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1. INTRODUCCION

Los hongos son una clase considerablemente versatii de organismos
comprendida principalmente por saprofitos. Un niumero relativamente pequefio
ha desarrollado un estilo de vida parasitario que se caracteriza por su habilidad
de reconocer y penetrar a un hospedero especifico, aprovechando sus
nutrientes y superando su mecanismo de defensa innata, de esta forma se
consolidan y desarrollan causando enfermedad y muerte en organismos

eucariotas (Ortoneda et al., 2004).

Para causar enfermedad, los hongos patégenos muestran un arsenal de
factores de virulencia especificos entre los cuales podemos encontrar
complejos enzimaticos y micotoxinas que inciden de forma directa o indirecta

en los mecanismos de defensa del hospedero (Casadevall, 2007).

El género Fusarium spp., comprende un amplio y diverso grupo de especies de
distribucion mundial, frecuentemente aislados como saprofitos en aguas,
suelos y substratos organicos en descomposicion (Sanabria et al., 2002). La
distribucién de este género se debe a su capacidad para crecer en diferentes
substratos y a sus eficientes métodos de dispersion (Diaz de Castro et al.,
2007).

Como fitopatdgenos las especies del género Fusarium spp., infectan un gran
namero de cultivos de importancia econémica, por lo que la presencia de estas
especies en los suelos impide la siembra continua de campos de cultivo
(Agrios, 2005, Sanabria et al., 2002).

En México este microorganismo se ha aislado del agave y del maiz en donde
se ha observado marchitez, generando grandes pérdidas econdmicas. Dentro
de las enzimas que produce Fusarium spp., al infectar a las plantas se pueden

encontrar, celulasas, pectinasas, glucosidasas e incluso inulinasas.

Dado la gran habilidad de este hongo para causar enfermedad en plantas,

animales y humanos, este trabajo se plantea resolver si es posible utilizar con



fines biotecnoldgicos la capacidad enziméatica inulinolitica del hongo Fusarium
verticillioides, aislado de maiz infectado y utilizando Unicamente inulina de

agave como fuente de carbono.

2. MARCO TEORICO

Fusarium spp., es un hongo filamentoso ampliamente distribuido en el suelo y
plantas. Este género es responsable del marchitamiento vascular en
plantas afectando un gran numero de cultivos importantes econémicamente
como el ajo, el algoddn, la arveja, el banano, el brdcoli, la calabaza, el chile, la
fresa, la linaza, el tomate, el melon, el maiz, el trigo, el sorgo, el arroz, el clavel,
los crisantemos y los tulipanes, entre otros (Ortoneda et al., 2004; Groenewald,
2006). Es un patdgeno emergente de animales y humanos, algunas especies
producen toxinas que los afectan, ademas debido a su capacidad de crecer a
37°C, son considerados oportunistas. Pueden causar infecciones sistémicas en
pacientes inmunocomprometidos, con una alta mortalidad. De las mas de 100
especies de Fusarium descritas, s6lo 12 de ellas pueden considerarse
patégenas para el humano, entre ellas destacan F. solani, F. oxysporum y F.
verticillioides, en orden decreciente de frecuencia (Leslie, J., y Summerell, A.,
2006).

Existen muchas especies aun no identificadas del género Fusarium, esto se
debe a un alto grado de variaciones morfologicas y fisiolégicas entre las
especies de este género, esto explica la alta capacidad de Fusarium spp., para
colonizar distintos nichos ecolégicos en distintas areas geogréficas (Diaz de
Castro et al., 2007).
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2.1 Fusarium spp.

Fusarium spp., crece rapidamente en medio PDA a 25°C produciendo un
micelio algodonoso e incoloro al principio, conforme madura el micelio adquiere
una pigmentacion color crema-palido, amarillo-pélido y bajo ciertas condiciones
adquiere una tonalidad rosa-palido, rojo o purpura (Diaz de Castro et al., 2007).
Crece en un rango Optimo de temperaturas que van de los 22.5 a 27.5°C, con
un maximo de 32-37° C y minimo de 2.5-5°C (Bacon y Nelson, 1994 citado por
Granjo et al., 2007).

Al microscopio (figura 1) Fusarium spp., presenta hifa simple o ramificada con
forma cilindrica, monofialide o polifidlide. Los macroconidios presentan forma
de medialuna u hoz, hialinos (sin color) y septados, los microconidios poseen
varias formas (fusiformes, forma oval o clavadas) y en algunas especies
pueden observarse las clamidosporas con doble pared, lisa o gruesa de
manera aislada o agrupadas (Leslie, J. y Summerell, A., 2006).
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A-D: Forma de macroconidias. E-H: Formas de células apicales de las macroconidias. K-L:
Formas de las células basales de las macroconidias. M-T: Forma de microconidias. U-X:
Morfologias de la fialide (U y V monofialide; W y X polifidlide). Y-Z: Forma de la hifa al
microscopio (Y ramificada y Z simple).

Figura 1: Morfologia microscépica de Fusarium spp. (imagen tomada y modificada de
Leslie y Summerell, 2006).
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Las clamidosporas (figura 2) contienen un material lipidico que le permite al
hongo sobrevivir en situaciones adversas, pueden estar solas, en pares,
cadenas o grupos. Este tipo de esporas se forman en los cultivos de hongo
dependiendo de la especie de Fusarium spp., asi como en el suelo en donde

sobreviven durante mas tiempo (Diaz de Castro et al., 2007).

A-B: Simple y rugosa. C-D: Clamidosporas agrupadas. E: Cadena rugosa. F: Clamidospora de
pared lisa en pares. G: Clamidospora simple y rugosa. H: Cadena en pares rugosa. I

Clamidospora agrupadas de pared lisa. J-L: Cadena rugosa de clamidosporas.

Figura 2. Morfologia de clamidospora Fusarium spp. (imagen tomada y modificada de

Leslie y Summerell, 2006).

2.1.1 Fusarium verticillioides

F. verticillioides (F.moniliforme) es un hongo filamentoso perteneciente a
la seccidn liseola del complejo de especies de Gibberella fujikuroi (Leslie y
Summerell, 2006). Es responsable de producir enfermedades en plantas,
particularmente en zonas tropicales y subtropicales, también ha sido aislado de
otros cereales de importancia como el arroz, sorgo, trigo y avena (Bacon y
Nelson, 1994 citado por Granjo et al., 2007). Su importancia biotecnoldgica
radica en su potencial infeccioso en la agricultura, ocasionado por la
produccibn de complejos enzimaticos Yy micotoxinas, siendo el

patégeno primario del maiz en todo el mundo.
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Las colonias son de crecimiento moderadamente rapido de 8 cm a los 7-8 dias
de color blanco y violeta en medio PDA. Las microconidias son abundantes,
generalmente de una célula, oval a ovoide, las hifas pueden ser monofidides y
polifidlides. Las macroconidias estan presentes, pero son escasas Yy varia su
forma levemente de curva (3-5 septos en forma de hoz) a casi rectas. Las

clamidosporas estan ausentes en esta especie (Leslie y Summerell, 2006).

F. verticillioides cultivado en medio | A-B: Macroconidias. C-D: Microconidias. E-F: forma de
PDA, imagen tomada a los 8 dias | la hifa al microscopio (imagen tomada de Leslie y

de incubado. Summerell, 2006).

Figura 3. Morfologia general de F. verticillioides.

2.1.2 Fusarium oxysporum

Las colonias presentan un aspecto velloso en el centro y difuso en el resto del
micelio, es de crecimiento ligeramente lento (7 cm a los 8 dias de inoculado) un
aspecto importante es el desarrollo de pigmento en su micelio, inicialmente es
blanco y conforme pasan los dias se torna de color purpura. Las microconidias
son hialinas de forma oval con una o dos células, la hifa puede ser corta,
simple o ramificada, las macroconidias se forman en el esporodoquio, son
septadas con 3-5 septos. A diferencia de F.verticillioides, las clamidosporas
existen y son terminales o intercalares y generalmente redondeadas (Sanabria
et al., 2002, Agrios, 2005).
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A-B: Anverso y reverso de colonia de C: Macroconidios. D: Microconidios. E: Fiélide.

F. oxysporum a los 8 dias. F: Clamidospora

Figura 4: Morfologia general de F. oxysporum. La imagen fue tomada de Robles et al.
2016.

2.2 Mecanismo de patogénesis

Se cree que los hongos patégenos perjudican a las células del hospedero
causando enfermedad mediante la accion individual o combinado de 4
mecanismos de patogénesis (Estrada y Ramirez, 2019).

1.-La produccién o liberacién de enzimas que degradan barreras celulares.

2.- La produccién o liberacion de sustancias toxicas como las "fumonisinas"
gue interfieren en el metabolismo o afectan la estructura normal del citoplasma
(animal y humano) o protoplasma (plantas).

3.- La produccion o liberacién de sustancias que interfieren con el control
normal de crecimiento y desarrollo (compuestos hormonales, anti-hormonales u
otros).

4.- La interferencia mecéanica propia del crecimiento del hongo con los

movimientos normales del agua, nutrientes y metabolitos.
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En la Figura 5 podemos observar el mecanismo de patogénesis de F.

verticillioides por el cual afecta/infecta al maiz (Blacutt et al., 2018).

*Ciclo de la enfermedad causado por F. verticillioides asociado al ciclo de crecimiento del maiz.

A: las semillas que germinan en suelos infestados con Fusarium spp., pueden desarrollar una
putrefaccion agresiva y una plaga de plantulas. B: la colonizacion endofitica ocurre bajo
condiciones que no promueven la enfermedad. C: las heridas del tallo por dafios mecanicos o
la alimentacion de insectos se convierten en sitios de infeccion para F. verticillioides y pueden
provocar la pudricion del tallo. D: en la etapa de la seda, el hongo puede colonizar los granos
de maiz a través del canal del estilar, dando lugar al "estallido estelar", patréon en granos. E:
las larvas y/o insectos que afectan al maiz se alimentan de hojas, tallos, orejas y tejidos de
collar, proporcionando cortes de infeccién para el tallo. F: después de la cosecha, el hongo es
capaz de sobrevivir y esporular en los residuos del cultivo, proporcionando inéculo para

infecciones posteriores.

