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1.RESUMEN

La energia que se consume en el planeta en su mayoria provine de fuentes no
renovables como los combustibles fésiles, los cuales actualmente reflejan un
notable descenso en sus reservas. La Organizacion de Paises Exportadores de
Petroleo (OPEP) en el 2018 estim6 que el consumo diario de crudo oscila 1,59
millones de barriles por dia, y prevé que la demanda para este afio aumentara hasta
60,000 millones de barriles diarios. Este consumo refleja la demanda de la poblacion
mundial para transformar recursos naturales en productos de bienes y consumo, los
cuales puedan satisfacer la creciente poblacién actual estimada en 7,350 millones
de habitantes (Erken, 2019). Es por ello, que se deben buscar nuevas alternativas
de energia que para sostener las demandas de la poblacion, sin generar
consecuencias negativas al medio ambiente (UNFPA, 2017).

La biomasa es un residuo agricola o forestal que constituye una fuente vegetal con
un alto potencial de aprovechamiento de azucares con miras a la produccion de
bioetanol lignoceluldsico (Montes et al., 2012). Es importante mencionar que paises
en vias en desarrollo, como por ejemplo Brasil, India y México, se enfocan en el
manejo de este tipo de materia prima, por lo cual la produccion de etanol no
compromete la alimentacion basica de la poblacién (Alvarez, 2009).

El manejo de rastrojos agricolas para la obtencion de bioetanol implica el
pretratamiento o sacarificacion de la biomasa mediante métodos fisicos (presion,
pirolisis, trituracion), quimicos (acidos fuertes, hidréxido de sodio, cloruro de calcio,
etc.) y bioldgicos, o en muchas ocasiones mediante la combinacion de varios de
estos métodos (Giraldo, 2012).

La problematica en el uso del técnicas quimicas o fisicas radica en la generacion de
residuos contaminantes como CO, e hidroximetilfurfural, este ultimo toxico para
levaduras, microorganismos que realizan posteriormente la fermentacion para la
obtencion de etanol (ViAals, 2012). Ademas, estos métodos frecuentemente
demandan altas temperaturas, que oscilan en el rango de 100 a 700°C (Oliva, 2003)



lo cual impone un alto costo energético y declina sustancialmente su valor ambiental
(Giraldo, 2012).

Por su parte, los métodos biolégicos generalmente no generan costo elevados por
que no requieren la aplicacion de altas temperaturas, y tampoco producen residuos
contaminantes. Habitualmente estas herramientas son aplicadas mediante el uso
de bacterias y hongos (Garcia et al., 2014). Estos microorganismos han tomado una
gran importancia debido a la facil accesibilidad de sus cultivos, y también se
caracterizan por tener excelentes propiedades como productores de enzimas
degradadoras de lignocelulosa (Batista et al., 2014). Por ejemplo, los hongos
ascomicetos se caracterizan por llevar a cabo la “degradacién blanca” de la biomasa
vegetal, mineralizando la lignina e hidrolizando la celulosa y hemicelulosa en
monomeros simples que serviran como materia prima para las biorefinerias

(Morales de la rosa, 2015).

Con base en lo anterior se pueden proponer diferentes métodos de sacarificacion,
donde se combinen los métodos bioldgicos con un sistema de pretratamiento fisico
para lograr mayores rendimientos de azucares fermentables. En muchas ocasiones
los métodos fisicos y quimicos emplean sales o hidroxidos de metales con actividad
caotropica, como por ejemplo, cloruro de sodio (NaCl), hidroxido de sodio (NaOH),
cloruro de calcio (CaCly), clorito de sodio (NaClO;) entre otros, para el
pretratamiento de la biomasa (Palomar et al., 2015). Generalmente estos
compuestos que coordinan atomos de Na son aplicadas en concentraciones que
oscilan entre 1 y 20%, para facilitar la hidrdlisis quimica de la hemicelulosa y
celulosa en una extension mayor al 80%, lo cual genera modificaciones en la
estructura cristalina de estos polimeros rompiendo las interacciones mediante por
puentes de hidrogeno y las interacciones covalentes inter e intracatenarias
(Guarnizo et al., 2009). Debido a la aplicacion de estos compuestos un
inconveniente de los procesos quimicos es que pueden generar como producto
final, sustratos lignocelul6sico con valores acidos de pH, y elevados residuos de
salinidad (>20% Na), lo cual puede resultar en la inhibicion de la actividad de



enzimas de organismos que fermentan los azucares producto de la hidrdlisis, asi
como la inhibicion del crecimiento de muchos microorganismos (Folch et al., 2004).
En la actualidad la caracterizacion fisioldgica y molecular de organismos
halotolerantes, en particular de sus proteinas haloestables ha ganado gran
importancia en la busqueda de enzimas con potencialidades de operacién en
ambientes hipersalinos, con concentraciones de NaCl superiores a 0.5 M (salinidad
del agua de mar) (Hernandez et al., 2002). Aspergillus sydowii H1 fue aislado en el
laboratorio de Biologia Molecular de Hongos en el afio 2014 por Batista y
colaboradores . Este organismo fue definido como un hongo haldfilo, y fue aislado
de bagazo de cafia suplementado con 2 M de NaCl. Como parte de la
caracterizacidon de esta cepa, se examino su crecimiento en diferentes condiciones
concentraciones de NaCl (0, 0.5, 1, 1.5 y 2 M) observando que la velocidad
especifica de crecimiento resulté optima entre 0.5y 1.5 M de NaCl. Esta cepa fue
capaz de crecer sobre un amplio rango de sustratos lignocelulésico como paja de

trigo, rastrojo de olote, fibras de agave y aserrin, entre otros (Batista et al ., 2014).

Una primera caracterizacion de sus enzimas lignoceluloliticas demostré su
potencialidad para la producir celulasas, xilanasas y peroxidasas, sobre diferentes
sustratos lignocelulésico como bagazo de cafa de azucar, rastrojo de maiz, fibra de
agave, paja de arroz, y paja de trigo, siendo este ultimo identificado como el mejor
sustrato para la produccion de las enzimas mencionadas anteriormente (Batista et
al., 2014).

Aunque hay un interés creciente en el estudio de la biodiversidad de los
microorganismos extremofilos, y en particular de las potencialidades de estos
microorganismos para la produccion de enzimas de interés industrial (como las
enzimas ligninoliticas), pocos estudios centran su atencion en caracterizar la
produccion de estas enzimas como resultado de las condiciones de extremofilia. En
este contexto, la comprension de como las sales como el NaCl afectan la produccion

de enzimas lignoceluloliticas en hongos resulta sumamente interesante como



conocimiento que permita optimizar tratamientos fungicos de sustratos

lignoceluldsicos en condiciones de hipersalinidad.

Con base en lo expuesto anteriormente, este trabajo tiene como objetivo analizar el
secretoma de Aspergillus sydowii H1 por cuantificacion relativa empleando marcaje
peptidico asistido por isotopos isobaricos estables (iTRAQ). El analisis se realiz6 a
partir de las proteinas extracelulares producidas por Aspergillus sydowii H1
creciendo en presencia de paja de trigo (1%) como unica fuente de carbono, y en
presencia o ausencia de 1 M de NaCl. Estos analisis contribuiran a profundizar el
conocimiento sobre la degradacion de lignocelulosa en condiciones de
hipersalinidad, tematica pobremente abordada en la actualidad desde sus bases

moleculares y celulares desde una perspectiva de estudios globales 6micos.



2. INTRODUCCION

2.1. Reservas de petroleo.

Uno de los recursos energéticos mas recurrentes y con mayor margen de
explotacion en el mundo es el petrdleo, del cual podemos obtener diferentes
combustibles que son utilizados en diversas actividades, tales como, la produccion
alimentaria, industrial, el transporte, entre otras (Ifiesta et al., 2002). La OPEP para
el 2019 reporta una demanda de crudo a nivel mundial de 101,01 millones de
barriles por dia (mdb), asi mismo para el afio 2020 se informo6 una disminucion en
el consumo que oscilé en 92,82 mdb. En promedio entre los afios 2019 y 2020 el
consumo se perfila en 96,4 mdb. Este incremento en el consumo causa
consecuencias negativas en la vida media de los recursos petroleros, la cual se ha
pronosticado para un rendimiento de 40 anos a nivel global (OPEP, 2018).

La disminucion en las reservas de hidrocarburos es un fiel reflejo de la demanda
diaria de recursos, sostenida principalmente por el incremento poblacional. Es por
ello que generar nuevas alternativas de combustibles que satisfagan las
necesidades energéticas, econdmicas y sociales de la poblacion, resulta crucial no
solo para satisfacer los crecientes gastos de combustibles, sino también para
disminuir la huella de carbono que genera un impacto ambiental devastador
(Valdivia et al., 2008).

2.2. Biocombustibles como una alternativa energética.

Los biocombustibles son producidos a partir de biomasa vegetal, se consideran
recursos renovables y excelentes sustitutos de los combustibles fésiles debido a su
valor calorico e impacto medioambiental (Salinas et al., 2009). Actualmente los
biocombustibles que se comercializan en el mercado se destinan principalmente al
transporte, pero también en menor cantidad a la generacién de electricidad, entre
otros usos industriales (Alvarez, 2009). Algunos ejemplos de ellos son el biodiesel

y los bioalcoholes (bioetanol, biometanol, biobutanol) (Serrano et al., 2011).



Los biocombustibles se encuentran clasificados en tres grupos diferentes
dependiendo del material a partir del cual se obtienen. Se clasifican como: de
primera generacién, segunda generacion y tercera generacion (Alvarez, 2009;
Salinas et al., 2009). Los llamados biocombustibles de primera generacién se
obtienen a partir de materias primas como el maiz, cafa de azucar, aceites
vegetales y grasas animales, entre otros. Las materias primas anteriores tienen el
comun denominador de servir como fuentes de alimentos esenciales para muchos
paises de América Latina, Africa, Asia y Oceania. En el mundo la produccién de
biocombustibles de primera generacion tiene varias limitantes, ya que su
elaboracion representa una seria e injusta amenaza en el suministro alimentario
para los paises, principalmente en vias de desarrollo (Vivero, 2008; Ramos et al,
2016). Derivado de lo anterior, surgieron los biocombustibles de segunda
generacion, que son producidos obtenidos a partir de desechos agricolas,
forestales, cultivos no destinados para consumo, y residuos vegetales como, vainas,
cascaras de fruta, entre otros (Blanes et al., 2008). En la actualidad se atiende con
especial interés la utilizacion integral de desechos lignocelulésicos porque son
materiales de facil obtencion y de bajo costo, y ademas no generan compromisos
alimentarios (Vivero, 2008).

Por ultimo, los biocombustibles de tercera generacion se producen principalmente
a partir de microorganismos como algas, bacterias, entre otros, que tienen la
capacidad de generar moléculas como triacilglicéridos y ésteres grasos con alto
valor calérico (Machado, 2010). También son generados a partir de plantas que
producen estos compuestos derivado de su metabolismo, como por ejemplo, acidos
grasos de cadenas entre 18 y 25 atomos de carbono que son transformados en
biodiesel (Rondon et al., 2017). Entre las plantas mas usadas se encuentran el olivo
(Olea europaea), higuerilla (Ricinus communis), jatropha (Jatropha curcas), palma
de aceite (Elaeis guineensis) y coco entre otras (Herrera et al., 2020).



2.3. Biomasa lignocelulésica.

La biomasa vegetal esta constituida por un entramado de microfibrillas de celulosa
formando capas de estan recubiertas de hemicelulosa y sobre las que se deposita
la lignina (Oliva, 2003) (Figura 1). Este material es considerado como un recurso
renovable de gran importancia para la produccion de energia, principalmente de
biocombustibles, como el etanol de segunda generacion (Viveros, 2008).

Ldmina media . Pared secundaria

Lignina ——
Hemicelulosa

Celulosa

Figura 1. Imagen representativa de las fracciones que componen el material lignocelulésico
(celulosa, hemicelulosa y lignina). Tomado y modificado de Davila, 2003.

A continuacidn se describe la composicion molecular y algunas caracteristicas

fisicas de cada polimero.

(i) Celulosa: Es un homopolimero policristalino no ramificado presente en la
pared celular de las plantas. Representa aproximadamente entre el 20 y
50% del peso seco de la pared celular en dependencia de la especie
(Oliva, 2003). Las microfibrillas de celulosa se forman por la union de 50
a 15,000 unidades de D-glucosa a través de enlaces 3-1-4 glucosidico



(Gutiérrez et al., 2010) (Figura 2). Los mondmeros de glucosa forman dos
puentes de hidrogeno intramoleculares y uno intermolecular generando
regiones muy ordenadas que confieren alta grado de cristalinidad,
haciendo de la celulosa un polimero altamente insoluble al agua y muy
resistente a la degradacion enzimatica. Por el contrario, las zonas
amorfas o de menor ordenamiento, presentan una mayor accesibilidad a
enzimas celuloliticas, siendo mas susceptible a la degradacion enzimatica
(Morales de la Rosa, 2015).

