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RESUHEN

La lignina representa una barrera para el ugo eficiente
de los despardicios lignocelulosicos, debide a que en entoé
matariales me ancuentra asociada a la celulosa y hexicelulosa.
Existen muy pocos microorganismos capaces da atacar a 1a lignina,
pero desafortunadavante &n es5tos cascos los polisacarideos también
son dagradados. Se han tratade dea obtener cepas ques degraden
salactivapmante a 1la 1lignina para delar disponibles a los
polisacaridos, llegaAndose inclusive a obtener una mytante
acelulolitica del hongo de la pudricicen klanca S. pulverulantum
degradadora de lignina . Sin embargo, no s= ha desarrollads un
procaso industrial de delignificacion, debide en parte a que #e
ha trabajado con hohgos gandticamente poco conocidogo.

El objetivo del presentes trabajo consilptid en obtener cepag
del hongo comastibla Pleurotus cgstreatus capaces de producir una
degradacion melectiva an la lignocelulosa. Para elle, primerc Be
produjeron sutantes de P. ostreatus utilizando HN-metil-N'-nitro
N-nitromce guanidina (MNNG) ¥y se logrd racuparar una BDutante
&colulolitice total, Eata wmutante se pejord gendticapente por
hibridizaciéon para estudiar su descendencia y conocer al nimero
da genes involucrados en el carfcter (C-). Dicha descendencia Be
hibridizé nuevamente para obtener capas dicariotican ¥
saleccionar las de tipo (C-). Finalwmenta, se deteraminaren los
patrones de consumo de 11 dicariotes (C-) y 2 cepas testigoc. Se
encontrd que una de las cepas consumld un 467 de lignino vy  tan
s4lo un 30X de celulcoga, en comparacion con las cepas tastigo que

congumen entre 4) y 44% de celulosa ¥ de 44 a 4BX de lignina.



I INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La utilizacion de los despardicios agricolas en los paises
an vias da deasarrolle por medio de tecnologias que permltan
aurentar Jla produccién de alimentos basices, adquiare una
importancia cada dia mayor. La productividad agricola en entos
painas enta caractarizada por rendimientos muy inferiores a los
obtanidos por los palems industrializados (DGAF, 1983), lo que
aunado a lau altas tasas de crecimiento demografico ha causado un
datarioro gradual da su situaciédn alimentaria. Asi, sstos pailsan
se eéncuentran importando cantidades considerables ds productes

alipanticios para cubrir sus necasaidadas bApicas.

Por otro lado con la mayoria de los cultivos agricolas, solo
sa cosacha un 30% de la biomasa total producida vy las pardidas
del matarial cosechado se acercan a un 5S0% (Stanton, 1977);
mientras que con la actividad forestal, la proporcidon de biomasa
deaperdiciada aa todavia mucho mayor. Eato significa que con la
aayor parta de los cultivos en promedic, la mitad de la blomana
total producida permanace desaprovechada (Markhijani y Poole,
1975) y periocdicamaente se acumulan cantidades considersbles de
daspardicios vegetalos a causa del carfcter intensiveo - pariodico

da la agricultura.

Debido a que los procesos de degradacién natural ne pueden
funcionar efectivazenta oh las situaciones en que son producidos
y acupulados los desperdicios agricolas y forestales, é&satos han
llegado inclusive a convertirse en un paligro para el equilibrio

ecolégico., La implementacion de tecnologias que puedan ugar eston



nmatariales de deseacho para aumentar la produccisn de alimentos
basicos es de intereés primordial, Estc no unicamente resolveria
los problemas ecolégicom causados por la acumulacién da  grandes
cantidades de desechos, sino que aumentaria el rendimiento

econdmico de la agricultura.

Los alcancens de una tecnologia efactiva para al
aprovechamjento de los desperdicios agricolas, serian todavia
mucho mayores, Yo que por aeste medlo sa tendrd accens o los
vastom productos vegetales generados continuamente como rasultado
de 1a actividad fotosintetica de las plantas, permitjendo pu
utilizacisn maa completa y raclonal. El veolumen de estos recursos
es muy considerable, ya que la blomasa total producida

fotosintéticamante scbre la superficile terrestre ma calculs que

sobrepasa las 10*= tonaeladas/afio {Walton y Blackwell, 1973).
De esta biomasa 8élo al 10% es spintetizada por loa cultivaes
agricolas y la mayor parte de ella (75%) es producida en las

Zonas boacopam (Bamsham, 1975).

Los voldmehes anormes de estos recursos ha motivado la
realizacion de numaercmas investigaciones orientadas hacia el
desarrollo de tecnologias para su aprovechamiento, Haciendo una
similitud con otrasa aAreas da la industria Quimica v
biotecnolégica, s8e han tratado de daesarrollar procesos para
utilizar astos materiales an la produccion de proteina unicelular
(FUC) a encala induatrial, Para allo, s8e dieafaron plantas. de
capacidades gigsntescan c¢on tecnologia pumamente complicada vy

costosa (Mateles y Tannenbaum, 1968; Callihan y Dunlap, 1971,



Tannanbaun y Wang, 1975).

No obstante el interés en eaesta Area, no se ha logrado
desarrollar hasta la fecha un procaso préctico debido a guea no
so han connlderado variocs factores de suma importancia., uUne de
allos &8s el caraActer disparso con qua ne producan estos desechos,
lo que aunn@o a su bajla densidad, ocasiona que los costos de
trapsporte se conviaertan an una de lag variabvles més importantes
que afectan a la economia del proceso. Este factor ea todavia de
mayor impeortancia al coneiderar plantas da gran capacidad donde
me tienen que transportar grandas cantidedes de nsustrato, en

decir, al segulr al enfcque da llevar el sustrato al proceso,

Dada 1m dispersién con que scn genarados los desechos
sgricolas, la implementacion de un proyecto viable requisre
posiblenanta de un cambio de enfoque: slende tal vezr necensario
llevar 8l proceso al suatrato. Pars e6sto se requiere de una
tecnologia asuncaptibla de ser impleme&ntada én pequefics médulos en
el campo después de la cosecha. Ademds, tal tecnologia deba ser
simple, de facil operacion vy requerir de poco capital. Las
reparcusioneaes scocicecondémicas de tal tecnolegia serian sumasente
positivas para el madio rural, ya qua los mismos campesinos
podrian procesar los daesschos de 8Bus coBachas pernitiendoles
otuparae en una actividad econémicamente redituable durante el
periocdo entre las cosechas, Desde esnte punto da vista, las
taecnclogies de gran escala son también desfavorables, ¥a que
crean relativamnente muy pocas fuentas de trabajo en comparacion
con las grandes inversicnes. AdemaAs, la mano de obra empleoada

debae tenar clarta especializacion debido al alto grado de
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conplicacion tecnolagica de tales procesos.

Otra de las razones que han contribuido al fracaso de las
tecnelogias desarrolladas para al aprovechamiente de los
daespeardicios agricolag lo constituye el enfoque unilateral con el
cual ha sido atacade el problema de los desperdicios vegetales,
Estons materiales estan compuesteos principalmente de tres tipos de
bicopolimeros: henicelulosa, celulosa y lignina, por lo que
tanbién s les conoce como lignocelulédsicos. No obstante 1lo
anterior, unicamente se ha estudiado el problema en téarminos de
la degradacidn blolégica o quimica de los polisacAridos,
principalmente la celulocsa {(Wilkie, 1975). Aunado a esto, se ha
. adoptado- el planteamiento oeramente bioquimico de hacer un
componanta, an este casc la celulosa, mas facllmente accesible a
un sistesn enzimAtico, las celulasas. El objetivo seguido ha sido
degradar la celulosa da los desechos lignocelulésicos para 1a
liberacidn de aztcares. En un sigulente paso, estos azdcares son
utilizados comd fuante energatica por microorganismos para

producir proteina unicelular ({(PUC) ({(Wilkie, 1975).

La lnoperabllidad econdmica de aste esquema sa deba a que no
obstante la celulosa esta presente en un alto porcentaja en los
telidos vegatalesa, la lignins se encuentra intimamente unida a 1la
celulosa ¥y henicelulosa en las paredes celulares (Cote, 1977).
Loa polisacaridos vegetalas son protegidos en asta forma por 2la
lignina contra el ataque micreobiano (Kirk, 1977}, por 1l¢ dque
s&le una parte de ellos es susceptible a 1la degradacidn bioldgica

o quimica. Esto eB consecuencia de que la mayor parte de lor
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microorganismos degradadores de polisacaridos no son capaces de
atacar sustancialpente a los tejidos vegetales fibroscs & menhcs

qua también posean actividad ligninclitica.

La lignina es un polimero estructural de las plantas
vasculares, formada por unidades de fenil gropano. "Por su
estructura proporciona a las plantas rigidez vy unidén entra sus
células. De ocuerdo o la definicion de Sarkanen vy Ludwing, 1la
lignina es un polimarce natural formado poer la polimarizacion da
tres pracursores primarios; alcchol-trans-para-cumbricco, alcohol-
trans-coniferilico v slcohol-trans-sinaplico. Por allo, la
molécula de lignina presenta una estructura ramificada irregular

(Fig. 1.1}

La apocipcién 4intima de la lignina con 1a calulosa
raprasenta también un obatéAculo para la utilizacion directa de
los demechos lignocelulésicos en ja aljimentacién animpl., Ho
obstante que la caluloka puede ser utilizads como fuente de
anergia por los rumiantea, la lignipa también presante ean loo
desachos vegetales ippide qua sean usados como forrajea, ya que
sy digeetibilidad disminuye conforme aumenta al contenido de

lignina (Kirk y Moore, 1972).

Las coneideraciones anteriores subravan la ipportancia de
la lignina, ya que estae podlimero no Gnicamante reprasenta  una
fuente de carbono organiceo considerable, sinc que mse ancuentra
controlando la degrodacién de una gran parte de los polismacéridos
veagatales., Se puede establecer pin lugar a dudas, qua la lignina

constituye el obotAculo mas serio para el desarrolle exitoso de



procesos para la utilizacién de deaperdicios vegetales.

Los argumentos mencionados parmiten visualizar la
conveniencia del daesarrollo de un procesc de delignificacien que
se pusda implemantar a nivel rural. Sa hsn realizado nDumerosas
investigaciones acbre ia dalignificacioén de deapardicios
vegatalaes, por métodos fisicos (tratamientos fisicos, moliendas
da varios tipes, radiacliones}! o con 1la ayuda de mustancisas
quimicas alcalinas como: NHe, NaOH vy  NH. entre otrom (Han v
Callihan, 1974; HcManua, 1976). Por medio da antoz tratamiontos,
sblos o en combinacién, @8 poeible disminuir el contenido de
lignina de lop desperdicice lignecelulédsicos causende un aumento
an la digestibilidad. A pesar de ello, la utilizacion axtansiva
da métodos fimicos © quimicos para la delignificacion de
dasperdicios lignocelulésicos no se ha implementade a nivel

pracrico.

Por otro lado, la degradacién bloldgica de la lignina e85 un
procesdo que sucedse en la naturaleza btejo ciertas condicliones, va
que da otra forma me prasentaria una acumulaclon continua de este
matarial en el meadio ambiente. La mintesis de tejldos vegetalas
cono resultado de la fijacién de carbono atmosférico, fa
encuantra en aguilibrio con au degradacién gque resulta en 1la
libaracion de COx y HeO, complatando anx al ciclo del carbene.
Bl procaso de biogdegradsaclién de los tejides vegetales se deba a
la accion de varias clsses de microorganismos que Rmuestran una
espacificidad sobre cada uno de los principales conponentes de
ios tejidos vegetsles, hemicelulosa, celulosa y lignina. La

biodepradacién da cada une de astos blopelimares ocurre con  ung
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cingtica espacifica. En genaral las hemicelulosas son el polimerc
que mAs rapida ¥y facilmente se degrada siguiéndole la celulcsa, ¥

por vltimo la lignina como el mAs raesistente a2 la biodegradacidn. .

A pesar de la importancia que reviste la biodegradacién de
la lignina con al reciclaje del carbono organico y la utilizacidn
de deasperdicios vegetales, su estudio ha =ido reintivnmente
descuidado hasta fechas recientes (Rirk, Connors, Zeikum, 1977;
Ander ¥y Eriksson, 1978} . Posibles causas de alle 20N ia
complicada naturaleza quimica de la lignina, el npumerc reducido
da microorganismos que mon capaces de atacar a la lignina y 1la

lantitud con que Be lleva a cabo sBu biodegradacion,

En los dltimos afios se ha obtenido algo de informacién sobre
al tipo de organisemom capaces de degradar la lignina y varios de
los factores que contrelan aste procese en la naturaleza. Se ha
encontrado qua unicamonte clerton hongoa puedepn atacar a  la
lignina, Estos hongos se gncuentran clasificados dentro de dos
categorias: hongos de la pudricion blanca y hongos de 1a
pudricién oscura. Esta denominacién mse basa en los cambios
fisicos causados en la madera por la accidn de estos hongos. Lob
hongoes da la pudricion oscura causan unicamente cambica mencres
an la estructura de la lignina, mientras que los de la pudricién
blanca mson capaces da degradarla completamente (Kirk, Connors ¥

Zaikus, 1977).

El pecanismo preciso con que este biocpolimeroc eas degradado
no se conoca con axactitud. Se ha postulade un esquena gonaral

gobre el mecanismo de degradacion de 1la lignina en basa 2
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estudios an donde e incubd al micelio de hongos de pudricion
blanca u oscura con <corpuestes AromAticos de bajo peso molecular
(de estructuras similares a la lignina) o bien con ligninaas de
varios tipos de vegetales, analizando lor cambios (quinmicos ¥y
estructurales’) aen los sustratos usados {Kirk, Conncrs y Zelkus,
1977; Ander y Eriksson, 1978). Se ha visto que ambos tipos de
hongos causan una disminucién en el contenido de grupes metoxile
de la molécula de la lignina (Ander y Eriksson, 1$78), aunque
unicamante les honges de la pudricidon blanca han demcemtrade poder
rompar los enlaces oter similares a los de la lignina {del tipo

arilglicerol -8-aril) (Kirk, 1971)}.

Por otre lado, 84le los hongos de la pudricién blanca
producen fenoloxidasas axtracelulares. Unaando compuestos
arométicor modelo, He ha comprobado que estam eanzimas hidroxilan
los anillos aromaticos y puaden causar upa ruptura oxidativa de
los anillos aromaticos {Kirk y Chang, 1974, 1975); asi como,
otras relaciones de probable relsvancia en la degradacion de 1la
lignina, Tal &n al caso de la formacisn da radicales libres, los
que pueden incluir la ruptura de los enlaces entre el anillo
aromAtico ¥ la cadena lateral de fenil propano (Kirk, Harkin vy
Couling. 1968). A pessr de tal informaciédn, 8se demcOnoce la
importancia de todas estas rescciones en la degradacién de
lignina in eitu, ya qua al jncubar estas enzimas con lignina
purificada de tejidos vegetales se produce wnicamante una
disminucién en el contenido de meatoxilos Yy una polimerizacion

{Ander y Eriksmon, 1978).



Por medio del eptudio de mutantes de un hongo de pudriclon
blanca, que eran incapacos de producir fenoloxidasas (Ander ¥
Eriksson, 1976a, 1976b), se ha demostrado reclentemente gque la
dagradacion de la lignina in wvivo requiere indispensablemente
de la presencia de fencloxidasas., Tambleéen fue posible ldentificar
otra funcistn de las fenoloxidasas en 1la dagradacion da 1lps
lignocelulosas, la de regular la produccién, tante de las enzimas
dagradadoran de 1la lignina como de los polisacaridos. De manera
pinmilar, @l grupo de Ander Yy Eriksson {1978) ha producido
mutantes acaluloliticas del hongo s. pulvearulantum v ha
damostrado la axistencia de una eanzima, la celobiosa quinona
uxXidoreductasa, que funciona come enlace en  las rutas dal

matabolimmo de lom DolimacAaridos y la lignina.

A panar de eston esfuerzos, hasta la fecha no se han logrado
producir cepas o encontrar las condicicones en lae cuales as
posible inducir una eficlente delignificacién selectiva (Yang at
al, 1980; Crawford, 1981: Erikeson, 1981; Streater &t al, 1981 ;
Eriksscon y Vallander, 19682). En al [~3:-1.: 1] de lag caepas
aceluloliticas de 3. pulverulentum, el problema ha consistido en
la dificultad que presenta el mejorasmiento genético de los hongos
en general, v al nuy dificlil manejo pgenético de S. pulverulentum
an particular. Por allo, aston investigadoresn se han limitado a
la produccién de varias mutantes aceluleoliticas y la evaluacién
de susp correspondiencesn capacidadeg para satacar a 1a
lignocelulosa. Dade lo inespecifico de loms apgentes mutagénicos,
as pravisible que las nutantes aceluloliticas obtenidas,

adolezZcan de otre tipo de alteracleones es su genoma qQue ocasiochen



uns pardida generalizada de vigor. Esto a su vez rasults an cepas
incapaces da ser utilizadag directamente (Bin mejoramiento
gaonético) para un proceso industrial de bilodepgradacidn (Crauford,

1§681; Eriksson, 1981).

S50 ha presentado previamente una descripeidn de los
diferontes asfuerzos realizades en los Ultimos 20 aflos an
difersntes partes del munde para el desarrollo de tecnologises due
peraitan la utilizaclion del recurse tan valiomo representado por
los peolisacaridos contenidos en los desperdiclos lignocaluldsicos.
Se analizsrcn las causas del fracaso de tales asfuarzos,
concluvendose que esto se dabld a que la presencla de la lignina
an los tajidos vegatales no fus coneiderada. O mejor dicho, no sa
conpiderd que al astar iAntimamente asociada con los polisscAridos
vagatales, obstaculiza mu degradacliédn vya saa por mbtodos
quimicos, enzimaticos o microbiologicos, Consecuantemente, la
llave qua permitiria tenper acceso & estos recursos eas al
daparrollo de un proceso que permita une degradaclon selectiva de
1a lignhina. Este proceso podria ser de tipo microbiolégico debido

& la demostrada ineficiencis ¥ elavados coBtos de los procesos

quimicos,

Le biodegradacion de la lignina ha s8ido en general poco
estudiada, La mavoria de las investigaclones en easva A4rgs estan
caracterizadas por un enfoque fucertemente bloquimico: ae han
entudiado principalmente los cambios producidos por diferentes
tipos de hongos (o pus extractos) sagbre compuestos aromaticos

modelo ¥ varios tipos da ligninas purificadas.
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Hasta 1la fecha no s& ha heche ningian esfuerzo para obtener
informacién sobre el mecapismo gendtico que controla 1a
produccidn del sistema enzimadtico para la degradacién dae la
lignina, existiendo una s6la investigacidn en esta Area en la guae
se hace uso de técnicas genédticas. Precisamente la elucidacion de
esta pecanjismo es de gran importancia tanto por losB aspectos
clantificos basicos, como les de la aplicacidn practica de estos
cohociniantoa. El1 desarrolle de una tecnologia a nivel comercial
qua permita 1la utilizacioen de los recursos lignoceluldsicos
rasulta inconcebibles sin que se haya obtenido tal informacién, ya
que unicamente a travas de una degradacién microbieolégica de 1a

lignina se tienan buenas perspectivas de lograr este obletivo.

Por las razones anteriores, Ba decidid aegtudiar lom
mocanismos genaticos de control de 163 sistemas anzimAticos para
la degradacion de lignocelulosa utilizando a los basldiomicetos
como modelo axperimental. Beta informacién, ademis de aumentar al
conocimianto sobre un ampecto tan descuidado como ea 1la genatica
de hongos superiores, an indiapenoable para la seleceidn de

organisnos capacesn de degradar selectivameaenta lignhina.

La falta de estudios sobre la genétics de la degradacién de
la lignina se debe a Qua la gran mayoria de lose hongos da la
pudricién blanca son basidiomicatos y el estudic de la ganatica
de loa basidiomicetos ha aido una disciplina relativapente
dascuidada, ean parte como consecuencla de las dificultades
inharentes A& su nanejo. Numerosos basidiomicetos presantan
requarimientos nutricionales complicadods, lo que hace que s8su

cultivo an el laboratorio saa muy problematico., La mayoria de los

+

11



basidiopicetos son de crecimiento muy lento, por lo que no as
posibla obtanar generaciones en plazes cortos, come Bucede con
las bacterias. Por allo los cultivos de basidiomicetos eon muy
susceptibles a ser contaminadoes con mohos que puedan crecer
ridpidanente en los nedics usamdos. Un factor qua intreduce un
mayor grado de dificultad en el manejo de los basidiomicetos, es
1a zomplejidad an el control genatico de sus reacciones saexualas.
Asipismo, al ciclo de vida de la mayoria de los basidionicste= no
Puade sar completadco an el laboratorlo, ya que muchas veaces pe
requieran condicionas ambilentales muy especificas para inducir

los entadios finaler de su desarrollo saxual.

Dantro de los diferentes tipos de hongos de 1la pudricién
blanca, Be sealecciond al hongo comestible Pleurotus ontreatus,
como organismo modaelo para la realizacién dael Presentea proyecto,
debido precisamente a Bus caracteristicana ganaticas v
fimiolégicas quae permiten que las dificultades antes anumeradas
disminuyan & un minimo. Pleurotun ostreatus eg 21 hongo de 1la
pudricién blanca que ha sido genaticamente mas estudiadoe (Eger,
Edan y Wigsing, 1976; Eger, 1970a, 1978b; Eger.y Laal~Lara, 1978,
Leal-Lara, 1978 y Eger, 1978; Eger, Li ¥ Leal-Lara, 1979; Eger vy
Leal-Lara, 1979; Leal-Laras vy Eger, 1%80; Li, 19¢0}. Faton
astudiop indican que la manipulacién ganetica de este organismo
es pomible ¥ Ao tan complicade (Leal-Lara vy Eger-Hummel, 1982},
AdenAs me cuentan con puntos de referencia en el cromosoma de
Pleurotus ostreatus, unos corresponden a los genes que participan
en el procaso da fructificacion y esporulacién sexual {(Laeal-Lara,

1980} y otros a loB genes que determinan la tolerancisa =a
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tenperaturas elevadas (Li, 1980). Estop estudics han esido a su
vez posibles deblido a la exigtencia de suficiente informacien
sobre la fimsiologia de Pleurotus oBstraatun que parmitis
desarrollar méatodos para poder inducirlo rutinariamente a
coaplaetar su cicle da vida en ol laboraterio {Eger, Edan vy

Wissing, 1976; Eger, 1978b).

Otre aspacto tomado en conglderacldn en la gseleccidn de
Plourotus ostreatum, es su capacidad para dagradar lignina
selectivamante. Desda hace tienmpo se saba que entra los hongos de
pudricidn blanca existen diferenciss respecto a su habilidad para
atacar selactivamente a la lignina o los polisacAridos vegetsles
(Kirk v Moore, 1972; Kirk y Harkin, 1972). Recientemente, Ander vy
Eriksson (1977) desarrcllaron pruebas que parmitan identificar a
lor hongos de la pudricién blanca que degradon selectivamente
lignina, raportandose qua Pleurotus ostreatus se encuentra dentro

de allos,

Pleurotus ostreatus eg un hongo saprobio de la madera Qqua an
la naturaleza me ancuentra fructificandoc en los troncos de
artoless muertcoa {(Quzmin, 1977). Es un hongo comestible sumamante
apreciado, qua ha side cultivado en Europs Central y Asia desde
tiempos antigllos. En 1a actualided Ba le cultiva principalrente
an Japén a ltalia utilizando deaperdicios vagetaleaen
lignoceluldéaicos como sustratd (Lelley y Schmaus, 1976: Chang v

Hayeas, 1976; Delmas, 1979).

El ciclo de vida de Pleurotus ostreatus implica una serie

de atapas que van desde 1la garminacléon de las esporas hasta 1a
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formacion de lom cuerpos fructiferos. La eaestructura visible
conocida vulgarmente como petms, hongos o clentificamente, conmo
cuarpo fructifero o esporoforo s la ultima etapa de su <cicle de
vida y corresponda u—‘la fage reproductiva. Fuera deal alcance
vigual directo parmanece casi la totalidad del tiempo en fase
vagatativa. El nicelio es funcionalmenta =aimilar al sistema
reticular (raices) de los vegetalas, adenss tiene como funcléon 1a
sujacidén del esporeforeo a)l suelo o sustrato. Al madurara los
anporoforos me producen las esporas sexuslas an las lamelas del
Bombrerc y sBon eXpulsadas al medio amblente cuando se abre
totalmente el eaporoforo. En condiciones adecuadas las esporas
germinan ¥ dan lugar al micelio monccaridtico, El aparsamiento
antra monocariotas compatibles da origen al micelio dic;riotico.
BEsta al ser sometide a condiciones ambientales adecuadsa forma
loa esporoforos qua nusvapcnte producen enporas para que al ciclo
vualva a comenzar., Las principales emtructuras de las diferentes

etapas da mu ciclo da vida se ilustran on la Figura 1.2.