Figura 5. Patrén de patogénesis de F. verticillioides al maiz imagen tomada de Blacutt et
al. 2018.
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3. Agave

El género Agave es endémico de Ameérica con alrededor del 75% de sus
especies en México; estan distribuidos a lo largo del pais, en estados como
Oaxaca que cuenta con 37 especies, Puebla con 31, Sonora con 30 y Durango
con 24 (Garcia, 2007).

Es una planta xerdfita, adaptada a vivir en condiciones climéticas
desfavorables, es decir largos periodos de sequia y altas temperaturas. El
agave posee mecanismos para Sobrevivir en ambientes secos o0
periddicamente secos; asi como con marcadas fluctuaciones de temperatura
entre el dia y la noche, las cuales tienden a limitar la pérdida de agua por

transpiracién y la acumulan en tejidos especializados (Garcia, 2007).

Estas plantas generan gran interés a nivel comercial pues su principal uso es la
fabricacion de bebidas alcohdlicas como el tequila y el mezcal (Diaz-Montafio
2013), aunque existen otras propuestas para el aprovechamiento de la planta
como lo son en las areas de textiles, bioenergética y alimentaria entre otros. En
la industria la planta se divide en dos partes siendo la pifia lo que se ocupa
principalmente para bebidas alcohdlicas-fermentacion, las hojas de esta planta
guedan como residuos los cuales contienen cantidades importantes de fibra,

Sus raices son una de las caracteristicas favorables, estas estan en la
superficie, lo que facilita la absorcion de agua de lluvia; la planta depende del
volumen de almacenamiento de agua y de carbohidratos. Asi pues, el agua
gue es almacenada ayuda a mantener las reacciones bioquimicas y la apertura
de estomas para la asimilacion de CO,, aun en condiciones de sequia, la
asimilacion de carbono se da en la noche, en donde se fija el carbono de los
acidos organicos, principalmente del acido malico que se acumula en las
vacuolas. Durante el dia el acido malico es descarboxilado obteniendo asi
carbono con una pérdida de agua minima, este carbono es utilizado para la
producciéon de carbohidratos; el proceso se denomina metabolismo &cido
crasulaceo (CAM) y es caracteristico de plantas que crecen en zonas con altas

temperaturas y baja humedad como el caso del Agave tequilana (Garcia,

17



2007), en la tabla 1 se mencionan algunos tipos de agave que crecen en

México, asi como su uso.

Tabla 1: Tipos de agave, estado donde se encuentray uso.

Especie de agave Estado en Uso
donde se
produce
Agave tequilana Weber  Jalisco, Nayarit, Produccidn de Tequila
Michoacén,

Tamaulipas y

Guanajuato
Agave rhodacanta Trel Oaxaca, San Luis Produccion de mezcal
Agave shrevel Gentry Potosi, Durango
Agave wocomalhi y Jalisco
Gentry
Agave drangensis
Agave atrovenis Tlaxcala, Ciudad Produccién de pulque
Agave lehmannil de México,
Agave cochelaris Querétaro,

Puebla, Morelos
y San Luis Potosi

Agave angustifolia. Sonora Produccién Bacanora

3.1.1 Agave tequilana Weber var. azul

Es una especie de gran importancia econémica en nuestro pais debido a que
es la materia prima que se utiliza para la elaboracién de una de las bebidas
alcohdlicas mas populares en nuestro pais como lo es el tequila; también es
importante por los productos de valor agregado (como los fructooligosacaridos)

gue se pueden generar de los residuos organicos.

Los andlisis realizados a esta planta indican que el A. tequilana Weber var. azul
contiene en la pifia alrededor de 20-24% en base humeda de fructanos en
comparacion con especies como A. salmiana o A. agustifolia (Bautista-Justo M
et al., 2001). Se ha reportado que el agave presenta diferentes estructuras en
los fructanos que lo componen segun el origen de la planta, la regién en la que
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crece, los nutrientes del lugar, la estacion del afio, el clima o la cantidad de
agua, por ejemplo, el Agave americana contiene mayormente fructanos lineales
(Nandra y Bhatia 1979), mientras que el A. tequilana Weber var. azul contiene
mayor cantidad de enlaces B-(2,6) o ramificaciones en su estructura (Lopez,
Mancilla-Margalli y Mendoza-Diaz 2003), en las tablas 2 y 3 podemos observar
la composicion quimica (%) de las hojas que forman parte de los residuos
organicos del A. tequilana Weber var. Azul. En las tablas 2 y 3 se muestran los
principales componentes quimicos del A. tequilana

Tabla 2: Composiciéon quimica de las fracciones de Agave tequilana

Weber var. azul (% base humeda) tomado de Montafiez-Soto, 2011

Fraccion Humedad Cenizas Proteina Lipidos Fibra Carbohidratos
cruda
Punta de
) 81.13 2.68 0.96 0.26 9.86 5.11
hoja
Base de
) 79.41 1.76 0.64 0.12 6.24 11.83
hoja
Cabeza 71.10 1.16 0.62 0.10 4.00 23.02

Tabla 3: AzuUcares reductores totales contenidos en las fracciones de la
planta Agave tequilana Weber var. azul (% base seca) segun Montafiez-
Soto, 2011

Fraccion AzlUcares FOS (fructooligosacaridos) AzlUcares Inulina
reductores reductores
directos totales
Punta de la
) 17.81 6.24 26.30 2.25
hoja
Base de la
) 18.18 13.66 56.36 24.52
hoja
Cabeza 12.00 24.96 80.20 43.24
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3.1.2 Residuos agroindustriales del agave.

Estos residuos se generan en distintas etapas de la produccion de las bebidas
alcohdlicas, en el caso del tequila y mezcal se producen durante el "jimado" (se
cortan las hojas del tallo convirtiéendose en un desecho), después del
cocimiento de las pifias se genera el bagazo que es un residuo, el cual también

es desechado después de la fermentacion (Aceves, 2003).

Aproximadamente 1 millén de toneladas de plantas de A. tequilana Weber var.
azul son procesadas anualmente por la industria tequilera mexicana, esto

genera residuos agricolas alrededor de 300 mil toneladas (Huitrén et al., 2008).

Algunos de estos materiales pueden ser reutilizados por su alto contenido de
azucares, fibra, proteina, lignina, polifenoles, pigmentos, entre otros
compuestos, esta es la razén por la cual se ha buscado la forma de utilizarlos
para obtener productos de valor agregado ya sea en la elaboracion de
alimentos como jarabes de fructosa, remedios para la salud, forraje, en
construccién, obtencion de bio-combustibles, etc. (Barragan-Huerta et al.,
2008). Al mismo tiempo estos residuos se han utilizado para la obtencién de
enzimas mediante el aislamiento de microorganismos que infectan a este tipo
de plantas tal es el caso de Aspergilllus niger el cual se aislé para obtener
enzimas que degradan inulina (inulinasas) asi como su caracterizacion (Huitrén
et al., 2008).

4. Fructanos

Los fructanos son polimeros de mas de 10 moléculas fructosa unidas por
enlaces glucosidicos p-(2,1) y/o B-(2, 6). Los fructanos menores de 10

unidades son conocidos como fructooligosacaridos (FOS) (Olvera, 2007).

Por su tipo de enlace a los fructanos se les clasifica en levanas, que son
polimeros lineales constituidos por unidades de fructofuranosa unidas por
enlaces f-(2,6), inulinas fructano lineal conformadas por unidades de

fructofuranosa unidas mediante enlaces $-(2,1) (Figuras 6 y 7) (Cuevas, 2016),
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neoseries de inulina que tienen algunas ramificaciones $-(2,6) y ademas
contienen una glucosa entre las unidades de fructosa, neoseries de levana que
tienen ramificaciones f-(2,1) y son similares a las neoseries de inulina

(Mancilla-Margalli y Lopez 2006).

Asi mismo se ha encontrado que los fructanos presentes en el A. tequilana
Weber var. azul, contienen uniones p-(2,1) y p-(2,6) con unidades internas y
externas de glucosa a los que se les denomina agavinas (Figura 7) (Mancilla-
Margalli y Lopez 2006). En la inulina de origen vegetal, se ha observado que
las unidades de fructosa enlazadas a la glucosa terminal pueden variar desde
algunas unidades hasta 70, lo que significa que la inulina es una mezcla de
oligobmeros y polimeros, definiéndose como un poli-fructano con grado de
polimerizacién mayor a 30 unidades (Pedreschi et al., 2003; Ricca et al., 2007;
Seminario et al., 2003).

Figura 6: Estructura de inulinay levana (Ritsema et al., 2003).
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Figura 7. A: inulina. B: Levana. C: inulina presente en Agave tequilana Weber var. azul.

Tomado de (Mancilla-Margalli y L6pez 2006).

4.1.1 Aplicaciones y produccién de fructanos

El empleo de estos polimeros de fructosa es de gran interés industrial ya que
pueden ser utilizados como aditivos (Tabla 4) o para mejorar la salud, se
destaca cuando se consumen como prebidticos en forma de oligosacaridos, asi
como para el aumento de la capacidad de captacion de minerales cuando es

consumido como levana o inulina. (Olvera et al., 2007).

También se emplean en la industria quimica-farmacéutica y de procesamiento
como excipiente, aditivo, agente tecnoldgico o coadyuvante; en la industria de
la alimentacién animal, y se esta considerando su uso como constituyente de
los empaques por su caracter de material bioactivo (Madrigal y Sangronis,
2007).
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Tabla 4. Aplicaciones de los FOS (fructooligosacaridos) en laindustria
alimentaria (Madrigal y Sangronis, 2007).

Aplicacién Funcionalidad

Productos lacteos Cuerpo, palatabilidad, capacidad de formar
gel, sustituto de grasas y sinergismo con
edulcorantes
Productos untables Estabilidad de emulsién, textura y capacidad
de ser untado

Productos horneados Disminucion de a,, y sustituto de azlcares
Productos céarnicos Textura, estabilidad de emulsién y sustituto
de grasas
Confiteria Sustitutos de azlcares y humectante

El efecto prebidtico de la inulina-fructano se debe a que es un componente
alimentario no digerible, promueve la estimulacion selectiva del crecimiento y
actividad de bacterias entéricas o del colon, disminuyendo el crecimiento de
bacterias patégenas como Clostridium perfringens (Gémez y Acero, 2011), la
fermentacion de los fructanos produce acidos grasos de cadena corta que
estimulan el crecimiento de la mucosa colono-rectal (Ulloa et al., 2010).