CH,OH - OH CH,OH - OH
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(on > /" OH H\ ) o N5 /" OH H\:J)
0 K H/H, :{\H O/E,VCM\ H/H> :\H o/” o-
H OH CH,OH H OH CH,0H

/‘ N . Microfibrilla de celulosa

Figura 2. Representacion de la estructura de la celulosa. Imagen tomada y modificada de
Valdez, 2015.

(ii)

Hemicelulosa: Se caracteriza por ser un heteropolimero de estructura
diversa y mas compleja que la celulosa, representa entre un 15y 35%,
aproximadamente, de la biomasa vegetal (Oliva, 2003). La hemicelulosa
esta formada por asociacion de diversas cadenas heterogéneas de
xilanos, galactomananos, xiloglucanos y arabinoxilanos (Figura 3). Su
estructura esta principalmente compuestas por polimeros de cadenas
cortas y ramificadas con una gran variedad de pentosas (D-xilosa y L-
arabinosa), hexosas (D-galactosa, D-glucosa y D-manosa), acidos
uronicos (glucuronico, 4,0-metilgalacturonico), desoxihexosas (ramnosa

y fucosa) y la asociacion de grupos feruloil, O-acetil, y O-metil (Gutiérrez



et al., 2010). Los azucares se encuentran unidos por enlace glicosidico -
1-4. La hemicelulosa presenta un grado de polimerizacion que no excede
generalmente los 200 mondmeros, y su funcion fundamental es mantener
unida la celulosa y la lignina para brindar rigidez a la pared celular de las
plantas (Morales de la Rosa, 2015).
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Figura 3. Heteropolisacaridos y azucares que forman parte de la estructura de la

hemicelulosa. Tomado y modificado de Chamorro, 2019.

(iif)

Lignina: Dependiendo de la especie vegetal, el contenido de este
polimero oscila entre un 10 a 30% de total del total de la pared vegetal.
Es considerado el tercer polimero mas abundante en la Tierra después
de la celulosa y hemicelulosa (Gutiérrez et al., 2010). Su arquitectura
quimica esta definida principalmente por la polimerizacion de tres
alcoholes aromaticos: cumarilico, coniferilico y sinapilico, (Morales de la
Rosa, 2015) (Figura 4).



Este heteropolimero actua como una barrera de defensa ante la infeccién
por patogenos y desempefa importantes funciones en el transporte de

metabolitos, asi como de agua y nutrientes a través del sistema vascular
de las plantas (Davila, 2003; Olivo, 2003).

Figura 4. Representacioén de la estructura de la lignina. Tomada de Chavez et al., 2013.

2.4. Sacarificacion de la biomasa lignocelulosica.

Debido a la cristalinidad y compleja organizacion de la lignocelulosa se han
propuesto diversas tecnologias que se enfocan en aumentar la porosidad de la
biomasa vegetal para rendir un mejor rendimiento de sacarificacion (Giraldo, 2012).
Es importante mencionar que la invencion de diferentes procesos tanto fisicos,
quimicos y bioldgicos ha permitido “relajar” esta red de cristalinidad unida y
estabilizada entre si por puentes de hidrégeno y enlaces covalentes (Barroso, 2010).
Estas tecnologias han permitido acceder, con un mejor rendimiento, a los azucares

que conforman la celulosa y hemicelulosa (Barroso, 2010).
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2.4 1. Métodos fisicos

Se enfocan principalmente en la aplicacion de métodos mecanicos y térmicos que
tienen como objetivo principal la fragmentacion de la biomasa en particulas mas
pequefias susceptibles de degradacion (Giraldo, 2012).

La fragmentacion mecanica como proceso de pretratamiento fisico permite la
reduccion de tamafo de la materia lignocelul6sica (Giraldo, 2012). Se han reportado
varios métodos como la molienda por molinos de bolsa, el cual se ha reportado
como el mas eficaz (Sun, 2003). Otros como la radiacién, por ejemplo, el haz de
electrones y radiacion por microondas, que han sido satisfactoriamente utilizados
en el pretratamiento de diferentes biomasas vegetales, como cafa de azucar,
bagazo de maiz y sorgo (Oliva, 2003). Sin embargo, estas tecnologias demandan
altos niveles de energia, y por tanto, no son econémicamente favorables, ni tampoco

amigables con el medio ambiente (Oliva, 2003).

2.4.2. Métodos quimicos

Las metodologias mas usadas para generar una reduccion en la cristalinidad de la
lignocelulosa se caracterizan por el uso de soluciones quimicas de acido sulfurico,
clorhidrico y fosférico concentrado a 160 °C (Anderson, 2009). Existen otras
técnicas quimicas de sacarificacion como HWL (HotWaterlLiquid) y AFEX
(AmoniExpansionFiber), las cuales han reportado rendimientos que oscilan entre el
90 y 100% de conversion a productos fermentables, pero también reflejan
inconvenientes econdmico-ambientales debido a la aplicacion excesiva de energia
(200 °C) (Vinals, 2012). También se generan diferentes residuos producto de la
degradacion acida de las pentosas y hexosas, originando moléculas como furfural
e hidroximetilfurfural, acido lactico y glicdlico (Anderson, 2009). En mismas
condiciones, la degradacion de lignina genera productos aromaticos, fendlicos,
poliaromaticos, aldehidos y grupos acetilo producto de la degradacion de
hemicelulosa (Machado, 2010).

11



La presencia y concentracion de estos agentes causa efectos negativos como la
inhibicion enzimatica, pérdida de la integridad de la membrana e inhibicién del
crecimiento en organismos como levaduras, microorganismos que posteriormente

son empleados en la fermentacion para la obtencion de bioetanol (Anderson, 2009).

La aplicacién de soluciones a base de sales e hidréxidos como hidroxido de sodio
(NaOH), clorito de sodio (NaClO;) y cloruro de calcio (CaCl,), en concentraciones
entre el 1 al 3%, acompafnadas de acido sulfurico en concentraciones variables entre
0.75y 72%, empleadas en el blanqueamiento e hidrdlisis acida de la lignocelulosa,
implicando la remocion parcial o total de la lignina, dejando expuestas la celulosa y
hemicelulosa para la sacarificacion y posterior fermentacion de los azucares
(Salcedo et al., 2012). El proceso de remocion consiste en aplicar soluciones de
NaOH, NaClO, y CaCl, ,asi como acido sulfurico o acético, los cuales liberan de la
biomasa los agentes extraibles como agua, proteinas crudas, cenizas y lipidos
solubles, entre otros (Toscano et al., 2015). Luego, la biomasa es sometida a
hidrolisis acida con solucién de acido sulfurico (72%) provocando la disociacion de
la lignina del resto de los polimeros (Toscano et al., 2015).

Es importante mencionar que, en todas las etapas del proceso, la biomasa es lavada
y neutralizada cada vez que recibe una solucion diferente (Salcedo et al., 2012).
Estos pretratamientos podrian significar una ventaja hacia los organismos
fermentadores de azucares, ya que se reducen los agentes toxicos sobre el
crecimiento microbiano como, fenoles, compuestos aromaticos y poliaromaticos,
entre otros, procedentes de la degradacion acida de la lignina (Machado, 2010).
Por otra parte, la generacién de holocelulosa con caracteristicas acidos de pH (4) y
una salinidad residual de 300 a 500 mM, representa una enorme desventaja, ya que
estas propiedades quimicas pueden inhibir o disminuir el crecimiento, asi como
comprometer el metabolismo de organismos fermentadores como Saccharomyces

cerevisiae (Folch et al., 2004).
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2.4.3. Métodos bioldgicos.

Para estos procesos las investigaciones se han ocupado de emplear
microorganismo como, bacterias Paraccocus sp, Pseudomonas sp, Rhizobium sp 'y
hongos que se caracterizan por secretar una gran diversidad de enzimas
lignoceluloliticas (Ruiz, 2017; Cuervo et al.,, 2009). Es importante resaltar que,
durante la implementacion de estas tecnologias de biodegradacion, deben
considerarse que el organismo a utilizar sea capaz de alcanzar una abundante
colonizacion del sustrato, mantener su crecimiento durante largos periodos de
tiempo, y producir preferentemente enzimas extracelulares que logren deconstruir
la celulosa, hemicelulosa y lignina en azucares fermentables (Ruiz, 2017).

En la actualidad se ha dado un enfoque prioritario hacia las cepas fungicas, en
especial aquellos hongos de pudricion blanca como, Penicillium sp, Trichoderma
reesei, Phanerochate chrysosporium, Fusarium sp y Aspergillus sp, ya que son los
organismos mas estudiados por ser un grupo polifiléticamente diverso y por la
produccion de celulasas y xilanasas extrecelulares con gran capacidad de hidrdlisis
sobre diferentes sustratos (Cuervo et al., 2009). Estos organismos, también son una
fuente importantes por la produccion de glioxal oxidasas, aril alcohol oxidasas,
celobiosa deshidrogenasas, celobiosa quinona oxidoreductasas, lacasas,
peroxidasas y esterasas, las cuales intervienen en la mineralizacion de la lignina.
(Gutiérrez, 1996; Luley, 2006). Los ascomicetos de pudricién blanca son hongos de
rapido crecimiento y se han perfilado como modelos idoneos en la degradacion de
materiales recalcitrantes como desechos vegetales agricolas, plaguicidas,
farmacos, hidrocarburos, asi como en la remocion de metales pesados, entre otros
(Ruiz, 2008; Quintero et al., 2011).

Entre los hongos mas usados en los tratamientos biologicos destacan los
Aspergillus (Vries et al., 2017). Este género ha tomado gran interés por empresas
como Sigma-Aldrich, la cual comercializa algunas enzimas como celulasa
(producto: C2605) de Aspergillus niger, Pectinasas (P2611 y P4716) de Aspergillus
aculetaus y niger, respectivamente, empleadas en la hidrdlisis enzimatica de

polimeros vegetales.
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Por otra parte el género Aspergillus es un grupo biolégicamente diverso de
importancia meédica, alimentaria e industrial (ejemplos: Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus versicolor, entre otros). Se
caracterizan por su facilidad de colonizar diferentes habitats, principalmente crecen
sobre materia inerte, suelos, vegetales vivos, incluso pueden albergarse en
animales (Vries et al., 2017). Es un grupo muy diverso con aproximadamente 350
especies. Se sabe que alrededor del 64% de las especies de Aspergillus presentan
reproduccion asexual, y el resto también puede reproducirse sexualmente; estas
estrategia evolutivas les han permitido proliferar y persistir en diferentes condiciones
de estrés (Samson et al., 2014). Por otra parte, las especies del género Aspergillus
son bien conocidas por su capacidad de crecer sobre diversas fuentes de carbono
con estructuras quimicamente muy diferentes, incluso recalcitrantes a la
degradacion por otros organismos (Vries et al., 2017).

El interés industrial que ha surgido en torno a este género es debido a la
hipercapacidad para la produccion de acidos organicos como acido citrico y
gluconico, los cuales puede ser utilizados como aditivo acidulantes y antioxidantes
en la produccion de alimentos (Sansén et al., 2014). Los aspergilli también
presentan una larga historia de uso como productores de enzimas modificadoras y
degradadoras de la biomasa vegetal, lo que les ha permitido un estilo de vida
generalista, ya que no presentan una especializacion en ningun sustrato vegetal en
particular, pero si logran degradar practicamente todos los polimeros vegetales
(Vries et al., 2017). Asi mismo, han desarrollado repuestas al estrés mediado por
diversos procesos como es la transduccion de sefales, sintesis de solutos
compatibles y remodelacion de la pared celular, asi como también han generado
estrategias de defensa mediante la produccion de metabolitos secundarios
empleados en mecanismos de patogenicidad, comunicacién celular y competencia

por nutrientes (Vries et al., 2017).
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2.5. Enzimas lignoceluloliticas

Para la biodegradacion de material vegetal se han reportado varias enzimas
hidroliticas como esterasas, celulasas y xilanasas, y aquellas que generan la
despolimerizacion por reacciones de oxido-reduccion como lacasas y peroxidasas,
entre otras (Quiroz et al., 2013). Ademas, se ha observado como caracteristica
relevante la versatilidad que tienen muchas de estas enzimas, para la degradacion
de otros compuestos recalcitrantes como farmacos, pigmentos, plaguicidas e
hidrocarburos policiclicos aromaticos (Ruiz, 2008).

