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RESUMEN

La cefalosporina C (CPC) pertenece al grupo de antibidticos beta-lactdmicos, los
compuestos antimicrobianos mas prescritos en la actualidad y los mas importantes desde
el punto de vista econédmico. La CPC es la base de las cefalosporinas semisintéticas de
uso clinico, un grupo de antibiéticos de amplio espectro y baja toxicidad, altamente
efectivos contra microorganismos Gram-negativos y Gram-positivos, en concentraciones
relativamente bajas. Actualmente, la CPC se produce exclusivamente a partir del hongo
filamentoso Acremonium chrysogenum y su biosintesis se encuentra regulada, entre otros
mecanismos, por el factor de transcripcion PacC, a través de la sefalizaciéon por pH
ambiental.

Cuando las condiciones de pH ambiental son &acidas a neutras, el factor de
transcripcién PacC, con 621 residuos de aminoacidos, se encuentra en una conformacion
cerrada. Cuando las condiciones cambian a alcalinas ocurre toda una cascada de eventos
gue concluye en dos rompimientos proteoliticos sucesivos del factor de transcripciéon
PacC, dejandolo en su forma activa, de aproximadamente 250 residuos de aminoacidos.
Una vez activado, PacC se dirige al nucleo y promueve la transcripcion de la mayoria de
los genes involucrados en la biosintesis de CPC.

En el presente trabajo se realiz6, mediante técnicas de ingenieria genética, una
eliminacion de 366 residuos de aminoacidos del extremo carboxilo terminal en el factor de
transcripcion PacC de A. chrysogenum, de manera que la mutacion generara
directamente la forma activa de PacC.

La mutacion se expresd en la cepa silvestre de A. chrysogenum bajo el control de
un promotor constitutivo y del propio promotor del gen pacC, con la hipétesis de que la
mutacion introducida conduciria a un fenotipo de mimetismo alcalino y, por lo tanto, se
podria observar un aumento en la produccion de antibidticos beta-lactamicos, incluyendo
la produccion de CPC, aun cuando los valores de pH fuesen acidos.

Como resultado, se obtuvieron once cepas portadoras de la mutacion, de las cuales
tres mostraron un incremento significativo en la producciéon de antibidticos beta-
lactdmicos en comparacién con la cepa parental, tanto en un medio de fermentacidon con
pH alcalino, como en uno amortiguado a pH acido. Asi mismo, la mayoria de las cepas
mutantes mostraron niveles de produccién superiores a la cepa parental, utilizando un

medio definido con pH amortiguado a 5.5. Se confirma asi que la estrategia empleada
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permitid mejorar significativamente la produccién de antibidticos beta-lactamicos en una

cepa silvestre de A. chrysogenum.
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ABSTRACT

Cephalosporin C (CPC) belongs to the beta-lactam antibiotics group, which are
currently the most prescribed antimicrobials, and economically the most important drugs.
This compound is the core of overall semisynthetic cephalosporins for clinical use.
Cephalosporins have low toxicity and wide spectrum against Gram-negative and Gram-
positive bacteria, in small concentrations. CPC is exclusively produced by the filamentous
fungus Acremonium chrysogenum. The biosynthesis pathway of CPC is strongly regulated
by environmental pH signaling through transcription factor PacC.

When environmental pH is acidic to neutral, transcription factor PacC (621
aminoacid residues) has a closed conformation. When environmental pH becomes
alkaline, a signal transduction pathway is activated which results in processing of PacC by
two successive proteolytic steps, turning it to an active form (~ 250 aminoacid residues).
At this point, activated PacC migrates to nucleus and stimulates the transcription of the
majority of the CPC biosynthetic genes.

In this work, using genetic engineering techniques, we designed a mutation in the
A. chrysogenum transcription factor PacC, removing 366 aminoacid residues from the C-
terminal end, so that the mutated pacC resulted directly in its active form.

Mutated PacC was expressed in A. chrysogenum wild type under the control of a
constitutive promoter and its own promoter, with the aim to demonstrate the hypothesis
that this mutation would allow an alkaline mimicking phenotype, so that we could obtain
an increase of beta-lactams titers, including CPC, irrespective of the pH values in the
fermentation broth.

