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Introduccion

INTRODUCCION
1. Lipasas. -
L1. Definicién, clasificacién y distribucién,
Las lipasas son enzimas distribuidas ampli , S an en pl animalcs

y microorganismos. Su funcién es la hidrolisis reversible de triglicéridos para formar

como ‘prbductos diglicéridos, monoglicéridos y glicerol (Figura 1). La caracteristica

pnncxpal dc las lipasas es que su actividad es maxima solamente cuando la enzima esta

actuando’ en la interfase aceite-agua, propiedad conocida como activacion en interfase.

En CSlt}:'l)lpO ;!e réacciones, como el substrato es insoluble, se encuentra en forma de
.- bicapa o de micelas (Derewenda y Sharp, 1993).

A) Ll‘pau_ no especltica . -

CIM!- oy
0. . ve
"—"—-b, RCOOI{ '+ A COOH + K COOH * ?H.

R''- €00 - CH e CHy= OH

B) Lipasa 1,30

R - €00/~ ?"i RN ' ?n!'-'pn :
. R " o
R coo - e

SR R T
~ 00 - tll, ¢ RCOOH - ——2—p- - r" €00 - CH: 14 R COOH
S — o R -

R co’of cn‘



Illl(nlucclén

cadena del acldo graso, lal como la llpasa de Gwlnchum cand:dum, que es espec(ﬁca
para cadena Iarga con un doble enlace en posnclén cis en el carbono 9. Hay algunas mas
como la de Pemullmm camemberm (ccpa U- IS) que solamente hidrolizan dcidos grasos
de mcno y dlghcénd tnghcendos Algunos ejemplos de cada grupo de
lipasas se presentan en {a Tabla'I; - ‘

e lipasas microbianas agrupadas segun su especificidad.
(Sakaguchi, ef al., 1992; MacRae, 1983).

Espééiﬁcas 1,3 Especificas en la longitud
S de cadena del 4cido graso

A.spergtllu\ niger Geotrichum candidum
Humicola Ianugmma No.3

icill Leptaspirae
Penicilliom rogucf Mucor miehei
Staphylblcucc:iix aureus Mucor javanicus

R Rhl:upu.\' delemar

Rhizopus arrhizus

generalmente se relacxonun con la produccmn de ahmentos tratados con lipasas para
mejorar el sabor o blen para lmnar ciertas caractensllcas del producto original. Las
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patentes que describen la utilizacion de lipasas se incian en’ 1939 y provlcnen

principalmente de Estados Unidos, Gran Bretafia, Canada y Japon (Kllnra 1985) .

Tabla 2. Diversos usos de las lipasas (Amold et al., 1975; Kilara, 1985; Haryvobd,'1989"
Langrand et al., 1990; Charton y MacRac, 1993; Stamatis ef af., 1993) -~ 742

Alimentos
Mezclas para hacer pasteles y galletas
Harinas para hacer hot cakes
Cereales

Imitacion de productos lécteos
Rellenos de crema (dulces, chiclosos)
Cremas

Salsas de queso, botanas

Margarinas

Aderezos de ensaladas, salsas

Quesos madurados (ltahano, azul;":
cheddar, provolone, romano, moﬁarella)

Yophurt

| Sintesis de €steres

Otros usos it o
Esterificacion en disolvemés digamcos i
Trans ¢ interesterificacion de acem.s
Sintesis de péptidos

Detergentes

La mayoria de las hpasas

orgamsmos tienen dos nzimas, como.es el caso de Geolrmlmm camlnlum (Suglhnm et

c) expecnfca yaq

subsmno delenmnado y oblener umcamente el produclo deseado

os hongos son- ¢ racelulares -y algunos}

suysaka 1974),“‘- ’
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Un ejemplo del uso de una lipasa’ espééiﬁca 1,3 cs la obtencién de un sustituto de
manteca de cacao a partir del aceite de palma, que cs tna materia prima barata. La lipasa
de Rhizopus arrhizus, inmobilizada en celita, interesterifica triglicéridos en presencia de
dcido estedrico en n-hexano, obteniéndose una mezcla de triglicéridos muy similar a la
de la manteca de cacao (Mojovic, ef al., 1993)

En el mercado internacional existen proveedores de lipasas provenicntes de diversos
microorganismos. En la Tabla 3 se presentan algunos gjemplos de éstas.

Tabla 3. Ejemplos de lipasas comerciales. (Kilara, 1985; Vorderwuibecke, et a/., 1992)
Microerganismo Proveedor

Aspergitluy niger, Rhizopus delemar, Amano
Cundida lipolytica, Pseudomonas.

[fluorescens, Mucur javanicus, Rhizopus
javanicus, Rhizopus niveus

Candidu lipolytica, Chromobacterium Biocatalysts
viscosum, Geotrichum candidum,
Humicola lunuginosa, Mucor miehei,
Penicillium cyclopium, Penicillium
roguefortii

Candida lipolytica, Mucor javanicus, Fluka
Penicillium roguefortii, Rhizopus
arrhizus, Rhizopus niveus

Chromobacterium viscosum Genzyme Biochemicals
Mucor miehei, Rhizopus arrhizus Gist-Brocades
Rhizopus arrhizus Hughes & Huges, Ltd.
Aspergillus_niger John & E. Sturge, Ltd.
Rhizopus Nagase

Aspergillus niger. Novo

Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis, Roehm

Aspergillus niger

Rhizopus sp. Serva

Candida cylindracea Sigma

1.3. Regulacién de la sintesis de lipasas.

En los microorganismos, el proceso de sintesis de las lipasas reacciona de diferente
manera ante la pfeséncia de aceites- (inductores) en el medio de cultivo, ya que en
algunos casos aum‘enta'n la producci(’)n, pero en otros la disminuyen. Probabl los
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lipidos no son las moléculas lnductoras ya quc son muy poco qolublcs en agun Tal ve/»
el efector sea un producto de la degradacion de llpldos como podna ser.cl z,llcerol (Haas
y Bailey, 1993). En Rhizopus ()Ilgmporm los: acel ya' olivoy mafz
adicionados en el medioc como . unica* fuent 0 5%), ;‘rcducen
considerablemente la produccnén Los N R €
inductor (Nahas, 1988). Estos chrn

considera, porlo tant
A. niger smtet,l»v

lipa

(Nahas I988) En la bactcna érrepmmyces coelicolor. solamente se delecm actnvndad de;
hpasa en 1cehd en 1a fase eslac:onann, cuando la glucosa esla lutalmenle agotada v
(OlukoshnyPackler |994) ‘ : S S

