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RESUMEN:

En un trabajo previo realizado en este laboratorio, Antier y col.(1993a) obtuvieron cepas
scbreproductoras de pectinasa de 4. niger a partir de la cepa silvestre C28B2S por mutagénesis con
radiacién UV, un grupo de cepas se aislo en medio con ay, = 0.99 y otro con ayw = 0.96. A ambos
lotes se les afladio 2-desoxiglucosa para aislar cepas con desrepresion catabolica. Las cepas aisiadas
en medio con ay = 0.99 (seric DGRAWS9) resultaron ser sobreproductoras en cultivo liquido

mientras que en cultivo solido (A.=0.96) presentaron niveles de produccion menores al de la cepa
silvestre. En tanto las

mut islad

p en a. deprimida (seric DGRAW96) presentaron
sobreproduccion en medio s6lido y menor produccion que 1a cepa C28B2S5 en cultivo liquido.

ey

Dado que la resistencia a 2 desoxiglucosa ha sido relacionada a nivel g > con fend >S
pleiotrépicos de desregulacion de enzimas hidroliticas en trabajos previos (Entian, 1981; Entian y

Mecke, 1982). en este trabajo se propuso dilucidar si la resistencia a 2-desoxi-D-glucoss esta
relacionada a nivel genético con la sobreproduccion de pectinasas en las cepas aisladas por Antier y
col. (1993a). Para determinarlo se realizé la cruza parasexual de cepas de ambos grupos entre si y de
cada una de estas con la cepa silvestre, se deteminaron los patrones de regulacion de pectinasas,
amilasa y sacarasa de las cepas diploides obtenidas, posteriormente se realizd la haploidizacion de
estas cepas y se determinaron los patrones de segregacion cada una de las caracteres genéticas en las
cepas haploides obtenidas. Los resultados encontrados indican que la regulacion catabolica de las

hidrolasas es muy compleja y no parece estar regulada de manera coordinada en las cepas diploides,
las caracteristica de sobreproduccion de pecti

yr cia a 2 DG segregan de manera
independiente y que las cepas de las series DGRAW99 y DGRAWO96 presentan mutaciones

responsables de la desrepresion catabolica y la resistencia a 2DG que son diferentes entre si y entre
las series de mutantes.



1 INTRODUCCION:

La pectina es un polimero de dcido D-galacturonico unido por enlace a glucosidico, que
actua como cementante de las células vegetales (Badui, 1988). Esta molécula tiene uso en la
elaboracion de jal fl como coberturas y rellenos de reposteria, texturizante en helados, salsas,

refrescos y algunas formulaciones farmacéuticas contra la diarrea y ulceras pépticas (Charley, 1987).
de pectina son as de manzana o de citricos (May, 1990).

Las prir ‘r les fuentes comer

s T

La degradacion enzimitica de la pectina es un fenc > AsC 3 & NUMErosos Procesos

biolégicos en vegetales (Alabi y col., 1977, McGuire y col., 1991). Debido a esto las enzimas que
degradan pectina se encuentren ampliamente distribuidas en la naturaleza, tanto en vegetales como en
organismos simbidntes o fitopatogenos (Runlin y col.. 1990). Las pectinasas se utilizan a nivel
industrial para la clarificacion de jugos de frutas y vinos, la extraccion de néctares de frutas tropicales
y nto del rendimi > en la extraccion de jugos de citricos (Ward, 1985).

Las restricciones impuestas por la FDA sobre el origen de las materias primas utilizadas en Ia
manufactura de alimentos y medicinas ha limitado las fuentes posibles de produccion de estas enzimas
para su utilizacion industrial (Bailey y col., 1990). Los organismos aprobados para la produccion
industrial de pectinasas son hongos del genero Aspergilius y sobre todo de la especie Aspergillius

niger (Tsuyumu, 1977).

La produccion industrial de estas enzimas se lleva a cabo por cualquiera de los dos
procedimientos: el liquido y el sélido. El primero es muy utilizado por la facilidad de su control, sin
embargo el segundo rinde mayor cantidad-de enzima por gramo de sustrato, a una concentracion
mayor y es relativamente mas econémico (Pandey, 1992). Debido a esto, en nuestro laboratorio se
han desarrollado estudios para aumentar la produccion de pectinasas en fermentacion solida, asi
como para obtener cepas adaptadas a este tipo de fermentacion. En un estudio previo realizado en
nuestro laboratorio Antier y col. (1993a) aislaron 2 series de mutantes resistentes a 2-desoxiglucosa,

w




de las cuales una serie llamada AW99 resultd sobreproductora de pecti

en fer ion liquida
y la serie denominada AWS6 resulté sobreproductora en fermentacion solida.

En este trabajo se intento determinar si la sobreproduccion de pectinasa y la resistencia a 2-
desoxiglucosa propia de las cepas representativas de las series AW96 y AW99, se debian a una sola

mutacion pleiotrépica, para cada serie de mutantes © se debian a una serie de mutaciones
independientes.

2. INFORMACION GENERAL.
2.1 ANTECEDENTES SOBRE EL ORGANISMO ESTUDIADO- .

2.1.1 Los hongos

Los hongos son organismos eucaridticos, que se caracterizan por: ser inmoviles, presentar
talos, que pueden ser estructuras ramificad n d

micelios o cuerpos mas compactos
denominados basidiocarpos, en lugar de tejidos. Los hongos no realizan la fotosintesis pues son

heterotrofos que viven a partir de la materia organica producida por otros organismos. Pueden
reproducirse por esporas o por medio de la ramificacion de estructuras tubulares y arborescentes
llamadas hifas. Una hifa es una estructura cilindrica que consta de una pared celular que recubre a una
membrana en cuyo interior pueden existir uno o varios nucleos, ademas, puede tener septos que son
paredes internas que cortan la continuidad del citoplasma dentro de la hifa y en algunos casos estos
septos pueden presentar poros que permiten el paso del citoplasma. incluyendo a sus organelos,
estableciendo asi. la continuidad citoplasmica dentro de 1a hifa. Las hifas crecen por extension apical
o de las puntas y se multiplican por ramificacion. En los extremos de estas células es donde se lleva a
cabo la asimilacion de nutrientes del medio y la excrecion de las hidrolasas que son enzimas

extracelulares necesarias para la degradacion de una gran variedad de sustratos complejos.
(Alexopoulos, 1970).




2.1.2 Clasificacion.

Taxonémicamente los hongos estan agrupados en el reino Fungi, la clasificaciéon dentro del
reino es complicada y se basa principalmente en el tipo de estructuras reproductivas que se forman
tanto en los ciclos sexuales como asexuales. En forma mas precisa: la presencia de ciclo sexual, el
tipo de estructuras reproductivas, el nimero de grupos de cc 1 acion y a pr ia o

P

de septos, son los principales caracteres para clasificar a los hongos en 3 grandes grupos
Myxomycota (hongos mucilaginosos), Eumycota (hongos verdaderos) y Lichens (hongos
simbiontes), el grupo de Eumycota se divide a su vez en cuatro grupos que son Ascomicetos,
Basidiomicetos, Ficomicetos y Deuteromicetos (Herrera, 1990) .

2.2 BIOLOGIA DE Aspergillus niger.

Los Deuteromicetos y Ascomicetos son conocidos también por el nombre comiun de hongos

filamentosos porque no forman cuerpos fructificantes o basidiocarpos. sino que se reproducen

exclusivamente en forma de micelos. Han sido considerados por largo tiempo organi s ideal
para el estudio de las caracteristicas fisiologicas y genéticas de los eucariontes debido a su ficil
manipulacion en laboratorio, su capacidad para crecer en medios quimicamente definidos de bajo

costo y la rapidez de su crecimi > que permite obtener varias generaciones en poco tiempo, ademas

de que tradicionalmente se ha utilizado a algunos de estos microorganismos para fermentar alimentos
y como productores de antibioticos y enzimas hidroliticas (Debets, 1990).

Aspergillus niger es un hongo filamentoso perteneciente al grupo de los Deuteromicetos, y a
la familia Eurotium, los cuales se caracterizan por presentar: hifas septadas. esporas asexuales
llamadas conidiosporas, las cuales se encuentran en una estructura llamada conidioforo que al llegar a
la madurez adquiere la forma de un hisopo, aspersor o regadera la cual origina el nombre del género.
Este organismo no presenta ciclo sexual, por 1o que también se le incluye entre los llamados hongos
imperfectos que incluyen otros Aspergillus y algunas especies de los géneros Mucor y Penicillium.

La forma vegetativa o micelio de 4. wiger, de color blanco o amarillento, al llegar a la madurez



produce estructuras reproductivas llamadas conidioforos que dan origen, en el tipo silvestre, a
esporas negras y de ahi ¢l nombre de la especie. Sin embargo, cuando a algin representante de este
grupo se le observa ciclo sexual se le traslada al grupo Ascomiceto y el nombre se cambia de

Aspergillus a Emericela tal es el caso de A. »idul que pr a ciclo sexual por 1o que seria mas
ia de las personas lo conocen y citan

adecuado llamarle Emcricela nidul Sin bargo. la y
con su primer nombre por lo cual se ha conservado (Alexopolous, 1970; Herrera, 1990).

2.3 GENETICA DE Aspergillus niger.

A pesar de la amplia utilizacion de A. niger como productor compuestos de interés para la
industria (dcidos organicos y enzimas). hasta hace poco no se habia iniciado un estudio sistemaitico de
la genética de este organismo. La principal dificultad para el estudio de la genética de este organismo
es la ausencia de un ciclo sexual que permita obtener cruzas entre razas o cepas con distintos
fenotipos. Posteriormente Lhoas (1967) desarrollé un analisis parasexual de la genética de 4. miger.
Este tipo de estudio consiste en la recombinacion de material genético a través de la anastomosis de
las hifas. Pero su trabajo habia tenido continuacion solo esporidica hasta el establecimiento del grupo
de Bos y col. (1988) quienes realizaron estudios sistematicos de la genética de este organismo.

La reseiia de los trabajos del grupo de Wageningen sobre la genética de 4. miger incluye los
siguientes resultados: Bos y col. (1988) obtuvieron una cepa maestra con marcadores en 6 grupos de
union, Bos y col. (1989) mapearon los genes para la sintesis de adenina y pirimidina y encontraron
evidencias de un séptimo grupo de unién. Debets y col (1989) reportan el uso de las nistatina para
obtener auxotrofas dobles en cepas diploides de A. »yiger, y el mapeo del v grupo de union. Swart y
col. (1990) localizaron los genes que modifican la sintesis de glucosa oxidasa. Debets y col. (1990)
reportaron el aislamiento de cepas resistentes a clorato. Debets y col.(1991) reportaron la utilizacion
de novozima para el enriquecimiento de diploides. Swart y col. (1992) mapearon los genes de

arginina y prolina. Bos y col. (1992) describieron un método de enriquecimiento de mutantes por
1 ion de m auxotrofas, Bos y col.

P

filtracion y la utilizacion de novozima para la
(1993) reportaron y analizaron el hallazgo de un octavo grupo de union con lo cual completaron el



marcaje de 10s 8 cromosomas de 4. niger. Bos y col. (1993) publicaron el mapa genético de 4. niger
donde localizaron una serie de genes de auxotrofias y resistencia que podria ser muy Gtil para el
seguimiento de los estudios genéticos de este hongo. De esta manera se pudo contar con un conjunto
de mutaciones localizadas en cada uno de los cromosomas de 4. niger (Tabla 1).

Tabla 1. Mapa de Grupos de Union de 4. niger

I S Tl iv v VA Vil Vil
acrA adeC adeB adeA argA argE adeF crnAd
brnA argH adeE adeD argB argG cnxC crnB
cnxF hisA adeG argF hisB argk IysF niaD
cnxG hisD argD cnxB metB cnxA nicB nird
cysB hisE argl cysC nicA cnxE oliCC pyvrD
SvnA hisF biod hisC Pphed IysB PrE
metC hisl bioB leud pPheB ysD wpB
metD lenC cnxD leuB serA pabA trpE
nirA kenkE cysA lenD pabC
olvA4 pabB hisH IysC pabD
pyrC lysA mrB DedxA
wpA IysE norCC proA
pdxB ntrD proE
proB pyrB
proC
proD
pyrd

thid
Simbolos de los genes: (Las auxotrofias a aminoacidos estan marcadas segun el codigo de tres
letras): acr. resistencia a acriflavina; bio, auxotrofia a biotina; brn, conidiosporas de color café; cnx,
resistencia a clorato que no puede utilizar nitrato como fuente de nitréogeno: crn, resistentes a clorato;
fwn, conidioporas de color carne; nic. auxotrofia a nicotinamida. ntr, auxotrofia a nicotinamida o
triptofano; oli: resi ia a oligomicina; olv: conodiosporas de color verde oliva; pab, auxotrofia a
acido p-aminobenzoico; pdx. auxotrofia a piridoxina; pyr. auxotrofia a pirimidina; nia, resistencia a
clorato por nitrato redt 2 nir, resi ia a clorato (gen de regulaciéon de la reduccion de

nitrato)(Bos y col, 1993).




2.3.1 Dificultades de la genética de Aspergillus niger.

La razon principal para el retraso en el estudio genético de A. siger es que pertenece, como se
mencioné anteriormente, al grupo de los Deuteromicetos. los cuales por regla no presentan ciclo
sexual. Esta caracteristica impide la recombinacién sexual del material genético, por lo que estos
organismos han desarrollado un sistema para llevar a cabo esta recombinacion que se observa ain en
los casos en que también existe ciclo sexual como es 4. widulans. Este ciclo se denomina parasexual

y consiste de los siguientes pasos:

1) Plasmogamia durante la cual se lleva a cabo la union de dos hifas con una mezcla heterogénea de

nucleos haploides situados en el interior de 1a mi célula (h 'OCAY ).

2) Cariogamia en la que se unen dos nucleos haploides dentro de la misma hifa, con lo que se obtiene

una coleccién de nacleos diploides.

3) Multiplicaciéon simultinea de los nicleos haploides y diploides en un micelio compartido.

4) Recombinacion mitotica ocasional de los nucleos diploides durante su multiplicacion, los

cromosomas de ambos nucleos llevan a cabo un intercambio genético, es este paso el que divide al
ciclo parasexual del sexual. ya que en este ultimo la recombinacion esta guiada por la célula durante

la meiosis, mientras que en el ciclo parasexual se lleva a cabo en frecuencia muy baja.
5) Diseminacion aleatoria de los nucleos diploides entre distintos fragmentos o regiones del micelio.
6) Haploidizacion ocasional de los nucleos diploides y aparicion de nuevas cepas haploides.

(Pontecorvo y col., 1953a; Pontecorvo y col., 1953b; Pontecorvo y col., 1959; Bos y col., 1988; Bos
y col. 1993). ’



Figura 1. Ciclo de Vida de 4. niger.
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En el inicio del ciclo parasexual se forma el micelio heterocarion por anastomosis o fusion de
dos hifas somiticas de constitucién genética diferente. Algunos nucleos se fusionan creando
estructuras diploides que consisten en dos nucleos que comparten la misma membrana.

Probabl X nacleos se multipli a la misma velocidad que los haploides pero siempre se
presentan en frecuencias mucho mas bajas (entre 10-5 y 10-6). Durante la multiplicacion de los

nucleos diploides se da. aleatoriamente, el entrecru iento del ial genético que se presenta
segun Pontecorvo con una frecuencia SO0 veces menor a la observada durante el entrecruzamiento
sexual (Pontecorvo y col., 1953b).

