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RESUMEN

En este trabajo se utilizaron dos cepas de Aspergillus flavus para
comparar su crecimiento en medio liquido, asi como determinar su
capacidad de producir enzimas pectinoliticas bajo diferentes
condiciones ambientales y nutricionales. Las dos cepas crecieron mejor
en pectina y acido poligalacturénico (3.42-6.6 y 1.32 mg mL1,
respectivamente) que sobre azucares sencillos como la glucosa (0.2-0.62
mg mL1) en cultivos inoculados con esporas. Cuando los cultivos
fueron inoculados con micelio vegetativo la cepa NRRL-6541 crecio
mejor en glucosa (3.1 mg mL-!) que en pectina y acido poligalacturonico
(2.1 y 1.7 mg mL'!, respectivamente) y la cepa CECT-2687 crecio mejor
en pectina (4.2 mg mL-1) que en glucosa (1.3 mg mL-1). Las actividades
que se identificaron fueron la actividad exo-pectinolitica (exo-PG) y la
actividad pectin liasa, aun no reportada para este hongo. Se determino
que la actividad exo-PG, al igual que lo que se ha reportado, es inducida
por pectina y sustancias relacionadas con su estructura (acido
poligalacturdonico y acido galacturonico). Por otro lado, la actividad
pectin liasa también fue producida en pectina, acido poligalacturonico y
acido galacturonico y reprimida por glucosa. La mayor actividad pectin
liasa se produjo en acido galacturonico (72 y 22 mU mg! PS para la
cepa NRRL-6541 y CECT-2687, respectivamente) cuando el cultivo se
inoculé con esporas, mientras que cuando se inoculé con micelio
vegetativo, la cepa NRRL-6541 produjo la mayor actividad en acido
galacturonico (12.1 mU mg! PS) y la cepa CECT-2687 lo hizo acido
poligalacturdonico (4.2 mU mg! PS). Las dos actividades pectinoliticas
(exo-PG y pectin liasa) presentaron una produccion diferencial respecto
a la fuente de carbono y al tipo de inoculo que se utiliz6. También se
caracterizaron los filtrados enzimaticos libres de células con actividad
pectin liasa producidas por las dos cepas de A. flavus, y se determino
que estos tienen un pH optimo de 7.0 y la mejor estabilidad a pH 8.0 a

temperatura ambiente.



1. INTRODUCCION

Existe una gran variedad de microorganismos capaces de crecer sobre
tejidos vegatales de forma sapréfita 0 como patdgenos. La capacidad de los
microorganismos de invadir los tejidos vegetales se debe, entre otros factores,
a la produccion de enzimas que degradan los polisacéridos de la pared celular
de las plantas como son: las celulasas, las hemicelulasas y las pectinasas. En
algunos casos, estas enzimas han sido consideradas como factores de

patogenicidad. Este es el caso de las enzimas pectinoliticas.

Aspergillus flavus, un hongo fitopatégeno, es de importancia en la
industria agropecuaria ya que contamina cultivos de importancia econémica
con aflatoxinas, las cuales representan un potencial riesgo de salud para los
humanos. Hasta el momento se ha reportado que este hongo produce tres
enzimas con actividad poligalacturonasa (PG), una pectinmetilesterasa (PME) y
un complejo con actividad de trans-eliminacion. De estas enzimas
pectinoliticas, la denominada P2c ha sido identificada como factor de
patogenicidad. Esta es una enzima que presenta actividad de poligalacturonas,

es inducida por pectina y no presenta represion por glucosa.

Por otro lado, es interesante resaltar que para Aspergillus niger, un
hongo saprofito, se ha reportado que produce hasta 26 enzimas pectinoliticas
diferentes bajo diferentes condicones de cultivo. Esto hace pensar que
probablemente Aspergillus flavus, estando filogenéticamente relacionado con
Aspergillus niger, tiene la capacidad de producir, ademas de las enzimas
reportadas, otras enzimas pectinoliticas que le permitan degradar de manera

eficiente la pectina.

La identificacibn y estudio de las enzimas que degradan los
polisacéaridos de la pared celular de las plantas de A. flavus, en particular las
enzimas pectinoliticas, permitiria entender cual la funcién fisiolégica de estas
en el proceso de infeccion a plantas. Esta informacion podria ser de gran
relevancia en las areas de control biolégico de cultivos y de almacenamiento

post-cosecha, asi como en el area de interaccion planta-patogeno.



2. ANTECEDENTES

2.1. Aspergillus flavus

Aspergillus flavus es un hongo fitopatdgeno que infecta cultivos de
importancia econémica como maiz, cacahuate y algodén, y los contamina con
aflatoxinas (Marsh and Payne, 1984, Cleveland and McCormick, 1987,
Cleveland and Cotty, 1991 y Brown et al, 1992.). Las aflatoxinas son
metabolitos secundarios producidos no solo por A. flavus, si no también por
Aspergillus parasiticus. Es conocido que estos compuestos son toéxicos y
carcinogénicos para los animales y representan un gran riesgo para los
humanos (Yu et al., 1995 y 2000).

La capacidad de degradar eficientemente los tejidos de las plantas es
una caracteristica que poseen muchos hongos fitopatégenos. Esta capacidad
esta dada por su habilidad de producir enzimas que degradan sinérgicamente
la pared celular de las plantas, de entre las cuales destacan las que degradan
la pectina. Cleveland y McCormick, (1987) identificaron que Aspergillus flavus
producia cuatro enzimas con actividad pectinolitica cuando el hongo era
cultivado en algodén y en pectina como fuente de carbono. Las enzimas fueron
parcialmente caracterizadas y se identificaron tres poligalacturanasas (PG) y
una pectinmetilesteresa (PME). De las tres enzimas con actividad PG, la
denominada P2c fue la que se produjo en mayor cantidad y su frecuencia de
corte era de una enzima con actividad tipo “endo”. Todas las enzimas
presentaron represion por glucosa excepto la P2c (Cleveland and McCormick,
1987). La capacidad de Aspergillus flavus de producir la enzima P2c fue
relacionada directamente con la agresividad con la que este hongo invadia los
tejidos de la planta de algodon. Las cepas que no fueron capaces de producir
esta enzima fueron también incapaces de colonizar exitosamente los tejidos
(Cleveland and Cotty, 1991 y Brown et al, 1992).

El gen que codifica para la endo-PG P2c se aislo y se caracterizo. Este
gen (pecA) consiste de 1228 pares de bases que codifican para una proteina

de 363 aminoacidos con un peso molecular aproximado de 37.6 kDa



(Whitehead et al, 1995). En otro estudio se observé que la interrupcion de este
gen, en cepas de Aspergillus flavus de altamente patdgenas, ocasiond que las
cepas perdieran su agresividad, y la restauracion de este gen dio como
resultado que la recuperaran (Shieh et al, 1997).

Famurewa et al, (1993) reportaron la identificacibn de un complejo
pectinolitico producido por Aspergillus flavus con actividad de trans-eliminacion.
De acuerdo con los autores, este complejo fue inducido por pectina como
fuente de carbono y fue reprimido cuando el hongo fue cultivado sobre glucosa,
sacarosa, maltosa y fructosa. Se encontré que las Unicas dos fracciones que
presentaron actividad de trans-eliminacion, al purificar parcialmente el
complejo, tenian una masa molecular de aproximadamente 33 kDa. Estas dos
fracciones presentaron un pH 6ptimo de 8.5 y una temperatura 6ptima de 35°C.
En cuanto a la especificad hacia el sustrato, las dos fracciones presentaron
actividad sobre pectina y sobre acido poligalacturénico. La capacidad de estas
fracciones de degradar este Ultimo sustrato sugiere la presencia de, al menos,
una enzima con actividad pectato liasa, debido a que este tipo de enzimas
despolimerizan las cadenas de homogalacturonano de bajo grado de
esterificacion. A demas, las fracciones enzimaticas fueron estimuladas por
Ca®*, Mg**, Na" y K*, y fueron inhibidas por EDTA y DNP.

Debido a que la pectina no es el Unico compuesto presente en la pared
celular de las plantas se han reportado otras enzimas que, ademas de las
pectinoliticas, actuan sinérgicamente para degradar la pared celular de las
plantas. Aspergillus flavus produce xilosidasas intracelulares (Yoshikawa et al,
1993a y 1993b), a-amilasas, xilanasas y proteasas (Brown et al, 2001), y muy

probablemente estas intervengan en el proceso de infeccion.

2.2. Generalidades sobre la pared celular de plantas

La pared celular de las plantas estd constituida principalmente por
polisacaridos y proteinas. Los polisacaridos constituyen el 90 % de la pared
celular y se dividen en tres tipos de acuerdo a su composicién (de Vries and
Visser, 2001). La celulosa es el principal de estos tres polisacaridos y esta



formada por cadenas lineales de hasta 1200 residuos de D-glucosa unidos en
posicion B-1,4. Estas cadenas estan ordenadas en estructuras llamadas
microfibrillas (Figura 1) y su principal funcién es la de asegurar la rigidez de la

pared celular (de Vries and Visser, 2001).

Q D-Glucosa

Figura 1. Representacion esquematica de las microfibrillas de celulosa.

La hemicelulosa es la segunda estructura organica mas abundante en la
pared de las plantas y estd compuesta por diferentes tipos de polimeros, esta
composicion depende del origen de la planta. Entre estos polimeros se
encuentran el xilano (Figura 2), el xiloglucano (Figura 3) y el
galacto(gluco)manano (Figura 4). La estructura de estos polisacaridos depende
de la composicion y distribucion de los residuos de azucar que contienen como
son: D-xilosa, D-glucosa, D-manosa, D-galactosa, L-arabinosa, &cido
glucuronico, entre otros (de Vries and Visser, 2001). Por ejemplo, el xilano
(Figura 2) es el principal polimero de la hemicelulosa en cereales y su
estructura estad definida por una cadena principal de residuos de D- xilosa
unidos por enlaces glicosidicos en posicion 3-1,4 y pueden estar sustituidos por
diferentes cadenas laterales con diferentes azucares como L-arabinosa, D-
galactosa, D-acido glucuronico, grupos acetilo, feruloilo y p-cumaroilo (de Vries
and Visser, 2001).
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Figura 2. Representacion esquematica del xilano.
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Figura 3. Representacion esquematica del xiloglucano. A) unidades repetidas
de tres residuos de D-glucosa sustituidos con D-xilosa en posicion -1,6
seguidos de un residuo de D-glucosa sin sustitucion. B) unidades de dos
residuos de D-glucosa sustituidos por residuos de D-xilosa en posicion -1,6
seguidos de dos residuos de D-glucosa sin sustituir.

[] D-Manosa

Y (O  D-Glucosa

;; ;; /\  D-Galactosa

Figura 4. Esquema de la estructura del galacto(gluco)manamo.



La funcién estructural de los polisacaridos de la hemicelulosa es
interconectar a las fibrillas de celulosa con las cadenas de polisacarido de la
pectina, esto basado en la capacidad de los polisacaridos de la hemicelulosa
de unir no-covalentemente a la celulosa y unir covalentemente a la pectina
(Figura 5) (de Vries and Visser, 2001).

