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RESUMEN

Las lipasas fungales se aplican en una gran variedad de campos biotecnoldgicos,
entre los que destacan la industria de alimentos y lacteos. El grupo de trabajo ha
explorado la produccion de de lipasas de hongos filamentosos y su aplicacion en el

area de produccion de sabores.

En la busqueda de mejorar los niveles de produccion se ha planteado la obtencién de
mutantes desreguladas a carbono. El presente trabajo describe la diferencia en el
comportamiento de produccién asi como la caracterizacion de las lipasas producidas
por la cepa silvestre de R. delemar y la mutante M2 desregulada a carbono. Analisis
de sustratos lacteos modificados con dichas enzimas muestran perfiles de acidos
grasos y sabores distintos entre la cepa silvestre y la mutante. Estas diferencias entre
la especificidad de las lipasas sugieren que la cepa M2 sufrié una mutacion en el gen
estructural de la lipasa. Se aislaron los genes que codifican para la lipasa de ambas
cepas por medio de PCR, el analisis de ambas secuencias obtenidas indica que no
hay diferencia entre ellas, por lo que las diferencias en comportamiento deben

explicarse a otros niveles



INTRODUCCION
1

Los hongos son un grupo diverso de organismos que presentan actividades biolégicas
que pueden ser tanto benéficas como perjudiciales para el hombre. Entre las primeras
podemos destacar su importancia en la medicina, principalmente en la produccion de
antibioticos como la penicilina y la cefalosporina. Los hongos también son usados
como alimento por si mismos, por ejemplo los champifiones, o son usados en la
produccién de sabores y aditivos alimenticios, asi como en la produccién de diferentes
comidas y bebidas fermentadas. En contraste, algunas especies sintetizan y secretan
metabolitos altamente toxicos, como las aflatoxinas, otros causan infecciones,
intoxicaciones y alergias. Anualmente, se atribuyen pérdidas millonarias de cosechas a

especies de hongos filamentosos parasitas de cultivos y de granos almacenados.

Un factor importante del éxito biolégico de los hongos filamentosos es su
extraordinaria diversidad metabdlica. Los hongos pueden secretar una amplia gama de
enzimas diferentes, con las cuales degrada compuestos organicos que le sirven como
fuente de nutrientes, lo que les ha permitido su adaptacion y la explotacién de
ambientes inhospitos para otros organismos. Lo anterior, ha provocado un interés
creciente en el estudio y uso de los hongos filamentosos tanto en procesos industriales

como en el laboratorio.

Actualmente, los hongos filamentosos son la fuente del 40% de las enzimas
disponibles en el mercado mundial (106). Las enzimas fungales que se utilizan con
mayor frecuencia catalizan la hidrélisis de polimeros vegetales tales como almidones,
celulosa, hemicelulosa y pectinas. Las proteasas y lipasas son también un grupo
importante de enzimas fungales que tienen multiples aplicaciones en la industria

alimentaria, quimica y farmacéutica entre otras (27, 78, 96).

Las lipasas fungales han sido estudiadas y explotadas desde los afios 50’s por
muchos factores, entre los que destacan su bajo costo de extraccidn ya que son
enzimas secretadas al medio de cultivo, a la estabilidad que presentan a ciertas
temperaturas y pH’s, la especificidad de sustrato y actividad en solventes organicos.

En afos recientes se han realizado estudios usando técnicas de biologia molecular

dirigidos a la explotacién de hongos filamentosos como hospederos para la produccién



de enzimas homodlogas y heterdlogas involucradas en diferentes procesos vy
aplicaciones. Una parte importante de la investigacion en el area se lleva a cabo en
empresas como Eli Lilly, Allelix y Novo, lo que limita la disponibilidad de informacién
sobre procedimientos, cepas y vectores. Se debe senalar que no existe una gran
variedad de los mismos debido a que los principales marcadores empleados
complementan auxotrofias o confieren resistencia a antibiéticos poco usuales. No
obstante, existen plasmidos y cosmidos que son funcionales tanto en E. coli como en

algunos de los hongos, lo que facilita el establecimiento de bancos genéticos.

Entre los sistemas de clonacion-expresion que se han desarrollado, destaca el género
Aspergillus. Actualmente, existe una amplia lista donde el género Aspergillus ha sido
usado para producir proteinas recombinantes, algunas de las cuales ya se encuentran
en el mercado, como la renina de ternera. Otras proteinas heterdlogas son derivadas
de genes fungales y de origen humano, en ambos casos se tienen aplicaciones

farmacéuticas (9, 67).



GENERALIDADES
2

2.1 Las lipasas

Las lipasas (triacilglicerol éster hidrolasas E.C. 3.1.1.3) son enzimas que catalizan la
hidrélisis de los enlaces éster de triacilglicéridos en diacilglicéridos, monoacilglicéridos,

glicerol y acidos grasos libres, ver Figura 2.1.

0 4cido graso 0
Ry 0 0 9 Ri—-0 0
0 }O_U—RZ + H0 M }O—J‘I—Rz
i .
Re——0 Lipasa HO
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HO . HO
Lipasa
Diglicéridos Monoglicéridos

acido graso
HO HO
(0]
:>>O_U_R2 + HO N A :>_OH
HO HO
Monoglicéridos Glicerol

Figura 2.1. Reaccion catalizada por lipasas (75, 10).

La actividad maxima de las lipasas se presenta cuando el sustrato insoluble en agua se
encuentra emulsificado y la enzima es adsorbida en la interfase agua-aceite, esta
propiedad es conocida como activacion interfacial. La cantidad de aceite disponible en la
interfase determina la actividad de las lipasas, sin embargo, al mismo tiempo dificulta el
analisis del ensayo y la cinética de la reaccién. El area de interfase puede incrementarse
substancialmente al limite de saturacién por el uso de emulsificantes, asi como por la
agitacion del sistema. Bajo ciertas condiciones experimentales, tales como ausencia de
agua, las lipasas son capaces de revertir la reaccion. La reaccidn reversa conduce a la

esterificacion y formaciéon de glicéridos a partir de acidos grasos y glicerol. Dependiendo



del sustrato utilizado para la reaccién de sintesis, se pueden llevar a cabo las siguientes

reacciones:

Alcoholisis

Acidolisis

Transesterificacion

Figura 2.2. Reacciones catalizadas por lipasas. R (i= 1, 2, 3, 4) representa la cadena de
hidrocarburo del acido graso (65, 77, 94).



Aciddlisis: Consiste en el intercambio de un grupo acilo de un éster con otro grupo acilo
proporcionado por un acido carboxilico. Ejemplo: refinacion del aceite de sardina por

aciddlisis catalizada por la lipasa de Pseudomonas.

Alcohdlisis: Consiste en el intercambio de un grupo acilo de un éster con otro grupo acilo
proporcionado por un alcohol. Ejemplo: refinacion del aceite de higado de bacalao por

alcohdlisis catalizada por la lipasa de Pseudomonas.

Transesterificacion: Consiste en el intercambio de dos grupos acilo entre dos ésteres.
Ejemplo: transesterificacion de ftriglicéridos de aceites de palma o girasol los cuales
presentan un alto contenido de acido oleico y estearico para obtener derivados de grasa

de cacao utilizando la lipasa de Rhizomucor miehei o Rhizopus (94). Ver Figura 2.2

Las lipasas se separan en tres grupos de acuerdo a la especificidad. En el primer grupo
se encuentran las lipasas que tienen especificidad por la longitud e insaturaciéon de los
acidos grasos. Algunas lipasas tienen afinidad por los acidos grasos de cadena corta
(acido aceético, butirico, caprico, caproico, caprilico, etc), otras tienen preferencia por los
acidos grasos insaturados (oleico, linoleico, linolénico, etc). Ejemplo: Aspergillus niger
tiene preferencia por los acidos grasos C10 y C12 o C18:1 cis-9, Geotrichum candidum
presenta especificidad por acidos grasos de cadena larga con doble enlace cis en la

posiciéon C9.

Las denominadas “no especificas” que hidrolizan al azar los acidos grasos de los
triglicéridos, sin importar la posicion del grupo acilo en la molécula de glicerol, la longitud
ni saturacion de las cadenas de acidos grasos. Estas lipasas pueden hidrolizar totalmente
el sustrato. Ejemplo: G. candidum, Oospora lactis, Humicola lanuginosa, Staphylococcus

aureus, Corynebacterium acnes, Candida rugosa.

El tercer grupo de lipasas presentan especificidad con respecto a la posiciéon de los acidos
grasos en la molécula de glicerol. Algunas atacan los enlaces éster de acidos grasos de la
posicién 1 6 3 de la molécula de glicerol o ambas posiciones, pero no asi el acido graso
de la posicidon 2. Sin embargo, el monoglicérido sufre un rearreglo, en el cual el acido
graso de la posicion 2 migra al azar a las posiciones 1 6 3 de la molécula de glicerol;

como la migracién acilo es un proceso lento y las lipasas no actuan sobre los ésteres de



los glicerol 2-monoacidos grasos, la hidrélisis disminuye drasticamente hasta que la
migracién acilo se completa para que la lipasa ataque al monoglicérido en la posicion 1 6
3. Ejemplo: Rhizopus oryzae, R. arrhizus, R. delemar, R. niveus, Mucor javanicus

Rhizomucor miehei, A. niger (85).

La masa molecular de las lipasas varia de 19 a 60 KDa (47); muchas presentan
glicosilacion y contienen de 2 a 15% de carbohidratos, el residuo mas abundante es

generalmente manosa (65).

Aunque las lipasas pertenecen a familias de proteinas muy diferentes que no presentan
similaridad de secuencias, se caracterizan por poseer la misma arquitectura: la hoja a/p-
hidrolasa, sitio activo conservado, el motivo GX;SX.G (donde X representa cualquier
aminoacido). Todas presentan la misma maquinaria catalitica, la cual consiste de una
triada catalitica (serina-histidina-acido aspartico o glutamico) y el agujero oxianién,
formado por un esqueleto de amidas de dos residuos conservados. Otras enzimas con la
misma hoja y maquinaria catalitica son esterasas (E.C.3.1.1), como las
acetilcolinesterasas (E.C.3.1.1.7), cutinasas (E.C.3.1.1.74), carboxilesterasas
(E.C.3.1.1.1), arilesterasas (E.C.3.1.1.2), fosfolipasas A: (E.C. 3.1.1.32), colinesterasas
(E.C.3.1.1.8), las esterasas de hormona-juvenil (E.C.3.1.1.59), asi como las tioesterasas
(E.C.3.1.2.14) y las no-hemo peroxidasas (E.C. 1.11.1.10) (18).

Las lipasas son aplicadas en una gran variedad de campos biotecnoldgicos. En la
industria alimentaria, los productos de la hidrdlisis o modificacion de triacilgliceroles por
lipasas generan aromas que son usados como saborizantes en muchos productos. Un
ejemplo de ello es la modificacién de sabor de productos lacteos para generar sabores
mas intensos en productos como crema, aderezos de ensaladas, margarinas o quesos
madurados como Roquefort, Italiano, Azul, Cheddar, Provolone, Romano, Mozarella.
También se lleva a cabo de manera comercial la modificacion de aceite de palma y acido
estearico para la elaboracion de mantequilla de cacao empleando Lipozymel, la cual es

la lipasa inmovilizada de Rhizomucor miehei (105, 47).

Las lipasas tienen varias aplicaciones en la industria quimica. Se utilizan en la formulacion

de detergentes (Lipolasell), cosméticos, agroquimicos (insecticidas, pesticidas);



oleoquimicos (hidrélisis de grasas y aceites, modificacion de grasas, sintesis de

biosurfactantes); biocombustibles y para sintesis de productos de cuidado personal (47).

En el area de sintesis organica la naturaleza enantioselectiva y regioselectiva de las
lipasas han sido utilizadas para la resolucion de drogas quirales y para sintesis de

farmacéuticos (naproxeno, ibuprofeno); etc (78).

Las razones del enorme potencial biotecnoldgico de las lipasas se deben a que:
(a) son activas y estables en sistemas acuosos y no acuosos (solventes organicos)
(b) no requieren de cofactores
(c) poseen una amplia especificidad de sustratos
(d) exhiben alta enantioselectividad
(e) algunas presentan pH’s 6ptimos y/o termoestabilidad en condiciones extremas
(47).

Las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Entre las lipasas de
origen vegetal, animal y microbiano, son estas ultimas las que han tenido una mayor

aplicacion debido principalmente a que los microorganismos se cultivan facilmente.

Las lipasas fungales presentan estabilidad a la temperatura y pH, especificidad de
sustrato y actividad en solventes organicos, cuentan con la ventaja adicional de que son
extracelulares, reduciendo el costo de extraccion. Los principales hongos productores de
lipasas comerciales son Aspergillus niger, Candida cylindracea, Humicola lanuginosa,
Mucor miehei, varias especies del género Rhizopus como R. arrhizus, R. delemar, R.

japonicus, R. niveus y R. oryzae (96).

2.2 El género Rhizopus

El género Rhizopus es un hongo filamentoso saprofito perteneciente al orden de los
Mucorales, subdivision Zigomicotina. A los Mucorales se les conoce por su capacidad
para degradar sustratos complejos, tales como polisacaridos, lo que les permite colonizar
diversos ambientes y utilizar rapidamente nutrientes antes que otros hongos. Esta
caracteristica es aprovechada para la produccion de alimentos y bebidas fermentadas en

el sureste de Asia y China. Un ejemplo es el "Tempe", el cual es una comida indonesia



obtenida a partir de la fermentacion de la soya por R. oligosporus. En China se produce
vino de arroz denominado "Sake" utilizando cultivos puros de R. oryzae, otra bebida
fermentada es el "Sufu", para su elaboracion se utiliza R. chinensis (28). R. delemar ha

sido utilizado en el proceso para la produccion de alcohol a partir de almidén (36).

2.3 Enzimas producidas por Rhizopus: Lipasas

Se han reportado para el género Rhizopus la produccion de lipasas extracelulares por las
siguientes especies: R. arrhizus, R. chinensis, R. delemar, R. javanicus, R. microsporus,
R. niveus, R. nodosus, R. oligosporus, R. nigricans y R. oryzae (28, 78). Sin embargo,
como se puede apreciar en la Tabla 2.1 la informacién publicada en algunos casos se

limita a la masa molecular de la o las enzimas reportadas para cada especie.

Tabla 2.1. Caracteristicas de las lipasas del género Rhizopus reportadas en la literatura.

Temp. | Estabilidad pH Estabilidad

Especie Lipasa KDa optima | ala Temp. [ optimo al pH pl Referencia
R. delemar A 30°C 65°C 5.5 3.0-8.0 Iwai, 1974"
B 35-40°C | 45-50°C 5.6 4.0-7.0
C 35°C 45°C 5.6 4.0-7.0
29
R. delemar 303 30°C 25-38°C 8-8.5 7.3-9.1 8.6 Haas, 19912
Kugimiya, et al,
R. niveus 34 gimiy
1992
R. delemar 7.3 | Shimada, 1988
| 34 Kohno, et al.,
R. niveus
Il 30 1994

1. Condiciones de cultivo: 96 h, 27°C, 110 rpm. Condiciones de ensayo de temperatura optima: 60 min.

Estabilidad a la temperatura: pH 5.6, 15 min.
2. Condiciones de cultivo: 36h, 30°C, 150 rpm. Estabilidad a la temperatura: 15 min.

Las lipasas del género Rhizopus contienen la region altamente conservada de las lipasas
representada por los aminoacidos GLY-HIS-SER-LEU-GLY. Estudios sobre especificidad
indican que hidrolizan triacilgliceroles preferencialmente en las posiciones 1 y 3 del

glicerol (85).

Son sintetizadas como un gran precursor, la preproenzima que contiene 392 aa, la cual
comprende una secuencia sefial de 26 aa; una prosecuencia de 97 aa y la lipasa madura
de 269 aa. La proenzima (39 KDa) es completamente activa (28), y es cortada por
protedlisis in vivo para dar la forma madura (29 KDa). Se tienen evidencias de que la

prosecuencia esta involucrada en el correcto plegamiento por la existencia de un solo

9




residuo de cisteina y que la lipasa madura contiene dos sitios potenciales de glicosilacion
en Asn96 y Asn169.

R. niveus secreta dos lipasas: la lipasa | consiste de dos cadenas polipeptidicas, un
péptido pequefio con una cadena de polisacarido (cadena A) y un péptido mayor con un
peso molecular de 34 KDa (cadena B). La lipasa Il es una cadena polipeptidica que tiene
un peso molecular de 30 KDa. La lipasa | es convertida en lipasa Il por una proteasa
extracelular (55). Esto sugiere que el producto primario de traduccion puede llevar a
diferentes formas de lipasa debido al procesamiento proteolitico. Las diferentes
propiedades de las lipasas del género Rhizopus, por ejemplo: temperatura y pH 6ptimos,
asi como la termoestabilidad descritos en la literatura no son consecuencia de genes

diferentes sino a cortes postraduccionales de las enzimas (6).

Salah (87) realizé un inmunoblot con anticuerpos policlonales anti-ROL (lipasa de
Rhizopus oryzae) con lipasas del mismo género y lipasas de Geotrichum candidum,
Candida, Penicillium, Pseudomonas y Chromobacterium. Soélo las lipasas de Rhizopus
arrhizus, R. delemar y R. niveus presentaron reaccion inmunolégica cruzada con el anti-
ROL.

Estudios fisiolégicos muestran que la sintesis de lipasa en R. delemar esta sujeta a
represion catabdlica por glucosa (32). Se midié la actividad lipolitica en tres fuentes de
carbono: glicerol, glucosa y aceite de oliva, encontrando la maxima actividad con glicerol,
sobre glucosa y aceite de oliva. En el medio con glucosa la actividad lipolitica no aparece
hasta que se consume este azucar. Adicionalmente se encontré que las diferencias en la
actividad lipolitica entre el glicerol y la glucosa no se debieron a la inactivacién de la lipasa

por el pH.