En algunos procanotcs como. la bacteria I’.seuu'nmana\ cepama,,se sabc que se
requlere de una proteina que actta como chaperona (leA) para que U lpasa sea actlva $

LimA no afecta la transcripcion ni la traduccion de la enzima; sin embargo esla solo}r_ =

presenta actmdad en presencia de Lim. Puede’ scr quer hsya Lina mteracélon entre estas -
proteinas provocando un cambio conformacxonal que acuva a la hpasa (Hobson o al.,
1993).

1.4, Clonacién y secuenciacion.

Existen reportes sobre varias llpasas de dl f’erente ongen que se han clonado (Boel ot
al., 1988; Haas et al 1991 Jorgcnsen el al l 91 Yamaguchx el al.; 1991 Chlhara—
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Siomi, et al., 1992; Vernett, ef al., 1993; Arpigny, er al., 1993; Pérez, et al., 1993; Lotti,
ef al,; 1993). Otras lipasas se han cristalizado (Bsady, ef al., 1990; Hata, e al., 1979;
Kohino, et al., 1993). Estos datos, junto con el anilisis de secuencias, han permitido

. establecer qie existe un pentapéptido consenso en todas ellas. Este pentapéptido es G X
S Xa G, donde G es glicina, S es serina, X es tirosina o histidina y X; es cualquier
aminoicido. El centro catalitico de cstas enzimas esta formado por una triada constituida
por serina, histidina y aspartato (Brady, ez al., 1990).

Otro aspecto importantc es ¢l hecho de que algunas lipasas de diferentes
microorganismos se han expresado en 4. oryzae. Este es ¢l caso, por ejemplo, de las
lipasas de Rhizomucor miehei, Humicola lanuginosa y Candida arctica (Boel, et al.,
1988; Esper y Huge-Jensen, 1988; Huge-Jensen, et al., 1989). En estos trabajos, se
utilizo el promotor de la amilasa de 4. oryzae y, por lo tanto, las lipasas clonadas s¢
inducen en presencia de almidon como fuente de carbono. Las lipasas expresadas de esta
manera se utilizan comercialmente como aditivos de detergentes (Sakaguchi, et al.,
1992),

1.5, Importancia fisiolégica de las fipasas.

Las lipasas inician el metabolismo de grasas y aceites par 1o que son importantes para
la nutricién. En el caso de las semilfas de plantas superiores, s¢ sabe que las lipasas son
generalmeme espec:f cas pam el mghcéndo que acumulan como material de reserva. En

contiene un ipé_1§a_ (Weete, 1981),

S casos, la membmna del ghoxlsoma connene una lnpasa que es acnva o

son los tnghcendos que 's€ utilizan como resesva. El contenido de lipidos en la espora es:

de 5 a’17 :de su peso seco (Weete, 1981) Existe evidencia de que durante Iat' o

germmac primero-‘se degradan los carbohidratos y posteriormente se utilizan los

tnghcendos En las uredosporas de Puccinia graminis Iritica se puede observar bajo el e

mlcroscoplo la desapancnén progresiva de los glébulos de aceite. Hay cierta controversna
en cuanto 4 la importancia de fos fipidos en la germinacion, ya que para algunos‘
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investigadores son indispensables tnicamente los carbohldralos En cl caso dc'

Neurospora crassa, se purifico la lipasa de las comdlas - yise’ detenmno que uenc

preferencia por los triglicéridos de cadena larga, que son los m: nbundunles en los
hongos (Kundu, et al |987) : §

y chham 1968).-
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Se han aislado dlversas mutanlcs en esta ruta metabdlica, algunas como resnstenn.s a
fluoroacetato, que son las Ilamadas fuc (Apmon, 1965), otras como incapaces de crecer
en acelato como tinica fucnte de carbono que son las acu (Amitt, er al., 1976), y otras
resistentes a proplonalo (Sealy-Lewns 1994) Todas estas mutaciones se han asignado a -
algin cromosoma y en éilgunos casos, se sabe cudl cs la enzima afectada. i

tipos celulares especificos. O
f) tener comdlos uninucleados, lo que permite realizar mutagénesis dlrectamen éolire :
ellos, : : .
Los Aspergilli se han empleado como receptores para la clonacion de enzimas de
otros orgamsmos o de otras especies del mismo género. Las espeCIes més unhmdas para
estos fmes son 4. niger y A. oryzae. S
Las razones para haber elegido un Aspergillus para este estudio son
-a) tener un alto nivel de secrecion de enzimas y que ticne un patron'de glncosnlncnon
seme_pante al de los cucariontes superiores. Estos hongos son saprof‘ itos y- lo tanto,“
necesmm degradar compueslos presentes en el exte i Para ell secrétan enzimas que-
les permnen fom}ar moléculas mas. simples que den usar como fuente de carbono o
de mtrogeno. Un ejemplo ‘de. estas enzxmas es la’ fi itasa,” que cataliza la conversion de ‘
4cido f tico a mosltol y fosfalo 51 se agrega dlcha enzlma al alimento de animales (los
cuales no tienen: i tasa)' ' c requlere adlclonar fosforo y aumenta su valor nutritivo
(van den Hondel et al ]992) ;
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b} es:un sxstcma en el cual ¢ pueden cxpresar proteinas de otros organismos. Por
ejemplo, en’ A. nidulans s¢ han clonado la qui nosina de bovino (Ward, et al., 1990), la
991) ¥y el activador de plasminégeno humano

interleucina-6 hdmana(Comr:ms, Vel a
(Upshall, et ul., 1987). .
¢) las enzimas se secretan al me lO g eral mente y por lo tanto es probable escalar el
proceso. Otra venta_la es que hay expcncncm enel manejo de estos organismos a nivel
industrial, -
d) las cepas pueden me_;orarse afravés de mutagenesrs