Dados los antecedentes del cultivo comarcial de epte hongo
an despardicics vegetalas, varios investigadores sa han
intersaado en &l cultivo de Pleuroctus omtreatun an el laboratorio
usando como sustrato varios tipos de materiales lignccoluldmicons:
aserrin de varias clases de maderas (Block, Tmao Yy Han, 1958;
Omori, 1974; Kenashire, 1977), pajes de casi teodo tipo de
ceragales come arroz, avepa. caebada, centeno, mijo, maiz (olotes
tanbian} v tripe (Bano y Srivastana, 1962; Jablonsky, 1975;
Zadrazil, 1975, 1976, 1977; Zadrazil vy Brunnet, 1979) v

daspardicios da 1la industria papelera (Omori, Sato e Yoshida,
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1977; Omori, Ksnno & Yoshida., 1977} entre otros. En la nmayoer
parte de estas investigaciones se han estudiado exclusivamente
las cantidades da esporofioros (=cuerpos {ructiferos) que sa
obtienen en lus diferentes sustratos; mientras que los cambiles de
conposicion del sustrato no han sido investigados, a axcepcidédn de

los trabajos de Zadrazil.

Una desvantaja en comin a todas lae investigaciones es que
on casl ninguna de ellas &a ha uaadé mas de una cepa de Pleurotus
ontreatus pars comparar resultados. Esto es da suma importancins
va gue l1ls variabilidad genétics de este organismo es enorma, comc
fue damcostrado en estudios sBobre el control genédtico de los
procesos da fructificacidn ¥y esporulacién mexual de pPleurotus
ontreatus (Laal-Lara; Li, 1980). Por le tanto. es de aapararse
que al usar varias cepas Be prasenten diferencias considerables
on la cinética con que cada componente del sustrato ar  degradado,

ani como, en los rendimientos de esporoforos.

En un trabajoe previo se estudidé el consume de glucanos con
raspaecto al de lignina de & diferentes cepas de Pleurotus
oatreatus, Comeo rasultado de aste eaestudio se corrobord que
Pleurotus ostreatunm posee la capacidad natural para consumir
lignina, con ls desventaja de consumir de manera slmultanesa a los
polisacaridos celulosa y hemicelulosa. AdemAs, los resultado de
aste trabajc permitieron melecciconar a la cepa: H1l(8x 3) % So.18,
la cual preasentd un manar consumo de carbohidratos por cantidad
da lignina degradada con respecto a las otras cepas (Aguilera V.

at al, 1%82).
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El objetivo de este trabaje consistid an obtener capas del
hongo cometible Pleurotus ostreatus capaces de producir una
dagradacion selectiva de 1la lignocelulosa. Asi las cepas
obtenidas podrén ser utilizadas posteriormente para transformar
los degpardicios agricoclas o forestales resistentes a la
daegradacién bioldgica, e&n alimentos capaces de ser utilizados por
los rumiantes. Para ello se planted en primar términoe, producir
mutanten aceluloliticas debido a que este hongo posea la
capacidad natural de consumir lignina, pero con la desventaja de
consuair de manera simultanea a la celuloesa. Una veaz obtenidas
las mutantes, sa llavé a cabe un mejoramiento genédtico para
determinar el npimero de genas involucrados en al 'curAGter
acalulolitico, asi como, obtener cepas mis vigorozas que lgs

mutantes,
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I1 MATERIALES Y METODOS
2.1. CEPAS FUNGICAS.

2.1.1 Cepas de pleurotus ostreatus utilizadas para producir
mutantes acelulcliticas.

La producclon de mutantes sceluloliticas mse realizé con la
cepa dicaristica de Pleurotus ostreatus Hi{g x 3} x So. 18
(denominada an eate trabajle como B x 3). Esta capa corrasponde a
un hibrido obtenide por @l Pr. Leal, el cual tiene las
caracteristicas de creclmtento vigorozo y facilidad para producir
aesporoforeos. Su selesccién se fundamentd en los resultados
obtenidos en un trabaljoe previo {(Aguilera V. at al., 1982) en
donde, se compard el consume de celulosa con respecto al de
lignina de 5 cepas da Pleurotus ostreatus, Los raesultados
obtenidcs indicaron que la cepa Hi(8 X 3) x Seo. 18 consBumio menor

cantidad de carbohldratos por gramo de lignina degradada.

La produccion de mutanten a partir de micelioc menocaridtico
fragmentado ae llevd a cabo utilizando los componenteas
monocaridticos de la cepa H1(B X 3} x So. 18 denominados nh-1 vy
nh=4. Para producir mutantes a partir dJde basidiosporan sea
utilizaron lam egpporas provententes de un cusmrpo fructifero de 1ia

capa dicaristica H1i{B % 3} x So. 18,
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2.1.2 Cepas xonocarioticas de Pleurotus otreatus utilizadasg
para el majoramlentc genético.

La gsaleccién. del ponocariote silvestre mas adecuado b
compatible con la muteonte scelulolitica pe realizd a partirc de
16 cepan mMonocaridticas de Pleurotus optreatus donadas por la
Dra. Eger. En la Tabla 2.1 #me presentan Bun princlpales

caracteristicas v sus claves correspondisntes.

2.2 HEDIOS UTILIZADOS PARA EL DESARROLLO Y CARACTERIZACION
DE LAS CEPAS.

2.2.1 Medio de agar extracto de malta.

Pora preparar 500 ml de medio de extracto de malta agar, sae
pasan 7.5 g de extracto da malta ¥ 10 g de agar ¥ se colocan en
un matraz erlenmeyer de un Litro. Se adicionan S00 ml da agua
destilads gradualmente, procurando disolvar los reactivos, A
continuacicn'se tapa 8l matraz y 8a deja reposar durante 20
minutos, PoBteriormente, me eateriliza an autoclave a 121*C ¥y 15
libras de presiédn dursante 1S minutos. El medio esteéeril se wvacia
en cajas petri de plastice de 9 cm de dJdilémetro. Una vaz
solidificado el medio se guardan lam cajas petri en bolsas de
polietilanoc hasta BU uno para uvitar contaninaciones v

deahidratacidn dal medic.
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TABLA 2.1 PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS MONOCARICTICAS

DE Pleurotus optreatus UTILIZADAS EN LA SELECCION DEL
MONOCARIOTE COMPATIBLE CON LA MUTANTE 56 Hi-Ni.

CARACTERISTICAS CEPAS.
Monocariotes fructificantes Mo, 24 " _
con vigorozo crecimlento _ e e R
micelliar. o : Mo 36

Mo. 37
Mo, 127
p2-1E
P3-1IR
Eﬁ-nhl
3004-H26

42-Hi/HMo. 12

42-Hi/Mo. 41

Honocariotes fructificantes Ho. 3

con reducids produccien de

eaporas. Me. &
nhi/Hi-Gy.
nh2/H1-Gy.

Conponentes monocarioticos nh-11

da -la cepa asporogens
42 % 13, nh=-42




2.2.2 Madio de asgar extracto de malta deproteinado (DPMAY.

5@ preparar primeramente una saluclon concentrada de
extracto de malta deprotainado. Para esto se pesan 20 g de
extracto de malta v se disualven en 250 ml de agua destilada. Sa
mide el pH de la scolucion antericr y se eloava 1.5 unidades con

una molucion de NabDH 1N. Después se adicionan 1.4 g de CBCL..ZH-O.

sa mazcla ¥ eatariliza an autoclave a 121°C ¥y 15 librasm de presion
durante 20 minutoa, Una wvaz frio ee filtra para obtaner 1la
solucisén concentrada, Posteriormente ma toman 75 ml del filtrado
v sm apzclan con 425 ml de aguas destilada v 10 g de agar. Se daia
raposar durante 20 minutos ¥ sa esteriliza an auteclave a 121°C ¥y
15 lbs de presion durante 15 minutos. El medio astéril se wvacia

en cajus petri descchables de 9 co de diipetro y 8o gusrdan aean

beleas de pelietilenc.

La preparacién de los medios de DPMA al 0.3 y 0.5% »se
realiza pepando 3 y S g deo axtracto de malta por cada 1litro de
nmadioc a preparar y procede de igual formep qua para el madic de

DPMA .
2.2.5 Mmadio de aghr agua.

Para preparar 500 ml de nedioc me pesan 10 g de aAEar en un
matraz erlenmeyer de 1 litro y se eadiclionan 500 ml de agua
destilada. Se tapa el matraz y se deja reposar durante 20 minutos.
Posterjcrmentea, as esteriliza sn autoclave a 121°C y 15 libras de

presion durants 15 minutos. El medic estéeril se vacia a&n cajas

19



potri de plastico de 9 cm de dismetra. Una vez psolidificado el .
medio se guardan las cajas petri en bolsas de poliletilenc hasta

su uso para evitar contaminacionas y deshidratscién del medio.
2.2,4 Medio de sales minerales {(primera capa).
Para preparar un litro de la scluci¢on de salas ninerales =se

disuslvan en 500 ml de apus destilada las siguieptes sales en al

orden indicado:

SALES CANTIDAD
NH.HZpO, 4.6 g
KaHPoO., 0.2 g
KH=PO. o.9 g
Zn50.4+ 7HaO 4.4 Bg
MNSO, - 4H=0 5.0 my
CUS0O 4 - S5HaO 1.0 mg
Citrato ferrico amoniacal 5.0 mg
CaCly 20.Q0 mE
MESOL 7HD 0.89 ng

Lan ultimas dos galee pe deban de disesolvar por separado e

integrar al volumen total de un litre,

Para praparar a8l maedlio se ajusta el pH de 1o soclucién de
salen a4 4.5 ¥y mae adicionan 20 g de agar por cada litro de medio,
ne daja reposar durapte 20 minutos y esteriliza en autoclave a
121*C ¥ 15 libras de presién durante 15 minutos. A contindacién
ae viarten 15 ml del medio en cada caja petri desechable y =so

guardan an beleas de pollatileno,
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2.2.5% Madlo da carboximetil celulosa (segunda capa de CHC).

Para la preparacién de este medio me requiere scometer a la

CHC A un tratamiaento Acido (Walseth) para permitir su hidratacioén.

Para =l tratamiento Walseth se dejan enfriar 4 g de
carboximetil celuloma (CHC) ¥y 51 ml de aAcido fonférics durante 30
minutos. Posterliormente se vacia un poco de aAcido fosfoérico en un
vaso de precipitados de 100 ml previamente enfriado y me "adiciona
un poco de CMC, tratendo de incorporarala al acide con la  ayuda
de un agitador. Esta operacién se continlda hasta que tada Jla CMC
sae incorparava en forma homogtnea con el Acido, La nmezcla
honogpé:neoa sa deja enfriar durante dos horas. A continuaclén se
licua con 500 ml de mgua destilado ¥y sa filtra con wvacid para
aliminar el edMceso de Acido. El precipitade obtenido BsBe lava de
igunl forma dono veces mas y sae deja en 500 ml de una solucidn de
carbonato de modio al 1X durasnte 8 horas para neoutralizsr el
exceso do acidez. Al dia siguiente se lava nuevamante 3 veces RAS
con agua destilada. A continuacién Be datermina la humedad del
precipitado obtenlido ¥y éste me suspande an 250 ml de la aclucldn
de males. Despuéa de conocer la hupedad se adiciona la cantidad
necesaria de s0lucién do sales para obtener una suspension de CMC

al 1%,

Para preparar el medioco de CHMC e ajusta el pH de la
suspansison de celulooa Walseth a 4.5 ¥y s¢ 1la adiciona 0,05% de
glucosa y 2% de agar. Se deja reposar durante 20 minutos ¥y =Ee
calianta hasta ebullicién. Pomteriormente, se vacian 10 ml del

medio en tubos de ansaye ¥y B8e tapan para ser esterilizados en
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autoclave a 121°C durante 15 minutos., A cada tubo con medio
estéril se le adiciona en condiciones asépticas 50 wl de una
nolucion de deoxicolato de sodioc al 0.04% ¥ 10 pl de solucidn de
tjamina al 0©.01 mgZ. Finalmente se agitan los tubes para
homogenaizar el medioc y Ba vacia cada tubo acbre las calas patri
quea contienen al madio de sales minerales o los medioco de DPHA  al

0.3 o al O.S%.

Se dafinleron como cepas con caracter acelulolitico aquellas
que no formaron halo en el medio de celulosa, lo cual indica que

su matabolipmo para consumir celuloma ha sildo modificado.
2.2.6 Medio de agar papel filtro.

El papel filtro utilizado fue de 1la marce Selecta # 595
(Carl Schlaicher and Shull, marca registrada en 1la Republica
Federal de Alemania), debido B qua da acuerdo B 1las
egpacificaciones dal provedor contiene mas del 99% Fe alfa

calulosa.

£l papsal filtro se corta an cuadros de 0.5 cm de liﬂo
aproximadamente y se introducan en un matraz erlenmeyer de 25 ml
con 10 wl da agoa destilads. So asterilizan a 121°C durapte una
hora ¥ se dejan enfrisr a tenperatura amblente, Posteriorrpente
los cuadros de papel filtreo esteril se colocap asépticamente en
las ¢sjas perri que contienen nmedic de peptona (0.05 vy 0.1%}) o ean
al nedioc de agar agua. Para colocar el papel Be divide 1la calja

patri en dos secciones iguales por medio de una linea vertical
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que pase por el centro de la caja. Unicamente en la secclén del
lado deracho se celocan de manera equidistante 3 cuadros de papel
filtro entéril msobre una linea wvertical 4dmaginaria =situada al
centro da la seccién. Una vez colocado el papel ga incuban lans
cajam patrl invertidas en una astufa a 28°C durante 24 horas,
para qua el axceso de agua del papel saea absorvido por el medio.
Al dias sigulente cadae cala aan inoculada ¢on 6 cilindros de agar
con micelio de 0.5 cn de diametro, cortados de 1la periferia da
una cclonia en crecimiaento. Tres de loe cllindros se reparten.
colocandolos mobre cada cuadro da papel filtro v los otrose tres
cilindroe me reparten sobrae la secciédn dael lade izguierdo de

manara parelala a los cuadros da bapel filtro.

Se consideraron como cepas acaluloliticas aquallas qua
prasantaron igual crecimjanto scbre ambas neccicones de 1a calja

patri.
2.2.7 Medioc de paptona al 0.05 y 0.1%,

Para preparar’ 500 ml de medio Bse pasan 0.25 o 0.5 g da
teptone de carne y 10 g de agar (en ambos cascs) ¥ me colocan ean
un matraz erlenmeyer de un litro. Sa adlcionan 500 ml de agua
daztilade ¥ oa dein reposar durante 20 minutor. PoBteriormante ea
ansteriliza en autoclave a 121°C y 15 libras de presion durante 15
minutos, del medio astéril sme vacian 15 ml oen cada caja petri.
Una vaz sollidificado el medio, se guarda en bolsas de polietilano
hasta su uso para evitar contaminacicnes y deshidratacién del

sadio.
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2.2.8 Medio de agar pais.

Para preparar éste tiedio se muels la pala de ftrigo en una
licuadora durante 5 miputom. A continuacién se pesa 1 gromo de
paja ¥y mse deja hidratar con 10 ml de agua destilada durante una
hora. Posteriormente sa le adicionan 10 ml de medio de peptona al
0.2% con 4% de sagar y se esterilizm a 121°C durante 3¢ mnminutos.
Al mismo tiempe me praparan 20 nl de medio de peptona al 0,12 ¥y
se eatariiizan de igual forma. Cada uno de los medic me vacian en
una <aja patri dasechable y se delan enfriar hasta que
solidifiquan. Una vez friom, de cada uné de eastos medios =a
cortan cilindros de 1 cm da dismetro con la ayuda <de un horadador
eetdaril para ser colocadoB en calas petri que contiepen medio de
paptona al 0.1%X, Para ello se divide 1la caja petri eaen dos
?eccioncu iguales por madic de una linea vertical imaginarias que
passr por ol centro da la caja. En la seccion del lade derecho ae
colocan de manora equidistante 3 cilindros del medio de paja
sobra una linea vertical imaginaria =situada al centro de 1a
seccion. En la meccidén del lado izquierde me colocan de igual
forma 3 cilindros del medio de peptona al 0.1%. Estas cajas se
ingculan con 6 cilindros de agar con micelic de 0.5 cm de
dismetro, cortados de la periferia da una coleonia en crecimtento.
Tres de los cilindros se repsrten, colocandolos sobre cada uno da
los cilindros dea paja y los tres c¢ilindros restantes se colocan

sobre lom cilindros de peptona.
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"2.3 CONDICIONES PARA PRODUCIR MUTANTES ACELULOLITICAS (C-).
2.3.1 Fragmentacison dal micelio monocaridtico.

Para obtener el nicelio monocari¢tico fragmentado primerc ae
inoculan 2 cajan petrl con madio de DPMA con cuatro indculos cada
caja de las cepas nh-1 o nh-4. Lam calas inoculadas s5a incuban a
28°C durante 5 diam, Posteriormente, B8e homogehalizan las 8
colonias obtanidas con 100 pl de agua destilada durante 1 minuto.
Por meparado ge preparan dos matraces aerlenmeyer de 500 ml <con
100 ml de medioc de DPMA liquido. Cada matraz se inccula an
condiclionas asapticas con 10 ml del homogenado y s& incuban a
28°C durante 5 dias. H1 contanido de cada pnatraz se vierte epn un
frasco de centrifugs aptéaril de 250 ml de capacldad ¥y ne
centrifuga a 10,000 rpm durante 10 minutos. El wsobrenadante
obtenido sa descarta y el micello pracipitado se lava 3 veces con
150 ml de agua destilada estéril, centrifugando an cada lavado.
El micelio precipitado despuér del ltimo lavado ae homogeneira
con 100 ml de molucion isoténica al 1% durante 3 minutoas., Por
conteo al micromcopilo me datermind que la suspension miceliar

contiene 10¥ fragmentoa/ml aproximadamente.

2.3.2 Obtencidn de basidiosporas.

Para obtener basidiosporss se inoculan en el centro 5 cajas
patr!l con medio de agsr axtracto de malta con la cepa dicariotica

8 x 3. Lap cajas inoculadas me incuban a 28°C hasta que el medilo
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es invadido por completo con el desarrcllo miceliar de la cepa.
En este momento las cajas Be gacan de la estufa de 1incubacién ¥y
sa colocan en una mesa para ser expuestas a la acciéon de la  luz
natural. Se dejan bajo estas condiciones hasta 1a apariclén de
los primordios. Una vaz que aparecen loa primordios se le retira
la tapa a la cala petri y é&sta se coloca dentroe de una bolsa de
pelietileno (15 cm de ancho por 25 cm de largo). Para permitir el
intercanbio gaseoso sa la hacen & horadaciones a 1la bolsa
situadas un centimetro arriba del borde de la caja petri. La
humedad relativa dantro de la bolea pe eleva colocando tiras de
papal absorvente a lo largo de la bolsa y adiclonando agua eaen ol
fondo de la bolea. Las cajas asi preparadas se exponen a la luz
natural ¥y a la temperatura ambiente, para permitir el desarrollo
de los cuerpos fructiferos, Bajo estas condicionaes el desarrclle
de los primordics hasta cuerpos fructiferos maduros tarda de 3 a

S dias.

Las emaporanm de los cuerpes fructiferes maduros se colectan
scbre un papel filtro estéril colocado dentro de una caja petri
estaril. Para ellc la bage del pie de)]l esporoforo se coloca gobre-
tn cuadro de vidrioc para evitsr que el papel =se humedezca. La
cels con ol hoenge se lntroduce en una cAmara humeda semejante a
la umada para la fructificacién vy Ba deja bajoc 1lps wmisnas
condiciones de 12 a 24 horas. Posteriorpente se remueve el papel
filtro con las esporas ¥y sa guarda depntro de un sobre estaril que
me introduce en una bolsa de polietilene conh unos grance de

silica gel. Las esporas se almacenan en refrigeracidén a 4°cC.
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2.3.3 Matodologia de mutacidn.

El agents mutagénico utilizado para la obtencidn de mutantes
acaluloliticas fue N-matlil-N'-nitro-N-nitroso guanidina {(MNNG o
nitroso guanidinal. El nuthgeno se prepara disclviendo 5 me de

MNNO en 25 wl de anortiguador de citratos 0.01M a pH 5.

El proceso de mutascién se realizs mezclande una parte de la
soluclién del mutAgano Gon una parte de la gsuspeansion de micelio
monocaristice fragmentado © da 1la suspension de basldiesporas v
se deja reacclionar dursante 60 minutos a temparatura apbiente. La
accion del mutageno se detiene adicionando cuatro partes de agua
dentilada estéril. Bajo estas condiclones ae abtiane una
suapensién de micelio fragmentade o© basidlioaporas con un

porcentaje de letalidad del 99.99,

2.3.4 Metodologia para la racuperacién de rutantes
acelulolitican.

Una vez que se obtlene el wmaterial biologico mutado, la
racuparacién de mutantes aceluloliticas me llava a cabo an un
madio de dos capas. El madio que resultd ser el mAg selactivo
para la recuperacién asth compuesto por una primera capa de 15
ml de poadio de DPMA al 0.5% y una segunda caps de 10 ml de medio
de CHMC al 1%, Sobra el medio primera capa se itiocula 1 ml del
matarial nutado vy s& esparce sobra toda la superficie de la placa
con la syuda da un bastdn de vidrio estéril, A continuacion se

vierte la segunda capa de CMC. Para la recuperacién de mutantes a
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partir de esporas fue necesario delar lncubar les esporas mutadas
~an la pripera capa del medio durante 5 dias, para permitir su
germinacién v a continuacion se adiciond la segunda capa del

medio.,

Las cajap que contienen el material mutado se dejan incubar
a 28°C durante 14 dias. Finalmente ge exaninan las cajas Yy sa
aislan como posibles mutantes a todas aquellas coloniag quea no
forman un halo en al modic de celulosa. Las posSibles nutantes Bsea
siambran en medic de agar oxtracto de malta para obtener su

cracimiento miceliar y poder realizar su caracteaerizaclén.

2.4 MEJORAMIENTO GENETICO.

2.4.1 Hibridizacion de cepas monocaridticas.

Para hibridizar monocariotes se corta un cuadro de sagar da
0.5 x 0.5 cm de 1lado de 1la periferia de una colonia en
cracimiento, de cada uno de los dog moticcariotes a hibridizar,
Estos cuadros de agar me colocan en una caje petri con medic de
axtracto dea nalta lo mds cercane posible. Por 1leo genaral se
realizan en una nisma caja petri entre 5 y 6 cruzas. A
continuacion se incuban las cajas patri a Z8°*C por ©& diss para
B&r obsarvadas microscépicamente con al ocular de 16 campoB de
amplificacién. Una cruza se determina como positiva cuande al
obsarvarla al microscopio me aprecian lag coneccionaes “clampa'.
Para avitar errores se conslidera que la cruza es positiva cuando

estas estructuras son observadas por lo menos en tres diferentes
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puntos mituados da manera equidistante ean 1la perifaria de la

colonia. Las conacciones clamp son agtructuras que sea forman
onicamanta cuando me llava a cabo una fusién celular entre 1las
capas hibridizadas. Es por aello que pu presancia implica que los
dos monocarjiotes aparaados mon compatibles y por lo tantc dan

origan & la formacion de un dicariote.
2.4.2 germinacion de esporas ¥ alslamiento de monccariotes.

Para la germinacion de esporams se corta un pequeafio padazo
del papel filtreo que contiene a las esporas y me deposita an un
tubo de ensaye con 1 ml dea agua destilada estéril y se agita, La
auspenaion de asporas raesultante ae diluya hasta obtener por
conteo al microscopio 30 esporas por cada 20 pl de suspension,
Diez cajam petri con medio de extracto de malta se incculan cada
una con 20 pl de la suspensioson de esporas vy #e incuban a 28°*C
duranta 2 dias. A partir de aate momento se exaninan todoa los
dian y durante 10 dias todam Jlas c¢ajas con la ayuda de un
estereomicroacoplo ¥y SBSa transfieren todas las esporas que

garpinen a cajas potrl con modlo du axtracro de malta.

2,5, EVALUACION DE LOS PATRONES DE CONSUMO DE LOS
DICARIOTES ACELULCLITICOS SOBRE PAJA DE TRIGO.

2.5.1 Produccién del lnoculo de grano.

Sa lea conoce como indculo de grano al crecimiento miceliar

obtenido an el grano de algun cereal como trigo, ¢enteno o wmijo,
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El intculo de grano se utiliza para sembrar la cepa deseada en 'un
sustrato determinado y asi evaluar 1la forma en que aste es

conmsumido por la cepa probada.

