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INTRODUCCION 

l. Lipasas. 
1.1. Definición, clasificación y distribución. 

Las lipasas son enzimas distribuidas ampliamente, se encuentran en plantas, animales 

y microorganismos. Su función es la hidrólisis reversible de triglicéridos para formar 

como productos diglicéridos, monoglicéridos y glicerol (Figura 1). La caracterlstica 

principal de. lll5 lipasas es que su actividad es máxima solamente cuando la enzima está 

actuando eri ,1~ interfase aceite-agua, propiedad conocida como activación en interfase. 
En csteUpo .de reacciones, como el substrnto es insoluble, se encuentra en forma de 
bicapa o de micelas (Derewenda y Sharp, 1993). 

Al Llpau_ no _espec(rlca 

R -.COO'~ ~11~-

A • - COO • -. r.11 . -_2!,.~ .. 
1. ~--

... • COO • CIÍ~ [E) 

YH1• 011 

RCOOll • R' COOlt • Ti' ° COOll • ~lla 

Clla- OH 

R • COO • ~H2 ~H~-: ~H ~l·ll· OH 

R0 
• coo ·cu _2!,.~ .. R0 ··r.oo:.. c11:·· •. ·ncooH ~,~ n' ··COO"•Cll 

1 ·~·. 1 ·+¡e¡-
R 

0 

• • COO • CH;a.": ;: R 
0 0

.:. COO ~ CH~·-

• 1 

Figura l. Reacción cleun~ llpas11; inespeciflca,(A) y de u~a espeéllica (B) sobre un 

triglicérido. 
,_, .. 

La5 lipasas se puéden ~lasificár en ti~s grupos, de a~~erd~'.~o~ ;u éspecifi~idad 
(MacRaeyHa~mond,19s:S(;:\·i .. , '' · ···· .· ' ;< ;¡;: ·· · 
a) El primero lo formanlas)ipa5áS inespeciliéas, es decir,'aqiiéHáSqúe hidrolizan el 

enlace éster: ile' ~uatqúié~ •. p0sició~ ~~ el trlgÍi~tlrÍdo;: ~in/iíi'.p;;i1~; íé lo~gitu'd ni•· 1á 
saturación de lacailcná:: .-•;- >•.'.: ., ... · ";j:.· ·• ·: > 

b). El segundo está formatlo par lasJi¡Y.t;~ c~ikcifli:as' d~c¿.futo~(a P<:>sicióÜ deÍ enlác~ 
que hidrolizan, ya que sólo rompen los de lasjxisicionesJ y 3 del triglicérido: 

c) El tcr~er grupo está co~stituido por las 1ipa5a5 que discriminan I~ longitud de la 
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cadena del ácido b'TBSO, tal como la lipasa de Geolrichum ciindidum, que es especifica 

para cadena larga co~un doble enlace e~ pcisición cis en' ~l .,,;;.oono 9. Hay algunas más 

como la de Penicilliuni~an1~mher1íi (cepa U-15\ qúe solamente hidrólizan ácidos grasos 

de mono y diglicérido~. ~r() no de trigÜcéridos. Algunos ejemplos de cada grupo de 

lipasas se presentan ~n \á T~bl~ ,1, > · 

Tabla 1: Ej~~pÍo;~ de Íiliasa5'11licrobianas agrupadas según su especificidad. 

'' . ; Sak~ chÍ, el al., 1992; MacRae, 1983 . 

lnespeclticas ·:; 

cOTi'1ebácie;11~"'n1:~c~es· 
Pénici!ÍÍÜm '¿y~lopiiíín .. :· 
Pimicillium roquef~rÍii ·. · 
Staphylócoccús illíréus .: · · · 

Humicola lanuginosa No.3 

Leptospirae pomana 

A-/ucor miehei 
Mucor javanicus 
Rhi=upus delemar 

Rhi=opus arrhi=us 

Específicas en la longitud 

de cadena del ácido aso 

Geolrichum c.:undidum 

La masa molecÚÍar de est.ls enzim;;i; es mÍÍy variable y se encuentra en el rango de 20 

a 60 kDa. La m'ayori~ de: ~liats~~ 'glicosilacÍ~~' y el residu~ mas' abundante es 

general menté manosá (Kilara;·-i9ss¡/ . 

1.2 • . usos. 

En I~ Tabla_2 se é~iisia~~lguriris ~()~ patá 1¡¡~ lipasas, Estas enzimas participan en 

reacciones·. llevadas'a cabo' con: micela5 'reversas' en 'Clisolventes orgánicos, lo cual es 

sumamente útil de~iro 'Ü. 1it'indusfriii química .. Existen patentes y productos en el 

mercado intemácio.~al que • contie~~i!'iesi~ enZimas.' . Las patentes de alimentos 

generalmente se relacionan c()n · 1a' prOducción de. alimentos tratados con lipasas para 

mejorar el sabor, o. bien, para imitar ciertas caracteristicas del producto original. Las 

2 
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patentes que describen Ja utilización de lipasas se incian en. 1939 y pro,\'ienen 
principalmente de Estados Unidos, Gran Bretaña, Canadá y Japón (Kilnra, 1985) ... 

Tabla 2. Diversos usos de las lipasas (Amold et al., 1975; Kilara, 1985; Har:wood, 1989; 
Lan nd et al .. 1990; Charton MacRae, 1993; Stamatis et al., 1993). 

AlimentM 
Mezclas para hacer pasteles y galletas 
Harinas para hacer hot cal<es 
Cereales 
Imitación de productos lácteos 
Rellenos de crema (dulces, chiclosos) 
Cremas 
Salsas de queso, botanas 
Margarinas 
Aderezos de ensaladas, salsas 
Quesos madurados (italiano, azul, 

Yo un 

Otros usos 
Esterificación en disolventes orgánicos 
Transe interesterificación de aceÍic~ 
Síntesis de péptidos 
Síntesis de ésteres 
Detergentes 

La mayoría de las lipasas ~l~t~tii~d;s por los hongos son ext~~celulares y algunos 
organismos tienen do~ en;i.,;~s. é~mo'~s el ~aso de G~olrich;;;, cw1clic/11m (Sugihara et 

al., 1990; Veeraragavan ''e/: al . .; 1990), .Rhi;opuf delema~ (Jw~i ·y Tsujis~ka, .. iiÍ74), · 
Canc/ida cylindr;cea (RÍiaet:.il;, 19,cJJJy Aspe~gilllL~. ,,;;;~; (Hilf~lrnann ~1 'a1:,1985 ) .. Sin 

embargo, tamliié~ 1as hay ~ni das ª meinbran~ ~º~º 1as«íe rarrowi,i 1;p~6·1ic; ciue, dé 1as •. 
tres lipasas q~e tién;, dos esiá~'pr¿cisarn~rií~'én la ;;;crnbran~ y la íéréera es extnÍc~lular 

(NgL8a:1;i~::tª;º["i~te~~i"i_nd¿tri)son a~~eÍI~ qu~ son: . . . 

a) extracelulllres,'ya qúe S()n'más' fáciles de purificar y,'por lo tanto, el costo de 
extracción disminu'ye eonsider~ble;;;i;nt~>· :. • . . .. . . 

b) d~ origen microbiano: particul~;;,,ente de hongos, dadas .las .~entaJ~s qué confiere el 
manejo de e¿¡o¿'organisrnos'y,a'den;áS, aib.;;n~ ée~con'iercial~s ;¡.; lí~~gó~ ti~nen nitos 
niveles de secredónde.lip~sas .•. -oc- :· •.• ••• ·.· •.•. • .·.·. . ••. ·, . 

c) expecífic~::Y~ q~e' é~to pe'!"ite 1ii"s 'rea~~ion~i Cli: tran; e inie~esterlficii"ción ~on un 
substrato det~rmi~iicÍo y obÍener útÍicnme1Íte el prod~cio deseado. .. . . . 
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Un ejemplo del uso de una lipasa· específica l ,3 es la obtención de un sustituto de 

manteca de cacao a partir del aceite de palma, que es una materia prima barata. La lipa.o;a 

de Rhi:opu1· arrhi:z«, inmobilizada en celita, interesteritica triglicéridos en presencia de 

ácido esteárico en n-hexano, obteniéndose una mezcla de triglicéridos muy similar a la 

de la manteca de cacao (Mojovic, et al., 1993) 

En el mercado internacional existen proveedores de lipasas provenientes de diversos 

microorganismos. En la Tabla 3 se presentan algunos ejemplos de éstas. 

Tabla 3. Eiemolos de lina.<as comerciales. Kilara, 1985; Vorderwulbecke, et al., 1992 
Microoraanismo Proveedor 
A,pergillu1· niger, /llzi:op1L1· delemur, Amano 
Cc1ndida lipolytica, P.mudomonas. 
jluorescens, Mucor javanicus, Rhi=opus 
iavunicus, /lhi=opu1· niveur 
Cundida lipolyticu, Clzromohacterium Biocatalysts 
viscosum, Geolrichum candidum, 
Humicola lanuginosa, Jvlucor miehei, 
Penicillium cyclopium, Penicillium 
roaueforlii 
Cundida lipolytica, Mucor javanicur, Fluka 
Penicillium roquefortii, Rhi=opz« 
arrhi=us, Rhi:aous niveuf 
Chromohaclerium viscosum Genzvme Biochemicals 
Muc:or miehei, Rhi=npw; arrhi=t¿\· Gist-Brocades 
Rlzi:opus arrlzi:u1· Hughes & Hu11es, Ltd. 
Asperl{il/1L1· nil{er Jobo & E. Sturge, Ltd. 
Rlzi:opus Na1!8Se 
AsnerI!i//t¿\' nif!.er Novo 
A.1pergill1« ory:ae, Bacillz« suhtilis, Roehm 
Asoerf!illus nif!er 
Rhi:oous so. Serva 
Cundida Cl'lindracea Sigma 

1.3. Regulación de la síntesis de lipasas. 

En los microorganismos, el proceso de síntesis de las lipasas reacciona de diferente 

manera ante la presencia de aceites (inductores} en el medio de cultivo, ya que en 

algunos casos aumentan la producción, pero en otros la disminuyen. Probablemente los 
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lfpidos no son las moléculas inductoras, ya que son niuy poco solubles eri agua. Tal vez 

el efector sea un producto de la degradación de lípidos, como podría se~ el glicerol (Haas 

y Bailey, 1993). En Rlri:opu.•· o/igo.1poruslos· ~ceites' d~ algiidón: ·~Óya'. olivo y mafz 

adicionados en el medio como única. fuente' de' c~~bono; (~! o:s%), reducen 

considerablemente la producción .. Lós.Tween 20 y SO, en cambio, ~ienen un efecto 

inductor (Nabas, 1988). Estos compuestos'~e degra¡Íaó j,o~· ia 'acción de las lipasas, 

liberando ácidos grasos que posterfo~~~te s~'deg¡:¡;daiÍ Pór~·n-~ildáción (Midgley, 

1993). En el caso de Mucw lrie;nalis: 'ie dcte¿ia·~c.tivicÍ'id cti 1 i~ s~lament~ cuando la 

glucosa es la fuente de carbono~p;ir() l~"adi~ió~'<l'e a~~¡¡.; dé o!Í~~ disde el inicio de la 

fermentación permite un aurnentfcn' 'dichtl.prOdu~ció~'.:L~ ÍÍpasa de este hongo se 

considera, por lo tanto; indú¿ible'(~kh;á~~/~/., i9sci¡.•(' ·. •· 
A. niger sintetil.a lipasas.ex1racelúlW,.es ¡)ero, para el lo, requiere de ·'ª presencia de un 

lípido en el. medlo de c'ultivii (P¡¡; et ~f:; 1 'ljs: Piiko'rn{ et 'cíL,.1994) . . El mejor. lipido 

para este caso en f>artiéular,'escl 'áéciiie d~ oliv;:,;':a~qu~ otros aceites menos costosos 

co'rno el ac~itecci~ 'glr~s~I, ej~~ce'n'!ín ~f~cto ~f'mil~r::<Llí~ó;~~~tr~ciÓ~ de e~tos Upidos, 

sin. einbargo, no can;bi~ signiticatiJ~inente .1~ prod~cci6n de la enZima. Cuando Üdeinru; 

del ac~ite seacÚcf~~a ~lrnidó~·¡¡ O.lo/~ se ~~jora l~-pr~d~écÍón (Pok;;~Y; eta/., 1994). , 

· El controlde
0

lasí~Í~sisde l~'émima ~n'MJco;,;/ti~iaJÚpiu~cé e~tarrég~Íado pÓr 

retroalimentación; ya':que ;~ h~-~~bseri:ado qu~ l~s;Aéidós iirlisos Ubres, uno de· los 

productos de
0 I~ ~eacé:Íón de I~ Íi~{ inhiÍieri su 'ii~O<!uséión (Akhlár, et al:, l 9T7). 

La gÍucos~ ~epii~~ ·,.~ A~Ódu~~Íón d~ ii~ris~s en ~ários. ho.ngos,. como e~ Geutrichum 

candidum (Baill;,,..geo,;; ~iai.;· i9s9); 's;,;,2~µ¡;';;,;,,~/,;;;, '/ace'mo.mm (Chop;a y Cliander, 

1983), Rhf=upus de/em~1r (Ká~vá~ald,:: 1991;( H~s y· Bailey, 1993) y R. u/igo>porus 
(Nahas, 1988). ·· .. Eri' la bacteiia Strepto.,;,yce:~ ~ne/i;,olor solamente se detecta actividad de 

lipasn en ,élr~iceÍi~ én la· fase estacionaiia, cuando la glucosa está totalm~nte agotada 

(Olukoshi y Packter, 1994). 

En algunos procariotes, como la bacteria Pseudomonas·cepacia, se sabe que se 

requiere de una proteína que actúa como chaperona (LimA) para q~~ su lipasa sea. activa. 

LimA no afecta la transcripción ni la traducción de la enzima;· sin embargo, ésta. solo· 

presenta actividad en presencia de Lim. Puede ser que haya Üná i~t~ra~~ión ent;~ estas 

proteínas provocando un cambio conformacional que activa á la lipasa· (Hobson, et al., 
1993). 

1.4. Clonación y secuenciación. 

Existen reportes sobre vanas lipasas de .diferente oiigen que. se han clonado (Boel, et 

al., 1988; Haas, et al., 1991; Jorgensen, et al., 1991; Yamab'UChi, et al., 1991; Chihara-
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Siomi, et al., 1992; Vemett, et al., 1993; Arpigny, et al., 1993; Pérez, et al., 1993; Lotti, 

et al., 1993)~ Otras lipasas se han cristalizado (Brady, et al., 1990; Hata, et al., 1979; 

Kohno, et al., 1993 ). Estos datos, junto con el análisis de secuencias, han permitido 

establecer que existe un pentapéptido consenso en todas ellas. Este pentapéptido es G X 1 

S X2 G, donde Ges glicina, Ses serina, X¡ es tirosina o histidina y X2 es cualquier 

aminoácido. El centro catalítico de estas enzimas está formado por una triada constituida 

por serina, histidina y aspartato (Brady, et al., 1990). 

Otro aspecto importante es el hecho de que al¡,'llJlas lipasas de diferentes 

microorganismos se han expresado en A. ory:;ae. Este es el caso, por ejemplo, de las 

lipasas de Rhi=omucor miehei, Humicola lanuginosa y Cundida arctica (Boel, et al., 

1988; Esper y Huge-Jensen, 1988; Huge~Jensen, et al., 1989). En estos trabajos, se 

utilizó el promotor de la amilasa de A. oryzae y, por lo tanto, las lipasas clonadas se 

inducen en presencia de almidón como fuente de carbono. Las lipasas expresadas de esta 

manera se utilizan comercialmente como aditivos de detergentes (Sakaguchi, el al., 

1992). 

t.S. Importancia fisiológica de las lipasas. 
Las lipasas i~ician el melabolismo de grasas y aceites por lo que son importantes para 

la nutrició~. En el caso de las semillas de plantas superiores, se sabe que las lipasas son 

generalmente específicas para el triglicérido que acumulan como material de reserva. En 

la ínayoriá\Je las especies, la actividad lipol!tiea está ausente en la semilla madura y 

aumenta d~~te .la germinación. Una excepción es el ricino, cuya semilla sin germinar 

contiene un~ iipasa (Weete, 1981). 

En ·¡11g;D;os ~asas, la membrana del glioxisoma contiene una lipasa que es activa 

principalme~t~. sobre monoglicéridos. En el maíz, la actividad lipolítica se detecta d~s 
días despÚé~·d·e la imbibición de la semilla, llegando a su máximo a los cinco o seis días. 