€) A. niger sintetiza’ produc!os genémlmcnlc considerados como seguros para consumo

" humano (GRAS) por la Adml N mc:én de Ahmemos y Drogas en Estados Unidos (FDA)
{van den Hondel, &1 al., 1992) " .
Pam poder comprender : de las ajas citadas, es io conocer el ciclo

vlgura 3 se presenta un esquema de dicho ciclo. Como se
nse ual scxual y parasexual

dommante» recesxva ademas, pemute reconocer si: dos cepas llevan una misma o
dlferente tﬁutacmn por medxo de un estudio de complememacxon ‘En este caso, lo que
se- hace es" obtener un dxplonde entre dos cepas’ quetienen aparentemente la misma

on (feno pos semej ntes) pero que tienen marcadores diferentes que permitan su
reconoclmxento lndlvxdual Es importante aclarar que las mutaciones pueden producir
una auxotroﬁa pero Iambxen pueden tener diferente color o morfologia. En ja Figura 4
se presenta un esquema de cémo pueden uuhursc los diploides para definir si dos cepas
tienen ~mutaciones - alélicas o no y como se establecen diferentes grupos de

complcmt.nmc:on. .
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CICLO SEXUAL

Asca3 cOn Akcotponas : .

binucleadas
Carlogamia, Melosis, 1 division Midica T germinacién de la ascospom
F

CICLO PARASEXUAL

0 —_— 0 [

Q haunmats J "]

DIPLOIDE (2n) HETEROCARION (nen)

Figura 3. Ciclo de vida de‘A.\'[lergiIh‘/.v' nidulans (Aguirre, 1992)

‘
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medlo completo

“ . Diploide en
MM +met.

MM:

- complementacién

»mutaciones no olélicas -

A) Si crece | -diferente grupo
de complementacion

-no complementacicn
B) No crece 4 -mutaciones alélicas
’ +mismo grupo
de complementacidn

MM Medlo Mlnlmo :

' ‘Fignra 4. Fonnacnon dc dlplmdes y de!‘ mcmn de grupos de complememacnon {Ward,
1991) : ;
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Los diploides son ligeramente inestables por lo que existe una tendencia hacia la
haploidizacin. Este proceso se da como resultado de errores en la mitosis que provocan
que los cromosomas no segreguen adecuadamente (no disyuncidn). Este evento
constituye otra poderosa herramienta genética que permite asignar una mutacién a un
determinado cromosoma.

La Figura 5 muestra como pucden aislarse y analizarse los haploides para mapear una
mutacién desconocida. Como se puede observar, ¢l primer paso consiste en realizar una
cruza entre la cepa con la mutacion problema y una cepa maestra, denominada asi 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 minimo, de tal manera que
solamente los diploides y heterocariotes crezcan. Después de incubar las placas, se

- pueden aislar los diploides ya que se reconocen ficilmente debido a que forman colonias
bien definidas. : El diploide se replica en medio con p-fluoro-fenilalanina o benomyl para
promover I: haplo‘idimcién y se vuelve a incubar por un tiempo de aproximadamente una

ascosporas bmucleadas,
" Las cruzas sexuales permnen ‘obtener cepas con camclenstlcas deseables de Ios dos,
padres. Estas’ cepas pueden a su vez ser Ies para otros t' ines genelxcos. il
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Cepa maestra,
un marcador-en:
cada .cromosoma

w

il

o

o

= HETEROCARIONTE

a.

S N Y N

@ /’ORMACION DEL

e DIPLOIDE

§'

= HAPLOIDIZACION

Segregacidn independiente

Cepa problema. de cromosomasp

Mutacion presente en
cromosoma desconocido

PROGENIE HAPLOIDE

@@@@

Figura's, Mapto de una mutacién mediante el alslamncmo y anahs:s de haploxdes
obtenidos a partir de una cruza cnlrc tna cepa maeslra yla ccpa que llcva dicha mutacxon
{(Ward, 1991). :
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3.2, Las iipasas en Aspergiflus.

Existen ‘algunas especies de Aspergillus productoras de lipasas, entre las cuales se
encuentran A 'nigbr A: oryzae, A. wentii, A. foetidus, A. awamori, A. candidus, A. flavus,
A jupamcuv y 4. sydnwu (Hofelmann, et al., 1985; Arbige, et al., 1986; Chander, et af.,
1980; Nalr y. Bone 1987 Berka, er al., 1992). En el caso particular de 4. niger, se ha
reponado 5- ia de dos li (Hofel et al., 1985).

" Se ‘han hecho estudios con respeclo a las condiciones éptimas de cultivo y algunos
sobre 1 punf cacién de la enzima. A nivel industrial, hay una patente de lipasa de 4.
ory-ae que se uuhza para saborizante de queso manchego (Christian Hansen).

EnA rdulum se desconoce cudntas lipasas tiene y cdmo es su regulacion. Resulta
interesante estudiar las caracteristicas de cstas enzimas en A. nidulans por las ventajas
que tlene esle hongo como modelo experimental. También es importante contar con
mu!antes det' cientes en el metabolismo de lipidos porque con ellas se podria entender

" mejor dicha via metabélica. Si sc obtiene una mutante que no sintetice lipasas, se puede
: intentar hacer.la clonacién de las lipasas de otros microorganismos. Una vez estudiado
en-'d. hidx:lan.ﬁ, se puede tratar de clonar en A. niger, que como ya se menciono, se
considera ‘un organismo GRAS por fa FDA, es decir, que puede ser utilizado para
- producir i aplicadas a alim y, por lo tanto, puede emplearsc para la
modificacién de los prodi:ctos lacteos, que constituye uno de los usos de mayor potencial

de las lipasas,

33. La ’reprcsi‘én cafabélii:a por. carbono y el papel del gen cred.
El gen'cred codxf ica para un regulador negativo responsable de la represion catabdlica
es senstble ala prcsencxa de glucosa en el medio de cultivo

por carbono Este r

lactosa. - :
Esle do"(Dowzer y Kelly, 1989) y secuenciado (Dowzer y Kelly,
)y a protema CREA se une al DNA en sitios ricos en guanina y
cltosma y.se sabe que se une a los promotores de los genes alcR y aled que intervienen
en el membollsmo del etanol (Kulmberg, et al., 1993).