Las lipasas del género Rhizopus también se han explotado industrialmente en distintos
procesos industriales, en la Tabla 2.2 se muestra el numero de publicaciones encontradas
en la base de datos de la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos
(http://www.uspto.gov/patft/index.htm). Se puede observar que la gama de aplicaciones es
muy diversa, por lo que todos los esfuerzos encaminados a la mejora en sus condiciones
de produccién y a la mejor caracterizacion de la misma adquieren importancia, sobretodo

en el area de alimentos para generacion de sabores.

10



Tabla 2.2. Patentes otorgadas hasta septiembre del 2007 que involucran a lipasas

del género Rhizopus

No. Patentes | Subclase

USPTO cip Area
2 CO2F Tratamiento de aguas residuales
4 C14C Tratamiento quimico de pieles o cueros. Ej. Curtido

Procedimientos que utilizan enzimas o microorganismos para
9 C12S liberar, separar, o purificar un compuesto o composicion

preexistentes
16 c11C Obtencion de acidos grasos a partir de aceites o ceras
Cuantificacion, investigacion o andlisis en los que intervienen

57 c12Q
enzimas 0 microorganismos
54 C11D Composiciones de detergentes
291 C12N Microorganismos o enzimas. Composiciones que las contienen
Procesos de fermentacién o procesos que utilizan enzimas
270 C12P

para sintesis o separacion de muestras racémicas
429 Varias Alimentos y comestibles
Nota: En la columna de Area se indica el rubro de las mismas segin la Clasificacién Internacional de

Patentes, IPC por sus siglas en inglés. http://www.wipo.int/classifications/fulltext/new_ipc/index.htm.

Los genes de lipasas del género Rhizopus también han sido clonados, secuenciados y

expresados en varios organismos.

Las secuencias de los genes de lipasas de Rhizopus delemar, R. niveus, R. javanicus y
R. oryzae tienen secuencias de aminoacidos idénticas en lo que respecta a la secuencia
codificadora, la cual comprende las regiones del péptido sefial, prolipasa y enzima
madura. La secuencia codificadora tiene un contenido de GC de 45% y presenta

aproximadamente el 60% de homologia con la lipasa de Rhizomucor miehei (28, 60).

Los genes de lipasa del género Rhizopus aislados con regiones reguladoras comprenden
la caja TATAAA y la secuencia CAAT, la cual representa el elemento del promotor que es

usado en eucariontes superiores asi como también en hongos filamentosos.

Existen varios reportes de clonacién y expresion en sistemas heterdlogos de los genes de

lipasa, por ejemplo la lipasa de R. oryzae (ROL) fue clonada y expresada en E. coli,
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aunque el producto fue inactivo e insoluble (30, 6). El cDNA que codifica para la lipasa de
R. niveus fue clonado y expresado en E. coli como una proteina de fusiéon con LacZ (60).
Takahashi (99) utilizé el sistema de expresion de Saccharomyces cerevisiae para clonar
la ROL madura junto con la prosecuencia en frans. Los resultados obtenidos indican que
la prosecuencia de ROL ayuda al correcto plegamiento de la enzima madura asi como a

la subsecuente secrecion de las células de levadura.

Se desarrollé para las lipasas de R. niveus, un sistema de expresion eficiente usando la
cepa de Saccharomyces cerevisiae ND-12B y un plasmido multicopia; se observé que la
estructura primaria fue la misma que la proteina nativa y presentd un correcto

plegamiento, la diferencia consistié en el contenido de manosa (57).

Se utilizé la levadura Pichia pastoris para expresar y secretar la ROL bajo el promotor de
la alcohol oxidasa PAOX7, se optimizé también la produccién de alto nivel de la enzima.
Sin embargo, su expresion fue afectada negativamente por la velocidad de asimilacién del
metanol (68, 69). En otro estudio el gene de lipasa de Rhizopus oryzae fue expresado en
Pichia pastoris bajo el control del promotor de la formaldehido deshidrogenasa PFLD1 de
este organismo. Se compararon los niveles de expresion y secrecion bajo diferentes
condiciones de induccion de fuente de carbono y nitrégeno bajo el control de PFLD1 y el
promotor de la alcohol oxidasa PAOX1. Los resultados indican que el promotor PFLD1 es

tan eficiente como el PAOX1 para la expresion extracelular de proteinas heterélogas (86).

24 Enzimas producidas por Rhizopus: Proteasas

Otra de las enzimas importantes secretadas por el género Rhizopus son las proteasas,
pero a diferencia de otras enzimas, su produccion es mayor en fermentaciones en estado
sélido (34, 1, 102). A este respecto, se ha reportado que R. oligosporum produce una
proteasa acida, la mayor actividad enzimatica se obtuvo entre las 72 y 96 horas de
fermentacion en salvado de trigo con un contenido de humedad del 50% a 25°C (Wang,
1974). Subramanian (98) realiz6é un estudio comparativo de difraccién de rayos X de las
proteasas acidas de Rhizopus chinensis y Endotia parasitica. Los resultados muestran
gue ambas enzimas son bilobuladas y que tienen una gran hendidura entre los l6bulos, en
la cual, se encuentra el sitio activo involucrando al residuo Asp35 situado en un asa en la

base de la hendidura y adyacente a esta, pero en el otro I6bulo, el residuo Asp215. Dichas
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enzimas presentan otras caracteristicas en comun, como el peso molecular alrededor de
35 KDa, un pH 6ptimo en el rango de 1.5 a 5.0. Son inhibidas por compuestos epoxy,
compuestos diazonium en presencia de iones Cu®* y por el oligopéptido microbiano
pepstatina, un inhibidor especifico de proteasas acidas obtenido de filtrados de cultivos de

Streptomyces.

2.5 Sistemas de clonacion en A. nidulans

Los hongos filamentosos se han explotado extensamente para la produccion homéloga y
heterdloga de proteinas debido a la alta capacidad de secrecion. Los primeros estudios de
transformacién de A. nidulans se llevaron a cabo con los plasmidos que contienen el gene
pyr4 de Neurospora crassa, los genes amdS, troC y argB de A. nidulans (4, 100, 107).
Recientemente se han clonado y sobreproducido varios genes, uno de ellos es el gen que
codifica para una tirosinasa del hongo Pycnoporus sanguineus en A. niger bajo el control
del promotor constitutivo fuerte de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y la
preprosecuencia de la glucoamilasa como péptido senal (33). Sin embargo, la produccion
de proteinas homologas y heterdlogas es frecuentemente limitada por la expresion de
altos niveles de proteasas. Para reducir la actividad proteolitica y mejorar
considerablemente el rendimiento del producto, se han llevado a cabo técnicas de
mutagénesis clasica y técnicas de disrupcién de genes. Adicionalmente, se utilizan
promotores eficientes para permitir la expresion bajo condiciones que reprimen la
expresion de proteasas; se realizan técnicas de fusion de genes para mejorar la
produccion de proteinas heterélogas y se ha realizado la expresion de proteinas

heter6logas con un alto rendimiento en cultivos en estado sélido (45).
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ANTECEDENTES
3

El presente trabajo forma parte de una linea de investigacion en la produccion de lipasas
fungales y el modelo especifico del mismo es R. delemar, el cual fue seleccionado entre
una veintena de hongos filamentosos empleados en diversos procesos de produccion de
enzimas por el sabor que conferia a sustratos lacteos modificados con su lipasa. El
proyecto general pretende analizar la produccion de enzimas lipoliticas de este hongo
filamentoso abarcando aspectos fisioldgicos y genéticos, tanto por técnicas clasicas como

por técnicas moleculares.

Los estudios fisioldgicos muestran que la lipasa de R. delemar es una enzima constitutiva,
sin embargo, presenta variabilidad en cuanto a su produccion. El peso molecular de la
lipasa encontrado fue de 45 KDa. La produccion de la enzima también se ve afectada por
el fenédmeno de represion catabdlica por glucosa al 4% (52, 15). Peralta (81) obtuvo y
caracterizd6 mutantes de R. delemar hiperproductoras de lipasa e insensibles al efecto
negativo de la glucosa. Miralles (70) evalué el comportamiento de las lipasas producidas
por la cepa silvestre y dos de las mutantes obtenidas por Peralta (M1 y M2). La cepa
silvestre presento represion catabdlica cuando crece en un medio con glucosa al 4%. La
cepa M2 presenté un fenotipo mas estable con respecto a la hiperproduccion de lipasa asi
como su insensibilidad al efecto negativo de la glucosa, mientras que la mutante M1
perdié ambas caracteristicas. Para revertir la represion catabdlica de la cepa silvestre se
adicion6é AMPc y su analogo no natural (dibutiri-AMPc) al medio de cultivo con glucosa al
4%. Se presentd un efecto positivo con AMPc 100 uM, en cambio con 10 uM, la actividad
lipolitica disminuyéd un 30% con respecto al control. El dibutiri-AMPc en ambas
concentraciones 10 pM y 100 pM, aumenta la actividad lipolitica en mas del 50% con
respecto a la cepa silvestre. Por otro lado, se encontraron sabores desagradables en los
productos lacteos modificados con la enzima obtenida de la cepa mutante, sin explorar
detalladamente las causas. Por tanto, en este trabajo se pretende abundar en las
diferencias entre las propiedades de la enzima y genes provenientes de la cepa silvestre y

de la mutante M2.
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Con el fin de contar con un sistema de produccioén bien caracterizado molecularmente, se
planted la posibilidad de la produccion heteréloga de esta lipasa, utilizando como sistema
de expresion el hongo A. nidulans. Existen colecciones importantes de mutantes del
mismo y ha sido usado para producir proteinas recombinantes derivadas de genes
fungales y de otros organismos. Sin embargo, hasta muy recientemente se han
identificado genes de lipasa en A. nidulans cuyas propiedades difieren de las de la cepa
PW1 manejada en nuestro grupo de trabajo. Por tanto, en este trabajo se pretende
explorar la posibilidad de emplearla como hospedera de una lipasa heteréloga. Como
primer paso, se pretendia introducir el gene de lipasa a una cepa no productora de la
misma, con el fin de facilitar el reconocimiento de las colonias recombinantes. Sin
embargo, no existen cepas disponibles que carezcan de esta enzima, por lo que dentro
del grupo de trabajo se obtuvo una mutante deficiente en la produccién de lipasa (79).
Esta conserva los requerimientos de la cepa PW1, de la cual se origind, por ejemplo la
auxotrofia a arginina, marcador ampliamente utilizado en sistemas de clonacion para
hongos filamentosos. Con base en los antecedentes anteriores y a las cepas mutantes

obtenidas dentro del grupo de trabajo, se plantearon los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS
4

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las lipasas de Rhizopus delemar CDB H313 y de la mutante M2,
desregulada a glucosa; aislar y clonar los genes que codifican para estas enzimas en

Aspergillus nidulans.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar las lipasas producidas por la cepa silvestre y la mutante M2 de R.

delemar en términos de actividad enzimatica, peso molecular y glicosilacion.

2. Modificar sustratos lacteos con los extractos enzimaticos de la cepa silvestre y

mutante M2 de R. delemar y caracterizar los productos modificados obtenidos.

3. Aislar y comparar los genes de las lipasas de la cepa silvestre y la mutante M2

de R. delemar.

4. Evaluar las caracteristicas de A. nidulans como organismo hospedero en

términos de actividad lipolitica.

5. Clonar los genes de lipasa de las cepas de R. delemar y transformar

A.nidulans.
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MATERIALES Y METODOS
5

5.1 Cinética de produccién de las lipasas de R. delemar WT y M2

Se realizé la cinética de crecimiento de las cepas de R. delemar WT (silvestre) y M2
(mutante 2) en medio “D” con dos fuentes de carbono (ver Apéndice 1). Se empled
dextrina amarilla al 1% y glucosa al 1 y 4%. Se tomaron muestras cada 24 horas durante
4 dias. Después de la fermentacidon, se separd el micelio por filtracion para la
determinacion de biomasa, al filtrado se le midié el pH directamente con un potenciémetro
‘Beckman ®34 pH Meter’ y se le determind la actividad lipolitica, proteolitica y la

concentracién de proteina soluble.
5.1.1 Determinacion de actividad lipolitica

La actividad lipolitica se determiné por el método de caida de pH propuesto por Espinosa
(16), usando tributirina emulsificada al 1% como sustrato con 0.01% de Tween 80 como
emulsificante. En un tubo de ensaye grande con un agitador magnético se colocaron 7
ml de Tris 5mM pH 8, mas 2 ml de tributirina emulsificada y un mililitro del filtrado, se
mantuvo en agitacién constante y se midié el pH de la mezcla de reaccion cada minuto
durante 10 minutos con un potenciometro “Beckman ®34 pH Meter”, la reaccién se llevo
a cabo a 37°C. La curva patron se realizé con acido butirico al 0.5%. La actividad
enzimatica fue calculada y definida para una unidad de actividad como la liberacion de un

pmol de acido graso por minuto bajo estas condiciones.
5.1.2 Determinacién de biomasa

Se determiné el crecimiento microbiano por peso seco. El micelio se separé del medio de
cultivo por filtracion mediante un sistema “Millipore” y papel filtro Whatman 540,
previamente secado durante 24 horas a 50°C. Los papeles filtro con la biomasa se
mantuvieron a 50°C hasta peso constante. El crecimiento se expresé como miligramos de

biomasa/mL de caldo de fermentacion.
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5.1.3 Cuantificacion de proteina extracelular

Determinada por el método de Lowry modificado por Peterson (82).

5.2 Determinacioén del perfil electroforético de las proteinas extracelulares

Para determinar el patron electroforético de las proteinas extracelulares de las cepas de
R. delemar se realizd una electroforesis del filtrado de la fermentacion de 24 h. Los
fitrados se concentraron en primer lugar por ultrafiltracion en un equipo AMICON
utilizando una membrana YM10 con limite de exclusion de 10 KDa, posteriormente por
liofilizacion “Freeze-dryed RP2V, Groupe S.G.D. Canada y Freeze Dry System/Freezone
4.5 de LABCONCO?”. El liofilizado obtenido se redisolvi6 en un volumen minimo, se
precipitd con TCA al 10%, se neutraliz6 con NaOH 0.1 N y posteriormente se dializd
contra agua destilada usando una membrana “Dialysis Seamless Tubing” de SIGMA con
limite de exclusion de 10 KDa. Para eliminar los carbohidratos, las proteinas se
precipitaron con acetona. Después de cada paso de precipitacion se centrifugaron las
muestras a 15,000 rpm durante 15 minutos a 4°C en una centrifuga “Beckman J2-MC”. Se
concentrd por liofilizacion y se determind la concentracion de proteina por el método de

Lowry modificado.

La electroforesis se realizd bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), de acuerdo

con el método propuesto por Laemmli (63), con un gel al 10% de poliacrilamida (Bio-Rad).

5.3 Determinacién de glicosilacion de las proteinas extracelulares

Para determinar el patrén de glicosilacidon de las proteinas extracelulares de las cepas de
Rhizopus, se realizdé una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de
poliacrilamida siguiendo las condiciones antes sefialadas y usando los marcadores de
peso molecular “Prestained SDS-PAGE Standards Low Range” de BIO-RAD.

Se preparé la membrana “Spectra/Por PolyScreen PVDF Transfer Membrane” Perkin
Elmer segun las indicaciones del proveedor, la transferencia de las proteinas se llevé a
cabo durante 90 minutos en la camara de transferencia “Trans-Blot SD Semi Dry Transfer
Cell” de BIO-RAD a 15V y 500 mA.
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Para confirmar la transferencia de las proteinas, se incubd la membrana en solucion de

Ponceau durante 5 minutos para visualizar las bandas.

Se determiné el patrén de glicosilacion utilizando el DIG “Glycan Differentiation Kit” de

Roche, el cual reconoce manosa, galactosa, proteinas o-glicosiladas y Gal -(1-4).

54 Modificacion de sustratos lacteos con extractos enzimaticos de R. delemar
WTy M2

Se llevo a cabo una modificacion de dos productos lacteos comerciales con los extractos
enzimaticos de cada cepa para conocer perfil de sabor y el perfil de acidos grasos

generados.

Los sustratos lacteos empleados fueron “Mediacrema Nestlé” y la crema acida “Alpura”. El
extracto enzimatico corresponde al filtrado de la fermentacion de 24 horas con dextrinas al

1% de cada cepa.

Para llevar a cabo la modificacién, se homogenizé 50g de sustrato lacteo con 25 U de
lipasa contenidos en 1 mL del extracto enzimatico, posteriormente se incubé a 30°C
durante 24 horas con agitacion reciproca de 100 rpm. Al término de la modificacion se
determind el pH, se realizd una evaluacién sensorial preliminar y se analizé6 por

cromatografia de gases el perfil de acidos grasos libres generado.

5.4.1 Obtencion de los perfiles de acidos grasos libres (AGL) de los sustratos

lacteos modificados

La determinacién se llevo a cabo de la siguiente manera:

A un gramo de crema modificada se le agregaron 10 pL de estandar C:5:0 o acido

valérico, 10 mL de una solucién hexano-éter dietilico (1:1) y 0.1 mL de H,SO4 0.2 N.

Se adicion6 0.5 g de sulfato de sodio anhidro y se centrifugé a 2000 rpm durante 5

minutos.
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Se separd el sobrenadante y se pasé por una columna de BIO-RAD. De 10 cm x 10 mm
que contenia 1 g de alumina neutra (para analisis cromatografico) grado | segun

Brockman y Schoedder (Sigma Chemical Company). Con flujo de 3 mL/min a 4°C.