Para preparar el inéculeo de grano se lava e) grano de trigo
Yy BB cuaeca en agua a temparatura de ebullicidn durante S0
minutos. A continuacidén se drena el agua caliente y se enfria el
Eranc al chorro de agua. El grano frio se pesa ¥ se le adlcionan
CaSC4 a1l 1.3% y CaCOs al 0.3%, s5e mexzcla y se coloca an
frascos de vidrio, que se llenan hasta la mitad de su capacidad.
Los frascos de vidrio se tapan con hule espuma y papel aluminio.
Poateriormente se estarilizan los frascos a 121*C y 15 1libras de
prasidn durantq una hora. Una vez frio &) grano sa inocula cads
frasmco con el micelio proveniente de una caja petri -resembrades
una semana antes, Los frascos i1noculados se incuban a 28*C

duranta 8 dias.
2.5.2 Acondicionamiento e inoculacisan de la pata de trigo.

Fara el acondicionamiento la paja se corta en pedazos de 5 a
a 10 cm de largo., se hidrata durante S0 minutos (sumerjiendola en
agua a temperatura ambilente) y se pasteuriza a 85 % 5°C  durante
45 minuteos (por inmersién en agua a temperatura de ebullicién). A
continuacién sa deja drenar el exceso de agua durante 30 minutos
v Be asparce 8obre uns mesa aséptica pera bajar la temperatura
hasta 25°"C. Para cada c¢cepa 5Be incculan B Kg da la paila
pasteurizada con 160 g de inécule, empacandose el Bustrate

inoculndo en 8 boloan de plastice. Dospuds de 25 y 50 dias de
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incubacion a 28°C, ne toman 2 bolsas de cada cepa y 8e sacan para
deterpinar posteriormente la composicion del sustrato en téerminos
dea canizan, lignina, celulcsa ¥y hemicelulosa. Se prepararon 4

bolsss adicicnales por cada cepa para asegurar la toma de nmuetras

an cada tiempo, conamiderande la posibilidad de contaminaciones.
2.5.3 Deternminaciones analiticas.
2.5,3.1 Deterpinacion de cenizas.

Para cuantificar las cenizas Be coloca un crisol a peso
constante an una mufla a 550°*C, Una vez frio el criaol se pesa 1
g de la muyestra y se carboniza con la ayuda de un mechero. A
continuacion se coloca nuevamente ol crisol en la wnufla hasta
obtener cenlzas de color blance o gris. Finalmente se dela

enfriar el crimol dantro de un desecador y se pesh hnuevamente.
2.5.3.2 Daterminacion de lignina (Método de Effland}.

Eata dataerminacion se basa en que al tratar un material
lignoceluldsico con un é4cido fuerte se hidrolizan todos los
carbohidratos ¥y por lo tante Be Bolubllizan, delando un residuo
insoluble quae por definiciétn es l1a lignina. Esta puede ser

cuantificada gravimatricamente (Effland y <ol., 1977).

Para deterainar la lignina se pesa 1 g de muestyra saca en un
matraz erlepmeyer de 500 ml ¥ se le adiclonan 10 ml de Acldo

sulfurico al 72%. Se mpezcls 1B muestra para gque se humedezca Cofi
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el Acido y se daja durante una hora., A continuacidén se adiclonan
280 m)l de agua destilada, se tapa 8l matraz con hule aspuma vy
_ papel aluminic y 8e esteriliza a 121°C y 15 libras de presion
durante una hora. Despuédp del tratamiento térmico el contenido
del matraz B8Be filltra en csliente en papel Whatman HNo. 1
praviasmente tarado, El sobrenadante se elimina y el precipitado
de lignina se lava con agua destilada hasta que el pH del agua de
lavado alcance un valor cercanc & 6. Posteriormente ma seca el
papal filltro hasta peso conntante a 60°C. El material residusal
represanta la lignipna asparente, Para detarminar 1la lignipa real
Be requiere cunatificar la cantidad de canizas 4insolubles que
poermaneciarcon retanidas en 1a lignina aparente. Para ello se
toman entre 0.2 ¥y 0.4 g de lligina aparente y se le determinan las
canizas: La cantidad de lignina real se c¢alcula de la asaiguiante

manera:
% lignina aparente = Peso ligninaspeso de la muestra x 100

% ligninm reajl = % lignina aparente - % de cenizas en lignina
2.5.3.3 Extraccion de carbohidratos.

Para extraer los carbohidratos se pesan 200 mg de muestra en
un tubo de centrifuga de 15 m] de capacidad y se le adicionan con
agitacién 10 ml de Acido sulfirico al 67%. La nuestrsa se delja
repopar durante una hora a temperatura amblentea, agitando cada 15
minutes., A continuaction se centrifugse a 5,000 rpm  durante 20
pinutos ¥ se elimina al precipitade obtenido. En 1la golucisn

resultante se determinan leos glucanos y xilanos.
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2.5.3.4 Datarminaclén de glucancs (Método de Klein-Weissman) .

En a1l métode de HKlein-HWelseman (1653), 1las hexosas son
oxidadas por al Acido sulfurico para dar origen al formaldsehido,
el cual en presencia de acido cromotropicoe produce una coloracion
violata proporcional al contenido de hexosas. La eficiencia del
nétodo Aanalitico meleccionado y de los factores que Ainter{ieren
en al desarrollo del coler fueron eatudiados es un trabajo previo
(Agullar, Hernander y Ramirez, 1982). Cunaiderando los resultados
obtenidos en dicho estudio, 1las condiciones Optimas para 1la

cuantificaclién de hexosas son las siguientes:

= Tiemps de calentamiento: 50 minutos.
- Absorbancia mpAxima: S7Q nm.
- Concantraclién de scide cromotropico: 0.5 g an 205 ml  de

dcide sulfurico 1SH.

Con 1las condiciones optimas se reallzd una curva patron de
glucosa an agua. Esta siguid la Ley da Lambart-Beer hasta una
concantracison de 40 mg/ml que corresponde a upa absorbancia de

1.20 (Tabla 2,.2}.

La cuantificacldn de hexosas se lleva a cabe colocando 1 ml
de la solucidén problemsr an un tubo de ensaye Yy aliadiendo a
continuaclen 5 nl del reactive de Klein-WHeissman. Los tubos de
ansaye me tapal ¥ colocan en un bafjo de agus a temperatura de
abulliclion durspte SO minutos. A continuacidn me enfrian los

tubes inmediatamente y sa leen a 570 nm contra un blanco de agua.

33



TABLA 2.2 CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE GLUCANOS POR EL
METODO MODIFICADO DE KLEIN WEISSMAN,

CONCENTRACION DE GLUCOSA ADSORBANGCIA
(mg/ml) ( )._- 570 mp__
0.00 - . .00
0.05 A P
0.._10 . ' 0.34
0.15 T 0,62
0.20 0.60
0.25 .77
0.30 0.90

. 0.25 1.10
0.40 1.20

Coefficiente de correlacién = 0,998
Pendiente = 3.05

Intercepto = -0.0022




Fara preparar =l reactive de Klein-Weissman se diswelven 0.5
& de Acido cromotrépico en 5 ml de agua destllada y se adicionan
205 ml da Acido sulfiurico 15M. El reactive se deba de preparar al
momento, de lo contrario se requiere guardarlo en refrigeracién

por un mAximo de dos memanas.
2,5.3,5 Determinacion de xilanos (Matodo da Tracey).

El método de Tracey se fundamenta an que al oxidarse las
pantosas per la accién del acido acatico en presaencia de anilina
y oxigeno me produca un complejo colorido de coler naranja. Esta
coloracion es propercional s la cantidad de pantosas presantes en
la nuestra. De acuerdo a los resultados obtenidosm en un trabajo
previc las condiciones Optimas para 1a cuantificacion de

hemicaluleossa son lss Bigulentes:

- Absorbancia mAxima: 475 nn.
- Temperatura de raaccilon: 30 & 2°C,

= Tiempo da reacclén: 24 horas,

con estas condiciones ma realizd wuna curva estandar con
solucionea de xilosa an Acido sulfirico al 67X%, debido a que 1a
xilosa es el componante que 5e encuantra en mayor proporcisn en

1a hemicelulosa.

Da acuerdo a los resultados obtenidos se pusde observar que
an el rango de concentraciones de 5 a S0 pg/ml Eea cumplae la Ley

de Lambart-Beer (Tabla 2.3).
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TABLA

2,3 CURVA. ESTANDAR PARA LA UETERHINACION DE

XILANOS

JUTILIZANDO COMO REFERENCIA’ UNA SOLUCION  -DE XILDSA EN

ACIDO SULFURICO AL 672 lMETODO DE TRACEY!

_CONGENTRACION DE’ xn.osa S

N_ ‘(ug/ml) . ; B ._(

AB%?RBANCIA

10

20

25

30

40

50

4]

o]

0

Q.

[}

0

]

.045°
.100

240,

295

-390

. 540

. 680

Coeficiente de correlacién = 0.9976
Pandienta = 0.0138

Intercepto s -0.026




Pars llevar a cabp esta determinaclion =€ colocanp 2 ml de 1la
muestra @n un tubo de ensaye y me adicionan & ml del resctivo de
Tracay, Loa tubos de enpaye me dejan en la obscuridad a 30 & 2°C
duarnte 24 heras. A centinuacliéon so toman 1las lecturas de las

muestras a 475 nm contra un blanco de Acido sulfurico al 67%.

El raeactivo de Tracey se prepara mezclande en un frasco de
color smbar 100 ml de Aclido acatlco glaclal, 5 ml de acide oxalico
al 5%, 24 ml de agua destilada v 16 ml de anilina incolora. El

raasctivo no debe usarse daspués de una semana de su preparaclién.
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IIT EXPERIMENTOS Y RESULTADOS

3.1 DEFINICION DE LAS CONDICIONES PARA PRODUCIR MUTANTES
ACELULOLITICAS (C-).

Pleurotus ostreatus es un hongo de la pudricidn blanca que
posea 1a capacidad natural para degradar lignina, con la
daaventaja de consumir de manera simultdnea los polisécaridos
celulosa ¥y hemicelulosa. Se planted por ello en aste trabaje 1la
produccion de mutantes aceluloliticas (C-), es decir blogueadas
an au capacidad para consunmir celulosa, con el objate de obtener

cepas que permitan unsa degradacidén selectiva de la lignina.

En el csac de los Rasidiomicetos como P, ostreatus, existen
dos pomibilidodes pare la produccion de mutantes, ya sea a partir
dal micelio monccariétice -] de lans esporas saxuales

(banidiosporas} .,

El uso de micelio monocaridtico presenta varias ventajas. E1
matarial iniclal as genéticamenta uniforme, debido a que todos
los nlclecs del micelio son idénticos. Adicicpalmente, el micelle
monocariotico me puede obtener en un tiempo relativamente corto
{14 diam). No gbatante, la utilizacién del micelio monocariéstico
raquiere que éAgte saa fragmentado en segmentos que coht@&ngan un
s6l0o nucleo. En casc contrario, los fragmentos con nas de un
nicleo requieren de un tratamiento mutagénico mée drastico, por
le que las cepas recupeaeradas Be ancuantran generalmente
alteradas de mapera miltiple ¥ presentan bajags poasibilidades de

sar mejoradas geneticamente. Ademde los fraghentos Rultinucleades
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sobravivientes presantan una mayor posibilidad de complementar
sus alteraciones durante la recuperacién. Por lo eanterior, es

necesario emplear condiciones de fragmentacién en las cuales se
asaguare la obtencisdtn de una alta concentracien de segmentos en

su mayoria uninucleados.

La producclén de mutantes a partir de basidiopporas presenta

a 54 vez la ventaja que éBte es un material uninucleado, 1o que
evita que una vez obtenida una mutante, énta pueda ser
ennascarada facilmente por complementaclon. Sin anbargo, axiste

al gran Iinconveniente de la elevada diveraidad genédtics dal
material ipnlcial, vya Qque por ser al reaesultado dal proceso
meldtico, cada espora es un individuo con caracteristican
propias. Una demventaja adicional es que Be requieran de 35 a 40

dias para obtener baslidiosporas.
3.1.1 CONDICIONES DE MUTACICN PARA MICELIO MONOCCARIOQTICO.

Da acuerdo a la informacién disponible se utilizaron los
componantes monocaridticos de la cepa B x 3 para preoducir micelio
monocarisdtico fragmentado ({(Aviles Esquivel, H™.E.: comunicacién
parscnal). Esta se sometitd a la acciodn del nutageno N-metil-N'-
nitro-N-pnitrosc guanldina (MHMC), ») 0.02% (Eger, G.. 1970}. De
esta mManera {(Matarimles y Métodos 2.3.1, 2.3.3 y 2.3.4), 8e
obtuve una curva de letalidad y se determinarcn las candiciones

pars producir mutantes aceluloliticams (C-).

La curva de letalidad se realizé sometiendo una alicuota de
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1a auspennibn de micelio fragmentado con una concentraclon de 1.7
% 10" fragmentos/mnl {(cuantificados al microscoplo}, a la accien
del mutageno durante diferentes tiempoa, La cuantificacion de los
acbravivientes para cada tiempo de mutacidén, incluyende el tiempo
inicial, pe realizé por medio de diluciones desde 10-* nhasta

10~*, Cada dilucion sea inoculé por cuadruplicade ean el medio da

recuperacién de doble capa (primera capa de sales y gpegunda capa

da cerboximetil celulosa al 1% vy glucosa al 0.05%).

En la Tabla 3.1 se presantan log sobrevivientes cuantificadou
para cada tiempo ¥ dilucion. En general ge cobserva que al tiempo
caro, el numero de fragmantos viasbles con respectoe al nimero de
fragmenteon cuantificados al microscopie B pmencr por cuatro
ordenas de magnitud, S.6 x 10" ¢ 1.7 x 10" raspectivamsnte,
Esto implica que un elevado pamero de pegmentor eon ligados

durante la fraggentacidn.

Adicionalmonte ea importante hacer notar que al consilderar
loa mobravivientes obtenidoa para la primera dilucién a los
difaerantes tiempos de mutacidn se aprecia una incongruencia. Para
tiempoa de mutacién menores a 35 minutos e presents un  nomerc
incontablea de sobrevivientes, en tanto que, a partir de 40
minutos no Be obtiene nsobreviviente alguno. Sin embargo, al
conasideorar las sigulentes diluciones (10-* y jg-=) gy se
detectarcn scbrevivientes para tiempos de putaciétn mavores de
35 minutos. Este heéecho se puede explicar condgiderando que eal
nomaro de fragmentos viables es tan elevado al inicio, gque un
tiempo de mutacioén menor de 35 pinutos no es suficlente para

cauBar una alavada taza de mortandad, A tiempos mavores, 1a
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TABLA 3.1: CUANTIFICACION DE SOBREVIVIENTES DE MICELIO
HONOCARIOTICO A DIFERENTES TIEMPOS DE EXPCSICICN AL
HUTAGENO MNNG (0.02%).

TIENPO COLONWIAS CUANTIFICADAS A DIFERENTES DILUCIONES
HUngION - - - - —=
tmin) 10 10 10 10 10 10
[} - ' - 557.8 = 8.6 S0.3 t 4.1 5.3 £ 0.5 @
10 - “«  116.8 % 9.5 11.0 £ 1.6. 1.0 to.8 o
20 - - 120.0 £ 1.6 15.0 ¢ 3.6 1.0 t 0.0 O
ao - - 42.5 ¢ 4.4 5.0 % 0.8 ) o
as - 250.0% 3.3 24,3 %25 2.5:t05 - 0 0
40 (] 20.0 % 0.8 1.8 £ 0.5 0 ) o o
45 0 16.0 £ 0.8 1.8 t 0.5 ) _ o o
50 .o 2.5 £ 0.6 o 0 ' o o
.60 0 6.5 t 0.6 0 o o _. o

= Namaro incontable de colonias.



.acéibn dal mutéAgeno continua atin despues de agregar lss cuatro
partes de agua destilada ¥y los fragmentes viables en la primera

dilucion son eliminados por la acciédn del mutageno.

En la Tabla 3.2 se observa una relacion inversa entre el
tiempo de mutacidn y la cantidad de gobraviviaentes. Esta
dieminuyae en un orden de magnitud al pasar de 20 a 30, de 235 &

40, de 45 & 50 y de 50 a 60 minutos de mutaciédn,

En la Tabla 2.2 ¥ la Figura 3.1 se presentan lee porcentajes
da mobrevivencia y letalidad obtenidos para cada tiempo de
mutacion., Como ne puede observar, a partir de los 40 minutos de
mutacion se obtiene més del 997 de letalidad., A los 60 minutos se
alcanza un 99,997, valor que de acuardo a la bibliografia (Raper
and Milex, 1958; Raper, Raper anpd Miller, 1972), sa raecomienda

poara asegurar la obtencién de mutantes,

En conclusisn, se puede decir que para producir mutantes
aceluloliticas (C~) a partir de nicelio monocaridticao las

condicionar miAs adecuadans consisten en:

- Utilizar una suspaensién de micelio fragmentado con una
concentraciédn inicial de 10w a 10> fragmentoa/ml
{corruspondiente a upa concantracion de 10® frapmentos
viablas/ml) .

- Mec=clar alicuotas iguales de micelic fragmentade con el

mutagens MNNG al 0,027 v dejar reaccionar durante S0

minutos.

- Parar la reaccién con cuatro partes de agua destilada
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TABLA 3.2: LETALIDAD . DEL ﬂIéELIﬁ MONOCAEIOTICO A DIFEBENTES
- ’ TIEHPOS DE EXPOSICION L HMUTAGENO MNNG' (0, 0.'.’."-)

TIEMPO DE

HUTACION - .. S —
tmin) - . THUMERO™“iiii
©  s.57@ x 10 . 8,75 . . 100.000 00.000
' : C e e T e .
10 1.168 % 10 S5/07 7700 200939 .- 790061
= R R
20 1.200 % 10 © 5.08 21.513 78, 487
30 4,250 » 10 4,637 7.619 92.381
- . : L
35 2,500 x 10 ) &, &0 4,482 945.518
. - .
4“0 | 2,000 %710 3.30 0.2358 99.642
=
45 1.800 x 10 L3.26 0.323 99.677
. . =
_50 2.500 % 10 2.40 0.045 99.955

60 - * 5,000 % 10 - 1.70 0.009 99.991
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. estéril y diluir hnata 10‘=

--Recuperar laa mutances en’ madio de doble capa. que cuntlene

celulosa al 11 'ﬁglucosa al ‘0. 05% (Materiales Ty Matodos

3.4)s
;.1;2'CdNDICIONES DE MUTACION PARA BASIDIOSPORAS.

Da manara similar a como EBe procedid con el micelic
monocariorico, Be obtuvo ia curva de letallidad para deterninar
las condicicnes de producion de mutantes aceluloliticasg (C-} a
portir de basidiosporas. Estas fuaeron obtenidas de la capa
dicaristica 8 x 3 ({HMaterlales y HMétodes 3.2). La curva da
letalidad sBe realizd sometiendo alicuotas iguales de ia
suspension de esporas cohl una concentracién de 2 x 10° apporas/ml
{contadss al microscopio). a la accidn del mutagene MNNG al 0.27%
durante diferentes ticenpos, La cuantificacicn do " lon
sobrevivientes para cada tiempo de mutacién, incluvendo el tiempo
inicial, se realizd por medio de dilucionos desde 10-2 pamta
107 (Cada dilucien se inocule per cuadruplicado en la primera
capa del medio de recuperacién y 5 dias despues se adicionéd 1la
segunda capa del medic. Esta modificaciodn en la forna da
recuperar permitid la germinacion de las esporas y Bu posterior
Propagacian, ¥a que al tratar de recuperar las colonias de manera
semejante a la realizada.para el micelio monocaridtico no =e

obtuvo sobreviviente alguno (Materiales y Métodos 3,41}

En la Tabla 3.3 se presantan los sobrevivientes cuantificadaoe

para cada tiempo y dilucién. En general se observa que al tiampo

40



TABLA 3.3: CUANTIFICACION. DE . SOBREVIVIENTE:

- DIFERENTES TIEMPOS:, DE' EXPOSI
{0, 02%) :

ASIDIOSPORAS A"
UTAGENO. - MNNG -

a6
a0
35
40

4s

50 9

"
-
[=]
-
[=]
134

=]
[=]
Q

60 606 0.7:05 06 ' o

= Mumere incontable de colenias:




cero, el numero de esporas viables ' con- feapacto -al  namero de
esporas cuantificadas al microscoplio es nuevaménte _manor; por -3

- ordenes de magnitud, 2 X 10® y 5.6 » 10® raspectivamenta.

En 1a.Tab1a 3.4 Be observa una relacién .inversa entre’ el
tiempo da mutacion y el numere de sobrevivientes. Este disminuye
an un orden-de magnitud al pasar de 20 a 30, 35 a 40 Yy 45 a 50
minutos de mutacioén. En la misma Tabla y Flgura 3.2 se presaﬁthﬁ'
los porcentajes de pobreviviencisg y letallidad obtenidos para :cadﬁ
tiempo de mutacion. Como se observa, a partir de los 40 minutés
de mutaclidn s5e obtiane mas del 99% de letalidad vy a los 60

minutos se alcanza un 99.989%R%.

En conclusion se puede decir que para producir mutantes
acaluloliticas (C-}, a partir de basidioBporas las condiciones

mas adecuadas consisten en:

- Utilizar upa suspension de esporas con una cohcentracion
inicial de 10 5 10T esporas/ml (correspondiente a una
concantracion de 10° fragmentcs viables/ml) .

- Mezclar alicuotas jiguales de la puspension de esporas con
el mutAgeno MNNG al 0.02% y dejar reaccionar 60 minutcs,

- FParar 1la reaccion con cuatro partes de agua dastilada
estéril,

- Recuperar las sgporas mutadas sobre la primera  capas del
madio € incubar a 28°C por S diae ¥y hasta entances
adicionar la segunda capa gque contiene celuylosa al 1% vy

glucoss al 0.05%.



TABLA . 3.4: LETALIDAD DE BASIDIOSFORAS A .DIFER .TES TIEHFOS! DE
: EXPOSICION AL MUTAGEND MNNG (0.02%) BN

TIEMPG.. DE. " ..
MUTACION - .
(miny

319: '
: éo;gu
30

3s

40 2.20 x 10 0l393 . © 99.807

45 2.01 x 10 . 0.359 - 99.641

50 F.00 % 10 99.984

60 6.00 x 10

‘0.011  99.989
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. 3.2 PRODUCCION DE MUTANTES ACELULOLITICAS (C-}.

La produccion de mutantes aceluloliticans se realizo
utilizando las cohdiciones determinadas en las curvas de
letalidad {(para micelio monocarisdtico o basidiosporas). Para .loa
exparizanteos de nutacion Be sometid la suspension de micelio o
esporas a la accién del murageno durantse 60 miputosg y
postariormanta se inoculd 1 ml de la suspensié4n sobre el medlo
de recuparacidn. A continuncion se incubaron 1las cajas patri  a
20°C durante 15 dias, para perpitir el desarrrollo micellar. bDe
loa sobravivientes obtenideos, se seleccionareon come posibles
autantes aquellas colonlas que noe desarrollaron hale en al medls
de celulosa,. Eatas Se conservaron an refrigeraclén en medio de
axtracto de malta. Posteriormente se evalu¢ en dilfecrentes medios

By capacidad para consumir celulosa.
3.2.1 EXPERIMENTOS DE MUTACION COH HICELIO MOHQTARIOTICO.

Para lom experimentos de mutacion Ba produjo el micelio
monocaridrico fragnentado (Materiales ¥ HMatodos Z.3.11),

utilizando en forma alterna los monocarioctes nnhn-1 y nh-4.

Con las candicionas determinadas en la curva de letalidsd s&
realizaron inicialmente un total de 8 expaerimenton de mutacioén
{Tabla 3.5). Cabe aclarar que los experimentos codiflcados comc 1
¥y 2 No e reportan en esta parte del trabajo, Ya que forman parte

de un trabajo previo (Avilés Esquivel, M.E.: 1987).
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TABLA:j.S: PRODUCCION DE HMUTANTES ACELUﬂOLITICAS (C-} A PARTIR DE
MICELIO HMONOCARIOTICO  (RECUPERACICN SOBRE MEDIO DE
DOBLE CAPA: SALES MINERALES-CHCY.

EXPERIHENTC MONCCARIOTE CAJAS -  COLONIAS RECUPERADAS
R SOMETIDO A INGCULADAS
© NUHERO . MUTACION (Mo POR POR CARACTER®
. B : CAJA EXPERIMENTO  (C-)
3 . HY 400 20-30 10,000 a8
a7V mat o 7 200 . 30-50 8,000 17
5 LH1 _ . 490 .10-20 6,000 26
s W4 . 3aee z0-36 7,500 13
7 WL, .. 300 . .10-20 4,500 SO
8 . Ha - 300 20-30 7.500 2
e H1 300 - 100-200 435,000 26
C10 T Ha 350  200-300 87,500 42

* Las colontas de tipo (C-) Be caracterizaron por la ausancis de
halo o aclaramiento del medic de celulcsa.