Como se mencxo 6 antenormcnte hay algunos reportes sobre la represién por glucosa
de las Ilpasas -Sin embargo, en A. nidulans no se sabe cémo esti regulada y resulta

mteresanm ‘definir si CREA estd involucrada o no en dicha regulacién.




Objéli voy

OBJETIVO GENERAL

Obtencion de mutantes de Aspergillus nidulans incapaces de crecer en ]IpldOS como )
unica fuente de carbono, '

OBJETIVOS PARTICULARES

3. Caracterizacion genética de las mutantes obtenidus,

4. Caracte’rizaciéﬁ b.;ujcidl Ht_: lal lpﬁs}! }d‘e



Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS,

1. Cepas emplcadas de Aspergitius nidulans.
En la Tabila 4 se muestra la lista de cepas empleadas con sus respectivos genotipos.

‘Tabla 4, Cepas de Aspergillus nidulans

Cepa Genotipo
PW-1 bidl, argB2, mecGl, veAl
CPG-| brid (2900 pi)::lacZiargh ::argB::CAT).
biAL.metGl, riboB2, creA204, wAl
CHAI bidl, cred™30
FGSCAAIl | proAl, pabaAl, yA2

CIS (7A22 | pabadl, yd?

FGSC Ad ved!

FGSC A237 - | pabadl, yA2: lgx.':?l)l

FGSC A283 | sudadk.20, yA2, ad20; acrA: galAi:
PRI [l_ymA-J ﬁn‘AJOJ. sB3; nicB8; riboB2

FGSC AfDS pabaA 1:facBI07 chad 1

FGSCAMB : pabaAlyA2:acuDZ.54

- FGSCA650 - | pabadi yA2: acul:20!

FGS’(_".’VA6§I - pabaAI yAZ.‘ach205

FGSC AG32 = pabaAI YAZ; nGEE

{FGSCAGy. paadl, yAZ acuH’SJ

aml.?ll pabaAI _yAZ

Todas las cepas
Kansas), e\cepto PW-
J Agum'e).

1{deP. Weglensk CHA-! (de H. Arst) CPG Ly CIS l7 A22 (de

2. Medlos de Cultwo i . =
2.1, N E) medlo de culuvo que se empleo fu o sugendo por Kﬁfer .
(1977), que esenclalmente conuene . '




Muteriales y Métedos

. Compuest Cantidad por litro
Solucion de sales 20X 50 ml
.‘Elementos traza tml

Glucosa 10g
~ Agar 125¢

Se aforé con agua destilada, se ajust6 el pH a 6.5 y se esterilizé 15 mina 1210C.
La solucion de sales 20X se prepar con:

Compuesto -Cantidad por litro

NaNO; 120
KCi 104g
MgS0,.7H,0 lo4g
KH,PO, 34g

Se aford la solucién a un Titro con agua destilada y se guardé a temperatura ambleme. '
La solucnon de elemenms traza contlenc ;

. ; o n t
g "ZnSO4 7H20*.',

M40
 FeS04. 7H20

la solucion hasta que hirvio, se dejé énfnar a (emperamra amblente yse af‘oré a 100 ml ;
con agua desnlad : : : .

. Los requenmlentos de cada cepa se agregaron al medlo de cuhlvo en Ias sngunentcs :
proporcxones




Materiales y Métodoy

Compucsto Soluclén Stock Cantidad por litro de medio
Acriflavina (Sigma) C0.5% 5.0ml
Arginina (Sigma) 1 16.8% 5.0ml
Biotina (Sigma) : 0.05% 0.5 ml
Metionina (Sigma) +0.6mM 1.25 ml
Nicotinamida (Slgma) 705 % 0.2 ml
PABA (Sigma) ' 0.17% 0.5ml
Prolina (Sigma) . T - 1% 5.0 mi

Piridoxina HCI (Slgma) S 0.4% 0.2 ml
Rlboﬂavmn (ngma) R "“0 05% ) ’ 5.0ml

La blolma se dlsolvm en'et nol al 70% )
Todas estas soluciones se'giardaron a 4°C:
La tcmperatura dci c ra todas las cepas mpleadas f e de 37°C

2.2. Los medms‘cont
El medlo se, pre

agrego el agar y
mmutos y entonc

Cuando se Iuc
'e\cepcmn de que
B bstos e‘penme



Materiales -y Métodos

El moculo empleado. fue de 5 X105 esporas por mililitro de medxo de cultlvo la ‘
agnacmn fue de 300 rpm y la tempcratura de: 37°C Las fermen!aclones se h|c|eron en

Se ton
,horas de i

La actwndad
una mlcromol del o-mtrofen La actividad especifica se expresa por
mlllgramo de protem os’ calculos se thleron considerando que el coeficiente de
extmcmn del a~mlrofenol en amomguador neutro es de 4.6 mM-fcm-!.

20



" Materiales y Métodos

Cuando se midi6 la actividad directamente en el t'ltrado se utlllzaron 100 pl par'\ elf* :

ensayo. Al medir la actividad de las muestras liofilizadas, se utlllzaron 10 pl aforados asz. ‘
100 ul. En el caso de Ia acnwdad mlracelular, el micelio seco se rov pi

6. Genética.
6.1. Mutagenesxs

lnmedlatamente despues de la
lemperatum ambxente dumnte 24

6.1.2. Radlacmn ultravtolela
esporas por mlllllh’o y la radmcmn se admlmslrd con una lampara modelo UVGL-"S Lu

2l

La concemracnon'de esporas empleada fue de l X 105 .