2.5.1. Celulasas

Pertenecen a la familia glicosil gidrolasa (GH) la cual presenta diversidad que
permite la hidrolisis de celulosa mediante la ruptura de enlaces (3-1,4-glucosidico de
la regiones amorfas y cristalinas de la celulosa (Macarron, 1992). Por su parte las
endoglucanasas acceden por las regiones amorfas y cristalinas de la celulosa,
donde sera generada la ruptura de las cadenas en oligosacaridos de tamafos
variados (Ovando, 2005). Cada uno de estos servira como sustrato para la accion
de las exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBH), las cuales hidrolizan estos
sustratos para rendir diferentes azucares estructuralmente mas sencillos como la
celobiosa y celotriosa, entre otros (Ovando, 2005). Posteriormente, las 3-D-
glucosidasas escinden los enlaces glucosidicos de la celodextrina para la obtencion
final de glucosa libre (Martinez, 2008).

2.5.2 Xilanasas

Este grupo de enzimas sintetizadas generalmente por hongos y bacterias, son
clasificadas como glicosidasa con actividad carbohidrasa (Ovando, 2005). Las
endo-B-(1,4)-d-xilanasas estan involucradas principalmente en la hidrdlisis del
arabinoxilano y separan arabinoxilanos mediante la hidrolisis de manera aleatoria
de los enlaces internos 1,4-3-d-xylosidico. Luego las [B-xilosidasas terminan el
proceso de despolimerizacion de la hemicelulosa y comienza la degradacion de los

polimeros del xilano en moléculas de D-xilosa (Collins et al., 2005). Los polimeros
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ramificados de galactomanano son hidrolisados por endo-B-1,4-manasas,
disociando las cadenas de manosa, mientras las a-galactosidasas se encargan de
separar la D-galactosa de la cadena principal (Devia, 2014). Por su parte el
heteropolimero de xiloglucano es degradado por diversas enzimas. Las a-L-
arabinofuranosidasas, a-xilosidasa, a-fucosidasa y [B-galactosidasa liberan los
azucares como D-arabinofuranosa, D-xilosa, L- fucosa y D-galactosa, de la cadena
principal formada por monémeros de glucosa la cual puede ser hidrolizada por una
xiloglucanasa, rompiendo los enlaces (3-1,4 glucosidicos (Cooper, 2013).

Las xilanasas son un grupo diverso de enzimas que confieren alto valor agregado a
los cocteles enzimaticos que son usados para la degradacion de la lignocelulosa
porque, aunque estas enzimas permiten degradar un solo tipo de polisacaridos
complejos, también pueden ser empleadas en procesos industriales como aditivos,
blanqueadores del pulpa celuldsica, y en el tratamiento de aguas residuales, entre
otros (Montoya, 2012)

2.5.3. Lacasas

En su mayoria, las lacasas fungicas son glicoproteinas monomeéricas que oscilan
entre 45 y 100 kDa, se caracterizan por presentar cuatro atomos de cobre en su
sitio catalitico (Rodriguez, 2006). Las lacasas se clasifican como enzimas polifenol
oxidasas (Gutiérrez, 2009), y realizan la reduccion de oxigeno molecular a agua, la
cual se acopla al proceso de oxidacién de diferentes sustratos como pueden ser
lignina, compuestos fenoles y aminas (Rodriguez, 2006). Cada proteina lacasa
presenta un sitio activo con cuatro iones de cobre, uno de tipo 1 (T1), uno de tipo
dos (T2) y dos de tipo tres (T3), donde el sitio T2 y los T3, los cuales se encuentran
organizados espacialmente para ligarse al oxigeno, el cual actua como el aceptor
final de electrones (Gutiérrez, 2009). Se conoce que estas enzimas estan
ampliamente distribuidas en casi todos los microorganismos y plantas (Gutiérrez,
2006).
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2.5.4. Peroxidasas

Conforman una familia de isoenzimas con actividad presente en muchos
organismos como bacterias, hongos, plantas y animales (Castro, 2013). Pertenecen
a la clase oxidoreductasa, y por lo general poseen un grupo hemo para la oxidacion
de especies reactivas de oxigeno y la degradacion de polimeros complejos como la
lignina (Herrero, 2014). Por su actividad de oxidacion y reduccion son capaces de
actuar sobre compuestos fendlicos y no fendlicos, diversos quimicamente, mediante
el empleo de perdxido de hidrogeno como agente oxidante. Los hongos que
degradan lignocelulosa, por ejemplo los del género Aspergillus se caracterizan por
sintetizar y secretar tres tipos de estas enzimas: lignino peroxidasa (LiP)
(E.C.1.11.1.14), la cual es capaz de oxidar alcohol veratrilico en veratrilaldehido:
manganeso peroxidasa (MnP) (E.C.1.11.1.13), enzimas que presentan afinidad por
el Mn? como cofactor, el cual es oxidado a Mn® formando complejos con &cidos di
carboxilicos y a-hidroxiacidos, los cuales difunde hacia la enzima para la oxidacion
de la lignina. Finalmente la peroxidasa versatil (VP) es un enzima que combina las
propiedades cataliticas de la LiP y MnP, para llevar acabo la oxidacién de la lignina
(Ocampo, 2017).

2.5.5. Esterasas.

Este grupo de enzimas constituye una subclase dentro de las hidrolasas de esteres
carboxilicos, reciben también el nombre de esterasas del acido ferulico, hidrolasas
de acidos cinamicos, p-cumaroil esterasas y cinamoil esterasas (Calvo,2018).

Esta familia de enzimas hidrolizan el grupo éster de los acidos hidroxicinamicos
(AHC) como acido ferulico, unidos de manera covalentemente al xilano (Morell et
al., 2014). Cuando se realiza la ruptura lignina-feruloato-arabinoxilano se facilita de
manera completa la degradacion de la pared celular de las plantas (Morell et al.,
2014). Por lo anterior, su importancia radica en remover los grupos accesorios
unidos a las cadenas del heteropolimero, para favorecer el acceso a enzimas

hidroliticas como celulasas y xilanasas (Calero, 2006).
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2.4.5. Organismos Extremofilos (Halofilos) y Aplicaciones Biotecnologicas

En los ultimos afios se ha generado un importante interés en la busqueda de
organismos que habitan ambientes hostiles para la vida como se concibe por
nosotros (Homo sapiens). Los microorganismos extremofilos crecen de manera
optima en ambientes extremos que poseen condiciones atipicas o extremas de vida
(Castro, 2011). El crecimiento optimo se establece por manifestar en estos
ecosistemas extremos la velocidad especifica de crecimiento de aquellos
organismos clasificados como extremdofilos (Ramirez, 2006). En dependencia de la
condicion extrema en la que los microorganismos manifiestan su condicion de
extremofilia, se definen diferentes clasificaciones para estos microorganismos
extremofilos. Asi, podemos definir los termdfilos, psicrofilos barodfilos, xerdfilos,
alcalofilos, acidodfilos y haldfilos, entre otros (Ramirez, 2006).

Los microorganismos halofilos se caracterizan por crecer de manera 6ptima en
ambientes hipersalinos que poseen una concentracion molar de NaCl superior a la
existente en el agua de mar (0.5 M NaCl) (Gunde-Cimerman et al., 2000). Las
caracteristicas genéticas, fisiologicas y metabodlicas que permiten el desarrollo de
estos organismos en ambientes variados en cuanto a su composicion salina, ha
permitido su clasificacion en diversos grupos, como por ejemplo, haléfilos extremos,
moderados, débiles; halotolerantes o haldfilos obligados (Gonzalez, 2002). Como
haldfilos los hongos tienen una historia joven, solo 20 afnos de reportar los primeros
hongos haldéfilos (Gunde-Cimerman et al., 2000). La cepas de hongos que pueden
crecer en condiciones de hipersalinidad resultan una parte de la biodiversidad
fungica muy promisoria para la produccion de enzimas haloestables con robustas
propiedades cataliticas que tengan utilidad en una diversidad inmensa de
aplicaciones biotecnologicas (Batista et al., 2014).

A través de los anos la investigacion en la caracterizacidn de hongos se ha centrado
en algunos géneros como, Cladosporium, Sccharomyces cerevisiae, Trichoderma
reesei, asi como algunas especies del grupo de los Aspergillus y Penicillium.
Particularmente cepas de Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
tubingensis y Aspergillus versicolor se han descrito como un grupo de hongos
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capaces de sintetizar y secretar cocteles enzimaticos que presentan actividad para
la biodegradacion de compuestos tan recalcitrantes como la lignocelulosa (Vries et
al., 2017).

2.6. La protedmica como una metodologia de analisis en la expresion diferencial
de proteinas.

La protedmica se basa fundamentalmente en el analisis del proteoma total de una
célula organismo, organo, fluido o tejidos, en un momento fisiolégico determinado
(Pando y Ferreira, 2007). Se basa en un analisis proteico a gran escala, logrando
integrar un conjunto de procesos y herramientas indispensables por la elevada
precision y eficacia ( Castellanos, 2005). Asi mismos la protedbmica no solo se centra
en la identificacion y cuantificacién del proteoma, sino que que también se basa en
describir las interacciones, localizacion, actividad, modificaciones y funcion dentro y
fuera de la célula de las proteinas identificadas (Encarnacion, 2005).

Los analisis de protedmica se basan generalmente en 4 etapas basicas las cuales
consisten en la preparacion de la muestra, fraccionamiento de la muestra, analisis
por espectrometria de masas (MS) y el analisis bioinformatico de los datos. La
electroforesis de una dimension (1D) y dos dimensiones (2D) son técnicas que
permite visualizar de manera general y global el proteoma de una muestras, y
permiten realizar un analisis semicuantitativo mediado por la comparacion de un
pool de geles entre diferentes muestras (Albar, 2014). Asi mismos los analisis
bioinformaticas de comparacion de los mapas del proteoma o secretoma, permiten
identificar proteinas con perfiles de expresién diferencial que posteriormente podran
ser procesadas para su identificacion por MS (Pando y Ferreira, 2007).

Con base en lo anterior, la proteédmica ha abierto un campo de estudio para el
analisis de grupos enzimaticos producidos por hongos lignoceluloliticos. Estas
enzimas han sido extraidas, cuantificadas e identificadas por técnicas como MS, lo
que ha permitido conocer aquellas enzimas involucradas en la degradacion

extracelular de diferentes sustratos como la lignocelulosa, entre otros.
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Trabajos realizados en el 2009 por Villenas y colaboradores, compararon mediante
mapas proteicos 2D la expresion exclusiva y sobreexpresion de proteinas
intercelulares de Aspergillus niger ATCC 10864 involucradas en la formacion de
biofilm. Los cultivos en presencia de biopelicula mostraron que el 19% de las
proteinas seleccionadas fueron sobreexpresadas, y el 32% fueron proteinas
expresadas de manera exclusiva en la condicion de formacién de biofilm.
Contrariamente, parte de los cultivos de vida libre (sin formacion de biofilm)
reflejaron un 44% de proteinas sobreexpresadas y un 7% de expresion exclusiva.
En el caso del cultivo en presencia de biopelicula se logré anotar el 55% de las
proteinas (Villena et al., 2009).

Recientemente se han usado otras herramientas como las basadas en etiquetas
isobaricas para la cuantificacion proteica absoluta y relativa (iTRAQ), lo cual
representa un nuevo enfoque en la espectrometria de masas (MS) para la
cuantificacion relativa de proteinas para distintas condiciones biolégicas (Wiese,
2007). El marcaje con etiquetas iTRAQ, consiste en la union especifica de un
isotopo estable que reacciona con péptido a través de los grupos amino presentes
en el extremo N-Terminal de la cadenadas polipetidicas en los residuos de lisina, o
también con lo grupos tioles o sulfhidrilo presentes en las cisteinas (Protocolo
iTRAQ, 2004). La marcas de iTRAQ se carcaterizan por poseer tres elementos bien
definidos.(i) un grupo reactivo, (ii) un grupo compesador, y (iii) un grupo reportero
(Figura 5). Dependiendo de los requerimiento y las muestras de analisis, se han
proporcionados dos versiones del iTRAQ, la primera contiene 4 marcas, y la
segunda 8 (Protocolo iTRAQ, 2004).

El grupo reactivo deriva de la N-hidroxisuccimida el cual reacciona con el grupo

g-amino presente en los residuos de lisina y el extremo N-terminal de los péptidos
proteicos. A su vez el grupo reportero deriva de la N-metilpiperacina que durante la
fragmentacién peptidica se libera de los mismos, siendo detectados por el espectro
de MS/MS, y generando sefiales con una relacion masa carga de 113,1: 114,1;
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115,1; 116,1; 117,1; 118,1; 119,1; 1121,1, en la version de ocho etiquetas, o de
114,1 a 117,1 en la de cuatro etiquetas.

Por su parte el grupo compensador ecualiza las masas de los reactivos, dando
como resultado una masa igual en cada uno (Rodriguez, 2010).

Region Isobarica
1

Grupo Grupo

Reportero Compensador ~ Grupo Reactivo

Figura5. Componentes principales de una marca isobarica para la cuantificacion absoluta
y relativa (iTRAQ), grupo reactivo deriva de la N-hidroxisuccimida, grupo compensador y

grupo reportero deriva de la N-metilpiperacina (Rodriguez, 2010).