We obtained eleven strains with our mutation, and three of them showed a
significant increase of beta-lactams production, in comparison with the parental strain,
both in alkaline fermentation medium or in acidic buffered medium. In this way, the
majority of the mutated strains showed higher levels than parental strain, in a chemically
defined medium whith pH buffered to 5.5. These results confirm that our genetic
engineering strategy increased significantly beta-lactams production in A. chrysogenum

wild type.
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1. INTRODUCCION

1.1. Historia de los antibioticos

La historia de los antibidticos comienza cuando en la antigliedad se descubrié que la
administracién de ciertos remedios, entre los cuales se incluian rabanos, poros, ajos,
cebollas y diferentes tipos de mohos, resultaba efectiva como curaciéon para muchas
heridas o enfermedades infecciosas. Aun asi, la sabiduria de la época aun no lograba
conectar las propiedades antibacterianas de las sustancias quimicas responsables con la
curacion de las heridas y el tratamiento de las enfermedades. El uso de tales remedios se
remonta a mas de 3000 afios, desde los antiguos egipcios, babilonios, chinos e incas
(Kong et al., 2009).

La busqueda de antibidticos, definidos como cualquier sustancia quimica producida
por un organismo que resulta destructiva para otro, no comenzd sin embargo hasta
después de 1880, de la mano de la “teoria germinal de las enfermedades infecciosas”
propuesta por Louis Pasteur y que se basa en que toda enfermedad infecciosa tiene su
causa en un germen, con la capacidad de propagarse entre las personas. A partir de
entonces, los cientificos comenzaron a buscar activamente sustancias que pudieran
eliminar los gérmenes causantes de tales enfermedades.

En 1871, John Burdon-Sanderson observé que un medio de cultivo expuesto al aire
se volvia turbio rapidamente, con el crecimiento de bacterias. Pero si algin moho del tipo
Penicillium crecia también sobre la superficie del caldo, entonces se observaba menor
turbidez (Burdon-Sanderson, 1871). Posteriormente, inspirados por el trabajo de Burdon-
Sanderson, William Roberts (1874) Joseph Lister (1875) y John Tyndall (1876) reportaron
observaciones similares, demostrando la actividad antimicrobiana del hongo Penicillium
(aunque solamente Roberts y Lister relacionaron sus observaciones con algin compuesto
antibacteriano). En 1877, Louis Pasteur y J. Francois Joubert reportaron la inhibicion del
crecimiento de Bacillus anthracis en cultivos contaminados con un moho identificado por
Pasteur como Penicillium notatum (Pasteur y Joubert, 1877). Aunque recibid poca
atencién en su trabajo, Ernest Duchesne también demostré in vitro el antagonismo entre
Penicillium glaucum y Escherichia coli. Posteriormente, demostraria que la co-inyeccion de
una dosis letal de Salmonella tiphy con P. glaucum previene la infeccion de fiebre tifoidea

en el cobayo (Duchesne, 1897).



En 1928, Alexander Flemming se encontraba estudiando la relaciéon entre la
morfologia colonial de Staphylococcus y su virulencia. Antes de partir de vacaciones,
inoculd placas de agar con Staphylococcus y las dejo almacenadas en la esquina de su
mesa de trabajo. Cuando regresd, encontrd varias de las placas contaminadas con
mohos, y por lo tanto decidié desecharlas. Al dia siguiente, encontré algunas de las placas
desechadas sobre el lavabo, que aun no habian sido sumergidas en el desinfectante, y
decidié reexaminarlas. Observéd en una de las placas que las colonias de Staphylococcus
gue circundaban el crecimiento del moho parecian estar experimentando lisis, con lo que
dedujo que el moho poseia propiedades antimicrobianas. Posteriormente, hizo subcultivos
del moho y lo identificé como Penicillium notatum, caracterizd su crecimiento y elabord un
procedimiento sencillo para la extraccion del agente litico, que él mismo llamod
“penicilina”. Luego, junto con sus asistentes, realizd6 procedimientos de extraccion mas
elaborados y demostro la efectividad de los extractos contra cultivos de Staphylococcus,
Streptococcus pyogenes y Pneumococcus. Ademas, aplicd los extractos directamente a
tejidos animales sin que estos resultaran ser téxicos ni irritantes (Fleming, 1929).