El eluido se pasé varias veces por la columna de separacion. Se lavé la columna con una
mezcla de hexano-éter dietilico (1:1) y se sec6 con un flujo de nitrégeno. La alumina se
mezclo con éter diisopropilico (J.T. Baker) que contenia 6% (v/v) de &cido férmico (J.T.
Baker). Se colocé la muestra en tubos Eppendorfs de 1.5 mL, se mezclé vigorosamente y
se centrifugaron las muestras a 2000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se separ6 en

viales de 1.5 mL y se mantuvieron a -20°C hasta su utilizacion.

Los acidos grasos libres se cuantificaron en un cromatografo de gases Perkin EImerXLS,
con detector de ionizacion de flama y una columna capilar HP5 (fenilmetil silicon al 5%) de
30 m, 0.32 mm de diametro interno y 0.25 um de grosor de capa bajo las siguientes
condiciones: Rampa 80°C/1 min e incremento de 10°C/min hasta llegar a 25°C y se

mantuvo por 4 min. Temperatura del inyector: 250°C. Temperatura del detector: 250°C.

5.4.2 Determinacion de amoniaco de los sustratos lacteos modificados

La determinacion de amoniaco presente en las cremas modificadas se llevo a cabo con el
Kit Ammonia UV-Method, de BOEHRINGER MANNHEIM/R-BIOPHARM Enzymatic

BioAnalysis/Food Analisis.

Para llevar a cabo la determinacion, se realizé un tratamiento previo de las muestras

siguiendo las especificaciones del kit para productos con grasa y leche.

Para eliminar la grasa, se mantuvieron 10 mL de la dilucién 1:10 de las muestras de
crema modificada en un bafo con agua a ebullicién durante 10 minutos, al término de
este periodo se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente y posteriormente se
filtraron con papel Watman no.1. Se mezclé 1 mL de filtrado con 4 mL de &acido
tricloroacético 0.3 M, se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se

centrifugaron 10 minutos a 10,000 rpm. Se decanto el sobrenadante y se neutralizé a pH
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7.0 con KOH 10 M, posteriormente se filtré y se utilizaron 2 mL de cada muestra para la

determinacion de amoniaco con el kit.

5.5 Determinacion de actividad proteolitica

Se determiné incubando 800 pL de una solucién de caseina “Casein Hammarsten Quality,
MW 75,000-100,000", Research Organics; en buffer de fosfatos 100 mM, pH 7.0 con
200 uL de filtrado de las fermentaciones de 24 horas de cada cepa crecidas en medio con
dextrinas al 1%, por un periodo de 2 horas a 30 y 37°C. Después del periodo indicado se
detuvo la reaccién con la adicion de 1.5 mL de TCA al 5%. Se centrifugaron las muestras
por 10 minutos a 14,000 rpm, se leyo la densidad Optica a 280 nandmetros. La actividad
proteolitica se reporta como U/mL min con una curva estandar de Tirosina 100 pg/mL.

Técnica modificada de Kunitz (61).

5.6  Aislamiento y comparacion de los genes de lipasa de R. delemar WT y M2

5.6.1 Extraccion de DNA fungal

Se disefd el siguiente protocolo para la extraccion y purificacién de DNA total de hongos
filamentosos, el cual es una combinacién de los métodos propuestos por Towner (101) y
Chow (13). Dicho método se aplicé para la extraccion y purificacion de DNA de las

especies de hongos filamentosos que se manejaron en este trabajo.

1. Crecer a R.delemar en medio “D” y a A. nidulans en medio “A”por un periodo de 24
h, en las condiciones recomendadas para el crecimiento y con los suplementos
adecuados para cada cepa.

2. Cosechar el micelio por filtracion, retirar el exceso de humedad con papel
absorbente.

3. Colocar el micelio en un mortero y congelar con nitrégeno liquido, adicionar un
poco de silica gel estéril y moler hasta convertirlo en polvo fino. Silas muestras de
micelio no se van a procesar inmediatamente, se envuelve el micelio en papel
aluminio, se congela con nitrégeno liquido y se almacena a -70°C. Las muestras

almacenadas de esta manera, posteriormente se liofilizan y se pulveriza el micelio.
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4. Se coloca el micelio pulverizado en un tubo Eppendorf de 1.5 ml (lo

correspondiente a un volumen de 100 pL, se adicionan 600 pL de buffer de lisis.

Agitar suavemente en el vortex hasta humedecer todo el micelio.

Buffer de lisis

Tris-HCI pH 8 50 mM

NaCl 200 mM
EDTA pH 8 100 mM
RNAsa A 0.1 mg/ml

5. Mantener en agitacion los tubos Eppendorfs durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

6. Ajustar la concentracién de SDS a 1%.

7. Incubar una hora a 55°C en agitacion.

8. Adicionar 600 pL de fenol equilibrado a pH 7, agitar suavemente por inversion.

9. Centrifugar 15 minutos a 14,000 rpm. Recuperar el sobrenadante en un tubo
limpio.

10. Adicionar un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), agitar por
inversion y centrifugar 15 minutos a 14,000 rpm.

11. Recuperar el sobrenadante en un tubo limpio y adicionar un volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y centrifugar.

12 .Recuperar el sobrenandante en un tubo limpio y adicionar 2.5 volumenes de etanol
absoluto y almacenar a -20°C por lo menos dos horas.

13.Recuperar el DNA centrifugando 15 minutos a 14,000 rpm Lavar con etanol al
70% y resuspender en un volumen minimo de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA
1 mM pH 8.0) o agua bidestilada estéril.

Una vez que se obtuvo el DNA purificado de cada cepa, se corrié una electroforesis en gel

de agarosa (BIO-RAD) al 1% en buffer Tris-Boratos-EDTA (TBE) para confirmar la

integridad del mismo.
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5.6.2 Amplificaciéon del gene de lipasa de R. delemar

Se disefiaron cebadores para amplificar por medio de PCR el gene de lipasa de las cepas
de R. delemar WT y M2 a partir de la secuencia del cDNA reportada por Haas (30),

utilizando como templado DNA gendémico. La secuencia del cDNA se muestra en la Figura

5.1, los nucleotidos subrayados corresponden a los cebadores.

FORLIP 5

REVLIP &

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

ATTCCCTTT TCTTCT TACCCC

TTTATTATAAAATTAGAGTAACACGT

GAATTCCCTT

TTCTTCTTAC

TCCATTTCTC
GCTGTTCCTG
GCTGCCCTCC
AGCGATCTCC
GGTGGCAACC
GACTTACCCA
GGTGGTAAGG
ATCGCTGCCA
TGTCAAAAGT
ACAAATGGTT
ACCAACTCCT
GTCAAGGGCG
TATTTCCCTG
GGTCACTCAC
CCAAGATTGT
CCCACCTTTG
AGAGATATCG
TCTTGGATCA
GATTGCAGTA
ATCAACGAAG
TAAGTTTTTA

AAGGTGTTAG
TTTCTGGTAA
CTCCTCTCAT
AAGCTGAACC
TGACATCCAT
GCGATGCTCC
TTGTTGCTGC
CTGCCTACTG
GGGTTCCTGA
ACGTCTTGAG
TCAGAAGTGC
CCAAAGTTCA
TCGTCCAAGA
TCGGTGGTGC
CTCCCAAGAA
CTTACTATGT
TTCCTCACGT
AGTCTGGTAC
ACTCTATCGT
GAAGCTGTTT
TACAATAAAA

CCCTTCCAGT
TCTTTGTCTT
ATCTGGATCT
CTCCAGCCGT
TTACAACATG
CGGAAAGCGT
TCCTATCAGC
TACTACTGCT
TCGTTCTGTT
TGGCAAGATC
AAGTGATAAA
CATCACTGAT
TGCTGGTTTC
ACAATTGACC
ACAAGCTTTG
TTTGAGCATC
TGAATCCACC
TCCTCCTCAA
TTCCAACGTT
TCCTTTCACC
GTAAAACACT
GGAATTC

Tm =60°C

TCTTTACTAT
CTTGTCTCTT
TCCAACACCG
TGTGCTCCTC
CAAAAGAATA
GATGACAACT
CTCTCTAGCT
CAGATCCAAG
GTCCCTGGTA
ATCACTACCT
CAAAAGACCA
ATCGTCTTCA
CTTTCCTCTT
GCCCACCCTA
CTTGCCGGTA
TTCACTGTCG
GGTATCCCTT
TCCTTCGGAT
CAAATCTGTA
TCTATCCTTG
TGACGTGTTA

Tm =62°C

CAATCATGGT
CCATGATGCT
CCGTCTCTGC
CTTCTAACAA
CAGAATGGTA
TGGTTGGTGG
CTACCAACAG
AGTTCACCAA
ACAAGTGGGA
TTACCTCCTT

TTCATTCATT
CGGTTCATCT
ATCTGACAAT
GGGAAGTAAA
TGAGTCCCAT
CATGACTTTG
CGCCTCTGAT
GTATGCTGGT
TTGTGTCCAA
GCTTTCCGAT

TTTATCTTGT
ACTTTTCTGA
ATGAGCAAGT
CTTATAAGGT
TGGATCTCTA
GTGGTCCTCG
TCCAACGTAC
TCCTTCATCC
CTTCTGAAAT
ACCACTTGAG
CTCTAATTTT

TTTCCGTGGT
CTACAAGCCT
TGTCAATGAC
CATCGTTACC
CCAACGTGAA
TGTTGGTAAC
CGTTCACAAG
CGGTGTTGAA
TGAAACCAAG
TTACTTTGAT
ATAATAAAAT

Figura 5.1 Secuencia del cDNA del gene de lipasa de R. delemar (30). El marco de lectura abierto
esta comprendido entre los nucledétidos 46 y 1224 (codones subrayados). La secuencia del péptido
sefal corresponde a los nucleétidos 46 al 123 y la del péptido maduro a los nucledtidos

415 al 122. La secuencia de los cebadores se encuentra subrayada.

Las amplificaciones se realizaron en un Termociclador Robocycler (Stratagene) como
sigue: el primer ciclo tenia un paso de desnaturalizacion de 3 minutos a 95°C, seguidos
por 30 ciclos con los siguientes tres segmentos: 1 minuto a 95°C, 30 segundos a 62°C y
5 minutos a 72°C; y un ciclo final de 15 minutos a 72°C. La concentracién de los

componentes de la reaccion fue la siguiente:
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Mezcla de Reaccidn

Concentracion final

PCR Buffer 1X
DNTP’s 75 uM
FORLIP 1 uM
REVLIP 1 uM
MgCl, 2.5 mM
DNA Templado 100 ng

Taqg DNA Polimerasa
Recombinante (GIBCO, BRL) 2.5 Unidades

Los productos de PCR obtenidos fueron analizados por electroforesis de geles de agarosa
al 1% y posteriormente purificados con “High Pure PCR Product Purification Kit” de

Boehringer Mannheim.

5.6.3 Secuenciacion de productos de PCR y analisis

Las secuencias de nucledtidos de los productos obtenidos fueron determinadas por un
método automatizado en un ABI PRISM 310 DNA “Sequencer System” de Perkin Elmer,
Applied Biosystems Division, en el Instituto de Fisiologia Celular, México y en Aukland
University, Nueva Zelanda. Para la secuenciacion fueron usados los oligonucledtidos
sintéticos FORLIP y REVLIP anteriormente mencionados. El analisis se llevo a cabo en el
programa Clustal W1.6 (38).

5.6.4 Amplificacion del gene de lipasa de R. delemar con regiéon promotora

Después de realizar el alineamiento de las secuencias de lipasa reportadas para el
género Rhizopus, se sintetizaron dos cebadores para amplificar el gene completo de la
lipasa de la cepa CDBH 313 que incluye la regién del promotor. Estos cebadores se
disefiaron con un sitio de restriccion para Bam HI y Eco RI respectivamente, para

posteriormente clonar el producto de PCR en un vector para Aspergillus.
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Bam HI
FORLIP95 5 ATAGGATCCGCTTTGTGTGATGTermo Tm = 61.2°C; %GC Tm =55.8°C

Eco RI
REVLIP96 5 AGGAATTCAAGTTTGAAGTTGAGG Termo Tm =60.0°C; %GC Tm = 54.4°C

Se llevaron a cabo experimentos con diferentes concentraciones de cebadores, dNTP’s y
cloruro de magnesio para determinar las mejores condiciones de amplificaciéon de los
genes de lipasa. Se probaron condiciones de baja afinidad en la que los dNTP’s, los
cebadores y el cloruro de magnesio se encuentran en exceso, una condicién de afinidad
intermedia y una de afinidad alta con concentraciones minimas de los componentes antes

sefialados, las concentraciones se muestran a continuacion:

Mezclas de Reaccion
Concentracion final

Baja Afinidad Alta
afinidad intermedia  afinidad
PCR Buffer 1X 1 X 1X
dNTP’s 200 uM 100 uM 50 uM
FORLIP95 400 nM 200 nM 100 nM
REVLIP96 400 nM 200 nM 100 nM
MgCl, 2.5 mM 2mM 1 mM
DNA Templado 100 ng 100 ng 100 ng
Tag DNA Polimerasa 25U 25U 25U

Recombinant GIBCO BRL

Las amplificaciones se realizaron en el Termociclador Perkin Elmer Gene Amp PCR
System 2400 de la siguiente manera: el primer ciclo tenia un paso de desnaturalizacion
de 1 minuto a 95°C, seguidos por 30 ciclos con los siguientes tres segmentos: 1 minuto a
95°C, 30 segundos a 55°C y 90 segundos a 72°C; y un ciclo final de 10 minutos a 72°C.
Los productos de PCR obtenidos fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa. al 1% y posteriormente purificados con el High Pure PCR Product Purification Kit

(Boehringer Mannheim).
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La secuenciacion y el analisis de los productos de PCR obtenidos se llevaron a cabo
como en el apartado anterior. Para confirmar las secuencias obtenidas con los cebadores
FORLIP9S y REVLIP96, se secuenciaron adicionalmente los productos de PCR con el
cebador F580 5" TTTACCTCCTTGCTTTCCGATACA para confirmar la secuencia.

5.7 Evaluacion de A. nidulans como hospedero

5.7.1 Actividad lipolitica en medio liquido

Se crecid A. nidulans por un periodo de 24 horas en medio “A” (ver Apéndice 1), después
de la fermentacion se separo el micelio por medio de filtracién, se midié el pH al filtrado, y
se cuantificd la cantidad de proteina soluble por el método de Lowry modificado y la

actividad lipolitica.

La actividad lipolitica se determin6 tanto con el método de caida de pH mencionado
anteriormente para el caso de R. delemar asi como con el método espectrofotométrico
propuesto por Isobe (61), el cual emplea o-nitrofenil laurato como sustrato, pero con

algunas modificaciones.

Se disolvieron 2.5 umoles de o-nitrofenil laurato en 200 pyL Triton X-100 (SIGMA), se
colocd la solucién obtenida en un buffer de fosfatos 100 mM a pH 7.2. Se tomaron 900 pL
de esta mezcla de reaccion y se adiciond 100 uL del filtrado y se midié absorbancia a 410
nm, tomando lecturas cada minuto durante 10 minutos. Se hizo una curva estandar con
o-nitrofenol para determinar la actividad lipolitica. Una unidad de actividad fue definida

como la cantidad de enzima que libera una micromol de o-nitrofenol por minuto.

5.7.2 Actividad lipolitica en medio sélido

La actividad lipolitica en medio sdlido se llevd a cabo creciendo al hongo en medio “A” con
los suplementos adecuados para cada cepa Yy tributirina emulsificada al 1%, las cepas

productoras de lipasa forman un halo de hidrdlisis alrededor de la colonia en el medio con

tributirina.
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5.7.3 Hibridacion de DNA genémico de A. nidulans con sonda especifica para el

gene de lipasa de R. delemar

La homologia entre el gen de lipasa reportado por Haas (30) y los genes de lipasas de R.
delemar y A. nidulans de nuestro laboratorio fue analizada por medio de la técnica de
Southern blot. Para este experimento se utilizé el DNA de la cepa silvestre de R. delemar

y la cepa de A. nidulans PW1.

Se llevé a cabo una digestion exhaustiva (12 horas a 37°C) de 3 pg de DNA cromosomal
de cada una de las cepas con las siguientes enzimas de restriccién: Bam HI, Eco Rl y
Hind Il (BRL). Se realizé una electroforesis de las digestiones en gel de agarosa al 1%
en buffer TBE.

Se trato el gel para transferir el DNA a la membrana de nylon “Hybond-N" de Ammersham
International. Al término de la transferencia el DNA se fij6 a la membrana mediante la
exposicion de 5 minutos a luz ultravioleta. Tanto el tratamiento del gel, la transferencia y la

hibridacion, se llevaron a cabo siguiendo los protocolos sugeridos por Sambrook (88).

La sonda usada fue la secuencia de 1287 bases que corresponde al cDNA de la lipasa de
la cepa de R. delemar ATCC 34612 (30), la cual se obtuvo mediante la digestion con Eco
RI del plasmido pUC8-2.14. La sonda se marcé radiactivamente con P* siguiendo el

protocolo del Kit Random Primer de BRL.

Se realizo la extraccion y purificacion del plasmido a gran escala siguiendo el protocolo de

lisis alcalina propuesto por Sambrook (88).

Las condiciones de la hibridacion fueron 68°C durante 12 horas. En experimentos
preliminares con dots se probaron diferentes condiciones de lavado con 0.1% de SDS y
diferentes concentraciones de SSC: 2X, 1X, 0.5X, 0.25X y 0.1X, respectivamente. Con los
resultados obtenidos se establecié que las membranas tendrian un primer lavado con 2X
SSC y 0.1% SDS y posteriormente con la solucion 0.5X SSC y 0.1% de SDS.
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5.8  Clonacién de los genes de lipasa de R. delemar WT y M2 en A. nidulans

5.8.1 Seleccién de plasmidos para A. nidulans

5.8.1.1 Plasmido de replicacién auténoma pDHG25

Debido a la falta de una cepa de Aspergillus carente de lipasas que permitiera una
estrategia directa de selecciéon de posibles transformantes, se siguid una estrategia de
cotransformacion (23), en la cual se transformé protoplastos de A. nidulans RMS11 (ver

Apéndice 1) con los plasmidos pDHG25 (Figura 5.2) y el plasmido pUC8-2.14.