Una cepa diploide perdera gradualmente sus cromosomas y eventualmente volvera al estado
haploide. En el laboratorio se puede acelerar este fenomeno usando dosis subletales de para-
huorofenilalanina (Lhoas, 1971) o benomil (fungicida del grupo de los compuestos carbamilos)
(Hastie 1970). Debets y col. (1989) encontraron que la utilizacion de para-fluorofenilalanina resulta
ineficiente para la obtencion de segregantes de 4. niger y recomiendan la utilizacion de benomil, que
permite obtener una alta frecuencia de segregantes con crecimiento mas vigoroso. Los haploides

resultantes de esta segregacion de los diploides contendran unos cromosomas de un padre y otros del




otro y por este rearreglo se pueden asignar mutaciones a un cromosoma especifico, mediante un

anidlisis de segregacion tipo mendeliana (Lhoas, 1971; Hastie, 1970)

Estos procesos pueden utilizarse para mapear una mutacion en una cepa dada, pero se

necesita que la mutacion sea fenotipica o bioquimi € recc ible. También se necesita que las
mutaciones de cada una de las cepas por cruzarse, sean complementarias entre si, 1o que permitira la
seleccion de los heterocariones por crecimiento en un medio adecuado de seleccion. Por ejemplo; el
cruce de dos Otrofas disti que al complementarse en el heterocariéon pueden crecer en medio

minimo. A continuacion se induce a esa cepa a realizar el ciclo parasexual con una cepa maestra la
cual cuenta con un marcador genético para cada cromosoma. es decir tiene una mutacion
fenotipicamente reconocible en cada uno de sus cromosomas que pueden ser alteraciones

morfolégicas (color), resistencia a inhibidores o auxotrofias (Bos y col, 1988).

Analizando la segregacion de los haploides, a partir de diploides heterocigdticos entre la cepa
mutante y la cepa maestra, se puede observar que la mutacién por localizar se presentard en
combinacion con cada una de las mutaciones de la cepa maestra en proporciones iguales, excepto
para una, que presentara una proporcion mucho menor a las demas; esto indica que el gene que se
desea mapear se encuentra en el cromosoma equivalente a aquel donde se encuentra el marcador, y
puesto que solo uno de los dos se conserva, solo se observara una de las dos mutaciones (Bos y col.,
1988). La posibilidad de observar en un determinado caso las dos mutaciones del mismo cromosoma
en un organismo puede deberse a el entrecruzamiento mitdtico, que por medio de intercambio de
DNA entre los cromosomas, podria poner ambas mutaciones en el mismo cromosoma (Pontecorvo y
col.,, 1953a; Pontecorvo y col., 1959; Bos y col., 1988; Bos y col. 1993).
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Figura 2 Anilisis por haploidizacion

2.4 Antecedentes sobre ¢l sustrato utilizado.

2.4.1 PECTINA.

Las moléculas de pectina son heteropolimeros lincales de moléculas de acido galacturdnico
unidas por enlaces a 1-4 glucosidico, que se clasifican con diversos nombres de acuerdo al grado de

esterificacion del carbono 6 de los residuos de acido galacturonico.

A) Acido péctico: En estas moléculas los grupos carboxilicos de los residuos de acido galacturénico
no estan esterificados, pudiendo ser ocupados por iones divalentes como magnesio lo que facilita su

solubilidad en agua.

10
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B) Pectina: Presentan diversos porcentajes de esterificacion que van del 50 al 85% (alto metoxilo) o

de menos del 50% (bajo metoxilo).

C) Protopectina: En estas moléculas mas del 85% de los grupos carboxilo estan esterificados, lo que

disminuye su solubilidad acuosa.

En do natural pueden pr ar trazas de azicares neutros como ramnosa, fucosa, xilosa y

arabinosa como cadenas laterales a la estructura principal (May, 1990).

ante entre las células vegetales y se encuentran
d rollo. Ad ds de

Estas moléculas actuan como ial
presentes en proporciones variadas en los tejidos vegetales a lo largo de su
esta funcion la pectina tiene un papel como barrera de proteccion contra virus, bacterias y hongos
fitopatogenos, los cuales se ven obligados a digerir primero la capa de pectina antes de alcanzar la

célula vegetal (Charley, 1987; May, 1990).

Debido a la propiedad de la pectina para formar geles en solucion acuosa ligeramente acida,

tiene una gran variedad de usos dentro de la industria alimentaria como materia prima para la
en flanes y mayo . como bilizante de

elaboracion de jal y mermeladas; como esp:
leches y bebidas lacteas fermentadas. como texturizante en helados, refrescos y jarabes; y en la

industria farmacéutica se utiliza como material absorbente para la elaboracion de preparados

antidiarreicos (Charley, 1987; May, 1990).

2.5 Antecedentes sobre Ias enzimas estudiadas.

2.5.1 PECTINASAS.

Las pectinasas son una familia enzimaitica muy amplia que degradan la pectina, se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza. y se han dividido para su estudio en diferentes tipos de

:
!
i
H
!
i
H
i
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acuerdo al modo de ataque que presentan hacia la molécula de pectina, de modo que encontramos la

siguiente division (Ward, 198S8):

A) Pectinesterasas: que atacan el enlace éster entre el metoxilo y el carbono 6 de cada residuo de
acido galacturdnico de la cadena de pectina.

B) Despolimerasas: que rompen el enlace a-1.4 glucosidico entre dos residuos de icido

gala onico ady y que se dividen a su vez en:

I Li : bién 11 das transelimi que romp el ! glucosidico por B-eliminaciéon
formando un doble enlace entre los carbonos 4 y S del extremo reductor recién formado, y que se

dividen a su vez en:
1) Exopectatoliasas: que liberan dimero insaturados a partir del extremo reductor de la pectina.

2) Endopectatoliasas: que rompen la molécula de manera aleatoria a lo largo de toda la cadena,
produciendo una serie de oligogalacturonatos de distintos tamafios. que sigue atacando hasta

reducirlos a dimeros o trimeros de galacturonato.

1I) Hidrolasas: que rompen el enlace glucosidico por hidrolisis, dentro de estos dos grupos se realiza

una segunda division analoga a las liasas:

1) Exopoligalacturonasas: Liberan galacturohatos o metilgalacturonatos a partir de la cadena de

pectina por la inclusion de una molécula de agua.

2) Endopoligalacturonasas: Ataca la molécula de manera aleatoria, liberando finalmente dimeros y

trimeros de galacturonato (Ward, 1985; Tuttobello, 1961).



Debido a la amplia distribucion de la pectina en los tejidos vegetales, la degradacion
enzimitica de la pectina esta asociada con numerosos procesos biologicos. como es la caida de las
hojas durante el otofio en arboles caducifolios, la maduracion de los frutos y el crecimiento de los
vegetales (Alabi y col. 1977), ademis la degradacion se r

iaci bidticas entre los vegetales con algunos microorganismos y durante los procesos de

durante el establecimiento de

ataque por organismos fitopatogenos (McGuire y col.. 1991). La degradacion de pectina también esta
involucrada en la digestion de los animales herbivoros. (Rambouts y Pilnik, 1980, Runlin y col.,
1990).

Gracias a la pr ia de la pectina en los tejidos vegetales, 1a utilizacion de las pectinasas esta
ampli relaci da con la obtencion y procesamiento de productos vegetales, como son

principalmente la clarificacion de jugo de manzana, zumo de uva, la modificacién de texturas de
jaleas y mermeladas y 1a maceracion de tejidos vegetales (May, 1990).

Debido a la gran distribucion de las pectinasas en la naturaleza, los organismos capaces de

1 .

sintetizarlas son muy variados incluyendo princip e ias, pl superiores, protozoos y

hongos tanto fitopatogenos como saprofitos. Dentro de este ultimo grupo 4. niger es el unico que
cuenta con la aprobacion de la FDA como libre de cualquier efecto toxico (Tsuyumu, 1977), por lo
que ha sido ampliamente utilizado para la obtencion de acido citrico y enzimas hidroliticas de uso
industrial, en especial pectinasas (Bailey y col., 1990), ya que ademias tiene las ventajas de
sintetizarlas en cantidades significativas y de excretarlas al medio lo que facilita su recuperacion a

nivel industrial.

2.6 Regulacion de 1a si isde i

Los hongos filamentosos como 4. miger son tipicamente organismos saprofitos. por lo que
secretan una gran variedad de enzimas que les permiten la asimilacion de polimeros complejos de

tejidos animales y vegetales que utilizan como fuentes de carbono y nitrogeno, sin embargo no seria
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eficiente enérgicamente para un hongo si izar contin todas las enzimas hidroliticas de que
es capaz, en cambio los hongos filamentosos sintetizan y secretan en grandes cantidades solo las
enzimas hidroliticas necesarias para degradar el sustrato en ¢l medio en el cual se desarrollan, a esta

caracteristica se le llama control de la expresion genética (Debets, 1990, MacKenzie, 1993).

El esquema actual de la regulacion de la sintesis de proteinas en hongos, esta basado en tres

2, 3 h

a) Gen regulador. Gen que puede localizarse antes o después del gen estructural, asi como en alguna
otra regidon de DNA, que codifica para un producto que regula la transcripcion del gen estructural.

b) Promotor. Es un sitio de fijacion de represores o activadores . es donde inicia la lectura del gen
estructural por la RNA pol. Esta formado por varias secuencias como son la caja TATA, CAT, CG,
responsables de los niveles basales de transcripcion de los genes. La union del represor al operador
evita la transcripcion de los genes estructurales, mientras que la union de un activador aumenta la
transcripcion del gen estructural.

c) Gen estructural. Es la region de DNA que codifica para una macromolécula ({RNA, mRNA o
proteina) que puede tener una funcion estructural o catalitica.

REGULACION NEGATIVA: En condiciones normales.. la union continua del represor con el
promotor impide la transcripcion del gen estructural, cuando el inductor se halla presente se une al
represor, impidiendole que se una al promotor. lo que permite la transcripcion de los genes
estructurales. Solo algunos genes de Aspergillus se han reportado con este sistema de regulacion
(Mackenzie y col. 1993).

REGULACION POSITIVA: Se han localizado varias proteinas que se unen a los promotores en

presencia del inductor aumentando los niveles de transcripcion del gen estructural. Estas proteinas se

denominan factores de transcripcion. Se han formulado varias hipotesis para explicar la regulacion de

14



del ind or modifica estructuralmente a

estas proteinas: En Ia primera se propone que la pr
las proteinas habilitandolas pars unirse a la region del promotor, la segunda hipétesis propone que la
presencia de glucosa promueve la fosforilacion de los factores de transcripcion permitiendo la unién
de estas proteinas a las regiones promotoras aumentando la transcripcion del gen estrucural. También
se han localizado promotores sensibles a nitrogeno, azufre y fosforo, incluso el gen pacc de A.
nidulans el cual modifica Ia expresion genética positiva o negativamente dependiendo del pH

extr lular (Mack ie y col.,1993; Ronne, 1995).

En el caso de los hongos filamentosos la regulacion de la sintesis proteica se realiza a

diferentes niveles (MacKenzie y col., 1993; Ronne, 1995).

a) Secuencias promotoras en la regién reguladora de cada uno de los genes. Este tipo de
regulacion de la expresion genética en los hongos filamentosos se realiza por la actuacion de varias
sect i leotidicas anteriores al gen estructural que promueven la transcripcion del gen al que
que estas secuencias son responsables de los niveles basales de la expresion

per se pi
enzimitica.

b) Secuencias de DNA responsables del control genético por induccién. En estas secuencias es
donde se unen proteinas represoras o activadoras, las cuales actian como reguladores de la respuesta

de induccion y represion.

c) Retroalimentacién de una ruta metabdlica especifica. Dentro de la regulaciéﬁ por
retroalimentacion se ha identificado, una serie de proteinas activadoras que se unen al DNA en
regiones de control, pero se han ido encontrando un numero creciente de represores. Estos
activadores o represores actuan no solo sobre un gen, sino sobre un grupo de genes involucrados en
una ruta metabdlica. como es el caso del gen a/cR de A. nidulans que promueve la expresion de los
genes inducibles alcA, alcR, aldA involucrados en el metabolismo del etanol (Kulmburg y col., 1992;

Schneider y col., 1971).

15

B A SIS E e

1
:
5
4




d) Regulacién global que depende de los niveles de carbono, nitrogeno o fosforo. La expresion de
muchos genes esta regulada ademas por controles globales, que son mediados por un numero

.relativamente pequefio de protei reguladoras. de modo que, los niveles de carbono, nitrogeno,
fosforo o azufre detiene o aumenta la expresion de algunas enzimas o de vias bolicas pl

Se ha encontrado que las proteinas responsables de la regulacion imitica son frecy

similares entre grupos afi (Zi y col.. 1977; Mackenzie y col., 1993).

Es de especial interés la regulacion catabodlica por carbono en la cual la expresion de un
determinado grupo enzimitico no solo esta dictado por la presencia del inductor, sino principalmente
por Ia ausencia de glucosa o algun otro azucar de asimilacion mas sencilla en cantidades apreciables.
En A. nidulans se han localizado 3 genes involucrados en represion catabdlica por carbono creA,
creB y creC. creA es un inhibidor que actua uniéndose al DNA en multiples zonas capaces de
aceptario y que han sido localizadas en 4. widulans, Neurospora crasa y Trichoderma viridae. La
delecion o m ion de los sitios de union a creA en el DNA impide la represion por glucosa del gen

en cuestion, sin afectar la regulacion de los demas, pero la mutacion del gen cr¢eA produce mutantes
desreprimidos cataboli e en una amplia variedad de enzimas ( Mackenzie y col., 1993).

La evidencia acumulada sugiere que los sitios de regulacion por union de proteinas
disponibles pueden sobreponerse o ser adyacentes unos a otros indicando una competencia por unién
al DNA de tal modo que la expresion de una proteina especifica seria resultado de la suma de efectos

causados por esta comp ia (N y col., 1994).

Otro nivel de regulacion se localiza a nivel postranscripcional y mas especificamente en el
procesamiento postraduccional en el lumen del reticulo endoplasmico, donde se modifican las

proteinas a secretarse principalmente por el proceso de glucosilacion.

De este modo la regulacion de la expresion enzimatica en hongos filamentosos queda

ordenada de la siguiente manera:



Las enzimas se manti expresandose de manera constitutiva en cantidades bisales muy

pequeiias, debido a 1a pr ia de ias promotoras en las inmediaciones del gen estructural;
ademas, en pr ia del ind or, el represor se une a este y libera el sitio de union del gen
regulador, pero con concentraciones altas de glucosa los sitios de union a proteina son pados por

inhibidores de tipo creA. Al disminuir la concentracion de glucosa en el medio se inicia 1a liberacion
de los sitios de regulacion, al separarse el inhibidor del sitio de union, es sustituido por factores

especificos de transcripcion, de tal modo que las enzimas empiezan a secretarse dando origen a mas

d llevand a un control por retroalimentacion con el sustrato. Ademias las
condiciones prevalecientes en el medio promueven modificaciones postranscripcionales en las
proteinas (Acufa-Arguelles y col, 1995; MacKenzie, 1993), dentro de las modificaciones

pc

mas impor se ha estudiado la glucosilacion de las proteinas en relacion
con la eficiencia de la secrecion en el caso de la quimosina en Aspergillus niger Var. awamori (Berka
y col., 1992).

2.7 Resis ia a 2-d igl

El sistema de regulacion de la sintesis de proteinas, que permite al hongo sobrevivir y
producir enzimas de manera_ eficiente, es un gran obsticulo para incrementar la produccién
enzimitica en cepas de interés industrial. Debido a esto es que se ha intentado modificarlo,
especialmente en la regulacion catabolica por carbono, ya que la induccion de algunas enzimas
requiere substratos caros. haciendo poco rentable su utilizacion. En cambio una cepa mutante
constitutiva podria sintetizar estas enzimas utilizando mezclas de substratos en los cuales se
encontrara presente la glucosa o sacarosa (Chopra y Mehta, 1985).

Una aproximacion para resolver este problema es la seleccion de cepas desreprimidas
catabolicamente por medio de la utilizacion de analogos toxicos de glucosa, las cuales son moléculas
que dafian a las células normales que no incorporan otras fuentes de carbono, mientras que las cepas

desreprimidas que incorporan fuentes de carbono alternativas diluyen el efecto toxico (Allen y col,
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1989). Muchas de las mejoras y estudios sobre cepas hiperproductoras de enzimas ha provenido del

aislamiento de mut resi a los andlogos toxicos de azucares, como lo son isémeros "D" o
ciertos derivado metilados. En general, estos anilogos de sustrato ocupan el sitio activo de una
enzima dada que los reconoce, pero, al no presentar la misma estructura que el sustrato original, no
pueden ser degradados, bloqueando esa determinada via metabolica (Lehninger, 1979).

Un ejemplo claro de este caso es la utilizacion de la 2-desoxiglucosa (2DG) (Allen y col.,
1989). De entre los analogos toxicos de azucares, 1a 2DG ha sido ampliar da debid

> a que,
ademis de no ser metabolizable, actia como un represor gratuito para un cierto namero de enzimas,

por lo cual. las mutantes que sean resi es a ellay cap de crecer en su presencia pueden llegar
a exhibir el fenomeno de desrepresion (Novak y col., 1991).