Sin embargo, el uso de la penicilina como agente terapéutico para tratar infecciones
se retrasd hasta 1940, cuando Howard Walter Florey, Ernst Chain y otros colaboradores
reportaron el éxito de la penicilina para curar infecciones en ratones, ratas y gatos, y un
afno después describieron el éxito del primer uso clinico en 10 pacientes con infeccién por
Staphylococcus aureus (Abraham et al., 1941). Alentados por esos resultados, se
propusieron escalar el experimento, involucrando ahora a 100 pacientes. Para ello fue
necesario incrementar también la produccién del compuesto, de manera que llegaron a
establecer un proceso de fermentacion a gran escala en el Northern Regional Research
Laboratory del departamento de Agricultura en Peoria, Illinois. En dicha instituciéon, mas
tarde, aislaron una nueva cepa: Penicillium chrysogenum, que producia mayores
cantidades de penicilina que las cepas usadas anteriormente (Kong et al., 2009).

Con la llegada de la segunda guerra mundial, el ejército americano planted la
necesidad de contar con nuevos medicamentos para tratar las infecciones de sus heridos.
Mientras que, la penicilina resultaba ser un excelente farmaco contra bacterias Gram-
positivas, era necesario hallar alternativas eficaces para combatir microorganismos Gram-
negativos. En 1943, Albert Schatz, Elizabeth Bugie y Selman Waksman obtuvieron un
nuevo antibidtico, la estreptomicina, con ayuda de técnicas de irradiacion y mutacién en
una cepa de Streptomyces griseus aislada de la garganta de un pollo. Su actividad resultd

ser altamente eficaz sobre Mycobacterium tuberculosis, por lo cual Waksman recibié en



1952 el Premio Nobel de Medicina. La estreptomicina fue el primer antibidtico descubierto
del grupo de los aminoglicésidos (Schatz et al, 1944). En 1949, Waksman y Hubert
Lechevalier obtuvieron la neomicina, a partir de una cepa de Streptomyces fradiae. El
antibidtico era similar a la estreptomicina, aunque sin actividad frente a Mycobacterium
tuberculosis; ademas, resultd ser bastante toxico. Por lo anterior, su uso se limitd a
aplicaciones tépicas y, en ocasiones, se administré por via oral para limpieza intestinal
(Waksman y Lechevalier, 1949). En 1957, Umezawa y colaboradores aislaron otro
aminoglicosido a partir de Streptomyces kanamyceticus: la kanamicina, que resultd ser
de amplio espectro, eficaz contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas vy
Mycobacterium (Umezawa et al, 1957). Durante los siguientes afios continud el
descubrimiento de aminoglicésidos, tales como paromomicina (1959), gentamicina
(1963), nebramicina (1967), sisomicina (1970), dibekacina y amikacina (1972),
netilmicina (1975), etc. Actualmente, los aminoglicésidos figuran todavia entre los
antibioticos mas utilizados en la practica clinica, principalmente gentamicina, tobramicina,
netilmicina y amikacina. En general, estos antibioticos presentan caracter basico, con
presencia en su molécula de dos o mas azlcares. Los aminoglicésidos son especialmente
activos contra bacterias Gram-negativas y su mecanismo de accidon ocurre por union
irreversible a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, impidiendo la sintesis de
proteinas (Garcia-Rodriguez, 1997).

Aunque ya se contaba con la penicilina y la estreptomicina, como los grandes
hallazgos de la medicina en la década de los cuarenta del siglo pasado, ain no se
alcanzaba a cubrir con los antibiéticos existentes todo el espectro de microorganismos
patdégenos, por lo que la busqueda de nuevos antibidticos continué arduamente,
principalmente a partir de microorganismos provenientes del suelo. En 1947 se logré el
aislamiento del cloranfenicol a partir de Streptomyces venezuelae. El cloranfenicol era el
antibidtico con mayor espectro antibacteriano conocido, eficaz frente a Gram-positivas,
Gram-negativas y rickettsias; inicialmente se llamd cloromicetina indicando la presencia
en su molécula de un atomo de cloro (Ehrlich et a/, 1948).