Microfibrillas de
celulosa

Fibrillas de
-« celulosa

Pectina

Hemicelulosa

Figura 5. Esquema de la interaccion de los polisacaridos de la pared celular de las plantas.

La pectina es el compuesto mas abundante en la matriz de la lamina
media de la pared primaria de las plantas y estad casi ausente en la pared
celular secundaria. Su funcién es la de regular la porosidad de la pared celular
y la adhesién entre las células (Willats et al, 2001). En la estructura de la
pectina se han identificado dos regiones diferentes (Figura 6). La region lisa
esta formada por una cadena principal de residuos de acido D-galacturdnico
unidos en posicién a-1,4 y pueden estar sustituidos por grupos acetilo o
metoxilo. A esta region también se le conoce como homogalacturonano (HG)
(de Vries and Visser, 2001). La regién ramificada o “peluda”, esta formada
principalmente por el ramnogalacturonano | (RGI). Este esté constituido de una
cadena principal de acido D-galacturénico y la cadena esta interrumpida por
residuos de L-ramnosa en posicion a-1,2. Los residuos de L-ramnosa estan
sustituidos por cadenas laterales de arabinanos y galactanos en posicion O-4.
El ramnogalacturonano 1l (RGII) es un polisacarido de aproximadamente 30
unidades con una cadena principal de residuos de &cido D-galacturdnico

unidos en posicion a-1,4. Esta cadena principal estd sustituida con cadenas



laterales de hasta 11 azucares diferentes poco comunes como son la apiosa, el
acido acerinico, el acido 2-ceto-3-desoxi-D-mano-octulosonico y el 2-O-metil-L-
fucosa. Esta region de la pectina estd muy conservada tanto en su composicion

como en su estructura (de Vries and Visser, 2001).

O Acido galacturénico (Gal A)
Regién lisa g Metilo Gal A
@ Ramnosa (Rha)

O Galactosa (Gal)

O Arabinosa (Ara)

RGI \ / RGII Q Otros azlcares

Regién peluda

Figura 6. Esquema general de la estructura de la pectina.

2.3. Pectinasas

Las pectinasas son un grupo muy amplio y variado de enzimas que
catalizan diferentes reacciones para modificar la estructura de la pectina. Estas
enzimas han sido clasificadas de acuerdo a diferentes criterios. Se han
clasificado en hidrolasas y liasas debido al mecanismo por el cual
despolimerizan a la pectina. El mecanismo de accién de las hidrolasas (Figura
7) es mediante la adicion de una molécula de agua para poder romper el
enlace glicosidico. Las liasas (Figura 8) rompen el enlace glicosidico por un
mecanismo de accion conocido como trans-eliminacion, y se basa en la
formacién de una doble ligadura entre los atomos de carbono 4 y 5 de la
molécula de acido galacturénico (Lineweaver and Jansen, 1951). Otra
clasificacion se basa en la forma o frecuencia con la que estas enzimas rompen

la molécula de pectina (frecuencia de corte) y pueden ser de tipo “exo” o



“endo”. Las enzimas de tipo “exo” (Figura 9) rompen el enlace glicosidico en el
extremo reductor de la molécula de la pectina formando mondémeros, dimeros y
trimeros como productos finales. Las de tipo “endo” (Figura 9) tienen su sitio de
corte en sitios no reductores de la molécula de pectina y generan oligbmeros
de entre 5y 7 unidades, lo que ocasiona la disminucion de la viscosidad de una

solucion de pectina (Stutzenberger, 1992 y Benen et al, 1999).
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Figura 7. Mecanismo de accion de las poligalacturonasas (hidrolasas).

Las pectinasas también se clasifican de acuerdo a la region de la pectina
donde actian y pueden denominarse como: poligalacturonasas (hidrolasas y
liasas) y ramnogalacturonasas (hidrolasas y liasas) (de Vries and Visser, 2001).
Las enzimas que desesterifican a la region lisa de la pectina se denominan
esterasas y son muy importantes para la degradacion eficiente de la pectina, ya
que, las poligalacturonasas frecuentemente se ven inhibidas por los grupos
metilo y acetilo y necesitan que estos grupos sean removidos previamente para

poder actuar (de Vries and Visser, 2001y Stutzenberger, 1992).
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Figura 8. Mecanismo de accion de las pectin y pectatoliasa

Existe otro grupo de enzimas involucradas en la despolimerizacion de la
pectina y son conocidas como enzimas accesorias. Estas enzimas actlan
sobre las cadenas laterales de la pectina. De estas enzimas destacan las
arabinasas, galactanasas, feruloil estrerasas, glucuronidasas, xilosidasas, etc
(de Vries and Visser, 2001).

Debido a la complejidad de la pectina, las enzimas que la degradan
también pueden llegar a ser complejas en cuanto al orden en que actlan. Se
ha reportado que las enzimas que degradan los polisacaridos de la pared
celular de las plantas interactian de una forma sinérgica para hacerlo de forma
eficiente (de Vries et al, 2000). Esto permite pensar que los microorganismos
qgue infectan a los tejidos vegetales no solo dependen de la produccién de las
enzimas pectinoliticas, si no también dependen de la produccién de otras
enzimas que degradan a otros polisacaridos de la pared celular son las

xilanasas y las celulasas.
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Figura 9. Representacion esquematica de la frecuencia de corte de las enzimas

pectinoliticas con actividad tipo “exo” y “endo”.

2.4. Enzimas que degradan polisacaridos en otros patdogenos de plantas

Existe mucha literatura acerca de la sintesis y regulacion de las enzimas
qgue degradan los polisacéaridos de la pared celular de las plantas en diferentes
microorganismos fitopatdgenos. Uno de ellos es la bacteria Erwinia
crhysanthemi que causa el reblandecimiento prematuro de plantas, ya sea en
cultivo o en almacenamiento (Heron et al, 2000). Se ha reportado que esta
bacteria produce dos pectinmetilestersas, ocho isoenzimas de una pectato liasa
gue presentan actividad tipo endo, una exopoligalacturonato liasa y una exo-
poli-a-D-galacturonosidasa (Surgey et al, 1996 y Shevchik et al, 1999). Todas

estas enzimas estan reguladas de diferente forma y de las cuales destaca la



regulacion por el producto del gen pecT, que puede funcionar como represor o

activador (Surgey et al, 1996).

Botrytis cinerea es un hongo filamentoso de color gris que infecta hasta
200 tipos diferentes de plantas, ya sea en cultivo o en almacenamiento post-
cosecha. Este hongo produce seis endo-poligalacturonasas, de las cuales Bcpg
1 se producen cuando el hongo se cultiva en acido poligalacturénico, sacarosa
y extractos de plantas. Esta enzima es necesaria para una alta patogenicidad,
pero no era el Unico factor (Have et al, 1998). Wubben et al, (1999) observo
que las seis enzimas de tipo “endo” presentaban una expresion diferencial
cuando el micelio, pre-crecido en un medio con glucosa, se transferia a un
medio nuevo con &cido poligalacturénico o glucosa como fuente de carbono.
Se observd que las enzimas Bcpg 1 y 2 se expresaron de forma constitutiva
mientras que las endo-poligalacturonasas Bcpg 4 y 6 eran inducidas por acido
galacturénico (Wubben et al, 2000). También se observé que los valores de pH
bajos también tenia un efecto positivo sobre la expresion de la enzima Bcpg 3.
La expresion de la endo-PG Bcpg 4 por &cido galacturénico disminuia cuando
en el medio de cultivo se encontraba una fuente de carbono mas favorable
(Wubben et al, 2000).

Botrytis cinerea, ademas de las endo-PG, produce dos exo-
poligalacturonasas (exo-PG). Una de ellas tiene una masa molecular de 66 kDa
y se produjo sobre pectina citrica y se acumuld conforme aumento el tiempo del
cultivo. La segunda, de 70 kDa, se produjo durante las primeras horas del
cultivo y después desaparecio, es decir, su expresion fue transitoria (Rha et al,
2001). Este hongo también produjo una enzima con actividad PME, la cual
presento su mayor concentracion en lugares cercanos a las zonas de la
infeccién. Esto sugiere que la actividad esterasa es importante para que
Botrytis cinera pueda infectar a los tejidos de las plantas (Joo An et al, 2005).

Otro hongo fitopatégeno es Fusarium moniliforme, que infecta las raices
de jitomates. Este hongo produce cuatro endo-PG’s con una masa molecular
que varia de 38 a 48.5 kDa y estan altamente glicosiladas por manosas

(Carpari et al, 1993). Las endo-poligalacturonasas de este hongo son



susceptibles al grado de esterificacion de la pectina, donde los niveles altos de
esterificacion disminuyen la afinidad de las enzimas por la pectina (Bonnin et al,
2002). Sella et al, (2004) encontraron que Fusarium moniliiforme produce una
endo-PG que es insensible los mecanismos de defensa de las plantas,
indicando que esta enzima es un factor de patogenicidad. Se sabe que este
hongo también produce una enzima con actividad pectato liasa de bajo peso
molecular pero a diferencia de las poligalacturonasas, esta enzima no esta

relacionada como factor de patogenicidad (Dixit et al, 2004).

Fusarium oxysporum produce una endo-PG de 35 kDa. Esta enzima es
inducida por pectina y acido galacturonico y reprimida por glucosa. Esta enzima
(Pg5) es producida en las primeras etapa de la infeccién (Garcia-Maceira et al,
2001). Dentro de las enzimas que degradan la pared celular de las plantas,
producidas por Fusarium oxysporum, se han identificado dos endo-xilanasas,
las cuales son inducidas por xilano y sujetas a represion catabdlica. La endo-
xilanasa Xyl4 se produce diferencialmente por la naturaleza y concentracion de
la fuente de nitrgeno, esto cuando se utiliza una fuente de carbono inductora.
La interrupciéon del gen xyl4 no redujo el grado de virulencia del hongo, por lo
cual la enzima no es esencial para la virulencia (Gomez-Gomez et al, 2002), lo
cual no indica que esta enzima no cumpla un papel importante en el proceso de

infeccion.

Colletotrichum lindemuthianum, un patégeno del frijol, produce dos
endo-PG’s (CLPG1 y CLPG2). La primera es secretada al medio cuando este
hongo se cultiva sobre pectina. La segunda es una enzima asociada a la pared
celular que se acumula cuando Colletotrichum crece sobre pectina y sobre

tejidos vegetales (Herbert et al, 2004).