La enZi.ma iX:"rmánece activa en el tejido aunque ya se hayan terminado los lípidos. La 

lipasa _se sintetiza.de.novo después de la germinación y la actividad es proporcional al 

contenido de lípidÓs (Huang; 1992). · 

En él~asiide Í~s hongos, se sabe que los Upidos más importantes cuantitativamente 

son los trlglicé~idos qmi"se utilizan como reserva. El contenido de lípidos en la espora es 
de ·5 a'cÍ7%.de .. su.peso seco (Weete, 1981) Existe evidencia de que durante la 

genninaciÓn prlinero se degradan los carbohidratos y posteriormente se utilizan los 

triglicéridos. · En las uredosporas de l'uccinia graminis tritica se puede observar bajo ~I 
microscopio la desaparición progresiva de los glóbulos de aceite. Hay cierta contri:wersia 

en cuanto a la importancia de los lipidos en la germinación, ya que para algunos 



investigadores son indispensables únicamente los carbohidratos. En el caso de' 

Neurospora crassa, se purificó la lipasa de las conidias y. se ,determinó que tiene 

preferencia por los triglicéridos de cadena larga, que son los ITI.ás ab.úr;d.anies'..en los_ 
hongos (Kundu, el al., 1987). 

Las esporas contienen principalmente triglicéridos y fosfolípidos\' Al germinar éstas; · 

se rompen los enlaces éster y se liberan ácidos grasos que s~n ~xiWÍdos para laobíeilción 

de energía. Los ácidos grasos forman acetil·CoA cuaiíd~ ¡;;;:san '.~r rJ'.fi;h;~ió~:-La 
acetil-CoA puede entrar al ciclo de Krebs o ser converticÍa:a' ;;:¡~lato' y' enÍraral ~ici~'del 
gliolClllato. La energía así obtenida se utilizá ~a l~· siniesis de a.~iííoácÍdos: pr~tei~ás y 
carbohidratos . Por otro lado, las enzima$ j:>ropi~ d~Jcic'i~ de(~1'iox~l~íO"(i;;:,citr~triJiasa 
y malato sintetasa) se han detectado en al~a;; es;;ríi~ (wéete, 19S l L La isocitrato 
liasa de AspergilllLf nidulans se ha ~lonadci c~m; u~···serf ~spécífi~o de Ía· espÓ~l~ción 
(Stringer y Timberlake, sin publi~.,;r:-~. ;,:;;; · ·· :\• !: ' 

- ' ~;>·-'- ,,·.·~ ': ;'··::'.l.';·:: 

2. Metabolismo ~-e J_o~Hpi~()S (cÍ~J ~~eiiii~'.' ' ,: •- • 
Las lipasas son importantes dentio,de láiridusfria por las razones ya expuestas. Sin 

:::.;~=~-~#lt~ti~Ji~~lt~¡~~7~,:7,i"~ 
investigación mas profuncii/soiire• i~··illl'p'Órt;;fi~ia del ~ie~bolls~~ de· lfpidos en· i~ 
fisiolob>ía de los· h~ng~s.• /A ~Ó~tiií~:adó~; ;ei p~e~~ní~' tina: bré~é ·•• ~xplic~~ión .. dél 
metabolismodelfpido~engenérai:',¿ i,/ :•. •. ·/. '''·" •·:.· · ·' ·· . 

La Figura 2 muestra un 'esq'~eiTiadélas' rutas metabólicas invÓl~~rndRs: : .Como puede 
verse el primer paso del catali~iismo cleÚpid~~ es I~ degiadáéión'd~· trlgfÍcéridos por. 

acción de la lipasa. Esta rea~~ió~-ocu;;~ fue;..;(!~·¡;¡ ~éluía: En ~l Pe;~~i;d~~ se'realiza 

la ll- oxidación.de los ácid~s gra~?~parll 0 d~r;~ómJ'.¡Jrdciu~to~·fin~1b{~~~til.-CoA o 
propionil·CoA y ·acetil.C~A •. dependie~d~f~eslx:~tiv~~e~te~· 'de si •:el AcicfoOgraso · 

degradado tiene un núm~ro pa~o~oh d~éa;bonos. Post~riof:ri~nt~/la a~~ln:cóA ~n1ra'a1 
ciclo de Krebs o al del glioxaiaio,'; :·: '· .;'' .··•';; ·. / <'< -

El acetato se co_nvierte én a~eif1.:é:;()A y po~teriéir111eríte~e;t~;~I ~iclo·~~I ~licixalato. ' 

Cuando el hongo crece coii estíi fuente de carl:ióno;'aumentan los niveles ·ae las enzimas 

expeclficas del ciclo me~cio~ad~.·~s dé~ir,laÍsocitrato liasa'y11l~lli~tosi~t~a (Flllvell 
y Fincham, J 968). . . '' · . . .. · - . . · 
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Figura 2. Meiabolismo de lipidos y acetato (Voet y Voet, 1990). 
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Se han aislado .diversas .mutantes en esta ruta metabólica, algunas como resistentes a 
tluoroacetato, que ·son las llamadas fue (Apirion, 1965), otras como incapaces de crecer 
en acetato como única fúente de carbono; que son las acu (Armitt, et al., 1976), y otras 
resistentes a propioriáto (Sealy-Le~is; 1994). Todas estas mutaciones se han asignado á 
algún cromosoma y en al¡,~nos casos, se sabe cwU es la enzima afectada. 

' ':"· ·.,. 

J. Aspergitt1/Sni;IÜ~~ns:~:. 
3.1. Ciclo de vidafverÍtajas como modelo de experimentación. 

Dentro 'de l~s' lió;ig~~. filamentosos, Aspergillu.< nidulam es uno de los modelos 

microbian~s m.\s empl~~dos para experimentación porque posee varias ventajas (Aguirre, 
1992) como ¿Ón> ; . . .. 

a) formar cof'onias comp~ctas en un medio sólido, lo cual facilita hacer réplica en placa. 
b) .Ja exisien~ia .di;.~·;, gríÍn'llúmero de mutantes disponibles en colecciones y facilidad. de.· 
obtener máS e'n el labOraiorio.. . ;, '. 

c) c~n~r·é~~'¡;~ m~pagenético de sus ocho cromosomas en el cual setm~ 1cic~Iizlido 
más de 400 ge-;ie~~ . ... . . . 

d) • disPo_n~r.de técnicas que permiten manipular el genoma a nivel de.genética : 

molecular: 
e) ·Poder realizar estudios de expresión de genes por medio de fusiones entre·;¿giÜ~es 
regtila·d~rasy genes reporteros (como el de 6-galactosidasa) y detectar la exPi:~sió·n ~.n;: 
tipos c·elulares especllicos. 

t) tener conidios uninucleados, lo que permite realizar mutagénesis directament~ solire 
ellos. 

Los Aspcrgilli se han empicado como receptores para la clonación de enzi;¡:,lls ·de 
otros 'organismos o de otras especies del mismo género. Las especies más utiliZadas. ~a . 
estos fines son A. niger y A. ory=ae. 

Las razones para haber elegido un Aspergiflt« para este estudio son: .•, .. :···· 

a) tener un .alto nivel de secreción de enzimas y que tiene un patrón'degliéosila~ión 
semejante al de los eucariontes superiores. Estos hongos son saprófit~s ·Y.: po.~ .1.o tanto, . · 
necesitan degradar compuestos presentes en el exte~or:· Pará ello, secretan enzimas qUe 
les permiten form~r moléculas más simples que p~eden usa; como fuente de carbono o 
de niÍrógeno.·• u~·.ejémplo ·de estas enzimas es la .fitasa. que cataliza la conversión de 

ácido fltico a'inositol y fosfato. Sise agrega dichaenzima al alimento de animales (los 
cuales no tienen. fita5á), •no .se requiere adicionar fósforo y aumenta su valor nutritivo 
(van den Hondel, ét'at., Í 992): · · . 
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b) es un sistema en el cual ·se pueden expresar proleínas de otros organismos. Por 

ejemplo, en A. nidulans se: han clonad~ 1á quimosina de bovino (Ward, et al., 1990}, la 

interleucina-6 humana(Conirera5, el al:; 1991} y el activador de plasminógcno humano 

(Upshall, et al., 1987). 

c} las enzimas se secretan al medio generalmente y por lo tanto es probable escalar el 

proceso. Otra ventaja es que, hay ~xperl~ncla en el manejo de estos organismos a nivel 

industrial. 

d) las cepas pueden mejorars.i a tia"~és de rnutagénesis. 

e) A. niger sintetiza producto~·gélleralmente considerados como seguros para consumo 

humano (ORAS) por laAdrnini~IJ'aciÓn de Alimentos y Drogas en Estados Unidos (FOA) 

(van den Hondél, et al., 1992). 

Para poder ·co"!prende~ algunas de las ventájas citadas, es necesario conocer el ciclo 

de vida de A. nidulat~·'" En ,la· Figura 3 se presenta un esquema de dicho ciclo. Como se 

puede apr~ciár, tielle tres fas~s: asexual, sexual y parasexual. 

El ciclo asex~ai bAsi~~men'tecollsiste en la germinación de un conidio que da lugar a 

una ·hif~ .·.rnultinucl~~-daé.f;P~¿teriormeriíc:se :rorm~ ._la.· hifa· aérea• que ·constituirá el 

conidióforo.· E1l·é;1.: 5~ co'm;ari.~aciella5 d~ co~idios q~~ són hap1oid~s y uninuc1eados .. 

:3%l~~~~~~~;~~~f~~Z;:c;;::: 
. Al espcirÚla(el heÍer~éariótc; se puéden obtener cspora5 de éualquÍcra de los dos tipos 

d~. los padres:: sÍn~iliba'~gci;.h3y 'oc~icmes ~n q~é los' núcÍ~os s~fu~i~nan y entonc~s se 

ronna un dlploide, E'síe _es .m. eveliio ..w;oso,. pero una 've~ ro'nii-.;do e1. diploide es 

basta~te establ~:. 
0

EI análisis de los diploides p(:nitiíe' ~~clarecér si uria mutación es 

dominante o recesiva;: además, permite reconocer si dÓs ~epas llevan una misma o 

diférente m~tación; ~r medio .de un estudio de complementación, En este caso, lo que 

se ·hace: es obie~ér un diploide entre dos cepas que tienen ·aparentemente la misma 

mutación (fe!Jc:iÍipos seméjantes} pero que tienen. marcadores diferentes que permitan su 

reconoéimiento individual. Es importante aclarar que las mutaciones pueden producir 

una auxotrofla, péro también pueden lener diferente color o morfologla. En la Figura 4 

se presenta un esquema de cómo pueden utilizarse los diploides para definir si dos cepas 

tienen · mutaciones alélicas o no y cómo se establecen diferentes grupos de 

complcmcntnción. 

\() 
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CICLO SEXUAL 

C&l~ ... MeJoail, 1 drvblón MllOIC.1 t 
CICLO PAAASEXUAL 

Figura 3. Ciclo de vida de Aspergil/u.• niúu/1111.1· (Aguirre, t 992) 
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Figura 4. Formación de diploides y definición de grupos de complementación (Ward, 

,1991). 
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Los diploides son ligeramente inestables por lo que existe una tendencia hacia la 
haploidización. Este proceso se da como resultado de errores en la mitosis que provocan 
que los cromosomas no segreguen adecuadamente (no disyunción). Este evento 
constituye otra poderosa herramienta genética que permite asignar una mutación a un 
determinado cromosoma. 

La Figura 5 muestra cómo pueden aislarse y analizarse los haploides para mapear una 
mutación desconocida. Como se puede observar. el primer paso consiste en realizar una 
cruza entre la cepa con la mutación problema y una cepa maestra, denominada así debido 
a que contiene un marcador en cada uno de los ocho cromosomas. Una vez obtenido el 
heterocariote, se colectan sus esporas y se plaquean en medio mínimo, de tal manera que 
solamente los diploides y heterocariotes crezcan. Después de incubar las placas, se 
pueden aislar los diploides ya que se reconocen fácilmente debido a que forman colonias 
bien definidas. El diploide se replica en medio con p-íluoro-fenilalanina o benomyl para 

promover la.haploidización y se vuelve a incubar por un tiempo de aproximadamente una 
semana:·:. i:os: haploides pueden reconocerse porque van formando sectores de 
creCimiento :vigoroso. Se forman entonces placas maestras con los haploides y se 
replican"~;; l~s· diferentes medios, preparados de acuerdo a los marcadores de la cepa 
maestra.· 

0

E1'ri;j,¡l<!~ se.: logra observando la segregación de la mutación problema con 

resP"cto ~ c~Íla"uno'·<lé lo~ marcadores de la cepa maestra. De este modo, se puede saber 
eri quécrómÓ~(;m~se encuentra la mutación (Ward, 1991). Posteriormente, se puede 
vol\ler a c~l' la ,;;~ta11te con una cepa que tiene varios marcadores en ese cromosoma 
y, de este modo; s~ p~ede.líac~r un mapco más fino. 

A. nid1ilanj'es Íiomot'áiicci, es decir, no hay sexos separados. Durante el ciclo sexual, 

se fusionan l~s.hifas d~d~s ,celJllS y se forma un diploide transitorió; , PÓst~riC>rménte, se 
forma ei cuerpo rr;;~iffero que, en .este cáso, esi üria' ~~ructttf~ ~sférica 11arr.ada 
cleisioteciÓ. Este s~ en~~~ntra rodeado decé1Úla5 d~ HOÚe y,~ide 'ent-n; 100 'y200. µni. 
de diámetro. o;;ntro deid~istÓteci

0

Ó están las ~~as; cadá'ii~a de iaS' éuales ~oritiene ~h~ 
ascosporas binucle~daS. • · 

·· Lascruzás ~sexuál~s permiten 0°btene[ ~ep115 co~\:ar¡¡cte~sticas .deséables de los dos -
padres. Estas cepas-plÍedell a su vez ser útiles ¡y.ira otros fines g.enétiéos. 

tl 
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Figura S. Mapco de una mutación mediante el aislamiento y análisis de haploides 

obtenidos a partir de una cruza entre una cepa maestra y' la cepa que lleva.dicha mutación 

(Ward, 1991). 
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3.2. Las lipasas en A.l'pergillus. 

Existen algunas especies de Aspergilfus productoras de lipasas, entre las cuales se 

encuentran A.· niger, A. ory:ae, A. wentii, A. fuetidu<, A. awamori, A. candidus, A. j/avu1·, 

A.jupánicus y A. sydowii (HOfelmann, el al., l98S; Arbige, el al., 1986; Chander, el al., 

1980; Nair y Bone, 1987; Berka, et al., 1992). En el caso particular de A. niger, se ha 

reportlÍdo la presencia de dos lipasas (HOfelrnann, et al., 1985). 

Se h~n· hech~ estudios con respecto a las condiciones óptimas de cultivo y algunos 

sobre la purlficación de la enzima. A nivel industrial, hay una patente de lipasa de A. 

o,.Y.tie que se.utiliza para saborizante de queso manchego (Christian Hansen). 

En A:. nidulans se desconoce cuántas lipasas tiene y cómo es su regulación. Resulta 

interesante estudiár las caracteristicas de estas enzimas en A. nidulans por las ventajas 

que tieri'~ esi.e hongo como modelo experimental. También es importante contar con 

mutantes· deficientes en el metabolismo de lfpidos porque con ellas se podria entender 

mejor diCha vía metabólica. Si se obtiene una mutante que no sintetice lipasas, se puede 

. intentar hacer la clonación de las lipasas de otros microorganismos. Una vez estudiado 

en· A. nidulans, se puede tratar de clonar en A. niger, que como ya se mencionó, se 

considera un organismo ORAS por la FDA, es decir, que puede ser utilizado para 

producir enzimas aplicadas a alimentos y, por lo tanto, puede emplearse para la 

modificación de los productos lácteos, que constituye uno de los usos de mayor potencial 

de las lipasas. 

3.3. La represión catabólica por carbono y el papel del gen creA. 

El gen creA codifica para un regulador negativo responsable de la represión catabólica 

por carbono. Este regul~doí es sensible a la presencia de glucosa en el medio de cultivo 

y funciona réprimiendo: la síntesis de algunas enzimas encargadas de metabolizar otras 

fuentes de carbono <Ín~n.os· ·fácilmente asimilables, como el etanol, la galactosa y la 

lactosa. . . . :·.,.. ·'\;o: ... :· :· 
Este gen ha sido clonado (Dowzer y Kelly. 1989) y secuenciado (Dowzer y Kelly, 

1991.) y n~'!ie'ne, intr~~e~: :; La proteína CREA se une al DNA en sitios ricos en guanina y 
ci.tosina Y. se. ;a.be ·q;~~-i6''une a los promotores de los genes alcR y a/cA que intervienen 

en el metabolismo dCI etanol (Kulmberg, el al., 1993 ). 

Com;, se méncióríÓ anÍeriorrnente hay algunos reportes sobre la represión por glucosa 

de las lipasas.: Sin embargo, en A. nidulans no se sabe cómo está regulada y resulta 

interesante.definir si CREA está involucrada o no en dicha regulación. 