La 2DG es un anilogo de la glucosa en el cual el grupo hidroxilo del carbono 2 esta sustituido
por un atomo de hidrogeno. La 2DG no es un compuesto toxico en si para los hongos filamentosos,
sino que requiere ser fosforilada por la hexoquinasa formando 2-desoxiglucosa 6-fosfato (2DG6P)
que inhibe la actividad de la fosfohexosa isomerasa y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. La
acumulacion de este compuesto bloquea la glucolisis produciendo un déficit de fosfato y por ende
una disminucion de los niveles de ATP; ademas la acumulacion de este compuesto impide el consumo

de otros azucares. con lo cual se bloquea la sintesis de polisacaridos, y la formacidén de Ia pared

celular se detiene produciendo rompimiento de las puntas de las hifas; todo esto produce la reduccion
del crecimiento del hongo e incluso su muerte (Moore. 1981).

Se han reportado mutantes resistentes a 2DG en los que se presentan asociados a tal
resistencia efectos pleiotropicos sobre el funcionamiento de las proteinas de transporte de la
membrana celular y los fenomenos de represion general por glucosa (Entian, 1981 Entian y Mecke,
1982: Allen y col., 1989).

Sin embargo. el crecimiento de los hongos filamentosos no es inhibido uniformemente por la

2DG: se han reportado cepas resistentes de N. crasa, A. nidulans y A. niger;, e incluso puede ser
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metabolizada por otras y ser usada como unica fuente de carbono; como es el caso de algunas
especies de Aspergillus sp (Moore, 1981; Allen y col., 1989; Antier y col., 1993a).

Los i >s de resi ia a 2DG en hongos filamentosos, han sido estudiados
principalmente en N. crassa y A. nidulans, y al parecer existen 3 métodos de resistencia en las cepas
aisladas como resistentes a 2DG en estos microorganismos que son: 1) No permitir el ingreso de la
2DG a la célula; 2) Fosforilar deficientemente 1a 2DG; 3) Desfosforilar 1a 2DG dentro de la célula y
evitar asi la acumulaciéon de la 2DG6P; ademas de la utilizacion como fuente de carbono ya citada.
Las mutaciones que confieren resistencia a 2DG en N. crasa han sido localizadas en 4 locii diferentes

pertenecientes al menos a tres cromosomas distintos, lo que indica que los fend s de resi
son variados y posibl actuan a diferentes niveles (Moore. 1981 Allen y col., 1989).
Figura3. M i bs de resi ia a 2DG en Hongos Filamentosos.

MECANISMOS PROPUESTOS DE RESISTENCIA 2DG EN
HONGOS FILAMENTOSOS (Moore. 1981: Allen. 1989)

Pi
F
20G - —.6 GK 2DG6P 20G
[ ]

Efectos de ls 2DGE6P:

1. Inhibicién de la glucolisis.
P= permeass 2. Represibn catabélica.
GK= glucocinsse 3. Inhibicién de sintesis de pared.

F= fosfatasas
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2.8 Obtencién de pectinasas de 4. niger.

Existe un gran interés en la utilizacion de 4. niger para transformar desechos agro-industriales
en metabolitos de valor comercial por medio de fermentacion en medio solido, principalmente por
que se ha reportado que el método de cultivo sdlido imparte algunas caracteristicas diferentes a los
microorganismos en comparacion con el cultivo liquido, entre ellas algunas enzimas que son
intracelulares en cultivo liquido se excretan al medio en cultivo solido facilitando su recuperacion.
Algunas enzimas no presentan represion catabolica en cultivo sélido y presentan también

caracteristicas modificadas, en especial la termorresi ia y difer patrones de glicosilacion
(Hesseltine 1972, Moo-Young. 1983. Tengerdy. 198S; Grajek y Gervais, 1987 Viniegra, 1988,
Pandey, 1992; Shankaranand y col., 1992; Solis-Pereira y col., 1996; Acufia-Argiielles y col., 1995).

Exi dos si de cultivo para la obtencion de enzimas de hongos filamentosos que son

el cultivo liquido o fermentacion sumergida en la que la cantidad de agua es tal que el sustrato se
halla en suspension y el cultivo o fermentacidon solida en el cual el crecimiento del microorganismo se
da sobre una matriz sélida con una cantidad de agua tal que no excede la capacidad de retencion de

dicha matriz (Heseltine, 1974)

La fermentacion sumergida se da en una matriz liquida. lo que da homogeneidad al medio
facilitando el control de la fermentacion, ademas los desechos metabolicos y el calor se dispersan
facilmente por lo que no son un limitante al crecimiento del microorganismo; mientras que el medio
de cultivo sdlido es heterogéneo dificultando tanto el control como la dispersion de los limitantes de
crecimiento, los hongos crecen en contacto directo con el sustrato dificultando la estimacion de Ia

biomasa (Rimbault, 1981).

Muchos microorganismos pueden crecer en fermentacion en medio solido pero los hongos
filamentosos han sido los mas empleados a nivel industrial. De entre todos los hongos filamentosos
que han obtenido importancia economica se encuentran los Phycomicetos (géneros Mucor y

Rhizopus). los Basidiomicetos y los Ascomicetos (Aspergillus y Penicillium), que producen proteinas,
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biomasa, enzimas (amilasas, pectinasas, galactosidasas ¢ invertasas) y antibidticos (Moo-Young y
col, 1983) .

La mayor diferencia entre ambos sistemas de cultivo desde el punto de vista fisiologico para
los microorganismos lo constituye la cantidad de agua disponible para su crecimiento es decir la
actividad de agua (a,,). Scott en 1950 definio la actividad de agua como el resultado de la division de
la presion de vapor de agua de un sustrato entre la presion de vapor del agua, al multiplicar este valor
por 100 se obtiene la humedad relativa de la atmosfera que esta en equilibrio con la del sustrato. La

razoén por la cual es mejor utilizar a,, que contenido de agua al definir el crecimi microbiano es

por que los microorganismos no reconocen el contenido de agua del material, sino el contenido de
agua utilizable el cual es facilmente medible con un aparato especifico que mide la presiéon de vapor
emitido por una muestra especifica. (Hahn, 1986)

Los efectos que se derivan de una disminucién en la actividad de agua sobre los
microorganismos son multiples y han sido estudiados incluyendo la acumulacion de metabolitos
osmorreguladores y compatibles como aminoacidos neutros, KCl y betaina en bacterias y polioles
como arabitol, xilitol y glicerol en eucariotes. También se han encontrado modificaciones en el
transporte de azucares, la composicion de la pared. la membrana celular y en la actividad enzimitica
(Grajek, 1984; Gervais, 1988; Hahn, 1986. Maldonado y col. 1989; Pandey, 1992. Prior, 1990).
Mientras las bacterias y las levaduras requieren de alta actividad de aguas, los hongos filamentosos
pueden crecer a a,, de hasta 0.85, y son microorganismos favorables para la fermentacion solida.
Pandey (1992) y Hahn (1986) reportan que una baja a,, favorece la germinacion y el crecimiento
miceliar de los hongos (Hahn, 1986; Pandey, 1992: Raimbault, 1981).
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3 ANTECEDENTES DE ESTE TRABAJO.

En el laboratorio de enzimologia industrial de la UAM-1 se han realizado estudios sobre 1a
fisiologia y mejoramiento genético de 4. miger para obtener mutantes sobreproductores de pectinasas
en fermentacion solida, debido principalmente a las caracteristicas novedosas que se pueden observar

en este medio.

Antier y col.(1993a) utilizaron una cepa silvestre de 4. niger denominada C28B25 que fue
aislada de un cafetal del estado de Chiapas por Aquiiahualt y col. (1987) como sobreproductora
natural de pectinasas en cultivo solido. Esta cepa fue mutagenizada por medio de radiacién UV, las
esporas mutagenizadas se germinaron en dos lotes: uno en agar con ay, = 0.99 y Otro en agar con ay,
= 0.96 deprimida con etilenglicol. A ambos lotes se les afiadio 2-desoxiglucosa para aislar cepas con
Uesrepresion catabolica. A las mutantes obtenidas se les determino la actividad pectinolitica mediante
la deteccion de halo de hidrolisis en placas de agar con pectina y las que presentaron mejor relacion
halo de hidrolisis/tamafio de colonia fueron seleccionadas para determinar sus niveles de produccion

de las enzimas en medios liquidos y sdlidos.

Las isladas en dio con a,y = 0.99 resultaron ser hiperproductoras en cultivo liquido

i o

mientras que en pulpa de café (A.=0.96) presentaron niveles de produccion menores al de la cepa
silvestre (C28B25). En tanto las cepas mutantes aisladas en a. deprimida presentaron
sobreproduccion en medio solido y menor produccion que la cepa C28B2S en cultivo liquido. Las
cepas aisladas en medio con a,y = 0.99 se denominaron serie DGRAW99 (resistentes a desoxiglucosa
en medio con a,, = 0.99) y las obtenidas en medio con ay, = 0.96 se les llamé DGRAW96 (resistentes
a desoxiglucosa en medio con ay, = 0.96) (Antier y col., 1993b; Minjares, 1992) .

En un estudio genético realizado por Loera (1994) sobre las mutantes obtenidas por Antier y
col.(1993a) se obtuvieron una cepa diploide a partir de las cepas mutantes DGRAWS9-11I
(sobreproductora de pectinasas en medio liquido y resistente a 2DG) y la cepa mutante DGRAW96-4
(sobreproductora de pectinasas en medio solido y resistente a 2DG). la cual presento una sensibilidad

[}
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a la 2-desoxiglucosa igual a la de la cepa silvestre C28B25 y sobreproduccion de pectinasas en medio
liquido.

iglucosa es diferente para

Estos resultados indican que, Ia mutacion de resi ia a 2-d
cada una de las mutantes, mientras que la mutacion responsable de la sobreproduccién de pectinasas
presenta dominancia. Por lo tanto, es importante determinar si se trata de una mutacién puntual
iones difer lo que da estas caracteristicas a las mutantes ya que

pleitrépica o si son dos
esto definiri la estrategia sub te para el mej iento de las cepas.




4 HIPOTESIS DE TRABAJO:

En base al marco tedrico se proponen las siguientes hipotesis:

1- Suponemos que las cepas aisladas por Antier y col.(1993a) presentan el fenotipo de AW96 o
AW9 causado por mutaciones pleiotropicas que confieren resistencia a 2DG y desrepresion de la

sintesis de alguna enzima.

2- Las mutaciones pueden ser distintas para las cepas especializadas en fermentacion soélida y en
fermentacion liquida, (AW96 y AW99) respectivamente.

3- El andlisis genético es capaz de distinguir estas alternativas

La demostracion de estas hipotesis permitira sistematizar la busqueda y la modificacion de los
mecanismos regulatorios para la sintesis de las enzimas, facilitando la obtencion de cepas

sobreproductoras de interés industrial.

La caracterizacion genética de cepas resistentes a 2DG y sobreproductoras de pectinasa
ayudara a este fin, como lo demuestran los resultados obtenidos al analizar las mutaciones cre
(Dowser y col. 1991) en ese estudio se demostrd la presencia de un represor comun a diversos
sistemas productivos, este conocimiento ha permitido obtener mutantes de este tipo que son de gran

interés para aumentar la produccion de enzimas y antibiéticos
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S OBJETIVOS.

En este trabajo pretendemos contestar la siguiente pregunta: ;A nivel genético cual es la
ion de pecti en distintas cepas AWS6 y

relacion entre Ia resistencia a 2DG y la sobreprod
AW99 derivadas de C28B257.

La estrategia experimental que seguimos, consiste en utilizar el ciclo parasexual de 4. niger
para realizar cruzas entre cepas con diferentes grados de resistencia a 2DG. El comportamiento i
exhibido por las cepas diploides podria dar una primera indicacion acerca del tipo de mutacion i
responsable de la resistencia a 2DG en las cepas resistentes. Posteriormente se realizé la :
haploidizacion de las cepas diploides, para analizar los patrones de segregacion de la resistencia a 3
2DG. Esto podria dar una indicacion acerca de la ubicacion y tipo de mutacion responsable de la !
resistencia 8 2DG en medio sdlido y en medio liquido. Ademis estos experimentos podran aportar {
lacion de si is de protei inducibles en medio sélido y liquido, ,

informacion acerca de la regt
tanto en las cepas diploides. como en las cepas segregantes.

La estrategia ideal seria la obtencion de una cepa maestra isogénica a las mutantes, pero la
po. por lo que nos limitaremos a la obtencion de una serie de

ob i6n requiere d jado ti
cepas con marcadores individuales que permitan entre otros estudios el mapeo de las mutaciones :
responsables de la resistencia a 2DG y la sobreproduccion de pecti en las cepas mutantes y ,

después puedan utilizarse para la obtencion de una cepa maestra por recombinacion mitotica.

Cabe aclarar que en este estudio no se pudo utilizar la cepa maestra de 4. niger 350-52 .
donada por el grupo de Wageningen, debido a que Loera (1994) no pudo obtener heterocariones con
ninguna de las cepas derivadas de 4. wiger C28B2S, lo cual indica que pertenece a otro grupo
genético, incompatible con el de C28B25. Por ello se tuvieron que d rollar mu auxotroficas

nuevas derivadas de C28B2S.
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Para cumplir con lo anterior se prop los sigui objetivos:

1) Obtencién de cepas derivadas de la silvestre C28B25 portadoras de marcadores genéticos
adecuados tales como, la auxotrofias y la resistencia a acriflavina, oligomicina y clorato.

2) Realizar ¢l anilisis de haploidizacion de cepas diploides resultantes de la cruza de las cepas
portadoras de marcadores con las cepas DGRAW99-III4RG- y DGRAW96-44RG- obtenidas por
Loera (1994) a fin de obtener las proporciones de segregacion de unas mutaciones con respecto a los
marcadores y llevar a cabo el mapeo de las mutaciones de resistencia a 2DG y la sobreproduccion de
pectinasas en uno y otro medio.
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6 MATERIAL Y METODOS
6.1 CEPAS UTILIZADAS.

En la tabla 2 se muestran las cepas de 4. niger utilizadas en este estudio, sus caracteristicas y

su origen.
Tabla 2. Cepas de 4. siger utilizadas en este estudio.
Cepa Caracteristicas genéticas Origen
'C28B2S Tipo silvestre Aislada de Chiapas por Aquiahuatl y
col.(1988)
AW996-4 arg- Loera (1994).
AW99-iii argB- Loera (1994).
SGS3 pro- Este estudio
SGS conidias de color verde oliva Este estudio

SG6 conidias de color carne Este estudio

Todas las cepas se derivan de la silvesre C28B2S. Todas las cepas fueron inoculadas en PDA, y se
encuentran depositadas en el cepario del Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos Filamentosos
de la UAM-1ztapalap adas a 4° C.

6.2 MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

El medio minimo empleado consto de la siguiente composicion (g/1): NaNO3 6.0, KH2PO4
1.52, MgSO04.7H20 0.52, KCl 0.52, FeSO4 0.001, MnSO4 0.001, CuSO4 0.001, ZnCl 0.001; Se
utilizaron como fuentes de carbono (g/1): glucosa 10.0, pectina 1.0, almidon soluble 10.0, sacarosa
10.0 o cada uno de estos azucares mas glucosa 10.0. El medio completo contenia ademas (g/1):
bactopeptona 2.0, hidrolizado de caseina 1.5 y extracto de levadura 1.0. Para el cultivo de cepas
auxotrofas se suplementaron los medios ya estériles con prolina 40 mg/l o arginina 700 mg/l,
esterilizadas por filtracion. A menos que se indique lo contrario los medio minimo y completo
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utilizaron glucosa como fuente de carbono. El medio utilizado para el aislamiento de cepas
auxoétrofas, se suplementd con casaminoacidos a 250 mg/l Todos los medios se ajustaron a un pH de
$.5. y para el cultivo en placa se agrego agar 15 g/l; todos los medios se esterilizaron por 10 minutos
a 10 libras de presion. Los cultivos en liquido se inocularon con 2x 10° esp/mil, Ia siembra en placa se
realizd por picadura con palillo; en todos los casos se incubo a 30°C por 72 horas

6.3 OBTENCION DE ESPORAS.

Para la obtencion de esporas se sembré en PDA por 72 horas, la cosecha se realizo
dispersando las espora por medio de un agitador magnético en agua con Tween 20 al 0.01% por S
min. La cuenta de las esporas se realizé por medio de una camara de Neubauer al microscopio y se

realizaron las diluciones necesarias con agua destilada.