Aspergillus niger es un hongo saprofito conocido por su capacidad de
producir y secretar una gran variedad de enzimas que degradan la pared
celular de las plantas. Se ha reportado que A. niger expresa hasta 26 diferentes
genes pectinoliticos (de Vries et al, 2002). Dentro del género Aspergillus se ha
reportado la produccién, regulacion, purificacion y caracterizacion de las

enzimas que degradan la pectina. Estas enzimas en general son inducidas por



pectina y sus productos de degradacion (de Vries and Visser, 2001). También
son sintetizadas diferencialmente de acuerdo al sustrato y al tiempo en el que
deben de actuar para degradar eficientemente los polisacéridos de la pared
celular de plantas (de Vries et al, 2000, 2001 y 2003). En este contexto, llama
la atencion encontrar en la literatura que para Aspergillus flavus solo se han
reportado tres enzimas con actividad poligalacturonasa, una con actividad
pectinmetilesterasa (Cleveland and McCormick, 1987) y un complejo
enzimatico que, al parecer, presenta actividad pectato liasa (Famurewa et al,
1993). Mientras que para Aspergillus niger se ha reportado la expresion de
hasta 26 genes que codifican para enzimas pectinoliticas (Parenicova et al,
2000 y de Vries et al, 2002). Dada la semejanza filogenética de estas dos
especies de Aspergillusr permite pensar que A. flavus puede ser capaz de
producir enzimas que degradan la pectina diferentes a las ya reportadas.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

El objetivo de este trabajo es identificar y comparar las pectinasas

extracelulares producidas por dos cepas de Aspergillus flavus.

3.2. Objetivos especificos

1) Evaluar el efecto del pH inicial y la temperatura de incubacion sobre la
produccion de pectinasas por dos cepas de Aspergillus flavus.

2) Evaluar el efecto de la fuente de carbono sobre la produccién de
pectinasas por dos cepas de Aspergillus flavus.

3) Evaluar el efecto del tipo de inéculo sobre la produccion de pectinasas
por dos cepas de Aspergillus flavus.

4) Comparar bioquimicamente las pectinasas extracelulares producidas

por dos cepas de Aspergillus flavus.

4. HIPOTESIS

Se ha reportado que hongos como Aspergillus niger y Aspergillus
oryzae, este ultimo relacionado filogenéticamente con Aspergillus flavus, son
capaces de producir una gran bateria de enzimas pectinoliticas en diferentes
condiciones de cultivo y dado que estas condiciones influyen en el tipo de
enzimas producidas, si se se cultiva a A. flavus de forma sistematica en
diferentes condiciones de cultivo y fuentes de carbono, entonces sera posible
determinar el potencial de este hongo para producir enzimas pectinoliticas

diferentes a las reportadas para este microorganismo.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Microorganismos

En este trabajo se utilizaron dos cepas de Aspergillus flavus, CECT 2687
y NRRL 6541. Las cepas fueron mantenidas en agar papa-dextrosa a 4 °C y

resembradas cada dos meses.

5.2. Desarrollo de in6culo

Los experimentos en medio liquido fueron inoculados con una
suspension de esporas a una concentracion final de 1x10° esporas por mililitro
de medio de cultivo. Los experimentos en medio sélido se inocularon con 1x10*
esporas por aplicacion. Las esporas fueron cosechadas a partir de la resiembra
de las cepas después de 72 h de incubacién a 37°C. Para la cosecha se usoé
una solucion salina (NaCl; 0.9%, p/v) con tween 20 (0.1%, v/v) estéril para
resuspenderlas. La concentracion de esporas se determiné utilizando una

camara de Neubawer.

5.3. Experimentos de transferencia de micelio

Para estos experimentos los medios de cultivo se inocularon con
aproximadamente 0.5 mg en peso seco de micelio vegetativo por cada mililitro
de medio. El micelio vegetativo fue propagado en medio basal (ver Tabla |) que
contenia glucosa (1%, p/v) y extracto de levadura (0.1%, p/v). El micelio fue
recuperado despues de 18 h de fermentacién y fue lavado tres veces con

solucion salina estéril y fria.

5.4. Medios y condiciones de cultivo

Los experimentos en medios soélidos se llevaron acabo en agar papa-
dextrosa y se inocularon con la aplicacion de veinte puntos diferentes
distribuidos en la placa. Las cajas de petri inoculadas se incubaron a 28, 37, 45
y 50°C. Las cajas a 45 y 50 °C se incubaron en una cdmara humeda para evitar

la deshidratacion del agar.



Los experimentos en medio liquido se llevaron acabo utilizando medio
basal (Tabla |) y la fuente de carbono correspondiente a una concentracion de
1% (p/v). Las diferentes condiciones de cultivo que se utilizaron en este trabajo
se muestran en la Tabla Il. Las distintas fuentes de carbono que se utilizaron
fueron: glucosa (Glc), pectina (P), acido poligalacturénico (APG), acido
galacturonico (AG), xilosa (Xyl), galactosa (Gal), arabinosa (Ara) y ramnosa
(Rha). Todos los experimentos se hicieron en matraces Erlenmeyer de 500 mL

con 100 mL de medio de cultivo a una velocidad de agitacion de 200 rpm.

Tabla |I. Composicion del medio basal (MB).

NH4(SO), 0.5% (p/v)
KH,PO, 0.2% (p/V)
K,HPO, 0.2% (p/v)

Tabla Il. Condiciones de cultivo utilizadas en este trabajo.

Temperatura de

pH inicial (pHo) incubacién Fuente de Tipo de inéculo
C) carbono
3.0 28 Pectina Esporas
4.5 28 Pectina Esporas
6.0 28 Pectina Esporas
3.0 37 Pectina Esporas
4.5 37 Pectina Esporas
6.0 37 Pectina Esporas
Glc, P, APG, AG,
6.0 37 Xyl, Gal, Ara'y Esporas
Rha.
6.0 37 Glc, P, APGy Micelio

GA vegetativo




5.5. Determinacién de crecimiento celular

El crecimiento celular se determind6 como peso seco. Las muestras se
filtraron a través de membranas Millipore de 5um de diametro de poro,
prepesadas y a peso constante. La biomasa retenida en la membrana se seco
a 80 °C durante 24 h. El peso seco se calculd con la diferencia de pesos entre
las membranas con muestra y la membrana sin muestra. El filtrado libre de

células se refrigero para su posterior analisis.

5.6. Determinacién de grupos reductores

Los grupos reductores se determinaron usando el método de DNS
(Miller, 1959). En un tubo de ensayo se adicionaron 0.1 mL del filtrado libre de
células y fueron diluidos con 0.9 mL de agua destilada. A esta solucion se le
adicionaron 2 mL del reactivo de DNS y se mezclé perfectamente. El tubo con
la mezcla se colocd en un bafio Maria a ebullicion durante 5 minutos. Después
de este tiempo, el tubo se enfrio y se diluyd con 5 mL agua destilada. La
absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 575 nm. Los productos de
degradacion de la pectina se expresaron como equivalentes de acido D-
galacturénico. La concentracién de los demas azucares se calculé utilizando
una curva estandar de glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa y ramnosa,

respectivamente.

5.7. Determinacion de la actividad exo-pectinolitica

La actividad exo-pectinolitica se determind por la cuantificacion de
grupos reductores liberados por la actividad enzimatica. La mezcla de reaccién
consistio de 0.5 mL de una solucién de pectina (1%, p/v) en agua destilada, 0.4
mL de solucion amortiguadora de acetatos 100 mM a pH 5.0 y la reaccion se
inicio con la adicion de 0.1 ml de filtrado libre de células. La reaccion se incubo
durante 20 min a 45°C. La reaccion se detuvo adicionando 2 ml de reactivo
DNS y se midieron los grupos reductores (ver determinacion de grupos
reductores) producidos por la degradacién de la pectina. El blanco se preparé
de la misma forma que la muestra pero la reaccion se detuvo con el reactivo de

DNS antes de adicionar el filtrado libre de células. La actividad se expreso en



unidades enzimaticas (U) definidas como la cantidad de enzima que produce 1

pmol de acido D-galacturdnico en las condiciones de ensayo.

5.8. Determinacién de actividad endo-pectinolitica

La actividad endo-pectinolitica se determiné midiendo la disminucion de
la viscosidad de 10 mL de una solucién de pectina (1%, p/v) en solucidn
amortiguadora de acetatos 100 mM a pH 4.2 con NaCl (0.03%, p/v), utilizando
un viscosimetro de Oswald. La reaccion se inicié adicionando 0.5 mL de filtrado
libre de células a la solucién de pectina. Todo el sistema se incubo a 30°C. La
actividad se expresé en unidades enzimaticas (U), definidas como la cantidad
de enzima que reduce la viscosidad relativa en un 50% de la solucién de

pectina en las condiciones de ensayo.

5.9. Determinacion de actividad pectin liasa

La actividad pectin liasa se determiné siguiendo el incremento en la
absorbancia a 235 nm debido a la formacion de una doble ligadura entre el
atomo de carbono cuatro y cinco del acido D-galacturonico (ver Figura 8). La
mezcla de reaccion consistié de 0.5 mL de solucién de pectina (1%, p/v) a pH
5.7 y 0.5 mL de solucion amortiguadora tris-acetatos 100 mM a pH 9.5 con
CaCl (24 mM). El valor final de pH de la mezcla de reaccion fue de 8.8. La
reaccion se inicio con la adicién de 0.2 mL de filtrado libre de células y se
incubo por una hora a 40 °C. La reaccion se detuvo tomando una alicuota de
0.2 mL del tubo de reaccion y adicionandola a 1.8 mL de HCI (10 mM). El
blanco se preparo de la misma forma pero la reaccion se detuvo al tiempo cero.
La actividad se expreso en unidades enzimaticas (U), definidas como la
cantidad de enzima necesaria para forma un umol de producto por minuto de

reaccion.

5.10. Determinacion de estabilidad al pH de la actividad pectin liasa

La estabilidad al pH del filtrado libre de células con actividad pectin liasa

se llevo acabo incubando 200 uL del filtrado con 800 pL de la solucion



amortiguadora correspondiente a pH de entre 3.0 y 9.0, con un intervalo entre
cada valor de 1.0. La solucion amortiguadora de citrato-NaOH (200 mM) se
utilizé para el intervalo de pH de 3.0 a 6.0. La solucion amortiguadora tris-
citrato (200 mM) se utilizo para el intervalo de pH de 7.0 a 9.0. La mezcla se
incubé a temperatura ambiente durante 24 h. Después del periodo de
incubacién, se realizé el ensayo de actividad pectin liasa para determinar la
actividad residual (ver determinacion de actividad pectin liasa). El control
consistié en el filtrado enzimatico diluido con agua destilada en el momento del

ensayo enzimatico, a la misma proporcion.

5.11. Determinacién de pH éptimo de la actividad pectin liasa

El pH 6ptimo de la actividad pectin liasa en el filtrado libre de células se
determind utilizando el mismo intervalo de pH utilizado para determinar la
estabilidad. La actividad pectin liasa se determind6 como se describe
anteriormente en la metodologia. El 100% de actividad se refirio a la mayor

actividad obtenida en los ensayos.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Crecimiento en medio solido

Las cepas de Aspergillus flavus fueron cultivadas en agar papa-dextrosa
a 28, 37, 45 y 50°C. Se observé que a 28 y 37°C las dos cepas presentaron
claras diferencias morfologicas (Figura 10). A temperaturas mayores de 37°C
ninguna de las cepas fue cpaz de crecer. Araujo y Gongalves-Rodrigues (2004)
mencionan que la temperatura influye sobre la eficiencia de germinacién. Ellos
observaron que, para 34 cepas diferentes, la eficiencia de germinacion de las

esporas de A. flavus disminuye hasta 45% a 41°C, respecto a la eficiencia de

germinacién a 37°C.