IS 
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OBJETIVO GENERAL 

Obtención de mutantes de Aspergil/us nidula11s incapaces de crecer en Jípidos como 

única fuente de carbono. 

OBJETIVOS PARTICULARES 
. ' . . . . . 

1. Observar el crecimiento de las difererites ce~s de A. nith1/a11s en Íipidos como única 
fuente de carbono y ruseftar unatécnica ad~cuad~ p~r~ ~edir I~ actividad lipolitka en 
este microorganismo.> 

2. En :1 caso de no enéont'rar u~a cepa sin áclivÍdad lf'política, se·h~rá una mutagénesis 

mediante agentes ílsi~os para ;dé~cio~ar mutan!~; incaf,aées de ~receren Jípidos . 
. ' -.• .. - '"" ._.,. ·.'.':' '• ... ' .. 

J. Caracterización genética' de las m·utantés obtenidas . 
. ·,, ·. . ."·.-· .. :.·· ·.·.· 

4. Caracterización ¡Jarcia! de I~ Ji~asa .de A. nidu/ans. 

16 



Alail!riales y Afétodo .. r 

MATERIALES V METODOS. 

l. Cepas empicadas de A.vpergi//us nidulans. 
En la Tabla 4 se muestra la 1 isla de cepas empleadas con sus respectivos genotipos. 

PW-1 

CPG-1 

CHAi 
FGSCMll 

CIS 17 A22 

hrlA(2900 J"l)::lacZ(argH ::argll::CA1). 
hiAl.mt•tG/, ribo81, t:rl!A10./, l"t.1A/ 

biAI, crcA -JO 
praAl,pabaAJ,yA2 

pobaA/,yA.2 

FGSC A649 pabaA I yA2; aci1D154 

FGSC A650 pa/JaAI yA.2; acuE20/ 

FGSC A651 

FGSC A6j2 

FGSC A653 

F.GSC A654 

FGSC A655 :.: 

FGSC A656 · 

Todas las cepas s~i~btUvieron 'del f~ngal G~~eti~s; Stock C~~ter' (UniverSlfy .of 

Kansas); excepto PW~I (d~ P. WégÍe~skÍ}; ÓWI (d~ H.J\.rst>~'.cPg:1 y CIS i7 A22(de 
J. Aguirre). 

2. Medios de Cultivo.· · 

Í.I. Medio minimo: El medio de cu!Íivo que se empleó fu¿ elsugerido por Klifer 

(1977), que esencialm~nt~ c0ntiene: 

17 
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Compuesto 
Solución de sales 20X 
·Elementos traza 
Glucosa 
Agar 

Cantidad por litro 
50ml 
lml 
IOg 

12.5 g 

Se aforó con agua destilada, se ajustó el pH a 6.5 y se esterilizó 15 min a 121 oC. 

La solución de sales 20X se preparó con: 

Compuesto 
NaN03 
KCI 
MgS04.7H20 
KHiP04 

Cantidad por litro 
120g 
10.4 g 
I0.4 g 
30.4 g 

Se aforó la solución a un litro con agua destilada y se guardó a temperatura ambiente. 
La solución de elementos traza contiene: · 

Compuesto 

ZnS04.7H20 
. H3B03·: 

MnCl2.4H20. 
FeS04.7H20 ·· 

. coc1~.51i2o 
CuS04:5H20 

• (NH~)6~~1()i4.4H20 
:Na4EDTA · 

Cantidad en gramos 
·2.2 . 

l.l 
. 0.5 

.0.5 

0.16 
0.16 
0.11 
5.0 

Los compuesto~ se disolvieron ~~ el o;ue~ presenÜ!do en 80 mi de agua destilada. Se 
agregó cada compuesto haSta •que el anterior quedó completamente· disuelto.•· Se calentó.· 
la solución hasfu qúe hi,...;.iÓ~ i;.;'dejÓ

0

enfriar a temperatura ambiente y se aforó a 100 mi 
con agua destilada. · · · 

Los requeri.~ienios de caem cepa se a¡,'l"egaron al medio de culÍivo ~n las ~iguientes 
proporciones: 
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Maleriales y Métaclos 

Compuesto 
Acritlavina (Sigma) 
Arginina (Sigma) 
Biotina (Sib'111a) 
Metionina (Sigma) 
Nicotinnmida (Sib'111a) 
PABA (Sigma) 
Prolina (Sigma) 
Piridoxina HCI (Sigma) 
Ribotlavina (Si¡,'111a) 

Solución Stock 
0.5% 

16.8% 
0.05% 
0.6mM 
0.5% 
0.17% 
1% 
b.4% 

.0.05% 

La biotina se disolvió en etanol al 70%. 
Todas estas soluciones se'guardaron a4°C. 

Cantidad por litro de medio 
5.0ml 
5.0ml 
0.5ml 
I.25ml 
0.2ml 
0.5 mi 
5.0ml 
0.2 mi 
5.0ml 

La temperatura de incubación para tOdas las cepas empleadas fue de 37°C. 
. . - ':~.'.(:/_-::: ~--.- -".--;:; -- - ,_. - - '. . - .. 

2.2. Los medios con trib.utiri.ia~~~eit; de olivo. 

El medio se prep~~ó ig~al ~ll~' eia'nteri~i ~ro, ;,~ ye~' d~ag;:ega; glucosa, se puso 

tributirina (Sigma). o~~eit~·~e oli~¿ Clb~rra) al ;'1% (~Í~)~ ~~"utls de.i;Jusbir ef. pH, se 

agregó el ag~ry se caié~Íó h,,;t4\1ue'~~ciisii1JiÓliie~: s~\te}ó'~nfri~r ~n'¿scuá~tos 
minutos y entonce~se iidic.iri~ó ,~¡ribti"tirin.iX~i aceit~ cte;;li~o:': sd h~~~li~nizó en una·· 

licuadora (Ost~rii.irJ dura~t:iapro~ÍniacÍame~t~ ll~ n;;n'úiii y'sé ~~t~riii;.ó: · 
,·:.e:~ .. , -,". ' ·:" .. :·~_:_<'.:··_:~· >e-' 

, .. :<···-.'. -
;, -~;. 

- ' ". '·.··· _._, 
3. La preparacióiÍ de_i~Óc~J~:· · 

Se inocúJÓ á éontltienciauria caj~.de Petri .con. Ía c~padesé;,'.da yse)~i:ubóa la 
temperatura i~di.iadadur~nie ~ días~ __ La'cC>;dcha'~e hi~~ ag¡:~gando aproxim~damente 5 

mi de agua destilada est~ril ~on T~~en80 (Sigrn~) al0.01% directi;me¡¡ie ~obre J~ caja. 

Las espo~ás se raspar;;n con ~n ~sá b~ct~~lológicá y se r~ctiper~ron ¿~un t~!Ío ~esechable 
Falcon _de 15 mi.~ El •. t~bó .se centrifugÓ.;dur;;nie'.' 10 'mi~ut~s f ¡~ esporas se 
resuspendieron en agua cie~tiiada ~slérll:: ~ S°~spen.~ÍÓ~ de. es~ias sé almáceñó a4ºC ..•.• ·. 

La cuantificació~ d;~s~ras·s7pe~ó'~~áilO;n~h~r;Ji:~óme~o. F .2 .... 
4. Los cultivos en rrfedi~ 1i'fuid~. ; 

Cuando se hfd~rnn c~lti~ÓsifqÜicÍos, ~¡ trledio .se; pr~pnrÓ, ~omciya i'e indicó, ~on la 

excepdón de que s~ ~tiiiió gl~~os~ ~J o'.5% y s~ adición'ó aéeÍte de oliv;:) ~I 2% (~/v) .. 
Estos expérimentosse hfd¿ro~ e~ m~tra~es' Erlettm~yer de 250 ~J cón50 mi ·d~ medÍo: 

El aceite de olivo sé adicionó a éad~ mat(~ por separado. . . . . . . . ' . . , 
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Maltrialt.f y Método:r 

El inócu,J.o empleado fue de 5 x JOS esporas por mililitro de medio de cultivo, la 

agitación fue de 300 rpm y la_ temperatura de 37ºC. LaS fermentaciones se hicieron en 

una incubadora New Brunswick Scidntific_con ~l:iuición oÍbital: 

4.1. Proce~amie~to d~ 1ftiitiues'i;.a~ défosculÍ;~os ÚquÍd~s. 
Se tomaron m~~;i~;·.d~ ¡,;¿di~ d~.cultl~o (2 ·~!) a diferentes tiempos (12, 24 y 36 

h~ras de Íric~b;~iÓn)pa;i?~déif'r_ a~Íi~i&.íJi)'lOJÍti~, pH y protelna extracclular. Otras 

muestras s~· gti~nla~on .e~ :~I ¡~~~ta~ 'd~ · 1·,;;;1 ''~n, tubos Eppendorfs que se congelaron 

rápidam~nt~ en~ ni¿Ógen~ lictuido' y·, se dó~~e'rvaron a -70oC. Estas muestras se 

liofiliwone~ ~~ cori~~ntrad~ry;e ~~;usPí;ri.Ji~ron en.100 µI (1110 del volumen original) 

de amortiiirador ~e rri~rai~~·o.1 ~ pHú):ft.1 1'icimiza<10 tárnbién se le midió la actividad 

::~~:~r•n::;±:i~~l1:f :::¿r~~/:fias'..~;t~·mue~ras concentradas se utilizaron 

Cuando'se midió jieso seco;º•el miCelio se' separó del medio de cultivo a través de 

embuaos ~ori ,ffil;°:;:(MÍr~~ioíh)I~ C~lbiriche~. ·USA), Dicho micelio se exprimió en 
papel seca;t~- pa;:~ trat~r dé quitar el e~cesJ'cié'llquidÓ, Se guardó en tubos Eppendorf 

estéril~s proc~rii.~do que la muestra no ie~ iriás de ia mitad de la capacidad del tubo. 

Se ~ongelaron en nitróge~o líquidoFp,;ia' post~rl¿rmentc liofilizarsé y ¡iesarse en una 

balanza anril!Íica'{~h~.~.~.!; ; ;', · ;:.·.:· ._· •. ;. ~t · ·-' >L e . '3, ', 
' '.. . ~\·.~;;;· '' ,-'. :, ". 

S; Medició? de la.activÍd~d lipoiitic;;; c~antificación de la proteína }-'~edición del pH. 

Se utiliióesén~Í;l;n~nÍe el ritét~cÍ'o'ae medición de;activldJÍd.lip;;lhlca ;ugerido por 

!sobe et,;¡, ( 1988): 'r,'1 ;;,ei~I~ d~~~~cición fü'¡; de ·900µ1 qti~ éo~Íení,i¡; 2.Sµ"m()les de o­

nitrofenil-l~ur~io, jriión X 100 ~I 2.1% y ~rr10rtl~ÍldÓr de f~sfaÍ()s o: Í iM, pH. 7.2 .. El 
substrato se:disolvió pi;"¡;:{~;o gn ~Í T;.Úón y po~terlorÍn~nte se 'agregÓ al ~~rtig~Ór. El 
substrato es i~solublé ~~ &g.;~.' ~ ' •• ; .· • . ••• ··~. 

· Se pusiéi~~>900 µÍ de substrato'en tu~s Ep¡iení.loif y se adicionaron 1 oo µI del 

filtrado que. i:onti~i1~ a la en~irn~}se n;ezciaro~Hgernmente en el vortex y se leyó la 

absorbencia' ~n el ~;Í>ect:~f~tÓílletro (Shi"inaclW) a 41 o nm. • Como blanco se empleó la 

misma rn,ézcl~_de.sub!§to:sin e~ima. Las actividades se midieron a los 2, 4 y 8 
minutos de incíiliációñ·íi 30ºC.'•º·'" · 

La acti~idlld se%¡xÍrtaeíi ú~idlÍdes cÍefl~idÍis como la cantidad de enzima que libera 

una micrornol de. ;;.riitr~fen~lp0rminuto. La actividad especifica se expresa por 

mili¡,:ram~ d~- proteína·/ Íos.cálculos se hicieron considerando que el coeficiente de 
extinción· del •o-nitrofenol en amortiguador neutro es de 4.6 mM-1 cm-1. 
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Cuando se midió la actividad directamente en el filtrado se utilizaron. 100.µI para e( 

ensayo. Al medir la actividad de las muestras liofilizadas, se utili;¡;;~()n' 10 µl 'aforados a · 

100 µl. En el caso de la actividad intracelular, el micelio seco se rornpiómecÁnicarnente 

con una aguja de disección. Se añadieron aproximadamente 800 'µl. del' amortiguad()r dé 

fosfatos y se centrifugó. La actividad se midió en 50 µ! del sÓIÍrenadante obténido 

después de haber molido y centrifugado el micelio. . . :.·~· ;::r):;_ \; .. , ••. - , 
Para cuantificar la proteína, se utilizó el método de Bradford'(!9~6)."'.'ABOO:µI de 

medio se le adicionaron 200 µI de reactivo de Bradford CBioRad) r~~ -l~yó e~ el 

espectrofotómetro a 595 nm. La curva patrón se hizo con albíimina'ci.i !J<¡~no (Sigma) .. 

Con las muestras liofilizadas, se hizo una dilución 1 :100 y'.se si~iÓ el prócedimiento . 

ya descrito. Cuando se midió proteína intracelular (mi.celio: m;IÍdo(iarnbién s~ hizo~na 
dilución 1:100. 

El pH se midió con un potenciómetro Comin'gdirectaffl~nte en el filtriidó.-

6. Genética. 

6.1. Mutagénesis. 

Las mutagénesis se hicieron con la ¿e'pi¡ rwí: - '., '' ' . ' ' 
6.1.l. Rayos gamma.· Lá irr~diá~ióri se~f~o ~~u~ ~rna CeÍI con fuente de cobalto 

60. Se col~aron 5 mi de una su-s'pensÍÓn de e;poras c;n. uná densidad de L3 x 106 por 

mililitro. Se utilizó un tubo i~deP.,ndi~Íite;pllía caaa una 'de las dosis' empleadas. 

Inmediatamente después de la irradiad.\~. lo~ tubos s~ rnfil'.ÍUvi~;~n en la obscuridad y a 

temperatura ambiente ditrante 24 _ho~ (Grig~~()véí a/., 19.83 j. . . -
Las esporas irradia&s se exte~di~ron sob;e-~ria ~aj~' Petri con medio patata dextrosa 

(Baker). Se hizo una c~~~ d~ ~obre~ive~ciá pa;~ deÍi nir el tiernpo óptimo para obtene~ 
90% de muerte. U~a véidefüid~ éste: s~';e~lizó un eriÍiqu~cimiento de las mutantes 

usando el antibiótico polif~nii;ria d~-~~~érdo~on B~I et al., 1974. Para ello, se cultivaron 

las esporas irradiadas enu~ inedío'é~~ írÍb~iirin'a comofuen'te única de carbono, a 37°C 

y 150 rpm. Desp~é~_-de ~irico~h~;as~de)ncúb~~ióó; se agregó la pÓlifungina a una 

concentración de 50. inÍl/mC~ Se icimáro~ muestras cada media hora; durante treS' hóras; 

Las esporas se la'varon ~-~~'ºámo~ig~ad~r·d~ fosf~tos 0.1 M, pH 1:0 y se exténdic~on e~ 
medio papa dextíoS. y eri Üri medio_ seléctivo con tributirina (Nga, et uf., 1988) donde se 

pueden deÍectar hal~s de cláridad qüé s~n i~dicativos de la a~ti\;idad lip0IÍÚ~~: , 
-~;< .. _ :: : ~ :: : : 

6.1.2. Radiación ultravioleta. La co~ceni;aciónde ~sporas em~l~ada fue de J x 106 

espora5 por mililitro y la ~adia.ción se ad.;¡inistró con una lámpara mod~lo UVGLC25. La 
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Afuteria/es y AfétodtJ.\· 

distancia entre la lámpara y las. esporas fue de 7.5 cms y corresponde a una dosis de 700 
µW/cm2. · 

La suspcn~ión .de es¡)oras se col~ó déntro de úna caja de PetrÍ, ~stérii, de vidrio, junto 

con uná barra mág~étican;;rii.;lldá 
0

previ~hi~~t~. Las e~p¡;ras se mantuvieron en agitación 

durante la mutagénésis pa°ñí ai~g(i~á~ 'éie qu~ 1á d~sis s~ dis~buycra homogéneamente. 