6.4 MUTAGENESIS.

La mutagénesis se realizo por medio de radiacion ultravioleta lejana (254 nm) utilizando una Lampara
mineraligth UVG-54 (Ultraviolet Products Inc. USA) con una intensidad de 700 mW/cm” a 10
centimetros de la caja Petri durante 5 minutos. La densidad de esporas utilizadas durante la
mutagénesis, fue de 6X10° esporas por ml, las esporas irradiadas fueron cultivadas en medio minimo

miés glucosa por 72 horas.
6.5 METODOS DE ENRIQUECIMIENTO.

Los métodos de enriquecimiento utilizados fueron, el enriquecimiento por filtracion reportado por
Bos y col. (1987) segun el cual se sembro la suspension de esporas irradiadas en medio liquido
minimo con glucosa a una densidad de 25000 esporas/ml, y se filtro a través de fibra de vidrio cada 8
horas durante 24 horas tras lo cual las esporas que no germinaron se resembraron en medio completo
con glucosa. Las colonias con crecimiento en este medio se probaron en medio minimo con glucosa

suplementado con aminoacidos. El segundo método empleado fue una modificacion del método
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reportado por Ditcburn (1971) en el cual se precultivo a las esporas con una densidad de siembra de
2500 esp/mi por $ horas en medio minimo sin fuente de nitrogeno, después se afiadio el NaNO3 6.0
81y se cultivé de 0.3, S, 7 y 9 h mas, tras esto se afiadio nistatina en concentraciones de 0, 50, 70 90,
110 y 130 U/ml y se incubé por 19 h, después las esporas se resembraron en placa con medio

compl con gh con una densidad de 250 esp/placa. Se determind el por ije de cc

sobrevivientes de una poblacion de esporas silvestres, tratando de encontrar la combinacién de

tiempo y dosis minima que permitiera obtener una mortalidad del 99%. Tras esto se realizo el
bacién de S h en medio minimo

pr de enriquecimi » con esporas irradiadas ( do una prei
sin nitrogeno. S h tras la adicion de nitrogeno. se afiadieron 90 U/ml de nistatina al cultivo, se incubo

por 19 h en matraz y se resembro en placa con medio completo, en todos los casos se utilizaron las

mismas densidades de cultivo.
6.6 DETERMINACION DE LA AUXOTROFIA DE LAS CEPAS OBTENIDAS.

Tras el pr » de enriqueci » por filtracion y tratamiento con nistatina, se aislaron las posibles
mutantes auxotrofas que se desarrollaron en dio completo después de la filtracion. Se realizo el
proceso de replica en terciopelo y se aislaron las colonias que no se desarrollaron en medio minimo

después de 72 horas. La cepas obtenidas se¢ sembraron en medio minimo supl do con
acido limi del desarrollo

aminodcidos, por ultimo se realizdé un anilisis para determinar el

de 1a cepa auxotrofa, de acuerdo con la tabla 3:
Tabla 3. Combi iones de icidos utilizados para determinar el

auxotrofia (Gunasekaran, 1995).

acido. respc ble de la

MEZCLA | MEZCLA 2 MEZCLA 3 MEZCLA 4
MEZCLA S met thr lcu asn
MEZCLA 6 arg lis his p
MEZCLA 7 phe val gly cys
MEZCLA 8 glu asp pro ala

La concentracion final dc los amincicidos fuc de 28 ug/tul. excepto thr 200, val 130, asp. glu 100, phe 50. pro 40, lis ¥

feu 30.
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6.7 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A OLIGOMICINA Y ACRIFLAVINA.

La determinacion de la resistencia a acriflavina se realizé por la siembra por picad

a en medio
completo con 0.1 g/l de acriflavina o 0.1g/l de oligomicina, de cada una de las cepas silvestre y

suxétrofas obtenidas hasta el momento. Después de 72 horas de incubacion a 30°C, se determiné el
diametro de las colonias desarroliadas y se comparo con el de la cepa C28B2S en medio completo.

6.8 METODO DE HETEROCARIOTIZACION.

La obtencion de heterocariones se realizé de acuerdo al método de complementacion reportado por
Pontecorvo y col.(1953a) y modificado por Bos y col.(1988), que consiste en cultivar esporas de dos

P otrofas complem ias con una concentracion de 1x 10° esp/m! en medio completo por
24 horas; tras este periodo de tiempo se separa el micelio formado, y se lave con agua destilada
estéril, se cortan las orillas y se resiembran en medio minimo por 72 horas, después de esto se

eligieron las colonias con crecimiento vigoroso, y se obtuvo micelio joven para resembrarlo en medio
minimo.

6.9 AISLAMIENTO DE DIPLOIDES.

La obtencion de diploides se realizo de acuerdo al método de Bos y col. (1988), se cultivo el micelio
heterocarion en medio minimo por 72 horas a 30°C, tras la esporulacion se cosecharon las esporas y
se filtraron a través de fibra de vidrio para separar el micelio y se sembraron en placa con medio

minimo por picadura, las colonias que se desarrollaron se aislaron como cepas diploides.

6.10 OBTENCION DE LOS PATRONES DE RESISTENCIA A 2DG DE LAS CEPAS.

Las cepas se inocularon por picadura en medio minimo con pectina (suplementado con arginina o

prolina en caso necesario) mas 2DG en las concentraciones indicadas para cada experimento, y se
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incubaron por 60 horas a 30° C, después de este tiempo se midio el dia
desarrolladas, para

o de las
Parar con resp > al did ro de la colonia de la cepa silvestre.

6.11 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS DE LAS CEPAS.

En el caso del cultivo en placa se utilizaron placas para de cultivo de tejidos con 16 pozos de 2.5 cm

de diametro. con 3ml de medio completo con pectina y pectina mas gh inoculadas por picadura.

Se extrajeron los 3 ml de agar del cultivo de la caja y se maceraron por 3 minutos en S ml de buffer

de acetatos 0.1 M pH 3.5, se separo el sobrenadante al cual se le determind 1a actividad. En el caso

del cultivo liquido se filtro el medio para separar el micelio y se determind la actividad del
sobrenadante.

6.12 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LOS EXTRACTOS.

En el caso de Ia determinacion de actividad enzimatica de cultivos en placa se siguieron dos métodos,
en el primero se determino el halo de hidrolisis de pectina por reaccion rojo de rutenio, y en el caso
de la amilasa con lugol. En el segundo método, el ensayo de la actividad de pectinasa, amilasa e
invertasa, se realizo incubando 0.3 mi del extracto enzimatico con 0.7 ml de buffer de acetatos 0.1 M
pH 5.5 y 1 ml de solucion de pectina, almidon o sacarosa al 10% (P/V) respectivamente, y se
determind la concentracion de azucares reductores liberados por el método de acido dinitrosalicilico
(Miller, 1959). La actividad enzimatica se reporta como U/ml de extracto.
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7 RESULTADOS
7.1 OBTENCION DE LA CURVA DE MORTALIDAD DE A. niger CON UV.

Grifica 1. Porcentaje de colonias desarrolladas por placa tras exposicion a UV
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En la grifica 1, se muestra el porcentaje de germinacion las esporas de 4. niger contra el
tiempo de exposicion a luz ultravioleta, tras 3 dias de incubacion en medio completo. A los S minutos
de exposicion se observa una viabilidad del 60%, a los 10 minutos se observa un porcentaje de
sobrevivencia del 25%, a los 15 minutos se disminuye al 10% y a los 20 minutos es de solo el 5%. Es
interesante observar que tras una rapida disminucién de la viabilidad en los primeros 10 minutos, se
ve una disminucion en la mortalidad de las esporas, lo que indica una relacion exponencial f= ¢ 2™
que es la usual en curvas de mortalidad, donde D es la dosis (tiempo) de exposicion al mutigeno

(Bos, 1986).




7.2 OBTENCION DE LAS DOSIS DE NISTATINA NECESARIAS PARA LLEVAR A CABO EL
PROCESO DE ENRIQUECIMIENTO.

Después de la irradiacion, las esporas se cultivaron por un ciclo de vida en caja de petri, se
cosecharon, se filtraron para separarias del micelio y se inocularon en matraz Erlenmeyer por tiempos
variables en medio minimo sin nitrégeno, se afiadio Ia nistatina en concentraciones variables (50-130
U/ml) y se incubé por 19 h mis, tras esto se sembraron 250 esporas por caja de petri con medio
completo. De acuerdo con Ditchburn y col. (1971) la nistatina se une a las membranas de las esporas
protétrofas en germinacion, por lo que pierde actividad durante los primeros momentos del cultivo y
no afecta a las cepas auxdtrofas que germinen en el medio completo. Los resultados se reportan a

continuacion.

Tabla 4 Efecto del tiempo de preincubacion y dosis de nistatina sobre la germinacion de esporas de
A. niger C28B2S.

Concentracion
de nistatina
(U/ml)

"o
so
70
90
110
130

’ ”Tiemi;; ’
o 3
% de
100 100
29.82 13.56
12.28 5.08
7.01 s
1.78 3.39

1.7 1.69

de
s

sobreviven cia

100
9.23
6.15
1.53

1.5

1.5

Preincubacion

7

100
16.9
5.63
4.22
2.81

9

100
10.53
8.77
7.01
5.26

En la tabla 4 se observa con 50 U/ml! de nistatina a tiempo 0 se obtuvo una sobrevivencia del
30%, mientras que a 9 hrs se obtuvo el 10.5% de sobrevivencia; al usar 130 U/ml de nistatina el

porcentaje de sobrevivencia es del 1.7, y al preincubar por 9 hrs es del 0%, Mientras que con 90 U/ml
de nistatina se obtuvo una supervivencia del 7.01%6 a 0 y 9 hrs;. pero con una preincubacion de 5 hrs
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el porcentaje de supervivencia fue del 1.5%. Debido a que este tiempo y dosis fueron los menores

para ob una mortalidad mayor al 95%, se utilizaron para realizar el proceso de enriquecimiento.

7.3 OBTENCION DE CEPA MUTANTES POR PROCESOS DE ENRIQUECIMIENTO

Se realizaron varios procesos paralelos de enriquecimiento por filtracion y tratamiento con
se aislaron 108 posibles mutantes auxotrofas que se desarrollaron en

nistatina y de estas exp
medio completo con glucosa después de la filtracion en un caso (56 colonias) o Ia aplicacion de

nistatina en el otro (52 colonias ), al realizar el proceso de replica en terciopelo se aislaron 6 colonias
que no se desarrollaron en medio minimo con glucosa (MMG) después de 72 hrs, al obtener las cepas
aisladas para confirmar la auxotrofia, una de las cepas no se desarrolio en medio MCG y de las $
restantes 4 se desarrollaron bien en medio MMG, por lo cual fueron eliminadas.

fue obtenida por el método de enriquecimento por filtracion, se le
idos, en donde se desarrollo satisfactoriamente;

La unica cepa r

sembro en medio minimo supl ado con
a esta cepa se le denomind SG53; y se sembré la cepa en medio minimo mas diferentes mezclas de

aminodcidos. de este anilisis resulto la tabla §:

Tabla $. Crecimiento de la auxotrofa de A. wiger SG53 en MMG complementado con aminodcidos

MEZCLA1  MEZCLA2 MEZCLA 3 MEZCLA 4
MEZCLAS - - + -
MEZCLA 6 - - + .
MEZCLA 7 - - + -
MEZCLA 8 + + + +
T Clave: (+) crecimicnto: (<) sin cr i En todos los casos sc anmalizo ¢l crecimicnto tras 72 hrs de
bacion, la siembra se lizé por replica a partir de una siembra en MCG. El ido de inoicidos de cada
la se pecificado en 1a scccion de “malcrial ¥ métodos™.
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En la tabla S se muestra el crecimiento de la cepa SGS3 en caja de petri para determinar su
ofia. Se ob

va que solo hay crecimiento en las cajas de la mezcla 3 que contienen leu, his, gly
¥y pro. y la mezcla 8 que contiene glu, asp, pro, y ala. Debido a que el Unico aminoicido en comin en
los dos grupos es la prolina, podemos afirmar que la cepa SG53 es auxotrofa a prolina. Esta cepa se
aislé por cultivo en caja de petri y se sembrd para su conservacion en PDA .

De las cepas que se descartaron en el primer paso de crecimiento en MMG. como no suxotrofas, se
localizaron 3 cepas de color diferente al resto y se procedio a su aislami >, obteniéndose cepas de
color carne (SG6), verde oliva (SGS) y una mosaico con conidias de color negro y carne, que se
desarrollaron bien en MMG.

A todas las mutaciones se les realizo una prueba de estabilidad consistente en resembrarla
durante 3 ciclos de 72 hrs en MCG, y posteriormente se resembraron en MMG. sin observar cambios
ni en la coloracion, ni en la capacidad para esporular de ninguna de las cepas.

7.4. DETERMINACION DEL NIVEL DE RESISTENCIA A 2-DESOXIGLUCOSA (2DG) DE
LAS CEPAS MUTANTES.

En la tabla 6 se presentan los resultados de la resistencia a 2DG de las cepa a utilizar en este estudio.

Tabla 6 Patron de resistencia a 2-Desoxiglucosa de las cepas mutantes de 4. niger.

CONCENTRACION DE 2DG (g/)

CEPA 0.0 0.2 0.5 1.0 5.0
C28B2S -~ - - - -
SGS3- “+~+ - - - -
SG6 ++ ++ + - -
SGS ++ + - - -
AW96-4 ++ ++ -+ ++ +
AW99-iji “++ ++ ++ + -
- ilar al del 1.+ crecimicnto menor al del control. - sin
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Se considero io el que las cepas fuesen sensibles a 2DG para poder estudiar la

segregacion de este caricter al mezclarias con las cepas aisladas por Loera (1994). Se observa en la
Tabla 6 que Ia unica cepa que conserva la misma sensibilidad a 2DG de la cepa C28B2S es 1a SGS3,

mientras que las cepas SGS y SG6 pr an probl de crecimiento a 0.2 y 05 g1

respecti
(1994) siguen siendo altos, lo que permite utilizar las cepas para llevar acabo el anilisis genético. De

.. 104

se muestra que los niveles de resi ia de las cep i por Loera

paso, cabe seflalarse que esta ultima observacion indica una gran estabilidad de las mutaciones dgr
aisladas por Antier y col. (1993a), pues han sido cultivadas y estudiadas en multiples ocasiones sin

cambio en este fenotipo

7.S. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE REPRESION DE LA SINTESIS DE
PECTINASAS POR LAS CEPAS MUTANTES.

Para determinar los niveles de represion catabolica de las cepas, se sembraron en medio
minimo con glucosa, medio minimo con pectina y medio minimo con pectina mas glucosa, en caja de
petri. tras 3 dias de cultivo se determinod el diametro de la colonia formada y se comparo con el del
halo de hidrolisis obtenido.

Tabla 7. Efecto de 1a fuente de carbono en el diametro de las colonias y de las zonas de hidrolisis de.

pectina.
Cepa Diametro Medio minimo s pl d con

(mm) Glucosa Pectina Pect+glc

" 'c28B2s Colonia 3s 20 28

Halo o 35 o

SGS3 Colonia 2s 15 15

Halo o 35 0

AW99-iii Colonia 30 25 40

Halo (4] 3s 40

AW96-4 Colonia 35 25 50

Halo (o) 35 52

Se presenta ¢! promedio de tres ensayos.
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En la tabla 7 se muestra el diametro de las colonias de mutantes de A. niger C28B28, SGS3, AW 99-
iii, AW96-4. Las cepas se cultivaron en medio minimo con glucosa. pectina y pectina con glucosa
como fuente de carbono.

Se observa que 1a cepa silvestre C28B25 presentd un diametro de colonia de 35 mm en
glucosa, al cultivaria en medio con pectina el diametro de la colonia disminuy6 a 20 mm y el diametro
del halo de hidrélisis fue de 35 mm. En el medio con pectina mas glucosa la colonia crecio 25 mm y
el halo fue indetectable. La cepa SGS3 presentd un comportamiento muy parecido en todos los
medios.