 Materiales y Métodos

distancia entre la Iampara y] las esporas fue de 7. 5 cms y corrcsponde a una dosns de 700
. uW/cm2 .
La susmnsnon

ca_]a dc Petn estenl de vidrio, junto
manluweron en agﬂaclon

. esporas por ca)
; adxclonado ¢

puedan compﬂrar :
Con el tercxopelo hi

.en desorden sobre Ia'p

hgcramente I

a’ receplora, se’colocd ésta’ sobre el terciopelo’ presionando

22



* Mutericles g Mélodos

Después de hacer la réplica, el tercnopelo se sumcryo cn un vaso con agun para evnar :
la dispersion de esporas y posteno ’

rmenlc sc estenhzo La phc se |ncubo 2379C

6.3. Oblenmén dedi plolde &
Los expenmentos de genéuca se hicieron esencialmente de acuerdo con’ Pomecorvo

et al., (1953). Se hizo una cruzﬂ “inoculando con palillos estérilés las cepas en uri' medlo :

mimmo con los requenm:enlos de ambas cepas;;: Los inéculos deben estar a una dlstancm}

medlo min
cajas en fol

aproxlmadameme L

- 23




Muteriales y Métodos

Los clelsloteclos se. buscaron bﬂ_[O el mlCrOsCOpIO estereoscoplco en la zona que dio
origen al heterocarlo e Estos el rﬁos fruct eros son redondos, negros y estin cubiertos
por_ hifas y. por: celu]as»ﬂHulle % Col )ayuda de una aguja’de diseccion flameada y
observando baJo el micros copio rajo.un cle;;totec:o y se colocé en una caja de

clelstolcclo se limpié rodandolo
or negro tiillante, sin nada en la

uno de los ocho cromosomas deA\perglll 3
Para hacer el mapeo se mduJo la ha

maestra. El mapeo consiste en esmblecer una rela on ntre | marcadores menclonadosv
y la mutaciéon de tal manera que se deduzca en qué cromosoma esta la mutac n’ .
mencionada. e : L i

7]



Materiales y Miéioddo

Para inducir los haploides a partir dcl d:plo:dc, se procedto de la stgulemc mancra:
Se prepararon cajas de Petri con medio’ mimmo y'con’ [os requenmlentos de ambos

padres. Una vez que el medio sc” Vcstenhzé‘y llegé . a’; tna tcmpcratura de; i

aproximad: te 45°C, se

posteriormente al medio. .
Las cajas asi preparadas s




A Iult‘.‘riulg’;\' » Mélodos

g) Se dlluveron Ios proloplaslos »cron ‘por lo menos un volumen_de STC (Sorbnol 1.2
M; CaCIZ 10 mM Tns-HCI 10 mM, pH 7. 5)y se centnfugaron a' 5000 pm’durante I0‘4
minutos en el rotor S-4‘ ‘

'la camara de™

c):Se agregar 350 pl del
75 dlsuellos en STC) y: ? :
otras dos veces 3507 pl de PEG mcubando despues de: cada adxclén 5y1s mlnutosv’,‘

'respecnvamen : ;

/d) Se centnfugo : 5000 rpm durante 12 minutos a 4°C en ¢l rotor HS—4
los protoplastos Puede agregarse 1 ml de STC, mezclar y plaquear los protopla.étos en:’
vez de centrifugarlos. L
) Se secaron los tubos por inversion para eliminar cualquier resto de PEG.

- f) Seresuspendieron bien en | ml de STC. ‘ S
g) Los protoplastos se plaquearon en medio minimo con sorbitol 1. 2M y lo uplementos -
necesarios para seleccionar transformantes.
h) Controles: E

1. Se plaquearon protoplastos sin agregar DNA en el mlsmo medxo
detecta posibles revertantes o contaminantes. :
2

aguaa 121°C ‘du'réngé ls_minp'to




Meteriales y Métdoy

Se prepararon placas de medio con los requcrimientos de las cepas quc se va)an a
sembrar. La fuente de carbono fue glucosa o tributirina.
A partir de colonias aisladas de las cepas requeridas se hizo una cosecha de espons v
se guardé en un eppendorf estéril. .
Se coloc el celofén sobre la caja con glucosa. Por la parte posterior, se seﬁalaron con’
un marcador los puntos en los que se sembraron las esporas.’ Sé inoculd un mlcrolnro de :
esporas por cepa sobre ¢l celofan y se incubé a 37°C, durante 24 horaé ’ Tra
tiempo, se transfirio el celofdn bajo condiciones es(énles a Ia placa c
volvié a incubar durante 24 o 48 horas a la misma tempcmtura

8. Geles de Poliacrilamida. :
8.1. Condiciones de electroforesis y lin;'bn;

hizo una’ marca con una plpeta pasteur para seﬂular cl\smo e\mcto en que se.' detecto' i}
achvrdad de hpasa y se uﬂo con plnta . )




Muterivles )'Ah"l;xlm

9. Germinacion de las cepas mutanies en diferentes fuentes de carbon

Se prepararon cajas de Petri_con los’
fuentes de carbono al 0.01% (glyi;@s
prepararon también tubos de c_:nsayd' ol
menos agar (6 g/1). Una vez esterilizac
que solidificaran muy pronto, . '

Se inocularon los tubos con apro;
un vortex y se vacié sobre Ja caja
durante 9 a 10 horas, Se colocé un'cubr
observd en el microscopio en camp:




Resultados y Discusiin

»RESVULTA DOS Y DISCUSION

1. Crecnmlemo de Ias cepas en li ldOS" .
Se sembraron varias cepas en lﬁbulmna para probar si alguna de ellas no formaba
hato de- hldrohsx Todas” las' cepas- probadns (PW—I A4 y A237) crecieron bien y

. fom\aron ha]os e '

esta auxotrot'

}hvé,' aunque cn este caso no se aprecio un
‘el crecimiento resulté ser mas compacto
o iméntar obtener una cepa deficiente en

1 medio con tributirina al 1% como medio

l annbmnco ',lo ehmma
modo todas aquellas S

29



. Re.mlladnv.,\' ¥ Discusion

esporas que resultaron capaces de crecer en tnbutmna se ehmma con la pohfungma

germinaron en este Gltimo medio.