. Se tomaron niue~·ras de uri mifilitro alo(O; i(i',60,.15; 90,\ 105. y 120 segundos para 

hacer unª cúrva.de s~breviycncia/)Las mllesÍra;¡ en íUllos·Epp<!ndorf de 1.5 mi se 
colocaron en U~a cuh<:tá ¿O~ hielo'~ se t~Pá~o~' p;;ra~vÚ~r ~f ci~ntácÍo CIJO fa luz. 

r~;:~::;::;~.~~r~i~:p~i~~:i~~l~1~~i~~~ni~:ti~~frt~:~~:~~~:. :~~ 
adicionado c?ii,des~:~icólalo.desü'dio (siWn~Jal º:º4.%~"i:óriioinhibfdor de érecimiento. 

~~~ª~11111,llll~~f,~ 
El cultivo se obse~ó pcriÓdicámetÍteyla filt~ción ~trá~é~deMir~cloÍhse re~lizó hasta 

. que las espor~ ge~iÍlad.;s adq~ÍrÍé~oÍI 'ú:i ~8!1~. !~·~~Íicié~ii,;,e,;t~ grande' com¡; para 
no atravesar el porodel flltro.};/.:i •; ;: .. •·" , <o •·· 

Las esporai;"que atravesarán el filtro·~ rec~;peraron por centrifugación.se plaquearon 

en medio con des~~i~oÍato.de>:.sodi~;.Y;s~ iné~b~~"" 'hasta que esporulamn .. 
Posteriormente; se repiicá/on ~~n te~c.io~io 'e~ rriedi~ s~lé~ti~o (tributirin~ 1 %). . . 

. ,_,- ; ."--¿·:·; ; '"' ,• - - ~-... '.'." ; ; • . ,-·,, 

'.""·" ·->;••e :·'. i. ~-

6,2: Réplica con ter;Íopefo;. ·•· · > , ,. ":.. . < • 
Los terciopelos- se esterilizaron envuel~~s en_j,3pel alu~inio)'P.¡iel esirai.ii .. 

El replicador; ya con ~I Í~r~io~lo pu~~íó; ;;;·i;~1n6<l¡cíÓ en una caja de Pein estén! 
que conterÍÍá el ¡;,is~o m~ioq~e·s¿ti{mió~.,; Ía réplfcá:"l;; · ' •.... ;: · . ·.. . . · 

Post~riromente, ~é~~lo¡:Ó sÓ_bre" j~·pl~fac~Ü I~ ·.;oÍonias a repHc~rJ EstaS ~ajas se 

;~:::~o0nl;:;~;;:s;:t~~~:Mue)~.caj~a~d~~dé_~eyt{-re~~car~~~-~l-~~o q~.;se 
Con el ter~ioPelo hacia ~rriba y cer~a del mecher~ para eviw que la;; e;~ras cayeran 

. en desorden sobre ,; pi~~~ re~epto;.a·; se cÓlocó éstá S0°b!" el terciopelo presionando 

ligeramente. 
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· Mt1terit1/t,\·y Al.J10Jo.\· 

Después de hacer la réplica, el terciopelo se sumergió e~ un vaso con agua para evitar 
la dispersión de esporas y.posteriormente se esterilizó. La réplica sd~c~bó a 37°C. 

6.3. Obtención de diploides: 
Los experimentos de ge~éHca se hÍci.eron es~n~ial:rie~t~ de ac~erdo'c'o~Pontecorvo, 

et al., (1953). Se hizo u_na c~ i~o~~hindó con ·~rn1ó~'~stéri1es:Ías ~~pase~-~~ medio 
mlnimo con los requerimientos de ~rnbá1 c~p3~éL~s i~Ócul~s\Jeb~n ~stai i Ú~~ distancia 

i.~;~;a~i~:r~~~~~~~t;~: 
recuperaron en ü~ .tU-bO)~·p~~a~.rr.;::~·_. !0}~{ ~-.. , '.:.;·\ • :':~'.:{ .... "" • • ' • • • : , 

Se inocularon é~ c~}as de Pc,tri apr.;~¡m~d.i.ffl~llte30 ¡ti diia';us~nsfóri ciee~!'oras, 
previamentehomogeneizad~s e~u'rí vortex,y~ob~~en~~ ~~ ~ñadiÓigar's~riJe·'(7 i0) con 
medio. míilirn.~ tibi~ {ipr<Í'xiíri~¡¡3\.;;e~t6'4:i0c): p~ediÓ~m~~te de~p~~~- s~'ágiÍar~n las 
cáj~s en ro;,ria circ~larp~radi~tribuir la~ l!Si€r~ ~r(t~d~'eiár~~- s; deJar~n 'solidifi~ar a 
temperatura.ambie~Í¿ y1,¡,st~;iorméñt~ ~e'ÍncÚbáro~·a:i1ocdu;,;~t; 3 ~ías: 1fans~·;;rrido 
este tiempo, lo~ dÍploid6; so~· r.ii:úriie~t~ di;tiriguibl~s'jiotcjú~ e~~~~¡,' ~bm;·c~l~nias 
verdes cíienera1D1enies<!uii1ili;ithapÍ~i<le;p.ir~rit~1dsver~eVá-;iiil~ilo):Yoiclia¡ c~16ri;as 
se ven redotid.;s·y ~¡n~s:~'dir~ren~ia:éle l~s hcÍero~~rioÍ~~ qu¿tierÍ~ri,cr~Ci~Íerít~y color 
irregulares. ,_'_,>'' _.,, • 't)'.r-' ·''· '',, ,;:::. ., . ': ·•· 

Se selcécionó urí diploide y se estrió en médio mlnimo p;;rá aisla~Ümi éolonia. 
;~_: ;: '• . . . p.· 

.,·.- .. ·.·:::':' 

6.4. cruzk s"~x·~i'~~.:::· .~.-..: ~<·> · ·~ ., ~·~, ·.<· · .... 

La apHca~iÓñ d~I ~iclo.sexual ~e pres~~ta cÜando .si!dcse~ s!lbcr.si la segrégacion de 

:~ ~:~i·~1= ijr±;j::1:;:;~ Ep:r~~eri:i~ª~¡ .. ;~e~:t;;~f f i¿~~~1::~:~:;:::: ~: 
d

.,." . -'·•{;:·. ';};'_..::· / .-..<:•:•: ;•,:. ·,:·· .,,_ . .''. /(.:·.' ' ':·. 
mene 'llll.ª;. ;.-•,,;: .,:·:···ce,:··, ... >':-::·.::·-,',.: . . S.: ... :·.>: .. ( .. ~_;._.,:: ":,. ·;•·::;.·. ::;:• _ .. :· 

·. El procedimiento para hacer una crum sexual es:similaral y~ descrito para los 
diploidés h~t~ ;1 ·p;;;~ dé la -oblericiÓn del iréi~~oc~ri~te~: un~ ~á qu~ ~e' tie~~ éste; la 
caja . de_· Petri,: s~ : s~lla ~o~ .~fnta; adh~siva. ~ara gene;.¡r u~ : an;b,iente .• parci;lmente . 

an~erobio. Esta'ciindi.cióri rav~rec~ 'ª roirnación de ~1ei~iotecios, éíue ~~" 1os cuerpos 
fructíferos de la. cruza sexual ... L~<~aja se lllantuvo eri inc~bación durante s .dias 
aproximadamente. 
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Malttriule~• y Al élt11.Íu.f 

Los cleistoteci?s se buscaron bajo el mic,roscopio estereoscópico en la zona que dio 
origen al heterocariote .. · Estos cúeípos fructíferos son redondos, negros y están cubiertos 

por hifas y por células HUll~. ; Con 'ayUcÚ de 'una aguja de disección flameada y 

observan.do bajo ~r ITiicr~sc6pio, se ~xtrajo Úndei~totecio y se colocó en una caja de 

PeÍri con m~dio mí~iri,~; i.•Óebe eleglrs~; un éleistotecio grande para aumentar las 

posibilidades 'de. q~e ·, 5e' ~¡~ ~e' Uf\~hfbrld,o •. Ei cleistotecio se limpió .rodándolo 
suavemente ~n ,el\¡J~i h~sia''qúé\¡~ecÍÓ d~ hn ~olor negro hrillante, sin nada en Ja 

superficie .• Se ~oÍopÓ é~t?nc'cs en Jn: hi~ Ep~nciéik · 

Con 1á aguj~ de'disééción ~e ro~~ió elcléistotecí~ y ST añadieron aproximadamente 
800 µI .de aii,Üá p_'~~ re;~spe~d~~~las asc·o~poras ~Sitando e~ Un vortex. Las esporas 

pueden guardarse·a_4ºC,> "°' ;~+ ·t, ' ; 
En medi? mlniinó' adicio~ado'cori iodós)~s requenmientos de. ambos padres, se 

~::;;:~~~ q!t[~t~~:i~{~~;::~e;~~~ª~i~!I~ ~;:ª2;~;~t~~~~s~~=.1: q~: 

~f~tllillit~~E~~;; .. 
general, sé a~aÍ.Í~.la ·~r~g.inie y's~ e;~ra

0

qu~~ISO% 6'Q~(~",;~a )~·rnu(aéiÓna anaÍizar. Es 

importante señalar que no t~das I~ ITiutacionesdénén·~;te' iÍpo ~~s~gr~ga~Íón. 

6.5. Mapeo genético._ 

Pammapear una mutación desconoeida, '_sé:_obfuviero~ diploides entre la cepa a 

analizarse y unricepa maestra (MSF). Está última tiene 'ún marcador selectivo en cada 
uno de los ocho cromosomas de Aspergi/lus ~id~l~~s. :'. .'.· ,.:: 

Para hacer el mapeo, se indujo la hapl0Ídik~iód·c1.;1 '.!¡¡)1oide y v'osterionnente .se 
analizaron los haploides en medios sclecíivo; pai~ada-uno'de los.inarcado~s de la cepa 

maestra. El mapeo consiste en establecer un-~ rel~tÍÓn ~ntr~'i'os marcaaores mencionados 

y la mutación de tal manera qu~ se decÍll)'.éa 'en q~é cro~osoma está' ia 'lllutación 

mencionada. 
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Materia/e.\ y Afélvtlo,\ 

Para inducir los haploides a partir del diploide, se procedió de la siguiente _manera: 

Se prepararon cajas de Pelri con medio mlnimo y con los rt!qu~rimienÍos de ambos 

padres. Una vez que el medio.· se ¿stérilizó y '.negó a'. uri~'tem'peratura . d~ 
aproximadamente 45ºC, se adicionó ¡.>-fl~or~fénilalani~á (Sigma) a ~~a éonce~lración 
de 50 mgll. Este compuesto se descml1¡1Íme''c~rÍ ·.;¡ caiéif;¡)or)o·qU~ nci se puede 

esterilil.31'. Se preparó una soluciÓn'.condentrada _ccÍn :;súa ~~ÍérlFy se· adicionó 
posteriormente al medio. -.. <· ·,,,. -'-.·~,.,· '· .... · - .•· .. ¡._;,_ . 

Las cajas asi preparadas se div,idiercÍrí en sector~~ y~cn ~ádÍÍU~o 'de ellos se inoculó el 
mismo diploide con un pliiHlo yi~~\ in¿u¡,;,;·dur~ryt~'•u~t;~;,;ana o más, hasta que 

empezaron a aparecer sector~i de. cieciñiientoyigoréisd'coí-r~~;i,~dientes a los haploides. 

En algunas ocasiones los seétorés no'.~~:f~co~~~en:fá~ii,;';'~~le a ~imple vista por lo que se 

sugiere revisarlos bajo ~I mic~.i~~cipio ~;t~~e~~ciópÍco: 'se pr~¡,~;,.réin placas maestras con 
diferentes sectores y és~s se ;eplicaro~· e~ lo~ iliedio~ s~lectivo.s para cada marcador. 

•·: -.,.:».~/- ;~~~~:' . ,-~,::·;--,t.-:-.-_ 

6.6 .. TransformaciÓ~ ge~~tici/ . : · _, • . · -'.';¡ 
a) Se inocufaron400 midé mcdio'd(cultiv() cÓ~ 10~ ~SPoras y se incubaron a 30ºC 

con agitación de 300 rpm duia~te ap~~~ilflad~ente, 14 horas.· · 
b) El micelio ~e~ ~-trav~s·d-e ~n·~n'tb~do~o~u~filtro (Miracfoth) y se colocó en un 

tubo Falcon estérll.• Se recúfl'.'ió aptox-ifri~d;rn~nte l 'gy se colocó en hielo. 

c) .·Se resuspendiÓ, eÍC~i~elÍ~_ég5\,;'1 el~ ~~dio;~sOlótico(t.2 M MgS04; to, rnM 
NaH2P04,_pH5.SJJ·s~·1;.W;sd~i~a ~~'máiraz d:·25~ 'rnj y s.c agregi~on 500µ1 de .una 
solución de ·enriina~· IHiéas de}riél;ódd,:n;a '!idr=iii',,/mi de sigma '(smwsoo·!il).· ·se 

mezc_ló y se irÍcÚbÓ'~n liiei~ 5·n;in~!ó; y";~ ;gre~'fori soo µl.·d~ aib'6miná (Sigma; 12 
mglml). . ) - ".'- >/ .. >'x '? 

d) Se incubó a 30~C ~on agiiá~iÓn de s9' rp~\s~ hici~~ón rá~isi~~es periÓdicas bajo 
el microscopio par;'detehninár en°:q~é ;;;orne~loj~~¡. débí~ d~Íen~~- la :'~~dÓ~' de las 
enzimas lttii:as.:'· /,:':. · (ó. ·" /;': 

e) Se trán~firieroll los protoplás1ós a uritubo Corex con lapa dbrosca y se i~C'ubaron -
en hielo. Se a!lresárii~ su~Jérnenté JO mi: :de h~trei ele wap~n;fento!frio (So;bitÓI _0.6 
M, Tris-HCI .o._t_M] PH 7.0)2J> '· :~--,~;~:;/" -~~~;:~-'··''°'--

1) Se cenlÍifugó a SOoO rpÍn du-rairtc 12 minutoscon un rotor SorvaH. Hs¿. a 4°C. Se 

recuperaron de la i~terf~sb con ~~a pi pera P~ieur ¿stérll en ~~ iubo rál~on '<Íé 15. mi. Se 

quitó el resto de amortiguador y res~s~~dicfei botón eri ~ediÓ 'osmóti~olimpio (6ml ). 

Se repitió el procedimiento agregando :,1 O mi de amortiguádor ilé atrapamicnto y se 
centrifugó de nuevo, para rccÚperár prolopla~ios qÚ~ háyán quedado en el borón. .. 
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g) Se dil u yero~ los protoplastos con por lo menos un vol.un¡en de ST~ (S!lrbitol 1.2 

M, CaCl2 JO mM, Tris-,HCI 10 mM, pH 7.5) y se centrifugaron a 5000 rpm~dúrante' JO 

minutos en el rot_~_r.HS-,4:.~,., :< .. '··,. :.". __ .-:: -.':,.,. _ _ .. : : .. --.:_ -~ ·,:: 
h) Se decantó el sobre~cla.nt~ y ~~ ies~pen'dió el ~botÓ~. en 10 IJ11 deSTC. Se 

'T~:?t\f~~¡;~7~~~~t~i.~" 
Newbaue{ •('.>· ·•. · ·-··- ,,. · · .,, ·'·'"···· .... , · .{~ .... •· .. 

~,:~J~g;;~~~~~~~~i~·t:t,~JJ\' ;;difü~ ooO ~ 
b) Se agregaron .100 µl;de protoph1.stos y•se: incubaron .. 25'.ITli~uÍos·;a temperatura 

ambiente::· .S' ;( .\•::,;:.; ' · • .,, •• , 

c) Seagr~garon350!il dePEG(PEG:4óoo'al 60%iC~C1{10.~M;Tns-~CI IOmM;pH 
1.s disueltos ~~ src)' y se·i~~~¡;~ró'n· 5 ;¡;i~úícis a l~lll~~t~ra~mbiente/ se agregaron 

otras ·dos veces 350'µl·d~ PEG, incubando. después'de cacta~di~ió~ 5"y1s·~inutos 
respectiv~mente. . . ... . - ····.• .··' 
d) Se centrifugó a 5000 rpm durante 12 minutos a 4ºC en el rotor HS-4·¡,,;ra• ;ecuperar -

los protoplastos. Puede agregarse 1 mi de STC, mezclar y plaquear los 
0

prCÍt.;p1.á~tos en 

vez de centrifugarlos. 

e) Se secaron los tubos por inversión para eliminar cualquier resto de PEG. 

f) Se resuspendieron bien en 1 mi de STC. 

g) Los protoplastos se plaquearon en medio mínimo con sorbitol l .2M y los suplementos 

necesarios para seleccionar transfonnantes. _ . . 
h) Controles: ' · · · 

l. Se plaquearon protoplastos sin agregar DNA en el mismo medio anterior> Esto 

detecta posibles revenantes o contaminantes. . . . 

2. Se plaquearon protoplastos sin PEG en medio con todos los 'súplementós y: ~Órbitol 
l .2M para determinar viabilidad. 

3. Se plaquearon protoplastos sin transfonnar pero después dc!adÍéi.;nar.el. PEG en el 

mismo medio anterior par~ detenninar la v.iabilidad después de ~gi:~g~r.;1 PEO. 

7. Experim~ntos ~on ~elofá~:. 
Se rcconó papel célOfán.del tamaño de una caja de PetÍi y s; estenlizó sumergido en 

agua a 121 ºC durante '15 min.utos::, . .. · . • 
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Se prepararon placas de medio con los requerimientos de las cepas que se vayan a 
sembrar. La fuente de carbono fue glucosa o tributirina. 

A partir de colonias aisladas de las cepas requeridas se hizo una cosecha de esporas y 

se guardó en un eppendoñ estéril. 
Se colocó el celofán sobre la caja con glucosa. Por la parte posterior, se señalaron con' 

un marcador los puntos en los que se sembraron las esporas. Se inoculó un rílicrolitro de· 
esporas por cepa sobre el celofán y se incubó a 37"C, durante 24 horas.' Tran;curÍidó este 
tiempo, se transfirió el celofán bajo condiciones estériles a la placa con trlbÍltirinii y se 
volvió a incubar durante 24 o 48 horas a la misma tcmpéra.tu~:,. .. ' ~~:-···. -

8. Geles de Poliacrilamida. 

8.1. Condiciones de electroforesis~ tinc_ión~ -.-'.. . : _ . _.': ...... : - :; .·_ --~~ ... ·: . · 
Se utilizó un gel concentrador al 4%y un'gel ·~.;pa;ador.áfJO~Á.;(L~emmli,' 1970) La 

cámara de electroforesis empleada 'es marca HOcfcir'y los ºreactivos de BioRad. 
Los geles se corrieron a 3o'inA y~.¡;;(;. Lcis marcáilores'de pe~o moÍecular (pesos de 

33.5 a 190 kDa) fueron deSi;µ,;a:'i'. ;-' .. ·. . • . ···"~ . .. . < . . .· 

La tinciÓn se hizo~~~· pl~ta (BioRad). · 

s.2. MediciÓ~ de acti~l~~ i~Hti~~ j~ ~61e~· . . . .. 
Se preiiara;on 50.~I de'uri gel dea'giirosii iil o.8% disolviendo ésta en amortiguador de 

fosfatosO. IM pH7.2. •Se esp;,rÓ ~ qu~enfÍiara un prié.o la solu~ión y se adicionó o­

nitrof~nil-laurato 'rsigi:n~j a ~·Üa cÓnéenÍraciÓn Íie 2.5 µmol/n;I disuelto previamente en 

Iml de TrltónXIOO (FÍsh~r):::se"'.i~tÓ lige~ment~ pa~ homogeni~ar el.substrato y se 
vaéió rápidamente ~n efr~dpiente ~ara este propósito. Se esperó á qu~ solidificara: 

El gel de proteiriá se ·1¿vó d.~ ia sig~iente niaite~ (Ce~allos, ~/al., 1992): 
a): Se. sumergió t~.talme~te. el gel de p;ótelna en amortiguador, de.fosf aÍ~s con Tritó~ 
XIOO al.5% y cloruro de sodio 0.15 M .. Se agitó suavemente ~uranle 30 minútó~. · 