A continuacién se citan algunos organismos y su estudio en torno al secretoma
expresado en presencia de sustratos vegetales lignocelulosicos.

En el 2018, Fagundes y colaboradores analizaron el secretoma de Aspergillus
fumigatus AF293 cultivado durante 24, 48 y 72 horas sobre bagazo de cafia de
azucar pre tratado por explosion de vapor. En este lapso de tiempo se determiné la
actividad enzimatica de xilanasas y celulasas encontrando actividad solo a las 24
horas de cultivo. Las muestras de sobrenadante obtenidas a 24 horas de cultivo
permitieron identificar por SDS-PAGE y MS, proteinas involucradas en la
degradacion de celulosa, como las glicosil hidrolasas (GH) de las familias 5, 6, 7, 43
y 45. GH de las familias 2,10,11,30 y 43 fueron identificadas presuntamente como
importantes para la degradacién de hemiceulosa. También fueron identificadas
monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMOs), proteinas de actividad auxiliar
(AA), carbohidrato esterasas (CE) de las familias 1, 4, 8, 15, y 16, polisacarido liasa
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(PL) de las familias 1,3, 4 y 20, asi como glicosil transferasas (GT) de las familias
1,2,4,8, 20, 35y 48. El conjunto de diferentes proteinas expresadas por Aspergillus
fumigatus, sugieren que la cepa puede ser eficiente en la degradacion de material
vegetal, como el bagazo de cafia de azucar.

Gustavo Pagotto y colaboradores, en el 2015, proporcionaron un analisis
interesante sobre la secrecion de enzimas degradadoras de material vegetal
producidas por una cepa de Aspergillus niger N402 y otra de Trichoderma reesei
RUT-C30. Ambos ascomicetos fueron cultivados en medio de cultivo basico (BCM)
suplementado con bagazo de cafa de azucar pre-tratado por explosion de vapor, y
como control, bagazo de cafia sin pre-tratamiento. Los azucares libres fueron
cuantificados durante 6,12 y 24 horas en ambos tratamientos de cultivo. Siendo el
tiempo 6 horas donde existié una mayor produccién de azucares-

Con base en los resultados anteriores el sobrenadante se analizé por
espectrometria de masas en este tiempo de muestreo, en el cual se pudieron
detectar, en A. niger N402 un total de 65 CAZYmes como glicosil hidrolasas de la
familia 17, 55, 3, 5, 6, 7, 30, 28, 53, 10, 11, 43, 51, 54, 62, 67, 35, 12, 74, 32, 65, 95,
27,16,72,81, 13,15, 18, 20, 47, 92, carbohidrato esterasas de las familias 1, 8, 12,
16, polisacarido liasas de la familia 1 y actividad accesoria de la familia 9. Para el
caso de Trichoderma reesei la expresion de proteinas fue menor en comparacion a
A. niger, ya que solo se cuantificaron 24 enzimas secretadas como, GH de las
familias, 17, 55,1, 3, 5, 6, 7, 79, 43, 11, 30, 16, 27, 31, 37, 63, 7, 20, 35, 72, 18, CE
de la familia 5, polisacarido liasa y de actividad accesoria de la familia 9. La
comparacion de expresion en ambos tratamientos de cultivo se llevé a cabo
mediante mapas de calor que muestran como A. niger sostiene una mayor

expresion en ambos tratamientos a diferencia de Trichoderma.
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3. Antecedentes

Aspergillus sydowii es una cepa que se aislo a partir de la fermentacion sélida de
un lote de bagazo de cafia de azucar suplementado con 2 M de NaCl (Batista et al.,
2014). Los analisis del crecimiento radial de la cepa en medio Agar Papa Dextrosa
(PDA) a diferentes condiciones de temperatura (28, 37 y 42°C) y concentracion
salina (0, 0.5, 1, 1.5y 2 M de NaCl), permitieron observar una mayor velocidad de
crecimiento a 28°C en el rango de 1 a 1.5 M de NaCl. Con base a estas
caracteristicas y con el interés de estudiar la capacidad de esta cepa en la
produccion de enzimas lignoceluloliticas, se obtuvieron cultivos en presencia de
diferentes biomasas vegetales como bagazo de cafa, fibra de agave, rastrojo de
maiz, aserrin y paja de trigo. Los sobrenadantes obtenidos luego de 10 dias de
cultivo del hongo en presencia de los sustratos anteriormente mencionados fueron
analizados mediante zimogramas, y las actividades enzimaticas para celulasas y
xilanasas fueron determinadas. Los mejores valores de actividad enzimatica
correspondieron a la actividad xilanasa, celulasa, esterasa y lipasa, cuando
Aspergillus sydowii fue cultivado en presencia de paja de trigo como unica fuente
de carbono. Estos estudios demostraron que Aspergillus sydowii es una cepa con
potencialidades para la degradacion de biomasa vegetal en condiciones de alta
salinidad (Batista et al., 2014).

%2 8 8 8 8

Actividad especifica (1U/mg proteina)

Actividad especifica (IU/mg proteina)
. Actividad espedfica (1U/mg proteina)
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Figura 6. Actividades enzimaticas de Aspergillus sydowii. Cultivado en diferentes sustratos . Esquina
superior izquierda: actividad celulasas: Mn peroxidasas: Xilanasas: Esterasas y lipasas/esterasas
(Batista et al., 2014).
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En el afio 2019, Ramirez-Olivano caracterizo preliminarmente a nivel de laboratorio
la produccién de un coctel enzimatico lignocelulolitico obtenido a partir de la misma
cepa de Aspergillus sydowii crecida en condiciones de paja de trigo e hipersalinidad.
El estudio también incluyo la caracterizacion de las actividades enzimaticas
obtenidas sobre otros sustratos como rastrojo de olote, fibras de agave y rastrojo de
trigo, durante 4, 8, 12 y 16 dias a 28 °C en presencia de 1y 2 M de NaCl. Los
cultivos fueron generados en cultivos sumergidos y semisolido y se observo que la
cepa Aspergillus sydowii H1 fue capaz de producir xilanasas, celulasas, esterasas,
lacasas y peroxidasas estables en condiciones de halofilia hasta 3 M NaCl. En
cultivos liquidos, la actividad xilanasa fue mayor en el dia 2 (400 U/L), mientras que
en los cultivos semisolidos se alcanzé un maximo de actividad de 200 U/L en el dia
8 de fermentacidn. Estos valores de actividad fueron obtenidos en paja de trigo
como sustrato en presencia de 1 M NaCl. La evaluacion de la actividad celulasa
producida por Aspergillus sydowii H1 en cultivos sumergidos reflej6 una mayor
actividad en el dia 2 (300 U/L). Este comportamiento también fue similar en cultivos
semisolidos. Cabe destacar que los cultivos semisdlidos, en promedio, reflejaron
una mayor actividad celulolitica. En cuanto a la actividad esterasa, el maximo de
actividad de presento en cultivos liquidos de Aspergillus sydowii luego del dia 8 (1.5
U/L). En este trabajo se observdé una baja actividad de lacasas (> 0.4 U/L) y
peroxidasas (0.3 U/L). Estos resultados demostraron a nivel de laboratorio que
Aspergillus sydowii es un hongo halofilo capaz de producir enzimas lignoceluloliticas
en diferentes concentraciones de NaCl. Este hecho justifica la pertinencia de realizar
los estudios protedmicos para analizar los perfiles de proteinas secretadas en
condiciones de 1 M NaCl cuando el hongo crece en presencia de paja de trigo.
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4. JUSTIFICACION.

La disminucidén en las reservas de combustibles fosiles es un problema que puede
atenderse proponiendo o innovando tecnologias para la obtencion de nuevos
combustibles. El manejo y aprovechamiento integral de residuos vegetales
generados durante el termino de la cosecha agricola, pueden funcionar como una
alternativa energética que valorice estos residuos con miras a la produccion de
biocombustibles. Es importante mencionar que estos materiales son de dificil
descomposicion debido a la compleja estructura de la lignocelulosa.

Los tratamientos quimicos y fisicos, mayormente empleados, logran un
pretratamiento adecuado de la biomasa vegetal, y por tanto, niveles de
sacarificacion competitivos en la industria. Sin embargo, estas estrategias
usualmente tienen una alto costo energético y ambiental ya que generan
usualmente residuos toxicos, los cuales resultan en la inhibicion de
microorganismos que participan en el proceso de fermentacion. Por lo anterior es
importante proponer técnicas en las cuales la sacarificacion de la biomasa es
asistida por metodologias que combinen los métodos fisico-quimicos, con otros,
como los métodos biolégicos de sacarificacion de biomasa. Los microorganismos,
en particular los hongos, ofrecen una alternativa unica para disefiar prototipos de
procesos biolégicos de sacarificacion de biomasa ya que son organismos
productores por excelencia de enzimas extracelulares lignoceluloliticas. En
particular, los microorganismos extremofilos, como los hongos haléfilos, producen
proteinas con cualidades cataliticas robustas, que manifiestan ser funcionales en
condiciones de hipersalinidad. El aislamiento y analisis molecular de estos
organismos y su expresion enzimatica promete una mayor eficiencia en la
sacarificacion de materiales recalcitrantes como la lignocelulosa. El estudio de estos
procesos mediante aproximaciones protebmicas ayudan a obtener datos masivos
que permiten analizar en detalle los perfiles proteicos involucrados en las

condiciones de sacarificacion de la biomasa.
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5.Hipétesis

El secretoma Aspergillus sydowii H1 revelara cambios en los perfiles de expresion

de proteinas lignoceluloliticas y de respuesta a NaCl, cuando es cultivado sobre

paja de trigo en presencia y ausencia de condiciones hipersalinas (1 M NacCl),

6.0Objetivo general

Analizar mediante cromatografia liquida acoplada a masas (LC-MS/MS) (iTRAQ) la

expresion diferencial de proteinas del secretoma de Aspergillus sydowii H1

cultivado en condiciones hipersalinas (1M NaCl) sobre paja de trigo como unica

fuente de carbono.

6.1. objetivos especificos

1.

Obtener condiciones de cultivo estandarizadas que permitan la produccién y
obtencion del secretoma de A. sydowii cultivado en paja de trigo como unica
fuente de carbono, en presencia y ausencia de 1 M NacCl.

. Extraer y purificar el secretoma de A. Sydowii cultivado sobre paja de trigo

como unica fuente de carbono en condiciones de hipersalinidad (1M NacCl).

Identificar las proteinas expresadas diferencialmente por la cepa A. sydowii
cuando se cultiva en condiciones hipersalinas (1M NaCl) y paja de trigo como

fuente de carbono.

Comparar el secretoma de A. sydowii crecido en presencia y ausencia de 1M
de NaCl y paja de trigo como unica fuente de carbono, para identificar
proteinas potencialmente involucradas en la degradacion de lignocelulosa y
en la respuesta a condiciones de hipersalinidad.
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7.Materiales y métodos
7.1. Crecimiento de Aspergillus sydowii en medio sdlido.

El crecimiento de la cepa Aspergillus sydowii H1 se realizé durante 7 dias en cajas
Petri conteniendo Agar Papa Dextrosa (PDA) suplementado con 1 M de NaCl. El
medio se prepard con base a las especificaciones del proveedor (Difco). De esta
manera la cepa fue conservada para todos los experimentos.

Para los cultivos en fresco se cortd un disco de micelio de 8 mm de diametro y se
inocul6 en cajas conteniendo medio fresco, las cuales fueron incubadas a 28°C
durante siete dias. La cepa se conservo en glicerol estéril al 25%. Para ello se coloco
un disco de 8 mm de diametro en 500 pL de glicerol (25%) y se conservé a -80 °C
(Batista et al., 2014).

7.2. Cultivo de Aspergillus sydowii H1 sobre paja de trigo en presencia y ausencia
de 1 M NaCl.

El cultivo de Aspergillus sydowii H1 se generé en 0 y 1 M de NaCl. El medio en
condiciones semi-solidas contenia, 1 g de paja de trigo triturada y tamizada a un
tamano de particula de 0.279 mm (Baltierra, 2016). 10 mL de medio minimo (MM),
su composicion en mg/L es CuSO4 5H,0 7.8, FeSO4 7H,0 18, MgSO,4 7H,0 500,
ZnS04 100, KCI 50, KoHPO4 1000, NH4NO3 2000, fue suplementado con 1M de
NaCl, segun fuera el caso (Batista et al ., 2014).