El total de colonias anali
aparentemente no crecfan cn “trib
colonias y se volvieron a prob ar,
ser incapaz de crecer en
Fenotipicamente resuho ser m
medio mimmo y tambven pos

" 3. Genética.

- 3.1.:Mapeo™ 7 -

Se i'ritcntt‘ia'signzirl utacmn co ‘le lda en la cepa CLKI a.un cromosoma.  Para ello,:

se obtuvo un d:plmde de ésta’con la ccpa maestra. MSF (que connene un marcador en
cada cromosoma) se hlZO la hnplondlzacnon yfi f'nalmente el '\nallsns de haplo:dc.s Los




Resultados y Discusiion

Figuro6. . Curva de sobrevwencna de PW-1
. con, radnacnon gamma

"% de é’obr‘evlvenclay a
120 -

100},
Bol
166 .
40|

'20

b : g . T ‘
010 - 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Dosls (krad)

Figua 7. Curva de sobrevwencla para PW 1
: : con radlamén ultravnoleta

% do sobrevivencia . 1.,

/160
P

o o : ‘
0 10 '20.30:40-50. 6070 80 QQ 1Q0110120
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Resultados y Discusion

resultados obtenidos despuds de rcah?nr cl analisis fucron confusos y no se pudo deducir
en cual cromosoma estaba la mutacion, :
Se procedié entonces a hacer una cruza con otra cepa para ver si la segregacion de la
- mutacion era mendeliana, Se eligio la cepa FGSC411 porque ticne un marcador visual
(color nmanllo) 'y sus requenmlcnlos (PABA y prolina) son diferentes a los de las
mutantes CLK lo que constituyc una ventaja para hacer las cruzas. Los resultados
indicaron que efectlvamenle la mutacion scgrega de manera mendeliana, va que
aproxlmadamente ¢l 50% de las colonias son incapaces de crecer en tributirina. Una
observaclon mleresante de este experimento fue que la mayoria de las colonias que
crecu:ron i ¢l-medio selectivo eran amarillas, es decir, presentaban el fenotipo de la
pa’ pa ',FGSC‘HI (amarilla, capaz de crecer en tributirina). Esto llevo a la
e' qué la mutacién de CLK1 se encuentra en <.I cromosoma |, ligada al

Las demas mutantcs se Leruza ron también con la cepa FGSC411 conel mnsm objetivo
para aclarar 51 alguna de ellas era alélica a CLK1. Esto es, si en alguna de estas éruzas,
,resultam que, al lgual ue CLKI la incapacidad para crecer en’ tnbunnna éstuvtese‘ﬂ‘
: hgada al colo de'las esporas la mutacién estaria también en el cromosoma I
tanto, sen probabl "due fueran aléllcas ;
©Lat segregacnon de’ todas las mutaciones fue mendehana, pero mnguna mostré :
ligamento al gen yA2 cuya mutacién produce esporas amarillas, : -
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I'ablaS Mapco de llpA :
l’adrcs sl Recomb

#No, dc 'I‘olal % de
progeme Prog,cmc Rccombl
] = | nantes

No. de::
progenie.

: Cruzas Genoupo B

CLK1- X
I'GSC4| l

735
250

CLRIZX:. 7.35
FGSC411:

v duld 1~ yA2** 7.38

CIS 17 dul g1 a2

3 i " ! §
T T = T T
] ) {

8 bnA ucuE

IeM

Figura 8. Mapa propuéslq p_a}a z'lulA.‘
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Resultados y Iiscusion

3.2. I‘ranslonnacmn . : :
La matacién en CLK! mapeo cerca dc )AZ Y. de [mhuAI por lo que se planteo la
' posibilidad de clonar el g,x.n :luM cn'A. mdu/un 2 parllr de un cosmldo provcmeme de.
una bnbllolu.a E,t.nomxca scparada por cro osoma;(Brody, et al; l99|) Los cosmldos
supuso due en alguno de ellos podria estar el
pa,.se localiza a aproxlmadnmcme snete

umdades de mapa de vAZ Tamb
Se hizo una cotransfommclon uuhmndo ademas de los cosmidos L11C4, LI8E5 y i

L26C8, el plasmldo pDHG‘>5 que complcmenta la auxotrofia de arginina. La ccpa que
s¢ transfonno fue una derivada de la criiza de CLK1 con FGSC411, dcnomlnqda CLK2' y:
que'tenia el siguiente genotipo: pubadl, yA2. duld, argB, metGl. proAl." Se hizo la”
transformacién con los cosmidos que contenian y42, en un mCdIO selccnvo que carcce de:

.. arginina, de 1al modo que solo aquéllas que mcorporaron el pDHGZS f‘ueran capaces de
crecer. La forma de reconocer las transformantes que mcorporaron el

exclusivamente por complementacién del ‘gen y42, es decir, se scleccmnarfa col\
verdes. Para cl caso del césmido que contenia el gen de pabaA Liel'n y

cosmldo con ¢l gen de pabadl.

carece de este requerlmnen!o yde arg,mma

observar los resultados se obtuvieron varias transformantes, pero’ sblo’
plésmido y ninguno de los césmidos porque ya no requeﬁan‘arginin

req Ull"l mlentos menos

34
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Resultados y Discusion”™

La Figura9 (Ay C) muestra cl crec:mlcnto en tributirina arlas "4 48 horas dcspues ;
dela transfercncm respu:uvamenle Todos'los dlplmch ci'ecneron bie lncluso anivel. oo
de la PWI. que se sembrd como “control. :Las mutantes también crecleron - pero A
diferentes mvcles La CLKI a‘las 48 horas esporulo y crecno de forma rcgular pero. 'no
ilego al lamaﬁo de ln PWI Las cepns CLK4 y. CLI\9 tamblcn esporularon mro tuvieron 3
un color amunllo oscuro no crccneron blen La‘ mulames CLI\S a CLKS tu\'leron un;" :
crecumlento snmllar en!}c si, pcro tampoc' lleg,aron al tamaﬁo de PW ! En aceite de.