Figura 10. Efecto de la temperatura de incubacidn sobre el crecimiento de Aspergillus flavus en
medio sélido. a y b) A. flavus NRRL-6541 y A. flavus CECT-2687 a 28°C, respectivamente y ¢ y d)
A. flavus NRRL-6541 y A. flavus CECT-2687 a 37°C, respectivamente.



Las dos cepas de Aspergillus flavus crecieron mejor a 28°C que a 37°C
(Tabla Ill), pero la cepa A. flavus CECT-2687 creciéo 1.13 y 1.22 veces mas
rapido que la cepa NRRL-6541 a 28 y 37°C, respectivamente (Tabla IlI).
También se observd que la velocidad de extension radial de ambas cepas
presenté una cinética de tipo lineal en el intervalo de tiempo probado (Figura
11).

14
12 |

m)

10 ¢

Extension radial (m

o N B~ O

0 20 40 60 80
Tiempo (h)

Figura 11. Cinética de crecimiento de Aspergillus flavus en medio sélido (agar papa-dexirosa). A) (e) A.
flavus NRRL-6541 y (m) A. flavus CECT-2687 a 28 °C y B) (,0)A. flavus NRRL-6541 y (o)A. flavus CECT-
2687 a 37 °C.

Tabla lll. Crecimiento de Aspergillus flavus en medio sélido (Agar papa-dextrosa).

Cepa/Temperatura Velocidad de extension radial (mm/h)
28 °C 37 °C
NRRL-6541 0.162 0.125

CECT-2687 0.184 0.152




6.2. Efecto del pHy la temperatura

6.2.1. Crecimiento celular

En medio liquido con pectina como fuente de carbono, la mejor temperatura
para el crecimiento de la cepa CECT-2687 fue 37°C a pHo de 3.5 y 6.0, mientras que
a pHo de 4.5 la mejor temperatura fue 28°C (Tabla IV). La cepa NRRL-6541 no
present6 grandes diferencias de crecimiento cuando se cultivo a diferentes valores de
pH inicial, entre 3.0y 6.0, a 28 y 37°C.

Tabla IV. Crecimiento celular de cepas de A. flavus en pectina.

pHo Crecimiento maximo en peso seco (mg mL™")
CECT-2687 NRRL-6541
28 °C 37 °C 28 °C 37 °C
35 4.19 (72) 4.48 (72) 3.27 (72) 3.24 (72)
4.5 4.98 (72) 4.26 (48) 3.04 (72) 2.95 (48)
6.0 5.8 (72) 6.6 (72) 3.27 (48) 3.42 (72)

Los valores entre paréntesis representan el tiempo en horas al cual se alcanzé el crecimiento

maximo.

Se ha reportado que cuando aumenta la temperatura también aumenta
la eficiencia de germinacién de las esporas de Aspergillus flavus, desde 5% a
20°C hasta casi 35% a 37°C (Araujo y Gongalves-Rodrigues 2004). A
temperaturas de 45 y 50°C no se observé crecimiento en el medio de cultivo.
Estos resultados son congruentes con resultados obtenidos por nuestro grupo
de trabajo, donde las esporas de una cepa termotolerante de Aspergillus sp.
germinaron entre 6-8 h a 37°C, mientras que a 45°C la germinacion se retrasé
hasta las 20 h (Mendicuti et al, 1997). En el caso de las esporas de Aspergillus
flavus se ha reportado que la germinacién se ve inhibida a temperaturas

mayores de 40°C (Araujo y Gongalves-Rodrigues 2004).

A 28°C y pHo 6.0, el creciemiento de la cepa CECT-2687 aument6 40%
respecto al crecimiento obtenido a pHo 3.5 y 15% respecto al crecimiento a
pHo 4.5. A 37°C el crecimiento de esta misma cepa aumento 47% mas

respecto a pHo 3.5 y 55% mas respecto a pHo 4.5 (Tabla IV). Estos resultados



indican que el efecto del pHo sobre el crecimiento de la cepa CECT-2687 se

potencializa a 37°C, comparado con el crecimiento obtenido a 28°C.

Cuando Aspergillus flavus se cultiva en pectina, el crecieminto de la
cepa CECT-2687 mejora con valores de pHo cercanos a la neutralidad (Tabla
VI). Trejo-Aguilar et al. (1996) reportaron que en pectina como sustrato a 30°C,
la cepa Aspergillus FP-180 crecio 33% mas a pHo 5.5 respecto a pHo 3.5. A
37°C la misma cepa crecio 81% mas a pHo 5.5 respecto a lo obtenido a pHo
3.5. También reportaron que a 30°C la cepa A. niger N-402 crecio bien (3.2 mg
de peso seco mL™) independiente del pHo del medio de cultivo pero a 37°C
crecio 60% mas a pHo 5.5 respecto al crecimiento obtenido a pHo 3.5. Aguilar
et al. (1991) también mencionan que el crecimiento de Aspergillus sp. CH-Y-
1043 en pectina a 37°C, aumentd cuando el pH iniacial del medio de cultivo fue
de 5.7, esto respecto al crecimiento que observaron a valores de pHo acidos
(pHo 2.5y 3.5).

6.2.2. Actividades pectinoliticas

Al cultivar las cepas de Aspergillus flavus en pectina como fuente de
carbono, a diferentes temperaturas y valores de pH inicial, se identificaron dos
actividades pectinoliticas diferentes; la actividad exo-pectinolitica y la actividad
pectin liasa. La cinética de produccion de actividad exo-PG se presenta en la
figura 13 y 14. En la figura 13 se puede observar que a pHo 6.0 y 28°C la cepa
NRRL-6541 produjo 1.66 veces mas actividad exo-PG comparado con la cepa
CECT-2687, a las mismas condiciones. También se observa que para ambas
cepas a pHo 4.5 la mejor temperatura fue 37°C, contrario a lo que se observa a
pHo 3.5y 6.0. En esta condicion la cepa NRRL-6541 y CECT-2687 produjeron
6.2 y 1.6 veces mas actividad, respectivamente, comparado con la actividad
exo-PG obtenida a pHo 4.5 y 28°C. A pHo 3.5 los valores de esta actividad
fueron muy semejantes entre las dos cepas a las dos temperaturas probadas
(Figura 13Ay B).

En la mayoria de las condiciones, la produccion de la actividad exo-PG

especifica de la cepa NRRL-6541 se detuvo después de las 24 h de iniciado el



cultivo y excepto en una condicion, la produccién de la actividad exo-
pectinolitica continuo hasta las 72 h (Figura 14A). Este resultado indica que a
pHo 6.0 y 28°C la produccion de la actividad exo-PG esta asociada al
crecimiento. En el caso de la cepa CECT-2687, la producion de esta actividad
se detiene a partir de las 24 h bajo todas las condiciones probadas (Figura
14B). La disminucion de la actividad exo-PG especifica a partir de las 24 h,
para las dos cepas de A. flavus, coincide con la disminucién del pH del medio
de cultivo a valores cercanos a 4.0 (Figura 14C). Esto sugiere que la sintesis
y/o secrecion de esta actividad esta fuertemente regulada por el cambio de pH
del medio de cultivo a lo largo del tiempo de fermentacion. Nuestros resultados
son diferentes a los reportados para otras cepas de Aspergillus en pectina
como sustrato. Trejo-Aguilar et al. (1996) reportaron que la cepa Aspergillus
FP-180 produce 2.7 veces mas actividad exo-PG a pHo 2.5 que a pHo 6.5 a
30°C y 5 veves mas a 37°C. También se ha reportado que la cepa Aspergillus
CH-Y-1043 produce los maximos niveles de actividad exo-PG a valores de pH
inicial acidos (pHo 2.5-3.5) (Aguilar et al. 1991). Los resultados de estos
autores también indican que la produccién de actividad exo-PG esta asociada

al crecimiento de la cepa, principalmente a valores de pHo 5.2.
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Figura 12. Cinética de produccién de de actividad exo-pectinolitica volumétrica de Aspergillus flavus en pectina
como fuente de carbono. A) NRRL-6541y B) CECT-2687. (e, m, A ) pH inicial 3.5, 4.5 y 6.0, respectivamente,
a28°Cy (o, o, A) pH inicial 3.5, 4.5y 6.0, respectivamente, a 37°C.
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Figura 13. Cinética de produccion de de actividad exo-pectinolitica especifica de Aspergillus flavus en pectina
como fuente de carbono. A) NRRL-6541, B) CECT-2687 y C) evolucién tipica del pH del medio de cultivo. (e,
m, A ) pH inicial 3.5, 4.5y 6.0, respectivamente, a 28°C y (o, o, A) pH inicial 3.5, 4.5 y 6.0, respectivamente, a
37°C.

En pectina como fuente de carbono la cepa Aspergillus flavus NRRL-

6541 fue la unica que produjo actividad pectin liasa. En este caso, la



produccion de esta actividad presentd un perfil muy semejante al perfil de
produccion de actividad exo-PG y ademas la produccion de esta actividad esta
asociada al crecimiento en una sola condicion, pH 6.0 y 28°C (Figura 15). Al
parecer esto también podria estar asociado a los cambios del pH del medio de

cultivo durante la fermentacion (Figura 14C).
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Figura 14. Cinética de produccion de actividad pectin liasa especifica de la cepa Aspergillus flavus.NRRL-6541
en pectina como fuente de carbono. (e, m, A ) pH inicial 3.5, 4.5y 6.0, respectivamente, a 28°Cy (o, o, A) pH
inicial 3.5, 4.5y 6.0, respectivamente, a 37°C.

La presencia de actividad exo-PG ya ha sido reportada para cepas de
Aspergiilus flavus y se observd que estas enzimas son inducidas por
sustancias que contienen pectina y reprimidas por glucosa (Cleveland and
McCormick, 1987). Estos investigadores reportaron la presencia de una enzima
con actividad poligalacturonasa de tipo endo, que fue inducida por pectina pero
no fue reprimida por glucosa. En el presente trabajo, bajo las condiciones de
cultivo probadas, no se identificod la actividad de tipo endo para ninguna de las
dos cepas de Aspergillus flavus. La deficiencia en la producciéon de la enzima
P2c ha sido asociada a cepas poco virulentas y la frecuencia de este tipo de
cepas indica una adaptacion a nichos ecolégicos donde esta actividad no es
necesaria (Cottty et al., 1990).