La cepa AW99-iii en medio con pectina y glucosa presentd un diametro de 40mm y un halo
de hidrolisis del mismo tamafio. La cepa AW96-4 desarrolldé una colonia de 50 mm de diametro y un
halo de hidroélisis de 52 mm. Estas dos ultimas cepas presentaron diametros de colonia mayores al de
las dos anteriores y sobre todo desarrollaron halo de hidrolisis en medio con pectina y glucosa, lo que
no hicieron las dos primeras cepas.

7.6. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE REPRESION DE LA SINTESIS DE AMILASAS
POR LAS CEPAS MUTANTES.

Para determinar si las cepas presentaban diferentes niveles de represion en distintas enzimas se

realizo el mismo anilisis que en el experimento anterior utilizando almidon en lugar de pectina como
inductor.

En la tabla 8 podemos observar que la cepa C28B25 desarrolldo una colonia de 20 mm de
diametro en medio con glucosa. en medio con almidon el diametro de la colonia fue de 16 mm al
igual que el halo. En almidon mas glucosa el diametro de la colonia fue de 25 mm y no se detecto
halo de hidrélisis. El comportamiento de la cepa SGS3 fue muy parecido. Pero las cepas AW99-iii y
AW96-4 en medio con almidon y glucosa formaron colonias mayores 42 y 40 mm respectivamente
con halos det mismo tamaiio.
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Tabla 8. Efecto de la fuente de carbono en el diametro de las colonias y en las zonas de hidrolisis de

almidon.
Cepa Diametro Medio minimo supl do con
(mm) Glucosa Almidon Alm+gic
Cc28B28 Colonia 20 16 28
Halo o 16 [v]
SGS3 Colonia 15 12 15
Halo o] 15 (o]
AW99-iii Colonia 2S5 2s 40
Halo (4] 28 40
AWS6-4 Colonia 20 32 42

Halo o 35 4?2

S& presenta ¢l promedio deé tres ensay
7.7. OBTENCION DE CEPAS RESISTENTES A ACRIFLAVINA Y OLIGOMICINA.

La resistencia a antibioticos a sido ampliamente utilizada como marcador genético, ya que
permite realizar la seleccion de cepas heterocarioticas y diploides. Este anilisis se realizo al afiadir
100 pug/ml de acriflavina o 100 ug/ml de oligomicina en dio cc leto (MC). para obtener cepas

{ o

mutantes resistentes de 4. niger a pantir de las ce;ls dispo!i,les.

En la tabla 9 se presenta el patron de i ia de las pas de 4. niger utilizadas en este
estudio con la mayor dosis empleada. se puede observar que todas las cepas se desarrollan bien en
presencia de 1a acriflavina en especial 1a silvestre C28B25 que se desarrolla mejor que en ausencia de

1a acriflavina, mientras que la cepa SGS es la que mejor se desarrolla en pr ia de oligomici

mejorando su crecimiento de medio completo. Este comportamiento se sale por completo de lo

esperado, primero porque ninguna cepa presenta disminucion en el crecimi > con respecto al
control y después, porque ni Pontecorvo y col. (1953a), ni Bos y col. (1987) reportan el hallazgo de

cepas silvestres resistentes a oligomicina o acriflavina.
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Tabla 9. Resistencia a acriflavina y oligomicina de las cepas utilizadas en este estudio.

Cepa MC MC+Acriflavina. MC+Oligomicina
' 'C28B2S ' + ++ + o
AW96-4 + + +
AW9-iii + + +
SGS3 + + +
SGS -+ - -t
SGo6 + + +
-+ imi al del 1 imi imilar al del coatrol. Los ibioti fi dos en euna

concentracion de 100 ug/ ml. en medio complcio.

7.8. DETERMINACION DE LOS PATRONES DE RESISTENCIA A 2DG DE LAS CEPAS
HETEROCARIOTICAS.

Para poder determinar los patrones de dominancia/recesividad de las mutaciones de
resistencia a 2DG, se pudieron obtener cepas heterocariontes a partir de las cepas auxoétrofas
resistentes a 2DG con la cepa SGS3 auxoétrofa a prolina y sensible a 2DG. h

Los heterocariontes de las cepas AW96-4 con SG53, AW99-iii con SG53 y AW99-iii con
AW96-4, se purificaron y conservaron por dio de st ivas resiembras del micelio antes de
esporular. Los heterocariontes fueron denominados H1, H3 y H4, respectivamente.

En la tabla 10 se presentan los niveles de resistencia a 2DG de las cepas parentales y

heterocaridticas.

Se observa que el heterocarion H1 (SG53 X AW96) presenta crecimiento hasta una
concentracion de 2DG de 0.5 g/1. El heterocarion H3 (SG53 X AW99-iii) se desarrolla hasta una
concentracion de 2DG de 0.2 g/l. Es decir ambos heterocariontes presentan un patron de resistencia
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aproximadamente intermedio al de las cepas parentales. Mientras que el heterocarion H4 es sensible a
2DG.

Tabla 10. Patron de resistencia a 2-Desoxiglucosa de los micelios heterocariontes.

Concentracion de 2DG (g/).

CEPA 0.0 0.1 0.2 0.5 1.0
SGS3 + - - - -
AWO6-4 + + -+ -+ -+
H1 + + + +/- -
SGS3 + - - - -

AW99-iii + + + + +/-
H3 + + +/- - -
AW99-iii + + + + +

AWS6-4 + + + + +/-
H4 + - - - -

+crecimiento similar al del I, +/- imi al del rol. - sin

7.9 OBTENCION DE LAS CEPAS DIPLOIDES A PARTIR DE LOS HETEROCARIONES
AISLADOS.

Para obtener las cepas diploides se llevo a cabo el protocolo reportado por Bos y col (1988).
Las cepas aisladas por este método generaron colonias capaces de crecer en medio minimo por lo que
se considerd que eran cepas diploides. Las cepas aisladas de la cruza de SG53 X AW 96-4; SG53 X
AW 99.jii y AW96-4 X AW 99.iii (obtenida por Loera, 1994). se denominaron D1, D3 y D4
respectivamente.
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Se determind ademas la resi ia a 2DG de las cepas diploides y se compard con las cepas
parentales.

Grifica 2. Niveles de resistencia a 2DG de las cepa D1 y sus parentales.

) 3.5
5 —~— SGS53
. 3 L — AW96-4
_§ 2.5 - D1 (SG53 X AWI6-4)
__"g’ 2 —— |
) 1.8

l * -
K ©°s -
i 0

(1] 0.1 0.2 0.3 04 0.5

2DG (gD)

En la griafica 2, se muestra la resistencia a 2DG de la cepa diploide D1 y sus parentales. La cepa
SGS53 se muestra sensible a la 2DG. ya que no crece a 0.1 g/l. La cepa AW96-4 tiene poco cambio en
el didmetro de 1a colonia en presencia de Ia 2DG y a partir de 0.2 g/l se forma una meseta en la
grifica que disminuye un poco a 0.5 g/l. La diploide D1 se comporta de manera intermedia con una
fuerte disminucion en el diametro dela colonia hasta 0.3 g/l de 2DG. pero a concentraciones mayores

no se muestra cambio en ¢l tamaio de la colonia.

En la grifica 3, se muestra ¢l patron de resistencia a 2DG de las cepas SG53, AW99-iiiy D3. La cepa
AW99-iiii presenta disminucion en el tamailo de la cepa hasta 0.2 g/l de 2DG y forma posteriormente
una meseta hasta 0.4 g/l, donde presenta un ligero aumento en el diametro de la coloniay a 0.5 g/l ya
no se desarrolla. La diploide D3 se muestra sensible a la presencia de 2DG en el medio, al igual que
SGS3.
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Grifica 3. Niveles de resistencia a 2DG de las cepa D3 y sus parentales.
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Grifica 4. Niveles de resistencia a 2DG de las cepa D4 y sus parentales.
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En la grifica 4 se muestra el patron de resistencia a 2DG de las cepas AW96-4, AW99-iii y la
diploide D4. Se observa que la cepa AW96-4 es resistente hasta 0.5 g/l de 2DG. La cepa AW99-jii es
sensible a 0.4 g/l de 2DG. La cepa diploide D4 originada por las dos anteriores presenta una
sensibilidad a 2DG igual a la de la cepa silvestre.
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7.10 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE REPRESION CATABOLICA EN LAS CEPAS
DIPLOIDES.

Para determinar la represion catabdlica de cada una de las cepas diploides D1, D3 y D4 de A.
niger, se sembroé en un frasco Erlenmeyer con medio liquido a cada una de las cepas diploides en
medio minimo con pectina, sacarosa o almidon como inductores de hidrolasas y en mezclas de cada

inductor con glucosa.

7.10.1 Regulacion de la pecti con pectina o con pectina y glucosa como sustrato.

Grifica S. Niveles de produccion de pectinasas de las cepas de 4. »iger en medio con pectina y
pectina con glucosa.
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Se observa que las cepas C28B25 y SGS53 presentan represion catabolica en la sintesis de
pectinasas. ya que en ¢l medio con pectina produjeron aproximadamente 300 U/ml y 250 U/ml
respectivamente, y en cambio en el medio con pectina y glucosa, la produccion de pectinasas fue de
120 y 130 U/ml. La cepa AW 96-4 presenté un comportamiento parecido a las cepas C28B25 y
SGS3 con niveles de 350 U/ml en pectina y 200 U/inl en pectina y glucosa. Por otra parte la cepa
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AW99-iii produjo 270 U/ml en pectina y 350 U/ml en medio con pectina y glucosa, mostrando
desrepresion catabolica de las pectinasas. La cepa D1 también mostrd desrepresion cataboélica de las
pectinasas produciendo 150 U/ml en pectina y 350 U/ml en pectina mas glucosa. La cepa D3 produjo
50 U/ml en ambos dios. Final e, la cepa D4 produjo 250 U/ml en pectina, con una represion
del 80% en la produccion de pectinasas en pectina mas glucosa, es decir fue la cepa mas reprimida
por glucosa de esta coleccion.

7.10.2 Regulacion de la sacarasa (invertasa) con sacarosa © COn Sacarosa y glucosa como sustrato.

Grifica 6. Niveles de produccion de sacarasas por las cepas haploides y diploides de 4. niger

en medio con sacarosa y sacarosa mas glucosa.
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La cepa silvestre C28B25 presento una produccion modesta de invertasa (100 U/ml) en medio
€On sacarosa, con una represion del 60% en sacarosa mas glucosa. La cepa SG53 (mutante pro’)
presenta el mismo perfil pero con mayores niveles de la enzima. La cepa AW96-4 presentd poca
produccion 20 U/ml de invertasa en sacarosa y se reprimio en sacarosa con glucosa y solo produjo $
U/ml. La cepa AW99-iii produjo 20 U/ml de invertasa en sacarosa, no presento represion en medio

con sacarosa mas glucosa (30 U/ml). Todas las diploides produjeron mas invertasa que las parentales

44



Yy no presentaron represion en medio con sacarosa y glucosa. La diploide D1 produjo 230 U/m! en
ambos medios. La cepa D3 se comportd de manera aniloga y produjo 200 U/ml en ambos medios. La
cepa D4 produjo 150 U/ml en sacarosa, esta produccion se incremento un 30% en sacaross mas

glucosa.

7.10.3 Regulacion de amilasa con almidon o con almidon y glucosa como sustrato.

Grifica 7. Niveles de prod ion de il por las cepas haploides y diploides de 4. niger

en medio con almidén y almidén mas glucosa.
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En la grifica 7. La cepa C28B25 no produjo amilasas en medio con almidon como fuente de
carbono y solo produjo 20 U/ml en medio con almidon mas glucosa. La cepa SGS53 no presentd
represion, pues produjo aproximadamente 400 U/ml de amilasa en ambos medios al igual que la cepa
AW 96-4 que produjo 350 U/ml de amilasa en ambos medios. En tanto la cepa AW99.iii produjo 150
U/ml de amilasa en almidon y casi triplicod esa produccion en almidon con glucosa. D1 produjo 200
U/ml en almidon y reprimio la sintesis de amilasas en un 50% en almidon mas glucosa. La cepa D3
produjo 40 U/ml en almidon y sextuplico la produccion en presencia de glucosa. La cepa D4 presento

un perfil parecido al de la cepa anterior.
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En resumen, la cepa D1 presentd represion en la sintesis de amilasas, mientras que la
exopectinasa y la sacarasa resuitan potenciadas al afiadir glucosa, que no se localizé un patrén de
regulacion general para la represion de estas enzimas. La cepa D3 presento desrepresion para la
sintesis de las tres enzimas. En tanto que la cepa D4 presentd represion en la producciéon de
pectinasas y desrepresion catabolica de la invertasa y la amilasa.

7.11 OBTENCION DE CEPAS SEGREGANTES A PARTIR DE LAS CEPAS DIPLOIDES D1,
D3 Y D4.

Se obtuvieron 32 cepas segregantes de cada una de las cepas diploides D1,D2 y D3, las cuales
fueron aisladas en base a su capacidad para formar colonias de rapido crecimiento en el medio con p-

A 1 Aa

fluorofenilalanina y se resembraron en > completo. Se inaron las caracteristicas de

represion y suxotrofias.

7.11.1 Segregacion de los marcadores genéticos de las cepas haploides obtenidas.

Se pr a los por ijes de segregacion de las auxotrofias utilizadas como marcadores

genéticos para la ob ion de las cepas diploides.

Tabla 11 Patron de segregacion de los marcadores genéticos pro y arg de la cepa diploide D1.
SGS3 pro- arg+ X AW96-4 pro~ arg-

Genotipo # de segregantes "%% de incidencia
pro- irg-*- 4 12.5
pro-+ arg- o 0.0
pro+ arg~ 28 87.5
pro- arg- o 0.0
;;r;::pr;*‘“ fia’ v ,A fia prolinag respeclivamenic: arg-. arg+: Auxotrofia ¥ proloiidﬁ'a a iligihina.
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En la Tabla 11, se muestran los fenotipos de las segregantes de DI con respecto a ia
auxotrofias a prolina y arginina. Se observa que solo el 12,5% de la cepas haploides obtenidas de D1
presentd el fenotipo parental, auxotrofia prolina en todos los casos. Mientras que la auxotrofia a
arginina se perdio. El fenotipo mas abundante entre las segregantes fue pro+ arg+ con el 87.5 % de
los cepas.

Tabla 12 Patron de segregacion de los marcadores genéticos pro y arg de la cepa diploide D3.
SGS3 pro- arg+ X AW99-iii pro+ arg-

Genotipo # de segregantes %% de incidencia
""""" pro- arg+ 4 12.8
pro+ arg- 2 6.25
pro+ arg+ 24 75
pro- arg- ) 2 6.25

Igual que en la tabla anierior.

En la Tabla 12. Se indica el patron de segregacion de las auxotrofia a arginina y prolina en las
cepas derivadas de la diploide D3. Las cepas haploides obtenidas por segregacion de la cepa D3 se
presentan 2 dobles auxotrofas, 2 auxotrofas a arginina y 4 auxoétrofas a prolina, el resto de las cepas
resulté ser protdtrofa. Las cepas que presentan el genotipo parental (auxotrofia a un solo
aminoiacido) representaron el 18.75% del total.

Tabla 13 Patron de segregacion del marcador genético arg de la cepa diploide D4.
AW96-4 arg- X AW99-iii arg-

Genotipo # de seg;éééﬁ;;; "% de incidencia
arg- o 0.0

arg+ 32 100.0
“fguai queenla Tabla 11
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En la tabla 13 se presentan los porcentajes de segregacion de la auxotrofia a arginina de las
cepas haploidizadas a partir de la cepa D4. El 100% de las cepas resulto ser protétrofa (fenotipo no
parental). Debido al bajo por je de cepas auxodtrofas a arginina este marcador se elimind del

anilisis genético posterior.
Tabla 14 Patron de segregacion de los marcadores genéticos de las cepas diploides D1 y D3.

D1: SG53 pro- DG* X AW96-4 pro+ DGI®?