En los experimenteos 3 ml 8 e utilizé una suspenslion de
micalic fragmentado con una concentracién inicial dea t = .iOtﬁ
frapmantos/ml, miantras que para los experimentes @ ¥ 10 éasta fue
de 1 x 103, por ello sa obmerva un incremento en el npumere de

colonlias recuperadasa por caja.

En la Tabla 3.5 se puede observar que €l npuimero total de
colonlias recuparadas es mayor paraé el monocariote nh-4. A pesar
de ello, el numerc de coloniap recuperadas con  caracter (C-) esn

mayor para &l monecariote nh-1.

Al mismo tiempo que ge realizaron estos experimentos dea
mutacién, se caracterizaron las posibles mutantes aceluloliticas.
Duranta dicha caracterizacién 8se encontrdé que el medio de
recuparacién podias sBer modificade para aumentar su Selectividaad
(Experimentos ¥y Resultados 3.3.2). Por ello a partir del
experimento de mutaclén numero 11 se modificoe el wedic de
racyperacion en la primera capa. En vez de upar el madico de salen

8a usc un medioc de DPHMA Bl 0.57% (Marteriales y MHétodos 2.2.2).

Con al medic de recuperacion modificade s+ realizaron
un total de 7 exparimenteos de mutacidn, balo las miomae
condiclones que los primeres experimentos v con una concantracion
inicial de 1 % 10!'® fragmentossml. En 1la Tabla 3.6 me oboervs
que el numaro de colonias recuperadas por caia as muy socejanto
a los experimentos 3 al 8 (Tabla 3.5). Sin embargo. 1a cantidad

de posibles mutantaes recuperadas disminuye notablemente.
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'TAELA 3.6: FRODUCCION DE- MUTANTES ACELULOLITICAS (c=) A PRRTIR DE

. *HICELIO" MONOCARIOTICO i (RECUPERACION -/ SOBRE 'MEDIO OE-
i DOBLE: CAPA: DPMA 07 05%-CHC) '

" EXPERIMENTO.""}

" NUMERG-

S POR GARACTER®
- EXPERIMENTO  (C-)

£.875 a

1
a2 e 5,000 10
iz "1"H1;3 R 590 “' 10230 6,000 10
14 7-‘_'_:-Hd. " 300  20-35  8.250 24
15 - Hi S ﬁso 10-20 3,750 s
16 Ha 300 20-35 6,250 5
17 H1 200 10-20 3,000 2

* Las colonias de tipo (¢~} Be caracterizaron por la ausencia de
halo o aclaramiento del medio de celulosa.



En Tabla 3.7, al comparar el numerc de posibles wmutantes
recuperadas se observa que cuando se usa como medio primers capa
DPtA al 0.5%, estea valor dismlinuye an una tercera parte
aproximadamente (de 0.4505 a 0.1556 respaectivamenta). Da lo
antarior se concluye que la modificacién realizada al medico de
recuparacién contribuye a que se Treduzca osignpificativamente la
cantidad de cepas identificadas con aceluloliticas en el priecer

paso de la caracterizacléon.

3.2.2 EXPERIMENTOS DE MUTACION CON BASIDIOSPORAS.

La razdn principal de realizar en forma paralela nutaciones
con micelio monocarictice y basidicsporas fue para comparar la
proporcién de posibles nutantes con respecto a las  colonias

reacuperadas para ambos casos.

Con lag condiciones daterminadas en 1la curva de letalidad
{Experinantos y Reasultados 3.1.2) y con una concentracion de
10" aaporam/ml (cuantificadas al micrescopio), Be realizaron 3
axparimentos de mutacién. La recuperacidn se llaveé a cabo sobre

al pedic de doble capa medificade (DPMA 0.5%-CHC).

Como Be puede observar en la Tabla 3.8, 1la relacion entra <1
nunero de posniblas mutantes ¥y el total de colonias recuperadas es
semeajanta a las mutaciones <on micelio mohocariotico fragmentado
{(Tabla 3.6}. Por allo se puede predecir que la probabllidad para
obtenear mutsantes aceluloliticas (C-) posiblemente fea la misma
tanto para micelio como para esporas (0.157 aproximadamante),.

Implicando a la vez que las vantajas y/o desventajas que presenta
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TABLA 3.7: EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA PRIMERA CAPA SOBRE

‘LA TDENTIFICACION DE POSIBLES MUTANTES. .
COMPOSICION DE CEPAS CARACTERIZADAS
LA PRIMERA SOBREVIVIENTES COMO MUTANTES (C-)

CAPA® RECUPERADOS
No. %)
SALES MINERALES 43,500 196 0.4505
DPHMA (0,05%) 41,125 64 0.1556

* Exporimentos conaideradon:
- Sales minerales: 3 al 8 (Tabla 5}
-~ DPMA (O5%): 11 al 17 (Tabla &6).



TABLA 3.8: PRODUCCION DE HUTANTES ACELULDLITIC&S (C ) A FARTIR DE
BASIDIOSPORAS IRECUPERACION SOBRE MEDIO DE DOBLE CAPA:
DPMAS 0.5%-CMC) .

caIAs ' " COLONIAS RECUPERADAS

EXPERIMENTO INOCULADAS :
NUMERD {No.) CPOR. i L POR- - - CARACTER® . .
CAJA ~ EXPERIMENTO  (C-) -
1 350 30-50 14,000 7 . 15 -
.2 300 ..20-40 ‘9,000 29 .

2 300 40~50 13,500 ST 1

TOTAL 950 20-50 36,500 - 55

* Lan coloniag con carActer {(C-)}, corresponden aquellan :'qua nho. -
aclaran el medlo de celulosa. : L s




al uso de cada material no influyen en la obﬁencioﬁ de mutantes
Ajienpre y cuando - -se manejen 1&3 condiclones raqueridas para cada

CaBo.
3.3 CARACTERIZACION DE LAS POSIBLES MUTANTES ACELULOLITICAS.

Era importante conocar con la mayor veracidad, la capacidad
yue pomean para consumir celulosa las posibles mutantes aisladas
an los experimentos previos. Por elleo se ovalud el carécter (C-)
por nmedio de resiembras sucesivas an el mismo medio de
recuperacién agi como, an medios con diferenhte fuente de
calulepa. De anta manera fue posible determinar las colonias con

caracter (C-) por dos matodos de avalyaclon diferantes,

3,3.1 EVALUACION DEL CARACTER (C-) POR RESIEMBRAS SUCESIVAS EN FEL
MEDIC DE RECUPERACION.

Para poder daterminar la capacidad para consumir celulosa
por cada pomible mutante fue necasarilo propagarlas ¥ conmervarlas
en un medio nutritive (Extracto de Malta). Una vez aisladas vy
obtenldo suficiante graecimiento micellar se probé su capacidad
para consumir la celulosa dal medio. Para ello sa realizaron
rasiemnbras sucesivas an el medio de doble capa., debide a3 la
ponibilidad de una evaluacidn erronea de la ausencia de halo.
.Euta ase podia presantar en las cepas con elevada velocidad de
cracimiento, que por lo general son de tipo celulolitice ya que
al desarrollarse con mayor rapides su crecimlento miceliar puede

¢cultar al hale formade inicialmenta. asi{, cada posible mutante

&5



se probté en al nedio de recuperacion (utilizado para su
obtencion) en dos ocaciones mAs y por duplicado, evaluandose la

formacién de halo cada 2 diam durante 10 dias.

La totalidad de las cepas recuperadas en cada axparimento de
mutacién fue =scmatida a esta evaluacién, presentandoss una
disminuciédn en la cantidad de cepas caracterizadas come (£-)

daspués de cada resiambra (Tabla 3.9}.

considerando loa experimaentos 1 al 10, la cantidad de cepas
con caractar (C-) disminuve de 370 con la evaluacion 1inicial a
45 y 189 para la primera v segundasa resiembra respectivamente. Por
allo ga puaede concluir que l1la posibilidad de evaluar arrédneamente
un cepa por este matodo es bastante elevada, Sin enbarge, en los
axperimanton del 11 al 17 en donde EBe utilizd el medio dea
recuparaclon modificado se observa que las 64 colonlas con
caradctar (C-) an la evaluacion inicial disminuyen a 7 y 2 para
las resiombras aucasivas. Esto corrobora la mayor salectividsd

del medic de recuperacion medificado.

En los eaxperimentos de mutacidon con basidiosporas, la
cantidad de colonlas con carécter {(C-} diaminuya de 55 con la
avaluacion 1lnicial a 8 para la primera resiembra vy ninguna cepa
(C-) degpuén de la segunda evaluacidn. Estcs raesultados no
pormitieron daterminar la probabilidad que existe para obtener
mutantes (C-} al wusar basidicsporas. Sin embarge, por lam
vantajas que prasanta la obtencién de micelio monocaridtice se

continte realizande los experimentos de mutacién con micelico.
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TABLA 2.9: EVALUACION DEL CARACTER ACELULOLITICO (C~} POR
RESIEMBRAS SUCESIVAS.

EXPERIMENTO MATERIAL COMPOSICION COLONIAS CON CARACTER (C-)

SOMETIDO DE LA

HUHERD A MUTACION PRIMERA EVALUACION PRIMERA SEGUNDA

CAPA INICIAL RESIEMBRA RESIEMBRA
1 H1 Sales 61 8 [

Hineralec

2 H4 45 & 1
b | H1 [=]:] 2 1
4 Ha4 17 5 1
5 H1 26 4 2
=] H4 13 ] 1]
7 H1 50 o 0
a H4 ’ 2 2 1
< H1 26 7 S
10 H4 42 & 3
i1 H1 DPHA {0.5R%) 8 1 0
1z R4 10 0 [+]
13 H1 10 3 o
14 H4 24 2 1
15 Hi 0 ]
f1e - - H4 5 1 1
1? : Hi Q 1]
1 Basidicoporas 15 4 o
..-2 Bamidiosporan 29 3 0
3 Basidicsporas 11 1 o]




En la Tabla 2.10 se indica la nomenclatura dada a las cepan
con caracter {(C-), que fueron Einalmenfe selecclonadas despuas da
de la pegunda resiembra, en ¢l medio de doble capa. La clave
anignada esta compuesta por €1 pumerco de colonla alslada como
ponible pmutante, la letrz ¥y numero sigulentes corresponden al
monocariote uytilizado en cada exXperimente (HI © H4) y la 1letra vy

numerc final correspondan al numero de experimento de mutacion.

3.3.2 EVALUACION DEL CARACTER (C-} MHODIFICANDBO EL MEDIO DE
RECUFPERACION EN LA PRIMERA CAPA.

Epn necesario aclarar que en la madida an que se obtuvieron
las pooibles mutantes se llevd a cabo su caracterizacion. De esta
manara, después de la evaluaclion por resiembras sucesivam en el
medio da doble capa sin modificar (Experimentos 1 al 10}, se
detactd qua la mayoria de lag mutantaes presento un bajo
desarroclle micaeliar. Con el obleto de conocer si agte
comportamianto ara ocaslonado por falta de nutrientes, o bien por
incapacidad para consumir celulosa, Be nmodificd el mbedio do
deteccion an la primera capa, Para ello se sustituveron las sales
ninarales de la primera capa del medic por DPMA al O0.3% y 0.52%.
Al mispo tlempo, se utilizd como medio control para daetectar la

formacion de halo, el medio de doble capa de Sales Hineraies-CHc.

En la Tabla 3.11 =e presentan los resultados obtenldos. Fara
al medio contrel (Sales minerales - CMC) a loe 5 dias de
incubacién ninguna de las cepas desarrolld halo vy a los 10 dias

adlamente la cepa 23 HiI-N1 formd halo celulelitico. Sin eambargo,
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TABLA 3.10: CEPAS CON CARACTER ACELULOLITICO (C-} . DESPUES
) DE LA SEGUNDA RESIEMBRA. R

EXPERIMENTO CEPAS CON CARACTER (C-)
'NUMERO CANTIDAD - CLAVE
1 4 B H1-N1
23 Hi-Ni
e _ S6 Hi-N1
e ] 61 H1-N1
2 R 9 H4-N2
3 1 & H1-N3
4 1 11 H4-Na
5 2 18 H1-NS
2) Hi-HS
8 1 2 Ha-NB
9 5 6 H1-N9
14 H1-N9
20 H1-N9
22 Hi-Ng
. 26 Hi-Ne
10 : a3 33 H4-N10
. 37 H4-N10
40 Ha-N10
14 1 24 Ha-Ni4

16 ' t . 2 He-N16




TABLA 311 EFECTO DE LA COHPOSICION DE LA PRIMERA CAPA SOBRE
.,:?LA FORMACIDN DE HALO CELULOLITICO®.

.FORMACION DE HALO CELULOLITICO

COMPOSICION DE LA PRIMERA CAPA

'SALES DFMA DEMA
MINERALES (0.3%) {0.5%)

TIEMPO DE INCUBACION (DIAS)

e s 10 20 5 10 20 s - 10 .20

8 Hi-H1
23 Hi-N1
56 Hi-N1
&1 Hi-N1

9 Ha-N2

S Hi-N3
11 H4-N&
18 H1-N5
21 Hi-NS

2 Ha-HB

& Hi-N9
14 Hi~-N9
20 H1-Ng
22 H1i-N9
26 H1-N9
33 H4-NlO
37 Ha-HNloO
40 Ha-N1Q
24 H4-N14

2 Hsa-N16

T E 4+

P A

-4

R S R R e R

L T S T O T T S S O N I I R B I |
| T T T T O T T T B B I S
P14+ +++ 1t 1 ++4++1 %1 4+
l_l+.{1 Fl Tl L ++44+4+1 42

:lffffffflff+f+|+|++

B REE AR S

e+ 4 e

s

g

* FORMACION DE HALO: + positivo
- negativo
-/+ difuso



ptara tiempos de incubacion mayores de 10 dias 13 da lsas cepas
fueron capaces de consumir celuloss. Esto implica que para
utilizar esta prueba como metodo de EBeleccién se requiere
prolongar el tiempo de incubacién a 20 dias o mas. En el pedio de
cMC  enriqueside con DPHMA se observd que a medida que 8o
incrementa la concentracion de nutrientes disminuve el tiempo de

fornacién de halo (para las cepas de tipo celuloliticeo).

En la Tabla 3.12 ma presenta en forma resumida la capacidad
de cada cepa para formar hale {o consumir celulosa) en funcién de
la composicién del medio primera capa v del tiempo de incubacién.
Para las cepas correspondientes a los primeros experimentos de
mutacidén me obsarvd que lam cepas 9 H4-NZ, 20 H1I-N9 y 22 H1-N9
tenian parcialmente bloqueada 111 capacidad para congumir
calulesa. La Unica cepa de los primeros experimentos de wmutacion

que presentd caracter acelulolitico total fue la 56 H1-N1.

Para los exparimentos de mutaciéen del i1 al 17, en donde 1la
recuperacion se realizé en el medic de doble capa modificado
{dabido a que con los Tesulrados anterjiores se determinéd una
mayor selectividad), al probar las dos cepam obtenidas en anbas
concantraciones de DPMA me confirmé pu caracter (€=}, S5in embargo
am pbpervé qua a diferencia de las demas cepas, éstas presentaron

caracteristicas de desarrollo miceliar nuy pobre.
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TABLA 3.12; 'INFLUENCIA DE LA COMPOSICION DE LA PRIMERA CAPA SOBRE
S LA FORMACION DE HALO CELULOLITICO POR  LAS . POSIELES.
MUTANTES. . i

FORMACION POSIRLES
DE HALO - = MUTANTES

CONDICIONES"

MEDIO

PRIMERA CAPA

TIEMFO

{DIAS)

11
18
21

40

H1-H1
Hi-N2
H4=N4
H1=N5
H1-NS
H4-NB
H4~N10

DEMA

0.3%

23
14
26
a3
37

H1-N1
H1-N%
Hi-N9
H4=N10
H4=-N10

DFMA

Q.53

H1-N1
H1-NS

DPHMA
DPMA

0.3%
0.5%

10 .

20
22

Ha4=N2
H1-N9
H1~N9

24

H1~N1
H4-N14
H4-NL16

DPMA

0.5%

20

* condiclones de identificacién de halo celulolitico en al manor

tiempo.



3.3.3 EVALUACION DEL CARAGTER (C-) MODIFICANDO LA FUENTE DE
CELULOSA.

Con =] objeto de confirmar e) caracter acelulolitico da las
posibles mutantes fue necesario implementar una forma altarna
pura.uv31Uar al carécter (C-). Para ello se usce como fuente de
celulosas papel filtro colocado sobre medios base de:

- Agar agua

- Agar paptona al 0.05%7

- Agar paptona al 0.i1i%

La prueba coneisti¢ en detectar diferencias de crecimianpto
dabideo a la presencia y ausencla de 1la fuante da carbono
{Matariales y MHétodos 2.6). Con el objato de poder detectar las
pomibles limitantes de la prusba se utilirzaron & capas de tipo
(C~) ¥ 8 cepag de tipo silvestre (C+), Dae manera asimultéanea B&
probt nuevamente la capacildad de formacién de halo dea cada cepa
en el nedioc de doble capa modificado (DPMA 0.5R% - CMC). Ademis 8o
considere la incapacidad gque prasentaron algunag cepans para
dasarrollaree, por lo que sa midi¢ para todos los casos el

cracimiaento niceliar s loa 25 dias de incubacion.

Como 508 observa an la Tabla 3.13 para el madio de doble capa
mrodificade todam las capas wa comportaron como se habia pravisto,
a pesar de que el tiempo de incubacién se prolongo hasta 25 diawm.
in el medio de papal filtro sin suplementos, noe se modifice el
desarrollo miceliar por ninguna de las cepas. Ea decir la falta
da nutrientes impide que se exprese la capacidad para consumir 1la

calulosa. El comportamiento de la mayoria de las cepas GBobre el
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TABLA 3.13: CRECIMIENTO MICELIAR Y CARACTER ACELULOLITICO EN
’ ©u L DIFERENTES MEDIOS.

c. CRECIMIENTO MICELIAR®/CARACTER ACELULOLITICO
CELT.
P MEDIC DOBLE AGAR PAPEL FILTRO
A caba TIPO
L8 - {DPMA 0O.5R%- SIN PEPTONA BEPTONA -
: CHC) SUPLEMENTCS {0.05%) (0.10R%)
'TESTIGOS N i
L HLe .- 32 Ce 270 37 cr 8477 g S1lvestre
H4 2/ C+ 2/ c- 2/ @ .3/ .  Silvestre
SILVESTRES
8 Hl-N1 f< N o2 2/ Silvestre
6 H1-N3 2/ Cy 2/ Silvestre
11 Ha-Na4 2/ C+ 2/ S5ilventre
33 Ha-N1O Iz /S CH 2/ Silvestre
37 H4-NLO 2/ Cs 2/ Silvestre
40 H4-~NiC 2/ C+ 2/ Silvestre
CARACTER C-
56 H1-N1 3/ c- 2/¢c- 2/C-. 3/7¢c- Toral
9 H4-N2 2/ C-/* 1.7 ¢~ ~ 2;/7.€C- .2 / c- Parcial
20 Hi-NO 3/ C-/+ 1/ e 20 G- 2/ C- Parcial
22 H1-N9 3/ C=/+ 2 /€= 2.7 G- 2/ C- Parcial
24 Ha4-N14 1 7 C=- 1./ C= " tof 0= 1 / C- Def. met.
2 H4-K16 & 7/ C- 1/ c-.714e-"" 1/ C- Def. met.
* Crecimiento miceliar:
1 = nulo
2 = pobre
3 = bueno
4 w abundante



-

madio de Papel Filtro - Peptona al 0.05% fue similar al opservudo

en el medio da dobla capsa, con exXcapcién de las  cepas Hl,

< Hh-ﬁ;. 20 Hi-N% vy 22 Hil=-N%9 que 5e comportaron como
aceluloliticas. Al aumentar la concentraciton da peptona =l 0.1%,
todas las cepas Se comportaron de manera semejante al medio de
doble capa, con la ventaia de presentar un desarreollo miceliar
mAs vigorozo. La degventaja de este medio en comparacion al de
doble capa se fundamanta en la imposibllidad para datectar cepas

con caraActer acelulolitico parcial.

Con respacto a laE capas 24 H4-N14 ¥ 2 Ha-N16 Be presentd
nuavamente una falta de desarrollo miceliar, razén por la cual sa
considerd que astaban alteradas de alguna forma en su metaboliswo

debido posiblemente al procesc de mutacion.

Come resultado da 1as evaluasciones realizadas ae puede
concluir que lp evaluaciéon del caracter (C-) se debea de realizar
al inicic (cuando se tiene un gran mimetrc da cepas Ppor probar)
en el medio de Papel Filtro -~ Peptona ol 0.1% debido a 1lo
economico que resulta este tipo de medio. En tanto que la
confirmacién del caracter (C-} s& debe de realizar wusande el

madico de doble capa modificado (DPMA 0.5% -« CHMC).
3.4 SELECCION DE LAS CEPAS A HMEJURAR GENETICAHENTE

Para seleccionar las c¢epas que seran majoradas ganéticamente
es necesario definir lasg caracteristicas que sa desean obtener en
la descendencia. Para ello se requisre considerar las eventuales

alteraciones producidas por el agente mutegénice a la mutante
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seleccionada y tratar de eliminarlas por complementacion con la

avuda del monocariote apareante.

Para meleccicnar la mutante acelulolitica se consideraron 2
caractarinticas: la incapacidad para consumir celuloga y el
desarrollo miceliar. Con los resultados obtenidos durante 12
evaluacion del caracter {C-), Be selecclond la mutanta 55 Hi-Ni
por sar la uvnica cepa que no consumié la fuente de celulosa baljo
las condiciones probadas. Aduemas, presentd el desarrollo mlcallar

mas abundante comparado con el resto de las mutantes (Tabla 3.13).
3.4.1 SELECCION DEL MONOCARIOTE SILVESTRE COMPATIBLE

Dado qua 1a velocidad de desarrollo de 1lm mputapte o8 lenta
comparada con las cepas de tipo gilvestre, sa requerina
meleccionar para su  apareamiento un monocariote con  abundante
dasarrollo miceliar. Para ello me probéd el crecimiento wmiceliar
des 16 moneocariotes de tipo silvestre (en la Tabla 2.1 de
Materiales y Métodos me indican las principalms caracteristicas
de cada cepa} sobre un medic & base de paja de trige {(Materiales

Yy Métodos 2.8).

Loa resultados obtunldos Indican qua los aonocarictac
denominados: Mo. 24, P2-IE, P4-nhi vy 3004/H-26 fueron los que
presantarcn el desarrclle miceliar mas vigorozo en paja de trigo
({Tabla 3.14). Adicionalmente & un buen desarrollo vegetative el
monocariote a seleccionar debe de ser compatible con la mutante y

dar origen a un dicariote <on crecimlento vigoroze en paja ¥y
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TABLA 3.14: CRECIMIENTD MICEMIAR DE MONOCARICTES SILVESTRES
(c+) SOBRE PAJA DE TRIGO.

'HONOCARIOTES CRECIMIENTO MICELIAR

Mo. ”§ o ' 1

-

Ho. 127

Me. s
Ho;_'é?
ﬁh~11
nh«42

52 H1/Mo .12
42 Hi/Mo. 41
.nh 2/H1-Gy.
Mo. 236
P3-~1IR

nh 1/Hi-Gy.
Mo. 24
F2-XE
P4-nhi

TROMIN MW L W NN RN N NN

3004 /H~26 R

* Crecimianto miceliar:
.= nulo

pobra

buenc

abundante

IS



buena fructificacién. Asimismo, con el oblete de ﬁrotegar la
cepa desarrollada es conveniente que el dicariote seleccionado
‘tambisAn presente esporulacién deficliente en caso de ser posible
{eato ayydaria a evitar posibles menipulaciones genéticas de las

cepas obtenidas).

Aai los 16 monocariotes silvestres fueron apareados con 1la
mutante S6 H1-Ni para determinar su compatibilidad (Materiales
¥ Méatodos 4.1). Comoc sa cbserva en la Tabla 3.15 las unicas cepas
Que no ae aparearon con la mutante fueron la nh-11 v nh-42. Ello
dascarté la posibilidad de cobtener descendencia con eaporulacién
deficiente, debido a que estas ceapas erah las unicpas de tipo

agporogeno.