La actividad pectin liasa en cepas de Aspergillus flavus no ha sido
claramente demostrada. Cleveland y McCormick (1987) reportaron que en
medio liquido con pectina como sustrato no se produjé actividad pectin liasa.
Cabe sefialar que en estos experimentos los cultivos liquidos se realizaron sin
agitacion, por lo que el cultivo pudo verse limitado por oxigeno. Se ha
reportadoo que la produccion de la actividad pectin liasa de otros
microorganismos, como Penicillium griseoroseum, se incrementa cuando se
incrementan los niveles de oxigeno disuelto en el medio de cultivo, debido al
aumento de la velocidad de agitacion y aireacion (Piccoli-Valle et al., 2003). Sin
embargo, Famurewa et al. (1993) reportaron la presencia de un complejo
pectinolitico con actividad de tras-eliminacion en cultivos liquidos de Aspergillus
flavus, utilizando pectina como fuente de carbono. No es claro si la presencia
de este tipo de actividad se debe a la diferencia entre las cepas de Aspergillus
flavus o las condiciones bajo las cuales fueron cultivadas, ya que en este ultimo
reporte no se indican las condiciones de agitacion en las que se incubaron los

matraces.

Las pectin liasas son enzimas que han sido ampliamente reportadas
para otras especies de Aspergillus, de entre las cuales destacan A. niger y A.
oryzae (Benen et al.,, 2000, Kitamoto et al., 2001a y 2001b). Delgado et al.
(1993) reportaron que Aspergillus sp. CH-Y-1043 produjé actividad pectin liasa
en cultivo sumergido con pectina como fuente de carbono a 37°C. Pero a
diferencia de lo que se observé para las cepas de A. flavus utilizadas en este
trabajo, la actividad pectin liasa de Aspergillus sp. CH-Y-1043 se produjo mejor
a pHo de 3.5.



6.3. Efecto de la fuente de carbono

6.3.1. Crecimiento celular

Las dos cepas de Aspergillus flavus fueron cultivadas en medio basal
con diferentes fuentes de carbono (10 g/L) a pH inicial de 6.0 y 37°C. Nuestros
resultados indican que las cepas de A. flavus , contrario a lo que se pensaria
normalmente, crecen mejor en polisacaridos que en azucares sencillos como la
glucosa y la xilosa (Tabla V), siendo la pectina y el acido poligalactudnico las

mejores fuentes de carbono para el crecimiento.

Tabla V. Efecto de la fuente de carbono sebre el crecimiento maximo de A.

flavus.
Fuente de carbono Peso seco (mg mL™")
A. flavus NRRL-6541 A. flavus CECT-2687

Glucosa 0.620 (72) 0.2 (72)
Acido galacturénico 0.180 (72) 0.16 (72)
Acido poligalacturénico 1.32 (48) 1.32 (48)
Xilosa 0.140 (72) 0.160 (24)
Galactosa 0.160 (48) 0.180 (72)
Arabinosa 0.140 (24) 0.1 (24)
Ramnosa 1.040 (72) 0.58 (72)

Pectina 3.42 (72) 6.6 (72)

*Los valores entre paréntesis indican el tiempo al cual se alcanzo el crecimiento maximo.

A pesar del poco crecimiento que se obtuvo en fuentes de carbono
sencillas, el consumo de los sustratos fue considerable (Tabla VI). Esto indica
que las dos cepas de A. flavus son capaces de incorporar los azucares pero no
se ve reflejado en el crecimiento celular. Por ejemplo para glucosa y acido
galacturonico, el rendimiento de biomasa respecto al sustrato fue de 0.167 y
0.027 Qbiomasa/Jsustrato, reSpectivamente, para la cepa NRRL-6541 y de 0.057 y
0.028 gpiomasa/Jsustrato, respectivamente, para la cepa CECT-2687.



Tabla VI. Consumo de sustratos pos cepas de Aspergillus flavus.

Sustrato consumido a las 72 h (%)
Fuente de carbono

NRRL-6541 CECT-2687
Glucosa 37 35
Acido galacturénico 66 57
Xilosa 31 59
Galactosa 8 26
Arabinosa 31 24
Ramnosa 46 46

Hasta el momento no se sabe cual es la causa de estos resultados.
Idealmente se esperaria que el consumo de una fuente favorable como la
glucosa o la xilosa diera rendimientos de biomasa respecto al sustrato de 0.15-
0.45 Qbiomasa/Gsustrato (Goudar et al., 1999, Favela-Torres et al., 1998, Mcintyre y
McNeil, 1997) y contrario a eso, los rendimientos obtenidos en este trabajo son
muy bajos comparados con los reportados en la literatura. Hasta el momento
esto podria ser atribuido a que el medio de cultivo que se utilizé para cultivar
las cepas de A. flavus es un medio muy pobre en nutrientes (ver materiales y
métodos), mientras que la mayoria de los medios reportados para el
crecimiento de cepas del género Aspergillus son suplementados, ademas de la
fuente de carbono, con extracto de levadura como fuente de energia y
nitrogeno (Wittenveen y Visser, 1995., Cui et al.,, 1998.). Lo anterior es
consistente con lo que se ha observado en nuestro laboratorio. La adicion de
extracto de levadura (1 g/L) a los medios de cultivo con glucosa como fuente de
carbono, promueve el crecimiento de las cepas de A. flavus dando

rendimientos de aproximadamente 0.33 gpiomasa/Jsustrato (datos no reportados).

6.3.2. Actividades pectinoliticas

El efecto de la fuente de carbono sobre la producciéon de la actividad
exo-PG de las dos cepas de Aspergillus flavus, a pH inicial de 6.0 y 37°C, se
muestra en la figura 16. La cepa NRRL-6145 produjo mayor actividad exo-PG
que la cepa CECT-2687. Para ambas cepas, la mayor actividad se obtuvo en
acido galacturénico (24 y 17 U/mg PS para la cepa NRRL-6541 y CECT-2687,



respectivamente). Los azucares sencillos como la xilosa, la galactosa, la
arabinosa y la ramnosa indujeron la produccién de esta actividad, pero en
menor nivel que el acido galacturdnico, la pectina y el acido poligalacturonico.
Para las dos cepas de A. flavus, la actividad exo-PG no se produjo en glucosa,
lo cual indica que esta actividad esta dada por una enzima(s) sujetas a
represion por carbono. Se sabe que en la represion por carbono, en el género
Aspergillus, la glucosa y la xilosa son las fuentes de carbono que presentan
mayor capacidad de represion, mientras que azucares como la fructosa,
maltosa, manosa, arabinosa y galactosa son considerados como represores
intermedios (Ruijter y Visser, 1997). En general, se ha reportado que los
productos de la degradacion de la pectina (acido galacturdnico, galactosa,
arabinosa y ramnosa) son potenciales inductores de sistemas enzimaticos

complejos como el pectinolitico y el xilanolitico (de Vries y Visser, 2001).

Es de resaltar que cuando se utilizd acido galacturénico como fuente de
carbono el crecimiento celular de las dos cepas fue muy bajo, pero la actividad
exo-PG producida fue muy alta comparado con la actividad que se obtuvo en
pectina (24 y 17 U/mg PS en &cido galacturénico y 2.3 y 0.8 U/mg PS en
pectina, para la cepa NRRL-6541 y CECT-2687, respectivamente). Esto podria
indicar que este carbohidrato, que es el componente mayoritario de la pectina,

es el inductor de la sintesis de esta y otras actividades pectinoliticas.
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Figura 15. Cinética de produccion de actividad exoPG especifica de Aspergillus flavus en diferentes fuentes de
carbono. A) NRRL-6541 y B) CECT-2687. (e) Glucosa, (m) Acido galacturdnico, (A ) Acido poligalacturénico,
(V) Xilosa, (+) Galactosa, (o) Arabinosa y (o) Ramnosa.

La actividad pectin liasa presentd un perfil de producciéon diferente al de
la actividad exo-PG (Figura 17). En el caso particular en donde se utilizé acido
galacturonico, las dos cepas de A. flavus produjeron la actividad pectin liasa
desde el inicio hasta el final del cultivo, donde se alcanzo el maximo valor (70 y
23 mU/mg PS, para la cepa NRRL-6541 y CECT-2687, respectivamente). Los



niveles de actividad obtenidos en las demas fuente de carbono son muy bajos
comparados con los obtenidos en acido galacturénico. Al igual que para la
actividad exo-pectinolitica, la actividad liasa no se produjo en glucosa, lo que
hace pensar que esta enzima(s) también esta sujeta a represion por glucosa.
No se ha encontrado en la literatura reportado que cepas de Aspergillus flavus
produzcan enzimas con actividad de trans-eliminacion en azucares sencillos,
solo se ha reportado que se producen cuando se utiliza pectina como fuente de

carbono (Famurewa et al., 1993).

La fuente de carbono no es el Unico factor que puede regular la sintesis
y secrecion de enzimas hidroliticas como las pectinasas. El pH es un factor
ambiental muy importante en la regulacion de estas enzimas y puede
determinar si la enzima se produce o no, a pesar de que se utilice un sustarto
inductor (Aro et al., 2005, MacCabe et al., 1998). En este sentido, se observo
que los altos niveles de produccion de actividad pectin liasa, obtenidos en acido
galacturonico, para las dos cepas de Aspergillus flavus, estan asociados al
cambio de pH del medio de cultivo (Figura 18). Cuando se utilizdé glucosa,
xilosa, galactosa, arabinosa y ramnosa, azucares constitutyentes de la pectina,
el pH del medio de cultivo disminuyé hasta valores de 3.0 (datos no
mostrados), lo cual pudo inhibir la produccién de la actividad pectin liasa. El
perfil de pH del medio de cultivo en pectina como fuente de carbono fue muy
diferente al que se obtuvo con azucares sencillos. En este, el pH del medio
disminuy6 hasta valores de 4.0 en las primeras 48 h y después aumento a
valores por arriba de 6.0 al final del cultivo. A pesar de que se considera a la
pectina como un sustrato inductor de pectinasas para Aspergillus flavus
(Cleveland and McCormick, 1987., Cleveland and Cotty, 1991., Famurewa et
al., 1993. y Whitehead et al., 1995.), los valores obtenidos de actividad en este
sustrato (0.6 mU mg™ PS) son muy bajos comparados con los obtenidos en
acido galacturdnico a pH inicial de 6.0 y 37°C, para A. flavus NRRL-6541
(71.21 mU mg™ PS). Hay que recordar que la cepa CECT-2687 no produjo

actividad pectin liasa en pectina como sustrato.
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Figura 16. Cinética de produccion de actividad pectin liasa en diferentes fuentes de carbono. A) NRRL-6541 y
B) CECT-2687. () Glucosa, (m) Acido galacturénico, (A ) Acido poligalacturénico, (¥ ) Xilosa, (+) Galactosa,
(o) Arabinosa y (o) Ramnosa.
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Figura 17. Cinética de produccion de actividad pectin liasa y evolucion del pH del medio por A. flavus
NRRL-6541 (¢, m) y A. flavus CECT-2687 (¢, o). pH (#, ¢), actividad pectin liasa (m, ).