Los cultivos se inocularon utilizando cuatro discos de 8 mm de diametro proveniente
de cultivos de 7 dias sobre medio agar papa dextrosa (PDA). Cada disco contenia
aproximadamente 10" esporas. Los cultivos fueron incubados durante 7 dias a 28°C
en condiciones de oscuridad (Baltierra, 20016; Jiahong Wanga et al., 2018). Se
colectdé a punto final un solo sobrenadante en cada condicion. Para obtener el
secretoma, en cada caja Petri fueron colocados 50 mL de buffer VERSENO. La
composicion del buffer en g/L es: NaCl 8, KCI 0.2, Na;HPO4 1.44, KH,PO40.24, y

EDTA 0.146. Los cultivos fueron homogéneamente agitados a temperatura
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ambiente durante 10 minutos. En seguida fueron centrifugados a 4,000 rpm, 4 °C, y
15 minutos, el sobrenadante enriquecido con el secretoma fue colectado.

Con el objetivo de reducir las impurezas de material lignoceluldsico, asi como para
eliminar el debris celular, el sobrenadante con buffer, fue filtrado dos veces con

membrana de polieter sulfona de 0.45 um, y 0.22 um (Encarnacion et al., 2005).

7.3. Obtencion del secretoma.

Para obtener el secretoma del hongo, los sobrenadantes provenientes de los
cultivos en paja de trigo fueron precipitados con solucion de acido tricloro acético
(TCA) (12%) y desoxicolato de sodio (2%) ( Bhadauria et al., 2007; Yonghyun et al.,
2007). El sobrenadante se centrifugd a 10,000 rpm, 20 minutos a 4 °C. La pastilla o
pellet producido se disolvié en 500 uL de TCA (25%), y la solucion fue centrifugada
en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Se desecho el
sobrenadante, el pellet fue nuevamente disuelto en solucidén acetona/Tris-HCI (50
mM, pH7.5 ), la cual fue centrifugada nuevamente en las condiciones mencionadas
anteriormente. Finalmente la pastilla de proteinas fue lavada con acetona (80%) y
se dejo secar a temperatura ambiente. Una vez seca la pastilla, fue resuspendida
en buffer de solubilizacién tributilfosfato (TBP), el cual se compone de urea 7 M,
thiourea 2 M, CHAPS 4M, y ditio tretitol (DTT) 60 mM. Las muestras se centrifugaron
a 10,000 rpm, durante 20 minutos a 4 °C. Posteriormente se colecto
cuidadosamente el sobrenadante (Casado, 2004; Encarnacion et al. 2005).La
concentracion de proteina se determiné mediante el método de Bradford (Bradford,
1976).

7.4. Cuantificacion de proteina por SDS-PAGE y densitometria.

Se realizaron geles SDS-PAGE (12%) para la visualizacion de los perfiles proteicos
obtenidos para cada muestra, y para la cuantificacién se cargaron como estandar 5
y 15 ug de proteina intracelular de la cepa Rhizobium etli (Encarnacion et al., 2005).
De los secretomas obtenidos a partir de cultivos crecidos en presencia y ausencia
de 1 M de NaCl, y siempre en presencia de paja de trigo como unica fuente de
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carbono, se cargaron entre 5 y 10 yL de proteina en cada caso. La electroforesis
tuvo una duracién de 1 hora en condiciones de 30 mA. Como buffer de corrida fue
usado Tris-glicina-SDS 1X. Luego, cada gel se fijo con solucion de etanol:acido
fosforico (30%:2%). En seguida los geles fueron tefidos durante 24 horas en
solucion Coomassie blue brillante G-250, y posteriormente los geles fueron lavados
con agua destilada. Finalmente los geles fueron procesados digitalmente con un
escaner GS-800. El analisis de densitometria se realiz6 mediante la utilizacién del
programa QuantitiONE (Encarnacion et al., 2005).

7.5. Identificacion de proteinas.

La identificacion de proteinas se llevdé a cabo mediante LC-MS/MS, asistido por
marcas isobaricas iTRAQ Regent 8 Plex One Assay Kit. Para cada caso, 40 ug de
muestras se redujeron y después alquilaron durante una hora con DTT (100 mM) e
iodoacetamida (200 mM), respectivamente. Luego, se realizé una precipitacion de
las proteinas utilizando nueve volumenes de etanol puro previamente enfriado a -
20°C. Las muestras fueron centrifugadas por 10 minutos, 13,000 rpm y 4 °C.

Después, el pellet obtenido se lavd con un volumen de etanol (90%) y fue
centrifugado en las mismas condiciones mencionadas anteriormente.

La pastilla se dejo secar por inversion y fue resuspendida en 15 puL de una solucion
que contenia TEAB (100 mM), SDC (0.5%), SDS (0.05%). La muestra fue agitada
vigorosamente usando un vortex por 5 minutos. Posteriormente las proteinas fueron
digeridas con tripsina (Promega), usando 1 yg de enzima por cada 50 pg de
proteina. La digestion se realizé durante 16 horas a 37 °C.

Para el marcaje de las proteinas (paja + 1 M NaCl versus paja sin NaCl), se utilizd
el Kit iTRAQ 8 Plex (113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 121), para las dos muestras
de este estudio se aplicaron las marcas 115 y 116 respectivamente (Protocolo
iTRAQ™ | 2004). En cada una se colocaron 50 uL de marca y se incubd a
temperatura ambiente durante 3 horas. La reaccion se detuvo con la adicion de 130
uL de agua MiliQ. Una vez marcada cada una de las réplicas de ambos secretomas
(paja + 1 M NaCl versus paja sin NaCl ) se obtuvo un pool de todas las muestras
marcadas y se seco usando un SpeedVac sc 100 a un volumen final de 30 mL
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(Protocolo iTRAQ™, 2004; Ankney et al., 2018 ). Se lavé con solucién acetato de
etilo/acido trifluoroacéticos (TFA), y se realizé un segundo proceso de evaporacion
bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas. Finalmente para la
obtencion de espectros e identidad de proteinas, la muestra se inyectoé en un equipo
LC-MS/MS y los datos fueron procesados mediante MaxQuant (version 1.6.5). El
analisis de expresioén diferencial se realizé usando el software PERSEUS,

Finalmente los RAW-DATA obtenidos , fueron ingresados en la base de datos

dbCAN, para clasificar las proteinas dependientes de carbohidratos.
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8.Resultados y Discusion

8.1. Crecimiento de Aspergillus sydowii H1 en presencia y ausencia de 1M de
NaCl y paja de trigo como unica fuente de carbono.

La molienda fina permitié obtener particulas muy finas que probablemente son mas
susceptible a la degradacién ya que podemos exponer una mayor cantidad de areas
de contacto para las hifas y enzimas lignoceluloliticas. Asi mismos se pretendia
tener una biomasa mas fina por lo cual el tamizado ayudd en la seleccion de estas
particulas (Baltierra et al., 2016). El cultivo piloto realizados arrojaron resultados
positivos, ya que la cepa H1 mostré crecimiento y colonizacion del sustrato.

Con los datos obtenidos mediante el crecimiento piloto, la cepa fue cultivada durante
7 dias, y cada uno se documento fotograficamente.

En la tabla 1 se muestran las imagenes del control abidtico y el crecimiento sobre
paja de trigo en presencia y ausencia de NaCl. Los puntos mas relevantes para
cada tratamiento fueron el dia 2 donde se observaron los primeros parches de
crecimiento, estas colonias de micelio comenzaron a colonizar el sustrato y se
reflejaron un aumento para en el dia 4. Visualmente el dia 5 fue un punto de
crecimiento donde el hongo logré cubrir totalmente la paja de trigo . Finalmente para
el dia 7 no se observd un cambio significativo en el crecimiento y visualmente se
mantuvo muy similar al dia 5.

Los cultivos en presencia de NaCl reflejaron una menor abundancia de micelio
aereo en comparacion al tratamiento en ausencia de sales. La diferencia en el
crecimiento puede estar asociada en este caso, a la presencia del NaCl, ya que este
agente puede desencadenar estragos como, pérdida de agua, intoxicacion
intracelular e inhibicion enzimatica. Por lo anterior la cepa debe generar un
crecimiento muy bien regulado, donde cada una de las células del micelio sea capaz
de aclimatarse a las condiciones abidticas y al mismo tiempo degradar el sustrato
vegetal (Lequart et al., 200).
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Dia (D)

Cultivo Paja+ 1M de NaCl

Cultivo Paja sin NaCl

Control

DO

D1
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D2

D3

D4
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D5

D6

D7

Tabla 1. Crecimientos de Aspergillus sydowii H1 en presencia y ausencia de NaCl, y paja
de trigo como unica fuente de carbono. La figura contiene siete dias de monitoreo y una
casilla donde se ha colocado un control abidtico. El acercamiento en caja Petri permite

observar la colonizacion de la cepa sobre el sustrato.
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8.2. Analisis del secretoma mediante electroforesis SDS-PAG

El extracto de proteina de cada cultivo piloto, fue analizado por electroforesis para
corroborar la presencia de bandas en los cultivos celulares de H1 (Figura 7). En este
gel de poliacrilamida se colocaron: un control abidtico (carril 2) las muestras en
presencia de paja de trigo y NaCl (carril 3), y paja de trigo (4).

La migracion de la muestra abidtica (control sin la cepa H1) permitio demostrar que
las proteinas resueltas en los carriles 3 y 4, son secretadas por la cepa H1. Y de lo
contrario no son producto de una contaminacién por degradacion de la paja de trigo.
Por su lado la migracion de las muestras contenidas en el carril 3 y 4 mostraron un
trafico de proteinas bastante claro y definido, donde llegamos a distinguir 6 bandas
exclusivas para el tratamiento en ausencia de NaCl. Y 9 en presencia de NaCl
(Figura 7). Asi mismo podemos observar que la técnica de extraccion permitid
reducir los materiales como residuos vegetales, debris celular y sales, entre otros,
que pudieran interferir en la migracion de cada una de las muestras.
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Figura 7. Electroforesis SDS-PAGE de los extractos obtenidos del cultivo en presencia y
ausencia de NaCl. Carril 1 marcador de peso molecular. Carril 2, la muestra del control

abidtico. Carril 3 secretoma en ausencia de NaCl. Carril 4 secretoma en presencia de NaCl.
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La electroforesis de los extractos provenientes del cultivo piloto reflejaron la
presencia de proteinas extracelulares. Por ello y con base en estos resultado, los
sobrenadantes de los cultivos finales fueron procesados por el mismo método de
extraccion.

La figura 8 representa la electroforesis de las réplicas de cada tratamiento de cultivo
de H1. En seguida se not6 que en los carriles 4,5 y 6 propios al tratamiento paja de
trigo y NaCl, visualmente presentan una mayor cantidad de proteinas en
comparacion al tratamiento en paja de trigo. Esta abundancia de bandas en el
secretoma NaCl pude sugerir la presencia de proteinas que degradan la biomasa
vegetal y proteinas que participan en la respuesta al estrés generado por la
presencia de sales. Las muestras en electroforesis también manifestaban una clara
presencia y ausencia de proteinas asi como la sobreexpresion de otras. En el caso
de la sobreexpresion podrian estar involucradas en la biodegradacion de
lignocelulosa para obtencidn de una fuente de carbono, con respecto a la presencia
y respuesta a la salinidad pueden estar sobre expresadas aquellas enzimas
encargadas de la remodelacion de la pared, sintesis de ergosterol y sintesis de
solutos compatibles.

Hasta este punto no se habia realizado determinacion de concentracion proteica,
ya que buscabamos corroborar la presencia de proteinas en el secretoma de cada

tratamiento y réplica de cultivo.
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Figura 8. Electroforesis SDS-PSGE. Muestra las réplicas de cada tratamiento de cultivo.
Carriles 1, 2, 3, secretoma en ausencia de NaCl. Los carriles 4, 5, 6, secretoma en presencia
de NaCl.

El gel de la figura 9 muestra la primer cuantificacion de proteina por densitometria,
donde se utilizaron como estandar de referencia (Std 1: Std 2) 5:15 ug de proteina
de Rhizobium etli respectivamente. La concentracion de proteina en presencia de
NaCl oscilaba los 13 y 14 ug y las muestras en ausencia de sales oscilaban los 11
y 13 ug de proteina.

En este caso se puede decir que la variacién en la concentracién puede deberse
una expresion exclusiva de proteinas que no estan presentes en la muestra sin
NaCl, y que pueden intervenir en procesos ajenos a la degradacion de lignocelulosa.
Finalmente y con base a los datos obtenidos en el gel anterior, se realizaron los
calculos de concentracion y las muestras de proteinas fueron estandarizadas a una

concentracion de 8 ug para cada réplica.
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Muestra Concentracion Area en mm?

Std1 5.000 218.685
Std2 15.000 218.685
U1 Paja/NaCI-R1 13.822 218.685
U2 Paja/NaCl-R2 13.824 218.685
U3 Paja/NaCIl-R3 14.549 218.685
U4 Paja/sNaCl-R1 13.658 218.685
US Paja/sNaCl-R2  11.295 218.685
U6 Paja/sNaCI-R3  12.533 218.685

Figura 9. Electroforesis SDS-PAGE. Primer gel que muestra la concentracion de proteina
contenida en cada una de la muestras del secretoma de la cepa. Std71 y Std2 representan
los estandares de proteina de Rhizobium etli. Carril U1,2,3 réplicas del tratamiento en
presencia de NaCl. Carriles U4,5,6 representa las muestras en ausencia de NaCl.