Por las mismas fechas, intentando encontrar antibidticos con mayor amplitud de
espectro y que éste incluyera a las rickettsias, Benjamin Minge Duggar obtuvo en 1945,
después de analizar mas de 7500 cepas de actinomicetos, la primera de las tetraciclinas
conocida: la clorotetraciclina, obtenida a partir de una especie de Streptomyces
aureofaciens. Junto al cloranfenicol, constituyeron los dos primeros antibidticos de

espectro universal y de administracion oral. En 1950, Alexander C. Finlay y colaboradores



descubrieron la oxitetraciclina, a partir de una cepa de Streptomyces rimosus.
Posteriormente, la tetraciclina se obtuvo en forma semisintética, y con ello comenzd la
era de las tetraciclinas semisintéticas (como demeclociclina, rolitetraciclina, metaciclina,
doxiciclina y minociclina). Estos antibioticos fueron ampliamente utilizados durante los
anos 70 y 80 del siglo pasado, antes del desarrollo de los modernos antibidticos beta-
lactadmicos (Jukes, 1985).

En 1952, J. M. McGuire y colaboradores descubrieron la eritromicina, a partir de un
cultivo de Streptomyces erythreus (McGuire et al., 1952). La eritromicina es considerada
como el prototipo de una nueva familia de antibiéticos, denominados macrdlidos, que se
caracterizan por poseer una estructura macrolacténica a la que se unen uno o mas
azUcares. Su importancia se debié fundamentalmente a la semejanza de su espectro con
el de la penicilina, que hizo que la eritromicina fuera el farmaco de eleccién en pacientes
alérgicos a la penicilina. Ademas, la eritromicina resulté ser eficaz contra algunas
bacterias Gram-negativas, actinomicetos, treponemas, micoplasmas, clamidias y algunas
especies de Bacteroides, aunque es ineficaz contra Staphylococcus aureus y Haemophilus
influenzae. Posteriormente, se obtuvieron la kitasamicina, oleandomicina, espiramicina,
triacetiloleandomicina, josamicina, midecamicina, claritromicina, rokitamicina, etc., a
partir de diferentes especies de Streptomyces. Los macroélidos inhiben la sintesis proteica
mediante la unién a la subunidad ribosomal 50S, inhibiendo la translocacién del aminoacil
ARNt (Garcia-Rodriguez, 1997).

En 1957, P. Sensi y colaboradores comprobaron que los caldos del cultivo de
Streptomyces mediterranei poseian actividad antimicrobiana. Las sustancias que se
obtuvieron se denominaron rifamicinas y se clasificaron como A, B, C, D y E, siendo la B
la mas potente y pudiendo aislarse en forma pura. A partir de ésta, y por la incorporacion
de diversos radicales, se consiguieron las rifamicinas semisintéticas, como la rifamicina
SV, la rifampicina y la rifamida. La actividad bioldgica de las rifamicinas se centra en la
inhibicion de la sintesis de ARN debido a la alta afinidad de las rifamicinas por la ARN
polimerasa de las bacterias sensibles (Riva y Silvestri, 1972).

Otros antibidticos que se han obtenido a lo largo de los afios son: la novobiocina,
obtenida a partir de Streptomyces spheroides en 1952; la fosfomicina, aislada en 1966 a
partir de una cepa de Streptomyces fradiae; el nitroimidazol, aislado en 1962 a partir de
Streptomyces, y del cual se obtiene quimicamente el metronidazol con actividad
antiparasitaria; la bacitracina de Bacillus subtilis (1943), la aerosporina de Bacillus

aerosporus (1947), las polimixinas de Bacillus polimyxa (1947) y la colistina de Bacillus



colistinus; la lincomicina, obtenida a partir de una cepa de Streptomyces lincolnensis
(cuyo mecanismo de accidon y espectro son muy similares al de los macrdlidos, pero con
diferente estructura quimica), algunos glucopéptidos, como la vancomicina obtenida de
Nocardia orientalis o la teicoplanina aislada de Actinoplanes teichomyceticus.