Los fructanos son producidos por microorganismos y plantas (tabla 5), tal es el
caso del A. tequilana Weber var. azul que contiene alrededor del 13-17% de
fructanos (inulina) con un grado de polimerizacion (GP) entre 3-29 y con
estructuras ramificadas (L6pez et al., 2003). Esta inulina puede ser utilizada por
hongos y algunos otros microorganismos como Unica fuente de carbono para la
obtencién de enzimas como la "inulinasa" la cual es de interés biotecnolégico
(Pérez, 2016).
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Tabla 5. Plantas que contienen inulinay su contenido referido a producto

fresco (datos tomados de Moshfegh et al., 1999).

Planta % inulina
Bardana o lampazo (Arctium lappa) 27-45
Agave (Agave spp.) 16-25
Name o yam (Dioscorea spp.) 19-20
Achicoria (Cichorium intybus) 10-15
Diente de leén (Taraxacum officinale) 12-15
Ajo comun (Allium sativum) 9-16
Puerro (Allium porrum) 3-10
Alcachofa (Cynara scolymus) 3-10
Cebolla (Allium cepa) 2-6
5. Enzimas

Las enzimas son proteinas con funcién catalitica, es decir, que pueden acelerar
la velocidad a la que ocurren las reacciones quimicas hasta alcanzar un
equilibrio, muchas de ellas no trabajan solas ya que se organizan en
secuencias (rutas metabdlicas) y muchas de ellas regulan su actividad

enzimatica. (Lehninger et al., 2006).
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Caracteristicas generales

1.- Catalizadores especificos: cada enzima cataliza un solo tipo de reaccion, y
casi siempre actla sobre un Unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de
ellos.

2.- La velocidad de reaccién es de 2 a 3 6rdenes de magnitud mayor a los
catalizadores inorganicos, ademas la velocidad esta directamente relacionada
con la concentracion de la enzima, de sustrato y de la disponibilidad de
cofactores (Lehninger et al., 2006).

3.- Las condiciones de reaccion (temperatura, pH y presion) son suaves y son
distintitas para cada tipo de enzima, ya que cada tipo de enzima tiene un pH,

temperatura de reaccién 6ptimos (Lehninger et al., 2006).

Las enzimas se pueden clasificar por la reaccion bioquimica que catalizan
(tabla 6), todas las enzimas poseen un “Enzyme commission number” (EC
number) que contiene una serie de niumeros de 4 digitos que indican qué tipo

de reaccion catalizan.

El primer nimero refiere la clase principal, el segundo la subclase en funcion
del tipo de sustrato, el tercero la subclase de acuerdo con el requerimiento por
una coenzima y el cuarto hace referencia a la reaccién que cataliza (Garcia-
Garibay, 2004).
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Tabla 6: Clasificacion internacional de las enzimas. Tomado de Lehninger
et al., 2005

Grupo Reaccién que catalizan
EC 1(Oxidorreductasa) Transferencia de electrones (atomos de H o
hidruros
EC2 (Transferasa) Transferencia de grupos funcionales (amino,

hidroxilo, metilo, fosfatos, etc.)
EC3 (Hidrolasa) Hidrdlisis (Transferencia de grupos
funcionales al agua)
EC4 (Liasa) Adicion de grupos funcionales a dobles
enlaces o formacion de dobles enlaces por
remocion de algun grupo funcional
EC5 (Isomerasa) Transferencia de grupos funcionales entre
una misma molécula
EC6 (Ligasa) Formacion de enlaces C-C, C-S, C-O o C-N
por reacciones de condensacién asociadas a
la hidrolisis del ATP.

5.1.1 Inulinasas

Las inulinasas son enzimas fructofuranosilhidrolasas que catalizan la hidrolisis

de los enlaces B-(1-2) fructano de la inulina para producir fructosa y glucosa.

Se ha observado que las plantas que contienen inulina tales como la achicoria,
agave y alcachofa son capaces de producir enzimas que degradan el polimero
hasta fructosa, en particular se ha logrado aislar e identificar una inulinasa
procedente de la raiz de achicoria con un peso molecular de 70 KDa
(Claessens, Van Laere y De Proft 1990). Estas enzimas también son
producidas por levaduras, hongos y bacterias (Tabla 7). Los organismos con
mayor interés para la produccibn de estas enzimas son los hongos
filamentosos y levaduras debido a su alta capacidad de produccién de esta
enzima y las condiciones bajo las cuales trabajan (50°C pH 5), por ejemplo,
Neera et al., (2018) logro aislar una inulinasa proveniente de Fusarium sp., con
un peso aproximado de 90 kDa y con una temperatura de reacciéon de 55 °C.
Otros hongos tales como Aspergillus awamori, A. niger o Penicillium sp., son
capaces de hidrolizar a la inulina, estos hongos se han cultivado en distintos

medios con inulina como principal fuente de carbono y/o cambios en las
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fuentes de nitr6geno y sales minerales, todo con el fin de mejorar la produccion

de este tipo de enzimas (Poorna et al., 1995).

Existen exo y endo inulinasas microbianas, la diferencia entre ellas radica en la
clase de producto que generan, la exo-inulinasa actia en los extremos de la
inulina, hidrolizando enlaces (-(2,1) produciendo unidades de fructosa y
glucosa. Las endo-inulinasas actuan sobre los enlaces B-(2,1) internos de la
inulina, produciendo FOS de diversos tamafios (Kango y Jain, 2011).

Tabla 7. Microorganismos productores de inulinasa. Tomado de Pandey et
al., (2006).

Microorganismo Tipo de enzima
Hongos
Aspergillus aureus Extracelular
Aspergillus awamori Extracelular
Aspergillus ficuum Extracelular
Aspergillus fischeri Extracelular
Fusarium spp. Extracelular
F. oxysporum Extracelular, intracelular
Penicillium sp. Extracelular
Penicillium purpurogenum Extracelular
Rhizopus sp. Extracelular
Streptomyces sp. Extracelular
Levaduras
Candida sp. Extracelular
Kluyveromyces marxianus Extracelular
Bacterias
Acetobacter sp. Extracelular
Arthobacter sp. Extracelular
Bacillus sp. Extracelular, intracelular
Escherichia coli Intracelular
Staphylococcus sp. Intracelular

Las inulinasas provenientes de levaduras trabajan en un rango de
temperaturas que van de los 35 °C a los 60 °C, degradan inulinas mas
complejas como la agavina y ademas son secretadas al medio de cultivo
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(extracelular) por lo que su purificacibn es mas sencilla (Castillo y Chamy,
2010).

Este tipo de inulinasas en su mayoria pertenecen a la familia denominada
GH32 y en algunos casos a la GH38. Estudios tridimensionales de microscopia
de rayos X se ha encontrado que estas enzimas estdn constituidas
principalmente por dos dominios, un dominio § propela conformado por 5 hojas
beta ubicado en el extremo amino terminal, caracteristico de las familias GH32
y GH38, y un dominio B-sandwich formado por 2 hojas beta ubicado en
extremo carboxilo terminal, este solo se encuentra en la familia GH32 (Figura
8), el sitio activo de estas enzimas se encuentra en el dominio [ propela
(Cimini, et al., 2016).

En la Figura 9 se puede observar una estructura obtenida por cristalografia de
rayos X de una exo-inulinasa proveniente de A. awamori. Su estructura
terciaria se pliega en dos dominios, el dominio catalitico N-terminal de doble
hélice de 5 palas y un dominio C-terminal plegado en una estructura de tipo -
sandwich (Nagem et al., 2004). Un ejemplo de endoinulinasa del

microorganismo A. ficuum se visualiza en la figura 10.

Figura 8. Estructura de una fructosilhidrolasa de la familia GH32, invertasa de
Arabidopsis thaliana (PDB 2AC1).
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Figura 9. Estructura cristalogréafica de una exo-inulinasa de A. awamori. Representacion
de la superficie y del sitio activo con sustrato (fructosa). Tomado de Protein Data

Base.

Figura 10. Estructura cristalina de una endo-inulinasa (A.ficuum), el sitio activo se
encuentra en el cuadro rojo, se observa su extremo carboxilo terminal propio de la
familia GH32 asi como el extremo amino-terminal, las laminas B y las hélices estan

coloreadas en amarillo y rojo respectivamente. Imagen tomada de Pouyez J., 2012.
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6. Hipotesis

La produccién de enzimas con actividad inulinolitica en Fusarium spp., se vera
favorecida si el hongo es capaz de crecer en inulina de agave como Unica

fuente de carbono.

7. Objetivo General

Estudiar el crecimiento de F.verticillioides, su capacidad de producir inulinasas
en medios con inulina de agave como Unica fuente de carbono y determinar las

mejores condiciones de actividad enzimética de las enzimas producidas.

7.1 Objetivos particulares.

» Estudiar el crecimiento de Fusarium spp., en medios con inulina de
agave como Unica fuente de carbono.

» Determinar la velocidad de crecimiento de F. verticillioides y F.
oxysporum utilizando inulina de agave como fuente de carbono.

» Estudiar el efecto de la concentracion de sustrato (inulina de agave)
sobre el crecimiento de F. verticillioides en medio sélido.

» Establecer los mejores parametros fisico-quimicos para la produccién
enzimatica de F.verticillioides.

» Estudiar la actividad enziméatica en funcion de la temperatura y pH
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8. Materiales y Métodos

8.1 Materiales

» Se utilizaron cepas puras de F. verticillioides y F. oxysporum aisladas de
muestras de maiz y sembradas en agar papa dextrosa (PDA) 50 %,
donadas amablemente por el Dr. Javier Plascencia (Facultad de
Quimica, UNAM), asi mismo se utilizaron cepas de Fusarium sp.,
donadas por el consejo regulador del tequila (CRT) sembradas en agar
papa dextrosa.