El pDHG25 es un plasmido de replicacién auténoma para Aspergillus que contiene un
marcador fungal que complementa la auxotrofia a arginina. Tanto el plasmido como el
protocolo de transformacion de protoplastos fueron proporcionados por el Dr. Jesus

Aguirre.

Figura 5.2 Plasmido de replicacién auténoma pDHG25.
Los protoplastos transformados se crecieron en medio minimo con a&acido p-
aminobenzoico, diferentes concentraciones de glucosa (0.1, 0.5, 1 y 4%) y ftributirina al
1% con el fin de observar la produccion de halos de lipdlisis.

5.8.1.2Plasmidos integrativos

Los plasmidos integrativos pDC1, pDE1, pMS12 y pILJ16 (Figura 5.3 ), son especificos

para el género Aspergillus y contienen marcadores selectivos compatibles con las cepas
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disponibles de A. nidulans. Todos los plasmidos se obtuvieron en el Fungal Genetics

Stock Center (University of Kansas).
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Figura 5.3 Plasmidos integrativos de A. nidulans.
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5.8.2 Construccion de los plasmidos recombinantes

En un primer intento por obtener el plasmido recombinante se hizo una digestién con Eco
RI (GIBCO) para linearizar los plasmidos plLJ16 y pMS12, asi como para obtener el
inserto del pUC8-2.14 que corresponde al cDNA del gene de lipasa de R. delemar (Haas,
1991). Se separaron los productos de las digestiones en un gel de agarosa de bajo punto
de fusion (BRL) al 0.6%, se cortaron las bandas de interés del gel y se purificaron con el
QIAquick Gel Extraction Kit de QIAGEN.

Los plasmidos linearizados y purificados se desfosforilaron con la enzima CIAP de
GIBCO. Después de la reaccion, se desnaturalizé la enzima con la adicion de 2 pL de
EDTA 0.5 M pH 8 a la mezcla de reaccion y se incubé a 65°C por 20 minutos, seguida de
una extraccién con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol absoluto. Posteriormente
se llevdé a cabo la reaccion de ligacion con 100 ng totales de DNA guardando la

proporcion 1:3 (vector:inserto) utilizando la enzima T4 DNA ligasa de GIBCO.

Se transformd por dos métodos células de E. coli con 10 ng de DNA de la reaccion de
ligacién. En primer lugar se transformé por choque térmico (Heat shock) células
competentes por RbCI de la cepa de E. coli DH10B. Por otro lado, se transformaron
células electrocompetentes de E. coli DH10B, para este fin se utilizo el Electroporador de
Bio Rad (Mod 1652076) Gene Pulse Controller Apparatus Il (Mod 1652109).

La segunda estrategia para construir los plasmidos recombiantes, se llevo a cabo sdlo con
el pasmido plLJ16, para ello se digirid el plasmido y los productos de PCR tanto de la
cepa silvestre como de la mutante con Eco RI (GIBCO), se separaron las bandas en un
gel de agarosa de bajo punto de fusion al 6%, se cortaron las bandas de interés del gel y
se purificaron con el QIAquick Gel Extraction Kit de QIAGEN. Posteriormente, se
digirieron con Bam HI (GIBCO), se siguié la metodologia anterior para la purificacion del
vector y de los productos de PCR antes de realizar la reaccién de ligacion con 100ng
totales de DNA guardando la proporcion 1:3 (vector:inserto) utilizando la enzima T4 DNA
ligasa de GIBCO.
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Se llevd a cabo la transformacion con 10 ng de la reaccién de ligacion en células
electrocompetentes de E. coli DH10B en el electoporador de BIORAD. Después de
resembrar las transformantes obtenidas se realizaron minipreps para verificar la existencia
de plasmidos recombinantes en las células de E. coli DH10B antes de la extraccion a

gran escala del plasmido.

Se llevé a cabo también una amplificacion del gene de lipasa clonado en los plasmidos
recombinantes a partir de las transformantes con el siguiente protocolo: Se tomd una
colonia de E. coli transformada con un asa bacterioldgica, se resuspendié en 50uL de
agua destilada estéril, se agitd en vortex por 30 segundos, se aplicé un ciclo de
desnaturalizacién de 95°C por 10 minutos. Se centrifugo un minuto a 12,000 rpm a
temperatura ambiente. Se tomaron 2 uL del sobrenadante para hacer la amplificacién en

las condiciones antes sefialadas en un volumen final de 20 pL.

5.8.3 Transformacidén genética de A. nidulans

Se obtuvieron protoplastos de la cepa A. nidulans CP309 con actividad lipolitica reducida
siguiendo el protocolo propuesto por Aguirre y se transformaron con 10 ng de cada uno de

los plasmidos recombinantes plLJ16-LipWT y pILJ16-LipM2.

Los protoplastos transformados se plaquearon en medio minimo con sorbitol 1.2 M,

tributirina al 1% y sin arginina para seleccionar transformantes.
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RESULTADOSYDISCUSION
6

6.1 Cinética de fermentacion de R. delemar WT con diferentes fuentes de

carbono

Las cepas objeto del presente estudio habian sido caracterizadas previamente por Peralta
(1994) y Miralles (70). En virtud de la variabilidad mostrada previamente, se consideré
importante verificar los fenotipos presentados. Con este propédsito se llevaron a cabo
determinaciones de crecimiento y actividad lipolitica utilizando como fuentes de carbono
glucosa al 1 y al 4% asi como dextrina amarilla al 1%, tanto para la cepa silvestre de R.

delemar como para la cepa mutante 2 derregulada a glucosa.

Los resultados que se presentan en las figuras subsecuentes indican que, en general, se
mantiene el mismo comportamiento en la cinética de produccion de la lipasa por la cepa
silvestre que la observada por Miralles (70). En el medio con glucosa al 1% (Figura 6.1) se
detecta una alta actividad lipolitica volumétrica desde las 18 horas de fermentacion; el
nivel se mantiene elevado por el tiempo restante, aunque la produccion maxima ocurre a
las 72 horas. En el anexo 1 se encuentra una tabla con los datos de cada grafica y su

respectiva desviacion estandar.
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Figura 6.1 Cinética de Fermentacion de R. delemar WT en medio “D” con Glucosa al 1%, a 29°C

durante 96 h de incubacion.

32



La Figura 6.2 muestra que si bien la cepa silvestre presenté actividad lipolitica a las 18 y
24 horas de fermentacion en el medio con 4% de glucosa, ligeramente menor a la
observada a las 24 horas en la cinética de fermentacion con glucosa al 1%, la cepa es
sensible al efecto negativo ejercido por la glucosa al 4%, ya que se abatié completamente
la actividad lipolitica desde las 48 horas hasta el final de fermentacion. Este resultado
indica que la cepa WT es sensible al efecto regulador de altas concentraciones de

glucosa.
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Figura 6.2 Cinética de Fermentacion de R. delemar WT en medio “D” con Glucosa al 4%, a 29°C

durante 96 h de incubacion.

Al ser regulada por carbono, la mejor fuente de carbono para la produccién de lipasa por
parte de la cepa silvestre es la dextrina amarilla al 1%, como se puede observar en la
Figura 6.3. Se presenta un maximo de produccion de lipasa a las 18 horas, disminuyendo

en forma gradual a lo largo de la fermentacion.

En la Tablas 6.1 se presentan los datos de biomasa, actividad lipolitica volumétrica y pH
con las desviaciones estandar respectivas para las cinéticas de crecimiento de la cepa
silvestre con las diferentes fuentes de carbono. La actidad lipolitica se abatio

completamente a partir de las 48 horas de fermentacién con glucosa al 4%.
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Figura 6.3 Cinética de Fermentacion de R. delemar WT en medio “D” con Dextrina al 1%,

Tabla 6.1 Datos de la cinética de crecimiento y produccion actividad lipolitica de R. delemar WT

Biomasa (mg/mL); pH
ALV (4 Moles acido butirico/min mL enzima)

70
60
50
40+
30

204 |

m
0 —a

|

—#&— Biomasa
—o— ALV

0 20 40

T T T
60 80

Tiempo (h)

a 29°C durante 96 h de incubacion.

en tres diferentes fuentes de carbono durante 96 h de fermentacion.

Fuente de| Tiempo Biomasa ALV pmql ac
butirico/min mL pH
Carbono h mg/mL :
enzima
18 4.378 £ 0.02531 | 11.945 + 2.4678 4.73 £ 0.08485
24 10.411+£ 0.04731 | 11.045 + 0.34648 3.91 £ 0.04243
Glucosa
1% 48 16.096 £ 0.06166 | 12.63 + 1.85262 4.12 +0.09899
72 19.355 + 0.05621 | 15.58 + 0.11314 4.2 +0.02828
96 18.964 + 0.03635| 11.23 £ 0.60811 4.59 +0.12728
18 3.499 £ 0.01492 | 3.78 + 0.89095 5.09+0.01414
24 11.812 £ 0.00368 | 9.815 + 0.28991 4.005 + 0.03536
Glucosa
4%, 48 16.44 + 0.08627 0 3.385 + 0.00707
72 15.45 + 0.11597 0 3.51+0.11314
96 17.94 + 0.02263 0 3.24 + 0.05657
18 0.924 + 0.00962 | 67.425 + 3.21734 6.925 £ 0.03536
24 2.191 £ 0.0012 58.3 £1.27279 5.35+0.07071
Dextrinas
1% 48 3.457 £ 0.0029 | 51.09 + 3.46482 4.595 + 0.02121
72 4.025+0.0111 |30.475 + 1.37886 4.435 £ 0.0495
96 4.542 + 0.02574 | 8.35 + 1.06066 4.115 £ 0.02121
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6.2 Cinética de fermentacion de R. delemar M2 con diferentes fuentes de carbono

El comportamiento de la cepa mutante en glucosa al 1% es similar al presentado por la
cepa silvestre, puesto que en la Figura 6.4 se observa que presenta una mayor
produccion de actividad lipolitica a las 18 horas de fermentacion y una ligera disminucion
a las 24 horas en el medio con glucosa al 1%. La produccién de actividad enzimatica
presenta una disminucion hasta las 72 horas de fermentacién, en tanto que Miralles

observaba oscilaciones en la produccion con disminucién a las 48 y 96 horas.

La cepa mutante mantiene el caracter de hiperproductora que reportan Peralta (81) y
Miralles (70), ya que presenta un maximo de actividad lipolitica a las 24 horas de
fermentacion en medio con glucosa al 4%, aunque conforme avanza la fermentacion la
actividad enzimatica se reduce drasticamente a las 72 y 96 horas de fermentacion (Figura
6.5). La actividad lipolitica en la cepa mutante a las 24 horas de fermentacién en estas
condiciones, llega a ser 3 veces mayor que la presentada por la cepa silvestre. Estos
resultados indican que se mantiene el fenotipo mutante insensible al efecto negativo de la

glucosa por parte de la cepa M2.
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Figura 6.4 Cinética de Fermentacion de R. delemar M2 de en medio “D” con Glucosa al 1%,

a 29°C durante 96 h de incubacion.
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Figura 6.5 Cinética de Fermentacion de R. delemar M2 de en medio “D” con Glucosa al 4%,
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Figura 6.6 Cinética de Fermentacion de R. delemar M2 de en medio “D” con Dextrina al 1%,

a 29°C durante 96 h de incubacion.
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La maxima produccién de actividad lipolitica de la cepa mutante se presenta a las 24
horas de fermentacién con dextrina al 1%, como se muestra en la Figura 6.6, tal y como
se comporta la cepa silvestre. Sin embargo, la actividad enzimatica se reduce a la mitad a
las 72 horas y nuevamente se observa un aumento a las 96 horas. Esta cinética de
produccién coincide con la reportada por Miralles. En al Tabla 6.2 se presenta los datos
para biomasa, actividad lipolitica volumétrica y pH con sus respectivas desviaciones

estandar.

Tabla 6.2 Datos de la cinética de crecimiento y produccion actividad lipolitica de R. delemar M2

en tres diferentes fuentes de carbono durante 96 h de fermentacion.

Tiempo Biomasa ALV umql ac
Fuente de Carbono h ma/mL butlrlco/_mm mL pH
enzima

18 | 3.248+0.03012 | 5.785+0.26163 | 4.94 + 0.04243
24 [11.148+0.03741| 4.73+1.30108 | 3.88 +0.07071

Glucosa 1% 48 |18.456 +0.03189| 14.385+0.50205 | 3.815 +0.09192
72 |15.992+0.06124 | 11.615+0.14849 | 4.52 £ 0.05657
96 | 16.274 £ 0.05028| 18.34 £ 1.92333 | 4.62 £ 0.14142
18 27+0.00544 | 20690096167 | 5.17+0.01414
24 [11.822+0.02312| 30.46 +0.59397 | 3.835 % 0.09192

Glucosa 4% 48 | 13.17+0.02206 | 10.92 + 0.66468 | 3.425 + 0.06364
72 | 9.894+£0.01209 | 1.005+0.00707 | 3.6 +0.05657
96 8.09 £ 0.211 1.215 £ 0.09192 | 3.765 £ 0.13435
18 | 0.662 +0.00445 | 40.53 +0.43841 | 6.895 + 0.00707
24 | 4.07+0.01336 | 70.055+0.0495 | 6.75+0.18385

Dextrinas 1% 48 | 4.328+0.00233 | 46.25%1.41421 | 5.15+0.04243
72 | 3552 £0.00919 | 29.13 £2.58801 | 5.115 +0.00707
96 3.6+0.02114 | 36.96 + 1.00409 | 6.705 + 0.07778

Se calcul6 la actividad lipolitica especifica para ambas cepas en las tres condiciones de
crecimiento. En la Tabla 6.3 se observan las variaciones en cuanto al comportamiento. La
cepa mutante mantiene su caracteristica de insensibilidad al efecto negativo de carbono
en el medio con glucosa al 4% y su caracter de cepa hiperproductora en el medio con
dextrina al 1%, incluso supera en mas de 4 veces la actividad lipolitica especifica a la

cepa silvestre al final de la fermentacion con esta fuente de carbono.
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Tabla 6.3 Actividad lipolitica especifica de R. delemar WT y M2 en tres diferentes fuentes de

carbono durante 96 h de fermentacion.

Actividad Lipolitica Especifica
Fuente de Carbono | Tiempo ALE U/g de Biomasa
h wT M2
18 54.56 31.49
24 21.21 8.90
Glucosa 1% 48 15.69 15.97
72 16.09 13.77
96 11.84 21.59
18 21.60 157.75
24 16.61 52.99
Glucosa 4% 48 0 16.98
72 0 1.99
96 0 2.19
18 1459.41 1118.06
24 532.17 361.01
Dextrinas 1% 48 295.57 215.36
72 151.42 158.22
96 36.76 189.58

6.3 Actividad proteolitica

R. delemar produce enzimas proteoliticas. Estas son también reguladas por carbono e
inciden en el sabor de productos lacteos, por lo que se intentdé su cuantificacion. Esta
presentd varios problemas. En un caso, la utilizacién de azocaseina como sustrato se
descarto por la inestabilidad del color, lo que hace poco confiable la lectura

espectrofotométrica.

Finalmente se determind la actividad proteolitica de las dos cepas con el método
espectofotométrico propuesto por Kunitz (61). La actividad se determin6 en los extractos
enzimaticos de las 24 horas de fermentacion en los tres medios (Tabla 6.4) ya que
segun lo reportado por Diaz y Ruiz (15) el maximo de actividad lipolitica se observo a las

24 horas de fermentacion.
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Tabla 6.4 Comparacion de la actividad proteolitica de R. delemar WT y M2

Actividad Proteolitica
Fuente de (U/ml min)

Carbono Silvestre Mutante 2
Glucosa 1% 0.0012 0.0041
Glucosa 4% 0.0007 0.0014
Dextrinas 1% 0.0011 0.0013

Caseina 1% en buffer de fosfatos 100 MM pH 7.0 a 37°C.

Los resultados indican que, a diferencia de lo observado por Diaz y Ruiz (15) la actividad
proteolitica fue minima. No obstante los bajos niveles, se puede observar que la cepa
mutante presenta en todos los casos valores de actividad proteolitica mayor que la cepa
silvestre: poco mas de tres veces el valor en el medio con glucosa al 1%, el doble en el
medio con glucosa al 4%. Solo en el medio con dextrinas se observan valores muy
similares en ambas cepas. Este comportamiento indica que la mutacion generada en la
cepa M2 puede ser una mutacion pleiotropica, que afecté algun gene involucrado con la
sensibilidad a metabolismo a carbono, por lo que la actividad proteolitica también se ve
afectada. Esta hipotesis se explorara parcialmente en la siguiente etapa del trabajo, en la
que se evaluaran propiedades de las enzimas lipoliticas y de los genes que codifican para

las mismas en ambas cepas.

6.4 Patron electroforético de las proteinas extracelulares

A continuacién se llevd a cabo el analisis del perfil electroforético de las proteinas
extracelulares, obtenidas por la concentracion de sobrenadantes del medio de

fermentacion de ambas cepas cultivadas en diferente fuente de carbono.

La Figura 6.7 muestra un gel electroforesis PAGE-SDS tefiido con azul de Coomasie, los
carriles 1 y 8 corresponden a marcadores de peso molecular MPM y las muestras al
patrén electroforético de las proteinas extracelulares de R. delemar cepa silvestre a las 24

horas de fermentacion con diferentes fuentes de carbono.
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Figura 6.7. Perfil electroforético de las proteinas extracelulares de Rhizopus delemar WT.
Electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes, tincion con azul
de Coomasie. El carril numero 4 corresponde al medio con dextrina al 1%, el carril nUmero 5 a

glucosa al 1% y el numero 6 a glucosa al 4%. Muestra con 50 pg de proteina.

