medio sin glucosa, en
los tiempos iniciales de la fermentacion. Las cepas C28B25, Aw96-4, Aw96-3 y DAR3, tienen
un porcentaje de cambio negativo, debido a que el rendimiento de pectinasas disminuye
considerablemente en un medio con glucosa, con respecto al valor obtenido con sélo pectina,
por lo que estas cepas se encuentran fuertemente reprimidas. Estos resultados concuerdan con
lo reportado por Romero-Goémez et al., (2000) y Diaz-Godinez ef al., (2001) acerca de que en

FEL existe represion catabdlica.

Las cepas Aw99iii y D4 estan desreprimidas catabdlicamente, lo cual muestra un patrén
dominante de la cepa Aw99iii en el diploide D4, esto coincide con lo reportado por Loera ef
al., (1999), ademas este tipo de cepas son interesantes, por los niveles altos de enzima
producida aun en presencia de azicares mas facilmente asimilables y méas econémicos, como

la glucosa.
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Las cepas Aw96-4 y Aw96-3 son sensibles a la represion catabélica, sin embargo, el diploide
al que dieron origen (DAR2) se encuentra desreprimido, puesto que en un medio con glucosa
(Pectina 1% + Glucosa 0.5%) se observa que la cepa DAR2 sobreproduce pectinasas, en

comparacion con las cepas que le dieron origen (Aw96-4 y Aw96-3).

El diploide DAR3, obtenido de la cruza parasexual de la cepa Aw96-3 (reprimida) y Aw99iii
(desreprimida) mostré un patréon dominante de la cepa Aw96-3, en cuanto a represion

catabdlica, es decir se encuentra reprimido.

Los resultados anteriores se resumen en la tabla VIL8, la cual muestra los patrones de
represion catabdlica en los diploides y las cepas que tienen un patrén dominante o recesivo en
los mismos. Para el caso del diploide DAR2, los mecanismos de represion catabodlica son mas
complejos, y no pueden entenderse mediante el analisis del porcentaje de cambios, mostrado
en la tabla VIL.7.

Tabla VILS.- Patrones de represion catabélica para todas las cepas analizadas.

Cepa PATRON DE REPRESION
CATABOLICA

C28B25 Reprimida (- 93%).
Reprimida (- 88%).

Aw96-3 Patr6n dominante en el diploide DAR3.
Reprimida (- 76%).

Aw96-4 Patron recesivo en el diploide D4.
Desreprimida (+78%).

Aw99iii Patrén dominante en el diploide D4.
Patrén recesivo en el diploide DAR3.

D4 (Aw96-4* Aw99iii) Desreprimida (+11%)

DAR2 (Aw96-3* Aw96-4) Desreprimida (+82%)

DAR3 (Aw96-3* Aw99iii) Reprimida (- 44%)

En la tabla VII.9 se muestra que los valores promedio de Yg/x (el promedio de los valores de
Ye/x para las cepas progenitoras) para los diploides D4 y DAR2 son mas altos que los valores

observados para los diploides, en ausencia de glucosa.
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Tabla VIL9.- Comparaciéon de los valores observados de Ygx para los diploides con respecto a los

promedios de Ygx para las cepas progenitoras en los dos diferentes medios.

Diploide » Ygx promedio | Ygx observada| Ygx promedio | Ygx observada
sin glucosa sin glucosa Con glucosa con glucosa

D4 (AwW96-4* Aw99iii) | (2562 + 1916)/2 = (614+ 3405) =

2239 1619 2009 1793
DAR2 (Aw96-3*Aw96-4) | (632+2562)/2= (74 +614) =

1597 543 344 987
DAR3 (Aw96-3*Aw99iii) | (632 +1916)12= (74 + 3405) =

1274 2447 1739 1362

La tabla anterior muestra que en presencia de glucosa, los valores promedio de Ygx son
mayores que los observados para los diploides D4 y DAR3. Sin embargo, para los diploides
DAR3 y DAR?2 los valores promedio de Yg/x son menores que nos valores observados, en
ausencia y presencia de glucosa respectivamente. Esto significa que Yg/x no es una propiedad

aditiva, sino de mecanismos complejos de la regulacion genética a nivel molecular.