Genotipo # de segregantes %% de incidencia
pro-DGI ! 3.1
pro+ DGI” 15 a6.9
pro+ DGI* 13 40.6
pro- DGI® 3 o4
D3 SG33 pro- DG* X AW P"‘"" DGR T
Gemotipo segregantes % de incidencia
" pre-DG2 . .
pro+ DG2" 21 65.6
pro+ DGX 3 °.4
pro- DG2" 7 21.9

En la tabla 14 se presenta la segregacion de los caracteres de resistencia a 2DG y auxotrofia a
prolina de las cepas D1 y D3. En las haploides obtenidas de D1 el genotipo parental se presentd en un
50% de los casos. la combinacion pro- DG se presenté en un 3.1% de los casos, pro- DG"
representd un 9.4% de los casos y la combinacion pro~ DG® se presento en el 65.6% de las cepas
haploides.

En la parte inferior de la tabla 14 se muestra la segregacion de los caracteres auxotrofia a
prolina y resistencia a 2DG en las cepas haploides derivadas de la cepa D3; el tipo parental se
presento en un 68.75 de los casos. la combinacion parental pro- D(G2° se presentod solo en 3.1% de
las cepas haploides. y la combinacion no parental pro~ /)G se presenté en el 9.4% de los casos.
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7.11.2. Determinacion de los niveles de represion catabolica de las cepas segregantes.

Se determino el nivel de represion catabolica en cada una de las cepas haploides obtenidas

brandolas en pl en medio completo con pectina y en medio completo con pectina mis glucosa.

Las cepas se dividieron en cuatro grupos de acuerdo con su resistencia & 2DG y su represién
catabolica, se reporta el promedio y desviacion estandar de la produccion de pectinasas de cada
grupo , ademais se reporta el % de incidencia de cada grupo dentro de las cepas haploides.

Tabla 15 Efecto de la glucosa (represion o estimulo) sobre 1a si is de pecti en las cep
haploides obtenidas de la cepa D1.
SG53: car DGI* X AW96-4: car® DG

Genotipo # de % de  Medio minimo supl ado con % de
segregantes incidencia Pectina Pectina + Glucosa cambio
DG1%cat® 8 25.0 125.6 £ 22.6 88.3 + 26.9 -29.7
DGI" cat® 11 34.4 77.8 + 28.6 157.9+27.3 +102.9
DG15 cat® 6 18.7 142.4 £ 27.0 2239+ 84.6 +57.2
DGI® cat® 7 219 133.7 + 24.9 69.4 239 -48.1
* los val P dos son p dios de Ia., duccion dc',' s dec las écpnk anotadas en la tabla. mas menos la
desviacion estandar

En la Tabla 15 se presentan los patrones de represion cat® o desrepresion cat® de la actividad
de pectinasas por las haploides derivadas de la diploide D1. Aparentemente no se presentd una
relacion o liga directa entre los fenotipos DGR y catR ya que las cepas segregantes DGR catS y DGS
catR representaron el 40% de la muestra estudiada. Los fenotipos parentales se presentan en un
59.4% de Iosvcasos. con el fenotipo DGI¥ car® que se presenta en un 34.4 por lo que es el mas
abundante; mientras que la combinacion no parental DG/° ca’® es la que se presenta en un menor
numero de casos con 6. en cuanto a la produccién de pectinasas por las haploides obtenidas de la
cepas DI, el grupo parental car® y DG?  presentd un promedio de actividad de 77.8 U / ml de

extracto con pectina como unica fuente de carbono. contra 157.9 U/ml en presencia de glucosa. El
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grupo carf® DG® produjo 142.4 U/ml en promedio con pectina y 223.9 en pectina mas glucosa;
mientras que las cepas con fenotipo car’ tanto DG® (parental) como DG” (no parental) tuvieron

producciones muy parecidas alrededor de 125 U/ml con pectina y 75 U/ml con pectina mas glucosa.

Tabla 16 Efecto de la glucosa (represion o estimulo) sobre la si is de pecti en las

haploides obtenidas de la cepa D3.
SGS3: cat’ DG2' X AW99-iii: cat™ DG2"

Genotipo # de % de Medio minimo supl do con % de
segregantes incidencia Pectina Pectina + Glucosa cambio
DG2® cat® 2 6.3 62.6 = 4.0 404 +26.2 -35.8
DG2" cat® 13 40.6 85.4 + 35.5 1223 £32.7 +143.2
DG2® cat™ 6 18.7 86.0 + 22.5 118.3 £24.9 +137.6

DG2" cat® 11 334 88.8 = 21.0 $22%£227

En la Tabla 16 se presenta en forma similar a 1a Tabla 15, 1a segregacion de la resistencia a
2DG y la represion catabolica de las cepas haploides pero ahora obtenidas de D3. Se observa que las
cepas con genotipo parental representan el 46.9% de los casos. Las cepas no parentales DG2® cat®
representa el 34.4 % de los casos y DG2® cat®™ se presenta en el 18.7% de las cepas. Podemos
observar que el grupo de cepas cat® | tanto las DG® como DG tienen patrones de produccion muy
parecidos aproximadamente 86 U/ml en pectina y 120 U/ml en pectina mas glucosa. En tanto las
cepas cat® DG® o DG"™ presentan niveles de produccion en pectina de 644 y 88.8 U/ml
respectivamente, y en pectina mas glucosa produjeron el 60 % de lo producido en pectina.
Nuevamente se observa la faita de liga entre los caracteres DG® y cat® ya que las segregantes con los
fenotipos DG® cat® y DG® cat® fueron el 42.1% de 1a muestra.
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Tabla 17 Efecto de la glucosa (represion o estimulo) sobre la sintesis de pectinasas en las cepas
haploides obtenidas de la cepa D4.
AW96-4: cat" DG1®* X AW99.iii: cat® DG2*

Genotipo # de %6 de incidencia Medio minimo Pectina % de cambio
segregantes suplementado con Pectina +
Glucosa
‘DG® cat® 14 438 241.0+48.1 179.4 = 53.) -35.5
DG" cat® 2 6.2 198.0 + 33.4 297.3+0.7 +143.2
DG® cat™ 14 43.8 2192+ 47.6 266.9 + 54.8 137.6
DG" cat® 2 6.2 240.3 + 54.6 195.2+ 724 -41.2

La tabla 17 muestra que en las cepas derivadas de D4 solo el 6.2% de los casos son de tipo
parental. esta misma proporcion se da en la combinacion DG® cat®, las combinaciones restante se
presentan en el 43.8% de los casos cada una.

Esta tabla presentan también los resultados de la produccion de pecti de las

(o

obtenidas de la cepa diploide D4. Se observa que las cepas car® tanto parentales como no parentales
presentan promedios de produccion muy parecidos, en pectina aproximadamente 240 U/ml y en

pectina mas gl entre 179.4 U/ml y 195.2. Mientras que las cepas ca’’ parentales y no parentales
presentan a su vez promedios de produccion parecidos entre 198 y 219 U/ml en pectina y entre 297 y
266 U/ml en pectina mas glucosa estos resultados muestran que aunque se presenta una variacion
mayor el nivel es también similar. ‘

Los fenotipos DGS catR y DGR catS suman aproximadamente el 40% en todos los casos.

Este patron de segregacion es compatible con el modelo de mutaciones distribuidas en cromosomas
diferentes que segregan sin tener una relacion causal o vinculacion fisica.
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8 DISCUSION
8.1 CURVA DE MORTALIDAD DE A. niger POR MUTAGENESIS CON LUZ UV.

El objetivo principal de este trabajo fue la realizacion del anilisis por cruza heterosexual de las

mutaci resp bles de la resi ia a 2-desoxiglucosa y desrepresion catabolica de las cepas
mutantes de 4. niger, asi como ia formacion de una poblacion de segregantes para cada tipo de
diploides. El anilisis requiere la seleccion de

P heterocarioticas y la seleccion de las
diploides formadas; los i s de 1 ion T

{ 4

itan que las cepas parentales a cruzar
contengan marcadores genéticos adecuados como un par de auxotrofias que complementen entre si
en el heterocarion y le permitan desarrollarse en un medio donde las
crecer.

% a

Pas par

|

En este caso para poder estudiar la segregacion de la o las mutaciones responsables de la
resistencia a 2DG y desrepresion catabolica, se necesita aislar mutantes auxotrofos sensibles a 2DG
(fenotipo DG®)y que presenten represion catabolica (fenotipo cat®).

Se eligio utilizar radiacién ultravioleta para la mutagénesis debido a que este sistema de
mutagénesis fue el utilizado por el grupo de Bos y Debets en Wageningen (Bos, 1987) y a que en
trabajos anteriores realizados en este laboratorio se observo que la utilizacion de un mutigeno

quimico prod bios morfologicos en la cepa tras la mutagénesis, indicando una gran cantidad
de mutaciones de trasfondo (Minjares, 1992).

Tras realizar la curva de mortandad por UV con la cepa silvestre de A. niger C28B2S, se
eligio el tiempo de 5 minutos para realizar la mutagénesis, debido a que en ese tiempo la
sobrevivencia de las esporas fue del 50%. Estos resultados coinciden con lo reportado por Minjares
(1992). quien utilizdé una exposicion de 12 minutos para lograr una mortandad del 90% de las esporas
de 4. niger C28B25. Loera (1994), reporta el uso de 5 min de exposicion a UV para lograr una
mortandad del 60% en las esporas de 4. niger, correlacionandose bien con los resultados obtenidos
en este trabajo. El porcentaje de mortandad elegido coincide con lo recomendado por Bos (1987),
quien afirma que se deben evitar las tasas de muerte muy altas, debido al aumento en la incidencia de

mutaciones de trasfondo y rearreglos cromosdmicos en las sobrevivientes al aumentar el tiempo de



exposicion. Por 1o que para aumentar la oportunidad de obtener una mutante util para el mapeo
genético es conveniente mantener una sobrevivencia de las esporas entre el 80 y el 50%. Esta baja
proporcion de mutantes obliga a llevar a cabo un proceso de enriquecimiento, que consiste en
aumentar la relacion entre prototrofos y auxotrofos presentes en el medio después de la mutagénesis.

8.2 PROCESOS DE ENRIQUECIMIENTO.

El fundamento de los procesos de enriquecimiento se basa en la muerte o eliminacion selectiva
de las esporas que germinen en presencia de medio minimo.

En el proceso de enriquecimiento por filtracion se permite 1a germinacion de las esporas
prototrofas, atrapando el micelio en un tapon de fibra de vidrio. La germinacion de las cepas
auxotrofas se detiene por la falta del nutriente del cual se tiene la auxotrofia, de esta manera las cepas
auxoétrofas siguen pasando a través de la malla formada por 1a fibra y el porcentaje de auxétrofas

Sin embargo una gran cantidad de las cepas que no germinan en medio minimo
SON cepas muertas y cepas que tienen la germinacion retrasada. Para evitar esto, Bos y col. (1992)
recomiendan cultivar las esporas mutagenizadas por 72 horas, y cosechar las esporas generadas por el
cultivo antes de llevar a cabo el proceso de enriquecimiento. A pesar de esta precaucion nosotros
localizamos una gran cantidad de cepas que presentaron germinacion retrasada, por lo que pasaban
por falsas auxotrofas dificultando la seleccion de auxotrofas de 4. niger. Otro problema asociado al
método de enriquecimi > que es reportado por Bos y col. (1992), es la perdida inespecifica de
esporas no germinadas que se adhieren al micelio formado. Estos dos fendmenos podrian explicar el

hecho de que tras varios procesos de mutagénesis y enriquecimiento realizados en este trabajo solo
haya sido posible aislar una mutante auxoétrofa.

El proceso de enriquecimiento por nistatina se basa en la muerte de las esporas que germinan
en el medio minimo. La nistatina es un antimicotico de uso externo ampliamente usado en la
terapeutica. La nistatina inhibe el ingreso de diferentes metabolitos al interior de la espora en

germinacion provocando asi la muerte de la misma.
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Los resultados de este experimento, indican que el efecto de la nistatina es dependiente del
tiempo de preincubacion tal como lo reporta Ditchburn (1971), para 4. nidulans. En ese articulo se
reporta una zona de maxima sensibilidad a nistatina entre S y 7 horas de germinacion, tras esto el
micelio en crecimiento se muestra resistente al antibidtico. Se observé que a una misma dosis las

esporas presentan un efecto de sensibilidad parecido. alcanzandose la maxima mortandad entre 3 y §
horas de exposicion. La diferencia en los ti

pos de maxima sensibilidad pueden explicarse por una
diferencia en los tiempos de germinacion de A. widulans y A. niger en medio minimo. Al
increm se el tiempo de prei b

ion se observo que la sensibilidad de las esporas a la nistatina
tiende a disminuir. Estos resultados se muestran en concordancia con lo reportado por Ditchburn
(1971) y este comportamiento se atribuye al hecho de que para resultar afectadas por Ia nistatina, las
esporas necesitan estar metabdlicamente activas y. a que, el micelio parece ser insensible a la
presencia de la nistatina en el medio de cultivo, por lo que, la mayor sensibilidad al antibiético se da
en el momento en que las esporas en germinacion crecen suficientemente rapido para resultar
afectadas y a su vez, disminuye en ¢l momento en que la cantidad de micelio insensible es ya
importante. Debido a que la nistatina es un antimicotico que se une a la pared celular un exceso en la
cantidad de nistatina en el cultivo resulta toxico para las esporas auxotrofas, esto provocd que se
eligiera la menor dosis para producir la mayor mortalidad. De acuerdo a lo anterior el tiempo de

preincubacion y la dosis elegidos para llevar acabo el proceso de enriquecimiento, fueron 5 horas y
90 unidades de nistatina.

8.3 MUTACIONES INDUCIDAS

Del método de enriquecimiento por nistatina se obtuvieron 2 cepas con coniodosporas de
color diferente al normal, SGS5 (color carne) y SG6 (color verde oliva). Este fenotipo fue obtenido y
reportado por Pontecorvo y col. (1953a) en 4. nidulans y por Bos y col, (1988), en 4. niger, Bos y
col. (1988), repornan la obtencién de mutantes con conidias de color carne, café y verde oliva, a
partir del color negro original. Los genes mutantes responsables de estos cambios fueron localizados
por anilisis parasexual como pertenecientes al mismo grupo de union I, esto permite su utilizacion

como marcadores genéticos. Estas mutaciones son de especial interés en el andlisis por cruza
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parasgxual debido a que facilitan la localizacion de las cepas haploides segregantes de una diploide
debido a 1a aparicion de sectores de color dentro de las cepas diploides de color negro (Pontecorvo y
col, 1953a, Bos y col.; 1988). Por otro lado la presencia de estas mutaciones no permite llevar a cabo
1a seleccion de cepas heterocarioticas para llevar a cabo 1a cruza parasexual, debido a que las cepas
son prototrofas.

Mediante el método de enriquecimiento por filtracion se obtuvo una mutante auxotrofa a
prolina. Se han localizado S genes responsables de la sintesis de prolina en 4. niger, hasta la fecha
(Swart y col. 1992). Estos genes se encuentran reunidos en los grupos de uniéon Il y VI (Bos y
c0l,1993). De acuerdo con Swart y col. (1992) 1a ruta de sintesis de la prolina esta muy relacionada
con la de arginina, por lo que las cepas auxétrofas con mutaciones en los genes proB y proC pueden
desarrollarse si se agrega arginina al medio de cultivo. Dentro de los resultados de este trabajo se
tiene el de que la cepa aisiada como auxotrofa a prolina SG53 no se desarrolla en presencia de
arginina, por 1o que se pucde afirmar que la mutacion responsable de la auxotrofia no es ni proB, ni
proC. Esta mutante fue llamada SG53 y como era derivada directamente de 1a cepa silvestre C28B2S,

sirvié para construir heterocariones con las cepas AW96-4 y con AW99-iii previamente aislados por
Loera (1994).