* Agavina (metlin)

* inulina de Achicoria

* Fructosa (Sigma-Aldrich)

*  KH;PO4 (J.T.Baker)

* NacCl (J.T.Baker)

« MgSO,-7H,0

* KNOj3 (J.T.Baker)

« Buffer de acetatos 50 mM, pH 4, 5 y 6: Acido acético glaciar
(Reproquifin) y NaOH (Sigma-Aldrich)

* Reactivo de Bradford: Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate
(BIORAD)

» Albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich)

« Reactivo de DNS: Acido 3,5 dinitrosalicilico (Sigma-Aldrich)

* Soluciones TLC:

* Eluyente: metanol (Alvi), butanol (Sigma-Aldrich) y agua destilada:
(3:2:1) respectivamente.
* Revelador: Orcinol (Aldrich) 10 mg/mL, H,SO4 (Meyer) 5%.
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8.2. Métodos

8.2.1 Preparacion de medios de cultivo

Las cepas puras de F. verticillioides y F.oxysporum se cultivaron en agar papa
dextrosa (PDA) a al 50 % para verificar su viabilidad.

Posteriormente se prepararon medios de cultivo sélidos con inulina de agave al
1%, se inocularon las cepas por el método de picadura en cajas Petri y se
incubaron a 28°C por 10 dias. Al término del tiempo de incubacion, las cajas
Petri se guardaron en refrigeracion en el cuarto frio 4° C. Posteriormente se
realizé una suspension de conidios de las cepas agregando agua destilada
estéril a los medios solidos con agitacion a 200 rpm por 1.5 h, al término del
tiempo se recolecté 1 mL de la suspensién de conidios (separados del micelio)
en tubos conicos de 1.5 mL y se guardaron en congelacién con 50% de glicerol

para futuras siembras.

Posteriormente se preparé un nuevo medio de cultivo sélido (KNOs 0.53 g,
NaCl 0.05 g, MgSO,4-7H,0 0.08 g, KH,PO,4 0.15 g, agar 2.26 g, para 100 mL)
con inulina de agave a concentraciones de 0.1%, 0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5% y
3% (modificado de Neera et al., 2018). Los medios se inocularon en cajas Petri
a partir de la suspension de conidios, se tomaron 1X10° conidios/mL y se
depositaron en un disco de papel filtro estéril de 0.6 cm de diametro, esto con
el fin de verificar y medir la velocidad radial de crecimiento, las muestras se

incubaron a 28°C por 7 dias. Todos los experimentos se hicieron por duplicado.

8.3 Determinacion de la actividad de inulinasa

Con el fin de evaluar de manera cualitativa la produccién de inulinasas por
Fusarium spp., las cepas se cultivaron en medios con inulina de agave al 1% a
28°C por 3 dias. Después de este periodo las cajas Petri se inundaron con
lugol (1.5 % Kl y 1% I,) para observar dicha actividad.
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Con el fin de comparar y establecer las mejores condiciones para la hidrélisis
de inulina de agave por F. verticillioides se evalué de forma cuantitativa el
consumo de inulina con base en los azucares reductores generados, asi como
la actividad enzimética usando un medio de cultivo liquido con la siguiente
formulacion para 100 ml: KNOs 0.53g, NaCl 0.05 g, MgS0O,-7H,O 0.08g,
KH,PO,4 0.15 g (modificado de Neera et al., 2018) incubado 3 X 10° conidios /
mL a 30°C por 7 dias a 200 rpm. Se tomaron muestras de 1 mL cada 24 h
empezando por las 0 h en tubos cénicos de 1.5 mL. De la misma forma se
prepard medio liquido a distintos pH iniciales (4, 5, 6, 7 y 8), se midi6é actividad
enzimatica del sobrenadante del medio mediante la técnica de azlcares

reductores por &acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS).

8.3.1 Determinacion de azucares reductores por DNS

La determinacién de la actividad enzimatica se realiz6 mediante la técnica
colorimétrica de DNS (Miller, 1959). En esta técnica se sigue la reaccion entre
el DNS y el extremo reductor de la glucosa o fructosa.

Para medir los azlcares reductores producidos por la hidrélisis de la inulina,
previamente se realiz6 una curva patrén de fructosa (0-1.5%) a partir de una
solucién stock de fructosa al 5% (p/v), posteriormente a 100 yL de cada
muestra se la afiadieron 200 pL de buffer de acetatos 50 mM, pH 5y 600 pL de
reactivo de DNS, frente a un blanco de reactivos. Las muestras tomadas cada
24 h del sobrenadante del medio de cultivo tuvieron el mismo tratamiento que
la curva patron. Posteriormente las muestras se calentaron a 90°C por 5 min, la
reaccion se detuvo incubando en hielo por 20 min y por dltimo se le afiadi6é a
cada tubo 4 mL de H,O destilada. Todo se midi6 en un espectrofotometro
(Genesys 10s Uv-Vis spectrophotometer, Thermo Scientific) a una longitud de

onda 540 nm.
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Tabla 8. Preparacion de muestras para determinacion de azlUcares

reductores.
————————————— Fructosay/o Reactivo de H,O Buffer de
Muestras de DNS destilada yL  acetatos/fosfatos
sobrenadante ML 50mMapH506
ML en uL

Blanco 0 600 100 200

0.2 100 600 0 200

0.4 100 600 0 200

0.6 100 600 0 200

0.8 100 600 0 200

1 100 600 0 200

1.5 100 600 0 200

8.3.2 Reaccidén enzimatica

Para llevar a cabo la reaccion enzimatica de hidrélisis de inulina de agave, se
tomaron 500 pL del sobrenadante de los medios de cultivo de F. verticillioides a
los diferentes tiempos (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h y 168 h), se adicionaron 500
ML méas de una disolucion de agavina 6 inulina de achicoria al 1% (m/v) en
buffer de acetatos 6 fosfatos 50 mM, pH (4-8 segun buffer requerido). La
reaccion se llevo a cabo a 50°C y 300 rpm por 2 h. La cantidad de azUcares
producidos se midié por DNS y cromatografia en capa fina.

8.3.4 Efecto de la temperatura sobre la actividad enziméatica

Para conocer la mejor temperatura a la cual se lleva a cabo la hidrélisis de la
inulina, se ensayaron diferentes temperaturas (entre 20 y 60°C, en intervalos
de 5°C). Para esto se empled el sobrenadante del medio de cultivo crecido con
1% de inulina, incubado por 7 dias a 35°C y pH 6. Se tomaron 500 uL del
sobrenadante y se adicionaron 500 yL de una disolucién de inulina al 1% y se
incubaron por 2 h. Al término del tiempo de la reaccion los azucares reductores
se cuantificaron por medio de la técnica de DNS como se menciona en el

apartado 8.1.3.
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8.3.5 Determinacion de actividad enzimatica por cromatografia en capa
fina (CCF).

Para determinar los productos de reaccion de forma cualitativa se empleé la
técnica de cromatografia en capa fina (CCF), para lo cual se colocaron 3 uL de
las muestras de los distintos tiempos de incubacién (72-168 h) asi como de un
control externo de agavina (inulina de agave) al 1% vy fructosa al 1%, todo se
aplic6 en placas para CCF de silica gel 60 F,s4 (Merck-Millipore). Una vez seca
la placa se procedié a eluir las muestras utilizando una fase movil consistente

en una mezcla de butanol:metanol:agua, 3:2:1.

Una vez que la placa eluida estuvo seca, se reveld con una solucién de H,SO4
al 5% y 10 mg/mL de orcinol en agua, esta mezcla fue asperjada a lo largo y
ancho de la placa, posteriormente la placa fue calentada a 90°C en una parrilla
eléctrica hasta observar manchas.

8.4 Conteo de conidios por el método de Neubauer

Las cepas de Fusarium spp., contenidas en medio agar papa dextrosa (PDA) a
los 8 dias de incubado se inundaron las colonias con H,O destilada estéril
(CBP), se rasp6 el micelio de adentro hacia fuera de la caja Petri con el fin de
extraer la maxima cantidad de conidios. Se tomaron de cada caja 1 mL de
suspensién de conidios y se depositaron en tubos conicos de 2 mL estériles. La
camara de Neubauer se limpié con etanol al 70% y se procedié a tomar de
cada tubo cénico 10 pL, mismos que se depositaron con micropipeta en el
hemocitémetro. Se ajusté el objetivo del microscopio a 10X para ver la totalidad
de las cuadriculas pequefias, posteriormente se cambid el objetivo a 40X para
iniciar el conteo, el cual se realiz6 de la cuadricula superior derecha a
izquierda.

El nimero de conidios se ajusté a 300,000 conidios/mL, esto debido al conteo
de las distintas cepas de Fusarium spp.

Para el célculo del nimero de conidios (NC) / mL se trabajé con la siguiente
ecuacion:

X (media de conteo conidios) x FD (factor dilucién) x 10*=NC/ mL
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Tabla 9. Conteo de conidios de cepas puras Fusarium spp.

Cepa (CRT) Media del conteo de pL tomados = 300,000
conidios / mL conidios/mL
003 2.99 x 10’ 10
085 2.96 x 10’ 10
214 2.79x 10’ 10
142 5.7 x 10° 5
005 6.1x 10" 5
098 7.6 x 10’ 4
167 6.3x 10’ 5
073 5.6 x 10’ 5
153 6.1x 10’ 5
197 9.4 x 10’ 35
F.verticillioides 2.89 x 10’ 10
F.oxysporum 2.95x 10’ 10

*Se visualiza los microlitros tomados de la suspension de conidios de cada cepa ajustados
aproximadamente a 300,000 conidios/ mL.

8.5 Purificacion y mantenimiento de las cepas de Fusarium spp.

Como parte de una colaboracién con el cepario del Consejo Regulador del
Tequila (CRT), amablemente nos proporcionaron 10 cepas de Fusarium spp.,
gue afectan al Agave azul, para evaluar su capacidad de produccion de
inulinasas (Tabla 10). Las 10 cepas fueron sembradas por picadura en agar
papa dextrosa (PDA) por 8 dias a 28 °C, al término del tiempo y con el fin de
purificar las cepas, se procedié a inundar las cajas Petri que contenian a la
colonia del hongo con H,O destilada estéril (CBP) y se agité por 2 h a 25 rpm.
Posteriormente se raspd el micelio del hongo de adentro hacia afuera y con
micropipeta se tomaron 2 mL de solucion de conidios (sin micelio) y se
depositaron en tubos cénicos de 2 mL (solucion “Madre”). La solucién de
conidios (“Madre”) se diluyé de forma sucesiva en tubos coénicos, se tomaron
100 pL y se diluyo en 1 mL de H,O destilada estéril contenida en tubos conicos
de 1.5 mL. Las soluciones de conidios ya diluidas se sembraron depositando
20 pL en Agar-Agar al 0.9 % por 48 h a 30°C. Al término del tiempo se
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selecciondé una micro colonia y se sembrd por picadura en PDA al 50 %,

incubandose a 30°C por 15 dias (Hasta que la colonia alcanzé los 8 cm).