Estandarizacion por densitometria.
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Muestra
Std1
Std2

U1 Paja/NaCl-R1
U2 Paja/NaCl-R2
U3 Paja/NaCl-R3
U4 Paja/sNaCl-R1
U5 Paja/sNaCl-R2
U6 Paja/sNaCI-R3

Concentracion
5.000
15.000

8.437
8.955
8.961
8.100
8.807
8.252

Area en mm?2
217.18912
217.18912

217.18912
217.18912
217.18912
217.18912
217.18912
217.18912

Figura 10. Electroforesis SDS-PAGE. Representa la estandarizacién final por densitometria

cada carril de muestra presenta una concentracion de 8 ug de proteina. De izquierda a

derecha. Carriles Std1 y Std2, son los estandares a 5 y 15 ug de proteina de Rhizobium

etli. Carriles U1, 2, 3, réplicas del tratamiento en presencia de NaCl. Carriles U4, 5, 6,

réplicas del tratamiento en ausencia de NaCl.
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8.3. Cuantificacion y analisis de expresion diferencial del secretoma de A. sydowii
H1.

Las condiciones de cultivo permitieron la obtencion de ambos secretomas para el
analisis de proteinas para la cepa H1. Como se hizo mencién, en la seccién anterior
se cuantificaron enzimas secretadas e intracelulares que forman parte de un
reservorio importante de diversas enzimas especializadas en mantener la integridad
de la cepa H1 con y sin NaCl, asi como la degradacion de la materia vegetal
suministrada.

En particular, el secretoma de la cepa H1 para este trabajo se caracterizé por la
cuantificacion de 837 proteinas totales. De las cuales, 37 se presentaron como
proteinas expresadas unicamente en presencia de NaCl, 11 proteinas en el

secretoma en ausencia de NaCl, y 789 proteinas comunes (Figura 11).

WS 1M NacCl WS

37 s 11

Figura 11. Diagrama de Venn, cuantificacion de proteinas en el secretoma de

A sydowii H1; el circulo en color verde representa el tratamiento en presencia de paja de
trigo (Wheat Straw- WS 1M NaCl) y 1 M de NaCl, donde se obtuvieron 37 proteinas
exclusivas. El circulo morado representa el cultivo en paja de trigo (WS), donde se

presentaron 11 proteinas exclusivas. 789 proteinas comunes en el centro.
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En el secretoma en presencia de NaCl fueron cuantificadas 37 proteinas
exclusivas (color verde), ya que estaban presentes en un tratamiento y ausentes
en otro (Figura 12). Cada uno de los niveles de expresion presentados por estas
proteinas fueron normalizados y graficados mediante el programa de
protedmica Perseus 1.6.14.0.

En este grupo no se cuantificaron proteinas involucradas en la
despolimerizacion de biomasa vegetal. Por otra parte el 51.3 % del total de
enzimas exclusivas para este tratamiento, no mostraron una anotacion
especifica. Pero la anotacion GO (ontologia genética), permitié predecir algunas
proteinas como, ATP sintasa mitocondrial, 3-oxiacido COA transferasa y
carboxilasa.

Por ejemplo la ATP sintasa mitocondrial se involucra en la sintesis e hidrolisis
de adenosin trifosfato (ATP) (Sanchez et al., 2017).También esta relacionada
con el transporte mitocondrial interno de sodio (Na+) que funciona como un
mensajero en la regulacidn del proceso de fosforilacion oxidativa mitocondrial y
el control en la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en un estado
hipoxico agudo celular (Henansanz et al., 2020). Se ha descrito otros tipos de
ATPasas como la de membrana y vacuola que principalmente se encargan de
mantener la homeostasis celular mediante la expulsion de sodio (Folch et al.,
2004; Dominguez et al., 2005). La expresion diferencial de la ATP sintasa
mitocondrial en el secretoma de H1 representa un proceso importante, ya que
se encuentra en un sistema hipersalino para el cual es necesaria en la
regulacion de la salida y entrada del Na+ debido a que este puede generar
inhibicion enzimatica y desestabilidad celular.

Otras enzimas anotadas para este grupo fueron las 3-oxiacido COA
transferasas que se asocian con el metabolismo de aminoacidos como valina,
leucina e isoleucinas, y degradacion de cuerpos cetonicos (Muller et al., 2008).
También se hicieron presentes algunas enzimas caboxil liasas, involucradas en
remover O agregar grupos carboxilo, este fenbmeno ocurrira dependiendo la
reaccion y el proceso metabdlico (Cardenas, 2014). Y generalmente podemos
observarlas interviniendo en proceso como el ciclo del acido citrico, donde se
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encargan de la descaboxilacion del piruvato para la obtencion de energia celular
(Cardenas, 2104).

El resto de las proteinas exclusivas que si mostraron una anotacion,
representaron el 50 % del grupo total. Aqui se pudieron observar secuencias
para enzimas como N- acetil transferasa y o-aminodipato reductasa,
acetolactato sintasa, prolina 5-carboxilato reductasa, que participan en la
biosintesis de aminoacidos como arginina, L-lisina, isoleucina y prolina
respectivamente, también fueron halladas lipasas que participan en la
degradacion de triacilgliceroles, glicerol y acidos grasos libres a partir de la
hidrolisis de los grupos ester (Gonzales et al., 2010).
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Figura 12. Niveles de expresion de las proteinas exclusivas presentes en el tratamiento

paja de trigo 1M de NaCl (color verde), y paja de trigo (color morado).
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Para el secretoma en ausencia de NaCl (color morado), se lograron cuantificar 11
proteinas exclusivas (Figura 12). Del total de este grupo, el 49 % se anotaron como
hipotéticas. El resto de secuencias anotaron con diferentes enzimas como ATPasa
de membrana involucrada en la homeostasis a través del transporte de sodio desde
la seccion intracelular a la parte extracelular (Dominguez et al., 2005). También se
hallaron cinasas de unién a ATP que se involucran la transferencia de un grupo
fosfato para activar o desactivar otros sustratos, se saben también que son enzimas
involucradas en la repuesta a estimulos quimicos mediante la activacién y

desactivacion de factores de transcripcion (Flores et al., 2005).

También se anotaron proteinas involucradas en el transporte de amonio, y una 3-
isopropilmalato deshidrogenasa que participa en la biosintesis de isoleucina.

Cabe mencionar que, cada una de estas proteinas no forman parte del secretoma
ya que en su mayoria pertenecen la parte intracelular y regiones de la membrana.
Por lo tanto creemos que estas enzimas se hacen presentes en el secretoma debido
a una lisis celular que ocurrié en los cultivos de la cepa H1 cuando esta en cultivo
con paja de trigo 1M de NaCl y paja de trigo. Por otra parte se necesitan mas analisis
en torno a cada una de las secuencias halladas como exclusivas en ambos
tratamientos de cultivo. Estos analisis permitiran poder discernir si realmente estan
siendo empleadas por H1 para activar procesos involucrados en la respuesta al
estrés por salinidad.

Se realizaron algunos analisis para observar los cambios en los niveles de expresion
de las 789 proteinas comunes entre tratamientos, de los cuales se observé que, en
presencia de paja de trigo fueron cuantificadas 25 proteinas con mayores niveles
de expresidon cuando se encuentra en presencia de NaCl, estas proteinas fueron
obtenidas bajo el analisis estadistico t-student a un valor de p-value del 99%
(Figura 13).

43



De este grupo se pudieron observar algunas enzimas como, 1,3-f-xilanasa, -
glucosidasa y glucanasas que participan en la degradacion de celulosa y
hemicelulosa respectivamente. También fue anotada una p-glucanosil transferasa,
que participa en la elongacion de los -glucanos, como proceso de remodelacion de
la pared celular en respuesta a las condiciones hipersalinas, permitiendo que la
célula tenga una mayor regulacién en la entrada y salida de iones y agua

principalmente.

También fue posible detectar enzimas como citocromo c, involucrada en el
transporte de electrones en el proceso de respiracion y apoptosis celular (Colman
et al.,, 2015; Macedo, 2012). Particularmente en este tratamiento se hizo muy
interesante la presencia de una D-xilosa reductasa, esta enzima es muy importante
en este sistema ya que va a participar en el metabolismo de xilosa proveniente de
la degradacién del xilanos (Gutiérrez et al 2013). Por otra parte la sobre expresion
de esta enzima ayuda a la célula a evitar la acumulacion intracelular de este azucar,
ya que las concentraciones por arriba de 70 mM pueden generar la represion de la
expresion de enzimas xilanoliticas. Por lo anterior la cepa H1 aprovecha la sobre
expresion de la D-xilosa reductasa para obtener energia a partir de la degradacion
de xilosa y al mismos tiempo mantener activo el sistema de expresion (De Vries et
al 1999 Gutiérrez et al 2013).
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Figura 13. Representacién de los niveles de expresion, de las 25 proteinas que mostraron
los mayores niveles de expresién en paja de trigo 1M de NaCl en la cepa de A. Sydowii H1.
Paja de trigo 1M NaCl (WS 1M NaCl), paja de trigo (WS). Cada puntos representa las

réplicas de muestra.

Para la cuantificacion en ausencia de NaCl, se obtuvieron 25 proteinas con los
niveles de expresién mas altos, los datos también fueron procesados y las proteinas
fueron seleccionadas como en el tratamiento paja de trigo 1M de NaCl (Figura 14).
En el caso de este secretoma, se observaron algunas enzimas como, glucanasas,
celulasas y p-1,4 endoxilanasa. Asi mismos una cutinasa, a-amilasa y quitinasas.
El 28% del total de estas proteinas no presentd una anotacion especifica. Y el 40 %
son proteina de dominio intracelulares que son producto de la lisis celular ocurrida

durante los cultivos en ausencia de NaCl.
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Figura 14. Representacién de los niveles de expresion, de las 25 proteinas que mostraron
los mayores niveles de expresion en paja de trigo en la cepa de A. sydowii H1. Paja de trigo
1M NaCl (WS 1M NaCl), paja de trigo (WS). Cada puntos representa las replicas de

muestra.

8.4. Anotacion de Enzimas Activas de Carbohidratos (CAZY) del secretoma de
Aspergillus sydowii H1 en presencia y ausencia de NaCl y paja de trigo.

El secretoma de A. sydowii H1 fue anotado considerando la base de datos CAZY
(http://www.cazy.org), obteniendo un total de 79 enzimas distribuidas en 4
superfamilias: i) glicosil hidrolasas (GH), ii) carbohidrato esterasas (CE), iii)
polisacarido liasas (PL), iv) actividad accesoria (AA) y glicosil transferasas (GT)
(Figura 15).
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Proteinas anotadas en todas estas familias fueron expresadas en ambas
condiciones de crecimiento: paja de trigo + 1 M de NaCl y paja de trigo sin NaCl.
Las proteinas anotadas como CAZYmes representaron el 9.5 % del total de las
proteinas cuantificadas en el secretoma de A. Sydowii H1.
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Figura 15. Anotacion del secretoma de A.sydowii H1 cultivado sobre paja de trigo en

presencia y ausencia de NaCl, para la identificacion de proteinas CAZY.

La expresion de GH en las condiciones de estudio, fue mas relevante en
comparacion al resto de proteinas CAZY, representando el 63.2% del secretoma
total anotado como CAZY. Fueron identificadas 50 GHs anotadas en 32 familias
diferentes, de las cuales GH 16 destaca por la presencia de 4 secuencias anotadas
como glucanasas (Figura 16 y tabla 2).
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Familia Glicosil-Hidrolasa(GH)
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Figura 16. Distribucion de las diferentes familias GHs obtenida en el secretoma CAZY de
A. sydowii H1. Los numeros sobre las barras representan la cantidad de secuencias
identificadas en cada familia.

Las familias GH 3, 17 Y 72 presentaron tres proteinas anotadas en cada caso
(Figura 16 y tabla 2). La familia GH 3 se integra por enzimas f-glucosidasas y p-
xilosidasas; la familia GH 17 agrupa enzimas (-1,3- endo glucansas las cuales
exhiben actividad para la degradacion de beta glucanos propios de la pared celular
fungica (Vargas et al., 2017). Mientras que la familia GH 72 acoge secuencias
clasificadas como p-1,3-glucanosil transferasas que estan involucradas en la
elongacion de f-1,3-glucanos para la remodelacion de la pared celular fungica
(Moro, 2018; UNiprot).