6.4. Experimentos de transferencia de micelio

6.4.1. Crecimiento celular

En los experimentos que se realizaron a partir de un inéculo de esporas,
el crecimiento sobre sustratos como la glucosa y el acido galacturénico fue muy
deficiente. Debido a esto, se decidido utilizar un inoculo con un micelio
precrecido para evitar la etapa de germinacion. El pre-crecimiento se hizd en
medio basal con glucosa como fuente de carbono y fue suplementado con
extracto de levadura (1 g/L), el cual se ha observado favorece la germinacion
de las esporas y el crecimiento del micelio (datos no reportados). Los
resultados se muestran en la figura 19. En estos experimentos el crecimiento
de la cepa A. flavus NRRL-6541 fue mayor que el de la cepa CECT-2687 en
glucosa, acido poligalacturénico y acido poligalacturonico. Por ejemplo en
glucosa y acido poligalacturénico, la cepa NRRL-6541 crecio 1.83 y 2.15 veces
mas que la cepa CECT-2687, respectivamente. En pectina como fuente de
carbono, al igual que en los experimentos inoculados con esporas, la cepa
CECT-2687 casi dos veces mas que la cepa NRRL-6541.
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Figura 18. Cinética de crecimiento celular en los experimentos de transferencia de micelio. El precrecimiento
se hizo en medio basal con 1% (p/v) de glucosa y 0.1% (p/v) de extracto de levadura. El micelio se recuper6
en condiciones asépticas y se lavo tres veces con solucién salina fria. A) A. flavus NRRL-6541 y B) A. flavus
CECT-2687. (e) Glucosa, (m) acido galacturénico, (A ) acido poligalacturénico y (¥ ) pectina.

En glucosa la cepa NRRL-6541 presentd un incremento considerable de
biomasa respecto al experimento donde se utilizaron esporas como inéculo. En
este experimento el incremento de biomasa fue 4.8 veces mayor. La cepa A.
flavus CECT-2687 solo tuvo un incremento de biomasa de 1.25 mg mL™ en
glucosa y fue 6.25 veces mayor comparado con el incremento de biomasa
obtenido en los experimentos inoculados con esporas. El incremento de
biomasa en acido galacturdnico fue muy semejante para ambas cepas y fue de
casi 3.7 veces mayor respecto al que se obtuvo cuando se inoculd con

esporas.

El rendimiento de biomasa respecto al sustrato obtenido en estos
experimentos aumentaron respecto a los obtentenidos en los experimentos

inoculados con una suspension de esporas. La cepa NRRL-6541 aumentd de



0.0167 y 0.027 Qbiomasa/Gsustrato @ 0.524 'y 0.144 Qpiomasa/Jsustrato €N glucosa y
acido galacturdnico, respectivamente. Mientras que la cepa CECT-2687
aumentd de 0.057 y 0.028 gviomasa/Jsustrato @ 0.228 y 0.1375 Qbiomasa/Jsustrato €N
glucosa y acido galacturénico, respectivamente. Estas diferencias entre los
tipos de in6culos han sido observadas para otros hongos filamentosos. Por
ejemplo, cuando un cultivo de Trichoderma harzianum se inocula con esporas,
la concentracion celular maxima disminuye conforme se incrementa la
velocidad de agitacion (Rocha-Valadez et al., 2005.), mientras que, cuando
cultivos de Aspergillus oryzae y Penicillum chrysogenum son inoculados con
micelio vegetativo, pasa exactamente lo contraio, el crecimiento celular maximo
aumenta cuando incrementa la velocidad de agitacion (Amanullah et al., 2002.,
Justen et al., 1998.). Estos resultados sugieren que la deficiente incorporacién
de la fuente de carbono en biomasa se ve influencida en gran medida por el

tipo de indculo que se utilize, ya sea esporas o micelio vegatativo.

Hasta el momento no es claro por que los carbohidratos sencillos son
una fuente de carbono mala para el crecimiento celular, mientras que, contrario
a lo que pudiera pensarse, los sustratos complejos como la pectina y el acido

poligalacturdnico si los son.

6.4.2. Actividades pectinoliticas

La actividad exo-PG presento perfiles de produccion diferentes entre las
dos cepas de A. flavus (Figura 20) y entre los dos diferentes tipos de inéulo. La
cepa NRRL-6541 produjo actividad exo-PG en acido galacturénico, acido
poligalacturénico y pectina., mientras que la cepa CECT-2687 solo produjo en
acido poligalacturonico. En este ultimo sustrato la cepa CECT-2687 produjo
1.56 veces mas actividad comparada con la actvidad maxima obtenida por la
cepa NRRL-6541 en acido galacturénico, la cual fue la moyor obtenida

respecto a los demas sustratos.

La produccion de la actividad exo-PG se ve favorecida en las cepas de
A. flavus cuando los medios de cultivos se inoculan con esporas. En este caso

la cepa NRRL-6541 produce 4.6 veces mas actividad en acido galacturonico y



4.34 veces mas en acido poligalacturénico, comparado con los niveles de
actividad obtenidos en los experimentos de transferencia de micelio, mientras
que la cepa CECT-2687 produjo 1.33 veces mas en los medios inoculados con
esporas que en los experimentos de transferencia de micelio. Esto indica que la
produccion de esta actividad es diferencial respecto al tipo de inéculo y del tipo
de fuente de carbono que se utilice. La produccion de actividad pectin liasa
también fue diferencial, principalmente respecto al tipo de indculo. En estos
experimentos de transferencia, la cepa NRRL-6541 produjo 2 veces mayor
actividad especifica en acido poligalacturénico y 24 veces mas actividad en
acido galacturénico que la cepa CECT.2687 (Figura 21). Al igual que para la
actividad exo-PG, la actividad pectin liasa se produjo mejor cuando el

in6culofue a partir de esporas.
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Figura 19. Cinética de produccion de actividad exo-pectinolitica en experimentos de transferencia de micelio
utilizando distintas fuentes de carbono (10 g/L), a pHo 6.0 y 37°C. A) Aspergillus flavus NRRL-6541 y B)
Aspergillus flavus CECT-2687. (e) Glucosa, (m) acido galacturénico, (A ) &cido poligalacturénico y (V)

pectina.
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Figura 20. Produccidn de actividad pectin liasa en experimentos de transferencia de micelio utilizando distintas
fuentes de carbono. A) Aspergillus flavus NRRL-6541 y B) Aspergillus flavus CECT-2687. (@) Glucosa, (m)
acido galacturonico, (A ) acido poligalacturénico y (V¥ ) pectina.

En el caso de Botrytis cinerea, un hongo firopatégeno, la expresion de
los genes de seis isoenzimas con actividad endo-PG se ven reguladas
diferencialmente respecto a la fuente de carbono en experimentos de
transferencia de micelio precrecido en glucosa (Wubben et al., 2000.). En estos
experimentos las seis isoensimas son inducidas en pectina y en &acido
poligalacturénico, mientras que solo cuatro de estas lo son en acido
galacturonico. Esto sugiere que, tal vez, Aspergillus flavus es capaz de producir
mas de una enzima con actividad exo-PG o pectin liasa, las cuales, se
producen en mayor cantidad en acido poligalacturonico cuando se utiliza
micelio vegetativo como inéculo que cuando se utilizan esporas (Figura 20 y

21). Cabe sefialar que esto solo es consistente para la cepa CECT-2687, la



cual esta reportada segun la coleccion espafola de cultivos tipo (CECT) como

una cepa toxigeénica.

6.5. Caracterizacion de los filtrados enzimaticos con actividad pectin liasa

Existen varios estudios sobre el papel que tienen las enzimas
pectinoliticas en el proceso de infeccion de Aspergillus flavus sobre tejidos de
plantas y sugieren que las enzimas con actividad endo-PG son los principales
factores de virulencia (Marsh and Payne, 1984., Cleveland and McCormick,
1987., Cleveland and Cotty, 1990., Brown et al, 1992. y Shieh et al, 1997).
Cleveland y McCormick (1987), identificaron tres enzimas con actividad
poligalacturonasa y una con actividad pectin metil esterasa y reportaron la
ausencia de productos de trans-eliminacion. Esto sugiere que enzimas como
las pectin liasas o pectato liasas no son producidas por Aspergillus flavus. Sin
embargo, Famurewa et al., (1993) reportaron la presencia de un complejo con
actividad de trans-eliminacién, el cual era inducido por pectina y reprimida por
glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa. A pesar de esto, se identificd claramente

a que tipo de enzima o enzimas se debia la actividad de trans-eliminacion.

En el presente trabajo se identific6 que las dos cepas de Aspergillus
flavus produjeron actividad de trans-eliminacion bajo diferentes condiciones,
confirmando los resultados de Famurewa y colaboradores, y los niveles de
produccion de esta actividad son diferentes entre cada cepa, ya sea en los
cultivos inoculados con esporas o con micelio. Debido a que los reportes
anteriores son contradictorios, se decidio caracterizar parcialmente los filtrados
enzimaticos con actividad de trans-eliminacion de las dos cepas de A. flavus.
Esto para identificar que tipo de enzima(s) estaban involucradas en la actividad,
pectin liasa o pectato liasa. El criterio para esto fue el grado de esterificacion de
la pectina usada como sustrato en la mezcla de la reaccion enzimatica. Es bien
conocido que las enzimas con actividad pectin liasa actuan sobre pectinas de
alto grado de esterificacion (>50%) y que las pectato liasa tienen actividad
sobre pectinas con bajo grado de esterificacion (<50%) (Lineweaver y Jansen,
1951).



Se ha reportado que las enzimas con actividad de trans-eliminacién
presentan diferentes valores de pH 6ptimo que van desde pH 5.5 hasta pH 8.8,
y estas pueden ser activadas por iones divalentes como el Ca®* (Delgado et al.,
1993) En este trabajo, la actividad liasa, producida por las cepas de A. flavus
en acido galacturénico a pHo 6.0 y 37 °C, fue activada, pero no dependiente,
por CaCl, a una concentracion de 10 mM (Figura 22), ya que a
concentraciones mayores de CaCl; la pectina tiende a formar un gel. Estos
resultados son consistentes con lo reportado para otros enzimas con actividad
liasa, donde el intervalo de cloruro de calcio que se utiliza es de 0.2 a 1 mM
(Benen et al., 2000., Matsumoto et al., 2002., Kobayashi et al., 1999., Dixit et
al., 2004.).

Actividad de
trans-eliminacion (mU/mL)

0 1 10
CaCl2 (mM)

Figura 21. Efecto la concentracion de Ca2* sobre la actividad liasa producida por la cepa A. flavus
NRRL-6541, presente en un filtrado libre de células. La actividad se produjo en pectina a pH inicial de

6.0y 37 °C.