b) Se cáÍnbió la .solución a amortiguador de fosf.!ios' con •Tritón •XI 00 ni o:s%,· sin 
cloruro de sooici y se agitó otiós 30 minutos. 
e) Sé lavó tirial~e~t~ e~amortiguador d~ fosfatos durante 30. minuÍos. 

El gel cie pr~tei~~ ásÍ tratádo se colocó ~ob~~ el gel desubstr;;fo Y"S'é i~c~Íió'ciurante 
aproxim~damente 45 minutos en cámara hiimeda /~31°é:: .. •'E~ e1 ilé1'de'proieinas se 
hizo una marca c~ri una pipt!ta pasteur para señalar el' sitio e;acto e~ que sti detectó 
actividad de lipasa y se tiñó con plata; 
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9. Genninación de las cepas mulanies en diferenles fuenles de carbono.: . 

Se prepararon cajas de Petri con loii'suplemcnlos neces~rio~ y con las dife~cntes 
fuentes de carbono al 0.01% (glucosa; ~rabi~osa,.glÍmol)Ó 1 niM (acetato). Se 

prepararon también tubos de ensayo con4. mi d~ rncdio)g~al al dé las caja¡;; perocon 
menos agar (6 gil). Una vez estérilizádos;'se rÍiant~vier~ii en ti~ b~ñ~·~· 4D0é para evitar 
que solidificaran muy pronto. . · \> ·.·: ' · . ·. ..,. ;;: , : : : J:· 

Se inocularon los tubo.s con aproxim~danienté 8 x Hl~ és¡x;;'as ~~dau~o; s~ agitó en 

un vortex y se vació sobre la caja d~ f>~tri 'con .el mism~ inedio:• s~ inc~íi~ro~a 37óc 
durante 9 a 10 horas. Se colocó ~rí cubr~obJet~sdi;~~tarÍiÍinie sobre la'c~j~dc Petri y se 

observó en el microscopio en éám¡io claro Y,c6nun á'üme~todé 40X.' · 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

1. Crecimiento de las cepas en lipidcis. 
Se sembrara~· varias c~pas en tributirinapam probar si alguna de ellas no fonnaba 

halo de hidrólisi~. 0 Todas·1as.cepl\S probadas (PW~l. A4 y A237) crecieron bien y 

fonnaron halo~ e~ este medio: Sin embargo: en este traliajo se decidió utilizar la cepa 

PW-1 p0rqu~ tie?é ~I ~arcadoi d~ 8.rgini~aq~e ¡Íaia el ~aso de una futura clonación de la 
enzima ¡xm~ita e.:nplea~ ~n,:pt~ll;ido; c~mo el pDHG25 que, no solamente complementa 

esta awiotrona, si'rioq~é; ade~ás;:~s de°i~lic~cÍón autónoma Un. posible inconveniente 

es el hecho de' q~eláarginÍnii.'iiue~~ s~;~tili~da como fuente de carbono y, por lo tanto, 

influir en el ti~ de m~i~.~t~(aisladas;;}:á'q~e 
0

d .medio de selección contiene dicho 
aminoácido)· pueden ¡¡sl~rsi·mu't~';;-ies'iñc.ipa~es de crecer en arginina como fuente de 

carbono adem.ás d~ 'i~ % n~ p~e;fu~ ~;~ce'~ ~Íi lípidos. 
La cepa tam1'i'én s~ ~e.:nbró eri'~c~i1~de~Íivo, aunque en este caso no se apreció un 

halo: · C~be deii~~~:, acie~á;;:<juc · ~n· tributirina el crecimiento resultó ser m~ compacto 

que en ac~ite.\Á:plÍrtir cle'est~S'd~l~~. s~de~idiÓ intentar obtener una cepa deficiente en 

asimilación cÍ~ llpidós y ~e de~idió''util!:lár el medio con tributirina al 1% como medio 

selectivo para aislar las ÍnutaiÚés: : f.. . .... 

2. Mutagi~esis • , ? :·' .· . · • . , .. 
Se .. decidiÓ'em'pléaiagéntes muÍag~nicos,11sicós, ·~icularmente, las radiaciones 

u1travio1et.i y iianima: J.~ radj~~ión 'li1tmvi.01e1a fue íímiz8dª ;,;Jr Nga' e1a1 .• 19s8 para 
obtener ní~ÍarÍte~ d~>rarrowia ¡¡f,o/y~iéd inc~paces ;¡.; c~ec~r ¡;~· trlb~0

tirina; esie agente, 

además, h~ siclo ütiiiii;dd;n¡~~íc;rinentc e~:.4 .. liidut~h:~ Pit~a·ob'ieri~~·~~agmn cantidad de 

mutantes. La ,:;;di~~iÓ~ ga;;,;;,~;¿; e;;,pleóporcl~étambié~h? ~idt~sada en otros hongos 

como Humicola Íu1e;para'aisl~nÍicnto
0

de ;¡;utaríÍes CGrig~~~y~1t;i:Ü<Í83). 
La FigÚra 6 mue~trn Ía c~r\.a de'sóbrevi~en'~i~;'~bt~ñid~.\tespués d~ la radi~ción 

gamma. cómo' ;e iiuéde.~G;e~ár, e;;~ üria cio~i~ de 80 k,;~ds,rii~né un porc~ntaje de 

mue11e de 90%; que es el normalrne~te utBizadÓ pára la bÜsqueda'de inútantes. 
Con la dosisdé ~~di~ciÓncl~gfda, se ii'izo otra'in~~gé~·~sis ~~e üiilizó un método d~ ' 

enriqueci;;,i~foo.pb~cfiÍtra~iÓn ~~n. e1.·~ntibi4ti~i>Ji<j1fríi~giná'.E;í'é-c<!m~~e~¡; pe11e~~ce 
al grupo de antibióticos ¡iOJiénic;;s J~~ fom;~{c;;inj,i~]os ~on l~s~~ierol~~ d~

0

la pared 

celular, provocarid~ un daftÓ con~id~,:;;ble ~¡¡la penneabilidad y~ Por ,;; ta~to, l~s ~élul~s 
afectadas s~ri sensibles a l~scambii;s'e~ l~p~~sió~·osmóÚc~:· El antibÍóti~o:.sóloelÍmi~a 
las. células en. crecimiento pero ~s inocÚo en las esÍJÓ~s. De esié.m~d~, Í¿d~s aquellas 
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esporas que resultaron capaces de crecer en tributirina, se eliminan con la polifungina. 

Al filtrar, solamente se recuperaron laS conidias:que_no'germi~arón:.' ·Se hicieron 

diluciones del filtrado y las mutantes se sembra~C>~ ¿,; m'edio ,;;inimo con glucosa. y 

posteriormente se replicaron en tributir,ina<'. Se selt:c~iÓn~~o~ l~i(c~IÓnias. que. no 
genninaron en este último medio. . ·: ·. • '•; • . '.,:;: · :·.·;: j> · ·· . <• . 

El total de colonias anali~~ füe de 48I (se ·obtuvii:~óri : tTescepas que 

aparentemente no crccfan en. iribu!Írlna;( Est¡¡s:_ foloni~ s~ ~stÍi;ron>paraaislar las 

colonias y se volvieron a probar en el°medi~· s;lecti~~. '. De~púé(de ésto: sól~ u~aresultó 
ser incapaz de crecer en tributirina./'La'.cép~;~f'óht~~ida/~e.~~mbró CLKI. 

Fenotípicamente resultó ser müY sin{i1ara '1a ~~pa PWL'CreciÓ: ¡X,~~ctáine~tebie~ en 
medio mfnimo y también ~sei:cÍ gciri~tij{o;hiÁ/;;;~~82: m~;GI. :: .:/ · .~ .: .. : 

Se hizo otra mutagéni:si~ é~n'l#\jlt~~iolétÜ para obt~~er .;;ás 'n\utant~s, rtiqúeridas 

:Ss::::::. un análÍsi~ geriéti,c:;más:~~rnil~toy; d~ 'est::~11iC,ia; ~o.dePender d~ · 

La curva de sobrevivencia obtén ida Se rnuestra.en la Figura i En este CaSO, el 90% de 
muerte se logró a los 75 seg~ndÓ~·de'i;;.ádiiiéió~: . . -~. 

El enriquecimiento se hi~cÍ én rn~dió IÍquido· con tributirlnaal 1 % Como única fuenÍc . · 

de carbono. Las esÍ>oras. ~() ge~i~lldas s~ filtnlro~/se'd'jlpye~~n y se~brarcin en Ún 

medio mfnimo con des_oxi~~lato~e so<lió' y~stcrÍ~~e~t~ Se ~eplicaróñ ~~~ terciÓpelo 
en medio con tributiri.na. · · ·' · .··~ .. , <( • ·>,; .\ ·:.-.«·• .. ,. · · · . •,,::~ · 

El total de cÓIÓnias.~nalizadas fue.~e 4SIO_yseobÍUvieron~cho rnut.intés CCLK3·~ 
CLKIO) que se estriárori·pára aislár laséÓICÍnias y~'se ·vófi;ieroó •ª. cre~er en. medio· 

selectiv~. Todas elÍas fu~ron ·re~Ótipi~°'Teni~ si¡;:;¡¡~r~s a ia c~pa PW-1 y co~servaron !Os 

mismos rnárcád~resgenétic¿~, e 'éi( ·. ' 'r~~ . ';' . 
En la FigÜra 1 o. (págÍ~á 3S) se puedé ver el crécfmienfo que preséntan la éépa ~ilvcstre 

PW-1 y las rn~taríÍes en 'g1uco~íi'; tri.iJuÚníiá yÍlé~Ít~ dé olivo:>.· . . 

J. Genética. 

3.1. Mapeo 

Se intentó asignar lan1uta.;ión conten,icÍa en la cepa CLK 1 a un cromosoma. Para ello, 

se obtuvo un diploide de ésta· con la cepa maestra MSF (que contien~ un marcador en 

cada cromosoma), se hizo la h~ploidización y finalmente el análisis de haploidcs: Los 
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Figura 6. Curva de sobrevivencia de PW-1 
con. radiación gamma 
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rcsuliados obtenidos despucs de realizar el análisis fueron confusos y no se pudo deducir 

en cual cromosoma estaba Ja mutación. 

Se procedió entonces a hacer una cruza con otra cepa para ver si la segregación de Ja 

mutación era mendeliana. Se eligió Ja cepa FGSC4 l I porque tiene un marcador visual 

(color amarillo) y sus requerimientos (PABA y prolina) son diferentes a Jos de las 

mutantes CLK, · Jo que constituye una ventaja para hacer las cruzas. Los resultados 

indicaron que ·efectivamente la mutación segrega de manera mendeliana, ya que 

aproximadamente el 50% de las colonias son incapaces de crecer en tributirina. Una 

observáciÓn interesante de este experimento fue que la mayorfa de las colonias que 

crecieron en _el medio selectivo eran amarillas, es decir, presentaban el fenotipo de la 

cepa pat~m'~·:FGSC411 (amarilla, capaz de crecer en tributirina). Esto llevó a la 

conclusión de que la mutación de CLK 1 se encuentra en el cromosoma 1, ligada al 

marcado~- .yAÍ: que es el responsable del color amarillo. Los porcentajes de 

recombin~ción con respecto a yA2, pabaA I y biA I pueden observarse en la Tabla 5. La 
mutación ·de CLK í".iesultÓ ser, por Jo tanto, monogénica y se decidió denominar du/A 

(deticierite en ia utilización de Jípidos) al gen correspondiente. 

Para corroborar este mapeo, se hizo una cruza independiente entre CLK 1 y CIS 17. En 

la riíismá tabla.se rií~estra el JX>rcentaje de recombinación con respecto a yA2. Con esta 

cruza también s~obse;.,·~'que I~ ~apacidad de crecer en tributirina se relacionó con 135 
colonias amarillas:;: · uñ·: esquema de un posible mapa, diseHado de acuerdo. a Jos 

porcentij~s de recombina~Íón obtenidos de la Tabla 5, se presenta en la FÍgura 8.' . 

Las demás mútantcs se.cruZáron también con la cepa FGSC41 I con el mismo Óbjetlvo 

y para acla;ar sÍ algumi' de ellas era alélica a CLK l. Esto es, si en alguna d~ e~fu· c~ 
resultará que; al igu~I cjúe' CLKI, la incapacidad para crecer en tributÍriná·'estuviese 

ligada al col~r.de las esporas,· Ja mutación estarla también en el cromo~~n;a i 'y, rcir lo 
_' .• ''.' _.,e_ 

tanto, seria probable que fueran alélicas. 

La' segregaciÓn de todas ,.;. mutaciones fue mendeliana, pero ninguna mostró 

ligamento al. genyA2, cuya mutación produce esporas amarillas. 
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Tabla S. Mapco de lipA. 
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Figura 8. Mapa propuesto para dutA. 
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3.2. Transfonnación. 

La mutación en CLKI mapcó. cerca de pl2 y:dépt;huAI, por lo que se planteó la 

posibilidad de clonar el gen dul.4 en A. 11id11/ansa'partir de un cósmido pro~eniente de 

una biblioteca genómica separ~dapor cromosomas(B~ody, ~1 u( 1991). Los i:ósmidos 

elegidos contienen el gcn.yA2 ¡Íor.lo qÜe se supuso. que en alguno de ellos podría estar el 

gen du/A ·de CLK 1,. ya. que,· de ricuerdó\í1 'mapa" se localiza a aproximadamente siete 

unidades de mapa d~yA'2.'·TaiTllJ;éó '~~ eÚgió ull cósmido con el gen depabaAI. 

Se hizo una cotran~fonn~ción util.izando además de los cósmidos LI IC4, Ll8E5 y . ·. . . 
L26C8, el plásmido pDHG25, que complementa la auxotrofia de arginina. La cepa que 

se transfonnó fue una derivada de la cruza.de CLK 1 con FGSC4 l 1, denominada CLK2 y· 

que tenia el siguiente genotipo: paha.41, yA2. du/A, urgB, me1GI, proAI . . ·se hizo fa· 
transfomiación con los cósmidos que conteníanyA2, en un medio selectivo que carece de 

arginina. de tal modo que solo aquéllas que incorporaron el. pDHG25 f~eran Cápaces de 
crecer. La fonna de reconocer las transfonnantes que incorporaron el cósmido fu'e 
exclusivamente por complementación del gen yA2, es decir, se seleccio'óaría~ é:olonÍás'. 

verdes. Para el caso del cósmido que contenía el gen· de pabaAI, ~l. ined'iri 'utUi.zado 

carece de este requerimiento y de arginina. 

Primero se hizo una transfonnación con cada uno de los cósmido~· µo; separado.·: Al 

observar los resultados se obtuvieron varias transfonnantes, pero ~ólo: irico~rarorÍ el 

plásmido y ninguno de los cósmidos porque ya no requerían arginina:.'l>ero seguían 

siendo amarillas. El gen yA2 no es indispensable para el crecimient.? d~l .lío~go, por lo 

que no es posible ejercer ningún tipo de presión selectiva sobré las transformaóics." 

Dado que con la metodología anterior no se obtuvieron colonia~v~~d~<;~ 'decidió 

repetir el experimento, pero, en este caso, se agregó una prcpiÍración".~on iodo~ los 

cósmidos que teníanyA2 (Ll IC4, Ll8E5 y L26C8). Se hizo la traiisform~ció~'éóll (10 

µg) y sin plásmido. En ésta última condición el medio dond~ s~ sernbró
0

co;t~nía todos 

los requerimientos, inclusive arginina. Se esperaba que en el ~~-Perimehto~irl'plásÍnido 
se obtu,·iera un· tapete ·de colonias amarillas. y. que ·prol:mbl~meni~· en«·algíÍn· caso .. se · 

!-';·,, 
detectara alguna colonia. verde. .,. . .. ,_ ,.::; '. 

La colransfonnación conel plásmido pDH(¡25 y loscósmidos Ínericionados,"dio lugar 

a un gran -núméro. dé transfonn~nt~s, de las c~ales siéte se e~iriaiÍm' p~~a aislar una 

colonia. Sin plásmidÓ ii~ ~e-aisÍáiori tr~nsfo~an°tés ~~rcÍes: · · . · ' . 

Se recuperar~n tres coloni~s ~údé~. ·A t.;,¡~5 ellasse ies comprobó el genotipo para 

ver si eran d~~cendiéntes d~ la cepa·~~lgin~I. (Se sembaro~ en unm'edici' 'con todos los 

requirimientos meno~.~no). 
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Los genotipos de dos de ellas indiéaron que efoc,ti~amente provenían de Ja cepa 

CLK2. Es imponantc señalar.que el c;ecimiento delas trnnsfonnantcs en el médio 

selectivo (sin arginina) se veía Úr~gular en los bordes:' Esto es indicatÍ,·o de que 

contenian.el pláSmido pDHG2S, ya qu~ ésÍ~ ~s ine~Íabl~ ;;,itÓti~.arnentc;(Gern~• eial., 
199tJ po;·10 que el núm.éro cie é~piás ci~ ·ú!C~~riá eri .éada'·2o~a. prov~c~~do esta 

< • ~ • ••' ' ' • • • • \" • ' ',~- <• -• • r". •, • ' '' • • ., '• ' r • • -•' 

mo;!;~º!::tran;fomantes·se s~m~r~r~~ e)'~edio'cÓ'.~ t~~uti'i~jmás.ios requerimientos 

(excepto arginfoa) p~~ vdr\i ·~Jguna d.i eÍÍñs iricorP<iró ~i;gen de ,¡,;úy por Jo tanto; 

rec~::M•;:fZtJ:Jd~:;~~~~·~\~n~tt~~f·~fb1:ni~f~e\1~gi·i:Ía·¿~ric1~sión d~ 
que el ge~ lipA. ~o s~.cn~~e~tra .e.n ·~¡,¡~~~cid~ los 'cÓ~m'idos. que t~n;fonn~r~n. dichas 

cepas: Se de~idió co~'.inu;~:dori ~f análisis ge~~ti{o d~.Ja~ iliuiaiii~s: >• ' . · 
'_ - -· ._ ' . -· ·. ~ >->:..:. -i '' 