. ltad ‘s snmll 'cs pero como el crecnmxento no cs tan compacto .
como en lnbutlrma no se pudneron apreciar dlf‘crencm tan clams como cn cstn

35



~ - Resultadas y Discusion

Cuando se retird c,l cclofan de la caJa dc Petri, se observo que el mcdlo con lnbutmnn
estaba claro_bajo los- dlplotdcs y ‘la’ cepa PW-1 (Fl[,um 9, vB y D).;-En le
mu!anles, el medlo se: vela hgeramente manchado, pero o Ilego “formarse un halo lo :

e CLK6 (yA2 blA I pubaAI
] u ‘ nguno de 105 dlplmdes obtemdos :
creci6 en e medio selectivo 'y por Io tanto CLKS CLK6 CLK7 y CLK8 def'nen un
tercer grupo de complementacwn desngnado (IuIC (Tabla 6) . L

36



Resultados y Discusion

Figura 9. Las mutantes y los diploides precrecidos en glucosa durante 24 horas v
transferidas a tributirina. La incubacion posterior a la transferencia fue de 24 horas (A,B)
y de 48 horas (C,D). A y C: Medio con celofan en tributirina. By D: Halos de
hidrélisis evidentes bajo el celofan 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, CLKS6,
CLKS, CLK4, CLK3/ CLK1, CLK 10, CLK9, CLK8/ dlplo:des 7N, 6/1, 5N, 4/1, 311
dlp)mdes 10/1, 911, 8/1.

<37



Resuladoy y Discusion

Figura 10. Definicion del primer grupo de complementacion. Cepas y diploides (CLKT-
con CLK 3-CLK10) crecidos en glucosa (A), tributirina (B) y aceite de olivo (C) Hurén(e :
48 horas. Todos los diploides crecen por lo que CLKI forma el primer grupo de '

complementacidn. El orden de las cepas es el de la Figura 9. i

38



Resuliados y Discusion

Figura 11, Definicion del seg,undo y terccr g,rupo dc complemenlacnon Cepas v
dlplo:des en glucosa (A) lnb tm‘na (B)y: acem. de ohvo (C)
Orden de las cepas CLK4/ dlplmdes 4/5 4/6 4/7 4/8 4/9/ CLI\6/ dlp|01deS 6/: 6/7, 6/8.

39,



Resultados y Discusicn

Tabla 6. Clasificacion de las mutantes por su crecimicnto
en tributirina como Gnica fucnte de carbono.

Grupo Cepas
1 CLK1
] CLK4, CLK9
11 CLKS, CLK6,CLK7, CLK8

ellas no- se " les. detectd hpasa
: complememaclon ¥ proponen que uno CorTesy

porque se inicia el cons mo de aceite.: La (‘ermentacxon se dejo duran(c 48 homs, pero :
) tambxen se tomo una muestra a las 30 para medlr actividad lipolmca

40



" Resultados -y Discusion

A las'30 horas, se pusncron dlfer
como substra(o - se inc

hervidas la reaceion sngum lle vandose a cabo; ya que se eciaba i un color amanllo a
simple vista, Este resuhado mdlca que la enzima de stente. ; Esta
caracteristica puede confenrle lmponanma ndusmal a est lipasa, 'ya'que én la

es termoresi
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- Resultados y Discusion

formulacion de detcrgentes se buscaque las enznmns loleren altas h,mpemluré : Para
definir claramente “el’ patron: de estnbllldnd lermlca, sc rcqulcre medir’'la acuwdad E
resndual alo Iargo de un rango ampho de temperaluras Sm cmbargo'pam Ios I'ncs del,.‘

q iere un ncelle (oln'o yrasol 7
Sm embargo A mg,er no requlere N

ncmo) para que aumenlen los nlvelcs de acuvnda
forzosamente de Ia’ pre dc un !lpldo para sm!euzar la enznma, va que se detecta"
actividad con’ almldon ycon ‘sacarosa como finicas fuerites de carbono Con 'llmldon s¢
detecta ncuvrdad desde Ins ”4 horas de f‘crmentaclon En este org,amsmo sm Lmbar[,o, Ia




Resultados y Liscusion

axima acnvldad en prcsencm de aceite de ohvo se pn.senlo a las 72 horas y con
almidén al 0.1% y aceite al 2%, a las 48 horas (Pokomy, etal., 1994).:.

“EnA mdulum la‘ acn'dad hpolmca ‘en‘los _tiempos cons:derados en cslos
experlmgntos, es mayor.q s horas‘ de (‘ermcmncnon Al lleg,ar a esle uempo, la :

- E} pH de) medlo se alcahmm dumnte ln ferm
vacene Probablememe csla vanacnén en el pH pue

glucosa (concemrac:on represora) :
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Resultados y Discusion

‘Tabla 8. ACllVld’ld hpolluca intracelular de PW-1 y las mutantes con o-nitrofenil
laurato como substrato.

_Actividad intracelular (umoles/min mg)
0.017
0.016
0.002
0.072

Las cb"p:(is CPG1 y "CHAI son insensibles a la represion catabélica por carbono
mediada por la protcina CREA. El alelo mds extremo de cred es credd-30'y por ello se
decidio probar una ccpa con esta caracteristica. La Figura 12 muestra los resultados
obtenidos. En presencia de glucosa al 1% (Figura 12 B), ninguna de las cepas formé un
halo de hidrdlisis mientras que en ausencia de ésta (Figura 12A), sélo crecieron CPG1,
CHAly PW1 yel halo fue evidente.