En esta misma tabla se observa que en ausencia de glucosa, la cepa haploide méas débil (menor
valor de Yg/x) es la Aw96-3 (632 Ul/gX), y la mas fuerte (mayor valor de Yg/x) es la Aw96-4
(2562 Ul/gX). El diploide mas débil es el DAR2 (543 Ul/gX) y el diploide mas fuerte es el
DAR3 (2447 Ul/gX). Por lo tanto, el diploide DAR2, obtenido por la cruza parasexual de las
cepas Aw96-3 y Aw96-4), es decir la mas débil con la mas fuerte, no siempre se obtienen los
mismos resultados. Esto quiere decir que los mecanismos son complejos y no se pueden
entender a partir del fenotipo Yg/x , sino que se requiere entender la regulacion genética a

nivel molecular.

A continuacién se muestran las graficas obtenidas para el analisis del rendimiento Yg/x para
todas las cepas analizadas, en presencia y ausencia de glucosa. En las mismas graficas se
puede observar la pendiente, es decir el valor del rendimiento en unidades internacionales de

enzima por gramo de biomasa (Ul/gX). También se muestra el coeficiente R* para cada caso.
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Figura VIL40.- Rendimiento Ygx para la cepa
Aw96-3 con glucosa.
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Figura VIL.41.- Rendimiento Yg para la cepa Aw96-4
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Figura VI1.43.- Rendimiento Yg/x para la cepa Aw99iii
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Figura VIL.42.- Rendimiento Ygx para la cepa

Aw96-4 con glucosa.
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Figura VII.44.- Rendimiento Ygx para la cepa

Aw99iii con glucosa.
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Figura VIL47.- Rendimiento Yg/x para la cepa DAR2

sin glucosa.

Figura VIL48.- Rendimiento Ygx para la cepa
DAR2 con glucosa.
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Figura VIL49.- Rendimiento Ygx para la cepa DAR3 Figura VIL50.- Rendimiento Ygx para la cepa

sin glucosa. DARS3 con glucosa.

Para poder comparar el rendimiento Yg/x de las cepas haploides con los diploides, las graficas

anteriores se agruparon en las 4 siguientes figuras:
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Figura VIL51.- Rendimiento Ygx para las cepas haploides: C28B25, Aw99iii, Aw96-4 y Aw96-3 en

ausencia de glucosa.
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Figura VIL52.- Rendimiento Ygyx para las cepas haploides: C28B25, Aw99iii, Aw96-4 y Aw96-3 en

presencia de glucosa.
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Figura VIL53.- Rendimiento Ygix para las cepas diploides: D4, DAR2 y DAR3 en ausencia de glucosa.
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Figura VIL54.- Rendimiento Yg/x para las cepas diploides: D4, DAR2 y DAR3 en presencia de glucosa.

Las Figuras VIL.51, VIL.52, VII.53 y VIL.54 muestran claras diferencias en la forma de las
curvas. Por ejemplo, en la Figura VIL.51 (en ausencia de glucosa) se observa claramente que la
cepa con menor pendiente y por lo tanto con menor rendimiento es la Aw96-3 y la de mayor
pendiente es la Aw96-4. En presencia de glucosa (Figura VIL.52), las diferencias entre las
pendientes son mas notables. La cepa que muestra una menor pendiente es la Aw96-3 y la de

mayor pendiente es la Aw99iii.