' Lom 14 dicariotes obtenidos e inocularon eh cajas petri gque
contanian paja de trigo para observar Bus caracteristicas de
fructificacion vy recolectar BUR asporas . Denpusas de la
incculacién las cajas me incubaron a 2Z8°C an obacuridad hasta gu
total invasién con micelio. A continuacion se expusierbn a la luz
para permaitir la formacion de primordios, Finalmente Ee
incremento la aereacion y la humeadad relativa para promover el
desarrolle de los cuerpes fructiferos ¥ su asporulacisn
{Hateriales y Métodos 5.1, 5.2 y 2.,2). En la Tabla 23.16 ne
presanta el tiempo que requirid cada dicariote para formar
asporoforos ast como , BuBs principales caracteristicas
morfolegicans. Los dicariotes que produlereon esporcfores de tipo
normal corresaponden a los apareamientos entre la mutante 56 H1-H1

con las cepas: Mo. &, Mo. 24 ¥ 42 Hi/Mo. 12.



TABLA 3.15: COMPATIBILIDAD . DE .LA MUTANTE . ACELULOLITICA
56 H1-N1 CON DIFERENTES MONOCARIOTES SILVESTRES.

APAREAMIENTOS = .. %
(56 H1-N1 % e

————n)

Mo. - 3.
Mo. 6 . L S ' _ .
Mo. 24 - ' o .
Mo. .36_ B . .
‘Mo, a7 A _ +
‘Mo. 127 o : ' .
P2-1E N .
Pa-IR : .
P4-nhl : .
3004 /H-26 v
nh-1/H1-Gy. : : T
nh-2/H1-Gy. . ' +
42 Hi/Mo, 12 ' o .
42 H1/Mo, 41 : e
nh-11 o Dl




TABLA 3.16: FRUCTIFICACION DE LOS APAREAHIENTOS Fosrwzvos CON LA
MUTANTE S6 H1-N1. _ .

. FRUCTIFICACION

DICARIOTES
TIEMPG . MORFOLOGIA®
456 Hi-N1 % ___) R
: (D1AS) " ° . FORMA . TAMARO
Mo. a : gﬁ.”'- i : a a
Mo. 6 L éﬁ, IS n
Mo. 24 . ooz2 [ o a
Mo. 36 22 a a
Mo. 37 23 ' 2 2
He. 127 17 a : a
P2-1E 24 a -
P3-~1IR 23 - a
P4-nhl 23 . a a
3004/H-26 26 a a
nh 1/H1-Gvy. 23 n a
nh 2/H1-Gy. 22 n ) =
42 Hi/Mo.12 23 n " m
42 Mi/Ho.al 26 m - a

* Morfologia:
n * normal
a = anermal



Como resultade de las pruebas realizadas se obsarvéd gue la
capa Mo. 24 presentd las sipguientes caracteristicas:

- Vigoroze creaecimiento en paja de trigo.

- Compatibilidad con la mutante 56 Hi-H1i.

= E1l dicariote reaultante produce cuerpos fruétiferos

normales an un tiempo corto.

Por tode lo antarliocor el apareamiento de la cepa Mo. 24 con
la mutante 56 H1-N1 fue Belecciohado para llevar a cabo el

mejoramiento genético.
3.5 MEJORAMIENTO GENETICO.

El mejoramiento genético se realizéd con el objetc de obtener
copas capaces de producir una degradaciéon selectiva de la
lignocelulcan. Es decir bloqueadas en su capacidad para consumir
calulosa, c¢on vigorozo desarrollo miceliar v con capacidad para
conaumir lighina semejanta a la cepa 8 X 3 (Capa proganiteora de
de la mutante 56 Hl-N1}. Pars el mejoramiento genatico el hibride
rasultante de la cruza entre la mutante (C-) 56 H1-N1 y el
monocaricte silvestre Mo. 24, fue propagado para posteriormente

selesclonar de zu pregenie zguellac copas 6o coricter (C-).
3.5.1 OBTENCION DE LA PROGENIE.
La progenie del dicariote portador dal caracter

acelulolitico (56 H1-N1 » Mo. 24) ge obtuve germinando las espora

racolactadas de un cuerpo fructiferc maduro {Materiales V¥



. Hatodom 4.1 y44.2).-E1 aislamiento de la progenie se realizo a
partir de las asporas de dos diferentes cuerpos fructifercs. De
“asts maners se recuperaron dos poblaciones, Para la primera

ﬁoblacion sEe ailslaron 204 cepas Y 275 para la segunada poblacion.
. 3.5.2 SELECCION DE MONOCARIOTES PROGENIE DE TIPQ {(C-)}.

La determinacilon del caracter (C-} en la proganie se llevo a
cabo consilderando los resultados obtenidos durante la evaluaclon
dal caracter de las mutantes (Experimentos y HResuyltados 3.3.3).
FPor allo se utilizd iniclalmente el medico de Peptona - Papal
filtro para descartar las cepas de tipo celulolitico. Las capas
de tipo (C-) se probaron posteriormente en el medio da DPMA -

CHC.

La evaluacidn inicial del caraActer (C-) para cada una de las
poblaciones ag realizéd an al medio de peptona al 0.1% con papel
filtro (Haterialas y Matodos 2.6 y 2.7}). La prueba se Jlleve a
cabo dos veces, observandose 8su compertamiente cada 7 diao

durasnte 35 dias.

En la primera evaluacion se pretendia descartar a todas
aguellas cepas que presantaran un marcado caraActer celulolitico,
Como s obmerva eon lax Tabla 3.17 despuds de wasta pripera
avaluacién se descartsron 131 v 188 cepab de tipo celulolitice en

cada poblacién respectivamaente.

La segundas evaluacidtn se realizé con el propositd de

verificar y seleccionar las capas de tipo (C-). En la Tabla 23.1i7

54



" TABLA 3.17: EVALUACION DEL . CARACTER ACELULOLITICO .(C-) EN LA
© 7 PROGENIE DEL DICARIOTE S6 Hi~N1 X Mo. 24 SOBRE AGAR
i . .PEPTONA 0.1% - PAPEL FILTRO.

e ] CEPAS CON CARACTER (C-)
. T cEPAS . : s '
' POBLACION = AISLADAS =°~ - -
e “ITOTAL) INICIALES

CFINALES ~ 0

NUMERO . .- - - CLAVE




82 observa .que despuéa de eaesta evaluacidn unicamenté 1]
obtuvieron 13 capas de tipo (C-) para la primera poblacién y 16
bnra la segunda poblacién. Los numeros Jindicados en 1la ultima
columna de la Tabla 17 corresponden a las claves asighadan a las

capas de tipo (C-).

Las cepag que resultaron aceluleliticas en la avalttacion
inicial fueron probadas en el medico de DPMA (0.5R) - CMC. La
prueba consistid en evaluar la pogible formacion de halo de lag

29 ceapap (C~}. L2 evaluacion se realizé cada 7 dims durante 35

dias.

Los resultados de la Tabla 3.1:18 indican que 5 vy 8 cepas de
cada poblacidén formaron halo a los 7 dias de incubacidén. E1 resto
da las cepas se comportaron como aceluloliticas durante toda la

evaluacidn.

Conparando los reaultados obtenidos en los mediosa a bame de
papal filtro y de CHMC ue observé que éste Ultimo permitld
descartar algunag c¢epas con clarta capaclidad para coneumir
caelulosa, Ademas de reducir el tiempo de deteccion de 35 a 7 dias

de incubacién.

3.5.3 DEFINICICN DEL HNUMERO DE GENES INVOLUCRADOS EN EL
CARACTER (C-).

Es importante determiner con la mayor exacticiud posible la
cantidad de capas da tipe (C-) dentro de una poblacion. Esta
informacion permite calcular el numerc de genes involucrados ean

ia segragacidn del caracter {(C-) por medio de la féormula:
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TABLA.B.IB:'FORHACION DE HALC CELULOLITICO FOR LA PROGENIE DEL

.DICARIQCTE 56 H1-N1 x Mo.

24 SQBRE DPMA 0.5%-CMC.

 POBLACION

CEPAS
. MONOCARIOTE
(CLAVE)

FORMACION DE HALO
{DPMA ©O.5%-CMC}

COMPORTAMIENTO

- Silvestres

Aceluloliticas

a“7
49
65
71
ao

Silvestres

i0
19
45
54
55
62
72
92

Aceluloliticas




|

2
an donde:

n = npumaro da genes

El valer que pe obtisne de egta formule representa la

fracelén de la poblacion qua debe contener el caractar daseado.

Considerando la cantidad de cepas (C-) obtenidas en las doa
poblacionas estudiadas, estas representan entre 3 v 4% del numero
total de colonias aisladas (8 cepas acelulecliticas en capa
poblacién con rempecto a 204 y 275 colonias totales aimladas para
la primara vy segunda poblacién respaectivamsntal).~ Al comparar
estes valoress con los datos presentados en la Tabla 3.19 aB
factible predecir la participacion de 5 pehes en el caracter (C-)
de esta progenie, ya que en egte caAsSO sSe @peraria un  3,125% de

la poblacién con caracter (C-).

En importante que esta estimaciéon del nimerc de ganes seca
avplada por medio de una pruebs estadistica, que nos proporciocne
un rango de confiabilidad. La prueba estadistics gque se utiliza
generalmente para determinar an forma confiable el pumerc de
genes involucrados en la segragacion de un caraActer determinado
dentro de uns progenie se conoce como X¥® (Chi cuadrada), En aata
pPrusba se ccmpagra la relacidn que existe dentro de una poblacidn
antre al numero total de colonias y las cepas de tipo (C-). Esta
conparacién se raaliza considerando los valores tesricos que se
espararian para un hunero determinado de genas con respecto a los
datos obtmnldos experimentalmente. Dicha comparaciéon se realiza

de acuardo a la siguienta formula:
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TABLA 3.19: PROPORCION ESPERADA DE UNA POBLACION CON EL CARACTER
DESEADO DE ACUERDO Al. NUMERC DE GENES INVOLUCRADOS.

NUMERO VALCORES PORCION DE LA POBLACION CON EL CARACTER DESEADO
DE DE

GENES 2 FRACCION {1/27) PORCENTAJE
1 2 1/2 50.000
2 i/4 25.000
3 a 1/8 12.500
4 16 1/16 6.250
5 32 1/32 ' 3.125




X* = {0 - @)= se

" an donhde:

X#® w Chi cuadrada
A
O = Valor cobservado

- = Yalor esperado teédricamente

Finalmente el valor da X=® calcylado ae compara con respecto
al valor de la Tabla de X* para un grade de libartad. Si el valor
calculado es menor que el de tablas =ae concluye qua no axiste
diferencia significativa entre lc esperade ¥ 1o obtenido. Cabe
aclarar que en la madida an que disminuye el valor de X* apypenta

el grado de confiabillidad con que la hipéteais as acaptada.

En la Tabla 3.20 se prasantan loa valorer da X= para el caso
de gque estuvieran 4, 5 & 6 genas Involucradeoas en el carActer
{C-). Analizando los resultados cobtenides, en la primera poblacidén
me prasentd la posibilidad de que fueran 4 © S5 genas lon
involucrados, siendo maycor la probabilidad para 5 genas debido a
que el valor de X* gg menor. Sin embarge, para la magunda
poblacién y lom datos de ambas poblacionen considaraden
conjuntamenta, adlo es posible concluir Que axisten S penes

invoiucrados en la expresion del caracter acelulolitico.
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TABLA 3.20; DETERMINACION DElL NUMERO DE GENES POR SEGREGACION DEI
CARACTER (C-} EN LA PROGENIE DEL DICARIOTES 56 Hil-N1

X Mo, 24.
NUHERO SEGREGACION DE MONOCARIQTES (C-) VALOR
DE VALOR ESPERADO VALOR EXPERIMENTAL DE
GENES BRELATIVO ABSOLUTO RELATIVO ABSOLUTO K=
(%) (%)

Primaera Poblacidn: monccariotes aislados 204

4 6.2500 12 1.92
s 3.1250 65 ,..... 3.92 ..... B ,.... D.66
-] 1.5625 e 8.33

Sepunda Poblacién: monocariotes aisaladog 275

4 6.2500 17 4 .76
) 3.1250 9 el 2,90 ..., B L.... 0011
& 1.5625 4 4 .00

Ambas Poblaciones: moncocarliotes aisalados 479

4 6.2500 29 5.82
S 3.1250 15 ...... 3.34 .... 16 ,.,.. 0.06
& 1.562% 7 11.57

* Valores da X= , 3,84 indican una diferencia significativa
entre lo esperado y lo cbtenide experimentalmenta.



3.5.4 DETERMINACION DE LOS TIPOS DE COMPATIBILIDAD DE La
PROGENIE (C-).

La determinacién de 1os tipos de compatibilidad se realizo
con el objeto de clapificar las cepas (C-) an los cuatro tipos de
compatibilidad. Con esta informacién es potible hibridizar las
¢epas de cada uno de 1los grupos compatibles (progenitores o
recombinantes} para obtener cepas dicariéticas. Las cepas
dicaritticas en comparacion con las wonacarioticas presantan  la
vantaja de tepar uh demarrollo miceliar més rapide ¥y vigoro:so.
Adewmas, por lo general son capaces - de producir cuerpoan

fructiferes,

Los tipog de compatibilidaed se determinaron apareando en
Primer lugar las cepas (C-) con las cepas progenlicoras 5S6 H1-N1 v
Mo, 24 {(Materiales vy MHMétodes 4.1). Las capas (c-) cuyo
apareamiento fue positivo (formaron un dicarlote)l con la mnmutante
$6 H1-N1 corresponden al tipo de compatibilidad Mao. 24, mientras
que laa cepas de tipo 56 Hi-Nl fueron aquellas que sSe aparearon
positivamante con la cepa Mo. 24. De esta manera se identificaron
lan cepas con tipos da ceompatibilidad progenitores. Las capas
cuyos apareanlentes resultaren negativos en ambos casgos {no
formaron dicarioctes) cerresponden al grupo dé recosblnantes S
tipo de compatibilidnd dentro de aste grupo fe daetormina
apareatide una de ellas c¢con el resto de las capas, Los
apareanientos positivos indican que lpn cepa pertenecan al grupo

111 v les negativos al grupo 1V,
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En la Tabla 3.23 me presenta la clasificacion de la progénie
scelulolitica de las dos poblaciones eﬁ 10&' cUsLTO .tipﬁa de
compatibilidad. Para la primera poblacion laa cephs”coﬁ clave 68
¥ 71 pmrtanacen al tipo progenitor 56 Hi-N1 y las cepas 1313 y 4B
partanaecen al tipo progenitor Mo, 24. Las cepas restantes (74,
84, 86 ¥ 92) pertenacen al arupc de los recombinantes. Su tipo de
conpatibilidad se determiné apareandce la cepa 84 ¢on las cepas
74, 86 ¥y 92. Las cepas que formaron dicariotes fuereon la 74 v 85
por le quea pertenecen al tipe 111, Consecuentemente las cepas B4

¥y 92 pertenecen al tipo 1V de los recombinantes.

En la segunda poblacion la distribucién de las cepas an 108
4 tipos de comppatibilidad fue de 4 para los progeanitores y 4 para
lom recombinantes, Dentro de los progenitores 3 fueron de tipo
56 Hi-H1 {45, %S4 y 62 ¥ 1 da tipo Mo, 24 (72); para los
recombinantes 1 fue de tipo IIT (92) vy 3 fueron de tipo IV (18,

19 ¥ 55).

3.5.5 APAREAMIENTOS EWTRE MONQCARIOTES COMPATIBLES CON DIFERENTE
CAPACIDAD PARA CONSUMIR CELULOSA.

Ccon @&l objeto de obeervar 1la posibilidad gque exigtae para
obtenar dicarintan acaluloliticos e hibridizaron capas
noneocaridticas de tipo progenitor o recombinante conl caracter
{C-) v (C+}. En la Tabla 3.22 s8e da una lists de laa cepas
monocaristicar de cada poblacion que Be utilizaron para la
cbtancion de dicarjiotes. En la Tabla 3.23 se presencta de manera

reaunida la cantidad de apsreanientos reaslizades en cada cago.
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'TABLA’ 3.21: CLASIFICACION DE LOS MONOCARIOTES ACELULOLITICOS . EN
T LOS CUATRO TIFOS DE COMPATIBILIDAD.

TIPOS DE
COMPATIBILIDAD

HONOCARIOTES ACELULCLITICOS

POBLACION 1 POBLACION 2.

CLAVE TOTAL CLAVE - R TOTAL: -

PROGENITORES

56 Hi-N1i

Mo. 24

RECOMBINANTES

Il

v




TABLA 3,22: MONOCARIOTES UTILIZADOS PARA HIPRIDIZAR Y SELECCIONAR
DICARIOTES ACELULOLITICOS.

TIPOS DE MONOCARIOTES (CLAVES)® -~
CARACTER
COMPATIBILIDAD POBLACION 1 POBLACION .2
PROGENITORES
56 H1-N1 ' c- .68, 71 ez7 .
cs+ 3z, 37, 46 .. - 2,78, 29, 46, 49
' 53,-57, 59, 71, @8
Mo. 24 © e o33, 4B 72
o+ 10, 18, 65, 81 20, 40, 47, 50, 74
RECOMBINANTES
111 c- 74, 86 92
Cc+ 26, 69 a, 16
v c- 84, 92 i@, 19, S5
c+ 12, S6, 73, 104 6, 12, 14, 39, 65

73, 77. 80

* Monocarioten descendientes del dicariote 56 Hi-Ni x Mo, 24,




TABLA 3.23: APAREAMIENTOS ENTRE MONOCARIOTES

CELULOLITICOS Y

ACELULOLITICOS,
APAREAMIENTOS
POBLACION
TIPOS DE : : CANTIDAD
COMPATIBILIDAD CARACTER REALIZADA
1 Progenitor C- X C=- 4
{S6 H1-N1 x Mo. 24)
C= % C+ 14
C+ % C+ Tz
Recombinante - Ce. %X C- 4
{III = IV) LT
C- x C+ 12
+ ‘a
2 Progenitor . .. . 3
{56 H1-Ni x Mo. -
. S 25 .
S0
Recombinante " 3
(IT1 X Ivy '
- Lo 14

16




- 3.5.6 SELECCION DE DICARIOTES ACELULOLITICOS.

Una vaz obtenidos los 54 dicariotes de la pripera poblacién
v 111 de 1a gegunda poblacidén se procedioc a determinar =su
~ capacidad para consumir celulosa. FPara ello, 1la evaluacien se

raalizés utilizando dog métodos con &1l obleto de comparar les
rasultados obtenidos. La primers avaluacién so llevd a cabo en el
medio de poptona - papal filtro cada 7 dias durante 35 dias. La
sagunda =valuacidn se realizdé en el medic de DPMA - CMC a los 7 vy

14 dias de incubacion.

Loe resultados obtenidos se presentan en lam Tablas 3.24,
3.25, 3.26 y 3.27. Caba eeflalar que en 1las dos avaluacioneas
realizadag un nineroc elevado de cepas se comportarcn de wmanera
difarente en ambos matedos. Es decir, parte de las cepag ae
compeortaron como (C+} en al medlo de papel filtro vy como (G-} en
el medio dea celulosa. En aste camo posiblemonte en al madioco de
CHC &l halo se forme durante los primeros dias da incubacién vy
debide al abundante desarrollo miceliar, este fue ocultadoe vy 1la
cepa sa avalud erroneamente como {C-~). Tasbién BsBa presente el
caso contrarico, en donde las cepas se aevalwaron como (C-) ean el
medic de papel v 2ama (C+) an el medlo de celuloss., Este tipo do

compportamianto posiblemente se debe a que el papel filtro esn

una
fuente de celulosa menos disponible que la CHC debldo a que la
celulosa fusa wsomatida a un tratamianto acido (tratamiento
Walsetn}). Ello explica la rezédn por la cual 1la evaluacisn en

papal raquiere de 7 a 35 dias e&n tanto, que la evaluacién en al

madio de CHC requiere solamanete do 7 a 14 dias. Por elle es
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LOS - - APAREAMIENTOS ENTRE PROGENITCRES . {PRIMERA
POBLACION) EN HEDIO CON PAPEL FILTROQ Y:CPN'CHQ‘ SN

MONOCARIOQTES CARACTER

TIiPO DE
Mo. 24 MONOCARIOTES
{CLAVE) APAREADOS
33 . c-
4B
10 — c+
18
65
81 C+ C+ C» C+ Ce(=)

HEl Bigno indicado entre paréntesis correspende al caracter del
dicariota en medic de DPMA 0.5% - CMC en caso de haberse

regiotrade difarente resultado en maedic de peptona - papel
filcro.



TABLA 3.25: EVALUACION DEL CARACTER ACELULOLITICO/CELULOLITICO
DE LOS APAREAMIENTOS DE TIFO RECOMBINANTE (PRIMERA
PORBLACICON} EN MEDIO CON PAPEL FILTRO Y CON CHMC:.

MONOCARIOTES CARACTER MONOCARIOTES RECOMBINANTES TIPO IIX

RECOMBINANTES DE
74 - 86 27 69
TIPC IV HONOCARIOTES

{CLAVE) APAREADOS c- C+

84 . e- - e

92 . C~- R =

12 c+. Cee L e ey

; 55 : - G+ C=l+) . C-{+) . Cs
73 ' ’ c+ C-l+} - C- c+
104 ' C+. C-(+} C-{+) C-(+)

. . E;.l signo indicade entra paréntesis correaponde al caradcter del
: dicariots an medic de DPMA 0O,.5%-CHC an -1-1.1- de ° habarse
ragistrade diferente resultado en medic de peptona - papel
filtro.



TABLA 3.26: EVALUACION DEL CARACTER ACELULOLITICOICELULOLITICO
DE LOS APAREAMIENTOS DE TIPO PROGENITOR ‘{ SEGUNDA
POBLACION) EN MEDIO CON PAPEL FILTRO Y CON CHC*,

HMONQCARIOTES CARACTER HONOCARIOTES TIFO Mo. 24

TIPO DE

72 20 40 47 S0 74

‘56 Hi-Ni HONOCARIOTES

{CLAVE) APAREADOS c- ) e

45 C-
‘54

62

2
. -
49_'-
53
'_571 - RN i:. L  ; é;:'::. K'ECf?  'C+:t.‘¢+:
se ' e  c;“: o ”-541:

71 : : C-(+} C-(+} C- Cu(+) C-{+)} C»

ae C+ C+ C+ C+ C-(+) Cs

* El signo indicado entre paréntesis corresponde al caracter del
dicariote en medio DPFMA 0.S50-CHC cuando el resultade [fus ~
diferente aen pmedio peptona - papal filtro.



TABLA 3;275 EVALUACIbN DEL CARACTER ACELULOLITICO/CELULOLITICO
. . DE LOS APAREAMIENTOS DE TIPO RECOMBINANTE (SEGUNDA
POBLACIOH)} EN MEDIO CoN PAPEL FILTRO Y CON CHMC:.

' MONOCARIOTES CARACTER MONOCARIOTES RECOMBINANTES TIPO IXIL

' RECOMBINANTES - DE . _
L 92 a - Y-S
CTieO 1V HONOCARIOTES
" (CLAVE} APAREADOS ¢-

ie c- c-

19 ’ c-

. c._-. -

) c+

12 : ...-ﬁ.u Efé;

14 : R c+

P -

65 ' . Coge . e
73 C~- cr C+
77 c+ : G-ty c+ .
= 1] Cal+) (23 C+

* ELI signo indicado entre paréntesis corresponde al caracter del
dicartote en medioc de DPHA 0.5% - CHC en caso de haberse
registrado diferente resultado en medio de peptona-papel filtro.



factible que si al tiempo de incubacion an el medio de papal se

hublera prolongade mas de 35 dias, este tipo de capas
posliblemente consumrian la celulosa del papel de fgual forma que
consumiercn la CHMC. Considerando los problemas anteriores Be
determinaron comc dicariotes aceluloliticos vunicamente a las
cepas que en ambas avaluacionas sa comportaron cono

aceluloliticas.

En moenueral ge observé que los dicariotes provenlantas de
monocariotes con carasctar (C-} slempre son de tipo’ acelulolitico,
Para el camsoc da lon dicariotes resultantes de apareamientoas de
tipo C- % C+ #e obmervd que Onicamente 4 de los 64 dicariotes
fuaron de tipc acalulolitico. De manera senelente para los
dicarioteas resultantes de apareamientes C+ x C+ solamshte se
obtuvieron 6 dicariotes aceluloliticos de los 86 dicariotes
probados. Estos resultadom indican que exisate una probabilidad
muy baja de obtenar dicariotes aceluloliticos a partir de

apareanientos que involucren monocariotes de tipo (C+).

£n la Tabla 3,28 me presenta una lista de los dicariotes que
presantaron caracter {C-) en los dos méatcdos de evaluacidn. Al

misme tiempo se ilndica el carActer de los monocariotes apareados.