8.4 DETERMINACION DEL NIVEL DE RESISTENCIA A 2DG DE LAS CEPAS MUTANTES
OBTENIDAS.

La resistencia a 2-desoxiglucosa (2DG) ha sido ampliamente estudiada en diferentes
microorganismos como método para aislar mutantes con caracteristicas especial principalmente
como método para aislar cepas con desrepresion catabolica (Miller, 1981; Allen y col., 1989). Los

mecanismos y efectos derivados de la resistencia a 2DG son diversos y dependen en gran medida de
variables metabolicas complejas mas que de un solo factor de cambio. Se ha demostrado la existencia

de 9 locii que intervienen en la obtencion de cepas resistentes a 2DG en N. crassa (Allen y col.,
1989). La mayoria de los i >sder

ia a 2DG se basan en evitar la acumulacion de 1a 2-
Desoxiglucosa 6-fosfato (2DG6-P) en el interior de 1a célula. Se han reportado cuatro alternativas

para esto: 1) Evitar el ingreso de 2DG al interior de la célula (Allen y col, 1989). 2) La fosforilacion -
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ineficiente de 1a 2DG por la glucocinasa durante el ingreso a la célula (Mahlberg y col., 1985) 3) La
defosforilacion rapida y altamente eficiente de 1a 2DG6-P (Miller, 1981). y 4) La metabolizacion de Ia
2DG como ha sido reportado con anterioridad en algunas especies del genero Aspergillus (Miller,
1981).

 Los experimentos realizados con las cepas resistentes a 2DG, indican que el efecto de la 2DG
sobre estas cepas, es dependiente de las dosis, sugiriendo que la resistencia no se debe a que la 2DG
no esté ingresando en la célula. Experimentos previos de Minjares (1992) demostraron que sus cepas
asisladas no pueden crecer con 2DG como Unica fuente de carbono, esto ademais del efecto toxico de

la 2DG sobre las cepas, descarta su posible bolizacion.Quedan por lo tanto dos posibles sistemas
de resistencia a 2DG para las cepas (fosforilacion ineficiente de 1a 2DG o desfosforilacion rapida de la
2DG6-P).

Los datos de resistencia a 2DG de las cepas AW96-4 y AW99-iii fueron equivalentes a los
reportados por Minjares (1992), esto indica que la mutacion responsable de la resistencia a 2DG en
estas cepas es estable, y por lo tanto util para realizar el anilisis genético. Los resultados obtenidos
por las cepas aisladas en este trabajo, permitieron trabajar solamente con la cepa auxdtrofa a prolina
SGS3, debido a que las cepas SGS y SG6 resultaron resistentes a 2DG lo que indica cierto cambio en
el trasfondo genético de la cepa. Esto, de acuerdo con Bos (1987), las inhabilita para ser utilizadas en

un anilisis genético.

8.5 NIVELES DE REPRESION CATABOLICA DE LAS CEPAS MUTANTES.

En algunos estudios se ha relacionado l1a resistencia a 2DG con la desrepresion catabolica en
la sintesis de amilasa y sacarasa en cepas de N. crassa (Allen y col, 1989). Ademas. la resistencia a
2DG ha sido utilizada para aislar cepas con desrepresion catabolica en la sintesis de amilasas y
sacarasas. En estos estudios se reporta que una sola mutacion afecta la regulacion de la sintesis de
varias enzimas hidroliticas. Por lo tanto se intento determinar si en alguna de las cepas mutantes era

posible localizar un patron de desrepresion para varias enzimas hidroliticas.

56



Los mecanismos de regulacion catabolica reportados para las diferentes especies del género
Aspergilius son variadas, debido a que cada cepa que presente el fenomeno de desrepresion
catabolica puede tener una mutacion particular. Estas pueden incluir mutaciones de tipo creA que
afectan la regulacion de forma general y mutaciones en las cuales se modifica el gen que regula Ia
expresion de una sola proteina en particular (MacKenzie y col., 1993).

Las cepas aisladas por Minjares (1992) retienen la desrepresion catabélica de las pectinasas
an un comportamiento de desrepresion similar para la
islami > de resistentes a 2DG, que

]

como una caracteristica fenotipica, y pr

amilasa. Estos resultados, coinciden con otros casos de
que presentan desrepresion catabodlica para diferentes enzimas

en il y

resulta en la ob ion de cep
hidroliticas, tal como lo reportan Allen y col (1989), quienes observaron este fend

sacarasa al aisl pas resi a 2DG en N. crassa.

Este comportamiento podria indicar tanto que una sola mutacion es la responsable de ambos

comportamientos, y esta mutacion podria ser una mutacion de tipo creA que pudiendo ser la misma
d. tar que podria tratarse de mutaciones diferentes en ambas cepas.

para ambas cep sin
Mientras que la cepa SGS3, muestra un comportamiento de represion en la sintesis de

pectinasas similar al de la cepa silvestre, esto indica que no existen mutaciones que afecten la
represion catabolica de esta cepa de manera sensible. Esto habilita a la cepa SG53 como una cepa util

para el estudio de la segregacion mitotica de la represion catabolica de las cepas mutantes.

8.6 ANALISIS DE DOMINANCIA/RECESIVIDAD DEL CARACTER DE RESISTENCIA A
2DG EN HETEROCARIONES Y RESISTENCIA A 2DG EN LAS DIPLOIDES.

Este anilisis de realizé para de terminar la relacion de dominancia/recesividad de la mutacion

de resistencia a 2DG con respecto a la cepa silvestre y a las cepas AW96-4 con AW99-iii.

La tendencia de la resistencia en los heterocariones H1 (SGS53XAW96-4) y H3

(SGS53XAW9I9-iii), sugiere que las mutaciones podrian ser dominante en el primer caso y recesiva en
el segundo. Basados en el conocimiento actual de los medios de resistencia a 2DG en hongos. la
mutacion dominante podria ser atribuida a la presencia de una desfosforilasa mas activa que podria

protegerla de la 2DG cuando este sola. pero al compartir el citoplasma con otro nucleo que sintetice
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una cinasa normal, la 2-desoxiglucosa 6 fosfato, podria acumularse en menor medida teniendo por lo

tanto un efecto téxico menor qgue en la cepa sensible. En el caso de la mutacion recesiva, puede ser
go d i cual

b

atribuida a una glucocinasa que fosforile de manera defectuosa la 2DG. Sin
es la mutacion responsable de la resistencia a 2DG de cada una de estas cepas requerira estudios
posteriores y es un objetivo que quedo fuera de los alcances de esta tesis.

Es claro que la mutacion responsable de la resistencia a 2DG es diferente en AWS6-4 y AW9-
iii, como lo confirma la complementacion de esta mutacion en el heterocarion H4 que resulto sensible
8 2DG.Por otra parte, los resultados obtenidos en la cepa H4, coinciden con lo reportado por Moore
(1971). quien obtuvo una cepa heterocariotica de Coprinus lagoporus, proveniente de dos cepas

resistentes a 2DG. incapaz de crecer sobre medio con 2DG. En e! estudio citado (Moore y col.,
pl acion de mutaciones alélicas, situadas en

1971) atribuyeron este compor iento a la cc
locii genéticos diferentes.

Las cepas heterocariontes, tienden a formar cepas diploides de manera aleatoria por la fusion
de los nucleos presentes en la hifa del heterocarion. Para poder aislar un diploide se requiere separar
las esporas del micelio heterocarion y sembrar en medio minimo donde solo creceran las esporas
diploides que por complementacion son auxoétrofas.

Las cepas aisladas por este método dieron colonias capaces de crecer en medio minimo , con
esporas mas grandes por lo que se considerd que eran cepas diploides.

E! anico cambio que se presentd entre las cepas heterocarioticas. y las cepas diploides con
resp > a8 la resi 2DG fue la perdida de la resistencia a 2DG por la cepa D3, confirmando la
idea de que el fenotipo DG" esta asociado a una mutacion recesiva. Se propone que la mutacion es
debida a un transportador ineficiente de la 2DG (posiblemente asociado a una fosforilacion ineficiente
portador normal codificado en el nucleo de SG53, la 2DG pudo

de la 2DG). al si izarse el tr
ingresar en niveles normales y por lo tanto el micelio perdid su resistencia.
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8.9 REPRESION CATABOLICA EN LAS CEPAS PARENTALES Y DIPLOIDES AISLADAS:

Dado que se encontré que Ia resistencia a 2DG podria tener que ver con la desrepresion
catabolica para varias de las enzimas hidroliticas de las cepas aisladas se procedié a determinar la
represion catabolica de cada una de las cepas diploides de Aspergillus niger aisladas en ese trabajo.

En teoria, el anilisis de las mutaciones regulatorias en diploides permite distinguir entre un
mecanismo de control positivo y negativo. El primer paso en el anailisis es aislar mutantes de la cepa

silvestre que sinteticen productos de genes regulados de manera desreprimida. Se construyen cepas

diploides de los genes reguladores, y estas células diploides se exami usual por ensayos
enzimiticos de uno de los productos del gen para ver si el fenotipo desreprimido o el reprimido es
dominante. Si el gen mutante regulatorio afecta a la cepa diploide entonces puede ser asumido que
codifica para un producto difusible (Beckwith y col. 1974).

En un sistema de control negativo, se asume que la sintesis de tipo silvestre de una proteina
represora podria ser dominante sobre la perdida de un represor asumido, y por ende seri dominante
el fenotipo reprimido. En un sistema de control positivo, una mutacion en el gen regulador que
elimine la necesidad de induccion, resultaria en un activador que puede encender el operador en
cuestion bajo todas las condiciones, y ¢l fenotipo desreprimido seria dominante (Mackenzie y col.
1993; Beckwith y col. 1974).

Es importante anotar que en el cambio del cultivo en placa al cultivo en liquido, 1a cepa SG53

pr o difer ias importantes en la regulacion de sintesis de amilasa y pectinasa con respecto a la
cepa silvestre, y que las cepas mutantes presentaron diferencias importante entre si en cuanto a la

represion catabolica. Tanto las diferencias presentes en la cepa SG53 como las pr es en las cep

mutantes pueden ser atribuidas al bio en el si de produccion a medio liquido, este resultado

esta de acuerdo con lo hallado por Romero y col. (1993) y Minjares ( 1 992). quienes indicaron que las
cepas mutantes aisladas por Minjares (1992) mostraban diferentes niveles de produccion y represion
al cambiar el sistema de produccion de solido a liquido y viceversa.

Los niveles de represion catabolica para pectinasas de las cepas mutantes correspondieron con
lo reportado por Minjares (1992) para cultivo liquido. por lo que se le dio validez a los resultados

obtenidos. En base a lo anterior y de acuerdo a los resultados encontrados en este estudio se
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prop a conti

algunos modelos de mutacion en las cepas mutantes, aisladas por Minjares
(1992), que podrian explicar los fenotipos encontrados en las diploides.
Para 1a regulacion de pecti

se propone que, la desrepresion catabdlica de la cepa DI
(SGS3XAW996-4) podria explicarse por la presencia de una mutacion en la sintesis del represor. El

represor normal de SGS3 podria complem esa defici

patrén de represion normal, pero la ceps D1 no pr

y la cepa diploide presentaria un

ese comportami por lo que una
explicacion alternativa seria una mutacion que impida la union del represor sobre el gen operador en

el nucleo de AW96-4, que impediria 1a accion del represor normal de SG53. El caso D3
(SGS3XAW99.iii) podria ser analogo. Mientras que el comportamiento de la cepa D4, la cual tiene
un fenotipo cat® podria explicarse por la complementacion y recombinacion de mutaciones anilogas.

En el caso de 1a regulacion de 1a invertasa llama la atenciéon la mayor produccion de la cepa
SGS3, y Ia baja produccion de las cepas mutantes. El modelo de regulacion que se propone para las
cepas D1 y D3, en este caso es la presencia de un activador mas eficiente en la cepa SG53 y la
ausencia de este en las cepas AW96-6 y AW99-iii. 1o que explicaria la baja produccion en estas
cepas. Al unirse el activador de la cepa SG53 con las zonas disponibles de AW96-4 y AW99-iii en las
cepas diploides D1 y D3, se activaria la sintesis de la invertasa en ambos genes. La cepa D4 presenta
un comportamiento explicable por 1a complementacion de la deficiencia en el activador de ambas
cepas y la ausencia del represor de manera analoga a 1o sucedido con las pectinasas.

La regulacion de amilasas presenta un perfil muy complejo y dificil de explicar mediante un
modelo analogo a los anteriores. También es dificil explicar el bajo nivel de prod

ion de amil de
l1as cepas diploides en comparacion de las cepas haploides, ya que ninguno de estos comportamientos

corresponde con alguno de los comportamientos predichos por los modelos clasicos de regulacion.
Resumiendo, la represion de hidrolasas no sigue un patron general, no existe un patron de

regulacion uniforme para la produccion de estas enzimas. Esto podria indicar que las mutaciones

responsables de la desrepresion catabolica son diferentes para cada una de las cepas y para cada

enzima, que por lo tanto, responden de manera diferente a cada una de las seilales de regulacion de
sintesis de enzimas.
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8.10 ANALISIS DE LA SEGREGACION DE MARCADORES GENETICOS EN LAS CEPAS
SEGREGANTES A PARTIR DE LAS CEPAS DIPLOIES DI, D3 Y D4.

La obtencion de las cepas segregantes a partir de las cepas diploides de Aspergillus niger,
permite realizar la ultima parte del anidlisis por cruza parasexual en este tipo de microorganismos, la
segregacion de los caracteres fenotipicos que actuan como marcadores genéticos permite establecer o
descartar la union de algunos de ellos. En este caso se logro la haploidizacion de las cepas diploides
por medio de la utilizacion de dosis subletales de para-fluorofenilalanina, tal como lo indicé Lhoas,

(1967). La p-fluorofenilalanina, de acuerdo a Lhoas (1967) produce interferencias en la mitosis que
aneuploides continuan perdiendo cromosomas y

producen perdidas de cr . las cep
lcanzan répid el do haploide normal. Ademais, este antimetabolito no produce efectos en

la velocidad de crecimiento de las cepas haploides. mientras que ra el crecimi de las
diploides, lo que permite llevar a cabo la seleccion de las cepas haploidizadas. En contraste, Bos y col
(1988), afirman que la utilizacion de p-fluorofenilalanina produce sectores poco vigorosos, de

esporulacion pobre, a pesar de usar una dosis relativamente baja. En este estudio se observé que las
cepas se comportaron de manera aniloga a lo reportado por Lhoas (1967), ya que durante la

obtencion de haploides se obtuvieron sectores de crecimiento vigoroso, y con esporulacién normal,

los cuales fueron tomados como haploides, de acuerdo con Lhoas. La diferencia en el

comportamiento de las cepas reportado por ambos autores es posiblemente debida a las diferencias
inherentes a cada cepa, lo que también explicaria la discrepancia entre el trabajo de Bos y col. (1988)
y lo encontrado en este trabajo.

El patron de segregacion observado para la arginina resulto no corresponder con lo esperado,
ya que no se pudieron localizar mis que dos segregantes auxotrofas a arginina, ambas derivadas de la
diploide D3. La explicacion de este comportamiento podria ser la estrecha relacion que existe entre
las rutas metabolicas de la arginina y la prolina, lo que derivaria en una alimentacion cruzada de
ambos metabolitos (Swart y col.. 1992). La abundante presencia de cepas segregantes resistentes a
2DG con o sin represion catabolica indica que las mutaciones responsables de estas caracteristicas
son diferentes en todas las mutantes. Ademas al analizar los resultados que se obtuvieron en la
haploidizacion, se observa que excepto para la arginina los porcentajes de segregacion de todos los
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caracteres estan dentro de los valores reportados por Pontecorvo y col. (1953a y 1959) para ser
considerados como mutaciones no ligadas. Esto significa que cada una de estas mutaciones se

encuentra en cromosomas diferentes, y que son independientes una de otra en todos 1os casos
Se aArOn Cepas segreg:

con doble auxotrofia entre las segregantes de D3, ademis
de cepas con auxotrofias a prolina, tanto reprimidas como desreprimidas, resistentes y sensibles a

2DG. asi como con mezclas de estos caracteres. Esta variedad de cepas puede ser de utilidad en
estudios futuros sobre los mecanismos de regulacion de la sintesis de hidrolasas.

8.11 ANALISIS DE LOS NIVELES DE REPRESION CATABOLICA DE LAS CEPAS
SEGREGANTES OBTENIDAS.

La represion catabolica en cada una de las cepas segregantes obtenidas se determind
solamente con respecto a la sintesis de pectinasas debido a la gran cantidad de cepas a las que debian
analizarse los niveles de desrepresion. Para la presentacion de resultados se tomo el promedio de los
grupos de cepas tomando en cuenta la combinacion del fenotipo de resistencia a 2DG y represion
catabolica.