Los resultados muestran que en los medios con glucosa al 1 y 4% sélo se expresa la
proteina con el peso molecular de 29.72 KDa. En el medio con dextrina al 1% se
encontraron proteinas con los siguientes pesos moleculares: 23.27, 29.72, 33.35, 35.80,
37.80, 42.97, 44.89 y 69.93 KDa.

La Figura 6.8 muestra el patron electroforético de las proteinas extracelulares de R.
delemar M2. Los resultados obtenidos indican que, efectivamente, el perfil electroforético
de las dos cepas difiere entre si y de acuerdo a las condiciones de cultivo empleadas. En
todas las condiciones se aprecia una banda de 29.72 KDa en el caso de la cepa silvestre
y de 31.22 KDa, en el de la mutante M2, cercanas al peso molecular de 30 y 30.3 KDa
reportados por Kohno (55) y Haas (32) respectivamente, para la lipasa de R. delemar. Sin
embargo, no se llevd a cabo un gel de actividad in situ, para determinar que proteina

presenta esta actividad.

Los resultados obtenidos indican que el perfil electroforético de las dos cepas difiere entre

si y de acuerdo con las condiciones de cultivo empleadas. En todas las condiciones se
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aprecia una banda de 29.72 KDa en el caso de al cepa WT y de 31.22 KDa en la cepa
M2, ambas cercanas al peso molecular de 30 KDa reportados por Khono (55) y Haas (31)
para las lipasas de R. delemar. Sin embargo, no se hicieron geles de actividad in situ para

demostrar que estas bandas corresponden a las lipasas.

KDa

97.4
66.2

45

31

21.5
14.4

MPM G4% G1% D1% D1% MPM

Figura 6.8. Perfil electroforético de las proteinas extracelulares de R. delemar M2
Electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. Los carriles 1y
8 corresponden a marcadores de peso molecular, el carril nUmero 2 corresponde al medio con
glucosa al 4%, el carril numero 3 corresponde a glucosa al 1%, el carril 4 y 5 a dextrina al 1%.

El gel se tind con azul de Coomasie y se coloco 50ug de proteina.

6.5 Patrén de glicosilaciéon de las proteinas extracelulares

Un elemento que puede modificar el peso molecular observado, asi como el
comportamiento de la enzima, es el patrén de glicosilacion. A tal efecto, se llevd a cabo la
determinacién de carbohidratos en las proteinas extracelulares de R. delemar vy los
resultados indican que todas las proteinas secretadas, tanto por la cepa silvestre como
por la cepa mutante estan glicosiladas con manosa, ver Figura 6.9. El kit empleado (Dig
Glycan Differentiation Kit, Roche) permite la identificacion de los residuos de azucares
presentes por la interaccion con lectinas especificas; para el caso de la manosa, este

carbohidrato es reconocido por la lectina GNA.
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Los resultados de la Figura 6.9 no permiten distinguir diferencias entre las enzimas
provenientes de las dos cepas. Por tanto, de presentarse diferencias en comportamiento,

no pueden ser atribuidas a esta caracteristica.

6.6 Perfil de AGL de los sustratos lacteos modificados

El uso de lipasas en modificacién de sustratos lacteos ha sido ampliamente estudiado y
existen comercialmente diversas enzimas disponibles. En particular, en este grupo de
trabajo se ha explorado la utilizacién de las lipasas de Rhizopus (Galvez, 2003). Por
tanto, se exploré el efecto que generaba la aplicacién de estas enzimas en sustratos
lacteos. Se emplearon dos tipos de base: crema Alpura y mediacrema Nestlé, cuyas

diferencias en composicion se presentan a en la Tabla 6.5.

Tabla 6.5 Informacion nutrimental de la crema y mediacrema

Composicion Crema Mediacrema
Alpura Nestlé
Lipidos Crema de leche de vaca Crema de leche de vaca
3049 25% de grasa butirica
Carbohidratos 3.08 ¢

Goma guar, carboximetil
celulosa de sodio y

carragenina

Proteina 2.04 g
Sodio 80 mg
Calcio 70 mg
Otros Fosfato disédico

Informacién proporcionada por el proveedor en la etiqueta de producto para

100 g de crema Alpura y 100 g de mediacrema Nestlé.
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Figura 6.9. Determinacion de glicosilacion de las proteinas de R. delemar cepa silvestre y mutante
2. Determinado con el kit Dig Glycan Differentiation Kit de Roche, las lectinas permiten identificar
los siguientes carbohidratos: GNA, manosa 43erminal; SNA, galactosa 2-6; MAA, galactosa 2-3;

PNA, galactosa-galactosamina, disacaridos unidos en enlaces o-glicosidicos; DSA reconoce
galactosa-galactosamina en glicanos complejos, los cuales corresponden a los controles de cada

caso..
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La mediacrema contiene so6lo crema de leche de vaca y fosfato disddico a diferencia de la
crema Alpura, la cual contiene grasa de origen animal y carbohidratos empleados como

estabilizantes de la emulsion.

El efecto de la enzima lipolitica sobre el sustrato lacteo es liberar acidos grasos, que a su
vez repercuten en el sabor generado. A continuacion en la Tabla 6.6, se presenta el perfil

basal de los mismos, obtenidos por cromatografia de gases.

La mediacrema Néstlé contiene mayor cantidad de los acidos grasos laurico, miristico y
palmitico caracteristicos de la grasa de la leche; llama la atencién que contiene niveles
mayores de los acidos grasos palmitoleico y margarico, diez y veinte veces mas que la

crema Alpura respectivamente.

Tabla 6.6 Perfil de acidos grasos libres presentes en los sustratos lacteos

Determinacion por cromatografia de gases

Acidos No. Crema Alpura Mediacrema Nestlé
Grasos Carbonos | g de acido graso/gr Mg de acido
de muestra graso/gr de muestra
Butirico 4 0.10 0.08
Caproico 6 0.02 0.03
Caprilico 8 0.01 0.02
Caprico 10 0.03 0.04
Laurico 12 0.05 0.06
Miristico 14 0.13 0.17
Pentadecanoico 15 0.02 0.02
Palmitico 16 0.44 0.50
Palmitoleico 16-1 0.03 0.30
Margéarico 17 0.01 0.20
Estearico 18 0.21 0.24
Oleico 18.1 0.40 0.42
Linoleico 18.2 0.04 0.04

El sabor generado en las cremas por el extracto enzimatico de cada cepa fue
completamente diferente, ver Tabla 6.7. La lipasa de la cepa silvestre genera un sabor
agradable a queso madurado, en cambio, la lipasa de la cepa mutante genera un sabor
astringente y desagradable. Es de llamar la atencién que, a diferencia de lo observado en
la cinética de crecimiento de ambas cepas (ver figuras 6.1 a 6.7), el pH acido de la crema

Alpura no afecto la actividad lipolitica.
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Tabla 6.7 Caracteristicas de las cremas modificadas por los extractos enzimaticos
de R. delemar WT y M2

pH
Muestra Crema Alpura Mediacrema Nestlé Sabor
Silvestre 4.50 5.79 Queso madurado
Agradable
Mutante 4.56 5.86 Astringente
Desagradable
Controles 4.55 6.43 Caracteristico

Los controles corresponden a la crema Alpura y a la Media crema Nestlé respectivamente

Los acidos grasos generados de la hidrdlisis de la mediacrema Nestlé y la crema Alpura
por las lipasas de ambas cepas, confirman que el sabor generado corresponde a una

especificidad por el sustrato diferente.

Los resultados de la modificacion de la mediacrema (Figura 6.10), muestran que la lipasa
de la cepa silvestre libera casi el doble de acido palmitico que la lipasa de la cepa
mutante, lo cual indica que este producto contiene grasa vegetal en una emulsion muy

estable que sélo la lipasa de la cepa silvestre pudo hidrolizar.

La crema modificada con el extracto enzimatico de la cepa mutante contiene alrededor de
30% mas acido estearico, oleico y linoleico que la mediacrema modificada el extracto

enzimatico de la cepa silvestre.

En cambio, el perfil de acidos grasos generado por la lipasas de ambas cepas en la crema
Alpura fue diferente al obtenido con la mediacrema de Nestlé (Figura 6.11), en este caso
la lipasa de la cepa mutante generé mayor proporcion de cada acido graso que la lipasa
de la cepa silvestre. Sélo la proporcion de acido linoleico fue menor en la crema

modificada con la lipasa de la cepa mutante.
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Figura 6.10 Perfil de Acidos Grasos Liberados por las Lipasas de R. delemar WTy M2

a partir de Mediacrema Nestlé.
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Figura 6.11 Perfil de Acidos Grasos Liberados por las Lipasas de R. delemar WT y M2 a partir de

Crema Alpura.
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6.7 Contenido de amoniaco de los sustratos lacteos modificados

Se encontraron niveles altos de amoniaco en la mediacrema Nestlé (Tabla 6.8), cerca de
40 mg/g de muestra, en contraste con los niveles encontrados en la crema Alpura. El
extracto enzimatico de la cepa silvestre bajé el nivel de amoniaco tanto en la crema
Alpura como en la mediacrema Nestlé, aunque redujo mas de tres veces el contenido de

amoniaco en esta ultima.

La cepa M2 presenta mayores niveles de amoniaco en ambas cremas modificadas,
superando tres veces los niveles de la cepa silvestre cuando el sustrato fue crema

“Alpura”.

Los niveles de amoniaco en la mediacrema Nestlé disminuyeron con la modificacion con
ambos extractos enzimaticos. Sin embargo, es de llamar la atencién que los niveles de
amoniaco disminuyeran 3.5 veces en el caso de la modificacion de la mediacrema Nestlé

con el extracto enzimatico de la cepa silvestre.

Tabla 6.8 Determinacion de amoniaco de las cremas modificadas por los extractos

enzimaticos de de R. delemar WTy M2

Muestra Crema Alpura Mediacrema Nestlé
(mgNHs/g muestra) | (mgNHs/g muestra)
Silvestre 9.69 +0.145 11.10 + 0.1414
Mutante 2 35.285 + 0.862 32.72 £ 1.025
Controles 10.6 £ 0.282 39.57 £ 1.735

Los controles corresponden a sustratos lacteosa..

Los niveles de amoniaco presentes en la crema Alpura modificada con la cepa silvestre
son ligeramente menores con respecto al control. Sin embargo, estos niveles se vieron
drasticamente incrementados con el extracto enzimatico de la cepa mutante, de igual
manera el pH del sustrato lacteo modificado se mantuvo ligeramente arriba que el control
(Tabla 6.8). Estos resultados coinciden con la produccién mayor de actividad proteolitica

por parte de la cepa mutante.

Los resultados indican que existen claras diferencias en los perfiles de acidos grasos

generados por las dos cepas y que las diferencias en actividad proteolitica afectan la
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generacion de amonio, lo que repercute en los sabores percibidos. Si bien el fenémeno de
generacion de sabores y los factores involucrados en la generacién de compuestos de
sabor en productos lacteos son muy complejos quedan aun hipétesis por explorar. Una de
ellas es que la cepa M2 haya sufrido una mutacién en la secuencia de DNA que codifica
para la lipasa y con ello modificar la especificidad por el sustrato y que los perfiles
obtenidos puedan deberse a esto. Para saberlo, se aislaron los genes de ambas cepas,

tal como se describe a continuacion.

6.8 Analisis de los genes de lipasa de R. delemar obtenidos por PCR

A partir de la secuencia de cDNA clonada en el plasmido pUC8-2.14, se disefiaron

primers especificos para el aislamiento del gene en la cepa silvestre.

FORLIP 5 ATTCCCTTT TCTTCT TACCCC

REVLIP 5 TTTATTATAAAATTAGAGTAACACGT

Se establecieron condiciones de amplificacion que permitieron la obtencién de un unico
producto de 1.3 Kb con los cebadores FORLIP y REVLIP (Figura 6.13). El tamano es
similar al obtenido con los controles positivos y al fragmento correspondiente al cDNA de
lipasa clonado en el plasmido pUC8-2.14 obtenido a partir de la digestiéon con Eco RI. Los
resultados anteriores indican que el gen no presenta intrones, coincidiendo con los demas
genes reportados para este género (Haas, 1991; Kugimiya, 1992 y Beer, 1998). Con
respecto a la secuencia de estos productos de amplificacion, no existe diferencia con la

reportada por Haas.

Buscando diferencias en las regiones regulatorias del gen, se disefiaron los siguientes
primers:

Bam HI
FORLIP95 5 ATAGGATCCGCTTTGTGTGATG

Eco RI

REVLIP96 5 AGGAATTCAAGTTTGAAGTTGAGG
Se establecieron nuevas condiciones de amplificacién con afinidad baja, intermedia y alta.
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Figura 6.13. Amplificacion del gene de lipasa de SR AT
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2. cDNA gene de lipasa (Haas,1991) 1164
992

3. Producto de PCR R. delemar WT ;;g
4. Producto de PCR R. delemar M2 -

5. pUC8.14 digerido con Eco RI

Los resultados obtenidos en la amplificacion el gene de lipasa con la region promotora en
condiciones de baja afinidad fue inespecifica, ya que se obtuvieron productos desde 1

hasta 3 Kb, aunque en mayor proporcion el producto esperado de 1.5 Kb.

En la condicion de alta afinidad se obtuvo el producto de 1.5 Kb y productos menores

(Figura 6.14). Sin embargo, la concentracién del producto esperado fue menor.

Figura 6.14. Amplificacion de productos

de PCR en condiciones diferentes de

afinidad 15pb
Carril Muestra
1 Marcador de peso molecular

2 Baja afinidad
3 Alta afinidad

Las condiciones Optimas de amplificacion del gene de lipasa con los cebadores
FORLIP95 y REVLIP96, fueron de afinidad intermedia ya que se obtuvo un unico producto
de 1.5 Kb en alta concentracion (Figuras 6.14 y 6.15) tanto para la cepa silvestre como

para la cepa mutante.
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Figura 6.15. Amplificacion del gene de lipasa de

R. delemar WT en condiciones de afinidad intermedia.

5Kb -

1 Producto de PCR purificado 1.5 Kb
2 MPM 1Kb

Recientemente se ha integrado la informacién conocida en cuanto a secuencia, estructura
y funcién de las lipasas en el Lipase Engineering Database (LED) ver Apéndice 5, tales
proteinas son asignadas a familias homodlogas y superfamilias basadas en la similitud de
la secuencia y estructura del agujero del oxianion. En este sentido, las proteinas fueron
agrupadas en dos clases, la clase GX y la clase GGGX. La clase GX consiste de 11
superfamilias y 22 familias homodlogas, las cuales contienen 376 proteinas con 600
secuencias y 125 cadenas de estructura conocida. La clase GGGX consiste de 5
superfamilias y 16 familias homdélogas incluyendo 430 proteinas con 767 secuencias y 73
cadenas de estructura conocida. Esta clase comprende esterasas bacterianas, a-
esterasas, carboxilestrasas eucaridticas, lipasas activadas con las sales biliares,
esterasas hormona-juvenil, lipasas hormona-sensibles, acetilcolinesterasas y tioesterasas,

asi como gliotactina, glutactina, neurotactina, neuroligina y tiroglobulina (40).

La lipasa de Rhizopus pertenece a la clase GX que corresponde principalmente a lipasas
bacterianas y fungales, lipasas eucaridticas (lipasa hepatica, lipasa pancreatica,
lipoproteina, lipasa gastrica y lipasas &cidas lisosomales), cutinasas, fosfolipasas y
peroxidasas no-hemo. Sin embargo, a pesar de las diferencias encontradas en los niveles
de produccion de lipasa y la afinidad por el sustrato, el alineamiento de las secuencias
tanto de la regién codificadora como de la regién regulatoria indica que la cepa mutante
M2 no contiene una mutacién en este gene, ver Figuras 6.16 y 6.17. Por lo que es
necesario analizar la mutante en otras zonas, principalmente en los secuencias de

regulacién a carbono.
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Figura 6.16 Alineamiento del gene de lipasa de R. niveus con numero de acceso en el
Genebank D13206 con el producto de PCR de R. delemar WT realizado con el programa
ClustalW.

