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Taninos condensados, degradacion, Aspergillus niger.

Introduccién. Los taninos son compuestos
polifendlicos solubles en agua con un peso
molecular  variable.  Se  clasifican en
hidrolizables 'y condensables (1). Son
metabolitos secundarios que protegen a las
plantas contra insectos y patdgenos (2). Hay una
gran diversidad de organismos capaces de
degradar estos compuestos, por ejemplo,
miembros del género Aspergillus sp vy
Penicillum sp (3). Los taninos son utilizados
ampliamente en la industria curtidora generando
efluentes contaminados.

El objetivo del presente es la generacion de
conocimiento sobre los genes de A. niger
involucrados en la biodegradacién de taninos
condensables.

Metodologia. La estrategia fue la siguiente:
induccion del micelio de A. niger en tres
diferentes medios, todos ellos contienen medio
minimo, catequina 5mM, glicerol 1% y una
mezcla de catequina y glicerol como fuentes de
carbono. Posteriormente se realiz6 extraccion de
ARN (método RNeasy Quiagen), sintesis de
ADNc (método SMART Clontech) y la
hibridacién sustractiva por supresion (Clontech)
para el aislamiento de genes expresados
diferencialmente por lo presencia de la
catequina. Posteriormente se hizo un analisis
tipo Southern para confirmar la expresion
diferencial de los fragmentos de genes y se
secuenciaron algunas de estas clonas. Se
selecciond una de estas clonas y se marco para
realizar un analisis Northern.

Resultados y discusion. Por medio de la SSH
se obtuvo la amplificacion de dos bandas, una
de 300 pb y otra de 400 pb aproximadamente las
cuales fueron ligadas en el vector PCR 4.0
TOPO vy se transformo bacterias competentes de
Escherichia coli. Con las clonas obtenidas se
realiz6 un Analisis tipo Southern hibridando por
una parte con el ADNc del micelio inducido en
catequina y glicerol (problema) y por la otra con
el ADNc del micelio inducido en glicerol
(control), mostrando los siguientes resultados:
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Fig. 2. Sonda control.
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Fig. 1. Sonda problema.

Se secuenciaron algunas clonas dando los
siguientes resultados:

- Glutation S-transferasa

- Prot. ABC trasportadora

- Catalasa
Con la clona que contiene el fragmento similar
al gen de glutation transferasa se realiz6 una
cinética de expresion utilizando analisis

Northern, dando el siguiente resultado.
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Fig. 3. Analisis Northern.

Conclusiones. Se cuenta con un banco
sustractivo de 100 clonas de A. niger
conteniendo fragmentos de genes inducidos con
catequina. Glutation transferasa, una enzima
inducible en presencia de flavonoides como la
catequiza, no presenté cambios en su nivel de
expresion durante las primeras 6 h mostrando
una disminucion a partir de las 8 h de acuerdo a
la hibridacién tipo Northern.
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