~~~~~:~~::P~~::~TI~i¿~'.iTÍna;desp~~5·.~~.g~~if ~~ glu~6I~.·. :o~dri·i~ión.de Jos 

rara seguir con ~1 'allális\s g~nético: sd üiJíuvicron <íiploidc~ ti~trc. ~·na~epa' .í¿rivada 

de CLK 1 (yÁ2, pabaÁh du/A) y J~s d~n;ás rnút~Íites (CLK3. ri CLK 1 iif Estos. d
0

iploid~s 
se utilizaron para tratar d~ obt~~ér rni.;'d~t~s erí'~iiantó a\:icdimieni~ cnUpldos como 

",:,.'i 
única fuente de carbono. .· :: ... •." .· ; ,. '· .. , . ;•.•· ....... . · , , . 

Se diseñó un experimento para eliminarlá posi~lidad~équc Jas.deficicnciasen las 

mutantes fueran en la gem1inación y no eri su :incapacidád p;;¡¡ utiH',,,i lipidos como 

fuente de carbono. Para esto, ;e inocuÍar¿n las ÍnUt~nt~~ /id~ dlploidés ~ncim."de papel 

celofán y este a su vez, sobre medio' mini.ri~ ccin .gJ~é'o~a· cmno·fuente de c:'arbono. ·.Se 

incubó durante 24 horas y posterionncnte s/ir~ris.liriÓ '~j ií~Pé1 a~~ rn.idio con .tríbutirina 

o con aceite de olivo y se prosiguió Ja incubación por 48 ~oras lllá~: ' • .· .. · .. ·· · 

La Figura 9 (A y C) m~estracl crecimi~nió entrib~tirina a'1as 24 y 48 horas después 

de la transferencia, respcctivaménte. ''riidos'°Jos diploides 'crecieron bien; incluso a nivel 

de la PWJ que se seinb;ó co¡,;o contÍoJ.'.:La~;m~tantes 'iambÍén ~rccieron, pero a 

diferentes niveles. La CLK 1 a JaS'48 horas' ~sporuJó'y'creclÓ dé f~,:m~-reg~l~r.-pero ~o . 

llegó al tamaño.de la PWI. Las cepas _CLK4 y CLK9 tainbién esp0rularon, Pe'º tuvieron 
un color amiirillo ·oscuro v no crecieron bien. Las· mutantes CLK5 a CLK8 tu,•ieron un 

crecimiento similar en't~~-sí, per~ tampoco Ueg~ron altamaílo de PWI. En aceite de 

olivo se obs~rvaron n:s~Úados similares, µe,ó; como.; el crecimiento n~ es tan compacto 

como en tribútirina, no se pudieron ap.recia; diferencias tan claras como en ésta. 
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Cuando se retiró el celofán _de la caja de Petri, se observó que el medio~º•ª tributirina-. 
estaba claro bajo los diploides y la cepa PW71 (Figura- 9, B yD). - En ~I caso -de las 

mutantes, el medio se veía ligeramente illanchado; péro'no llegó a fcim;~rs~ ll~ Íiáfo, Jo 
que parecia indicar que no ~e~ian actividád de ÍiP:isa .. E~ ·~ccité -de oii~o no -~e dei~taron 
halos. • -.;; ·• •• ::•;,. •· - 1 •. · ·•·::. 

El experimento demostró, dii pri111er 1J~,:,: é¡Je 1.~:Ín~tant~~ y~ ge°ffiii~adlls' no fueron 

:;.:~:i~:d;'.~::~~9Jfül~nE~8F11~{$r~~~-~gi~-~l~:;~~:~~f 1~2;~ 
sem;!~:1:eªri:J¡~~ :tt~re~tdsg~i;os~de J&P:L:~~:;ón:·s~ :~~vie:on •. diploides entre,._ 

una cepa déiivÜda.ci~cl'K1.twti'paha1f,c/;pAiy las_ ",;1,;.; ~uÍa~teÚcLió ~ ~LKi._o). · 

~ffü¡~T~~~if~~jt{~t~i~]~~~ 
otras niuta~tes>L~~ep~ ,CLKJ y CLK1ó''n?seá~aliza~on más ¡jorque ·son _mutantes 
parciales ("ieaky"j, eS'~ebi~: crecieron lig~~in-;,~;~ en:~·1m'!idi~ co~ iributirin~. . . 

Se continuó h~cieriÚ cillza[pár¿·ÓbÍen~~-cliploÍdcis erÍtr~ las m~tantes que quedaban. 

Se cruzó u~adenv~d~_clé CLK4 (}~i ~~h;~J. pr~Á t) c~n ~'ooág las demás. _El resultado 

se muestra'en laFiguraJ 1:; S~lrunent~ el diploid7entre CLK4 y CLK9 fue incapaz de 
crecer. Por ló t~nio, ~~tas dod ~~~~; d~fln~n el ~~gundo -gÍupo de complementación, que 
se designó•J;,í[J.C ' \·r\> :{. 1•.· '( 'ff_ ' :·,·. .·. _ _ , 

_Las cepas rést~nÍes se c~ron~on u~~ dé:rÍvadide CLK6 (yAJ~ hiA /, pahaA /, 
proAlf La mi~,,;ª Fig~raJI ÓrnesÍra lo~r~sti1'íiidci~. Ninguno de Jos diploides obtenidos 

creció en ~I medió sei~cti~~-Y por I~ tán;o, CLK5, c'LK6, CLK7_ y CLK8 definen un 

tercer grupo de coÍnplemeniación, designado'i/11/CÚabla 6). 
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Figura 9. Las mutantes y los diploides precrecidos en glucosa durante 24 horas y 

transferidas a tributirina. La incubación posterior a la transferencia fue de 24 horas (A,B) 

y de 48 horas (C,D). A y C: Medio con celofán en tributirina. By D: Halos de 

hidrólisis evidentes bajo el celofán para la cepa PW-1 y los diploides (flechas) 

Orden de las cepas, de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha: PW-1/ CLK7, CLK6, 

CLKS, CLK4 .. CLK3/CLK1, CLKIO, CLK9, CLK8/ diploides 7/1, 6/1, Sil, 411, 3/1 

diploides 10/1, 911, 8/1. 
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A B 

Figura 10. Definición del primer grupo de complementación. Cepas y diploides (CLK 1 

con CLK3-CLKIO) crecidos en glucosa (AJ, trihutirina (8) y aceite de olivo (C) durante 

48 horas. Todos los diploidcs crecen por lo que CLKI forma el primer grupo.de 

complementación. El orden de las cepas es el de la Figura 9. 
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\ 

Figura 11. Definición del segundo y tercer grupo de complementación. Cepas y 

diploides en glucosa (A), tributirina (8) y a~eite de oli~o (C). 

Orden de las cepas: CLK4/dipÍoides 4/5, 4i6,417, 418, 4191 CLK6/ diploides 6/5, 617, 618. 
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Tabla 6. Clasificación de las mutantes por su crecimiento 

en tributirina como única fuente de carbono. 

Gruna Cenas 

1 CLKI 

11 CLK4, CLK9 

lli CLKS. CLK6.CLK7, CLKB 

Nga et. al. (1989) obtuvieron un total de catorce mutantes· de l'. li,Ío(vtic<i cori una 

actividad lipolítica reducida, que varió eiltie O y 4% de la actividad del co'~iroÍ."A t.rcs de 

ellas no se les detectó lipasa. . En su estuaio,' se· obtuviero'n ·dos grupós: de 

complementación y proponen que uno correspond~: al gen ~strucui;ál ºde 'ta .lipasa y el 

otro a algún ge~ que afecta la ieg~Íac.ión <l~.enzi~a.' · · ·:• ·. i' 'd'. . .. · .. ,·, 

En el prese~te.t~abaj~';p'ú~de ~ris~~~é q&~se p~ese~ta'un .c~~ó'si,;;il~r; es de~ir; que 

. un ~pode niutarit~s· ~sílátect~d~ ~~ eÍ g~n e;irúctural y~,;~·~ri a1¡,;¡¡,¡~~egulador de la 

t
. ºd d ,_ .-.-.. _,··:·\~';·.: .:.>;~···· ,::l,t- _: ,./{:-.' ,_~, _._ . • ·-- -~ :L·r t· ·-·.:· 

ac 1v1 a ...... ·: ....... " .·. .. > . , . . , : ·.. : ·.· .· ...... : ... ,· 
En. p,:eudoíno~a.1· cepué;;;: Ía tf pasá "se. activá 'por efécio ifo "u~a protefna c~nocida 

como Lini queÚene ~na llm.ción de éhaperÓ~a_:'No's~requi~r~¡lái~ .lri tra~;CriPción ni la 

traducción del gen de Ja li~f~· ~ro 'ésta ~s·i~a~tiva ~nhu~e~d~ ~é u;;;: u ria ¡x,;ible . 

función de Lime; e(transp~ríed.c:la lipasaá Írnvé~ de m~ll!branas (H~bson et al.; Í993). 
Tal vez el.tcrm ;.u¡;;; d~có;,\pícriiéiií~~ióilob;eniÍl~·e:~,;.;,~~~da ~-~na -f~iición ~imilar 

;;:);: _, (.':'." :. :~~;';,~ ·, \('.'\¡.:··;; ~-

'.::;';'.~>- .- •; :·::\· ' 7; ._<· ·~ 
a esta. 

-,_·_.- .-· .'. 

4. Actividad lipolític~.~ .;e: ''' ·· 
Hay rep¡¡r1~s de tá'e~!;Íen~i¿de íl?asas'en ~arias especies de Aspergillus (Bcrká, c1 

al., 1992) peró pa}a ~I c~;ci'p~r1i'cu11l/de~/,i;,¡;;,ans 'no se encontró ningún reporte. Por 

esta razón; !pri~~ro s/ ¡,~cic~dÍó'~ deieim'i~ar lás condiciones que pcrrnitcm medir la 

actividad lipoliHca crÍel.'~~dio~ de:é~lii\:o:(Para esto, se hizo una fermentación con 

difercnÍe lipido co~ó fuente cÍe ctirbÓ~r'. .. En .un caso se utilizó glucosa al 0.5% y aceite 

de olivo al 2% V~~ el '~tro t~so; iribÚtiriná ni 2%. Este hongo consume la glucosá en las 

primeras 3ohcira5'de ci~~i;,,¡;¡;,(i é~a,ndo ¿~Ui se encuentra a una concentraCión inici~I 
d~I lºÁ. D,espués ele t~anscunidó :esté tiempo es factible detectar actividad lipolítica 

porque se inicia el corísuino del aécite. La fermentación se dejó úurantc 48 horas, pero 

tambié~ se tomó una mue~tra a las)O pa~a medir actividad lipolitica. 
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A las 30 horas, se pusieron diferentes volúmenes. de filtrado co11' o,nitrofeniI Jaurato 

como substrato v. se incubarán a tém~ra.tur~ ambiente duranté.tiem~ indéfinido, 
haciendo obscrya~ioncs periódic~s'p~ra dcteimin~~ si·~~ ap;eci~b~ u.i' caíi.iiio en~J coior 

de la mezcla dé r~a~ciÓn, de: Íran;parc~te ~··.amarillo: é~Jo;: ~a;~éterís~icÓ 'eón' ~stc' 
S b t l .,. :,i'' .,•: '• :<~ ¡.:·,·,·.' .-.L'.:'·.· ·· · 
u srao .. :' . . ''·,::~·.,-.:;e···.:-.... _~--. __ ; - .. , __ ,-.:_~:-. ~--·--··_'.<:.·-- ··.--::· 

Se usaron 50> 100, 500 yi 1000 µ.1 de filtra~o.,en 1 mi de mezcla de reacción que 

~~f J~~~~fil~~\F!~f~~~~fi. 
El aceite de olivo contÍc~etrlgliccrídos' que tienen principalmente' ácidÓ oleico pero . 

también contie~e ~Iros .Ídl,dos 'gr~~s' ~u~ ¡Íu;den util iw~e. ~orno 1 f~énÍe de icari>Óno. 