Al analizar los resultados de la produccion de pectinasas por cada uno de los grupos de
segregantes se observa que es posible formar 2 grupos finales en todas las tablas las cepas reprimidas
(cat®) y 1as cepas desreprimida (cat®). sin tomar en cuenta si el grupo es resistente o sensible a 2DG

esto indica que la mutacion de resistencia y la de desrepresion catabolica segregaron de manera
independiente. Ad as aproximad

el 50% de las cepas haploides obtenidas de cada una de las
cepas diploides, esta reprimida. Este tipo de segregacion de acuerdo con Bos y col (1988 y 1993)
corresponde a una mutacion de tipo puntual, indicando que los cambios en los patrones de represion
de las mut obtenid

por Antier y col. (1993a), son debidas a una serie de mutaciones
puntuales que podrian ser diferentes para cada una de ellas., y sobre todo. que la caracteristica
fenotipica de resistencia a 2DG parece no afectar o modificar la represion catabolica.

En conclusion, la obtencion de

pas sobreproductoras de pectinasas reportada por Antier y
col. (1993a) como asociada a mutaciones de resistencia a 2DG. merece un comentario, los datos de



este trabajo apoyan la hipotesis de mutaciones multiples que son responsables en forma independiente
de los fenotipos DG" (resistente a 2DG) y cat® (desreprimida en pr ia de gl ).

Sin embargo aun no se puede explicar por qué es relativamente frecuente encontrar este doble
fenotipo después de una mutacion aleatoria. Quizas el fenotipo cat® esta asociado a la desrepresion
de diversos sistemas enzimaticos en forma inespecifica, lo cual se confirmoé en parte por el aumento
en la actividad de amilasa y pectinasas en las cepas AW96-4 y AW99-iii, comparadas con el fenotipo
de la cepa silvestre (C28B2S). Esto estaria de acuerdo con el protocolo de seleccion indicado por
Antier y col. (1993b) quﬁenes primero aislaron las cepas por fenotipo DGR y de ellas se aislaron las

sobreproductoras de pectinasas, por medio de la observacion del tamafio de los halos de hidrolisis.
raron

También estaria de acuerdo con la observacion de Antier y col. (1993a), qui no
correlacion evidente entre el grado de resistencia a 2DG y el nivel de produccion de pectinasss pues
incluso encontraron una revertante (AW96-3). que se volvié DG® pero que conservo el fenotipo cat®.
También esta de acuerdo con el resultado principal de Loera (1994), quien aislo el dicarién D4 con
fenotipo DG® y cat® por medio de la cruza de la cepa AW96-4 (DG" cat®) y AW99.iii (DG" cat™),

apoyando la independencia de estos fenotipos.
Uno de los aspectos interesantes de este trabajo es la observacion de que las cepas AW96-4 y
bién aumentaron en forma importante

AW99-iii no solo aumentaron la produccion de pecti t
la produccion de amilasas y redujeron la de sacarasa. Esta observacion abre la posibilidad de

mutaciones que coordinen forma combinada a la produccion de bloques de hidrolasas. Este problema
seria objeto de futuras investigaciones y podria abordarse mediante la caracterizacion mas detaliada

de las segregantes aisladas en este trabajo.
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9 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se llega a las sigui conclusi La presencia de
segregantes con la caracteristica de represion-resistencia a 2DG y sensibilidad-desrepresion, indica:
1)La mutacion responsable de la desrepresion catabolica y la m ion respc ble de la

resistencia a 2DG. son diferentes.
- 2)Estas mutaciones se encuentran en diferentes cromosomas.

3)Las mutaciones respc bles de la resi ia a 2DG y la desrepresion catabélica, parecen
ser diferentes en cada una de las mut analizad

64




10 BIBLIOGRAFIA:

Acufla-Arguellies. M.E.; Gutierrez-Rojas, M. Viniegra-Gonzilez, G. y Favela-Torres, E. (1995)
Production and Properties of Three Pectinolytic Activities Produced by Aspergillus niger in
Sumberged and Solid State Fermentation. Appl. Microbiol. Biotechnol. 43(S): 808-814.

Aquidhuatl, M. A_; Raimbault, M.; Roussos, S.; Trejo. M. R. (1987) Solid State Fermentations in
Conversion of Agroindustrial Raw Materials En Proceedings of the Seminar ORSTOM-
Raimbault, M. (Edit.), Montpellier, France: 13-26

Alabi, R. O.; Naqui, S. H. Z. (1977). Production of Cellulolytic and Pectolytic Enzymes by
Cercaspora arachidicola. Trans. Br. Mycol. Soc. 68(2): 296-298.

Allen, K. E.; MacNally, M. T.; Lowendorf, H. S.; Slayman, C. W.; Free. S. J. (1989) Deoxiglucose-
Resistance Mutants of Newrospora crassa: Isolation, Mapping and Biochemical Characterisation. J.
Bacteriol. 171 (1): 53-58.

Antier, P.; Minjares, A.; Viniegra, G. (1993a). Pectinase-Hyperproducing Mutants of Aspergillus
niger C28B2S for Solid State Fermentation on Coffee Pulp. Enzyme Microb. Technol. 15:254-260.

Antier, P.; Minjares, A.; Roussos, S.; Viniegra, G. (1993b). New Approach for Selecting Pectinase-
Producing Mutants of Aspergillus niger Well Adapted to Solid State Fermentation. Biotech. Adv.
11:429-440.

Badui Dergal, S. (1988). Diccionario de tecnologia de Ali t Alhambra Mexi México. p.
192

Ball, C.(1983). The Filamentous Fungi. En: Genetics and Breeding of Industrial Microorganisms.
Ball, C.(Ed.) CRC Press, INC. Boca Raton, Florida. pp 159-188.

Bailey, M. J.; Pessa, E. (1990). Strain and Process for Production of Polygalacturonase. Enzyme
Microb. Technol. 12: 266-271.

Bekwith, J.; Rossow, P. (1974). Analysis of Genetic Regulatory Mechanisms. Ann. Rev. Genet. 8:
1-13.

Berka, R. M. ; Barnett, C. C.; Bodie, E. A.; Crabb, W. D.; Dunncol N. S.. Kod K. H.; Rey.
M. W.; Sweeney. D.. Wilson, L. J.; Ward, M. (1992). The Filamentous Fungus Aspergillus niger
Var. awamori as Host for the Expression and Secretion of Fungal and Non-Fungal Heterologous
Proteins. Abstracts of Papers of the American Chemical Society. 203.Iss Apr.: 121-124.

65

o S ot N 4 AL St S

i e b

s

S N

i i



Bos, C. J. (1987) Induction and Isolation of Mutants in Fungi at Low Mutagen Doses. Curr. Genet.
12: 471-474.

Bos, C. J.; Debets J. M.. Swart, K.; Huybers, A.; Kobus, G.; Slakhorst, S. M.. (1988) Genetic
Analysis and the Construction of a Master Strain for Assignment to Six Linkage Group in Aspergillus
niger. Curr. Genet. 14: 437-443.

Bos, C. J.; Debets J. M.; Kobus, G.; Slakhorst, S. M.; Swart, K. (1989) Adenine and Pyrimidine
Genes of Aspergillus niger and Evidence for a Seventh Linkage Group. Curr. Genet. 16: 307-310.

Bos, C. J.; Debets J. M.; Nachtegaal, H.: Slakhorst, S. M.; Swart, K. (1992) Isolation of Auxotrophic
Mutants of Aspergillus niger by Filtration Enrichment and Lytic Enzymes. Curr. Genet.21: 117-120.

Bos. C. J.; Slakhorst, S. M.; Debets J. M.; Swart, K. (1993) Linkage Group Analysis in A.spsrgrllu.s
niger. Appl. Microbiol. Biolecllnol. 38: 742-74S.

Charley, H. (1987). T logia de ali Ed. Limusa. México. pp 643-645, 728-737.

Chopra, S.; Mehta, P. (1985) Influence of Various Nitrogen and Carbon Sources on the Production
of Pectinolytic-Cellulolytic and Proteolytic Enzymes by Aspergillus niger. Folia Microbiol. 30: 117-
128.

Debets J. M.; Swart, K.;: Bos, C. J. (1990) Genetic Analysis of Aspergillus niger: Isolation of
Chlorate Resi Mutants, their Use in Mitotic Mapping and Evidence for an Eight Linkage
Group. Mol. Gen. Genet. 22: 453-4S8.

Debets, F.(1990). Genetic analysis of Aspergillus niger.

Ditchbum, P. . McDonald, K. D. (1971) The Differential Effects of Nystatine on Growth of
Auxotrophic Strains of Aspergillus nidulans. Journal of General Microbiology. 67: 299-306.

Dowser, C. E. A_; Kelly. J. M. (1991). Analysis of the ¢r¢4 Gene, a Regulator of Carbon catabolite
repression in Aspergillus nidulans. Mol. Cell. Biol. 11: 5701-5709.

Grajek, W.; P. Gervais (1987). Influence of Water Activity on the Enzyme Biosynthesis and Enzyme
Activities Produced by Trichoderma viride TS in Solid State Fermentation. Enzyme Microbiol.
Technol. 9: 658-662.

Gunasekaran, P. (1995). Laboratory Manual in Microbiology. Ed. New Age International.
Madras, India. pp 78-81.

Hastie, A. C. (1970) Benlate-Induced Instability of Aspergillus Diploids. Nature. 226:771.

Hesseltine, C. W. (1972). Solid State Fermentation. Biotechnol & Bioengineering. 13:517-532.

66




Kulmburg. P.; Sequeval, D.; Lenouvel, F.; Mathieu, M.; Felenbok, B. (1992) Identification of the
Promoter Region Involved In the Autoregulation of the Transcriptional Activator ALCR in
Aspergillus nidulans. Molecular and Cellular Biology. 12 (5): 1932-1939.

Lhoas, P. (1971) Mitotic Haploidization by Treatment of Aspergillus niger Diploids with para-
fluorophenylalanine. Nature. 190:744.

Lhoas, P. (1967). Genetic Analysis by Means of the Parasexual Cycle in Aspergillus niger. Genet.
Res. Camb. 10: 45-61.

Loera-Corral, O. (1994). Caracterizacion de Mutantes de Aspergillus niger Sobreproductores de
Pectinasas. Tésis de Maestria. Universidad Autonoma Metropolitana. México, D. F.

May, C. D. (1990). Industrial Pectins: Sources, Production and Applications. Carbohydrate
Polymers. 12: 79-99.

Mahiberg. D.. Hofer, M.. Tauber, A. (1985) Sugar Transport and Hexose-ATP-Kinase Activity in a
2-Deoxy-D-glucose Tolerant Mutant of the Yeast Rhodotorula glutinis. Journal of General
Microbiology. 131: 479-48S.

McGuire, R. G.. Rodriguez-Palenzuela. P.; Collmer, A.; Burr, T. J. (1991). Polygalacturonase
Production by Agrobacterium tumefaciens Biovar 3. Appl. Environ. Microbiol. $7(3): 660-664.

Miller, G.L. (1959). Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing Sugar.
Analytical Chemistry. 31(3): 426-428.

Minjares. C. A. S. (1992). Ob ion de Mut de Aspergillus niger C28B25S Hiperproductores de
Pectinasas por Fermentacion en Medio Solido de 1a Pulpa de Café. Tésis de Maestria. Universidad
Iberoamericana. México, D. F.

Moo-Young, M.. A. R. Moreira & R.P. Tengerdy (1983). Principles of Solid-Substrate
Fermentation. En: The Filamentous Fungi. Vol. IV Fungal Technology. Esis, E.; E. Smith; D. R.
Berry & B. Kristiansen, (Ed.). Arnold, London. pp 117-143.

Moore, D.; Stewart, G. R. (1971) Mutants of Coprinus cinereus Selected for Resistance 1o 2-deoxy-
D-glucose. Genet. Research. 18:341-352.

Moore, D. (1981). Effects of Hexose Analogues on Fungi: Mechanisms of Inhibition and of
Resistance. New phytol. 87: 487-515.

Nasser, W.; Reverchon. S.. Condemine. G.. Robert-Baudouy. J. (1994) Specific Interactions of

Erwinia chrysanthemi KdgR Repressor with Different Operators of genes Involved in Pectinolysis.
Journal of Mol. Biol. 236: 427-440.

67



Pandey, A. (1992). Recent Process Developments in Solid State Fermentation. Process

Biochemistry. 27: 109-117.
Pontecorvo, G.; Kafer, E. (1959). Genetic Analysis Based in Mitotic Recombination. Adv. Genet.
10:71-104.

Pontecorvo, G.; Roper, J. A.; Hemmons, L. M.. McDonald, M K. D.; Bufton, A. W. J. (1953a). The

Genetics oani’ergiIIus nidulans. Adv. Genet. 5:141-238.
R bination without Sexual

Pontecorvo, G.; Roper. J. A.; Forbes, E. (1953b). G
Reproduction in Aspergillus niger. 3. Gen. Microbiol. 8:198-210.

Romero, S.. Acufia, M. E.; Viniegra, G. (1993). Efecto de la Actividad de Agua sobre la Produccion
de Pecti de Aspergillus niger en Fermentacion Solida y Liquida. Biotecnologia

(Méx). 3(1-2): FS65-FS69.

Runlin, M.; Reese, J. C.; Black, W. C.; Brumel-Cox, P. (1990). Detection of Polygllacturonue and
Pectmenerm from salivary Secrets of Living Green Bugs, Schizaphis g (Hc ptera:
Aphidiae). J. Insect Physiol. 36(7): 507-512.

Schneider, R. P.; Wiley, W. R. (1971) Regulation of Sugar Transport in Newrospora crassa. Journal
of Bacteriology. 106(2): 487-492.

‘Shankaranand V.; M. V. Ramesh & B.K. Lonsane (1992). Idiosyncrasies of Solid State Fermentation
Systems in the Biosynthesis of Metabolites by Some Bacterial and Fungal Cultures. Process

biochemistry. 25:33-36.

Solis-Pereyra, S.. Favela-Torres. E.. Gutierrez-Rojas, M.; Roussos. S.; Saucedo-Castafieda, G
Gunasekaran, P.; Viniegra-Gonzilez, G. (1996) Production of Pectinases by Aspergillus niger in
Solid State Fermentation at High Initial Glucose Concentrations. Worid J. Microbiol. Biotechnol.
12: 257-260.

Swart, K.; Peter, J. 1.; Vondevoort, Cor F. B. and Jaap Visser (1990) Genetic Localisation of a Series
of Genes Affecting Glucose Oxidase Levels in Aspergilius niger. Curr. Genet. 18: 435-439.

Swart, K.; Alfons, J. M.; Debets J. M.;. Kobus, G.; Bos, C. J. (1992) Arginine and Proline Genes of
hock . 61: 259-264.

r M

Aspergillus niger. Antonie Van L w
Tengerdy. R. D (198S5). Solid Substrate Fermentation. Elsevier Science Pnblishen.v 200: 96-99

Tuttobello, R. & P. Mill (1961). The Pectic Enzymes of Aspergillus niger. Biochemical Journal.
79:51-57.

68




Tsuyumu, S. (1977). Inducer of Pectic Acid Lyase in Erwinia carotova. Nature. 269(25): 237-238.

Van der Veen, P.; Ruijter, J. G. G.; Visser, J. (1995) An extreme creA Mutation in Aspergillus
nidulans has Severe Effects on D-Glucose Utilization. Microbiology. 141: 2301-2306.

Viniegra-Gonzilez, G (1988). Perspectives and Limitations of Solid-State Fermentation in Mexico.
In: Raimbault, M. (Ed.). Solid-Sate Fermentation in Bioconversion of Agroindustrial Raw

Materials. ORSTOM, Montpellier, France. pp 67-72.

Ward, O. P. (1985). Hidrolytic Enzymes. In Blanch, H. W.; Drew, S.; Wang, D. 1. (Eds)
Comprehensive Biotechnology. Pergamon Press. New York. 3: 819-83S. )

Zimmermann, F. K.; Scheel. 1. (1977) Mol. Gen. Genet. 154: 75-82. en Trumbly, R. J. (1992)
Glucose Repression in the Yeast Saccharomyces cerevisae. Molecular Microbiology 6(1): 15-21.

69




	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2.  Información General
	3. Antecedentes de éste Trabajo
	4. Hipótesis de Trabajo
	5. Objetivos
	6. Material y Métodos
	7. Resultados
	8. Discusión
	9. Conclusiones
	10. Bibliografía