Figura 12, Crectmu.nm en tributirina 1% (A), en tributirina l% mids glucosa 1% (B) y
tributirina mas glucosa al 0.5% (C). Nétese la formacion de halo Gnicamente en A yen
C (flechas). Orden de las cepas: Primera fila: CPG-1, CHAI; segunda fila: PW-1,
CLKI, CLK4, CLKS.
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X I(e.vvlllalltzv)' Discusion

Cong glucnsa al O 5% (Fxgura !2 C) lodas crecreron v Ias MISmBS cepas mcncnonadds ‘

puesdc fas’ 24 horas de

gel de polmcrulamlda en
condxcmnes desnmurahzantes sm B«mercaplocmnol (Laemh 1970) ‘Despus, se colocd
sobre‘otrvo gel cqn o il lauram disuelto en triton X100 y agarosa al 0.8% y se
incubaroh"é 37°C 45 minutos, En el gel con substrato se observé una mancha
amanlla mdlcando actmdad lipolitica. A esa altura, correspondiente a ta actividad, se
marco con una plpeta pasteur el gel con la proteina ¢ inmediatamente después se tifié con
plata: La F)guraVIB (carriles 2 a 5) muestra el gel de proteina obtenido v se indica fa
banda que corhig;rd con la actividad detectada en el gef con substrato

i 2 3 4 5

38
335

Figura 13. Gelde pohacnlamldn al l()% en Bp'resgncm de SDS tefiido con plata. Se
colocaron 23 pg de proteina en cada carril, excepto en el caso de los marcadares de peso
molecular, donde se pusieron 7 Wl (Sigma). Las flechas sefialan 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, CLK!I. CLK4, CLKS
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Resulrados v Discusion - .

A. nidulans presentd una sola zona con, acuvndad hpolmca deteclablc sobre un gcl con'_‘ :
o-nitrofenil laurato, Estazona fue la mlsmn én todas las cepas; ya que las rhanchas AN
amarillas se presentaron a Ia mlsma altura El'peso n;olecular éproumado aesta allum
fue de 35 kDa. :

El resullado obtemdo con esle gel indica que

n_ldulans probable_menie tenga una soyla‘_' g

tributirina como
condlc:ones de es

la dc ulucbsa (Flgura 14)

Este misma patron se presc en Ia condlcnon de
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I\’r.'.m//m)u_t J Discusicn

Acetato

Arabinosa

Glicerot

Figura 4. Germinacion de la cepa PW-1 v las mutantes CLK1, CLK4 v CLKS en
diferentes fuentes de carbono. Observaciones hechas a las 10 horas de incubacion a

37°C (aumento 40X). Todas las fuentes de carbono al 0.01% , excepto acetato, que esta
ImM, : ’
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Resultados v Discusion |

Por otro Iado Ias epas se eslnaron para alslar colonm )
carbono (1% en todas y. ac‘talo 100 mM Y En'la;
: oblemdos

Butmco

- bien en coloma ulslada (Tabla 9). Estos datos concucrdxm con Ios ¢
(1976) que reportaron el crecimiento de dlCZ mutantes en el metabohs

acidos g 1, sos'de ¢ de
glucosa y lns demas cepas ro..
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Resuluados v Discusion

~de l|pasas “La mummén de CLM mapeada con respecto a los marcadons /uAl pubuAl
y yAZ resultd eslar muy cerca, de olro,marcador. conoc;do como acuL, quc ‘es una
defi cxencm e la malato sintasa.- Esta enzima cs mdlspensablc para et c:clo del Lhoxalato'

B menos |00 individuos de cada cruza.y no se obmvxeron colonias recombmanles capaces

de erecer en acetato :
» Esws rcsultado indit 'ro que la mutacmn de’ CLKI es alehca a ucull (malato
sintasa); la de' CLK4‘es alehca a acul® (PEP carbmwmasa) y la CLKS5 es alélica a acald
(asocltmto hasa) o ;

ESTR TESIS N5 nmepr
SMR DE (4 BusuaTECa



Resultados y Discusion

} Tabla 10. Dlplmdes obtemdos entre las cepas indicadas.
,La X mdlca ue ne

e cn ace}lato ni en tributirina como fuente de carbono

'rasfgtg')"pz;r‘g;’po'

glucoﬁeogéﬁe

J Fl crcctmlemo es menor que la cepa PW 1 que s
pucde obtener acndo butirico como ' fuente. de carbono y degmdarlo por la vxa de la B-
‘oxidacion, ademas de la uullucnon del ghccrol en caso dc que la llpasa de esta c&.pa no
sea espemf' ca. o .
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Resultados y Discusion

Las cepas que crecen en acetalo como tinica fuente de curbono sintetizan L,I ucosa'a
partir de los.interme nos del cxclo de los acnd tncarboxihcos La pnmem enznma

2, Usar una cepa quc no tenga como requenm nto un mmoak d ‘uc ueda emplearsu"

como, fuente de. carbono de tal modo que no haya mlerf‘ercnc:a con” el metodo de ™
scleccmn :
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Resultados y Discisiin

3. Ne es recomendable utilizar un metodo dt. ennquec:mlcmo por i'llmuon porquc fa

lipasa es extracelular. En e! mcdm Ilqutdo, pncdc haber hpasas que prowenen de las’
esporas que si germinan, lo cual: pmporcnonaria los prccursores para aquellus que o
puedan hacerlo. Las ésporas sclccclonadas por lo tanto, no tcndmn lns caractensucas"
deseadas, ‘

o
©



- Conch » R

CONCLUSIONES. -

1. Se aislaron un total de siete’ mutantcs mcapaces de’ crecer en lnhuurma como i'ucnle
de carbano. chhas mutanlcs fueron capnc

mecamsmo mdependlentc ‘de represor CREA' Esta enznma es mducnble, ya‘ quc se
delecra mas acuvndad en presencxa de dcene de o)lvo que en su ausencva
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