Para el mantenimiento de las cepas puras se hizo una suspensién de conidios

en glicerol y se congelaron a -70°C. La suspensién se prepard inundando la

Caja Petri que contenia la cepa pura de Fusarium spp. con una solucion de

glicerol: H20 15:85. La caja se agitd por 1.5 h a 25 rpm, al término del tiempo

se raspo el micelio de adentro hacia afuera con el fin de extraer la maxima

cantidad de conidios. 1.5 mL de la suspension de conidios con micelio se

depositd en tubos conicos de 2 ml y finalmente se congelaron con nitrégeno

liquido y se mantuvieron a -70°C en congelador hasta su uso.

Tabla 10. Cepas Fusarium spp. donadas por el consejo regulador del
tequila (CRT).

Caédigo ID Cultivo Afio de Predio Municipio Estado
plantacion
CRT-003 62876 Agave 2012 El ocote Amatitlan Jalisco
CRT-005 62119 Agave 2012 La joya Tepatitlan Jalisco
de Morelos
CRT-073 57191 Agave 2011 El pandillo Arandas Jalisco
CRT-085 57828 Agave 2011 Las Tepatitlan Jalisco
maravillas de Morelos
CRT-098 67133 Agave 2011 Carrizo de  Jesus Maria Jalisco
fuentes
CRT-142 52673 Agave 2009 Monte largo  Atotonilco el Jalisco
Alto
CRT-153 59703 Agave 2012 Los robles Arandas Jalisco
CRT-167 50259 Agave 2009 San Pedro La Barca Jalisco
CRT-197 58331 Agave 2011 San José  JesUs Maria Jalisco
de Pilas
CRT-214 58112 Agave 2012 Santa Tepatitlan Jalisco
Maria de Morelos
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8.6 Determinacion de proteinas por método Bradford.

Se realizé la determinacién de proteinas por el método Bradford el cual
consiste en la cuantificacion de la uniéon de un colorante Azul de Coomassie G-
250, a la proteina, comparando esta unién con la de diferentes cantidades de
una proteina estandar ( Albimina de suero bovino "BSA"). Se realiz6 una curva
patron de "BSA" (0-0.5 mg/mL), se prepararon soluciones diluidas de la
solucién Madre (4 mg/mL) de BSA, en tubos coénicos de 1 mL se tomaron
alicuotas de 25, 50, 75, 100 y 125 pL de la solucién Madre, se completd el
volumen con agua destilada estéril hasta un volumen final de 1 mL (1000 pL).,
posteriormente se tomaron 150 pL de las muestras diluidas de "BSA" se
agregd 1 mL de reactivo de Bradford, se mezclaron en agitador vortex
dejandose incubar a temperatura ambiente por aproximadamente 2 min la
absorbancia se midi6 a una londitud de 595 nm en un espectrofotometro
(Genesys 10s Uv-Vis spectrophotometer, Thermo Scientific).

Para las muestras provenientes de un medio de cultivo inoculado con
F.verticillioides a 35 °C, pH (4-7) y 168 h se tomaron alicuotas en tubos conicos
de 1.5 mL cada 24 h de los distintos medios de cultivo, se separé la biomasa
suspendida con agitacion a 12000 rpm por un tiempo de 6 min, posteriormente
se tomaron 150 pL de extracto enzimatico y se afiadi6 1 mL de reactivo de
Bradford, se incubd por 2 min a temperatura ambiente y finalmente se midio la

absorbancia a 595 nm en espectrofotometro como se menciond antes.
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9. Resultados

Pre-acondicionamiento

Con el fin de pre-acondicionar las cepas al medio con el que se trabajaria
(inulina de agave) se incubaron las cepas puras de F. verticillioides y F.
oxysporum en medios solidos que contenian inulina de agave al 1% y PDA
50%. Adicionalmente se prepararon soluciones stock de conidios de ambas

cepas que como se menciond en la metodologia.

9.1 Tincion por impronta con azul de lactofenol a F.
verticillioides y F. oxysporum.

Con la finalidad de observar las estructuras microscopicas y macroscopicas de
ambas cepas crecidas en el medio de cultivo con inulina, se realizd una tincién

por impronta. Las caracteristicas observables fueron:

Macroscopicas: F. verticillioides mostré un micelio algodonoso, no seco,
medianamente abundante y generacion de pigmento de color salmén. F.
oxysporum generd un micelio abundante no seco, sin generacion de pigmento

(figura 12 abajo).

Microscopicas: Con respecto a F. verticillioides se observé una gran cantidad
de microconidios en forma ovoide, las hifas son ramificadas y septadas. Para F.
oxysporum también se observaron una gran cantidad de microconidios en

forma ovoide y la hifa ramificada pero no septada (figura 11).
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F. verticillioides F. oxysporum

*Imagen vista (objetivo 40x) *Imagen vista (objetivo 40x)

F. verticillioides F. oxysporum

Figura 11: Caracteristicas microscépicas y macroscopicas de F. verticillioides y F.
oxysporum, muestras tomadas de medio inulina de agave 1%.

9.1.2 Evaluacion del crecimiento de Fusarium spp. en medio
solido

El crecimiento del hongo se registré6 midiendo el diametro (cm) de las colonias
en medio sélido (Medio Inulina de agave 1%), para observar diferencias en el

crecimiento (Velocidad radial) de las cepas de Fusarium spp., en medio de

cultivo con inulina de agave como Unica fuente de carbono.
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Para medir el crecimiento radial (figura 12) de ambas cepas, se determiné el
avance micelial radial cada 24 horas. Empleando la pendiente en la fase
exponencial de crecimiento la cual representa el avance radial micelial con
respecto al tiempo (Crecimiento radial (Vr=mm/h)). Para la velocidad especifica
de crecimiento se linealiz6 la fase exponencial del crecimiento del hongo (Ln
radio final / Ln radio inicial= Vc* t) obteniéndose la velocidad especifica de

crecimiento representada por la pendiente.

50
E 40 X s F.0XySs A
. . . . . E 30 el F.verti A
Medio solido crecimiento radial (mm/h) S 20 ‘
Fusarium spp. £ Everti B
== F.0Xys B
0
0.38 0 50 100 150
£ . Tiempo (h)
I
€ 0.37
g T
T
5 0.36 Crecimiento radial: utilizando
§ 0.35 la fase exponencial de
= crecimiento del hongo mm/h
S 0.34 representada por la
k= 0.33 pendiente de larecta.
F.verticillioides F.oxysporum

Figura 12. Crecimiento radial de F.verticillioides y F. oxysporum (mm/h). Medio con

inulina al 1% (tiempo [h] contra radio [mm]).

Tabla 11. Crecimiento de F. verticillioides y F.oxysporum en medio con

inulina 1%
Crecimiento Radial mm/h Desviacion
F.verticillioides 0.37 0.002
F.oxysporum 0.37 0.001
Velocidad de crecimiento ht Desviacion
F.verticillioides 0.016 0.0001
F.oxysporum 0.017 0.0001

Como se puede observar en la figura 12 y tabla 11, el crecimiento radial entre

las cepas no se observé diferencia significativa, el crecimiento de
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F.verticillioides y F. oxysporum en medio inulina al 1% fue de 0.37 mm/h para
ambas cepas, mientras que la velocidad de crecimiento fue de 0.016 h' y
0.017 h' respectivamente. Las cepas se adaptaron al medio, se observé la
presencia de micelio abundante y algodonoso. Los medios inoculados con
F.verticillioides desarrollaron un pigmento color naranja-palido (color salmén),
mientras que F.oxysporum no desarroll6 ningln pigmento. Tanto la velocidad
de crecimiento como el crecimiento radial nos indicaron que ambas cepas
pueden desarrollarse de manera efectiva en el medio de cultivo con inulina
como uUnica fuente de carbono. El medio no es factor para retrasar o aumentar
el crecimiento de ambas cepas, a pesar de observar un desarrollo ligeramente
rapido de F.oxysporum. Se decidi6 trabajar con medios a diferentes
concentraciones de inulina de agave solamente con F.verticillioides para

encontrar la concentracion 6ptima para su desarrollo.

9.1.3 Efecto de la concentracion de inulina sobre el crecimiento
de F. verticillioides.

La concentracién de inulina en el medio de cultivo incide directamente sobre el
patron de crecimiento de F.verticillioides, en la tabla 12 se observa que este
hongo tiene una velocidad de crecimiento maxima de 0.016 h™ a partir de una
concentracion de 1% de inulina (tabla 12, figura 14). Con base en este dato se
decidi6 trabajar con la concentracion de 1% de inulina de agave para preparar

el medio liquido.

Tabla 12. Crecimiento radial (Vr) y velocidad de crecimiento(u) de F.

verticillioides a distintas concentraciones de inulina

Medio inulina Desviacion

% Vr (mm/h) u(h™ Desviacion (h™) (mm/h)

0.1 0.20 0.015 0.0001 0.0057

0.5 0.26 0.015 0.0001 0.0071

1 0.35 0.016 0.0001 0.0014

1.5 0.34 0.016 0.0005 0.0028

2 0.33 0.015 0.0003 0.0156

2.5 0.33 0.015 0.0002 0.0078

3 0.33 0.015 0.0004 0.0071

50% PDA 0.24 0.013 0.0007 0.0078
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Figura 13. Efecto de la concentracion de inulina en el medio sobre el crecimiento de
F.verticillioides. Medio con inulina de agave a concentraciones de 0.1 a 3 % como

Unica fuente de carbono.