La cepa de A. sydowii H1 también logré expresar otras GHs pertenecientes a las
familias GH 7, y GH 31. Estas familias agruparon 2 secuencias de proteinas, las
cuales fueron identificadas como -1,4 endoglucanasas que se relacionan con la
hidrolisis de celulosa rompiendo internamente los enlaces glucosidicos de las

cadenas, liberando progresivamente oligosacaridos (Gutiérrez et al., 2013). Por otra
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parte, en la familia GH 10 también fueron identificadas 2 proteinas del secretoma.
Esta familia de GH agrupan principalmente p-xilanasas, las cuales participan en la
hidrdlisis de la hemicelulosa mediante la despolimerizacidén de las cadenas de xilano
(Kowalczyk et al., 2015).

Curiosamente se encontraron 2 secuencias proteicas en la familia GH 18 la cual
agrupa proteinas que no estan involucradas en la degradacion de polisacaridos de
pared vegetal. Las enzimas de esta familia fueron anotadas como quitinasas, y
pueden estar relacionadas con la degradacion de polimeros de quitina presentes en
las paredes celulares de hongos y el exoesqueleto de invertebrados como los
crustaceos (Marmol et al., 2011;Martinez et al., 2019). Para el caso de la familia GH
62 se anotaron dos secuencias. Esta familia agrupa enzimas con actividad catalitica
sobre hemicelulosa como las a-L-arabinofuranosidasas, que hidrolizan las D-
arabinofuaronosa presente en los heteropolisacaridos como xilano y xiloglucano
(Umana, 2016). Finalmente, también se anotaron 2 secuencias del secretoma en la
familia GH 13, la cual incluye enzimas activas sobre almidon, como a-amilasas que
participan en la hidrélisis de los enlaces glucosidicos a-1,4 de las cadenas de
amilosa (Figura 16 y tabla 2) (Anselmi, 2017).

Nuestros resultados concuerdan con los reportados para el analisis de expresion
del secretoma de Aspergillus fumigatus AF293 durante la degradacion de bagazo
de cafa de azucar (Fagundes et al., 2018). Estos autores identificaron 78 proteinas
CAZY, donde la mayoria correspondi¢ a GHs, que fueron agrupadas en 48 familias
diferentes. Notese que este grupo también representd la expresién mayoritaria para
el secretoma de A. Fumigatus AF293. Sin embargo el secretoma de A. sydowii H1
mostré una mayor diversidad de familias GHs representadas.

Para la degradacién de la biomasa vegetal se requiere de un grupo variado de
enzimas que usualmente funcionan de manera sinérgica durante una hidrolisis
efectiva (Esser et al., 2002). En el secretoma de la cepa H1 fueron también anotadas
CAZYmes pertenecientes a otras superfamilias de CEs y AAs. Estas superfamilias
fueron cuantificadas como el segundo grupo de mayor abundancia después de las
GHs, ya que presentaron un total de 10 proteinas respectivamente, representando
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en ambos casos el 12.6 % del total del secretoma de enzimas CAZY de la cepa H1
(Figura 17).

Familias: Carbohidrato Esterasa(CE), de Actividad Accesoria, Polisacarido Liasa (PL),
Glicosil Transferasa (GT)

4 Carbohidrato esterasa (CE)
M Actividad Accesoria (AA)
Polisacarido Liasa (PL)
3 3 M Glicosil Transferasa (GT)

Numero de enzimas por familia

1 1 1 1
0
CE1 CE5 CE12 CE15 CE16 CE18 AA2 AA3 AAS AA8 AA9 AA13 AA6 PL1 PL3 GT1 GT2 GT35GT39

Familias Cazy

Figura 17. Distribucion de las familias CEs, AA, PLs, GTs anotadas en el secretoma CAZY
de A. sydowii H1cultivado en presencia y ausencia de NaCl y paja de trigo como Unica

fuente de carbono.

Particularmente las 10 proteinas obtenidas en la superfamilia CE, fueron
clasificadas en 6 familias diferentes, de las cuales, CE 1 se identific6 en mayor
abundancia, siendo tres secuencias anotadas como feruloil esterasas (2) y acetil

xilano esterasa (1).

Particularmente las acetil xilano esterasas hidrolizan el enlace éster que mantiene
unido el grupo acetilo a las moléculas de xilosa de la cadena principal del
heteropolimero (Esser et al., 2002). De esta manera se reduce la complejidad
estructural de xilanos contribuyendo en la degradacion integral de hemicelulosa, asi
mismos CE1, también se han descrito para la degradacion de otros sustratos como
bagazo de cafa de azucar, salvado de trigo y bagazo de maiz entre otros (Vega et

al., 1998). Por otra parte se han reportado acetil xilano esterasas producidas por
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cepas de hongos como Aspergillus niger, Trichoderma reesei, Schizophyllum
conmmune y Aspergillus fumigatus ( Vega et al., 1998; Fagundes et al., 2018).

Las enzimas feruloil esterasas del secretoma de la cepa H1, fueron anotadas en la
familia CE 1, la cual agrupa enzimas de degradacion accesoria con actividad
desramificante sobre el xilano. Estas proteinas se encargan de hidrolizar el enlace
éster que une la molécula de xilosa y el grupo feruloil. La enzima hidroliza entonces
los enlaces mencionados anteriormente y libera acido ferulico de la cadena principal
de xilano (Tafolla., 2013).

La superfamilia de CE son de gran importancias para la implementacién de
tratamientos biolégicos como herramientas para la disociacion de grupos como
acetilo y acido ferulico, los cuales no pueden ser hidrolizados por enzimas endo y
exo xilanasa, facilitando asi la degradacion de la biomasa vegetal (Gutiérrez et al.,
2013). También son una familia de enzimas activas sobre carbohidratos con
creciente interés industrial, farmacéutico, alimenticio y textil entre otros (Castro et
al., 2010).

Como segunda familia mas representativa de carbohidrato esterasa destaco la
familia CE 5, con 2 secuencias anotadas como cutinasas. Cabe destacar que esta
familia no se reportd, por ejemplo, en los analisis del secretoma de A. fumigatus y
A. niger N402 (Pagotto et al., 2015; Fagundes et al., 2018).

La expresion de enzimas de la familia CE 5 representan un proceso importante en
la degradacion de biomasas vegetales. En especifico las cutinasas se encargan de
hidrolizar la cuticula, un polimero de la pared vegetal compuesto por cutina y ceras
cuticulares (Tafolla et al., 2013). La cutina esta constituida por cadenas de acidos
grasos de 16 carbonos como, acido 10,16-dihidroxihexadecanoico, 9,16-
dihidroxihexadecanoico, también se asocia una pequefa fraccion de acidos grasos
de 18 carbonos como acido 9, 10- epoxi-18-hidroxioctadecanoico y 9,10,18-
trihidroxioctadecanoico unidos por enlaces de tipo éster. Y las ceras cuticulares se
componen por cadenas de 20 a 40 carbonos, donde se presentan grupos como N-
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alcanos, ésteres, alcoholes, aldehidos, cetonas y acidos grasos de cadena larga en
el caso de las ceras epicuticulares, y de cadena corta en intracuticulares (Tafolla et
al., 2013). La cuticula es una capa importante en la pared vegetal ya que esta
involucrada en algunos procesos como, la defensa contra agentes patdgenos,
reduccion en la perdida de agua por evaporacion, asi como transporte y
comunicacién dentro y fuera de la célula, (Castro et al., 2010).

La accion sinérgica de estas enzimas de la familia CE 5, identificadas en el
secretoma de la cepa H1, es precisamente participar en la remocion de la cuticula.
Esta contribucion puede facilitar el acceso de enzimas como, xilanasas y celulasas
que podran interactuar e hidrolizar los polimeros de celulosa y hemicelulosa (Castro
et al., 2010). También son enzimas con gran potencial para aplicaciones
biotecnoldgicas, las cuales han servido como agentes accesorios en la degradacion
de biomasa vegetal, en el area industrial y ambiental, principalmente en la
biodegradacion de plasticos, pesticidas y otros agentes recalcitrantes que se
encuentran contaminando cuerpos de agua y suelo (Pefia et al., 2018).

Como parte del segundo grupo de mas abundante de esta superfamilia CE, en
especifico la familia CE 12 presentd dos secuencias clasificadas como
ramnogalaturanan acetilesterasa (pectinasas), que estan involucradas en la
desesterificacion de los grupos acetilo de los ramnogalacturonanos de la pectina
presente en la pared celular vegetal (Soriano et al., 2004).

Finalmente la cepa H1 también expres6 CE 15, 16 Y 18 como parte de su arsenal
enzimatico accesorio para la hidrolisis de lignocelulosa aun cuando estas enzimas
fueron minoritarias en el secretoma de la cepa H1. Proteinas de estas familias de
CE se reportaron en el secretoma de A. niger N402 para la degradacion de bagazo

de cana de azucar (Pagotto et al., 2015).
En el secretoma total de H1, la superfamilia AAs se mostré también como un grupo

relevante en la expresion de enzimas extracelulares involucradas en la degradacion

del sustrato vegetal (Figura 17). Se cuantifico la expresion de 7 familias diferentes
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de AAs. La familia AA9, por ejemplo, mostré 3 secuencias que fueron identificadas
como monoxigenasas liticas de polisacaridos (LPMO), se conoce que estas
enzimas pueden realizar procesos de oxido reduccion de polimeros como la
celulosa, donde la enzima genera la ruptura del enlace glucosidico en el carbono
uno (C1) o en el carbono cuatro (C4), utilizando el oxigeno como agente oxidante
(Cerda, 2016).

La escision oxidativa de la celulosa, genera la formacién de monémeros de glucosa
oxidada en diferentes posiciones, en el caso que la oxidacion ocurra en el C1, se
obtendra la presencia de acidos adonicos, y de lo contrario ocurre en el C4 habra la
generacion de moléculas denominadas 4-cetoaldosas (Villares et al., 2017). Por lo
tanto la accion de estas enzimas da origen a micro fibrillas u oligosacaridos oxidados
susceptibles a la degradacion por celulasas (Cerda, 2016). Por lo anterior la
actividad de estas enzimas las ha perfilado como buen recurso y se utilizan en
sinergia para conseguir una mayor eficiencia en la degradacion de celulosa (Villena
et al., 2003; Moreau et al., 2019).

Por su parte, la familia AA 3 se perfild6 como la segunda familia mayoritaria (Figura
17) con dos secuencias anotadas como oxidoreductasas. Sin embargo, no se logro
tener una identificacion mas precisa de cada una de estas enzimas. Cabe destacar
que esta superfamilia CAZY esta conformada por algunas enzimas como aril-
alcohol oxidasa, celobio deshidrogenasa, alcohol oxidasa, entre otras (Sutzl et al.,
2019). Particularmente las enzimas como aril- alcohol oxidasas y las celobiosa
deshidrogenasas, se han reportado como enzimas capaces de generar peroxido de
hidrogeno extracelular (H202) durante la degradacion de lignina (Gutiérrez et al.,
1996; Hernandez, 2012). Estas enzimas presenta un gran interés debido a la
produccion de H20O,, ya que es utilizado por enzimas como peroxidasas ligninoliticas
como un agente oxidante para la despolimerizacion de lignina (Gutiérrez et al.,
1996).
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Finalmente las superfamilias con menor expresiéon fueron las enzimas polisacarido
liasas (PL) y glicosil transferasas (GT) (Figura 17). Se identificaron solo dos familias
PL, las cuales fueron anotadas como familias PL1 y 3, con dos y una secuencias
anotadas, respectivamente. Las tres secuencias anotadas como pectato liasas
involucradas en la degradacion de pectina mediante la ruptura del enlace
glucosidico, dando como resultado la liberacion de monomeros de acido

galacturonico, ramnosa y varias dextrinas (Umana, 2016; Chamorro, 2019).

Las glicosil transferasas presentaron 4 familias diferentes como, GT 1, 2, 35 Y 39
(Figura 17). Las familias GT 2 y 39 fueron las mas abundantes, donde se
cuantificaron dos secuencias quitina sintetasa involucradas en la biosintesis de
quitina, uno de los componentes principales de la pared celular fungica (Werning,
2010).

8.5. Analisis estadistico de los niveles de expresion en cada una de las enzimas
del secretoma CAZY.

Los niveles de expresion de las enzimas clasificadas, utilizando la base de datos
CAZY, fueron analizados mediante la prueba de t-student bajo un valor de confianza
(p-value) de 95%. Este analisis permitié determinar la existencia de cambios
estadisticos significativos en los niveles de expresion entre las diferentes proteinas
expresadas en los cultivos paja de trigo con 1M de NaCl y paja de trigo.