3.6 COMPORTAMIENTO DRE LOS DICARIQTES (C-)} SOBRE PAJA DE TRIGO,

Una vez que Be obtuvieron dicariotes con carActer

acelulolitico era importante evaluar la forma an que se

desarrcllan vy consumen los componantes de un desperdicio

61



TABLA 3. 28 DICARIOTES ACELULOL!TICOS (C-) EN LOS- DOS HETODOS DE

EVALUACION‘
QRIGEN TOTAL DE CEPAS ACELULOLITICAS
[CARACTERES APAREAMIENTOS
APAREADOS) REALIZADOS NUMERO TOTAL . CLAVE

C~ % C- 14 L14 45 x 72
S4 w 72
62 x 72
68 x 33
68 x 48
71 = 33
71 % 4B
74 x 84
74 % 92
86 x B4
B6 x 92
92 x 18
92 x 19
92 % 55
C- % C+ 65 4 27 x 92
: 32 » 33
62 x 47
92 x 73
C+ % Ce+ a6 [ -] 16 x 65
’ o 27 » 73
a7 x 186
49 x 74
59 x &0
71 » 40

Motodes de detaceisn:
- Paptona 2.1% - papel filtro.
- = DPMA 0.5% — CMC.




agricola. Ello parmitiria determinar objecivemente las vantajas
y]o'deavaﬁa:as da somater una ceps a un tratamiento mutagénico vy

posterior mejoramiento genatico.

3.6.1 EVALUACION COMPARATIVA DEL DESARROLLO MICELIAR DE LOS
DICARIOTES {C-} EN MEDIO DE PEPTONA Y DE PAJA DE TRIGO.

lLog 24 dicarictes aceluloliticos se evaluaron en wnedlosn de
paptona - pajia de tripgo vy papatona s8dla (Materiales vy Méatodos
2.2.7 ¥y 2.2.8). Esto se raallzeé con el objeto de conocer v
comparar la capacidad de cada cepa para dessarrcllarse en paja de

trige v en medio dea paptoha.

En la Tabla 2.29 8e presentan lop raesultados de dicha
evaluacion a los 7 diss de incubaclon a 28*C, Los datos
prasentadoe son €l resultado da 3 mediciones. En la ultima
columna da la tabla seo presentan las diferencias en crecimiento
obmervadas nl comparsr el desarrolle miceliar en el medlo de palja
con raspeacto al de peptona {(las diferencias en crecimiento ae
determinarcn por medio de una Prueba “1"), En la eavaluacion de
los 24 dicariotas probados sae cobseervd que 14 presantaron mayor
deparrollo niceliar sobre sl madico de paja (con una P=395 o
P=99R%)}: 7 sa desarrollaron de igual forma en ambos medio vy 3
preasantarcn menor desarrcllo micolizr sn el medioc de pajsa que ean

peptona.

Con bage en los resultados obtenidos, en la Tabla 3.30 sa
prasanta una clasificacion de los dicariotes (C-) de acuerdo a su

desarrollo miceliar sobre el medio de paja de trigo. Dentro de



_TABLA '3.29: ‘EVALUACION DEL DESARROLLO MICELIAR DE LOS - DICARIOTES
- - ACELULQLITICOS SOBRE MEDIO DE PAJA Y DE. PEPTONA.

o QRIGEN CEPAS DESARROLLGC MICELIAR {cm)} CRECIMIENTO

(CARACTERES ~ACELULO- e RELATIVO
. APAREADOS} LITICAS PAJA PEPTONA {PAJA/PEPTONA)
C- x C~- 45 x 72 3.93 = 0,11 3.73 £ 0.06 Igual
54 x 72 3.76 + 0.1t 3.26 * 0,11 MHayor (P=99%)
62 » 72 4,00 * 0,00 4.00 & 0,00 Igual
68 x 33 3.70 = 0,00 2.73 ¢ 0.25 HMayor (P=9SR)
&8 x 48 3.73 ¢+ 0.25 3.56 % 0.1t Igua)
71 % 33 3.6 £ 0.23 3.06 t 0.11 Hayor (P=95%)
71 x 48 4.00 2 0.00 3.06 £ 0.11 Mayor (Pa29I%)
74 % B4 3.43 * 0.06 2.50 £ 0.10 MMayor (P=99%)
74 x 92 3,03 £ 0,15 2.16 * 0.20 MHMayor (F=99%)
86 x B4 4,10 = 0,10 3,87 & 0.15 Igusl
a6 x 92 .47 2 0.06 4.53 t 0.06 HMenor (P=99%)
92 » 18 3.86 £ 0.15 3.53 % 0.06 Mayor {(P=95%)
92 % 19 4.03 £ 0,05 3.46 * 0.06 Hayor (P=99%)
92 x 55 3.66 ¢ 0.15 3,73 £ 0.06 Igual
C= % C» 27 n 92 4,23 2 0.2 4.10 2 0.10 Igusl
32 x 33 4.00 £ 0.00 3,00 t 0.00 Hayor (Fag9%k}
62 x 47 3.20 £ 0.00 3.70 % 0.00 IManor {P=99%}
9z x 73 2,40 ¢t 0.10 1.00 & 0.0C¢ Mayor (Pa99%)
C+ x C+ 16 = 65 3.63 £ 0.15 4.26 % 0.11 Henor {(P=93%}
27 x 72 4,16 t 0,15 3.60 2z 0.10 HMayor {(P=99%)
37 x 18 3,20 + 0.20 3.50 = 0.00 1Igual
49 % T4 4,463 r 0,11 3.33 £ 0.06 Hayor (P=99%)
59 o 40 4.43 £ 0.11 3.50 & 0.00 Hayor (P=99R)
71 x a0 4.00 £ 0.00 3.00 % 0.00 Hayor (P=99%)

Nota: La diferencias cobservadas en crecimiento mniceliar en el
nadio de pajla con respecto Al de paptona Be determinaron
por madio de una Prueba T,



TABLA 3.30: CLASIFICACION Y SELECCION DE LOS DICARIOTES
ACELULOLITICOS DE ACUERDO A SU DESARROLLO EN PAJA.

DESARROLLO CRECIMIENTO DICARIOTES
MICELIAR EN RELATIVO
PAJA (cm) ({PAJA/PEPTONA) ACELULOLITICOS
POBRE Manor (P=99R%) 62 x 47
{(2.40 - 3,20)
Igual 37 x 18*
Hayor (P=99%) 74 x 92¢
92 x 73
HUENO Henor (P=99%) 16 % 65*
(3.43 - 4.00) 86 x 92
Igual 45 x 72
62 x 72
68 x 48
92 x 55*¢
Mayor (P=9Q5%) 71 x 33
92 x i9
Hayor (P=99%) 32 x 33
54 x 72
68 x 33
71 x 40
71 x 4B*
74 x B4
ABUNDANTE Igual 27 x 92~
(4.03 ~ 4.43) B6 x B4*"
Hayor (P=9gX} 27 x 70*
49 n T4
59 ® 4O~
92 » 19

*Capas seleccionadas.

Nota: La diferencias observadas en crecimiento miceliar an el
madio da pala con respecto al de peptona se deterninaron
rer madio de una Prueba T.



cada grupoe se clasificaron nuevamente las cepas, considerande las
diferencias en crecimlento cbmervadas al comparar el pedio de
paja con respactec al medio de peptona gdéloe. Como 86 puede
cbasrvar las caracteristicas de desarrollo de los 24 dicariotes
(C~) son muy diatintas. Por allo se eligieron cepas de cada uno
da los grupo obtaenldos para evaluar la forma en que son
consumidon los componentes de la lignocelulosa. Eh la Tabla 3.30
ae indican con uh asterilsco los 11 dicarictes (C-} saeleccionados

para la siguiente avaluacion.

3.6.2 PROPAGACION DE LOS DICARIOTES (C-) EN PAJA DE TRIGO.

La propagacion de los dicariotas (C-) an paja da trigoe
#a reaalizé con la finalidad de avaluar la capacidad da cada cepa
para consumir los componentes de la lignocelulcsa. Al mismo
tienpo me incluyeron 2 copao tantigo con el oblato de obmarvar
las ventajas y/o deaventajas del Procesao de mutacidn y
majoramianto gonético por al cual =me obtuvieron los dicariotes
(C-). Las capas testigo utilizadsas fueron los dicariotes 8 x 3 ¥y
56 H1-Nl x Mo. 24. El primaro corramponde al dicariota proganitor
da la nutante 56 H1-N1 ¥ el sepundo al dicarfote progenitor da

los 1@ dicarictes aceluloliricos,

I.a propagacién dae las cepas an paja de trigo requiere la
produccién de la asmilla o indcule de granc de cada cepa, Para
«llc las cepas a8e inccularon =n grane d9da trigoe prevismente
harvido ¥y esterilizado (MHateriales y Matodos 2.5.1) y finalmente

sa incubaron a 28°C durante 8 dias para permitir sy invasién con
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nmlcelic vegetativo. Una vez obtenido el indculo de grape se
-a¢endiclona la paja dé trigo e inocula con gada una de las cepas
(Materiales vy HMatodos 2.5.2). Para obsasrvar las diferencias en
crecimiento miceliar de las cepas probadas, este fue eavaluado en
cada muestreo antes de secar al =material. Esta evaluacién ose
realizé de manera subjetiva por medic de una escala hedonica. A
los 25 dias de incubacién el desarrollo miceliar de las cepas
controles fue mAs abundante; para 4 cepas fus buene (27 x 73, 27
® 92, 59 x 40 y B6 x B4); con 3 cepas fue muy pobre (71 % 48, 86
92 ¥y 92 X 55), mientras que las 4 cepas restantes no presentaron
desarrollo miceliar alguno (16 x 65, 37 x-18, 74 %X 92 y 92 x 73}
razén por la cual no ma realizaron Jlos analisis quimicos para
antas Ultimas cepas. A los 50 dias de incubacién las  cepas
control al igual que las cepas 27 X 73, 27 x 92 y 59 x a4l
pregantaron al mayor desarrclle miceliar; para 4 cepas fue bueno
¥ las ceapam que no habian crecido al primer tiempo presentaron un

desarrollo miceliar muy pobre (Tabla 3.31).

3.6.3 EVALUACION QUIMICA DE LOS PATRONES DE CONSUMO DE LOS
DICARIQTES (C-) SOBRE PAJA DE TRIGO.

Una vez avaluado al desarrollo miceliar de los 11 dicariotes
(€=} v lam dos cepas testigo, la paja de trigo se Becd a 60°C
hasta pesc constante, Posteriormente se analizd el sustrato en
tarminos de cenizas (A.0.A.C.}, lignina {(Métode de Effland) ¥y
carbohidratos por medio de una hidrolisis total con acido
sulfurico al 673 y posterior determinacion de glucanos (Hatodo de

Klein-Weissman) vy xilanos {(Método de Tracey), cCada detarmipacion

[=2]
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TABLA:3.31. DISARBOLLO MICELIAR DE DICARIOTES ACELULOLITICOS EN
’ PAIA DE TRIGO - . . .

et _ . - DESARROLLO = MICELIAR®

| S . X | e e me e st G s AL el e ———
P TIEMPO DE INCUBACION .(DIAS)-
A HE : DIAS)
s - AR U -1 S
TESTIGOS
8 x3 4 ,
56 H1-N1 x Mo.24 S T - SO

DICARIOTES C-

16 % 65
27 x 73
27 92

37 18

¥ X M

59 40

L T T

71 48

-4

74 92

x X

86 84
86 x 92

$2 x 55

WOW 0w N WA N s e

[T VR VR R

92 % 73

* pesarrollo miceliar
= nulo

= pobre

= bueno

= abundante

MORK -



sa ranliio por triplicado para las dos replicas de c<ada cepa en
cada tiempo de incubacion. AdemAs se analizo la paja de trigo
original (paja de trigo sin ser hidratada y pasteurizada) y la
pajn de trigo ain jnocular {(dencminada como testige de paia al
tiewmpo 0), tomando de igual forma dos muestras de cada tipo que

82 analizaron por triplicado,

El analinin de la paja de trigo original con respecto a la
paja de trigo al tiempo O sea realizdéd para determinar la pérdida
de compohantes originada por los tratamientos da hidratacidén ¢
pasteurizacién. La determinacién de humedad de cantidades 1iguales
de azmbas muetras reveld gque la paja origiﬁal presantd un 10.1=&=de

humedad ¥y la pérdida en peso de la paja tratada fue de 14.37R%.

El analisis proximal de la pala original fue el siguiente
{axpragado an %): ceniza B8.53 = 0.08; lignina 18.34 2 0.19;
glucanor 53.36 ¢ 0.95 y xilanos 28.24 % 0.41. En tanto que para
la paja tratada fue: cenlzas .35 £ 0.04; lignina 20.70 2 0.12;
glucanos 49.54 t 0.0 y xilancs 25.85 & 0.41. Al comparar ambas
pajas ¥y corralaciconarlas con 1la pérdida en peso debida a 1la
hidratacién ¥y pasteaurizaciénse s8e calculé 1la pérdida de cada
componente. ASi me determind que el tratamiento de hidratacion y
pastaurizacién dado a la paja ocasicnd una pérdida de S6% en

ceonizas, 8% en lignina, 20% en glucanos ¥y 21% en xilanos.

En las Tablas 3,32 y 3,33 8Be reporta la caomposicién de)
sustrato an base Baca al tiempo 0 y después de 25 y S0 dias da
incubecion con las diferentes cepas. La interpretaciden de los

resultados se realizéd por medio de un analizis de varianra parama
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TABLA 3,32: COMPOSICION PE LA PAJA DE TRIGO DESPUES DE 235 PIAS DE
: INCUBACION CON DICARIOTES ACELULOLITICOS.

[ : COMPOSICION (g/100 g de pala seca)

E e —m————m———

P : L CARBOHIDRATOS
A CENIZAS LIGHINA ————————- e ————————
s GLUCANDS XILANOS

TESTIGOS
Paja
(tiempo 0) 4.23 £ 0.23 20.34 £ 0.33 S0.17 ¢+ 1.36 26.73 £ 0,53
8 x 2 6.17 £ 0.25 1B.239 £ 0.23 47.44 £ 0.42 26.42 : 0,18
56 Hi-N1i %
Mo 24 6.39 £ 0,40 18,69 * 0.38 02B.42 t 0.84 25,33 + 0,37

PICARIOTES (C~-)

16 x 65 ND HD ND HD
27 x 73 5.02 * 0.09 22.39 t 0,.3& 46.90 £ 0.94 26.02 = 0.34
27 x 92 6,18 £ 0,35 21.68 £ 0.33 48.12 % 1.00 24.55 * 0,35
37 x 18 4,98 ¢t 0,14 20,19 £ 0,67 51.50 * 0.74 25.85 % 0,37
59 x 40 S5.44 = 0.24 19.81 t 0.66 42.49 % 1.15 25.43 % 0.47
71 x 48 6,38 £ 0.0 23,92 %+ 0.95 30.93 : 0.82 23.85 : 0,34
T x 92 5.02 £ 0.17 20.0B % 0.19 &3.69 t 0.84 25.03 £ 0.19
86 x 8a ND HD ND ND
85 x 92 ND ND ND ND
92 x 55 .11 £ 0.17 21.27 £ 0.91 45.49 2 0.61 23.49 2z 0.46
92 x 73 RD HD ND ND

ND = No determpinado



. TAELA 3.33;: COMPOSICION DE LA PAJA DE TRIGO DESPUES DE SO DIAS DE
INCUBACION CON DICARIOTES ACELULOLITICOS.

COHPQSICION (g/100 g de pa.‘la seca)

c
E . . o ——— = o o o g o e T o o e -
P T CARBOHIDRATOS
A cENIZAS LIGNINA S
s QLUCANOS XILANOS
TESTIGOS
;;};--"” 4.23 + 0,29 20.34 + 0.33 50.17 * 1.36 26,73 t 0.53
8 x 2 6.69 £ 0.13 17.93 % 0.32 44:04 £ 1.99 18,72 t 0.60
56 H1-N1 x
Mo 24 6.88 % 0.31 17.04 * 0.53 47.S4 t 0.87 18.42 ® 0.56
DICARIOTES (C-)
16 % 65  5.79 + 0.06 19.98  0.11 53.63 t 1.30 18.74 t 0.55
27 x 73 5.51 £ D.0S 20.96 * 0.08 42.98 % 0.98 16.65 t 0.32
27 x 92 6.45 t 0.31 20.61 % 0.15 50.08 t 1.25 1%.09 t 0.28
37 x 18 5.40 * 0.20 18.53 & 1.28 564.23 % 1.00 16.39 % 0.30
59 x 40 6.05 + 0.23 15.66 ¢ 0.27 50,30 £ 0.55 17.99 t 0.34
71 x 48 6.41 * D.19 19.6%1 % 0.30 51.14 ¢ 1.53 15.61 £ 0.23
74 % 92 6.25 £ 0.17 20.14 2 1.12 S3.00 % 0.46 16.00 t 0.08
86 x B4 4.53 % 0,17 20.46 * 0.21 41.93 % 0.77 17.36 t 0.48
86 x 92 6.69 t 0.03 16.34 2 0.27 49.48 t 0.66 18.25 t 0.34
92 x 55 6.31 * 0.24 19.91 # 0.42 52.97 % 2.16 18.83 t 0.18
92 x 73 4.97 £ 0.07 20.59 % 0.42 53.03 + 1.09 16.06 : 0.20




observar si existian diferencias eh cada componente debidas al
desarrollo miceliar de las diferentes cepas. En todos 108 casos
se presantaron diferaencias Altamente significativas entre la palja
sin inocular ¥y la paija incculada por las diferentes cepas. Se
aplicéd entonces un prueba de Duncan para determinar las cepas
que consumiercn la mayor, © menor cantidad de cada uno de los
componantes da la paja. (En el Anexoc 2 se presentan los

rasultados del andlisis estadistico).

Cuando los resultados se expresan en porcentajes de cada
componenta {Tablam 3.32 y 3.33), la propercion de canizas es 1la
tinica qua aumanta con al desarrollo vagetativo. Este
comportanianto indica que los otros cumpoﬁantaa del sustrato
entan siendo conaumidos, 4ncrementandese ami 1la proporcion o
percentaje de cenizas. Por ello no es posible daterminar el
consuro de cada componente del sustrato considerande JGunicamante
los dator de composicién del sustrato. Esto me lozra cilculando
los porcentajes de perdida de cada componente en base conastante,
en decir con reapecto al contenide de cenizas., EHEste tipo de
calculos es senajante al obtenide por maedic de la pérdida en
paso. En e) Anexc 1 me detalla la forma en que fusron calculados
los porcentajes de pérdida de cads componente en base al
incremento de cenlZas y se compara ton las perdidas on base a

pesno.

Es importante mefialar que las cenizas scon al unico componete
an el sustrato cuva cantidad neta ne varia debido al desarrollo
vagatativo da lae cepas. Leas cenizas al ser metabolizados por el

RBlcroorganiesno son lncorporadas eventualmente al micellie, pero en
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ningun MOEENTO g6 Prefentah pérdidas o ganacias del sistama por

lo que su cantidad permanece constante en el sustrato,

En las Tables 23.34 ¥ 3,35 se presentan la forma eon que
fuaren consumidos los componentes del Buétrnto a los 25 ¥ 50 dias
de incubacién por 1las diferantes cepas. Los porcentajes da
pérdida de cada componente en los dos tiempos de wmuestreo se
avaluaron por madio de un analisis de varianza y la prueba de

Duncan (comparaciédn miltiple de median}).

En raelacién a la degradacion de la lignina, a los 25 dias de
incubacion las cepas que congsumieron la mayﬁr cantidad fuarcn los
controles (6 x 3 vy 56 H1l-NH1 x Mo. 24}, negqidua por lag cepas 27
X 92 ¥y 92 x 55. A los 50 dias de incubacién el mayor consumo
correspondio a las cepas 86 % 92 ¥y 56 H1-N1 x Me. 24, segulde por
lams capas S9 x 40 y 8 x 3. Eptos resultades indiean qua al
sagundo tiempo, cotonm dos dicariotee (C-) consumieron cantidades
slipilares a las cepas testigo. Al comparar el consumo de lignina
de cada cepa para los dos tiempos de muestres, todas las cepas
presantaron un payor consume de lignina al sepgunde tlempo de

incubaclén (diferencias Altapmente significativas).

Con raspecto al consumo da glucance se cobserva qua a loms 2%
dias de incubacién ls ceapa tesbtlgo S6 HiI-M1 2 Mo, 24 v 1a cepa
71 % 48 presentaron el mayor consumo de este compohente (49%)}. En
tanto qua a los SO dias da incubacléon las cepas que presantan el
mAayor consumo dea glucanos cerresponden a 1a 8 ¥ 3 y 56 Hi-N1I  x
Mo. 24, Eatos repultados demuestran que todos los dicariotes {(C-)

prasentan alteraciones en su metabolieme para consumir glucanos,
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- TABLA 3.34: PERDPIDA DE LIGNINA Y CARﬁOE!DRATOSTIDE..Lﬁ PAJA DE
: ...~ TRIGO DESPUES DE 25 DIAS DE INCUBACION CON DICARIOTES

ACELULOLITICOS,
c : PERDIDBA (%
B _-""-----"---_-"_' ----- "---‘---"—-__-_"_—---"__
P CARBOHIDRATOS
A LIGNINA ==—cumm- e —m e —————————
s : GLUCANOS -~ RILANOS -
TESTIGOS
8 x 3 38.08 + 0.73 35.19 t 0.57 32.27 * 0.49

56 H1-Nl X Mo. 24 38.56 % 1.25 49.30 = 1.09 37.29 £ 0.90

DICARIOTES (C-)

16 x 65 ND ND HD
27 x 73 B8.03 + 1.14 21.41 * 1.55 18.12 ¢ 1.13
27 » 92 27.05 = 1.08 34,33 £ 1.38 a7.18 ¢ 0.93
37 x 18 18.19  0.79 12.80 £ 1.27 17.86 = 1.18
59 x 40 24.91 = 1.20 33.05 * 0.69 25.63 = 1.03
71 x 48 20.59 £ 1.78 47.25 £ 1,09 40.82 £ 0.77
74 x 92 16.83 t 0.76 26.31 2 1.43 21.12 = 0.60
86 x R4 ND RP ND
B6 x 92 ND ND ND
92 x 55 25.57 % 1.46 35.88 £ 0.85 39.16 2 1,22
92 % 73 ND ND ND

ND » Ho determinado



TABLA 3.35: PERDIDA DE LIGNINA ¥ CARBOHIDRATOS DE LA PAJA DE
TRIGO DESPUES DE 50 DIAS DE INCUBACIOCN CON DICARIOTES

ACELULOLITICOS.
c R : PERDIDA (%)
B _——————— " b o B e o
P CARBOHIDRATOS

A LIGNINA e B ——————

s GLUCANGS KILANOS

TESTICOS
‘8% 3 44,66 £ 1.05  44.52 t 2.52 55,75 £ 1.42
56 Hi-N1 % Mo, 24 4B.58 £ 1.6% 41.78 % 1,09 57.70 £ 1.29

DICARIOTES (C-)

16 »x 65 28.27 & 0.42 21.89 ¢ 1.88 8.78 * 1.55
27 x 73 20.92 = 0.22 35.16 2 1.52 52.21 = 0.95
27 x 92 33.6% £ Q.49 34.54 £ 1.61 53.22 £ 0.66
37 % 18 31.49 x 2.94 16.33 £ 0.66 51.97 2 0.91
59 x 40 46.681 * 0.95 29.90 £ 0.77 52.98 £ 0.93
71 x 48 36.34 £ 0.97 3z.72 £ 2.00 61.49 £ 0.56
T4 x 92 34.01 £ 3.45 28.62 t 0.63 59.54 ¢ 0.21
B6 x 84 6.09 £ 1.06 21.86 £t 1.41 39.40 ¢ 1.71
86 x 92 49.34 % 0.83 37.66 £ 0.84 56.85 + 0.87
92 x 55 ’ 34.41 3 1.40 28.39 & 2.27 S52.77 + 0.48
92 » 73 14.27 = 1.32 11.07 £ 0.19 48.53 + 1.05




Al considerar los dicariotes 86 x 92 ¥ S9 X 40 que fueron los gQque
presantarcon un mBAyor consumo de lignina, el primero consume -un
37X de glucanos ¥ el segunde un 30%. Estos rasultades permiten
viaualizar que la capacidad para conaumir lignina an estos dos
dicarictes no fums alterada parc fue posible disminuir el
consumo de glucanos con respecto a las capas testigo. Al conparar
el consumce de glucancs a los 25 ¥y S50 dias para cada capa, se
obsarvé con &4 capas que ol consuno aumentd con el tiempo de
incubacién. Con otram 4 capae se prasentd un eveantual incremento
an la cantidsd de glucanos pressnte en al sustrate y con la cepa

27 X 92 el consumo fue de 34% para ambom tiempos.

Para &l consumc de xilanos 56 obaarva qua la cepa 86 x 92
consumié una cantidad semeajante a la cepa 56 H1-N1 x Ho.24 (S6%)}
¥y la cepa 59 x 40 comsumid pencor cantidad {53%). Conforme aumentd
al tiempo da incubacidén ma obsarvd qua todas las cepas

conBumiaeron mayor cantidad de xilanos.