Para los diploides es a la inversa, la diferencia es mas notable en ausencia de glucosa, siendo
el diploide DAR2 el de menor pendiente y el diploide DAR3 el de pendiente mayor. En
presencia de glucosa, la pendiente menor la muestra el diploide DAR3 y la mayor el diploide
D4. Es decir, existen diferencias notables en el comporta;miento de los valores del rendimiento

Ye/x entre las cepas haploides y los diploides.
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A continuacion se presentan las Figuras VIL. 55 y VIL.56, las cuales muestran las graficas que
establecen la correlacion entre el rendimiento Yg/ix vs W, para todas las cepas analizadas en
ausencia y presencia de glucosa. En presencia de glucosa (Figura VII.56) se observa
claramente como las cepas haploides forman grupos distintos de los diploides, estos grupos se
encuentran marcados con elipses, aunque la cepa Aw99iii queda fuera del grupo de las
haploides. Sin embargo, se observa que para esta cepa el crecimiento es mas rapido, es decir
tiene una p mayor, al igual que un mayor rendimiento Yg/x a comparacién de las demas cepas.
En esta misma gréfica se observa que las cepas con mayor rendimiento Yg/x son todas las

cepas diploides y la cepa haploide Aw99iii.

En un medio sin glucosa la diferencia no es muy clara, sin embargo si existen grupos entre
diploides (a la izquierda en la grafica) y los diploides (a la derecha en la grafica). En este caso,

las cepas con mayor rendimiento Yg/x son la Aw96-4 y el diploide DAR3.
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Figura VILS5S.- Grifica del Rendimiento Y/ vs p para todas las cepas en ausencia de glucosa.
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Figura VIL56.- Grifica del Rendimiento Ygx vs 1 para todas las cepas en presencia de glucosa.

En el siguiente capitulo se discutiran los resultados presentados en esta seccion.
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VIIL DISCUSION

A continuacion se discuten los resultados obtenidos durante la realizacién de la presente
tesis. De acuerdo a la seccion IV, se cumplieron todos los objetivos, uno de los cuales fue
crear una cepa auxoétrofa a arginina a partir de la cepa Aw99iii, la cual se obtuvo mediante
la mutagénesis con luz UV, seguida de un proceso de enriquecimiento y una prueba de
auxotrofia (ver seccién VIL.1.1). Asimismo se logré obtener un diploide (DAR3) a partir de

la cruza parasexual de las cepas Aw99iii y Aw96-3 (ver seccion VII.1.2).

Con respecto a la obtencion del auxdtrofo a arginina Aw99iiiarg’, el proceso de
enriquecimiento es un método adecuado para seleccionar auxotrofos, debido a que al
adicionarle arginina al medio se facilita la seleccion de mutantes auxotrofas y la filtracion

es un buen método para la separacion de las esporas que no son auxétrofas a arginina.

La sensibilidad a la 2DG no vari6 para el auxotrofo Aw99iii arg’, en comparacién con la
cepa original (Aw99iii), es decir, la segunda mutacién no afecté el patrén de sensibilidad a

2DG (Figura VIL.24).

En lo que se refiere a las fermentaciones, en ausencia de glucosa, se observé que la
viscosidad del medio (por inspeccion visnal) disminuia en forma directamente proporcional
con el tiempo, lo que coincide con la produccién de pectinasas. De acuerdo a los resultados
mostrados en la seccién VIL3.1. la pectina es un buen inductor para la produccion de
pectinasas. Sin embargo, la mejoria genética de las cepas resulta ser el factor mas

importante, como lo demuestra la cepa D4 en relacién con las cepas haploides que lo

originaron.
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La presente tesis contd con muchos antecedentes sobre la produccién de pectinasas para
algunas cepas como la C28B25, AwY6-4, Aw99iii y D4, sin embargo no se habian
realizado estudios de represién catabolica en este diploide para su comparacién con
respecto a las cepas que lo originaron, y en el presente trabajo se realiz6 este analisis, para
determinar si existe algin patréon de desrepresion dominante o recesivo, por lo que a

continuacion se discuten estos resultados.