Se puede observar en la figura 14 que hay un maximo del crecimiento a 1% de
inulina, posteriormente conforme aumenta la concentracion de inulina la
velocidad de crecimiento va disminuyendo. La disminucién podria deberse a un
incremento de la presion osmoética por la concentracion del azucar (inulina) y
consiguiente pérdida de agua. Asi mismo se determind la velocidad de
crecimiento de F. verticillioides en PDA, observandose que a pesar de que el
PDA es un medio rico en nutrientes, el micelio se desarroll6 mejor en presencia
de inulina de agave. La mayor diferencia fue la produccién de pigmentos, pues
en PDA, la coloracion del hongo fue color violeta-purpura, mientras que en

medio con inulina la coloracion fue color salmédn.
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Figura 14. Efecto de la concentracion de sustrato en el crecimiento de F.verticillioides en

medio sdlido.

Macias de la Cerda et al., (2016) sostiene que F. oxysporum tiene la capacidad
de degradar concentraciones de sustrato bajas, al aumentar la concentracién
de sustrato se inhibe la sintesis de muchas enzimas que requieren de un
inductor a esto se le conoce como represion catabdlica y es otra explicaciéon a
lo ocurrido con nuestra fuente de carbono inulina de agave ya que al
aumentarla de 1-2% la velocidad de crecimiento disminuye de su méaxima
0.016 h"a0.015 h™.

9.2 Comparacion de crecimiento entre las distintas cepas de
Fusarium spp. donadas por consejo regulador de tequila (CRT)

Se puede observar en la figura 15 que las cepas aisladas, purificadas e
incubadas en medios con inulina al 1% como Unica fuente de carbono,
muestran un comportamiento muy similar entre ellas. La tendencia de las
graficas indica que a la 24 h de incubacion inicia la fase exponencial de
crecimiento, seguido de la fase estacionaria en un intervalo de las 100-120 h.
Las cepas si bien no estan identificadas todavia, muestran que se cuenta con
diferentes cepas de Fusarium sp. Se observa también que se adaptan al
medio, desarrollan pigmento naranja-palido o color salmén en algunas cepas y
color blanco a las 36 h aproximadamente. El micelio es algodonoso y
abundante (figura 16).
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Figura 15. Curvas de crecimiento de las cepas de Fusarium spp. medio sélido con

Inulina de agave al 1%.

Figura 16. Crecimiento de las cepas de Fusarium spp. donadas por el CRT, en medio

sélido con inulina de agave 1%.
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En la tabla 13, figuras 17 y 18 se puede observar que entre las distintas cepas
de Fusarium spp., existen diferencias minimas en cuanto a su velocidad de
crecimiento y radial, si bien, marcado con distintos colores en la tabla se
encuentran las cepas que presentaron mayor velocidad. Se puede observar
que la cepa CRT-197 presenté mayor velocidad de crecimiento con 0.018 h™
seguida de las cepas modelo F. verticillioides y F. oxysporum con 0.016 h™y
0.017 h™* respectivamente y las cepas CRT 098 y 153 con 0.015 h™. En cuanto
a la velocidad radial, F. verticillioides y F. oxysporum la diferencia es minima
entre ellas (0.37 mm/h, ambas cepas) por lo que no podemos concluir de
manera categérica cudl cepa crece mas rapido entre estas dos. La cepa con la
velocidad radial mas alta obtenida fue la cepa CRT-197 con 0.39 mm/h, lo visto
demuestra que Fusarium spp., crece de forma 6ptima y se mantiene en un

medio con inulina de agave como Unica fuente de carbono.

Tabla 13. Velocidad de crecimiento(u), velocidad radial (Vr) de Fusarium spp.

Desviacion Desviacién
Fusarium spp. | Vr (mm/h) u(h™) (h™ (mm/h)
CRTO003 0.20 0.011 0 0.006
CRT214 0.29 0.014 0.0004 0.002
CRTO085 0.23 0.013 0.0003 0.001
CRT142 0.30 0.014 0.0002 0.006
CRTO005 0.26 0.014 0.0006 0.002
CRTO098 0.30 0.015 0.0006 0.006
CRT153 0.33 0.015 0.0002 0.004
CRTO073 0.27 0.014 0.0009 0.004
CRT167 0.28 0.014 0.0004 0.011
CRT197 0.39 0.018 0.0003 0.001
F.verticillioides 0.37 0.016 0.0001 0.005
F.oxysporum 0.37 0.017 0.0002 0.001
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Figura 18. Velocidad radial de las cepas de Fusarium spp. en medio con inulina al 1%

En conclusion, las cepas que muestran una mayor velocidad de crecimiento y
velocidad radial son CRT-197, F. verticillioides y F. oxysporum en medio con
inulina de agave 1%. Macias de la Cerda et al., (2016) demostr6 que F.
oxysporum presentaba una velocidad radial méaxima de 0.036 mm/h y 0.035
mm/h empleando glucosa 0.25 g/l y pectina 0.75 g/l respectivamente. Duarte et
al., (2016) demostré que Fusarium solani (aislado de plantas de garbanzo
infectadas) presentaba una velocidad radial maxima de 0.54 mm/h y 0.63 mm/h

en medios PDA y Czapek Dox (CzD) respectivamente, lo que representa una
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mayor velocidad que la de las cepas estudiadas en esta tesis, tomando en
cuenta la diferencia en las fuentes de carbono empleadas. Dueiias et al.,
(2007) sostienen que las cepas de Fusarium sp., aisladas de plantas de
garbanzo infectadas muestran rapido crecimiento en un rango de 0.30-0.54
mm/h en medio PDA, en nuestro caso F.verticillioides mostr6 una velocidad
radial en medio PDA 50% de 0.24 mm/h, tomando en cuenta la concentracion
del medio PDA probablemente se pudiera haber equiparado al rango
mencionado por Duefias. Esto nos obliga a pensar que la fuente de carbono y
la procedencia del hongo (debido a la sintesis de distintas enzimas requeridas
para cada hospedero o medio) inciden directamente sobre la velocidad radial o

de invasion.

El grupo de laboratorio inicio una colaboracién con el CRT, el cual
amablemente nos don6 10 cepas de Fusarium sin identificar la especie. Las
figuras 19 y 20 muestran los resultados de la purificacion. Cabe sefialar que las
cepas inicialmente presentaban sefiales de contaminacion y dos de ellas se
pudieron purificar en un periodo tardio.

Se presentan ocho cepas puras (Figura 19-20), cuyas diferencias radican en el
color del micelio. Las cepas 197, 003 y 153 presentaron un micelio abundante,
algodonoso y con pigmento blanco-amarillento en comparacion con las cepas
073, 008, 005, 167 y 142 las cuales presentaron colores entre violeta-blanco.
Esto sugiere que a pesar de que pertenecen al mismo género la especie es
distinta en las ocho cepas que se lograron aislar.
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Figura 19. Muestra de cepas no puras/Muestra de seleccién de micro-colonia

Anverso/Reverso Cepas Fusarium spp., (Medio PDA 50%)
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CRT-005 CRT-153 CRT-167 CRT-142
Anverso/Reverso cepas Fusarium spp., (Medio PDA 50%)

Figura 20. Cepas de Fusarium spp. purificadas sembradas en medio PDA 50%.

9.3 Prueba cualitativa de la actividad enziméatica de Fusarium
spp.

Para comprobar la actividad inulinolitica de Fusarium spp., las cepas con
mayor velocidad radial y crecidas en cajas Petri con medio con inulina fueron
inundadas con Lugol para revelar la actividad enziméatica por aparicién de halos
transparentes alrededor del hongo (Martin-Sanchez, et al., 2013). El Lugol es
usado para identificar la presencia de polisacaridos como almidén y glucégeno
entre otros ya que forma un complejo de inclusion con los polisacéaridos, que se
caracteriza por presentar distinta coloracion segun las ramificaciones de éstos.
El Lugol no reacciona con azucares simples como la fructosa o glucosa, asi

pues, un halo transparente es indicativo de actividad enzimatica de inulinasa.
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F.verticillioides F.oxysporum CRT-197
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Figura 21. Cepas de Fusarium spp. sometidas a la prueba cualitativa de actividad

inulinolitica (Reaccién con Lugol).

En la figura 21 se muestran los resultados de actividad cualitativa de inulinasa
de las cepas de Fusarium spp., incluyendo las cepas donadas por el CRT. La
actividad se observa por la presencia de halos transparentes alrededor del
micelio de las cepas, en donde se observo un halo mas claro en las cepas de
F. verticillioides y F. oxysporum. Como referencia de la actividad inulinolitica de
Fusarium spp., Neera et al., (2018) aislo de la planta Dahlia rhizosphere, 15
hongos con presunta actividad inulinolitica siguiendo una metodologia parecida
a la nuestra, siendo Fusarium spp., el género que mayor actividad demostro.
Nuestros resultados muestran que todas las cepas de Fusarium spp.,
presentaron actividad inulinolitica en el medio modificado de Neera et al.,
(2018).
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9.4 Evaluaciéon del consumo de inulina de agave por
F. verticillioides en medio liquido de cultivo

Una vez comprobado que F. verticillioides es capaz de crecer en un medio con
inulina de agave como Uunica fuente de carbono, se decidi6 cuantificar el
consumo del sustrato en un medio liquido. El medio utilizado es una
modificacién del reportado por Neera et al., (2018) incubando a 30°C por 7 dias

con agitacién a 200 rpm, como se menciona en la seccion de metodologia.

Para el andlisis del consumo de inulina en el medio por F. verticillioides, que es
un indicativo que se estd produciendo la enzima, los azucares reductores se
cuantificaron por el método de DNS (Patron externo de fructosa figura 1A
Anexo), cabe sefalar que cada experimento se hizo por separado (prueba 1y
2). Los resultados muestran una concentracion inicial de 0.14-0.15 % de
azucares reductores, lo que indica que la inulina de agave utilizada no estaba

pura.

En la figura 22 se observa que F. verticilloides a las 24 h de haberse sembrado
comienza a producir a la inulinasa extracelular. Esto se denota ya que, en este
tiempo la concentracion de fructosa en el medio es maxima, lo que indica que
la enzima esta hidrolizando a la inulina presente en fructosa para que el
microorganismo la consuma. También se observa que la actividad enzimatica a
las 24 h coincide con el inicio de la fase exponencial del hongo en medio sélido
y a partir de las 72 h el sustrato ha sido consumido en su totalidad.