Finalmente se compard al consumo dea carbeohidratom con
reaspect¢ Al consumo da lignina. Esto so realizd para seleccionar
aquallas cepas capaces de consumir genor cantidad de glucanos por

gramo de lignina consumida.

En la Tabla 3.36 sme preseanta la cantidad reaidual de glucanosa
y Xllanos por gramo de lignina. <Con la prusba dea Duncan se
dataroindé qua a los S0 dias las capas que presentaron un pencor
consumo da glucanos por gramo de lignina consumido correspondan a
la 59 x 40 soguida por las cepas B6 x 92 ¥y 37 x 18. Las ceaepas

testigos 56 H1-Hl1l X Mo.24 ¥ 8 ¥ 3 ocuparcnh el cuarte ¥ decimo
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TABLA 3.236: CAHBEGLKN LA PROPORCION DE CELULOSA Y HEMICELULOSA

CON RESPHCTO A LIGNINA, EN LA PAJA DE TRIGO DESPUES
DE 25 -¥Y S0 DIAS DE INCUBACION CON DICARIOTES

ACELULOLIVICOS.
e ’ CANTIDAD RELATIVA DE CARBOHIDRATOS
B (g de carbohidrato/g de lignina)
P e ——————— e —— e ———— —m———— e ———
A OLUCANGS XILANOS
-1 e ————— ——————— —————————— ———————— -
2% DIAS 50 DIAS 25 DIAS 50 DIAS
TESTIGOS
Paja .
(tiempo 0} 2.46 2 0.07 1.31 % 0.03
B x 3 2.58 £ 0.02 2.47 % 0.1%f 1.44 % 0.01 1.05 % 0.03
56 H1-N1 x
Mo 24 2.03 £ 0.05 2,79 * 0.05 1.34 % 0,02 1,08 %+ 0,03

DICARIOTES {(C-)

16 X 65 ND 2.68 £ 0.06 ND 0,94 2 0,02
27 x 73 2.09 £ 0.04 2.02 2 0.05 1.16 * 0.01 0.79 & 0.01
27 x 92 2.22 £+ 0.08 2.43 % 0.06 11.13 £ 0.01 0.92 = 0.02
37 x 18 2.55 £ 0.04 2,92 * 0.06 1.28 £ 0,01 0.88 r 0,02
59 x 40 2.14 £ 0.06 3,22 £ 0,03 1.28 £ 0.02 1.15 t 0.03
71 x 48 .67 £ 0,03 2.61 = Q.08 1.00 % 0.0¢ 0.79 = Q.01
74 x 92 2.18 £ 0.04 2.63 * 0.02 1.24 ¢ 0.0t 0.79 % 0.0
86 x B4 ND 2.05 £ Q.03 ND 0.85 £+ 0.02
86 x 92 ND 3.02 ¢ 0,04 NP 1.12 £ 0.02
92 x 55 2.18 £ 0.02 2.66 2 0.11 1.10 % 0.02 0.94 t 0.01
92 x 73 ND 2.57 * 0.05 ND 0.79 = Q.01

ND = Ho determinade



lugar respectivamente. Este tipo de& comparacion permite cohclulr
que loa proceacs de mutacilén ¥y mejoramiento gengtico lograron
alterar la capacidad de leos dicariotes (-} para parmitir uns
degradacién calectiva da la paja de trigo lo cual puade ser

aplicade a otros sustratos de tipo lignocelulésicos.

FPara los xilanos las cepas que consumieron mencr cantidad

corraaponden a la 5% x 40 sepuida de la 86 x 92,

Con respecto al ticz=po an qua soN consumidon los
carbohidratos se obmerva que los xllancs as consums en payor
proporecion durante los primeros 25 dias, E&n tants que losn
Zlucanos se conautte en mayor proporcion a partir de loa 25 dias
de incubacién {Anexo 2: Pardida de celulosma ¥y hemicelulosa en

base a lignina).
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IV DISCUSICN

En el presente trabalo se alslaron Yy estudiaron varias
mutantes aceluloliticas da P, oatreatus, elucidandose alguncs
aspmctoB basicos de la genética del caraActer (C-) y lograndose al
mismo tiempo obtener algunas ceapas capaces de consumir de manera
salectiva a la lignocelulosa. Las diferentes etapas que sa pueden
distinguir an el desarrollo del proyecto fueron: 1) Produccidn de
mutanteas {C-} a partir de micalio fragmentado Yy basidiosporas;
2) Optimizacién de log medios utilizadeos para caracterizar a las
capas; 3) beterminacion del numero de genas involucrados en el
carActer (C-}; 4} Hibridizacién de 1la primera progenie de la
mutante (C-) ¥y 5) Determinacidn de los patronas de consumo de los

dicariotems (C-}.

En los experimentos para producir y caracterizar a las
mutantes aceluloliticas sa obBervaron algunas diferencias en las
condiciones experimantales depandiendo da 1la naturaleza del
material mutado. Asl para producir outantes (C-) & partir de
nicelic monocaridtico fragmentado se requiere qua la cantidad de
fragmentos dea la susSpansidn inicisl sea 10 veces mas concentrada
qQue la sumpensilén de basldicsporas. Este reguerimients sa dabe »
qQue la cantidad de fragmentos viables en la suspensién de micelio
fragmentado aa 10 veces menor al numero de ecporas  viableg. La
menor viabilidad de 1la suspensién da micelio fragmentado
probablemente se deba a que el procese de fragmentacion rompe una
gran cantidad de celulac, las cualeg al ser cuantificadas

mlcroscopicamante no pueden ser diferenciadss entra viables y no
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viablas. BEs deacir. el numsro de unidades viables es igual para

ambos cason.

Con respacto al proceso de mutacion como tal., sa& observé que
la cantidad de mobrevivientes vy el tiempo de mutacién no varian
‘con la nsturaleza del material biologico. 5in embargo, para
detener la accién del mutAgeno al usar micelio =mohocaridtico nme
raquiere que la suspensién niceliar despuéas del tratamiento
mutagénico gsea diluida an uha proporcion de :1:10. De lo contrario
se aliminan todaa las posibilidades de recuperar sobrevivientes
putados. Las basidiomporas pressentan Una mayor resistancia a la
accitn del mutdpeno ¥a que, requiaeren solo vna dilucién de 1:4
para daetaner 1ia accién del mnmutaAgeno. Esta es, posiblemente
propiciada por la pared celular que recubre s las emporas y qua

en el caso del micelioc fragmantado daasta no existe.

En la reguperacion e identificacién dea las posibles mutantes
88 obsarvé que lasm esporas necesitan un cierto tiempo para
germinar. Por allo el medio de identificacion se adiciona hasta
que laz asporas han germinado. Eeoto se debe a que lam esporas scn
un matarial blolégico que e encuentra con vida latente y By
garminacion e lleva a caboe cuando =e preaentan las condiciones
favorables. Fn =sto caso las <dporas Son suspandidan en  agua
estéri]l y sometidas a la accidén del mutageno durante 60 minutos,
Estas adversas condiciones del procesc de mutacian ocasiohan que
las espores nacesitan de mayor tiempo para germinar, ya gque

primearo ae deban de recuperar de la accidén del mutAgeno.
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Al obmervar la probabilidad qua existe para obtener mutantes
(C-} & partir de mnicelic fragmentado y de basidiosporas ae
encontré qua que Gnicamente para el micelio monocaridtico fue
poaible obtener mutantes (C-)}. Asi, para micalic mopocarjiotice
se recupararoh en 17 experimentos de mutacién un  total 235,125
colonias, de las cuales ge identificéd 1 80la putante cono
acelulolitica total vy 3 cepas mAs con carécter acelulolitico
parcinl. Ello implica, gque la probabilidad de obtaner mutantes
{C-) total a partir de nicelio fragmentade es da 1 x 108, o
expresado da otra forma de 0.0001%, Para lap basidiomporas no nme
obtuvo ninguna mutante pero tGnlicamente ge racuperaron 36,500
colonias. Probablemente el numero de experimentos de mutacién con
basidiomporas fue insuficiente para obtener mutantes (C-). Sin
asbargo, la Jjustificacién de realizar un mayor humere da
axparinantos con nicelio fragmentade =se fundamento an 1a
facilidad para obtener el material y el tiempo tan reducidco para

sU obtencién,

Considearando ques la prebabilidad para cobtener mutantes
aceluloliticas fus nuy baja para las condicionas manaeiadas en al
prasente trabajo, seria recomsndable que al tiempo de mutacién 8o
redujera a 40 minutos, Bajo estas condicicones es posible que &e
aumantara la probabllidad pars cbtener nutantes (C-} Yy al mismo
tiempo 8o evitaria que las mutantes obtenldas prasantaran

alteraciones miltiples.

Da los 2 méatodos utilizados para evaluar el carActer (C-),
el medio ds papel filtro y el medio da CMC-DPMA, me determing el

segundo como el mAs adecuado. Dicho medio caracterizée a las
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mutantes an forna mas riguroza, es decir permitid discriminar
antre las de tipce acelulolitico total y parcial. El medioco de
papel filtro indantificd a todas las capas que preasaentaron alguna
daficiancia para consumir celulosa como aceluloliticas., Con base
en lo anterior me sugierae utilizar los dos medic en forma
complamentaria. Es deacir 1la prueba de papel filtro de manera
praliminar para descartar el mayor namerc posible de cepas
celuloliticas, cuando la magnitud de la poblacidn es muy grande.
A continuacion se debiera evaluar nueavamente el caracter {(C-} ean
al medio de CHC - DPMA. Con eate criterio se evalué al caricter
(C-} de la progenie obtenida durante el m@meloramientc genético,
Loa resultados obtenidos indicaron que existian 8 cepas en cada

poblacién con caradcter (C-).

Fara probar el caracter acelulolitico de lom dicaricoten
progenie me utilizaron mimulténesmante ambon medios, Los
reasultados indicaron en este casc, que las dos pruebes fuercon
coaplementarias ¥ necesarias ya que con cada wmedlio por separado
ae presentd la posibillildad de evaluar errénheamente al caricter de
una capa. Por allo aeria indispensable cptimizar en un futuro
loa métodos da evaluacién del caracter (C-) para que cada uno
proporciona resultados independisntes y =e puedan uwtilizar como

o4tedos alternos de evaluacion.

Para detarcginar al nimero de genes que deben estar alterados
para obtenar cepas aceluloliticas fue necesario evaluar con 1la
aayor precisicn posible este carécter en la preogenie de la

mutante 56 Hil-Ni. Por ello 1la capacidad o incapacidad para

73



consumir celulosa de cada cepa progenie se probé primero en el
medio da papel filtro y las cepas de tipo (C-) se probaron

nuavarants en el medio de CHMC. Da eata forma ma conmidararon come
capas ¢on caraActar acaelulolitico aquellas gque no consumiaron 1la

celulosa en ninguho dea los dos msdios. Como ya me habia indicado

8 capas de cada poblaciédn presentaron caridcter acelulolitico. En

la primera poblacién la prueba de X® jndicéd que e#ra factible que
estuvieran involucrados & o 5 genea an el carAdcter {C-). Lo=

reaultados de la sopunda poblacion sélamente indicaron qua

existen 5 genes involucrados en dicho caracter, Estos ultimos
reaultades se conmidaran maAs confiables debido al mayor tamafio de
ekta poblacion. Ls pressncia de lom 5§ genes fue corroborada al
considerar las dos poblaciones como una séla de mayor magnitud.
Considerando lo anterior se asuzgiere que cuando el nuamero de genes
involucrados en una caracteristica daterminada es mayor de 3 el
tamalio de la poblacién recuperada debe mar mayver de 300 cepas.
Elle se fundamenta en los datos de la Tabla 19 (Expearimentos vy
Resultados) en donde se datearmind por elenplc que cuande existen
nids de 4 genes involucrados en un caracter determinado unicamente
as obtendrs al 6% de la poblacién con dicha <caracteristica. Por
allo para obtener uh Eayor numeroc de cepas con una caracteristica

detarminada se requiers incremsantar de manera proporcional el

tamafio de la poblacion recupsrada. Otra de Jas razonss por las

cualas &l tamsfic de la poblacién debe ser incrementada es cuando
se desean obtenar cepas {C-) de los &4 tipom de compatibilidad.
Como en aste camo, ah donde uno de los obljetivos dal nejoramiento
genédtico era obtener dicariotes (C-). Por ellc se requeria que

dantro de la proganie acelulolitica se obtuvieran cepas de los
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cuatro tipoa de compatibilidad para hibridizarlas y obtener
dicariotes. Por esta razén era indispensable qua el tamafic da la
poblacién bajo aatas condiciones puada asegurar la obtenciéen de

capas (C=) y de los 4 tipos de compatibilidad.

Al hibridizar monocariotes con difarentes capacidades para
consumir c¢elulosa ae obsearvé Qua la probabilidad de obtener
dicariotas (C-) varis de acuerdo al coracter da los Ronocarliotes
apareadoa. Asi cuando los dos monocariotem hibridizados =son de
tipo (C-) ol 100X de loa dicariotes resultanteas fueron de tipo
(C-}. Ello indica que probablementes en asate casoc los dos
monocariotes presentan alteraciones an lom 5 genes hecedarios
para qua al caridctar (C-} se axprese. Cuendo estos se aparean
a6lo reasultan dicariotes incapacea de consumir celulcsa. Sin
asbargo, cuando 1 o lom 2 monocariotes hibridizados mon de tipo
calulolitico, la probabilidad de obtenar dicariotes (C-)
digminuye & un 7% aproximadamsants. Eate resultado aparantamente
contradictorioc pueds explicarse on tarxinos de gue las cepas  (Ce}
capaces da producir _dicariotel (C-) contisnen an asu genoma
algunos de los genes qua determinan el caradcter (C~). Ami, al
hibridizarse a8 posible que za rauvnan todos 1oz genss necasarios
PATA que =Sa oxprese el carActer (C-). También existe la
posibllicdad de gQua los genes mutados noe se encusntren por
duplicado, an decir anh los genctiag da los 2 monocarioctas, lo que

sugiera que alguno de ellos es de carActer dominante.

Después ds hibridizar les monocariotes y caracterizar los

dicariotes resultantes ga obtuvieron 24 dicariotes con caracter
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(C~). Dado que &l numarc de cepas era muy elevado como para

evaluar sy capacidad para consumir los componentes da 1a
lignocalulosa se raalizé una prueba preliminar para llevar a ¢abo
una seleccion. Por ello me evalud el desarrollo miceliar de cada
ceapa an un sustrato lignoceluldsico y sicmultAneamenta en unh medio
simple de& paptona. El desarrcllo miceliar presentado eh el medio
dee pajs permitid clasificar a los 24 dicariotes (C-), ABLi pse
obtuviercn 4 cepas ¢on pobre desarrclle miceliar; 14 con buen
desarrollo y 6 con abundante desarrcllec. AdemAs al comparar al
desarrollo en el madio de paja con rmspectc al de peptonra en cada
ETupo ae encontrarcon cepas con menor, igual y mayor desarrollo
miceliar. Con basa an el haterogéneo desarrollo niceliar da lom
24 dicariotes aceluloliticos Bse consideréd pertinente avaluar
Qnicamente loa patrones de consumo de 11 diferentes cepas
correspondientes a cada uno de low diferentes comportamientos en
crecimiento, Asi 3 de las cepas seleccionadas presentaron pobre

dasarrcllo miceliar en paja; 4 presentaron un buen desarrollo vy

4 abundanta desarrollo.

Una vaz seleccionados loas dicariotes (C-}) y 2 cepas testigo;
todas las cepas se inccularcn en pala de trigo para permoitircr su
desarrollo miceliar durante 25 y S0 dias. E1 material resultante
#a analizé para daterainar la forma en ques =son consumidos los

componentes de la lignocelulosa.

Al comparar el consumt de celulcaa a los 50 dias de
incubacitn de las 2 cepas teatigo am observd que fue asnor para
la capa S6 Hi-Nl x Mo. 24, Easte resultado indica que pogiblemsnte

la mutante acalulolitica influyd para que &l consumo de caluloass
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fuera menor. Cuando se coppard el consumo da celulosa de todon
los dicariotes (C-) con respacto a las cepssg testigo se ancontrd,
qua todes los dicarjotes {C-}) congumieron menor cantidad. Las
capas testlzo consumleron da 42 a 44% en tanto que los dicariotes
{C-} conaumieron de 11 a 37%, Si me comparsn estos resultados con
al comportamiento da una cepa acelulolitica de S. pulverulantum
obhtenida por Eriksgson (1978), ga saba que apn esta Ultima cepa al
consumo de celulosa easta totalmanta blogqueada, miantras que
nuestros 11 dicariotes aceluloliticos tienen parcialmente
blogueada su capacidad para consumir celulosa. Una posible
explicacién de ello ma que la cepa (C-) de Eriksaon e8 una
mutante ¥y numstras cepas {C-) fueron obtenides de la progenia de
un dicariota formade por una mutante ({(C-) y un moenccariote
silvestra. Ello posiblemente cocasiond que 1la 1incapacidad para
consumir celulosa de la mutahte se podlificara durante al
nejoramiento genético. Sin embargo, @l mejoramiento genatico fue
indispensable ya que, la mutante S6 Hi-Ni presentd caracteristicam
de desarrollo muy lentas en los sustratos lignocelulosices. Ello
hacia impomible su daesarrolle en un sustrato pasteurizado, dabido
Bl slevado nivel de contaminacionas Que se presentaban y nmaria
incosteable pAra un procesc practice llevar a cabo su deuarrolio

an condicionas de estearilidad.

Otra de las causas do la deteccidn de un consumo parcial de
celulosa por dicariotes (C-} puede sar el resultade de una
daficisncia en los méatodos de evaluacién del cardcter {(C-}., Con
yva se habia indicado los medios de caracterizacién Ppresentaron

dificultaden para evaluar el caracter (c-) de manera
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indepandiente. Por ello se hace patente que la sBaelectividad de
los medios de caracterizacién debe ser incrementada en un future

para detectar capas totalmente aceluloliticas.

Por otro lado con respecto al consumo da lignina 9 de los
dicariotes (C-) consumieron menor cantidad de lignina que las
capas tamtigo, Lom dicariotes 59 x 40 y 86 X 92 consumieron
cantidades samejantes a las capas tastigo 56 HiI-HN1 x Mo, 24 v
8 x 3, Ello sugiere que ean dichos dicariotes (C-} 1a capacidad
para consumir lignina no fue alterada durante al proceso de
autacidén. Al comparar el consumo de lignina de los dicariotes
59 % 40 ¥ 86 % 92 con @l da la mnutante (C-) de Erikssen Ea
obeervd que nuestras cepas consumen nayver cantidad de 1lignina an
manor tiempo, Es decir los dicariotes 59 x 40 y 86 x 92
conaumieron de 46 A 49X de 1lipnina después da 50 dias de
incubacién, en tanteo dque la mutante 44 de Eriksson c¢onsumid

unicamente 32% de lignina deapuéas de 70 dias.

con reapacto a la avolucidn que presenta el consune de loa
componentes de la lignocelulosa a los 25 y 50 dias de incubacién
se observd gque ’tanto el consumo da lignina, como el de
hemlcalulosa o  Increamentaron do loz 25 & oz 50 dizz de
incubacion. Sin embargo, tal incremento en ol consumo de calulosa
no ae obsearvd con las 9 cepas evaluadas. De estes unicamente con
4 se incremento el consumo, con 1 cepa no varid el consume Yy con
las & restantes se presantd una disminucién en @l consumo. Cabe
safialar que el desarrolle miceliar de estasg Ultimas cepas en el

sustrato fue buenc o abundante. Esto suguiere que &l sustrate al
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segundo tlempo de incubacién habia sido invadido fusertemente por
&l desarrollo miceliar da las capas, lo cual probablemente
ocasiond que la cantidad de gluceanos en el sustrato aumstars.
Dicho aumento me daba a qua 1a pared celular del hongo esta
constituida principalmenta por glucancs y por alle se detecta un
incremento en la cantidad de c¢elulosa del guBtrato que en
proporcional al desarrollo miceliar. En realidad esto sblo

rafleia un buen desarrollec de las cepas an el susStrato.

Con respecto al periode eh el cual ason consumlidos los
carbohidratos de la lignocelulosa se detactd, que la celulosa eon
genaral es conpuptida en mavor cantidad a los 50 dias dea
incubacién. 5in embargo, la hemicelulosa 88 consune en  nayor
cantidad durante los primeros 25 dias de incubacién (Tablas A.2.4

Y A.2.5 del Apexc II).

Finalments resulta interesante comparar al consumoc de loa
componentes de la lignocelulesa por las 11 cepas (C-) con
reapecto al crecimianto miceliar en los medioe de pala ¥y da
peptona, Ezta comparacién posiblenente permita determlnar si
existe una relacidn que sirva como pArametro para saelecclionar las

cepas con mayor consumo de lignina y menor de celulosa.

Cono sa puede observar en la Tabla 4.1 las cepan dque
preasantaron un crecimiento pobrea en paja se caractarizarcen por
consumir menor cantidad de celulosa. Sin embarge, las cepas con
crecimanto bueno ¢ abundante en psaja consumiaron de nanera
maesciante todos los componentes de la lignocelulosa, pero en

comparacion con las cepas de crecimiento pebre consumen mayer

ESTA TESIS W3 DY
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TABLA 4.1: CONSUMO DE LOS COMPONENTES DE LA LIGNOCELULOSA POR
LOS DICARIOTES ACELULOLITICOS HN FUNCION DE SV
CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE PAJA.

CRECIMIENTO CONSUMO (X)
EN PAJA LIGNINA GLUCANOS XILANOS
POBRE 26.33 t 210.78 18.33 £ 8.73 53.00 = 5.56

BUENO 36,75 = B8.84 30.00 = 6.48 54.75 £ 5.31

ABUNDANTE 39.00 % 15.25 30.00 t 6.37 49.50 * 6.35




cantidad de lignina. Dentro del grupo de cepas con bueno o
abundanta desarrollo en el medio de paja B& encontraron las cepas

que consumieron smenor cantidad de celulosa por gramo de Jlignina

consumida.

2n la Tabla 4.2 se relaciond el conasumo de los componentesn
de la lignhocelulosa por los 11 dicariotes {C-} con respacto al
crecimjento presentado entre el medic de paja y el madio de
peptona. Cuando el cracipente fue mencr en el medio de paja las
capas consumen mayvor cantidad de 1lignina y celulosa. Para un
igual cracimiento en ambos medios el consumo de lignipa ¥
calulaosa scn menores que los  anteriorea. Finalmente cusndo al
crecimento es mayor en paja el conaume de lignina v celulosa os
semejante al grupo de menor cracimiento en paja. Resumiedo lo
anterior la seleccién de les dicarioten (C-) para evaluar la
forma en que &8 consumida 1la lignocelulosa se deberia llevar a
cabo tomantdo las cepas con bueno y abundante desarrcolle an pala.
Al mismo tiempo sa deben dea considerar aquellas que presantaron
nancr o mayor desarrollo en a8l medio de paja que an paptona. Con
eate criteric hublera sido Jgnicamentes necesaric evaluar los
patrones da consumo <e 7 dicariotea (C-) en vez de las 11 capas
myaluadas, Por le tanto, =t usco de aste criterio para
experimentos futurcs puede reducir sensiblemente la carga de

trabajo implicada por el anAlisis quimico da los sustratos.
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TABLA 4.2;:

CONSUMO DE LOS COMPONENTES DE LA LIGNOCELULOSA PCR
LOS DICARIOTES ACELULOLITICOS
CRECIMIENTO OBSERVADG EHEN EL MEDIO DE PAaJA CON
RESPECTOQ AL DE PEPTONA.

EN

FUNCION DEL

CONSUMO

(%)

GLUCANOS

KILANOS

CRECIMIENTO
EN PAJA/PEPTONA LIGNINA
HENOR 38.5 £ 14,84
IGUAL 26.0 & 13.39
HMAYOR 30.2 £ 12.69

29.5 £ 10.60
24,7 & 7.89

27.4 £ 9.55

53.0 ¢ 5.60

49.2 £ 6.18

54.6 £ 5.31




V CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con lom experimentos de wmutaclion
suglerean que la probabilidad de obtener mutantes (C-)} a partir de
micelio monocaridtico fue muy baja (1 x 10%), Para las
cagidicaporas ne fue posible daterminar dicha probabilidadg,
dabido a que 21 nimearo de experimentos de mutacién que se realizp
fue insuficiente. Por otre lade en los eXperimentos de mutacian
¢on micalio sonocariético fue posible obtener 2 gmutantes con
carActar acelulolitico parcial, las cuales podrian nar de

utilidad en estudios posteriores.