D13206 1 AATCAGTCGTAACAATAATTGATTACTTGGTACTACTATTAAATGTACCT 50
R

WT 1 TAACAATAATTGATTACTTGGTACTACTATTAAATGTACCT 41

D13206 51 AATTTCATCGAGGGGTTACAATGTCGCGTGGATAAATTGCCATTGGTCTC 98
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e

WT 42 AATTTCATCGAGGGGTTACAATGTCGCGTGGATAAATTGCCATTGGTCTC 91

D13206 99 GCTATTTTTTGAAC-AAAAAAAACATATAAATAGAGGCCAGTTTATGTTA 147
A N R A N e

WT 92 GCTATTTTTTGAACAAAAAAAAACATATAAATAGA-GCAAGTTTATGTTA 140

D13206 148 TGTTCAAGTCTCTATCTTCATCAAGTCAAAGTGATACAGACTCTTCTTTT 197
A e

WT 141 TGTTCAAGTCTCTATCTTCATCAAGTCAAT-TGATACAGACTCTTCTTTT 189

D13206 198 CTTTTCTTCTTACCCCTTCCAGTTCTTTACTATCAATCATGGTTTCATTC 247
A N N A

WT 190 CTTTTCTTCTTACCCCTTCCAGTTCTTTACTATCAATCATGGTTTCATTC 239

D13206 248 ATTTCCATTTCTCAAGGTGTTAGTCTTTGTCTTCTTGTCTCTTCCATGAT 297
FEEEEEEEE e e e e r e e e e e e e e e e e

WT 240 ATTTCCATTTCTCAAGGTGTTAGTCTTTGTCTTCTTGTCTCTTCCATGAT 289

D13206 298 GCTCGGTTCATCTGCTGTTCCTGTTTCTGGTAAATCTGGATCTTCCAACA 347
A

WT 290 GCTCGGTTCATCTGCTGTTCCTGTTTCTGGTAAATCTGGATCTTCCAACA 339

D13206 348 CCGCCGTCTCTGCATCTGACAATGCTGCCCTCCCTCCTCTCATCTCCAGC 397
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e

WT 340 CCGCCGTCTCTGCATCTGACAATGCTGCCCTCCCTCCTCTCATCTCCAGC 389

D13206 398 CGTTGTGCTCCTCCTTCTAACAAGGGAAGTAAAAGCGATCTCCAAGCTGA 447
A

WT 390 CGTTGTGCTCCTCCTTCTAACAAGGGAAGTAAAAGCGATCTCCAAGCTGA 439

D13206 448 ACCTTACAACATGCAAAAGAATACAGAATGGTATGAGTCCCATGGTGGCA 497
FEEEEEEEE e e e e r e e e e e e e e e e e e

WT 440 ACCTTACAACATGCAAAAGAATACAGAATGGTATGAGTCCCATGGTGGCA 489

D13206 498 ACCTGACATCCATCGGAAAGCGTGATGACAACTTGGTTGGTGGCATGACT 547
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WT 490 ACCTGACATCCATCGGAAAGCGTGATGACAACTTGGTTGGTGGCATGACT 539

D13206 548 TTGGACTTACCCAGCGATGCTCCTCCTATCAGCCTCTCTAGCTCTACCAA 597
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WT 540 TTGGACTTACCCAGCGATGCTCCTCCTATCAGCCTCTCTAGCTCTACCAA 589

D13206 598 CAGCGCCTCTGATGGTGGTAAGGTTGTTGCTGCTACTACTGCTCAGATCC 647
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WT 590 CAGCGCCTCTGATGGTGGTAAGGTTGTTGCTGCTACTACTGCTCAGATCC 639

D13206 648 AAGAGTTCACCAAGTATGCTGGTATCGCTGCCACTGCCTACTGTCGTTCT 697
A

WT 640 AAGAGTTCACCAAGTATGCTGGTATCGCTGCCACTGCCTACTGTCGTTCT 689
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698
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748
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798
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848
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898

890

948
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998

990

1048

1040

1098

1090

1148

1140

1198

1190

1248

1240

1298

1290

1347

1340

1397

1386

1447

1421

GTTGTCCCTGGTAACAAGTGGGATTGTGTCCAATGTCAAAAGTGGGTTCC

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
GTTGTCCCTGGTAACAAGTGGGATTGTGTCCAATGTCARAAGTGGGTITCC

TGATGGCAAGATCATCACTACCTTTACCTCCTTGCTTTCCGATACAAATG

FEETEEEEErr et e e e e e e e e e e e e ey
TGATGGCAAGATCATCACTACCTTTACCTCCTTGCTTTCCGATACARATG

GTTACGTCTTGAGAAGTGATAAACAAAAGACCATTTATCTTGTTTTCCGT

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
GTTACGTCTTGAGAAGTGATAAACAAAAGACCATTTATCTTGTITTTCCGT

GGTACCAACTCCTTCAGAAGTGCCATCACTGATATCGTCTTCAACTTTTC

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
GGTACCAACTCCTTCAGAAGTGCCATCACTGATATCGTCTTCAACTTITTC

TGACTACAAGCCTGTCAAGGGCGCCAAAGTTCATGCTGGTTTCCTTTCCT

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
TGACTACAAGCCTGTCAAGGGCGCCAAAGTTCATGCTGGTTTCCTTTICCT

CTTATGAGCAAGTTGTCAATGACTATTTCCCTGTCGTCCAAGAACAATTG

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
CTTATGAGCAAGTTGTCAATGACTATTTCCCTGTCGTCCAAGAACAATTG

ACCGCCCACCCTACTTATAAGGTCATCGTTACCGGTCACTCACTCGGTGG

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
ACCGCCCACCCTACTTATAAGGTCATCGTTACCGGTCACTCACTCGGTGG

TGCACAAGCTTTGCTTGCCGGTATGGATCTCTACCAACGTGAACCAAGAT

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
TGCACAAGCTTTGCTTGCCGGTATGGATCTCTACCAACGTGAACCAAGAT

TGTCTCCCAAGAATTTGAGCATCTTCACTGTCGGTGGTCCTCGTGTTGGT

FEETEEEEErr et et e ter e e e e e e e e e ey
TGTCTCCCAAGAATTTGAGCATGTTCACTGTCGGTGGTCCTCGTGTTGGT

AACCCCACCTTTGCTTACTATGTTGAATCCACCGGTATCCCTTTCCAACG

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
AACCCCACCTTTGCTTACTATGTTGAATCCACCGGTATCCCTTTCCAACG

TACCGTTCACAAGAGAGATATCGTTCCTCACGTTCCTCCTCAATCCTTCG

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
TACCGTTCACAAGAGAGATATCGTTCCTCACGTTCCTCCTCAATCCTTCG

GATTCCTTCATCCCGGTGTTGAATCTTGGATCAAGTCTGGTACTTCCAAC

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
GATTCCTTCATCCCGGTGTTGAATCTTGGATCAAGTCTGGTACTTCCAAC

GTTCAAATCTGTACTTCTGAAATTGAAACCAAGGATTGCAGTAACTCTAA

FEETEEErrrr et e e e e e e e e e e e e e el
GTTCAAATCTGTACTTCTGAAATTGAAACCAAGGATTGCAGTAACTCTAA

TCGTTCCTTTCACCTCTATCCTTGACCACTTGAGTTACTTTGATATCAAC

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
TCGITCCTTTCACCTCTATCCTTGACCACTTGAGTTACTTTGATATCAAC

GAAGGAAGCTGTTTGTAAAACACTTGACGTGTTACTCTAATTTTATAATA

FEETEEEEErr et e e e e e e e e e e el
GAAGGAAGCTGITTGTAAAACACTTGACGTGTTACTCTAATTTTCGAATA

AAATTAAGTTTTTATACAATAAATTTTTGCATGTCTATACATAATTTAGA
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Figura 6.17 Alineamiento del gene de lipasa de R. niveus con niumero de acceso en el
Genebank D13206 con el producto de PCR de R. delemar M2 realizado con el programa
ClustalW.

D13206 1 AATCAGTCGTAACAATAATTGATTACTTGGTACTACTATTAAATG 45
FEETTEEErrrr e ettt et

M2 1 AGAGGAATCAGTCGTAACAATAATTGATTACTTGGTACTACTATTAAATG 50

D13206 46 TACCTAATTTCATGAGGGGTTACAATGT-GCGTGGATAAATTGCCATTGG 94
FEErrrrrrrrrrererrrrer et e et rrr e

M2 51 TACCTAATTTCATGAGGGGTTACAATGTAGCGTGGATAAATTGCCATTGG 100

D13206 95 TCTCGCTATTTTTTGAAC-AAAAAAAACATATAAATAGAGGCCAGTTTAT 143
FEErrrrrrrrrrerert rerrrrrrrrrrrrrrer et e e

M2 101 TCTCGCTATTTTTTGAACAAAAAAAAACATATAAATAGA-GCAAGTTTAT 149

D13206 144 GTTATGTTCAAGTCTCTATCTTCATCAAGTCAAAGTGATACAGACTCTTC 193
A e

M2 150 GTTATGTTCAAGTCTCTATCTTCATCAAGTCAAT-TGATACAGACTCTTC 198

D13206 194 TTTTCTTTTCTTCTTACCCCTTCCAGTTCTTTACTATCAATCATGGTTTC 243
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e et r et et

M2 199 TTTTCTTTTCTTCTTACCCCTTCCAGTTCTTTACTATCAATCATGGTTTC 248

D13206 244 ATTCATTTCCATTTCTCAAGGTGTTAGTCTTTGTCTTCTTGTCTCTTCCA 293
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e et et et

M2 249 ATTCATTTCCATTTCTCAAGGTGTTAGTCTTTGTCTTCTTGTCTCTTCCA 298

D13206 294 TGATGCTCGGTTCATCTGCTGTTCCTGTTTCTGGTAAATCTGGATCTTCC 343
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e e et et et r et

M2 299 TGATGCTCGGTTCATCTGCTGTTCCTGTTTCTGGTAAATCTGGATCTTCC 348

D13206 344 AACACCGCCGTCTCTGCATCTGACAATGCTGCCCTCCCTCCTCTCATCTC 393
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e e et et et r et

M2 349 AACACCGCCGTCTCTGCATCTGACAATGCTGCCCTCCCTCCTCTCATCTC 398

D13206 394 CAGCCGTTGTGCTCCTCCTTCTAACAAGGGAAGTAAAAGCGATCTCCAAG 443
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e et et et et

M2 399 CAGCCGTTGTGCTCCTCCTTCTAACAAGGGAAGTAAAAGCGATCTCCAAG 448

D13206 444 CTGAACCTTACAACATGCAAAAGAATACAGAATGGTATGAGTCCCATGGT 493
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e e et et et r et

M2 449 CTGAACCTTACAACATGCAAAAGAATACAGAATGGTATGAGTCCCATGGT 498

D13206 494 GGCAACCTGACATCCATCGGAAAGCGTGATGACAACTTGGTTGGTGGCAT 543
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e e et et et r et

M2 499 GGCAACCTGACATCCATCGGAAAGCGTGATGACAACTTGGTTGGTGGCAT 548

D13206 544 GACTTTGGACTTACCCAGCGATGCTCCTCCTATCAGCCTCTCTAGCTCTA 593
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e e et et et r et

M2 549 GACTTTGGACTTACCCAGCGATGCTCCTCCTATCAGCCTCTCTAGCTCTA 598

D13206 594 CCAACAGCGCCTCTGATGGTGGTAAGGTTGTTGCTGCTACTACTGCTCAG 643
FEErrrrrrrrrrerr e e et e e et r el

M2 599 CCAACAGCGCCTCTGATGGTGGTAAGGTTGTTGCTGCTACTACTGCTCAG 648
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ATCCAAGAGTTCACCAAGTATGCTGGTATCGCTGCCACTGCCTACTGTCG

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
ATCCAAGAGTTCACCAAGTATGCTGGTATCGCTGCCACTGCCTACTGTCG

TTCTGTTGTCCCTGGTAACAAGTGGGATTGTGTCCAATGTCAAAAGTGGG

FEETEEEEErr et e e e e e e e e e e e e ey
TTCTGTTGTCCCTGGTAACAAGTGGGATTGTGTCCAATGTCAAAAGTGGG

TTCCTGATGGCAAGATCATCACTACCTTTACCTCCTTGCTTTCCGATACA

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
TTCCTGATGGCAAGATCATCACTACCTTTACCTCCTTGCTTTCCGATACA

AATGGTTACGTCTTGAGAAGTGATAAACAAAAGACCATTTATCTTGTTTT

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
AATGGTITACGTCTTGAGAAGTGATAAACAAAAGACCATTTATCTTGTTTT

CCGTGGTACCAACTCCTTCAGAAGTGCCATCACTGATATCGTCTTCAACT

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
CCGTGGTACCAACTCCTTCAGAAGTGCCATCACTGATATCGTCTTCAACT

TTTCTGACTACAAGCCTGTCAAGGGCGCCAAAGTTCATGCTGGTTTCCTT

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
TTTCTGACTACAAGCCTGTCAAGGGCGCCARAGTTCATGCTGGTTTCCTT

TCCTCTTATGAGCAAGTTGTCAATGACTATTTCCCTGTCGTCCAAGAACA

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
TCCTCTTATGAGCAAGTTGTCAATGACTATTTCCCTGTCGTCCAAGAACA

ATTGACCGCCCACCCTACTTATAAGGTCATCGTTACCGGTCACTCACTCG

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
ATTGACCGCCCACCCTACTTATAAGGTCATCGTTACCGGTCACTCACTCG

GTGGTGCACAAGCTTTGCTTGCCGGTATGGATCTCTACCAACGTGAACCA

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
GTGGTGCACAAGCTTTGCTTGCCGGTATGGATCTCTACCAACGTGAACCA

AGATTGTCTCCCAAGAATTTGAGCATCTTCACTGTCGGTGGTCCTCGTGT

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
AGATTGTCTCCCAAGAATTTGAGCATCTTCACTGTCGGTGGTCCTCGTGT

TGGTAACCCCACCTTTGCTTACTATGTTGAATCCACCGGTATCCCTTTCC

FEETEEEEErr et e et e e e e e e e e e e e e ey
TGGTAACCCCACCTTTGCTTACTATGTTGAATCCACCGGTATCCCTTTCC

AACGTACCGTTCACAAGAGAGATATCGTTCCTCACGTTCCTCCTCAATCC

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
AACGTACCGTTCACAAGAGAGATATCGTTCCTCACGTTCCTCCTCAATCC

TTCGGATTCCTTCATCCCGGTGTTGAATCTTGGATCAAGTCTGGTACTTC

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
TTCGGATTCCTTCATCCCGGTGTTGAATCTTGGATCAAGTCTGGTACTTC

CAACGTTCAAATCTGTACTTCTGAAATTGAAACCAAGGATTGCAGTAACT

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
CAACGTTCAAATCTGTACTTCTGAAATTGAAACCAAGGATTGCAGTAACT

CTATCGTTCCTTTCACCTCTATCCTTGACCACTTGAGTTACTTTGATATC

FEETEEEEErr ettt e e e e e e e e e et
CTATCGTTCCTTTCACCTCTATCCTTGACCACTTGAGTTACTTTGATATC

AACGAAGGAAGCTGTTTGIAAAACACTTGACGTGTTACTCTAATTTTATA

FEETEEEEErr et et e e e e e e e e e e e e ey
AACGAAGGAAGCTGTTTGIAAAACACTTGACGTGTTACTCTAATTTTATA
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D13206 1444 ATAAAATTAAGTTTTTATACAATAAATTTTTGCATGTCTATACATAATTT 1493
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e

M2 1449 ATAAAATTAAGTTTTTATACAATAAATTTTTGCATGTCTATACATAATTT 1498
D13206 1494 AGAACATAACCTCAACTTCAAACCTGTATATCAATAGCTCTTCTCATTCT 1543
M2 1499 gég})l(lj 1503
D13206 1544 ATCTCGCCCATTTGTAAAACAGTGTTCATAGAGCCATTTATATTAGACGT 1593
M2 1504 1503
D13206 1594 ATTCTAT 1600

M2 1504 1503

6.9 Plasmidos recombinantes

Al realizarse el analisis de restriccion de la secuencia codificadora reportada para el gene
de lipasa de R. delemar (30), se encontraron los sitios de restriccion Ava Il, Hind Ill, Kpn |
y Nco | presentes también en los plasmidos pDC1 y pDE1, por lo que se trabajé con los
plasmidos pMS12 y plLJ16. Para tener suficiente cantidad de estos plasmidos se
transform6 E. coli DH10B. La eficiencia de transformacién fue diferente para cada
plasmido. Para el pMS12 fue de 6 X 10° transformates/pug DNA, en tanto que la obtenida
para el pILJ16 fue de 1.08 X 10° transformates/pg DNA.

De primera instancia se emplearon los plasmidos plLJ16 y pMS12 para construir los
plasmidos recombinantes con los fragmentos de PCR obtenidos para cada cepa. Sin
embargo, se obtuvo una frecuencia de transformacion muy baja en E. coli, alrededor de
10? transformantes/uig de DNA para el pMS12. Debido a los resultados anteriores, se
planted disefar los plasmidos recombinantes utilizando sélo el plasmido plLJ16 el cual
tuvo una eficiencia de transformacion mayor que el pMS12. Adicionalmente, cuando se
pretendié hacer una maxiprep para tener suficiente cantidad de plasmidos, las cepas de
E. coli que contenian dichos plasmidos crecieron pobremente. No obstante, se obtuvo una
cantidad suficiente para transformar A. nidulans. Sin embargo, no se obtuvieron

transformantes con ninguno de los plasmidos antes mencionados.
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6.10 A. nidulans como hospedero

Los sistemas fungales representan interés para la industria de producciéon de enzimas por
la alta capacidad de secrecion. Sin embargo, los casos reportados han sido realizados
por industrias y no existe gran disponibilidad de vectores. Incluso en el terreno académico,

no fue facil conseguir vectores fungales para realizar las pruebas.

En este trabajo se pretendié hacer una primera exploracion del sistema de A. nidulans
como hospedero para la produccion de lipasas. Es el hongo mejor conocido
genéticamente y su genoma estd ahora disponible. En la literatura no existen
practicamente reportes de lipasas producidas por la especie, a excepcion de Mayordomo

(67), Garcia Lepe (20) y el caso de Pefia en el grupo de trabajo.

A continuacion se presentan resultados de la caracterizacion de A. nidulans como
organismo hospedero para el sistema de clonacion de lipasa, comparando su

comportamiento con el de la cepa donadora, esto es, R. delemar WT.