Para el caso de las familias GH 13, 7 y 11, se obtuvieron niveles de sobre expresion
estadisticamente significativos en medio de cultivo sin presencia de NaCl (Figura
18). Principalmente sabemos que GH7 y 11 son familias enzimaticas que se
encuentra sobreexpresadas porque se encargan de la descomposicion de los
polimeros mas abundantes en las paredes vegetales de la biomasa como, celulosa

y hemicelulosa.
Para el caso de la familia GH 13, se presentan enzimas activas para la degradacion
de algunos polimeros de reserva como trehalosa y almidon (Figura 18). La sobre

expresion de estas proteinas de estas familias mencionadas probablemente
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permitan a la cepa H1 tener acceso a una fuente de carbono en menor tiempo lo
cual puede reflejarse en su crecimiento (Gutiérrez et al., 2013). Cabe mencionar
que los factores abioticos como temperatura, pH, y salinidad para este trabajo no
influyen en la expresién diferencial de enzimas hemiceluloliticas, ya que no funge
como inductor de este proceso. Por otra parte la expresion y sobre expresion de
enzimas hemiceluloliticas estada documentada por la presencia de azucares
inductores como D-xilosa, manosa y L-arabinosa, y la sobre expresion esta
sostenida por la presencia y abundancia de xilano (De Vries et al 1999). De lo
contrario la presencia de un sustrato rico en celulosa inducira una expresion pobre

o nula de estas enzimas. (Gutiérrez et al., 2013; Kowalczyk et al., 2015).

En el cultivo en condiciones hipersalinas, las familias GH 31, 62 y 2, también
mostraron niveles de expresion con significancia estadistica (Figura 18). Las
familias GH 62 y 2 representan enzimas involucradas en la degradacion de xilano,
mientras que la GH 31 agrupa enzimas con actividad celulasas. Esto ayudara a la
cepa H1 a obtener una fuente de carbono en un ambiente hostil generado por la
hipersalinidad. Por otra parte estas enzimas presentan un interés de estudio a futuro
ya que puede despolimerizar biomasa vegetal en ambientes con altas cantidades
salinas aun cuando se ha documentado que, en organismos como Saccharomyces
cerevisiae concentraciones salinas presentes y mayores a 300 - 500 mM, generan
inhibicion de enzimas para el metabolismo de este organismo (Folch et al., 2004)
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Niveles de Expresion

Familias Glicosil Hidrolasa (GH)
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Figura 18. Distribucién por niveles de expresion de las familias GH, y analisis estadistico
(t-student) donde se marcaron con un asterisco aquellas familias con cambios significativos
de expresion.

El mismo analisis estadistico evidencié que, para el resto de las proteinas
contenidas en las superfamilias CE, GT, PL, AA, solo CE1 mostré cambios
significativos en los niveles de expresion en ausencia de NaCl (Figura 19). Cabe
destacar que la sobreexpresion de las enzimas de esta familia ayudara en la
reduccion de la complejidad estructural de la hemicelulosa, ya que se encargan de
remover los grupos acetil y feruloil asociados a los azucares de las cadenas
principales de xilanos y glucomananos, a su vez estos grupos mantienen unida la
hemicelulosa y la lignina en la pared vegetal. La hidrdlisis de estos grupos
sustituyentes reduce la dificultad en la degradacion enzimatica de la hemicelulosa
(Fernandez, 2012).
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Figura 19. Distribucion por niveles de expresion de las familias CE, GT, PL Y AA, analisis
estadistico (t-student) donde se marcaron con un asterisco aquellas familias con cambios

Familias: Carbohidrato Esterasa (CE), Glicosil Transferasa (GT),
Polisacarido Liasa (PL) y de Actividad Accesoria (AA).

140000 ==

Niveles de Expresion
@®

25888
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significativos de expresion.

En la siguientes tablas se han colocado cada una de las enzimas halladas en el secretoma

CAZY de la cepa H1.

Familias Cazy

Paja/ sNaCl

Glicosil hidrolasas anotadas en el secretoma de Aspergillus sydowii H1
PAJA- 1M NacCl PAJA
CAZY Hipotético ID UniProt ID NIVELES DE EXPRESION
GHO AOA1L9TLJ3 4031.100 3558.133
GH2 [-galactosidasa AOA1L9TZ72 12612.433 4013.533
GH3 B-xilosidasa AOA1L9TZRO 21246.033 6236.967
GH3 B-glucosidasa AOA1LIT7M8 16187.933 12071.367
GH3 B-glucosidasa AOA1LITLA9 9232.467 5145.133
GH5 Celulasa AOA1L9TL49 4236.600 5463.700
GH6 [3-1,4-celobiohidrolasa AOA1LITVSS8 357133.333 126332.667
GH7 [3-1,4-endo glucanasa AOA1L9TQAO 18116.533 14016.667
GH7 [3-1,4-celobiohidrolasa AOA1LI9TSP8 49739.000 208560.000
GH10 |3_‘| ,4- endoxilanasa AOA1LITOG2 141890.000 78191.667
GH10 B—1,4-endoxi|anasa AOA1LITXU7 199606.667 171572.000




GH11 [-1,4-endoxilanasa AOA1LITYVY 29967.667 64012.667
GH13 o-amilasa AOA1L9T921 8121.600 26410.000
GH13 Maltasa AOA1LITU62 317.927 241.856
GH15 0-1,4-glucosidasa AOA1LITW31 30813.000 29495.333
GH16 Glucanasa AOA1LIT1E" 2195.467 1390.613
GH16 Glucanasa AOA1LITKRO 802.323 406.327
GH16 Glucanasa AOA1LITMQ2 699.530 404.970
GH16 Glucanasa AOCA1L9TWH?2 41537.667 32238.667
GH17 Endo glucanasa AOA1L9TB76 17620.667 16279.033
GH17 Endo glucanasa AOA1LITW65 3954.167 3048.133
GH17 B-glucosidasa AOA1LITUF2 2113.967 1877.613
GH18 Quitinasa AOA1L9T3DO 3832.800 2124.110
GH18 Quitinasa AOA1L9TP10 19323.333 30892.000
GH20 B-exosaminidasa AOA1LOTUKG 2122.653 1766.630
GH28 Endo-poligalacturonasa AOA1LI9TGX8 8737.533 7550.400
GH31 o-glucosidasa AOA1LI9TK53 27577.667 15199.133
GH31 o-glucosidasa AOA1LITEPO 359.090 217.529
GH38 o-manosidasa AOA1LITN38 1165.247 1030.277
GH43 Arabinasa AOA1L9TFZ9 6500.800 4025.933
GH43 [-1,4- xilosidasa AOA1LITUQS 1956.867 581.253
GH47 0a-1,2 manosidasa AOA1LI9TUE? 1284.967 699.840
GH55 AOA1LITTWS5 3226.733 3946.500
GH62 Arabinofuranosidasa AOA1L9T8AO 14851.867 7133.667
GH62 Arabinofuranosidasa AOA1LITAE7 129340.000 114236.000
GHT71 AOA1LIT3G5 295.726 419.087
GH72 -1,3-glucanosil AOATLOT1TS 9365.767 7883.833
transferasa
GH72 -1,3-glucanosil AOATLITK27 1566.100 806.440
transferasa
GH72 -1,3-glucanosil AOATLOTSX6 5478.267 2787.867
transferasa
GH76 1,6-0.- manosidasa AOA1LI9T5N2 634.570 363.111
GH81 B-1,3(4) glucanasa AOA1LOTSRO 2025.767 1721.833
GH92 0-1,2 manosidasa AOA1LITZIM 1095.877 879.743
GH92 a-1,2 manosidasa AOA1LITIQ4 756.527 415.233
GH105 Ramﬂ%ﬁi:ggg‘m”” AOA1LITONO 3423.000 4437.700
GH114 a-galactosidasa AOA1L9TN39 1390.497 863.767
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GH128 AOA1LITKRS 9080.467 9187.333
GH132 a-glucosidasa AOA1LITEW2 18622.000 13544.067
GH134 AOA1LOTA37 4539.467 7823.600
GH135 AOA1LOT5NS 532.534 308.373

Tabla 2. Anotacion de cada una de las familias de glicosil hidrolasas (GH) del secretoma
de Aspergillus sydowii H1.

En las siguientes tablas se han colocada cada una de las familias enzimaticas restantes del
secretoma de la cepa H1.

Familias CE, AA, PL y GT del secretoma de Aspergillus sydowii H1
PAJA-1M NaCl PAJA
CAZY Hipotético ID UniProt ID | NIVELES DE EXPRESION
CE1 Feruloil esterasa AOA1L9TDB5 2362.80 1757.76
CE1 Feruloil esterasa AOA1L9T898 19745.00 6212.47
CE1 Acetil xilano esterasas AOA1L9THS85 12454 .67 8483.50
CE5 Cutinasa AOA1LIT4G9 3272.77 32078.00
CE5 Cutinasa AOA1L9SZF9 21968.67 17956.40
CE12 Pectinasa AOA1LIT7US 192419 7943.53
CE12 Pectinasa AOA1L9TMD7 2427.27 3269.47
CE15 4-O-glucuronil metilesterasa AOA1LITXI5 12406.83 9963.63
CE18 AOA1LITN45 24815.00 36277.33
AA2 Peroxidasa AOA1LITU37 139.36 160.91
AA3 Oxidoreductasas AOA1LITT25 4355.40 5166.30
AA3 Oxidoreductasas AOCA1L9TUS50 2391.61 1326.12
AA5 Galactosa oxisadas AOA1LITT12 10191.13 20164.47
AA8 AOA1L9UOVA 5644.87 4539.20
AA9 LPMO AOA1LITKK2 146000.00 90613.33
AA9 LPMO AOA1LITLKO 9177.87 7949.37
AA9 LPMO AORTEOTWE | 2156.50 567.49
AA13 AOA1L9UOTS 35745.67 23081.33
PL1 Pectato liasa AOA1L9TFB6 7918.90 8287.03
PL1 Pectato liasa AOA1LOUOD6 14053.67 11394.10
PL3 Pectato liasa AOA1LITH94 19316.33 60090.33
GT1 AOA1L9THH2 752.93 384.13
GT2 Quintina sintetasa AOCA1L9TMO02 308.09 212.93
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GT35 a~-1,4 glucano fosforilasa AOA1 I59TWA 406.62 562.01
GT39 Quintina sintetasa AOA1L9TPF4 610.91 361.13
GT39 Quintina sintetasa AOA1L9TA28 511.20 425.57

Tabla 3. Representacion de las familias carbohidrato esterasas (CE), de actividad accesoria
(AA), polisacarido liasas (PL) y glicosil transferasas (GT) pertenecientes al secretoma CAZY
de Aspergillus sydowii H1.
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9. Conclusiones

La paja de trigo al estar en contacto con las células fungicas, indujo un
numero comun de enzimas expresadas y sobre expresadas para la
degradacion y aprovechamiento de la biomasa. Debido a que nuestra
hipétesis planteaba que el NaCl podria tener un efecto sobre la expresion de
diferentes enzimas lignoceluloliticas, concluimos que en ambas condiciones
de crecimiento la presencia de NaCl no fue una herramienta limitante en la
expresion y sobreexpresion de enzimas involucradas en la degradacion de la

biomasa vegetal.

Aspergillus sydowii H1 mostr6 capacidad para secretar un amplio arsenal de
enzimas para la degradacion de la biomasa vegetal. Lo cual promete a esta
cepa como una bio-herramienta en la produccion de cocteles enzimaticos
que pueden ser utilizados en la industria papelera, textil y energética. Asi

como en la biodegradacion de algunos compuestos contaminantes.

Aspergillus sydowii H1, puede ser una cepa potencial en produccion de
xilanasas y celulasas, ya que en este trabajo se obtuvo un numero de
enzimas similar a otros ascomicetos como, Asperqillus niger, nidulans y

fumigatus.

Aspergillus sydowii H1 no mostré expresion de enzimas ligninoliticas, por lo
cual podemos decir que este hongo no esta mineralizando lignina ya que su
enfoque principal esta en degradar la celulosa y hemicelulosa para obtener
recursos energeéticos y aquellos asociados a la induccion de la expresion y

sobreexpresion de enzimas lignoceluloliticas.
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10. Perspectivas

Llevar acabo cinéticas de degradacion donde Aspergillus sydowii H1 se
encuentre exclusivamente en presencia de lignina. Medir la degradacion de
este metabolito mediante técnicas de HPLC y espectrofotometria, asi como
el crecimiento de la cepa. Con estas pruebas se podra tener un acercamiento
hacia la eficiencia de la cepa en la mineralizacion y aprovechamiento de este

polimero.

Con el propdsito de conocer cual o cuales azucares inducen una mejor
expresion enzimatica, se propone generar cultivos de Aspergillus sydowii H1
en presencia de biomasas lignoceluloliticas suplementados con D-xilosa; D-

galactosa; D-manosa y L-arabinosa de manera individual y en consorcio.
Generar analisis estructurales de las enzimas lignoceluloliticas con mayores

niveles de expresion. Esto servira para demostrar si un ambiente hipersalino

(NaCl) pueden influir en la modificacion estructural de estas.
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