La cepa Aw99iii (haploide) mostré un patrén dominante de desrepresion catabdlica en el
diploide D4, lo cual coincide con lo reportado por Loera et al., (1999). Sin embargo, al
analizar el fenotipo del diploide D4 con respecto a la resistencia a 2DG, este diploide
muestra el mismo patrén de la cepa silvestre, lo cual indica que hubo una complementacién
de la informacién entre las cepas progenitoras (Aw96-4 y Aw99iii), ambas resistentes a
2DG. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Antier et al., (1993) y Loera et al.,
(1999). Por lo anterior, para el diploide D4 no existe relaciéon entre la desrepresion

catabolica y la resistencia a 2DG.

La cepa Aw96-3 mostrd ser sensible a 2DG, esto concuerda con lo reportado por Antier et
al., (1993), por el contrario, la cepa Aw96-4 fue resistente, y aunque en la tabla VIIL.1 se
muestra que el diploide DAR?2 fue resistente a 2DG, pues el valor méximo tolerado fue de
0.5 g/L , a esta concentracion el didmetro de la colonia fue muy pequefio (0.2 cm), por lo
que en realidad el diploide DAR2 resulté poco tolerante a 2DG (Figura VIIL.26), lo cual
indica la codominancia de ambas cepas en el diploide DAR2, con respecto a la resistencia a
2DG. Sin embargo, tanto la cepa Aw96-3 como la Aw96-4 mostraron estar reprimidas
catabdlicamente, y el diploide DAR2 mostr6 estar desreprimido, por lo que puede decirse
en este diploide existen /oci distintos que confieren la resistencia a 2DG y la desrepresion
catabdlica, es decir no existe un patrén claramente definido en cuanto a la relacion entre la

desrepresion catabodlica y la resistencia a 2DG.
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La cepa Aw96-3 muestra un patrén dominante tanto de resistencia a 2DG, como de
represion catabdlica en el diploide DAR3, ya que ambas cepas son sensibles a 2DG y estdn

reprimidas, a diferencia de la cepa Aw99iii que esta desreprimida y es resistente a 2DG.

Los datos anteriores muestran que no todas las cepas desreprimidas son resistentes o

sensibles a 2DG. En la tabla VII.1 se resumen estos resultados.

Tabla VIII.1.- Relacién entre los patrones de resistencia a 2DG (valores maximos tolerados) y represion

catabdlica (porcentaje de cambios) para todas las cepas analizadas.

Cepa PATRON DE PATRON DE

RESISTENCIA A REPRESION

2DG CATABOLICA
C28B25 Sensible (0 g/L) Reprimida (- 93%)
Aw96-3 Sensible (0 g/L) Reprimida (- 88%)
Aw96-4 Resistente (0.5 g/L.) Reprimida (- 76%)
Aw99iii Resistente (0.5 g/L) Desreprimida (+78%)
D4 Sensible (0 g/L) Desreprimida (+11%)
DAR?2 Resistente (0.5 g/L) Desreprimida (+82%)
DAR3 Sensible (0 g/L) Reprimida (- 44%)

De acuerdo a los resultados anteriores se observa que la cepa Aw96-3 tiene un fenotipo
dominante, pero esto depende de la cepa con la que esté formando el diploide (Aw96-4 o
Aw99iii), debido a que se tienen perfiles de resistencia a 2DG diferentes para los diploides
DAR2 y DAR3. Lo anterior confirma que las cepas Aw96-4 y Aw99iii tienen loci distintos
afectados, que les dan la resistencia a 2DG, esto concuerda con lo reportado por Loera ef
al., (1999).

En un medio que contiene pectina mas glucosa como fuentes de carbono, la cantidad
obtenida de biomasa fue mayor y en algunas ocasiones la producciéon de pectinasas
también. La cepa Aw99iii tuvo los valores mas grandes de i, tanto en ausencia y presencia

de glucosa en el medio.
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El resultado obtenido para la cepa DAR2 en presencia de glucosa (Figura VII.31), sugiere
que puede ser factible modificar las condiciones de cultivo para evitar la destruccién de la
enzima producida después de las 24 h, de manera que se obtengan condiciones de

produccidn sostenida de pectinasas.