Probabieménte, algÚ~os d~'~st;~ e~rii~u¿st~~ i"~~ ¡i;á; fá~iJ;ri~~ie"~~f~iÍ~dos qu~. la 

tributirina (trÍglicérlclo col; !re~ ~ésiéJ~'os de .idid~ buÚric,~) y pr6bab!eíll~nte a ésto se 

deba e1 escáso crecimi~nici }' 1a i:,1ia de acüvictaci 1ipoií1i~a~n .é~!gm~clio., Además .en e1 

::~~ri~~;: a~r~~~:~r::n":i~;ec~!iJ~~s¿~~~~n:z!rnÁ1~~:~~~~~~::~j~~:~~fró0~Jüvi=~ 
lipolitica ni conaceitedéoJÍ~ci íi'icon trlbÚtirlna~\< ;.: ;···. ,, :··,, , , , ·.·· .... ·' 

Con est~s datos se ¿¡;n~\~yóq~;; puede .d~te~tílrse iéti~i;J;,cl.1i~i1Uc;·~ Ía5 30 IÍorasde 

cultivo pero .ésta es lábiÍ, y~'q~e í~a:n~¿~rridd•eiteti~
1

~JX>:'.n'ü·sf€~cto'det~ciar actividad 

en el filtrado; ·Estos'resu.ltailos ~o 'éií~cu~~d;¡n~;;nJos, ob!c;~ido~•¡iO/CIJander e1. J1., 
( 1980) éon .-í, ;,:~;,/;;, dorici~ ia. ITlayor prooucciónrde ~~~iITl~se'iíbÍtiv<i~· 10; ires. dfas de 

incubació~ a 30º(;i e~ au.senci": de Jipidos é~ el he,diO.i: Li{~ie;é~'clad"é~tij~ (aeeite de 
olivo e~ pariicul~r) provocóuna ,dismÍnu~ió~ en la 'actividad h-aslá'en Ún 63%.: ' ' ·· .. · 

Se decidió entonces hacer otrií cultiv~ liq~ido ciín ~·W- l y una ~uiá:iÍ~ d~ cácla grupo 
de complementación (cLKI, CLK4yCLK5): .•.... '' .· ;\; ;:i? >';;, .. · 

Como fuente de carbono, se empleó glucosa ~Lo.5%'en1,pre~e'ricia d~ áccite de olivo 
(2%) o en s~ ause~cia. Estasco'.idici;~es p¿rinitieión;defl~if'si ln"'produ.cCión.de~nzima 
requiere Ja presencia del aceite. Se toma;on ;',;~(!5¡;~ a las! 2,' 24 y36 hor~~ de c~Jtivo. · · 

En un principio, para medir la actividad liP<iútiéa,'~e ~tilizó:como blan~~ la mism~ 
muestra hervida previamente. durante 10 minutris'~n.b.iño de.~~. ;:có'n lásmuestras 

he Ni das Ja reacción siguió lfevándrise ~ C~bci; yá q~e sfap~~~iaba U;, ciíJ,;;r a.mariJJoa . . 

simple vista. Esté resultado indica qué. 1.11.eÍlzima de A. nidÚIÚns es.tennoresistente. Esta 

característiéa puede conferirle importancia Índustrlal:' a, esta' lip~~~. 'y~; que en Ja 
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fonnulación de detergentes se buscaque la.s enzimas toleren altas temperatura. Para 

definir claramente el patrón•de estabilidad ténnica, se requiere.medir' la actividad 

residual a lo largo de un rango ampliode temperaturas. Sin embargo,pifra' los"finesdel 

ensayo de la actividad, se decidió utili~.ar co~o blanéo la propi~ mez~la de 'ie~cciÓn, pero 
sin añadirle el filtrad~; . ,. · ;:•.' 

Los resultados qlJé se presentan 'en lá Tábla? indichn'qiie l~~ctividadÍiPolitica existe 

en todas las cepas inel~ye~do la~ mut~ntes Ci.Ky'qu
7e la(lip~sa 6~ irie1u~ible;dado,qUe, 

cuando no hay a~eite:\;ies~'~le .. ~n '~1 med,io\de ~~lti~o;/1a·;~c
1

ti~idad'.resuÍtó 
aproximadamente dé 3, a· 5% el~ laa~Íivid~d ·q~~ se e~~~entra ·~ri·¡;;;;~~ci~\ie llpido:··P~r 

~§l~;~~~~f [~~~·~~1f~i~~~{~· 
carbono:.·· :,e ·.~.· '" • >. ·.··. ·· :1;( ; .• : 

- ··-;, :.' ~\·~:·/.--~~::: '~ "-~-" 

Tabla 7. Ácti\'i~d lipoli;¡~~(',;; DOf~in mg)de 13cep'1 rw:1 y mutantes CLKen 

medio con g!Úc'osa ai 0.5'.ií,(~o~~ si~ ~ceite ele olivo al 2% .•.. ·,·. . •·· '. ·. ;; 
. . . . ·. . . .. . ton' ~ée;i~ de' olivo 

. .El ac;ite ejerce un efecto positi~osobr~ l~~ínt~sÚá~'[aHp;Sa~~ .4.c11id11/aÍ1s, á 
diferencia de otros organismos, do~dti se ha r~portado q~e dicho ~fect& es rÍegativ~. · Por 

ejemplo, e~ Rhiwpu.1· ~/igr;"PºÍw-, los áceÚ~s al. 0'.5%;'¡,or'.éJ contrario;. d.isminuyen I~ 
actividad lipolitiéa (Naha~: 1988), .E.n Á'..nigfr; e9 ca~Íii.o,'.~1 con'iponamient~ es 

parecido al qlJe se obtuvo con A. nidulái"'· dado que se requiere un aceite (ólfro, gii'asol, 

ricino) para que amncryten los ni.veles de actividad: Sin embargo, A. 11Íger 'no requiere 

forzosam'enté de la p;esencia de un lipido rara sin,tetizar la ~nzin:.a. ya que se d~tecta 
actividad con. almidón y con sacarosa como inÍicas fuentes de carbono. Co~ ~lmidón, se 

detecta actividad deSde las 24 hora~ de fermentación .. En este organismo, ~in ·emba~go, 1.a 



maxima actividad en presencia de aceite de olivo se presentó a las 72 horas y con 

almidón al 0.1% y aceite al Í%, a las 48 horas (Pokomy, e1a/., 1994) .. 

En A. nidu/an.1· la. actividad'. lipolítica, en los tiempos considerados en estos 

experimentos, es mayor.a Íos 24'horas de:fennentación. Al llegar a este tiempo, la 

glucosa Inicial seguramenÍe ya se.~on:Sumió (Skromne, c1 al., 1995) y por ello se sintetiza 

la lip..Sa y se eíripie1.a a ÜÍilizar. el aceite como fuente de carbono. . No se midió el 

consumo del aceiÍe;. jiero en el medio se veian gotas de éste aún a las 36 hor.;. c.;m~ s~ 
utilizó aceite de h1i~o\:omeri:Íal, éste puede tener contaminantes que se podri~~ eiripl.ear 

como fuenÍc .de éárb~no'. El consumo de los ácidos grasos libres n? reqÚie¡e de la 

participación de Üpasa;: El que no se haya detectado actividad lipolíilcá ~ l~ 3Ó horas 

de cultivo no sigititica que en tiempos posteriores no pueda haber un áui'n¿nÍ~·de ta 

misma .. En est~ t,;;baj~,'sin embargo, ya no se midió la actividad.en esos.ÍÍe~'¡x;s pe;rq~e · 
la finalidad 1i.; era'~nie~d~r la cinética completa sino simplem~nkcÍetilli~·¡.;j punto en el. 

que eraposible medir 1~·~ctividad. . <" .0-

Los cultivos sin'acei!~'de olfvoesporularon a las 48 horaid~ i~éu~ac'ión y~~ellos se 

llegó a deteclárlos pignieritos de la ésp<>rulación. Coní'o Ciccier~ii~íi'glucosaal 05% . 

como r~ented~c~boll.;,ésta.se c~nsiime rápidanlerÍt~ y étllo~g~ l!s\j¡,nda.al verse 
limitado de c~rbomi, y ¡j;¡ vez sintetice metabolitos secundarlos c~m~' Íos 'pigrii~'ntos . 

obserVados~ El c'uttiyo qué se veía mas obscur?Jm;ét deci:i<i;sé{lüido:¡x}r CLKS. Por 
otra parte, PWl y CLK4 habían esporulado, pe~~ no aÍ niv~Í éle.·1~~-arií~rfore~: • . . 

El pH del medio se a!caliniZa durante la fennenti.'~ió~: ~n ¡;;;;se~~¡~ y ~n au;~ncia de 

aceite. Probablemente, esul variación en el pH puede ser irnportilnte prira la deÍccción de· 
la acti~idad.de lipasa después de las 24horasdé'c'u1ti.vo: · .. <¡:.;; '.: 

La actividad .intrncelular.se .midió en d miceliÓ molido (Tabla 8f.'. C()rno· se puede 

observar, práéti~~m~n.te nó. hay actividád)ntracéfoiar; ~~. í~j~e ~C! 'é~~~iuyó que Ja 
actividad li(lolíticá det~ctada . se 'debe. principaltnerÍte a· 'llr\a ·en.lima ;exiTa.celúlar. ;Sin 

::~t~Z'.6ltf.%1~~~E;~;~f t~,;~~tf !'~ 
Pará avengu~run p0~0\nás s~bre I~ reg~lai:iÓ~ d~ la lipa,;a~t;A,ni</íi/Ünssehizo el 

siguiente ~xpéri;nenio.·';¡;~ ~r~cÍ~;on)ás. cePa°s.-~w1· (c~n1;o'1)'.~cro J(qu~ contie-~e · 1~ 
mutación creA204), ÓIAl(~reAJ:~o) y Í~smÜ1á~t~s CLK en 'medí~ ~o~ tri_bÜÍiritia soia; 

tributirina m.Ís 0.5% dé gtuéosa ¡~~né~~t~ción ;,;~e~resÓm) ylribuÍlrin~ más 1% de. 
glucosa (conc~ntra~ión represora).· 
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Tabla 8. Actividad lipolitica intracelular de PW-1 y las mutantes con o-nitrofcnil 
laurato como substrato. 

Actividad intracelular 
0.017 
0.016 
0.002 
0.072 

Las cepas CPG 1 y CHA 1 son insensibles a la represión catabólica por carbono 

mediada por la proteína CREA. El alelo más extremo de creA es creAd-30 y por ello se 

decidió probar una cepa con esta característica. La Figura 12 muestra los resultados 

obtenidos. En presencia de glucosa al 1% (Figura 12 B), ninguna de las cepas formó un 

A) 

B) • • 
C) 

Figura 12. Crecimiento en tributirina 1% (A). en tributirina 1% más glucosa 1% (8) y 

tributirina mas glucosa al 0.5% (C). Nótese la formación de halo únicamente en A y en 

C (ílechas). Orden de las cepas: Primera fila: CPG-1, CHA 1; segunda lila: PW-1, 

CLKI, CLK4, CLK5. 
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. . . . .. ··-
Con glucosa al 0.5%(Figura 12 C) todas crecieron y las mismns .cepas mencionadus 

formaron halo. Estos resultados démucstran que la IÍÍJasa se reprime por carbono pero 
por medio de un . mecanisl11~ independiente d~ CRE¡\. ;E!l ·. Jlhi:op~.;. clelemur. la. 
producción de lipasa también esiá repri.mÍda por gÍucos'á, ii.iro,cn'~stc CMO se requiere 
una concentración del. 4% pi~ q~e ~1 'erééto sen e.:identti. ~n la. ~~ti ... id;cl IÍPolítica 

obtenida en el medio liquido (E~pin~sá; 1990; Ka~~~s~íd'. i 991 )'.; 
-· ._:·.~\' ··- ·. - ·.·- . ' ' ...... '• . : <-;~:~·~: . 

5. Geles de proteínas. '· · >: ' : .. ~'c.:, ;.:·; ;·;i.:; ;}~ ' · •·· 
Sé liofilizaron muestras del ,;,¿(Hci dé ~~iti\/d'tiltrado d~spuéSdc las 24 horas de 

crecimiento de cada c~p~ ~ se·~~p;r~~~~; pÓr ~íeC:troflncsis ~nu~ geldc poliacrilamida en 
condiciones destia1~r~Íizilti'te~. s¡~ iil;erc;¡,toe~~º1(L~ernli,1910¡. bcsp~és, se cotocó 

sobre otro gel 'éori ·o;nitf.o[énil laurato disuelto en tritón XIOO y agarosa al 0.8% y se 
incubaron· a 37ºC .durantÍi45 minutos. En el gel con substrato se observó una mancha 
amariÜa indic~nd~ act¡:vidad lipolitica. A esa altura, correspondiente a la actividad, se 
mareó con 'ú~a pipei;, pasteur el gel con la proteína e inmediatamente después se tilló con 
plata. La Figura 13 (carriles 2 a 5) muestra el gel de proteína obtenido y se indica la 
banda que comigró con la actividad detectada en el gel con substrato 

1 2 3 4 5 

190 

125 

88 

65 -: ... 
56 

1 38 

33.5 

i 
Se 

colocaron 23 µg de proteína en cada carril. excepto en el caso de los marcadores de peso 
molecular, donde se pusieron 7 ¡ti (Sigma). Las flechas señalan el sitio correspondiente a 
la actividad detectada en el gel de substrato.Carril 1: marcadores de peso molecular 
(kDa). Carriles 2 al 8: PW-1, CLKI. CLK4, CLK5 

45 



Rl!.mlmúosy lJiJc.·1uión 

A. niúulans presentó una sola zona con actividad lipolitk~ detec1ablc sobré un gel° con 
o-nitrofenil la urato. Esta zona fue la mism~ én 'todas las cepas; ya que las lllªn.chas 
amarillas se presentaron a la misma ahimii"EI pes~'moÍec~l;;apioxi~ad~ a esta al1Úra 
fuede35 kDa. · · · · -··:.,i: ·: '" 

El resultado obtenido con este gel indica qll~A. ;i¡,/u1á/l.1"(Jr~b~ble¡¡;ent~ iep~aunaso.la 
proteína, sintetizada. bajo 1as condi~ióne¡·indié~CiM:' éiiPai'C!e ~ii1i~; <i-~it;órcniÍ 1aurato 
coOOmosubstrato. '· · :'';''.::;,::: .•. '.'.(;·>· ··" .:;.' · " ' ""\. :;: 

En contraste con estos res~lbili~~.~nA. ni~;p(i-f,~rc1ii;~~~;e/lll.:;19s5¡se ,.;portaron 
dos lipasas con pesos molecúlár.;sd.;31 kDa y.19 kDri.··E~Ótr~s e~pccicsdc i,;,~;gillu.1· 
no se ha reportado si hay mas di.una lipáSa;· .,;;: X,;;!¡·:. ·. ·· . . · . . · 

• 

0

::::·;. ... ,~.,~" ,it,lli,~ .JL'" . ::&i:t~ .... """ '"· 
tributirina como úni~Ü ru~ríi~ d~·~a~b~no y elegir 1~ii t:éii~s íiu~~~º ¿·;écie;o·~: éo~d~s 1as 
condiciones de esta ;ele~~Íón, ~~;giÓ I~ d~d; de q~~I~s c~J,as p~edan t6ricr problemas, de 

genninación, n~ ~ólo.~n Hpidosisinot~mbiéri éti~iras fuentes de carbonó. : ·'•·•···· 
En ~I c~o'de,las•sC~ÍIJ~:'s~ sábC qu~ tienen. aceites y c~~bohidratCls cómo 

s~bstaJiciás de·;~;~~~-·:· Para P<id~r g~rmin~r. requieren de la acti~idad de varias IÍpas.; y ' 
aOmilas.;, q~e'I~~ pe,:;;;ite~ ~liiizar ~us ;eservas: ·De mane.ca similar en las esporas, es 
posible que la Iipá~aj~eg~~ tÚÍ

0

pa~i indispensable en el momento de Ja g~nninación. 
En las esix;ras: fademru; de triglicéridos, hay fosfolípidos, por lo que también 

participan las ro·~folip~sas e~ eÍ proceso de degradación. En el caso particular 
0

de A. 

niger, se sabe'cjué durá.nie Ja germinación de los conidios va disminuyendo la cantidad de 
fosfolípido. ;Al misIJÍ~ Íiempo, aumentan los azúcares fosfatados y Jos nucleÓtidos. Parte 
del fósfori~~ irjéo#m al RNA (Nishi, 1961 ). · 

Para ÍraÍár de ~clarar el papel de las lipasa durante la genn inación se sembraron las 
cepas en v~ri~s fuentes'' de carbono para observar su genninación.' s{eIJÍpleo gÍucosa 
(controÍ), ~~elát~! ar~binosay glicerol a una concentración 100 wces me~ór d~ Ja nonn~I 
con el objetivo de J,;,iinÍÍir lri observ~ción de I~ genninai:Íónde cada espor~:~Tárrlblén s~ 
utilizó ~~a~o~df~ió~ ,sin. fuente d.e carbó.no exógéna. 

Después de ~proxÍmadamente 1 O horas, se 'obsCrvó bajo el mÍcroséopio que t;;das las 
cepas genninaron en glucosa y glicerol; en arabinosa; la CLK 1 y,ra 'cLK5 germin~ion 
más lento que la PW-Ly la CLK4. 'I~a CLKS,nogérrninó: sin.Cníbárgo'el d~tó más 
interesante, reswtó 'ª c;;mli~ión de acetato, en do.ncie linicallÍente ia rw~ 1. semiinó bien. 
Este mismo patrón se presenió en laco~d.ición de ausencia de glucrisa: ( Figur~ 14 ). 
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PWI CLKI 

• .. -:~ •• :.: . 