Para identificar si la actividad de trans-eliminacién, producida por las dos
cepas de Aspergillus flavus, esta dada por una pectin liasa o una pectato liasa,
se analizd el efecto del grado de esterificacion del sustrato sobre la actividad

enzimatica (Figura 23). La diferencia entre una pectina de alto grado de



esterificacion (>50%) y una de bajo grado de esterificacion (<50%) es la
cantidad relativa de grupos ester, acetilo o metilo unidos al grupo carboxilo de
los residuos de acido galacturonico. El nivel de esterificacion implica que
algunas enzimas son inhibidas por estos grupos, 0 que no sean capaces de
unirse al sustrato debido a impedimentos estéricos dado estas sustituciones
(Bonin et al., 2002.). En este sentido, las enzimas que degradan la pectina con
alto grado de esterificacion por trans-eliminacion son denominadas como pectin
liasas y las enzimas que degradan pectina de bajo grado de esterificacion,

como el acido poligalacturénico, son denominadas pectato liasas.
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Figura 22. Efecto del grado de esterificacion de la pectina sobre la actividad liasa producida por dos cepas de A.
flavus.

En la figura anterior se ve claramente que la actividad producida por
ambas cepas es debido a la presencia al menos una enzima con actividad
pectin liasa y que, ademas, los filtrados enzimaticos libres de células con
actividad pectin liasa presentan las mismas caracteristicas respecto a la

especificidad del sustrato, pH 6ptimo y estabilidad al pH (Figura 23 y 24). Esto



a diferencia de los resultados reportados por Famurewa et al (1993), donde sus
resultados sugieren que las fracciones obtenidas presentan actividad tanto
pectin como pectato liasa, debido a que hay actividad en pectina de lato grado
de esterificacion (Pectina y acido péctico) como en pectina de bajo grado
(Acido poligalacturénico y polipectato de sodio) (Tabla VII). Sin embargo, ellos
reportaron que el pH 6ptimo de las dos fracciones con actividad de tras-
eliminacién se encuentra por arriba de 7.0 a 37 °C y que, ambas fracciones,
eran activadas por iones divalentes como, por ejemplo, el Ca?*, lo que coincide

con lo reportado en este trabajo.

Tabla VII. Comparacion de las actividads de tran-eliminacién sobre pectinas con
diferente grado de esterificacion.

Actividad de trans-eliminacion

A. flavus A. flavus

Sustrato *Fraccion | *Fraccion
2 2 ! D) NRRL-6541 CECT-2687
(Umg")x10 (Umg')x10 (mU mL™) (mU mL™)
*E’ectina 16.9 10.8 ND ND
*A. poligalacturdnico 9.2 5.1 0 0
*Acido péctico 10.5 5.9 ND ND
*Polipectato de sodio 8.5 3.2 ND ND
T o
Pectina; 62.5% ND ND 6.99 3.92
ester.
74 7R
Pectina; 71-75% ND ND 4.704 282
ester.

*Datos tomados de Famurewa et al., 1993. ND = No determinado

La actividad pectin liasa producida en acido galacturonico a pHo 6.0 y
37°C por las dos cepas de A. flavus presento el mismo perfil de pH 6ptimo y de
estabilidad a pH (Figura 23) y se observo que esta actividad fue muy estable a
pH 8.0, donde presento6 una actividad residual por arriba del 95 % (Figura 23B).
A valores de pH por debajo de 6.0 la actividad producida por las cepas
disminuyé por abajo del 40% de actividad residual. Estos resultados podrian
explicar por qué cuando el pH del medio de cultivo es acido, los niveles de
produccion de actividad de pectin liasa son muy bajos, y apoya el hecho de que
el pH acido del medio de cultivo afecta la estabilidad y la actividad de la

enzima, y por lo tanto los niveles de produccion de estas.
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Figura 23. Efecto del pH sobre la actividad liasa presente en los filtrados enzimatico producidos por
Aspergillus flavus en acido galacturénico a pHo6.0 y 37°C. A) pH 6ptimo y B) estabilidad a pH.

Las enzimas pectin liasa han sido reportadas para otras especies de
Aspergillus y para otros microorganismos. Delgado et al (1992), reporté que
Aspergillus sp. CH-Y-1043 produjo actividad pectin liasa, la cual presento la
mayor actividad a pH 8.0-8-5 a temperatura de 40-45°C. Aunado a esto, la
especificidad hacia el sustrato fue mayor con pectina con alto grado de
esterificacion (>50). Este mismo tipo de especificidad se ha reportado para la
pectin liasa B de Aspergillus niger, donde el numero de recambio de la enzima
aumenta con forme aumenta el grado de esterificacion (Kester y Visser, 1994).
Ademas, la pectin liasa B presenta una masa molecular aproximado de 40 kDa,
lo cual coincide con la masa molecular, determinada por geles de
electroforeisis SDS-PAGE, de la pectin liasa de las dos cepas de Aspergillus
flavus reportadas en el presente trabajo (datos no mostrados). En Aspergillus
oryzae KBN616 se han reportados dos genes que codifican para dos diferentes
enzimas con actividad pectin liasa (Kitamoto et al., 2001a y b). El analisis de la
secuencia y de los productos de los genes revela que, igual que la pectin liasa
de las dos cepas de A. flavus y la pectin liasa A de A. niger, estas dos enzimas
tienen una masa molecular calculada de entre 36 y 40 kDa, ademas de que

presentan tienen una identidad de secuencia del 69% para la pectin liasa A,



68% para la pectin liasa B y 78% para la pectin liasa D, de Aspergillus niger.
Estos resultados apoyan la idea de que probablemente A. flavus es capaz de
producir mas de una enzima con actividad pectin liasa y que ademas pueden
estar reguladas diferencialmente dependiendo de la fuente de carbono, del pH

del medio y del tipo de indculo.



7. DISCUSION GENERAL

En este trabajo se evalud el efecto del pH inicial, la temperatura, la
fuente de carbono y el tipo de in6culo sobre el crecimiento de dos cepas de
Aspergillus flavus y su capacidad de produccir actividades pectinoliticas. Los
resultados obtenidos en este trabajo indican que el crecimiento de Aspergillis
flavus NRRL 6541 practicamente no se ve influenciado por el pH inicial del
medio de cultivo y la temperatura de incubacion (Tabla V). Por otro lado, el
crecimiento de la cepa A. flavus CECT-2687 aumentd de aproximadamente 4
mg mL™" de peso seco, a pH inicial de 3.0 y 4.5, a casi 7 mg mL™ a pH inicial de
6.0. También se observo que existe una gran diferencia cuando las dos cepas
de A. flavus son cultivadas en medio sélido o en medio liquido. Este tipo de
eventos es bien conocido y ha sido reportado anteriormente. Minjares-Carranco
et al, (1997) reportaron que cepas mutantes de Aspergillus niger presentaron
diferencias morfolégicas y de produccidon de actividades pectinoliticas.
Observaron que, de acuerdo a la técnica de cultivo, la esporulacion y la
velocidad de crecimiento fueron diferentes, y que ademas, se producian
diferentes isoformas de las enzimas pectinoliticas en medio sélido y en medio

liquido.

La cepa CECT-2687 presentd mejor capacidad de crecimiento que la
cepa A. NRRL-6541 cuando se utilizé pectina como fuente de carbono.
Contrario a lo que se esperaria, se observd que las dos cepas de A. flavus
crecen mejor sobre sustratos complejos (pectina) que sobre sustrato sencillos
(glucosa). En su habitat natural A. flavus invade tejidos de plantas, ya sea en
cultivo o en post coseha (Marsh and Payne, 1984, Cleveland and McCormick,
1987, Cleveland and Cotty, 1991 y Brown et al, 1992.). En este tipo nichos, el
hongo no encuentra disponibilidad de carbohidratos sencillos de forma natural,
por lo que su capacidad de producir enzimas que degraden los polimeros de la
pared celular de las plantas es indispensable su sobrevivencia (de Vries y
Visser, 2001.). En este sentido, la disponibilidad de los carbohidratos
asimilables por el hongo depende de la velocidad con la que actuen las
enzimas que degradan los polisacaridos, y seria de esperarse que bajo esas

condiciones la acumulacion de estos fuese minima. Lo anterior sugiere que



este Aspergillus flavus, un hongo fitopatdégeno, presenta un grado muy
importante de especializacién de acuerdo al tipo de ambiente donde habita, el
cual le podria favorecerlo para invadir los tejidos vegetales. Cabe aclara que
hasta el momento, no se sabe cdmo es que este hongo utiliza mejor los

productos de degradacion de la pectina que los sustratos sencillos.

El crecimiento de las cepas de Aspergillus flavus depende en gran
medida de la germinacion de las esporas. Debido a que la principal forma de
diseminacién de los hongos es por esporas, la germinacién representa una
etapa limitante para una colonizacion exitosa sobre los tejidos de plantas.
Araujo y Goncalves (2004) reportaron que la velocidad de germinacién de
Asperillus flavus disminuye cuando la temperatura incubacion es por arriba de
40°C, y que la temperatura éptima para la germinacion de las esporas es de
37°C, lo cual es consistente con lo observado en el presente trabajo, donde a
temperaturas mayores de 40°C las esporas no son capaces de germinar, ya

sea en medio solido o liquido.

La produccién de actividades pectinoliticas, al igual que el crecimiento,
se vio influenciada por la temperatura y el pH inicial del medio de cultivo. Se
observé que estos dos factores ambientales tuvieron un efecto combinado
sobre la produccién de actividad exo-pectinolitica y pectin liasa (Figura 14 y
15).

El sustrato que favorecié la produccion de la actividad exo-pectinolitica y
pectin liasa fue el acido galacturénico, el principal producto de degradacion de
la pectina (Bonnin et al, 2002). Pero a diferencia de la pectina, el crecimiento
de las cepas de A. flavus sobre acido galacturénico fue muy deficiente, lo cual
no se vio reflejado en el alto consumo del sustrato (Tabla V y VI), dando como
resultados rendimiento muy bajos de biomasa respecto al sustrato, 0.01 a 0.1
Obiomasa/Jsustrato- Las actividades pectinoliticas fueron sintetizadas
diferencialmente de acuerdo a la fuente de carbono y al tipo de indculo
utilizado. Las dos actividades pectinoliticas presentaron represion por glucosa

para las dos cepas de Aspergillus flavus, lo cual suguiere que estas cepas



podria ser de baja virulencia (Cleveland and McCormick, 1987 y Cleveland y
Cotty, 1991).

Las actividades pectinoliticas fueron inducidas por pectina, acido
galacturéonico y &acido poligalacturénico, sugiriendo que los carbohidratos
relacionados con la constitucidn de la pectina, como el acido galacturénico, son
inductores de la actividad exo-pectinolitica y la actividad pectin liasa. Wubben
et al. (2000) reportd que la expresion de genes de varias isoenzimas con
actividad PG de Botrytis cinerea, se indujeron con acido galacturénico,
poligalacturénico y pectina, mientras que algunos de estos presentaron
represion por glucosa. En este mismo trabajo, el valor de pH que favorecié la
expresion de los genes fue de entre 5.5 y 6.0. Estes reporte es consistente con
lo observado en el presente trabajo y sugiere que, al igual que el hongo Botrytis
cinerea, Aspergillus flavus puede ser capaz de producir mas de una enzima
con la misma actividad, exo-PG y/o pectin liasa, y que los niveles y perfiles de
expresion de las isoenzimas dependen de los factores ambientales vy
nutricionales. Por tal motivo, seria importante aislar, purificar y caracterizar las
posibles isoenzimas con actividad exo-PG y pectin liasa producidas por A.
flavus, para estudiar el efecto de los factores ambientales sobre su produccion

y poder identificar su posible papel en la fisiologia de este hongo.