La mutagénesis aplicada sobre la cepa silvestre C28B25 para la obtencion de los haploides
Aw99-11i, Aw96-4 y Aw96-3 fue al azar, por lo que una posible explicacion para la
sobreproduccién de pectinasas en los diploides D4 y DAR2 con respecto a las cepas
haploides que los originaron puede ser el hecho de que los diploides contienen el doble de
informacién que las cepas haploides, con lo cual los genes involucrados en la sintesis
enzimatica se encuentran también duplicados, incluyendo factores positivos de
transcripcion y posiblemente los reguladores negativos han sido eliminados o modificados.
Estos patrones de sobreproduccién han sido observados en estos diploides para diferentes
enzimas tales como xilanasas (Loera y Cérdova, 2003), pectinasas (Loera et al., 1999) e

invertasa (Montiel-Gonzalez ef al., 2002).

La importancia de este tipo de estudio radica principalmente en la obtencién de cepas
mejoradas, ya que como lo expresa Parekh ef al., (2000), este es el factor de mayor impacto
en la optimizacién de procesos de produccion. Lo anterior se debe a que con las mismas

materias primas se obtienen mas altos rendimientos si se utilizan cepas mejoradas.
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IX. CONCLUSIONES

1. Se pudo obtener una cepa auxotrofa a arginina a partir de la cepa Aw99iii mediante
mutagénesis con luz UV. Asimismo fue posible aislar el diploide DAR3 a partir de la

cruza parasexual de las cepas Aw99iii y Aw96-3.

2. La segunda mutacion con respecto a la cepa silvestre C28B25 no afect6 el patrén de

sensibilidad a 2DG para el auxétrofo Aw99iii arg’.

En ausencia de glucosa, el diploide D4 sobreprodujo pectinasas, en un 14% y 74% con

(OS]

respecto a la cepa Aw99iii y Aw96-4, respectivamente. En presencia de glucosa, la
produccion de pectinasas por el diploide D4 fue mucho mayor que las cepas

progenitoras (93% mayor que la cepa Aw96-4 y 134% mayor que la cepa Aw99iii).

4. En un medio sin glucosa, la cepa Aw96-4 sobreprodujo pectinasas hasta 85.7% mas
que la cepa Aw96-3 y 105.3% mads que el diploide DAR2. Sin embargo, en presencia
de glucosa, el diploide DAR2 sobreprodujo pectinasas con respecto a las cepas

progenitoras (31.4% con respecto a la cepa Aw96-4 y de 500% sobre la cepa Aw96-3).

5. En ausencia de glucosa, el diploide DAR 3 mostré un incremento de 328% en la
produccion de pectinasas con respecto a la cepa Aw96-3 y del 33% con respecto a la
cepa Aw99iil. En presencia de glucosa, la cepa Aw99iii sobreprodujo pectinasas con

un incremento del 94 % sobre la cepa DAR3 y del 391% sobre la cepa Aw96-3.

6. La cepa Aw99iii se encuentra desreprimida catabdlicamente, al igual que el diploide
D4, lo cual muestra un patréon dominante de esta cepa en el Diploide D4, esto coincide

con lo reportado por Loera et al., (1999).
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10.

11.

12.

Las cepas Aw96-4 y Aw96-3 se encuentran reprimidas catab6licamente, sin embargo,
el diploide al que dieron origen (DAR2) no presenta este fenotipo ya que se encuentra

desreprimido.

La cepa Aw96-3 mostr6 un patréon dominante en el diploide DAR3, en cuanto a la

represion catabodlica, es decir, ambos se encuentran reprimidos.