Bajo lam condiciones eatudiadas sa encontré qua los 2 medlos
para avaluar el caracter sacelulelitico fuaren utilizadeos da
mansara complemantaria. Por ello se concluye que estos deberan de
optiuizaraa para pser espleados en un future como métodos

alternativos de evaluacién.

Con al mejoramiento gendtico se eslucidaron alguncs aspectos
bAmicos ralscionades con 1a genética del carbécter (C-). La
nutante acolulolitica 56 Hi-Kl, fue hibrldizada con un monocariote
silvestre para estudiar en su desacendencia la segregacioen del
carscter acelulolitico. Asi, se determind que son 5 genes los que
deben Bar altarados para que el caradcter acelulclitico se
axpresas. Eote resultado indica que la probabilidad para obtener
cepas (C-) en un primer paso de mejoramiento gendtice, eas decir
an la primera preogenie, es muy bajias (3,3%)., No ocbstante, esta es
todavia pmuy superior a la probabilidad de obtener cepas (C-) por

mutaciones, la cual fue de 1 x 10%

a1



Como resultado de la hibridizacisen da la proganie del
dicariote 56 Hi-Nl1 x Mo.24 con diferente capacidad para consumir
celulosa sa detarming que la probabilidad que existe para obtener
dicariotes (C-) depende del caracter de los monocariotes
hibridizadoa. Asi cuando me aparearon monocarjiotes aceluloliticon
ae Tuvo una probabilidad del 1008 de obtener dicariotes (C-).
Sinepbargo, cuando uno © los dos monocarloteas fueron de tipo (Ce)

esta probabilidad disminuye a 7% aproximadamenta.

Con al trabajo de mejoramiento genéatico realizado .1}
obtuviaron 24 cepas dicarisdticas con caracter (C-} vy con dintihgo
grado da vigor. De estas cepas 11 dicarioctes ncelulolig;céu
fueron seleccjonados para pPropagarse en un sustrato

lignocalulésico ¥y evaluar msus patrones de cConsumo.,

Loa razultadon obtenidos Aindican que la capacidad para
consumir lignina dea la mayoria de los dicariotes {C-) fue menor
que las cepas testigo. Sin embargo, 2 de los dicariotes
preaantaron un conaumo semejate a las cepas testigo (59 X 40 v
86 x 92). Este tipo de resultados eran de esperarse debido a gua
la seleaccion de cepas despuésn del tratamiento de mutacidn y el
majoramiento genético &2e realizdé considerando unicamente una
dimminucitn de 1la capacidad para consumir cealulosa ¥ min

considearar &l consumo de lignina.

Al analizar 1la c¢apacidad de los dicariotes (C-) para
consunir celulosa, 8e observd una digminucldédn en todos los casos

como ara de esperarsae. Sin embargo. no fue posible obteaner cepas

ez



totalmente aceluloliticas. Por ello se concluye qua los pédtodon
para la selaccion del caracter (C-) que a futuro se utilicen
debaran de ser mAs aslactivos o posiblemente de tipo cuantitativo

y no cualitativo.

Con resmpecto al consumo de celulosa de las 11 cepas probadas
se obaervéd para el caso concreto de las cepas 56 Hi-N1 x Mo. 24,
59 % 40, 71 ® 4B ¥y 92 % 55 qua la cantidad do celuloza en vez de
disminuir aumenté al segundo tiempo de incubacion. Esta tipo de
comportanientoe se puade axplicar debido a que al desarrollarse al
micelio vegetative se aleva la cantidad de glucanom en al pedio

por la formacidn de pared celular.

No obatante las consideraciones anteriores fue posible
obteaner una cepa capaz de conpumir un 46% de lignina y tan adleo
un 30% de galulosa, en conparaclén con una de las cepaﬁ‘ tastigo
que consuma 44% da lignina vy 44% de celuloma. La cual sa ha visto

qua as comporta de manera semajante bajo laa mismas condicilones.
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SUGERENCIAS

Con el trabajo realizado a la facha se han sentado las bases
para realizar la ultira fase de esate provecto, 1le¢ <¢ual nos
parmitira arribar a un proceso de tipo practico. For "allo es
necasarioc iniciar pruabas con las cepas aceluloliticas
disponibles para determinar 1los cambics en 15 digestibilidad
in vitro y poateriormente in vivo de difarentes raterisles
lignoceluldsicoa. SimultaAneamente debe continuarse con el estudio
y majoramiento genético de las cepas ({(C~) con el objato de
obtenear cepam con un manor consumc de calulosa y que presenten

mayor vigor.
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VI ANEXO I

CALCULOS PARA OBTENER LA COMPOSICION DEL SUSTRATO EXPRESADA EN
BASE CONSTANTE (CENIZAS), LOS PORCENTAJES DE DEGRADACION DE CADA
COHPONENTE Y LA CANTIDAD RELATIVA DE CARBOHIDRATOS EN BASE A
LIGNINA.

Durante ol paricdo de incubacién, les componentes orgéAnicos
dal sustrato son degradados a bi&dxido de carbono Yy agua, da la
cual parte se avapora y parte queda retenids en el sustrate, Sin
embargo, el contenido absoluto de minerales se mantiene conestante,
no asi su porcentaje en relacidn con lom demAs componentes, ya
quea al disminulr su cantidad la proporcién o porcentaje de
canizae me incrementa. Considerando entonces gue la  cantidad
abmoluta de cenizas se mantiene constanta durante todo el
axparinente, es posible daterminar la pardida de cada uno de los

componantas del sustrato.

1.- CALCULOS PARA EXPRESAR LA COMPOSICICON EN BASE CONSTANTE.

La composiclén an base a cenizas para cada cepa 8ea calculd
dividiendo loce 6 valores de cada componente entre el valor
promedio de sus cenizas. De esta forma es posible determinar 1las
variaciones en el consuymo de cada componentes a los diferentes

tiampons de incubacism.

Ass, por ajamplo para calcular la composicién en base a
canizas da la paja =sin inocular, cada uno de leos datoca de
composicién aa dividis entre su valor promedio de cenizas (Tabla

A.1,1),

as



VI ANEXO I

CALCULOS PARA OBTENER LA COMPOSICION DEL SUSTRATO EXPRESADA EN
BASE CONSTANTE (CENIZAS), LOS PORCENTAJES DE DEGRADACION DE CADA
COMPONENTE Y LA CANTIDAD RELATIVA DE CARBOHIDRATOS EN BASE A
LIGNINA,

Durante el periodo de incubacién, leos componentes orgénicos
del sustrato son degradadon a bléxido de carbone y agua, de l1a
cual parta me evapora v parte queda retenida en el sustrato. 5Sin
enbargo, 2l contenido absoluto de minerales se mantiene conatante,
ne asi su porcentale en relacién con los demids componentes, va
qua al disminuir su cantidad la proporclén o porcantaje de
cenizas se incrementa. <Conslderande entonces que 1la cantidad
absoluta de cenizas se nmantiena constante durante todo el
exparipanto, es posible determinar la pardida de cada uno de los

componantas del sustrato.
1.- CALCULOS PARA EXPRESAR LA COMPOSICION EN PBASE CONSTANTE.

La composicidn an basa a cenizas para cada cepa se calculo
dividiendo los & valores de cada componente entre sl valor
promedic de sus cénlzas. Do esto forma es posible daterminar las
variacionaes en el consumo de cada componentes a los diferentes

tiampos de incubacidn.

Asi, por ejlemplo para calcular 1la composicién en base a
canizas da la paja =in 4inocular, cada une de los datos de
composicidn se dividié entre su valor promedio de cenizam {(Tabla

Ao1.1}),

as



TABLA A.1.1 COMPCSICION EN BASE CBNIZAS DE LA PAJA DE TRIGO:.SIﬂ -
INDCULAR. Lo

CUMAOSICION DE LA PAJA DE TRIGO SIN INOCULAR

I COMPONENTES

REPLICAS
CENIZAS LIGNINA GLUCANOS XILANOS
1 4.41 19.85 50.18 26.66
2 4,00 20.13 51.81 26,30
3 4.23 20.71 48 .54 26 .30
4 4.03 20.57 51.00 26.30
5 4.60 20.59 51.00 27.39
-] 4.12 20.21 48 .54 27.39

COMPOSICION EN BASE A CENIZAS

X = 4.23 4.59 11.86 6.30
4.76 12.2% 6.22
4 .89 11.47 6.22
4.B6 12.06 6.22
4.87 12.06 6.48
4.78 11,48 &.48

4.81 £ 0.07 11.86 t 0.32 6.32 & 0.13




2.- CALCULOS PARA OBTENER LOS PORCENTAJES DE PERDIDPA DE
CADA COMFONENTE . .

Los porcentajes de pérdida de cada componente #®e calcularon
a partir de la composiclon en base constante por medio de la

uiéuiente formula;

ente _ g_componenta
E cenizas {(t=0) g cenizas (ta=t)

Dogradacién = —-o-—om e ——————— X 100
ente

<
g cenizas {t=0)

En donde:

t=0 Conmponente en base cenilzas de la paja sin inocular.
tat Componante en bage cenizas para cada cepa a log 25 o 50

dias de incubacidn.

Con el propémito de conocer las variacionen en cadsa ceapa
dabido a las repaticiones sa aplidd la férmulm anterior para cada
uno de los 6 valores de cada componente con respacto al valor

promedio da cada componente de la paja de trigo sin inocular.

Asi, por ajemploc el porcentaje de degradacién de la lignina

pare la cepa 8 » 3 p log 25 dias de incubacion se calculd de la

miguiente forma:

Datoe:
g componente

P, - = 4,81
g lignina (t=0)

as



- Pardida de lignina (%)
g lignina (¢=25 dias)

2.98 4,81 - 2.98/4.81 = 23B.04
2.98 4.81 - 2.98/4.81 = 38.04
2.95 4.81 - 2.95/4.81 = 38.67
3.02 4,B1 - 3.03/4.81 = 37.00
2.93 4.81 - 2,93/4.81 =« 39.00
3.00 4.81 - 3.00/4.81 = 37.63

% Pérdida de lignina = 38.08 £ 0.73

En 1la Tabla A.1.2 s& presenta una comparaclion de las
péardidas en peso calculadas por el incremento de cenlzas con
respacto a las pérdidas obtenidas por la disminuclén en peso
dabida a)l consumoc de los componentes del sust;atu per lase
diferantes cepas. Como se puede cbservar, no existen diferencias
significativas eaentra ambos valores. For ello en factible
conclulr que loa resultados de degradaciédn calculados con base en
el incremento de canizas tambien representan la forma an  que
fueren consumidos cada uno de loa componentes de la paja por las

difaerentes cepas.

3,- CALCULO DE LA PROPORCION RELATIVA DE CELULOSA b 4
HEMICELULOSA EN BASE A LIGNINA,

Este tipo de calculor se realizaron para selsccionar lasa
capas que prasantaran un menor consumo da carbohidratog por cada
gramo de lignina consumida, Ademéds a8 posible vizualizar el
tiempo an que son ceonsumidos en mayor proporcisn cada tipo de
carbohidrato. Asi por ejemplo los caAlculos de consumo de celuloaa

en base a lignina se realizaron por medio de 1la siguientea
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TABLA A.1.,2 PERDIDA EN FESO DE LA PAJA DE TRIGO DESFUES DE 25
. DIAS INCUBACION CON DICARIOTES ACELULOLITICOS
CONSIDERANDO EL INCREMENTO DE CENIZAS Y EL BESO

PERDIDO POR EL CONSUMO DE SUS COMPONENTES.

PERDIDA EN PESO (%)

CEPAS °
INCREMENTO DE CENRIZAS FESQ PERDIDO
B x 3 31.44 £ 1,12 31.35 ¢ 3.18
56 HiN1 x Mo.z4 33.80 = 1.31 33.57 * 4.72
16 ® 65 ND ND
27 » 73 15.73 = 0 338 15.79 £ 0,41
27 x 92 31.55 = 0.96 31.61 = 1,22
37 x 18 15.06 = 1.14 14,93 + 0.86
59 % 40 22.24 * 1,18 21.94 £ 0,87
71 x 48 33.70 £ 0.78 32,66 ¢ 0.21
74 % 92 15.74 £ 0.32 15.73 2 0.17
BE x B4 ND ND
ac x 92 ND NP
92 » 55 _ 30.77 £ 1.43 31.11 t 0.59

92 x 73 ND ND




forﬁuln:
N g celulona
£ cenizam (t=t)
Celulosa en base lignina = -——---- ———t———— -

g_lignina
g cenizas (ta=t)

En donda:
K Celulonga = Cantidad de celulosa en base a cenizas a lop
E cenizas (t=t) 25 o 50 dias de incubaciédn.

- Cantidad promedio de 1la lignina en base a
£ cenizas (t=t) canizas & los 25 o S0 dias de ipcubaclén.

D= esta forma es5 posible determinar las variaciones que
existen entre las replicas debldo al consumo de carbohidratos con
rospacto a la lignina. Asi para calcular la celulosa en base a
lignina de la cepa 8 x 3 a los 25 dias de incubacidén sBe procedio

de la sigulente manera:
Datosg:

Lignina en base a cenizas = 2,98

Celulosa en basa a cenizas Calculos da cealulosa en
base a lignina

7.60 7.60/2.98 =« 2.55
7.73 7.73/2.96 = 2,59
7.60 7.60/2.98 s« 2,55
7.73 7.73/2.98 =« 2,59
?.73 7.73/2.98 « 2,589
7.73 7-73/2.98 = 2.59

Calulosa en base lignina de la cepa 8 x 3 a los 25 dias de

incubacidén = 2.58 = 0,02,
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ANEXO II

Para comparar el consumo dea los compenentes de la paja de
trigoe por los 11 dilcariotes (C-) ¥ 1las cepas controles, =se
realizd un analisis de varianza para cada componente. En todos
lop anAlimis de varianza me encontraron diferencias Altamente
significativas (P=99R). Por ello ques ABAe aplicéd wuna prueba de
comparacion multiple de medias (Duncan). Los resultados de esta
pruaba permitiran seleccionar a las capas con uh conaumo mayor de
lignina y menor dea celulosa. AdempAsn sa compard para cada cepa la
pardida de capa componenta a los 25 y 50 dias da incubacion por

medlio de una prueba "T".

E)l anslisig estadistjco se realizé con la ayuda del paquete
estadistico S.pP.S.S. (Statistical Pockage for the Soclal)

Sciences) en la computadora Burrocughs 7800.

A continuaclén se presentan los resultados del anAlisis
estadiatico que s@ llevd a cabo para determinar el consumo de
cada comnponante por las diferantes cepas asi come, para el
consudo de los carbohidratos celulosa y hemicelulosa con respacto

a la lignlna.

ay



“TABLA A.2.1. ANALISIS ESTADISTICO PARA EL CONSUMO DE LIGNINA DE
.LOS 11 DICARIOTES ACELULOLITICOS Y LAS DOS . CEPAS

CONTROL .
PRUEBAS ESTADISTICAS RESULTADOS
ANALISIS DE VARIANZA DIFERENCIA ALTAMENTE
SIGNIFICATIVA (P=99%)
EN CaDA TIEMPO DE
INCUBACION.
PRUERA DE DUNCAN Tiempo 1 Tiempo 2
27 X 73 a 86 % 84 a
37 ¥ 18 b 92 x 73 b
74 % 92 b 27 x 73 [
71 x 48 c 16 x 65 d
59 x 40 c 37 x 18 d
92 x 55 d 74 ®n 92 a
27 x %2 d 27 x 92 a
8 x 3 2 a2 x S5 af
56 HIN1 % Mo.24 e 71 » 4B £
B x 3 [ -4
59 x 40 4
56 HLN1 x Mo.24 h
as x 92 h
PRUEBA 1™ 8 x 3 Mayor (P=99%)
56 H1N1 x Mo.24 Mayor (Pa99R)
27 x 73 HMayar (Pagg9%R)
27 x 92 Hayor (P=99%)
a7 x 18 Mayor (P=x99%)
59 x 40 Hayor (PsQ9%)
71 x 48 Mayor {(P=99%)
74 2 92 Mayvor (P=993)
92 % 55 Mayor (P=99%)
ANALISIS DE VARIANZA: Este analisls indicd que existia
una diferencia Altamente gignificativa entre 1les
sustratos debido al desarrollo miceliar de las

diferentes cepas.

PRUEBA DE DUNCAN: lLas letras diferentes para un mismo
tiempo implican diferencias significativas entre las
cepas (P=997%). Las cepas se ordeparcon de mencr a mayor
pérdida considerando su media (X}.

PRUEBA "T": Esta prueba se utlli=$ para comparar el
aumente en la degradacion de lignina entre losg 25 y 50
dias da incubacion para cada cepa.



TABLA A.2.2 ANALIS1S ESTADISTICO PARA EL CONSUMO DE GLUCANOS DE
LOS 11 DICARIOTES ACELULQLITICOS Y LAS D05 CEPAS

CONTROL. .
PRUEBAS ESTADISTICAS RESULTADOS
ANALISIS DE VARIANZA DIFERENCIA ALTAMENTE
SIGNIFICATIVA (Pag9R)
EN CADA TIEMPC DE
INCUBACION.
PRUEBA DE DUNCAN Tienpo 1 Tiempo 2
37 X 18 a 92 x 73 a
y 27 x 73 b 37 x 18 b
A [ 86 x a4 <
27 x 92 d 16 x 65 c
59 » 40 d T4 X 92 d
8B x 3 de 92 X 55 d
92 x 55 e 59 x 40 d
71 X 48 £ 71 % 48 a
56 HIN1 x Mo.24 27 X 92 e
27 x I3 af
85 x 92 £
S6 HIN1 x Mo.24 g
8 x 3 h
PRUEBA "T" 8 x 3 Mayor (F=99%}
S& HAN1 x Mo.24 Hanor (P=99%)
27 x 73 Mayor (P=997%)
. 27 x 92 Igual
37 x 18 Hayor {P=99%}
59 x 40 Menor (P=99%)
71 x 48 Menor (P=99%)
T4 R B tayar (P=%9al
92 x 55 HMener (P=997%)

ANALISIS DE VARIANZA: Este analilsis indico que axistia
una diferencia Altamente significativa entre los
sustraton debido al" desarrollo miceliar de las
diferentes cepas, .

PRUEBA DE DUNCAN: Las letras diferentes para un mismo
tienpo implican diferencjias significativas entre lae
capas (P=99%). Las cepas se ordanaron de menor a mayor
pardida considerando su media (X).

PRUEBA "T™: Esta prueba ge& utilizé para comparar la
deagradacion de los glucanos entre lus 25 y S0 dias de
ificubacion para cada cepa.



TABLA A.2.3 ANALISIS ESTADISTICO PARA EL CONSUMO DE- XILANOS DE
LOS 11 DICARIOTES ACELULOLITICOS Y LAS DOS_CEPAS

CONTROL .
PRUEBAS ESTADISTICAS RESULTADOS
ANALISIS DE VARIANZA DIFERENCIA ALTAMENTE
SIGNIFICATIVA (P=993}
EN CADA TIEMPQ DE
INCUBACION.
PRUEBA DE DUNCAN Tiempo 1 Tiempo 2
37 X 18 a B6 x Ba a
27 % 73 a 92 x 73 b
74 x 92 b 16 » 65 b
59 x 40 < 37 x 18 [
8 x 3 d 27 x 73 c
27 X 92 -] 9% x 55 [
56 HiNiI X Mo.24 a 59 x 40 -]
92 % 55 £ 27 x 92 c
71 » 48 3 8 % 3 d
86 x 92 de
56 Hi1N1 x Mo.24 e
74 x 92 £
71 x 48 -4
PRUEBA ""T" 8 x 3 Mayor (P=99%)
56 HIN1 x Mo.24 Hayor (P=99%)
27 x 73 HMayor (P=99%)
27 x 92 Mayor (P=99%)
37 x 18 Mayor (P=99R)
59 x 40 Mayor (P=992%)
71 x 4B Mayeor (P=99%)
T4 x 92 Mayor (P=99%)
92 x 55 HMayor (Pa993%)

ANALISIS DE VARIANZA: Este analisis indicd que existia
una diferencia Altamente gignificativa entre loa
sustratos debido al desarrollo miceliar de Ing
diferentes cepas.

PRUEBA DE DUNCANM: Las letras diferentcecs para un mismeo
tiempo ipplican diferencias slgnificativas entre las
capas (Pe99%]. LaB cepas sa ordenaron de menor a mayor
pardida considerando su media (X}.

PRUEBA "T": Ecta prueba a2 utili=¢6 para comparar el
aumento en la degradacilén de xilanos entre los 25 y SO
diae de incubacion para cada cepa.



TABLA A.2.4 ANALISIS ESTADISTICO PARA EL CONSUMO DE GLUCANOS EN
BASE A LIGNINA DE LOS 11 DICARIOTES ACELULOLITICOS
Y LAS DOS CEPAS CONTROL.

PRUEEAS,ESTADISTICAS RESULTADOS

ANALISIS DE VARIANZA DIFERENCIA ALTAMENTE
SIGNIFICATIVA (P=%9%)
EN CaDA TIEMPC DE

INCUBACION.

PRUEBA DE DUNCAN Tiempo 1 Tiempo 2
71 x 48 a 27 »x 73 a
56 HINLT x Mo.24 b a6 x 84 a
27 % 72 [ 27 x 92 b
59 x 40 cd Control (paja) b
92 x 55 de 8 x b
74 X 92 af 92 x 73 o
27 % 92 £ 71 x 48 c
Contrel (pajlal g 74w 92 <
37 % 18 h 82 x 55 [
8 %3 h 16 x 65 c
56 HiNl1 x Mo.24 d
37 % 18 (-}
B6 x 92 3
59 x 40 4
PRUEBA “T* ax 3 Hanor (P=95%)
56 H1NH1 % Mo.24 Mayor (P=99R%)
27 » 73 HMenor (F=95%)
27 % 92 Mayor (P=99%)
37 x 18 Hayor (FPa%9R)
59 x 40 Mayor {P=99%X)
71 x 48 Hayor (P=99%)
74 x 92 Hayer (P=99R%)
92 ® 55 HMayor (P=99%)

ANALISIS DE VARIANZA: Este anaslinise indicd que exietia
una diferencia Altamente significativa antra los
sustratos debido al desarrollo miceliar de las
diferentes cepas.

PRUEBA DE DUNCAN: Las letras diferentes para un mismo
tienmpo implican diferencias sipnificativam entre las
capas (P=99R%)., Las cepas se ordenaron de menor a mayor
pardida considerande su media (3).

PRUEBA “T": Esta prueba se utilizé pars determinar el
tiempo en que mon degradados los glucanos en base a
lignina para cada cepa.



TABLA A.2.5 ANALISIS ESTADISTICO PARA EL CONSUMO DE XILANOS EN
' . . BASE A LIGNINA DE LOS 11 DICARIOQTES ACELULOLITICOS Y
LAS DOS CEPAS CONTROL.

PRUEBAS ESTADISTICAS RESULTADOS

ANALISIS DE VARIANZA DIFERENCIA ALTAMENTE
SIGNIFICATIVA (P=99%}
EN CADA TIENPO DE

INCUBACION.
PRUEBA DE DUNCAN Tiempo 1 Tiempo 2
71 % 4B a 92 x 73 a
92 X 55 b 74 x 92 a
27 % 92 c 27 x 73 a
27 » 73 d 71 » 48 a
T4 x 92 e 86 » B4 <]
37 x 18 af a7 x 18 ¢
59 x 40 £ 16 % 65 da
Control (paja) g 27 x 92 d
8 x 3 h 92 % 55 d
8 x 2 e
56 HiN1 % Mo.24 £
86 x 92 E
59 x 40 h
Control {(paja) 1
PRUEBA "T" 8 x 3 Menor (P=99%)
56 HIN1 % Mo.24 Menor (P=99%}
27 x 73 Hanor {P=99%)
27 % 92 Menor (Pa99%)
37 x 18 Henor (Pa99%)
59 x 40 Henor (P=98%)
71 x 4B Menor (P=99%)
74 % 92 Menor (£=993%)
92 % S5 Henor {(P=350%

ANALISIS DE VARIANZA: Este anAlisis indiceé que existia una
diferencia aAltamente significativa entre los EBustratos
debido al desarrcllo miceliar de las diferentes cepas.

PRUEBA DE DUNCAM: Las letras diferentes para un mismo
tienpe inmplican diferencias significativas entre las cepas
(P=99%). Las cepas se ordenaron de menor a mayor pardida
considerando su media (X).

PRUEBA "T": Esta prueba HBa utilizé paraza determinar el
tiempo en que son degradados los xilanos en base a lignina
para cada cepa.
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