La presencia de actividad pectin liasa en cultivos de Aspergillus flavus no
ha sido clara. De acuerdo a lo reportado en la literatura, la produccion de
actividad pectin liasa, asi como otro tipo de enzimas, depende de las
condiciones en las que el hongo fue cultivado. En este sentido, Cleveland y
McCormick (1987) utilizaron cultivos en matraces en condiciones estaticas,
mientras que Famurewa et al. (1993) utilizaron cultivos en matraces agitados,
lo cual pudo haber favorecido debido a la disponibiliad de oxigeno, la
produccion de pectin liasa en A. flavus. Se ha reportado que, por ejemplo, la
pectin liasa producida por Penicillum griseoroseum aumenta cuando se
incrementan los niveles de agitacion, lo cual a su vez aumenta la velocidad con
la que el oxigeno se transfiere al medio de cultivo (Piccoli-Valle et al., 2003.).
Los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde los cultivos se

realizaron en matraces agitados, fortalecen la idea de que la disponibilidad de



oxigeno puede ser un factor que limite la produccion de la actividad pectin
liasa. Cabe sefalar que que existe una gran variabilidad genética en cuanto a
la produccién de pectinasas en las cepas de Aspergillus flavus (Cotty et al,
1990 y Pildain et al, 2004), y que esta variabilidad entre las cepas puede ser un
factor por la cual exista discrepancia entre la presencia de pectin liasa en este

hongo.

A diferencia de lo reportado por Cleveland y McCormick, (1987) y Shieh
et al, (1997), la actividad endo-pectinolitica no se encontré. Esto pudo deberse
a que estos investigadores determinaron esta actividad por medio de un
ensayo en placa, y debido a que la actividad pectinolitica puede estar dada por
un conjunto muy amplio de enzimas, con esta técnica es dificil identificar el
modo de accion de las enzimas presentes en el medio. Probablemente, la
actividad que ellos denominan como actividad endo-PG sea la misma que la
actividad exo-PG reportada en este trabajo. Esto esta basado en que, a
diferencia de Cleveland y McCormick (1987) y Shieh et al, (1997), la
determinacién de la actividad endo-PG, en el presente trabajo, se hizo
midiendo indirectamente la disminucion de la viscosidad, ocasionada por la
periodicidad de corte de las enzimas con actividad tipo “endo” (Lineweaber y
Jansen, 1951), de una solucion de pectina utilizando un viscosimetro de
capilar. Esta metodologia permite identificar de forma mas precisa el tipo de

corte de la enzima, lo cual no se puede observa en el ensayo en placa.

La enzima P2c ha sido relacionada como factor de virulencia para A.
flavus (Shieh et al, 1997), lo cual implica que sin esta enzima, este hongo no
seria capaz de crecer sobre los tejidos de las plantas. Esto no es del todo
cierto, ya que se ha reportado que para otros hongos, la interrupcion de los
genes que codifican para enzimas que degradan los polisacaridos de pared
celular de plantas solo disminuyen la agresividad con la que estos hongos
invaden los tejidos, y en algunos casos, la virulencia no se ve afectada (Have et
al, 1998 y Brown et al, 2001 y Gémez-Goémez et al, 2002). Esto se debe a que
los sistemas enzimaticos que degradan la pared celular de las plantas estan
compuestos por enzimas con diferentes modos de accion y que estas enzimas,

ademas, pueden presentar isoformas, lo que lleva a que puedan producir las



enzimas aun y cuando uno de los genes haya sido interrumpido (Whitehead et
al, 1995, Wubben et al, 1999 y de Vries and Visser, 2001).

Como ya se menciono, existen enzimas con diferentes modos de accion
en un sistema tan complejo como el pectinolitico (de Vries and Visser, 2001).
Esto implica que las enzimas del sistema pectinolitico actian de forma
secuencial y sinérgica (de Vries et al, 2000). En el caso de Aspergillus flavus,
para que la enzima denominada P2c actue (Cleveland and McCormick, 1987),
es necesario que una pectin metil esterasa elimine los grupos metoxilo y acetilo
que se encuentran unidos a la pectina (Cotty et al, 1990). Las cepas que no
son capaces de producir esta actividad de esterasa, dificimente presentarian
actividad poligalacturonasa. Esto haria pensar que estas cepas no son capaces
de degradar la pectina y por lo tanto no creceran a partir de ella. En este
sentido, la presencia de la actividad pectin liasa apoya el hecho de que las
cepas deficientes en actividad pectin metil esterasa, si son capaces de crecer
sobre pectina (Cotty et al, 1990). Esto dado que las enzimas con actividad
pectin liasa son mas activas sobre pectinas con alto grado de esterificacion
(Figura 24) (Delgado et al., 1992., Kester and Visser, 1994.), lo que indica que
estas enzimas no necesitan de la accidn previa de la pectin metil esterasa. Esto
hace que la presencia de las enzimas con actividad pectin liasa sea aun mucho
mas importante de lo que se habia pensado, y que la presencia de estas

podrian contribuir como factor de virulencia en cepas de Aspergillus flavus.

No es claro, y no ha sido reportado, si este tipo de enzimas juegan un
papel importante como factor de virulencia de A. flavus. Lo que si es claro es
que, dada la gran variabilidad genética que presentan las cepas de esta
especie de Aspergillus en cuanto a la produccién de la poligalacturonasa P2c y
la pectin metil esterasa (Cotty et al, 1990), la presencia de estas enzimas
confiere una gran ventaja a este hongo sobre las plantas para poder invadir sus
tejidos exitosamente. Esto basado en que la pectina que constituye la pared
celular de las plantas tiene un alto grado de esterificacion (Willats et al, 2001) y
que, ademas, el posible valor de pH en las plantas es de 6.0 (Gavilanes, M.,
2005), el cual es muy cercano el pH éptimo determinado para estas enzimas.

También es de resaltar que los mecanismos de defensa en plantas, que



inactivan a las enzimas que degradan la pared de las plantas, solo estan
reportadas para poligalactuonasas y hasta el momento no han sido reportados
para enzimas con actividad de de liasa (Esquerré-Tugayé et al, 2000 y
D’Ovidio et al, 2004). Trabajos realizados en nuestro laboratorio (datos no
reportados) indican que cuando A. flavus es cultivado en medio liquido sobre
residuos agroindustriales como fuente de carbono, la produccion de la actividad
pectin liasa, de ambas cepas, se incrementa hasta dos veces comparado con
lo reportado en este trabajo. Esto también apoya el hecho de que las cepas de
Aspergillus flavus estan mejor adaptadas a crecer sobre sustratos complejos
que sobre sustratos sencillos como la glucosa. En este contexto es interesante
e importante, dada la relevancia de este hongo en la industria agricola y
alimentaria, realizar estudios donde se identifique cual es la funcién de la pectin
liasa en el proceso de infeccion de tejidos vegetales tales como los del

algodon, maiz, etc.



8. CONCLUSIONES

1. Las cepas de Aspergillus flavus crecen muy bien en sustratos complejos
como la pectina y el 4cido galacturdnico. El crecimiento de ambas cepas
es muy deficiente en azucares sencillos como la glucosa, xilosa,
galactosa, acido galacturonico, arabinosa y ramnosa, cuando los cultivos
se inoculan con esporas. En estas condicones el rendimiento de
biomasa con base en el sustarto (Yxs) es muy bajo (0.167 y 0.027
Obiomasa/Jsustrato Para glucosa y acido galacturonico, respectivamente). Cuando los
cultivos son inoculados con micelio metabdlicamente activo, el Yys en
azucares sencillos mejora considerablemente comparado con los
rendimientos anteriores (0.524 y 0.144 Quiomasa/Osusvae Para glucosa y acido
galacturénico, respectivamente). Por el momento no es claro cual es la razon
de que las cepas de A. flavus utilicen mejor los polisacaridos que los
azucares sencillos, pero esto podria estar implicado como una
adaptacion de este hongo a su habitat, donde predominan los tejidos
vegetales y la disponibilidad de nitrientes es escasa (Cotty et al., 1990).
En este sentido seria interesante estudiar como y por qué, este hongo
asimila tan deficientemente azlUcares como la glucosa, la cual se sabe
es la fuente de carbono por excelencia en el metabolismo energético de

los seres vivos.

2. En este trabajo se identificd la presencia de actividad pectin liasa en los
filtrados del caldo de fermentacion de dos cepas de Aspergillus flavus, la
cual hasta el momento no ha sido reportada para este hongo. La
produccion de esta actividad por la cepa NRRL-6541, en pectina, fue
mejor a pHo de 6.0 (2.2 mu mgP* PS) que a pHo de 3.0 (0.3 mU mgP™ PS) a
37°C. En este mismo sustarto, la cepa CECT-2687 no produjo actividad
pectin liasa bajo las condiciones probadas. Las fuentes de carbono que
inducen la produccién de la actividad pectin liasa son la pectina (2.2 mu
mg™ PS para la cepa NRRL-6541), el acido poligalacturénico (7 y 3 mu mg™* PS
para la cepa NRRL-654 y CECT-2687, respectivamente) y el acido galacturénico
(72 y 23 muU mg" PS para la cepa NRRL-654 y CECT-2687, respectivamente),

siendo este ultimo el mejor sustrato para la produccion.



3. Bajo nuestras condiciones de ensayo no se detecto la actividad endo-PG
reportada para Aspergullus flavus (Cleveland and McCormick, 19987).
Pero se encontré que la produccion de la actividad pectin liasa y la exo-
PG es diferencial respecto al tipo de inoculo y de fuente de carbono para

ambas cepas.

4. La actividad de trans-eliminacion identificada para las dos cepas de
Aspergillus flavus esta dada por al menos una enzima con actividad
pectin liasa, la cual es diferente a la actividad trans-eliminasa reportada
por Famurewa et al. (1993). En ese trabajo, al parecer la actividad esta
dada por una pectato liasa, mientras que en el presente trabajo se
descarto la prescencia de esta actividad, debido a que no hubo actividad

sobre pectinas de bajo grado de esterificacion (<50%).

5. La actividad pectin liasa producida por las dos cepas de Aspergillus
flavus fue activada, pero no dependiente, de CaCl, hasta una
concentracion maxima de 10 mM. Esta actividad se ve inhibida cuando
se utiliza un buffer tris-HCI. El pH éptimo de la actividad pectin liasa es
de 7.0 y la maxima estabilidad se obtiene a pH de 8.0, a temperatura
ambiente. El grado de esterificacion o6ptimo de la pectina para la
actividad pectin liasa, producida por las dos cepas de A. flavus, fue de
63 %.
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