A partir de la mutacién con rayos UV y mediante la cruza parasexual de cepas
previamente mejoradas, se pueden obtener diploides sobreproductores de pectinasas.
Estos patrones de sobreproduccién también han sido observados para otro tipo de
enzimas como xilanasas, invertasa y amilasas en estudios recientes de laboratorio con

estas cepas (Loera y Cordova, 2003; Montiel-Gonzélez ef al, 2002).

En cuanto a los patrones de resistencia a 2DG, el diploide D4 result6 sensible a 2DG,
al igual que la cepa silvestre, lo cual indica que hubo una complementacién de la
informacién entre las cepas progenitoras (Aw96-4 y Aw99iii), ambas resistentes a

2DG.

La cepa Aw96-3 mostré ser sensible a 2DG, por el contrario, la cepa Aw96-4 fue
resistente y el diploide DAR2 resultdé poco tolerante a 2DG, lo cual indica la
codominancia de ambas cepas en ¢l diploide. La cepa Aw96-3 muestra un patrén
dominante de resistencia a 2DG en el diploide DAR3, ya que ambas cepas son

sensibles a 2DG, a diferencia de la cepa Aw99iii que es resistente a 2DG.

La resistencia a 2DG no es un fenotipo necesario para la sobreproduccion de

pectinasas.
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X.1. CURVA PATRON DE DNS

e COMPOSICION DEL REACTIVO DE DNS

DNS 10 g/L
Fenol 2¢g/LL
Na,SO3 0.5 g/L
NaOH 10 g/L

o CURVA PATRON

Preparar una solucion de acido galacturénico (1 mg/mL) y realizar por triplicado la siguiente

serie de tubos:

Tubo | Acidogalacturénico, uL | Agua, pL. | DNS, mL | Concentracion de
4cido galacturénico,
mg/mL

0 0 1000 2 0

1 100 900 2 0.1
2 200 800 2 0.2
3 300 700 2 0.3
4 400 500 2 0.4
5 500 500 2 0.5

Agitar los tubos, poner en ebullicién durante 5 minutos, enfriar con hielo y leer la absorbancia

a 575 nm.

Nota: Realizar la curva patron cada vez que se prepare un nuevo reactivo de DNS.
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A continuacion se presenta una curva patrén de DNS empleada en el analisis de la produccién

de pectinasas.

Curva patréon de DNS

1.2
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0.8 1

0.6 -

0.4 -
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0.2 4

00¢

4
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Concentracion de acido galacturénico ug/mi i

Figura X.1.- Curva patrén de DNS

La ecuacioén obtenida y la bondad de ajuste de la correlacion x vs y, a partir de los datos

experimentales de esta curva fueron:

y =0.00211 x + 0.000003

R%=0.9998
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X.2. CURVA PATRON DE BIURET
PREPARACION DEL REACTIVO DE BIURET

Pesar 1.5 g de Sulfato clprico pentahidratado més 6 g de tartrato de sodio y potasio

tetrahidratado y disolverlos en 500 mL de agua.
Por separado, preparar 300 mL de hidréxido de sodio al 10%, adicionarlos a la solucién

anterior y aforar a 1 litro. Una vez preparado el Reactivo de Biuret se debe guardar en un

frasco ambar.
CURVA PATRON

Preparar una solucion de seroalbumina bovina a una concentracion de 10 mg/mL y realizar por

triplicado la siguiente serie de tubos:

Tubo| Agua, Solucion de Reactivo de Proteina,
mL Seroalbumina, | Biuret, mL mg/mL
mL
0 1.0 0.0 3 0
1 0.9 0.1 3 1
2 0.8 0.2 3 2
3 0.7 0.3 3 3
4 0.6 0.4 3 4
5 0.5 0.5 3 5
6 0.4 0.6 3 6
7 0.3 0.7 3 7
8 0.2 0.8 3 8
9 0.1 0.9 3 9
10 0.0 1.0 3 10

Agitar los tubos, dejar en reposo durante 30 minutos y leer la absorbancia a 540 nm.
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A continuacién se presenta una curva patrén de Biuret empleada en el analisis de la cantidad

de proteina extracelular presente en el Extracto Crudo Enzimatico.