•• •• 

CLK4 

~ ~. . ~.~;~:;, 

• 0 ~e~ .. < 

-· r'! 

CLK5 

Glucosa 

Sin Glucosa 

Acetato 

Arabinosa 

• - Glicerol 

~1111 

Figura 14. Genninación de la cepa PW-1 y las mutantes CLKI, CLK4 yCLK·5 en 

diferentes fuentes de carbono. Observaciones hechas a las 10 horas de incubación a 

37'C (aumento 40X). Todas las fuentes de carbono al O.O 1%, excepto acetato, que está 

lmM. 
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Por otro lado, las c~pas seestriarón J,ara aislar colon.ias; en di.ferentes fuentes de 

carbono ( 1% en 'todas y ac.etatÓ 100 mM). En. la .Tabla 9 se presentan l(JS resultados 

obtenidos. 

Tabla 9. 6ecimi~ntÓd~ laS-diféreÍites ceplls en-íri~dio sólÍd¿ ~ori diJ~rsis fuent~~ de . 
. carbÓno 31)%.;'.i . • . . • :. .: . · ...•...••... · ..•...•...•. · •.... • .... . : '· .. •· .. : ·.• • . .• . . / 

Ce a 

PW-1 
CLKI. 

CLK4 

CLKS 

·.Donde. hay tributirina o acetato con glucosa; ésta última se empleó a.1 O.O 1 % . 
. e~~ +·.+;'_cfCcé ·~·.u~ biC~~ ~~pü~lri~-.-f:":.~F ~: .c.re~~-b.ie.~,eSpOrllfa;.:'---. ·" · 

+; ~'.~~e r:!;Iº rt~s~["iª;;,0 "\~.<écé) -.. . ••.••. .: ;y. ;:. ; ... 

Los resÜha~~s del experimento de germinación junto ~Ón l~s ~~(~~~Ú~i~~~o .én 

diferentes fuentes de carhonoindican que las mutantes tienen uri co¡,:;poil..11'1Í~~:to sil11Hai 
en lípidos y en ac~t~to: En ambos casos, las cepas no germinan (Figurá-·14¡'ynó•c~~ccin 
bien en colonia aislada (Tabla 9). Estos datos concuerdan con 1cis · d~ i\.:.riitt et al.:· 
( 1976), que reportaron el crecimiento de diez mutantes en el metabÓlism? <le(~ceÍat~ en 

·diferentes .fuentes de carbono. En este trabajo sólo una de las cepas crecii IÍgb·ri.m~nfe en· 

butirato; ninguna en acetato. Estos autores proponen que algunas c~pás pÜ~d·e~ geJlÜi.nar 

sin fuetne de carbono porque el agar contiene llpidos contaminantes. que púeden 

utilizarse para crecer. Estos lípidos se deradan por vías metabólicas';¡·~ los compiiéstos 

de dos carbonos como la del acetato. Anteriormente se . había pensado. que ··los 

contaminantes del ~gar eran hexosas pero, si éste fuera el caso! 'toch.S las cepas ha!Írian 

crecido sin fuente de carbono. Sykes (1956) propuso.qué el.ÍÍgar contiene lípidos como­

ácidos grasos de cadena lárga. Esto pued~ e~plicaf'piir qué la' cepa rw'. 1 si ge,:.¡,ina sin -··· ,, . .., ,.-·.- .. 

glucosa y las deÍnáscepás no. 

Estos.res~ltadcis,indica~on tjue. las mutanies tienen problemas para asimilar lípidos 

(cont~minantes del ag~r) y también acetatci: ·Los ácidos iirasos deben convertirse a acetil­

CoA y por lo tanÍci convergen 'con ~j ciaÍabolismo de acetato. Por lo tanto, las mutantes 

aislad.as pueden ser d~licientes en la degradación de lípidos en vez de en la producción 

)' 
'¡ •·• 
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de lipasas. La mutación de.CLKl,inapéada co~ respecto a ios marcadores hiA /, p11ha1H 

y yA2,resultó estar ~~y cerca de otrn m;reádor; conocido comoacuH,. que es un.a 
deficiencia. e~ lil malato sinÍa~~. Esta e~zim~ csindis~nsable parael ciclo del gHoxalato 
que, a su vez, se requi~re¡;;,ra dégiadar él acetato: De h~c~o. sise ¿on~idernn l~s cM que 

hay eri él ~ápá 'cie I~ FigÍu'~\ 8 (pigin~ J3).,~~tr~ ~;;haA I y JuÚ reiu1tá .exa~ta~ente el 
sitiode'uc~E.•;: ·'' ··:·; :,: ·:•,~: ·::-·· .,, · 

nunc~ ~~~~:iti'~rr:%~b~J.;r~·~~~~f: f :~:~:fü~~:~z:,i:i~·t::i~¡~i~:~i:;: ' 
de cultivo si~;:;¡pre ~d~te~ló tina bancfu dri a~ti~idad (Fig;\iiil'3¡: ',, ;,, ', v; 

muta:i::~~Jt:t1tj=~~~~:n~~~~ ai~~~l~11~~~~;:~~t:~~~~¿~~}flis1t$~~:::~~:'!n~: ·· ·. 

slntésis dé 1..SÍipa;!i's: '·· :· '' ·: · ·. ·'~e .; . .'.': ' ¡: ''' •e:. e~.~· . . ·;,\:: ' 
Para conÍprobár si esta co~~l¿¿j¡\~ era la corre~~; se rorifl~rondiploid~s entre las 

:~:~g.~;~~!~l~EjJ~~~l~Y~~; 
el medio selectiv~; quie';e deCirc¡~é ~~ IÍay ~omplem~iííació~y ~s'posibíé que el mismo 
gen pueda ·.estaralterido{mutácio~es aléli~a~)p.5~. ~r~sé~i~ri;(.el. r:~~l;ad~ c~;trario, 
.:~:~:t que: si ii~);:co~~Ie~;~3:;~:~:~¡ d·~~t'. qu~'1~·?u~f j~":~n:c8:<1~~;Pª .Pªd~e es 

co010 se pu~deobservár'.eri.la T~bla 1 o.· de. los diplÓidés probados, sólo tres no 
mostraron c0Ji;p1e111~~ta~lón: CLK1/A649, CLK4tÁ65l y CLKS/A650.~ Par~ corroborar 
este res,uÍtado, s~ hi~ieron cruds s~~~ál~entr~csids paiés decdpas~ise probaron por lo 
menos 100 indivicÍÜos ú c~d~ é~zú ,;~:'se ~btuvÍ¿ron ~olcm'iás re¿ombinantes capaces 

de c~eccren ~~elato;< ( ; < · ... · : • ·. . 
Estos resultadcis)ndicaron.'qu.e la mutación de· CLKI es alélica a acul:' (malato 

sintasa); la de CLK4 es alélica a ácuF (PEP cirboxicinasa) y la CLK5 es alélica a acu!J 

(isocitrato liasa). 
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CLKt 

CLK4 

CLKS 

Re.wltados y Discusión 

TabhÍ 1 o. Diploides obtenidos entre las cepas indicadas. 

La X indica que no.crece en acetato ni en tributirina como fuente de carbono 

A6S2 
acuG 

A6S3 
acuH 

A6S4 
acu./ 

A6SS 
acuK 

A6S6 
acul 

En eÍ e~perlriieh~o ite''¡¡~ii;,i~aciÓn, el crecimiento de las muiantes en glicerol puede 

explicarse porq~~ el é~tabÓlisrTio'dcé~te se ;eali1.a por su conversión a gliceraldehldo-3-

fosfato p:Íia, ¡xisteri~~~~~e. e~~r •;;¡ 'éi~lode. Krebs·. En este caso, no hay acumulación 

de acetil-CoA; 'por; lo que la faltá del.· ci.clo del gliox~lato no afee.ta demasiado. El 
glicerald~híd0:3;fosfath' ~'b·'~t{Ji~ ti.~ío cti gli~ólisis comó ~n ghicÓneogénesis. Para el 

caso particular de ~~Í;D,•s.~ sab~ qué la isÓCitrato liasá se. induce en presencia de acetato, 

pero no éuando crec~'en h~~osas. (glucosa; sacarosa; fru~tosa)o_en glicerol (Bowyer, et 

al., 1994 ):· En ésta-última fuente de carbono, la enzima no _es· indispensable para el 

crecimientodeÍa cepa; lo.éual c·Ó¡:¡cucrda con los resultados obte~idos en' el experimento 

de geím:(~~~i~~'.: .. ;,_· .... ::.:,~:.·;.,;,: ,,:<. '·. : .. ,·· . '- . : ,.,:,. -·. :·.<: ~_;;;>>~; __ :: .... ~::· ·. ,:: , .. 
Ladegradación 'del ~cetato,Hpor otro lado, provoca un aumentoen la p0z.a dé acetil­

CoA, por lo que' res~lta m~y importa~te el éiclCÍdeiglioxal~tri!;-· Est~ pemíite ei flújo de 

la. acetil-CoA para roriii~i intermediarios del ciclodc K~ebs.' '. \ ; ;: :o. · > . ·.·.·· _. 
Las ;;;uiantes a~;,/) (ÁrÍnilt, et ~l .. i 976) Íi~~e~' cie;j,Í' ~éli,;id~d de malaÍo sint~sa, 

cuando Ciec~n •'e~ siic~ros~ y. ace~t~. T~~t~ !'is 'm ~~t# 11c1ííJ_(Ís~Ítrato
0 

I ¡lis;,). ~o,;,o 
acuE (malato ~i~tasii) 

0

tienen·~lterado; lo/~e~~s ;s~~ificos .Ci/1'¡¡5. ~nfim~s. del ciclo d~I 
glioxalato;. pero pu~d~n rori,;ar ~nzi~as glucorí~ogéni.éas (PEP éarlxi~iciniisii, f~ctosa- · 

1,6-difosfato) ;i prirn~ro seha~~ricr~~~r e~ sac~r6sa yiu~~o's~ Í~an~fle·,~~. ace
0

t~to.' 
. · Al t;an~ferÍr l~s rrÍut~~tes dé g!Ücosá a trib'utirina~ti ei ex'J><irin;:~iito de la Figúra 9, 

probablem~nte ·.·•·creciercin1; e~:~'trlbutiri~~,, p(}tqus''p_u~<len:·~roffear/gluccisi '. via . 

gluconeogénesis. El crecimiento es mcnorqué la ce~ PW:l; que si degrada. tribÜtirina y 

puede obÍ~~er ácido butiric~ é~.:Oo fuenté de c;rborÍ~ y degradarlo p0r la vía de la B: 

oxidación, además de la utHizaciÓn dci glicerol, en' caso de que la lipasa de esta cepa no 
sea especifica. 

so 
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Las cepas que crecen en acetato como únicá fuente de carbono sintetizan glucosa a 

partir de los intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxflicos. La primera enzima 

que interviene eneste.proceso es la PEP carboid~.inasá, Las mutantes acul·~ aféctadas 

precisamente en esta en~inia;son incapaces de ~rccer én acetata'.o en glutámato, pero 

crecen bien en glic~rol(Á..;;¡ÍU, él~/., Í97~( Los ~esulÍ~do;:obtenidos con I; cepa CLK4 

(acuF) concuerdan co~·Ío ant¿ri~~· ya q~e efébíivame~t·e n~ ~enninó ~ri acetato mientras 
que e~ glic~rol. sí·. lo. ·h¡z~ (r~bla 9) .•.. L,;s ¿e.pa5·'~'c111~ (CLK4 y :cLK9) · fu~r~n. la.s ·que 

presentaron más probiémas pará creceiéri tribütiÍiná después de h~b~r germinado en 

::~·f :!lid~~ffÁ~t11~di~,:,~.~if,~t:JJ"" 
nue~tro tnili~jo .s.eg~ini~ss~ n;ét?d? de.sCle~éión'y no 1rigraní~s aisÍa;·ni~g~na e~ el ge~ 
estructural de la liJiasa Íl.:n;J~lan:~> ~.~~ii~ldad. '¡¡µ'owíca en todáslas'c~p~s ai~l~d~s fue 

:~~,:!~~·~º~~dcf1~ ~4~\¡~~r~·Íº ~~e.ng ~~ "r.u~de habiar'deuna • redu~ción en los 

PÓr el gel .. d~~ctÍ~Íd~d.:sabe~osqUe.A:; nid~l~n.i i>w-i tie~?~na sola banda que. 

comigra c~n 'ª .ni~~cha •amarina cietectada ·~¡; e1 ·~e1 ~on súbstr~Í~: Í>bdria ser por 'º 
tanto •. que 6nicamerÍtehayaun gen .estructu.ral y.la. posibÜidad de dañarlo' con.aÍgúll 

mutágeno d~bería·;s~r -p;isibl~~l'.)ipií/j:ticatienc ires lípasa~. un~ ~xt.raéelular y do~ 
unidas~ Iáméí;'ibr'an'a{Ota,:etú/.; 1982) y según los resultados de Ng~. et;,¡, (1989); 

obtuviero~ p0;.lo meo.os tÍ;s; m'~tantcs que' carécen de actividad extrácel~lar. No 

mencionan na~ conresp.ctoit actividad de lipasas unidas a membrana, pero .húbiera 
sido interesá~t~ s~ber .si ~Íts íll~tanies está~ afectadas tambié~ en estas erizimas.· ... 

C~n f~s result~d~s 6btenidÍts en.este trabajo, reiultariii re~oÍnendablc, considerar los 
síguientés aspe¿tos::> '.; . · . . ,.. . . ·. . . ' •· > .· •. ·· .. ·· .. ·· 

l. Al intentaf~isl~r mut~ntd; defi~ientcs en producción dé Íipasas, hay~ue u;ilizar dos 

medios selei:tiv~s; iributirill~ ): . acetato, de tal mánera q~e se pu~da~'.eleglr ~qúellas 
colonias que m!creicarÍ ~rí 'el primero y sí en el segundo. · · . , 

'Ot~~ recoméndá~iÓn ~s elegircol~nías ~in halos o con.halospeq~eños y después 

medirles actividád HpoÍiíica. Una v~z escogidas ,las C()loni·~~ c~Íí bájaactiJidad se podrla 
repetir la mutágénesis sobre ellas hñs'iií aislar una mutante total>'°' ''• .· 

2. Usar una ~~pa que no tenga como requerimi~ntci.un ari;inoá~·ido~~e pU~da_emplearse 
coíllo f~eníe dé carbono: d(tal m~do que 'no haya i~·teñer~ncia ·~on el método de 
selección. 
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Utwultado.'i)' /Jiscusión 

3. No es recomendable utilizar un método de enriquecimiemo por íl11ración porque la 

lipasa es extracclular. En el medio líquido, puede haber Jipasás que provienen de las 

esporas que sí germinan, lo cual proporcionarla los precursores para aquellas que no 

puedan hacerlo. Las esporas seleccionadas, ¡Íor lo tanto, no l~nd;án las caracteristicas 

deseadas. 
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('011dt1J/onc.•sy u~r:cmtt'lltÍadrJUl!.'i 

CONCLUSIONES. 

l. Se aislaron un total de siete' mutantes inc;pa~es,d~ crecér eilributirina cómo fuente· 

de carbono. Dichas mutantes fueron ·capaces' de'. prodúéir:;·üna actividadolipolítica 

extracelular y su· deficiencia resultó 5er en ~¡ ní~taboli~mo de a~etato.' El medio seleetivo 

empleado puede utilizarse para aislármútariies en ~eet~to,·¡)c;o ~.; mÜtantes'in~apaces de 
sintetizar lipasas. . . ',, .• ';y . . 

,_.,;,; 

2. Se definieron tre.s grup0s ·de cómpl~~erita~iÓn: ~·[CLKIJ; '¡cLK4: CLK9J;' [CLKS, 

CLK6, CLK7, C,LKS( '·, ;;, . ;/ e~ , > ,• .. ·> :,;•; .> 
J. Por análisis de los di;l~ides entre·i~ ceiia5 '~tt:intés y,Í~~ ~:~ ;;cu conoCidas, se 

definió . que estos: grÜj>os; d~ e~mpi.iinen'í~éióli~ p~rl~ne~~ri; r~spccÍiv~mellte', a las 

mutaciones úcuE; ilc,;f y ;;¿¡;¡y: . 7: . ' ' : ;; · · ' · · 
. -_, ~'· 

S. La activid~d lipolíti~~ e.~t~~éei~:lar de A.• niclittuns s.e r~p~me por glucosa,· por. un 

mecanismo independiente delreprl!soi CREÁ: Esta enZima es inducible,' ya que se 

detecta más acÚvidad en.presencia deaceite de olivo que en su ausericia. 
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