52



0.25

7.50
6.90
6.30
5.70
5.10
4.50
3.90
3.30
2.70
2.10
1.50
0.90
0.30
-0.30

0.20

0.15

0.10

reductores %

0.05

0.00

Dlametro de la colonia (cm)
medio sélido
Concentracion de azucares

-0.05
0 50 100 150 200

Tiempo (h)
== Diametro micelio (cm)Medio solid  =#=C%Azured A  =#=C% Azu Red 2A

Figura 22. Comparativo del Crecimiento y consumo de inulina por F. verticillioides.

**Prueba A1y A2 (pruebas independientes) = Pruebas 1y 2 para azlcares reductores método Miller-DNS (%
fructosa).
**Diametro de la colonia (cm) medio s6lido=registro de crecimiento del hongo (0-168h).

El consumo de inulina también se siguié mediante cromatografia en capa fina
(CCF) (figura 23) en la cual se observé una mayor concentracion de fructosa a
las 24 h mientras que después de las 48 h la concentracién decrece, en
concordancia con lo observado en la figura 22.
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Figura 23. Cromatografia en capa fina pruebas 1y 2 (muestra A)

*Cada cromatoplaca contiene muestra de sobrenadante del medio de cultivo, de las 0, 24, 48, 72, 96 y 168 h
respectivamente.
*Prueba 1 (A1) / prueba 2 (A2)

Los resultados del medio liqguido obedecen Unicamente a la necesidad de
corroborar la produccion de la enzima por medio del consumo de inulina y
produccién de fructosa. Para establecer las condiciones 6ptimas del medio de
cultivo liquido, donde se produce mayoritariamente la enzima, se trabajo a

diferentes condiciones de pH (4-8) y temperatura (28, 30, 35y 40°C).

9.5 Evaluacioén de la actividad inulinolitica de los extractos de
F.verticillioides sobre inulina de agave

Previamente se observé que la enzima capaz de hidrolizar a la inulina de
agave hasta fructosa era extracelular, por lo que se decidid evaluar la actividad
del sobrenadante una vez que el hongo fue separado. Para realizar estos
experimentos se usaron los cultivos de F. verticillioides después las 72 horas,

para asegurar que toda la inulina de medio fue consumida. Las reacciones se
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llevaron a cabo en tubos conicos de 1.5 mL agregando 500 pL de
sobrenadante, 500 pL de inulina de agave al 1% en buffer de acetatos 50 mM,

pH 5 a 50°C por 2 horas a 300 rpm. Después se tomaron muestras para ser
analizadas por CCF.

Figura 24. CCF para observar los productos de la actividad enzimética del sobrenadante
posterior al consumo total de inulina. IN: estandar de inulina, F: estandar de
fructosa, muestratomadas alas 72,96 y 168 h de crecimiento.

En las cromatoplacas (figura 24 AR1 y AR2) se observa que las muestras de
cultivo tomadas a las 72, 96 y 168 h, son capaces de hidrolizar a la inulina de
agave en fructosa y oligosacaridos. Después de dos horas de reaccion, la
inulina no esta hidrolizada en su totalidad. Podria presumirse la presencia de
los dos tipos de inulinasas, exo y endo, ya que se observa la produccion tanto
de fructosa y fructooligosacaridos. Aunque en el control de inulina se observa
un patron de FOS, cabe sefialar que en la reaccion enzimatica esté se hace

mas intenso, lo que lleva a suponer que existe la produccion de FOS.
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9.6 Efecto del pH inicial sobre el consumo de inulinay la
actividad enzimatica de F. verticillioides.

Se evaluo el efecto del pH inicial en el consumo de la inulina con respecto de la
produccion de azUcares reductores en medio liquido. Para evaluar la mejor
condicion a la que se produce la enzima. Se trabajé con medios de cultivo con
inulina al 1% en un intervalo de pH de 4-8. El analisis de DNS mostrd que la
cantidad de fructosa producida a las 24 h es maxima a un pH de 4 como se
muestra en la figura 25. A las 24 h en pH 4 el hongo produjo en promedio
0.25% de fructosa, la concentracion mas alta de todos los valores de pH,
seguido de 0.13 %, 0.05%, 0.02% y 0.007% a pH 5, 6, 7 y 8 respectivamente.
Esto nos indica que probablemente a pH 4 la cantidad de enzima producida es
superior comparada con los demas valores de pH.

0.30 e=0==pH 4 Azu red
® 0.25 pH 5, Azured
g 0.20 ©  pHB6,Azu red
S5
g § 0.15 pH 7, Azu red
) H 8 Azu red
% S 010 p zure
o N—r
‘E 0.05
S 0.00 e =

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

-0.05

Tiempo (h)

Figura 25. Efecto del pH sobre la produccién de azlcares reductores generados por

F.verticillioides.

Actividad enziméatica del sobrenadante

Con el fin de medir la actividad de la enzima contenida en el sobrenadante de
los tiempos 72-168 h de crecimiento se realiz6 la reaccion enzimética durante 2
h con inulina de agave 1% (m/v) como sustrato a un pH de 5. Neera et al.,
(2018) fijaron el valor de pH 5 como 6ptimo, asi como un rango maximo de

temperatura de 50-55°C para medir actividad de la inulinasa extraida de F.
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verticillioides. La actividad enzimatica (U/ml) se defini6 como la cantidad de
enzima que produce un pmol de fructosa por minuto y por mL de
sobrenadante. Los valores obtenidos en micromoles fueron ajustados a

milimoles para una mejor representacion grafica.

Cuando el hongo crece a un pH inicial de 6 durante 168 h la actividad
hidrolitica sobre inulina de agave es mayor en un 17 % y 76 % comparado con
los demas valores de pH ensayados a las 168 h (figura 26). A pH 6 se
obtuvieron 17 mU/ml, este es el mayor valor obtenido a cualquier tiempo y pH.
Por otro lado, la actividad a las 72 horas de cultivo es la menor en todos los pH,
obteniendo la minima a pH 4 con 2 mU/ml, por ultimo, a pH 8 no se registrd
actividad enzimatica. Los resultados podrian reflejar una mayor produccion de
la enzima a pH 6 y por tanto explicaria la actividad observada, lo cual solo se
podra comprobar mediante la actividad enziméatica especifica, cuantificando la

cantidad de proteina presente en el medio.

H72h ®96h "168 h
20

15

0
I |
1 dd s

pH inicial de medio de cultivo

Actividad Enzimatica (mU/ml)
(6]

o

Figura 26. Efecto del pH inicial del medio de cultivo, sobre la actvidad enzimatica
(mU/ml) de F. verticillioides, la reaccion se llevé a cabo durante 2 horas a un pH de
5,50°Cy 1% de inulina.

Los medios liquidos desarrollaron color naranja-palido (color salmén) a pH 4, 5,

6 y 7. La intensidad del pigmento es mayor a valores de pH acidos y va
disminuyendo conforme aumenta el pH del medio (figura 27). A pH 8 no se
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observé generacion de pigmento durante todo el experimento en comparacién

con los deméas medios debido al nulo desarrollo del hongo.

pH 4 pH 6 pH 7

Figura 27. Im4genes de los medios liquidos fijados apH 4,6y 7 a 168 h de incubado

9.6.1 Cromatografia en capa fina prueba complementaria de
actividad enzimatica

Para visualizar los productos de la actividad enzimatica se realizaron analisis
en CCF (figura 28). En todos los tiempos de incubacion se observo la
presencia de la fructosa (linea azul) como producto de la hidrélisis. Cabe
mencionar que la inulina de agave no es pura contiene trazas de FOS y

fructosa como se observo en la primera muestra "IN" (derecha a izquierda).
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pH 4 pH5 pH6
<€
*Contiene controles de
pH 7 inulina de agave (IN) 1% vy pH 8

fructosa(F) 1% en este
mismo orden.

*Las cromatoplacas
contienen las muestras de
las 72, 96 y 168 h(Enzima
+ agavina 1% disuelta en
Buffer de acetatos 50mM
a pH 5, incubadas a 50 °C
y 300 rpm x 2 h, en el
siguiente orden de
izquierda a derecha(72 h/
96 h/ 168 h).

IN/F/72/96/ 168 h

Figura 28. Cromatografia en capa fina, efecto del pH inicial (4-8) del medio sobre la

*Fructosa (linea azul) / FOS (linea roja) / (linea verde) -- sobrenadante + agavina 1%, incubado a 50°C por 2 h.

actividad enzimatica.

Visualmente parece haber mayor hidrélisis en los sobrenadantes provenientes

de los medios a pH 5 y 6, corroborandose lo obtenido en los analisis de DNS

para estos valores de pH. A pH 7 la cantidad de fructosa liberada es menor

comparada con los pH 5y 6 y finalmente a pH 8 no se observan productos de

hidrdlisis, lo que se observo es la fructosa y FOS propios de la inulina utilizada.
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9.7 Efecto de la temperatura en el consumo de inulina por
F.verticillioides en medio liquido

En la figura 29 se observa que F.verticillioides consume de manera 6ptima en
un intervalo de temperatura de 28 a 35°C a pH 6. Se puede observar que, en
todas las temperaturas de prueba, el hongo a partir de las 24 h empieza a
secretar la enzima que hidroliza a la inulina en fructosa. A los 40°C el hongo no
creci6 en el medio de cultivo, no mostraba biomasa suspendida ni

pigmentacion, como si lo mostraron los demas medios incubados a 28-35°C.

Se observo que, a las 24 h en las distintas temperaturas, con excepcion de
40°C se produce una enzima que hidroliza la inulina de agave, mientras que a
las 48 h se muestra el completo consumo de azucares reductores, lo que

indicaria que el microorganismo esta metabolizdndolos.

0.08
0.07
® 30°C
S 0.06,5
S _ 005 =¥=40°C
25
xS 0.04 350C
n O
o 3 0.03
= 28°C
S~ 002
N
< o001
S
0.00 - - -
001 @ 50 100 150 200

Tiempo h

Figura 29. Efecto de la temperatura sobre la produccion de frutosa por F.verticillioides.