| Curva patrén de BIURET
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Figura X.2.- Curva patrén de Biuret

La ecuacion obtenida y la bondad de ajuste de la correlacién x vs y, a partir de los datos

experimentales de esta curva fueron:

y =0.00065 x + 0.00004

R?=0.9978

97



X. APENDICE

X.3. PROTOCOLO PARA LA CONSERVACION DE CEPAS

Uno de los objetivos de esta tesis es la conservacion de cepas a largo plazo, con el fin de poder
ser utilizadas en el laboratorio de Biologia Molecular de esta Universidad, para posteriores
estudios. Debido a lo anterior, se empled la siguiente metodologia para conservar esporas de

todas las cepas analizadas en silica gel (Perkins, 1971 y Loera et al., 1999).

METODOLOGIA:

1. Propagar en medio para esporulacién, con el compuesto requerido si sus cepas son
auxotrofas. Si se trata de diploides usar medio minimo. Preparar al menos 2 matraces

de 250 ml con 50 ml de medio y agar.

2. Cosechar las esporas para lograr una concentracion entre 5 a 10 millones de esporas
por mililitro, usando Tween 80 (al 0.05%) disuelto en una solucidon de leche
descremada al 3%. La solucidn de leche descremada con Tween debe esterilizarse por
20 min a 10 PSI pues de lo contrario se pueden caramelizar los carbohidratos y

acomplejarse con las proteinas.

3. Previamente preparar los viales de vidrio de 3cm con silica gel (Mesh 60-200) hasta la

mitad de su volumen. Esterilizar por calor seco o por autoclave todo el grupo de viales.

4. Secar los viales con silica ya estériles (ligeramente destapados) en una estufa a 70

grados por 24h

5. Transportar los viales inmediantamente a un desecador con coneccidén al vacio para
que lleguen a temperatura ambiente (aprox. 1h). Este desecador debe contener silica
activa en el fondo del recipiente para que absorba el exceso de humedad desde los

viales.
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10

11.

12.

Con material estéril adicionar 100 microlitros de la suspension de esporas del paso 2 a
cada vial. Homogenizar en un vortex para distribuir las esporas en todos los granos de
silica gel. Hacer un control negativo, poniendo 100 microlitros (sin esporas) en un vial

extra (Ver paso 11) y tratarlo como los demas.

Regresar los viales inoculados y etiquetados al desecador con vacio (con la tapa

ligeramente abierta). Mantenerlos asi por 12h sin destapar el desecador.
Tapar rapidamente cada vial y ponerle una capa de parafilm en la tapa.

Guardar el grupo de viales en otro desecador (de preferencia con vacio) a temperatura

ambiente.

. Hacer el control de viabilidad para cada cepa a los 10 dias de haberlos conservado.

Para ello se siembran unos cuantos granos de los viales seleccionados en cajas de Petri
con el medio apropiado. El vial destapado ya no puede ser cerrado y tiene que ser
propagado en su totalidad, de ahi la importancia de hacer entre 5 a 10 viales por cepa.

Cada vial alcanza para un total de 5 cajas de Petri.

Realizar un control negativo (100 rnicrolitros de leche descremada sin esporas) en la
misma prueba de viabilidad, con ello descartamos cualquier posible contaminacién

arrastrada en la solucidn con la que cosechamos las esporas.

Las cepas pueden ser conservadas hasta por 3 a 5 afios como maximo. Se recomienda
etiquetar bien cada vial para que el tiempo no borre ninguna marca. Si la prueba de
viabilidad sale negativa a los 10 dias o si la suspensién de leche descremada con tween

tiene contaminacion, se descarta todo el lote.

13.Es recomendable la resiembra de cada cepa una vez al afio, que es cuando se practica

otra prueba de viabilidad y se generan nuevas esporas.
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