Se determind la actividad lipolitica a las cepas empleadas en este trabajo con dos
técnicas diferentes el método de caida de pH y un método espectrofotométrico, los
resultados obtenidos se reportan en la Tabla 6.9. Como se puede observar, la actividad
lipolitica del extracto enzimatico de A. nidulans PW1 se manifiesta mejor con el método de
caida de pH. Sin embargo, este nivel de actividad lipolitica es minima comparada con la
obtenida por R. delemar WT. En cambio, la lipasa de Rhizopus delemar no es posible
detectarla con el método espectrofotométrico. Esta diferencia en el comportamiento
sugiere que pueden tratarse de esterasa y lipasa, respectivamente, lo que se podra
comprobar con el analisis de la secuencia génica o de aminoacidos de A. nidulans. Cabe
sefalar que en su genoma reportado se encuentran numerosas secuencias putativas para

esta actividad.
En lo que respecta a la actividad en medio soélido, A.nidulans presenta un halo de

actividad lipolitica bien definido en medio minimo utilizando como unica fuente de carbono

tributirina al 1%.
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Tabla 6.9 Determinacion de actividad lipolitica de A. nidulans y R delemar

Método de Determinacion de Aspergillus nidulans Rhizopus delemar
Actividad Lipolitica PW1
Caida de pH
Sustrato: Tributirina 0.32 + 0.003 11.04 £ 0.0001

Ul/mL de Enzima

Espectrofotométrico
Sustrato: o-Nitrofenil laurato 0.0043 + 0.0001 -
Ul/mL de Enzima

Los resultados de la hibridacion del DNA gendémico de Aspergillus con la sonda especifica
para el gene de lipasa de R. delemar (Figura 6.18), mostraron que el gene de lipasa de
R. delemar presenta cierta homologia con el material genético de A. nidulans; en cambio

con Penicillium candidum 'y P. camembert no presentan homologia.

1.2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Figura 6.18 Hibridacion del DNA cromosomal con sonda especifica para la lipasa de Rhizopus.
Condiciones de lavado: 2X SSC 1% de SDS 'y 0.5X de SSC, 0.1% de SDS. Carriles 1y 2 R.

delemar, 3y 4 Penicillium candidum, 5y 6 P. camemberty 7 A. nidulans.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de la cepa de A. nidulans PW1 como
hospedero nos indican que su genotipo y fenotipo no nos permite reconocer
transformantes positivas para los genes heterélogos de lipasa de R. delemar WT y M2,

por lo que no es recomendable usarla para este sistema en particular.
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Durante el desarrollo del presente trabajo, se obtuvo dentro del grupo de trabajo la
mutante de A. nidulans CP309 con actividad lipolitica reducida, lo que permitié utilizar
dicha cepa como organismo hospedero fungal y llevar a cabo los experimentos de

transformacion.

6.11 Transformacién genética de A. nidulans

De los experimentos de cotransformacién de A. nidulans con los plasmidos pDHG25 y
pUCS8-2.14, se obtuvieron 230 transformantes positivas para el plasmido pDHG25, las
cuales se crecieron en medio selectivo (medio minimo “A” con PABA, tributirina 1%, sin
arginina). Sin embargo, no fue posible determinar la actividad lipolitica de la enzima
clonada en el plasmido pUCB8-2.14 debido a que en primer lugar, el plasmido no presenta
una secuencia de reconocimiento para organismos eucariotes y por otro lado la cepa
RMO011 es productora de lipasa. En la Figura 6.19 se observa la variabilidad de los halos
de hidrdlisis tanto de la cepa silvestre como de las transformantes. En relacién al
comportamiento de los plasmidos introducidos, no se observo la presencia de plasmidos

libres, a pesar de que el pDHG25 es de replicacion autbnoma.
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ORMS 011 ®Transformantes

Figura 6.19 Variabilidad del halo de hidrélisis en medio sélido de las transformantes obtenidas
con los plasmidos pDHG25 y pUC8-2.14.

Con los plasmidos recombinantes se transformé protoplastos de la cepa Aspergillus

nidulans CP309 con actividad lipolitica reducida. Sin embargo, no se obtuvieron

transformantes.
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Se presume que la inestabilidad de las construcciones puede deberse a varios factores, el
primero es que los fragmentos no se clonaron en el vector, que el tamafo de los
plasmidos recombinantes provoque su inestabilidad o que hubiera existido un evento de
recombinacion con el DNA gendmico, mismo que se favorece debido al alto numero de
secuencias homologas a lipasas, esterasas y cutinasas, por lo que no resultan vectores

adecuados.

59



CONCLUSIONES
7

ESTUDIOS FISIOLOGICOS

La cepa silvestre de Rhizopus delemar:

¢ Presenta actividad lipolitica desde las 18 horas de fermentaciéon en medio con glucosa

al 1% vy tiene el maximo de produccion a las 72 h.

*Es sensible al efecto negativo ejercido por la glucosa al 4%.

*Con dextrinas al 1% alcanza su maxima actividad lipolitica a las 72 horas de

fermentacion.

¢La lipasa tiene un peso molecular de 29.72 KDa.

*Genera sabor agradable a queso madurado en sustratos lacteos.
La cepa mutante M2 de R. delemar:

*Mantiene el fenotipo mutante insensible al efecto negativo de la glucosa.

*Presenta mayor actividad lipolitica a las 18 h de fermentaciéon en medio con glucosa al
1%.
*Es hiperproductora en actividad lipolitica con respecto a la cepa silvestre, en el medio con

dextrina 1% presenta 5 veces mas actividad lipolitica especifica.

*La lipasa se expresa en las tres fuentes de carbono con un peso molecular de 31.22
KDa.

*Genera sabor astringente y desagradable en sustratos lacteos.

Las lipasas de la cepa silvestre y mutante M2 de R. delemar:

*Presentan maxima actividad lipolitica en medio con dextrinas al 1%.
*Generan perfiles de acidos grasos diferentes en sustratos lacteos.

¢Las proteinas de ambas cepas estan glicosiladas con manosa.
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ESTUDIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

*Se aislaron los genes de lipasa de R. delemar WT y M2 por PCR en condiciones de

afinidad intermedia.

*El gene de lipasa es altamente conservado en el género Rhizopus.
*El gene de lipasa de la cepa mutante no presenta mutaciones.

*A. nidulans presenta homologia con el gene de lipasa de R. delemar.

*Las construcciones del plasmido plLJ16 y los productos de PCR que contienen los

genes de lipasa de R. delemar WT y M2 son inestables y no generaron transformantes en
A. nidulans
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RECOMENDACIONES
8

Se proponen las siguientes recomendaciones para este trabajo

» Para caracterizar las proteinas de cada cepa, se recomienda:
o Hacer la cinética de crecimiento.
o Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes acopladas con geles de
actividad in situ para lipasas y proteasas.

o Purificar la lipasa de cada cepa.
* Modificar sustratos lacteos con las lipasas purificadas de cada cepa.

» Aislar y secuenciar al menos 1000 bases “rio arriba” de los genes de lipasa para

identificar regiones regulatorias.

» Utilizar plasmidos para Aspergillus que contengan un promotor fuerte que asegure

la expresion del gene de lipasa de Rhizopus.
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APENDICE 1

Cepas y Medios de Cultivo

Rhizopus delemar

Cepa: Rhizopus delemar CDBH313, cepa silvestre.
Origen: Coleccién de Cultivos del Departamento de Biotecnologia del CINVESTAV del

Instituto Politécnico Nacional.

Cepa: Rhizopus delemar M2, mutante derregulada al efecto negativo de glucosa,
derivada de la cepa silvestre y seleccionada por resistencia a 2-deoxiglucosa.
Origen: Obtenida por Peralta (1994).

Medio de crecimiento

Se crecieron ambas cepas en matraz de 250 ml con 50 ml de PDA (OXOID) por un

periodo de 7 dias a una temperatura de 29°C.
Conservacion

La cepa fue propagada en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio PDA por
una semana a una temperatura de 29°C. Para su conservacion se realizé una cosecha de
esporas separando un poco de micelio aéreo utilizando un asa microbioldgica, el micelio
se colocd en un tubo Epperdorf con 0.5 ml de una solucién estéril de leche descremada
(Skim milk) al 5%. Se agité en el vértex hasta que las esporas se desprendieron del
micelio y la leche adquirié un color oscuro, Se tomé entre 50 y 100 ul de la suspension de
esporas y colocé en viales de vidrio con silica gel esterilizados y deshidratados, los viales
se conservaron a 4°C.
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Preparacién del inéculo

Se esterilizaron matraces de 250 ml con 50 ml de glicerol al 50%. En condiciones
estériles, se tomé el micelio de los matraces y se colocé en el glicerol. Se agité el matraz
en el vortex, se retird el micelio, se tom6é 1 ml de la suspension de esporas y se

adicionaron 3 ml de glicerol al 50%, se ley6 la densidad éptica a 540 nm.

Medio de cultivo

Se utilizé el Medio “D” para la fermentacion en medio liquido propuesto por Celerin y
Fergus (1973).

Compuesto Cantidad (g/L)
Glucosa o dextrina amarilla 10
Casaminoacidos 10
KNO3; 2
MgSO4 7H20 0.5
KoHPO,4 1.0
Solucion de elementos traza 1.0 ml

Solucién de elementos traza

Compuesto Cantidad (mg/L)
ZnSO4 7Hzo 439.8
Fe (NOs), 723.5
MnSO, 4H.0 203.0

El medio de cultivo se ajusté a pH de 7.0 antes de agregar los elementos traza.

Cultivos en medio liquido

Se llevd a cabo la fermentacién por la cepa silvestre de R. delemar y la mutante
derregulada a glucosa M2 con dos diferentes fuentes de carbono en matraces Erlenmeyer

de 250 mL con 50 mL de medio “D”. Las fuentes de carbono empleadas fueron glucosa al
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1y 4% y dextrina amarilla al 1%. Se inoculé 1 mL de la suspension de esporas (D.O. 540 im
= 0.06) de ambas cepas a cada matraz y se incubaron a 29°C con 100 rpm de agitacién
reciprocante en una incubadora “New Brunswick Scientific’. Para cada condicién se

retiraron dos matraces a las 24, 48, 72 y 96 horas de fermentacion.

Aspergillus nidulans

Cepa: Aspergillus nidulans PW1. biA1, argB2, metG1, veA1

Cepa: Aspergillus nidulans RMS011 pabaA1; yA2; AargB::trpCAB, veA1T; trpC801
Origen: Donaciones del Dr. Jesus Aguirre, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Cepa: Aspergillus nidulans CP309. biA1, argB2, metG1, veA1, mutante con actividad
lipolitica reducida en las condiciones normales de crecimiento, obtenida a partir de la
PW1.

Origen: Obtenida por Pefia (1998).

Medio de crecimiento

Las cepas fueron propagadas en medio minimo "A"™ propuesto por Kafer (1977) con los

requerimientos adecuados por un periodo de 5 dias a una temperatura de 37°C.

Compuesto Cantidad por litro
Solucién de sales 50 ml
Elementos traza 1ml
Glucosa 10.0g
Agar 12.5¢

Se ajusto el pH a 6.5 y se esterilizdé 15 minutos a 121°C. Se utilizé el mismo medio sin

agar para las fermentaciones en medio liquido.

La soluciones de sales y elementos traza se prepararon como sigue:
Sales 20X
Cantidad (g/L)

Compuesto

NaNQO; 120
KCI 104
MgSO4 7H20 104
KH.PO4 30.4
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Elementos traza (110 ml)

Compuesto Cantidad (g)
ZnSO4 7H20 2.2
HsBO; 1.1
MnClz4 H,O 0.5
Fe SO4 7H20 0.5
CoCl, 5H.0 0.16
Cu SO, 5H,0 0.16
(NH4)6 Mo-;O2: 4 H,O 0.1
Na, EDTA 5.0

La solucién de elementos traza se prepardé como sigue: se agregaron los disolvio el EDTA

en 10 ml de agua destilada y se agregd lentamente a la solucién anterior.

Los requerimientos de cada cepa se agregaron al medio de cultivo en las siguientes

proporciones:
Compuesto Solucién Stock Cantidad por L de medio
Arginina (Merck) 16.8% 5.0 ml
Biotina (Sigma) 0.05% 0.5 ml
Metionina (Merck) 0.6 mM 1.25 ml
PABA (Sigma) 0.17% 0.5 ml

La biotina se disolvio en etanol al 70%. compuestos en el orden presentado, a excepcion
del EDTA, en 80 ml de agua destilada disolviendo cada uno completamente antes de
agregar el siguiente. Posteriormente se calenté la solucién hasta ebullicion. Se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se aforé a 100 ml con agua destilada. Se

Todas las soluciones se almacenaron a 4°C.

La temperatura de incubacion para todas las cepas empleadas fue de 37°C.

* Medio de seleccion. El medio de seleccion se prepara de la misma manera
que el medio minimo, pero la glucosa se adiciona al 0.1% y después de ajustar
el pH, se agrega el agar, se calienta hasta disolver bien, se deja enfriar hasta
40°C aproximadamente y se agrega la tributirina al 1% (v/v). El medio se
homogeniza en una licuadora (Osterizer) durante un minuto y posteriormente

se esteriliza.
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Conservacion

La cepa fue propagada en medio minimo con los requerimientos adecuados por un
periodo de 72 horas a una temperatura de 37°C. Para su conservaciéon se realizé una
cosecha de esporas de una caja Petri raspando las esporas con un asa microbiologica y
agregandole una solucion estéril de leche descremada (skim milk) al 5%. Posteriormente
se colocaron 50 pl de la suspension de esporas en viales de vidrio con silica gel

esterilizados y deshidratados, los viales se conservaron a 4°C.

Preparacién del inéculo

Para obtener el indculo se crecié el microorganismo a confluencia en placas de medio
minimo “A” con los suplementos adecuados. La cosecha se hizo agregando
aproximadamente 10 ml de agua destilada estéril con Tween 80 (Canamex) al 0.01%
directamente sobre la caja. Las esporas se rasparon con una asa micoldgica y se
recuperaron en un tubo. Se centrifugd durante 10 minutos en el rotor JA20, centrifuga
Beckman J2-MC, posteriormente las esporas se resuspenden en agua estéril y se repite
la operacion. La suspension de esporas se almacené a 4°C. La cuantificacion de las

mismas se realizo utilizando un hemocitometro.

Para la conservacion de las cepas se realizdé una cosecha de esporas en una solucion de
leche descremada al 5%, se colocé aproximadamente 100l de esta suspension en viales

con silica gel estéril y se almacenan a 4°C.

Medio de cultivo

Se utiliz6 también el medio minimo para Aspergillus "A", preparado como se indica

anteriormente excepto por la presencia de agar.

Cultivos en medio liquido

Para la fermentaciéon se colocaron 50 ml del medio anteriormente mencionado en

matraces Erlenmeyer de 250 ml, se inocularon con 1 x 10° esporas por mililitro de medio
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de cultivo. Se mantuvieron con una agitacion de 300 rpm y a una temperatura de 37°C en

una incubadora “Lab-Line” con agitacion orbital.

Escherichia coli

Cepa: Escherichia coli ATCC 68046

Origen: Tanto el plasmido pUC8-2.14 como la clona que lo contiene E. coli ATCC 68046,

fueron donadas por el Dr. M. Haas.

Cepa: Escherichia coli DH10B

Origen: Donacion del Dr. Luis Padilla, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Medios de crecimiento

Medio LB
Compuesto Cantidad (g/L)
Triptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10
Medio SOC
Compuesto Cantidad por L
Triptona 2%
Extracto de levadura 0.5 %
NaCl 10 mM
KCI 2.5 mM
MgCl, 6H,0 * 10 mM
MgSO, 7H.0 * 10 mM
Glucosa 10 mM

* Se esterilizo por filtracion las soluciones de cloruro y sulfato de magnesio.

La cepas de Escherichia coli se conservaron en viales con glicerol a una concentracién

final de 20% y se almacenaron a —70°C.
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APENDICE 2

Determinacion de Actividad Lipolitica

pH

Absorbancia 410 nm

Curva Patron de Acido Butirico
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6,85

6,8

6,75

6,7

6,65

6,6

Actividad lipolitica de Aspergillus nidulans PW1
por el Método de Caidade pH
y =-0,020x + 6,855
R?=0,994
0 5 10 15
Tiempo (minutos)

Absorbancia 10nm

0.030
0.028—-
0.026—-
0.024—-
0.022—-
0.020—-
0.018—-
0.016—-
0.014—-

0.012

Actividad Lipolitica de A. nidulans PW1
Método o-Nitrofenilaurato

b=0.01367
m=0.00139
r=0.99012

Tiempo (minutos)
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APENDICE 3

Determinacion de Actividad Proteolitica

Curva Patron de Tripsina
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Determinacién de actividad proteolitica a 30°C durante 2 horas, con caseina al 1% como
sustrato en buffer de fosfatos 100 mM pH 7.
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Determinacion de actividad proteolitica a 37°C durante 2 horas, con caseina al 1% como
sustrato en buffer de fosfatos 100 mM pH 7.
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APENDICE 4

Protocolos de Transformacion Genética

Transformacion genética de Aspergillus nidulans

Para llevar a cabo la transformacion genética de Aspergillus nidulans se prepararon
protoplastos segun el siguiente protocolo propuesto por el Dr. Jesus Aguirre de IFC,

UNAM (comunicacion personal).

1. Se inocularon 400 ml de medio de cultivo minimo con los suplementos adecuados con
109 esporas/ml y se incubaron a 30°C con agitacion de 300 rpm durante 14 horas.

2. Se cosechd el micelio por filtracion a través de un embudo con un filtro (Miracloth),
posteriormente se lavé con una solucion fria de MgSO, 0.6M y se colocd en un tubo
Falcon estéril. Se tomd aproximadamente 1 gramo de micelio y se mantuvo en hielo.

3. Se resuspendi6 el micelio en 5 ml de medio osmético (1.2M MgSO,, 10 mM NaH.PQO,,
pH 5.8), se transfiri®6 a un matraz de 250 ml y se agregaron 500(] de una solucién de
enzimas liticas de Thichoderma harzianum (Sigma) de 5mg/500pl. Se mezcld y se incubo
en hielo 5 minutos y se agregaron 500ul de una solucién de albumina de bovino (Sigma)
de 12 mg/ml.

4. Se incubo a 30°C con agitacion de 80 rpm durante la incubacion se tomaron muestras
para verificar la formacion de protoplastos y detener la accion de las enzimas liticas.

5. Se transfirieron los protoplastos a un tubo Corex con tapa de rosca y se incubaron en
hielo. Se adicioné suavemente 10 ml de buffer de atrapamiento frio (Sorbitol 0.6M; Tris-
HCI 0.1M, pH7.0).