Se midio la actividad enzimatica, se hizo reaccionar la enzima contenida en los
sobrenadantes de los medios a distintas temperaturas de produccion de
fructosa con el sustrato problema (inulina de agave 1%). La actividad
enzimatica aumenta conforme pasa el tiempo de incubacion y conforme
aumenta la temperatura (figura 30). La enzima proveniente de un medio de
cultivo incubado a 35°C a pH 6, y cuya reaccién enzimatica fue probada a 50°C
a pH 5 (buffer de acetatos 50 mM por 2 h) registré su mayor actividad a las 168
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h con 23 mU/mL, 40% mas que a 30°C esto es de importancia ya que nos hace
ver que la actividad de la enzima y el crecimiento del hongo no son
directamente proporcionales. Con respecto al medio de cultivo a 40°C no se

registro actividad enzimatica ni crecimiento del hongo.

30.0 72 h “96h 168 h

20.0 I

Actividad Enzimética (mU/ml)

10.0 h I
I
I |
0o I NN R — -
28°C 30°C 350C

Temperatura °C

Figura 30. Efecto de la temperatura inicial del medio de cultivo sobre la actividad
enzimética.

*La reaccion enzimatica fue probada a 50 °C, 500 pL de extracto enzimatico + 500 pL de inulina de agave 1% disuelta

en buffer de acetatos a pH 5.

9.8 Cuantificacion de proteina

Una vez que se determinaron la fructosa y los FOS como productos de la
reaccion enzimatica, se determind la cantidad de proteina extracelular
producida por F. verticillioides a los diferentes pH a 35 °C, utilizando como
patron albumina bovina sérica (figura 2A Anexo). En la figura 31 se muestra
gue desde las 24 h y hasta las 48 h a pH 6 no se observé generacion de
proteina en gran cantidad para ser registrada, a las 72 h y mismo pH se
obtiene la concentracién mas alta de proteina (0.1 mg/mL) en todos los tiempos
y pH. También se observa que la concentracion de proteina se mantiene a lo
largo del tiempo. Esta tendencia aparece en todos los ensayos, a pH 4y 5 se
registr6 un comportamiento muy similar entre ellos, en cuanto a la
concentracion de proteina a las 72 h a pH 4 se obtiene 0.05 mg/mL y conforme

pasan los dias la proteina alcanza una concentraciéon maxima de 0.06 mg/mL,
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a pH 5 a las 72 h se tiene una concentracion de proteina de 0.06 mg/mL,
conforme avanzaron los dias de incubacién va disminuyendo, probablemente
debido a una proteasa propia del hongo, asi pues no se observa una caida
drastica en la misma; en cuanto a pH 7 se observo que el hongo no generé una
gran cantidad de proteina, su maxima concentracién se da a las 72 h con 0.01

mg/mL con una caida minima en su concentracion conforme los dias de

incubacion.
0.12

£ “72h
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2 008
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Figura 31. Concentracién de proteina generada a distintos pH de medio de cultivo con

inulina de agave 1%

Estos resultados concuerdan con la actividad enzimatica mostrada en las
figuras 26 y 30, donde se observa una maxima actividad a pH 6. Esto podria
ser producto de una mayor concentracion de enzima a este pH y temperatura.
Sin embargo, aunque existe un incremento en la concentracién de proteina
relacionado a la actividad, esto Unicamente se podria comprobar si se purifica

la enzima.
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9.9 Efecto de la temperatura sobre la actividad de la inulinasa
de F. verticillioides.

Una vez encontradas las mejores condiciones de crecimiento donde el hongo
produce mayor cantidad de la enzima (incubacion a 35°C, pH 6 y 168 h), se
decidié evaluar la actividad enzimética del sobrenadante a diferentes
temperaturas. En la figura 32 se muestra la actividad de la inulinasa de
F.verticillioides en un intervalo de temperatura de 20 a 60°C. Se alcanza el
maximo a los 50°C con una actividad de 27 mU/mL, tomando esa temperatura
y actividad como el 100% podemos observar que a los 55°C (2.2 mU/mL) la
actividad enzimatica se pierde en un 90% por lo que la enzima probablemente
se desnaturalizé. La inulinasa de Fusarium sp., tiene su maxima actividad en
un medio con 30% de inulina a los 55°C con tiempo de reaccion de 30 minutos
a pH 6 (Neera et al.,, 2018). La diferencia entre esta y la de F.verticillioides
pudiera deberse a la especie de Fusarium sp., utilizada, asi como de la
naturaleza de la inulina empleada, que en nuestro caso la inulina fue de agave

gue esta altamente ramificada.
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Figura 32. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética.

*La reaccién enzimatica fue probada a distintas temperaturas en tubos coénicos de 1.5 mL agregando 500 pL de

extracto enzimatico a 168 h incubado + 500 pL de inulina de agave 1% disuelta en buffer de acetatos a pH 6, por 2h.
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10. Efecto de pH sobre la actividad enzimatica

El siguiente paso dentro de la caracterizacién de la enzima, fue evaluar el
efecto del pH sobre su actividad. La temperatura que se empleé para llevar a

cabo la reaccion fue la 50°C, que fue la mejor temperatura de reaccion.

La reaccion enzimatica probada a distintos valores de pH tuvo una actividad
méxima a pH 6 con 20 mU/mL, seguido a pH 5 con 15 mU/mL (figura 33). A pH
7 la actividad decrece en mas del 50% lo que nos hace suponer que la enzima
se desnaturalizo.

25.0

20.0 I
15.0 I

10.0 I I

5.0

0.0 || - - ||

Actividad enzimatica (mU/ml)

pH

Figura 33. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica, utilizando extracto tomado del

sobrenadante de medio de cultivo (F.verticillioides) a pH 6 a 30 °C.

*En tubos cénicos de 1.5 mL se agregaron: 500 pL de extracto enzimatico a 168 h de incubado, con 500 pL de inulina
de agave 1% disuelta en buffer de acetatos 50 mM (pH 4,5y 6) o buffer de fosfatos 50mM a pH 7 y 8.

*La reaccion fue probada a la temperatura 6ptima de la enzima (50°C) vista en la figura 34, incubada por 2 h a 300
rpm.

11. Efecto del sustrato sobre la actividad enzimatica (F.
verticillioides).
Como ultima etapa se decidio estudiar el efecto de otro sustrato ademas de la

inulina de agave. Este sustrato fue la inulina de achicoria, que es una inulina

lineal con Unicamente con enlaces glucosidicos p-(2-1). Los resultados (figura
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34) muestran que la enzima tiene mayor actividad sobre inulina de achicoriay a
168 h de incubacién. Con la inulina de achicoria se alcanzé una actividad de 78
mU/mL, mientras que con la inulina de agave la maxima fue de 15 mU/mL, 5
veces menos. Esto se debe a que la inulina de achicoria es menos compleja
estructuralmente que la de agave.

E0h ®24h “48h B72h “96h “168 h

16.0
14.0
12.0
10.0

Actividad Enziméatica mU/ml

Inulina de agave 1 %

H0h ®24h “48h W72h =96h “168h

80.0

60.0 —]

40.0

20.0

0.0

Actividad Enzimética (mU/ml)

pH

Inulina de achicoria 1 %

Figura 34. Actividad enzimatica con distintas fuente de inulina (agave vs achicoria).

*Sobrenadante de medio de cultivo incubado a pH 6, 35°C e inoculado con F.verticillioides.
* La reaccion se llevé a cabo con 500 pL sobrenadante + 500 pL de agavina o inulina de achicoria 1% disuelta en
Buffer de acetatos o Buffer de fosfatos a pH 6, por 2 h a 50°C y 300 rpm.

65



12. Conclusiones

Las cepas de Fusarium spp., que se estudiaron en el proyecto fueron capaces
de crecer en un medio de cultivo con inulina de agave como Unica fuente de

carbono.

Se registrd que las cepas, F.verticillioides, F. oxysporum y CRT-197 muestran
velocidades de crecimiento mayores que el resto de las cepas trabajadas en

medio de cultivo con inulina de agave 1% como Unica fuente de carbono

Se encontraron las mejores condiciones de sustrato, temperatura y pH a las
cuales el hongo F. verticillioides produce una inulinasa que hidroliza a la inulina

de agave: 1% de inulina de agave, 35°C y pH 6.

Se determind con base en los analisis cualitativos que las cepas antes
mencionadas muestran actividad inulinolitica por la observacién de halos

transparentes de hidrdlisis alrededor del micelio de los hongos.

La méxima actividad de la enzima se observé a 50°C y pH 6 (27 mU/ml)

Las cromatografias en capa fina realizadas durante todo el proyecto mostraron
gue existe una enzima exoinulinasa que degradé la inulina de agave en
fructosa-

La enzima mostré preferencia de sustrato por la inulina de achicoria sobre

inulina de agave, esto debido a la estructura de la inulina de achicoria la cual

es en su mayoria lineal sin muchas ramificaciones o enlaces 3-(2,6).
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13. Perspectivas

Optimizar el medio de cultivo para obtener mejores cantidades de
proteina, asi como de actividad enzimatica.

Purificar y caracterizar bioquimica y cinéticamente la enzima proveniente
de F.verticillioides.

Determinar un método para inmovilizar la enzima ya que nuestra enzima
no resiste temperaturas por encima de los 50°C, esto es importante ya
gue se plantea utilizar industrialmente y obtener un producto de valor
agregado.

Identificar las cepas provenientes del agave infectado y caracterizar la
cepa CRT-197 la cual mostré la velocidad radial, de crecimiento mas alta
de todas las cepas, asi como actividad inulinolitica (halo de hidrolisis) en

medio que contenia inulina de agave como Unica fuente de carbono.
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14. Anexo

Curva patrén de fructosa 0%-1.5% (externo) para realizar los analisis
cuantitativos de azUlcares reductores producidos por la enzima extracelular de

F. verticillioides.
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Figura 1A. Curva patrén de fructosa para analisis cuantitativos.

Curva patron albumina bovina sérica (BSA) utilizada para cuantificar la proteina
contenida en los medios de cultivo liquidos inoculados con F.verticillioides,

concentracion 0-1mg/ml.
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Figura 2A.

Curva patron (BSA) para cuantificacién de proteina método Bradford.
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