6. Se centrifugdé a 5,000 rpm durante 12 minutos con un rotor Sorvall HS-4, a 4°C. e
recuperaron de la interfase con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril en un tubo Falcon
de 15 ml. Se retiré el buffer y se resuspendié el botén en medio osmético (6 ml). Se
repitié el procedimiento agregando 10 ml de amortiguador de atrapamiento y se centrifugé

de nuevo, para recuperar los protoplastos que hayan quedado en el botén.
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7. Se diluyeron los protoplastos en un volumen de STC (Sorbitol 1.2M; CaCl, 10 mM; Tris-
HCI 10 mM, pH 7.5) y se centrifuga a 5,000 rpm durante 10 minutos en el rotor HS-4.

8. Se decanté el sobrenadante y se resuspendio el bottéon en 10 ml de STC. Se centrifugd
como en el paso anterior.

9. Se resuspendieron los protoplastos en 1 ml de STC y se incubaron en hielo.

10. Se diluy6é una muestra 1:100 en STC y se contaron los protoplastos en la camara de

Newbauer.

Transformacion de protoplastos de Aspergillus

1. Se utilizaron 5-10 pg de DNA y se diluyeron con un volumen de STC. Se colocaron en
un tubo Falcon de 15 ml.

2. Se agregaron 100ul de protoplastos y se incubaron 25 minutos a temperatura
ambbiente.

3. Se agregaron 350ul de PEG (PEG 4,000 al 60%; CaCl2 10mM; Tris-HCI 10mM, pH 7.5
disueltos e STC) y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron otras
dos veces 350ul de PEG, incubando después de cada adicion 5 y 15 minutos
respectivamente.

4. Se centrifugé a 5,000 rpm durante 12 minutos a 4°C en el rotor HS-4 para recuperar los
protoplastos. Puede agregarse un mililitro de STC, mezclar y plaquear los protoplastos en
vez de centrifugarlos.

5. Se secaron los tubos por inversién para eliminar cualquier resto de PEG.

6. Se resuspendieron bien en un ml de STC.

7. Los protoplastos se paquearon en medio minimo con sorbitol 1.2M y los suplementos

necesarios para seleccionar transformantes.

Controles

1. Se plaquearon protoplastos sin agregar DNA en el mismo medio anterior. Esto detecta
posibles revertantes o contaminantes.

2. Se plaquearon protoplastos sin PEG en medio con todos los suplementos y sorbitol
1.2M para determinar viabilidad.

3. Se plaquearon protoplastos sin transformar pero después de adicionar el PEG en el

mismo medio anterior para determinar la viabilidad después de agregar el PEG.
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Transformacion de Escherichia coli

La preparacién de células competentes de E. coli para su transformacion posterior

con los plasmidos anteriormente mencionados se realizé por los siguientes métodos:

Preparacion de células competentes por RbClI

Se usaron células bacterianas DH10B

1.
2.

Estriar E. coli para colonias aisladas. Estriar en placa de LB sin antibidtico.
Crecer una de las colonias aisladas en medio liquido (5 ml) de LB sin antibiético.

Crecer a saturacion a 37°C y 250 rpm

. Transferir 1 ml de cultivo saturado a 50 ml de medio fresco de LB sin antibiético en un

matraz de 500 ml. Adicionar MgSO. a una concentracion final de 20 mM. Incubar a
37°C y 250 rpm Aproximadamente a las 2 horas leer D.O.s0onm ¥ detener el cultivo
entre 0.5 -0.6 de D.O. (cada 50 ml de cultivo podria producir 2 ml de células
competentes).

Centrifugar las células a 2,500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Resuspender las
células en 20 ml de Tfb | frio por cada 5° ml de cultivo inicial. Resuspender
suavemente. Mantener en hielo por 2 horas, durante la incubacion agitar suavemente.
Centrifugar las células a 2,500 rpm por 10 minutos a 4°C. Resuspender las células a 2
ml de Tfb Il por cada 50 ml de cultivo inicial. Mantener en hielo por 1 hora. Agitar

suavemente.

. Hacer alicuotas de 110 pl en tubos Eppendorfs de 1.5 ml. Previamente incubadas en

frio. Una vez hecha la alicuota congelar inmediatamente utilizando un bafio de hielo
seco — etanol. Almacenar a —70°C.

Probar la calidad de las células por transformacion, utilizando un plasmido conocido.
Es recomendable descongelar las células competentes lentamente sobre hielo antes
de usarse. La porcion no utilizada puede volverse a congelarse y usarse de nuevo,

pero con el riesgo de pérdida de competencia.

&3



Solucion Tfb |

Para 45 mli Concentracion final
Acetato de potasio 1M 1.35 ml 30 mM
Cloruro de manganeso 1M 2.25 ml 50 mM
Cloruro de Rubidio 1M 4.50 ml 100 mM
Cloruro de calcio 1M 0.45 mi 10 mM
Glicerol 5.40 ml 12 %
Agua destilada 31.00 ml

Mezclar las sales, incluyendo el glicerol y ajustar el pH a 5.8 con 0.1 M de acido acético
(40 o 50 pl). Descartar la solucion si sobrepasa este pH, un precipitado podria formarse y

el buffer no funcionaria.

Para ajustar el pH a 5.8 se necesita aproximadamente 4.5 pl de acido acético glacial para

los 45 ml.
Solucién Tfb li
Para 5 mi Concentracién final
MOPS pH 7.0 1M 50 pl 10 mM
Cloruro de calcio 1MO 375 pl 75 mM
Cloruro de rubidio 1M 50 ul 10mM
Glicerol 600 pl 12 %
Agua destilada 3,925 ul

Transformacién por Heat-Shock de células competetentes por RbClI

Comunicacioén personal Dr. Luis Padilla

0. Descongelar las células sobre hielo.

1. En un tubo Falcon de 6 ml, mezclar 50 pl de células competentes DH10B por RbCl,
con 20ng del DNA que se desea transformar. Se recomienda mantener el volumen de
células al menos cinco veces en exceso con respecto al volumen de DNA.

2. Incubar la mezcla sobre hielo por 30 minutos. Agitar suavemente durante la
incubacion.

3. Colocar las células 2 minutos a 42°C.
4. Incubar en hielo y adicionar 950 pl de SOC preincubado a 37°C. Resuspender

suavemente e incubar durante 1 hora a 37°C en agitacion de 225 rpm.
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5.

Platear las células haciendo diluciones seriales en placas de LB+Ampicilina 100ug/pl.

Incubar toda la noche a 37°C.

Preparacion de células competentes para electroporacion

Competent cell preparation kit-electroporation by SIGMA

10.
11.

12.
13.

Descongelar la cepa DH10B almacenada a -70°C e inocular una placa de LB para
obtener colonias aisladas.

Crecer una colonia aislada de E. coli DH10B a saturacién toda la noche en 5.0 ml de
LB a 37°C con agitacion de 250 rpm.

Inocular 3 ml del cultivo saturado en 250 ml de LB en un matraz de un litro.

Crecer las células a 37°C con una agitacién de 250 rpm hasta alcanzar una DOgoonm
de 0.5 a 0.6, el tiempo aproximado son 2.5 horas. Monitorear el crecimiento celular
removiendo asépticamente 1 ml de muestra cada 30 minutos y medir la DOgoonm
usando el medio como blanco. Descartar la muestra después de que la medicion ha
sido tomada.

Colocar las células en hielo por 10 minutos.

Cosechar las células por centrifugacion a 5,105.7 rpom por 15 minutos a 4°C, en el
rotor JA-14, usando frascos de 250 ml estériles enfriados previamente.

Decantar el sobrenadante y descartar. Resuspender el pellet celular en 250 ml de
HEPES 1mM pH 7.0 frio.

Centrifugar las células a 5,105.7 rpm por 15 minutos a 4°C en el rotor JA-14.

Decantar el sobrenadante y descartar. Resupender el pellet celular en 125 ml de
HEPES 1 mM pH 7.0 frio.

Centrifugar las células a 5,105.7 rpm por 15 minutos a 4°C en el rotor JA-14.
Decantar el sobrenadante y descartar. Resuspender el pellet celular en 5 ml de
glicerol al 10% enfriado previamente en hielo, mezclar bien y cuidadosamente
transferir a un tubo de centrifuga de 35 ml estéril y enfriado previamente.

Centrifugar a 5,750.5 rpm a 4°C por 15 minutos en el rotor JA-20.

Decantar el sobrenadante y descartar. Resuspender el pellet celular en 1 ml del

volumen de glicerol al 10%.
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14. Hacer alicuotas de 45 pl de la suspension celular en tubos Eppendorfs de 1.5 ml
estériles y preenfriados, congelar en un bafo de etanol y hielo seco (o equivalente) vy

almacenara —70°C.

Transformacion por electroporacion

1. Descongelar las células colocandolas sobre hielo.

2. En un tubo Eppendorf de 1.5ml frio colocar 40 pl de células competentes y lo
equivalente a 5ng de DNA de la reaccion de ligacion agua. Mezclar perfectamente y
mantener la suspension celular en hielo por 1 minuto.

Colocar las celdas de electroporacion en hielo, incluso antes de iniciar este protocolo.
Transferir la mezcla celular a una celda de electroporacién preenfriada de 0.2 cm, con
cuidado colocar la muestra en el fondo de la misma.

5. Aplicar un pulso a la mezcla celular a 25 pF (de capacitancia), 1.5 KV y 200 Q.

6. Colocar 1000 pl de medio SOC preincubado a 37°C inmediatamente a la celda y
rapidamente resuspender las células con una pipeta Pasteur.

7. Transferir la suspension celular a un tubo de polipropileno de 17 x 100 mm (Falcon
2059).

8. Incubar las células a 37°C con agitacién suave (250 rpm) durante 1 hora.

9. Diluir la reaccion experimental si es necesario y platear 100 ul en placas de LB
conteniendo el antibiético apropiado.

10. Incubar las placas toda la noche a 37°C.

11. Resembrar las colonias de las placas y proceder el analisis.
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APEND

Clasificacion de las lipasas

ICE 35

Browse classification for GX class

Superfamilies
Homologous families

Proteins
Sequences
Structures
Links
Superfamily
Bacillus lipases
Proteins 6

Sequences 9
Structures 2

Burkholderia lipases
Proteins 41
Sequences 68
Structures 15
Alignment Tree
Candida antarctica lipase
Proteins 1
Sequences 8
Structures 7

Cutinases
Proteins 21
Sequences 71
Structures 44
Alignment Tree
Filamentous fungi lipases
Proteins 36
Sequences 70
Structures 29
Alignment Tree
Gastric lipases
Proteins 73
Sequences 107
Structures 4
Alignment Tree
Lipoprotein lipases
Proteins 92
Sequences 134
Structures 9
Alignment Tree
Moraxella lipases
Proteins 6
Sequences 8
Structures 2
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Structure table

Homologous family

Bacillus lipases

Burkholderia lipases

Staphylococcus lipases

Candida antarctica lipase B

Botryotinia cutinases
Colletotrichum cutinases

Fusarium cutinases

Mycobacterium cutinases
Rhizomucor lipases

Saccharomyces lipases

Gastric lipases

Lysosomal acid lipases

Hepatic lipases
Lipoprotein lipases

Pancreatic lipases

Moraxella lipase 1

Links
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree



Non-heme peroxidases Haemophilus lipases

S Proteins 81407 Moraxella lipase 3
equences .
Mycoplasma lipases
Structures 12 Mycoplasma lipases
Alignment Tree Non-heme peroxidases
Pseudomonas lipases
Proteins 14

Pseudomonas lipases
Sequences 15 Pseudomonas lipases

Structures 0

Saccharomyces lipases
Proteins 2
Sequences 3
Structures 0

Saccharomyces lipases

Browse classification for GGGX class

Superfamilies 5
Homologous families 17
Proteins 430
Sequences 767
Structures 73
Links Structure table

Superfamily Homologous family
Carboxylesterases Acetylcholinesterases
Proteins 324 Alpha esterases

Sequences 613

Structures 58 Bacillus esterases

—
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D
D

Alignment
Alignment
Alignment
Alignment

—|F
D
D

ree
ree

_‘
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D
(0]

Alignment

(]

Alignment Tre

Links
Alignment Tree
Alignment Tree
Alignment Tree

Caenorhabditis elegans esterases | Alignment Tree
Caenorhabditis elegans esterases |l Alignment Tree

Drosophila esterases
Drosophila glutactin
Juvenile hormone esterases
Mammalian bile salt activated
lipases
Mammalian carboxylesterases
Miscellaneous

Acinetobacter esterases

Proteins 27

Sequences 34
Structures 0

Candida rugosa lipases
Proteins 9
Sequences 38
Structures 10

Acinetobacter esterases

Candida rugosa lipases

Hormone sensitive lipases Hormone sensitive lipases
Proteins 68 Moraxella lipase 2
Sequences 80
Structures 5 N-deacetylases

Alignment Tree
Yarrowia lipolytica lipases
Proteins 2
Sequences 2
Structures 0

Yarrowia lipolytica lipases
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Homologous family Rhizomucor lipases

Superfamily Filamentous fungi lipases
Proteins 33
Sequences 67
Structures 29
Links Alignment Tree

Organism Protein DB ACC Description LED/3D
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana lipase-like protein UN NP_197365 triacylglycerol lipase-like

protein, predicted mRNA

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana lipase-like protein GB AAL24204 triacylglycerol lipase-like
protein, predicted mRNA

Aspergillus awamori lipase DDBJ BAA92937

Aspergillus niger cinnamoyl
esterase FAEA mRNA,
Ferulic acid esterase GB AAK60631 complete cds.

Aspergillus niger A SP 042807 Feruloyl esterase A precursor
(Ferulic acid esterase A) (FAE-
).

, . mono- and diacylglycerol lipase
Aspergillus oryzae lipase DDBJ BAA12912 gene (mdiB)

. . . Ferulic acid esterase Feruloyl esterase A precursor
Aspergillus tubingensis A SP 042815 (Ferulic acid esterase A).
Caenorhabditis elegans ~ B0035.13 PIR  T18660 hypothetical protein B0035.13
Caenorhabditis elegans  F28H7.3 PIR  T21525 hypothetical protein F28H7.3
Caenorhabditis elegans  F46G10.4 PIR  T22322 hypothetical protein F46G10.4
Caenorhabditis elegans  T10B5.7 PIR  T33232 hypothetical protein T10B5.7
Caenorhabditis elegans  T21H3.1 PIR  T31740 hypothetical protein T21H3.1

" Hypothetical protein
Caenorhabditis elegans ~ Y110A7A.7 GB AAF60431 Y110A7A 7
Caenorhabditis elegans  Y49E10.16 PIR  T27042 hypothetical protein Y49E10.16
Caenorhabditis elegans  Y49E10.18 PIR  T27044 hypothetical protein Y49E10.18
Caenorhabditis elegans  Y49E10.25 PIR  T27056 hypothetical protein Y49E10.25
Caenorhabditis elegans  Y51H4A.5 EMBL CAB61137 predicted using Genefinder
Dictyostelium discoideum lipase GB AAM43784
triacylglycerol lipase (EC
Fusarium heterosporum  lipase PIR  JX0343 3.1.1.3) precursor - Fusarium
heterosporum
Nectria haematococca lipase EMBL CAC19602
Neurospora crassa lipase EMBL CAC28687
Oryza sativa lipase DDBJ BAB64204
Mono- and diacylglycerol lipase
precursor (MDGL).
o o SP -~ P25234 e (E.C.3.1.1.3) 1TI
Penicillium camemberti lipase PDB 1TIA .
(Triacylglycerol Acylhydrolase)
PIR  S32403 :
monoacylglycerol/diacylglycerol
lipase - Penicillium camembertii
L . . Penicillium cyclopium alkaline
Penicillium cyclopium lipase GB AAF82375 lipase MRNA, complete cds.
Penicillium expansum lipase GB AAG22769
Rhizomucor miehei lipase SP P19515 1TGL
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Rhizomucor miehei

Rhizopus arrhizus

Rhizopus javensis

Rhizopus niveus

Synechocystis sp.

Thermomyces
lanuginosus

lipase 2

lipase

lipase

lipase

lipase

lipase

PIR

PDB
PDB
PDB
PDB

PIR

PDB
GB

PIR

SP
PDB
DDBJ
PIR
PDB
PDB

PIR

SP

PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
PDB
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triacylglycerol lipase (EC
3.1.1.3) precursor 1 -
Rhizomucor miehei

Triacylglycerol Acylhydrolase

(E.C.3.1.1.3)

Lipase (E.C.3.1.1.3)
(Triacylglycerol Hydrolase)
Complexed With N-

Hexylphosphonate Ethyl Ester
Triacylglycerol Acylhydrolase

(E.C.3.1.1.3) Complex With
Diethylphosophate

Triacylglycerol Acylhydrolase

(E.C.3.1.1.3)

triacylglycerol lipase (EC
3.1.1.3) precursor 2 -
Rhizomucor miehei

Lipase (E.C.3.1.1.3)

(Triacylglycerol Acylhydrolase)

lipase - Rhizopus javanicus
Lipase precursor
(Triacylglycerol lipase).
Lipase li From Rhizopus
Niveus

triacylglycerol lipase (EC
3.1.1.3) - Rhizopus niveus

hypothetical protein -

Synechocystis sp. (strain PCC

6803)

Lipase precursor
(Triacylglycerol lipase).
Lipase (E.C.3.1.1.3)

(Triacylglycerol Acylhydrolase)
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Thermomyces (Humicola)
Lanuginosa Lipase
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The Structural Origins Of
Interfacial Activation In
Thermomyces (Humicola)
Lanuginosa Lipase Other
Structure Details.
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Triticum aestivum lipase EMBL CAD32696
Triticum aestivum lipase EMBL CAD32695
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