Sin embargo, con el creciente descubrimiento de nuevos antibidticos y sus
aplicaciones, también comenzé la aparicion de la resistencia bacteriana hacia muchos de
ellos, por lo que, tratando de ampliar su espectro, mejorar sus caracteristicas
farmacocinéticas y combatir la continua resistencia microbiana, muchos de los antibidticos
modernos se han obtenido a partir de modificaciones quimicas de las penicilinas,
tetraciclinas, cloranfenicol, macrélidos, rifamicinas y algunos aminoglucdsidos. En la lucha
contra la resistencia bacteriana también se han aislado nuevos antibiéticos naturales, por
ejemplo: las everninomicinas, de naturaleza oligosacarida producidas por
Micromonospora carbonacea (muy activas contra bacterias Gram-positivas resistentes a
vancomicina y meticilina); la pristinamicina derivada de Streptomyces pristinaespiralis,
eficaz en el tratamiento de infecciones por bacterias Gram-positivas, etc. La busqueda de
nuevos antibidticos continla todavia, con un panorama mas amplio sobre otras posibles
dianas, como los mecanismos de sintesis de proteinas, pared celular, glicopéptidos,
acidos nucleicos, lipopolisacaridos en bacterias Gram-negativas, acidos teicoicos en
Gram-positivas, o que actuen inhibiendo procesos importantes para la sobrevivencia
bacteriana, como el transporte de ciertos metabolitos y la adherencia a las células

huésped, entre otros (Garcia-Rodriguez, 1997).

1.2. Antibiéticos beta-lactamicos

Después de casi 70 afios de uso clinico, iniciados con la primera administracion de
penicilina a un paciente en 1941, los antibidticos beta-lactdmicos son los antimicrobianos
mas prescritos en la actualidad, tanto en atencion primaria como en hospitales. Ademas,
son los mas importantes desde el puntos de vista econémico. Son los mas potentes y los
menos toéxicos de todos los antibidticos conocidos (Lofty, 2006).

Varios microorganismos, como Aspergillus nidulans, Acremonium chrysogenum,
Penicillium chrysogenum, algunos estreptomicetos y un pequeno numero de bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas, son capaces de producir este tipo de antibidticos
(Brakhage, 1998).



1.2.1. Clasificacion y estructura quimica

Estructuralmente, los antibidticos beta-lactdmicos, son esencialmente péptidos no
ribosomales modificados que tienen rutas biosintéticas muy similares. El grupo se define
basicamente por la presencia de un anillo beta-lactamico de cuatro dtomos y, a excepcién
de unos cuantos antibidticos de tipo monolactama, contienen en su estructura un sistema
biciclico. Actualmente se conocen varios grupos de antibioticos beta-lactamicos, entre los
cuales se encuentran penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, inhibidores de las
betalactamasas, carbapenemas y monobactamas. La estructura basica de los antibiéticos
beta-lactdmicos se esquematiza en la figura 1.

Las penicilinas, concretamente, contienen el anillo beta-lactdmico unido a un anillo
de tiazolidina, lo cual da origen al acido 6-aminopenicilanico (6-APA), estructura que
deriva de la condensacién de una molécula de valina y una de cisteina para dar lugar al
doble anillo caracteristico. Ademas, tienen una cadena lateral, que varia de unas
penicilinas a otras, en la posicion 6 del anillo beta-lactdmico y que es la que define
muchas de sus propiedades. Aunque muchas penicilinas son semisintéticas, su estructura
basica, el 6-APA, es producida principalmente por Penicillium notatum, Penicillium
chrysogenum y Aspergillus nidulans.

Las cefalosporinas son farmacos estructuralmente similares a las penicilinas, cuya
estructura basica esta constituida por el nlcleo cefem, que consiste en la fusion del anillo
beta-lactdmico con un anillo dihidrotiazinico. Al igual que ocurre con las penicilinas, las
modificaciones en las cadenas laterales originan las diversas cefalosporinas. Son
antibidticos de amplio espectro, altamente efectivos contra microorganismos Gram-
negativos y Gram-positivos en concentraciones relativamente bajas (Donowitz y Mandell,
1988). Las cefalosporinas de uso médico tambien son semisintéticas y se obtienen a
partir de la cefalosporina C o de algunos de sus precursores, producidos principalmente
por Acremonium chrysogenum y Streptomyces clavuligerus (Brakhage, 1998).

Las cefamicinas son antibidticos beta-lactamicos similares a las cefalosporinas, se
distinguen de ellas por su origen, a partir de actinomicetos del género Streptomyces. Su
estructura basica sélo se diferencia por la presencia de un grupo metoxi en lugar del
atomo de hidrégeno situado en la posicion 7, en el anillo beta-lactdmico. El grupo 3-
carbamoilo les concede una gran estabilidad ante las enzimas hidroliticas presentes en los
tejidos. A partir de la cefamicina C obtenida de Streptomyces lactamadurans se

sintetizaron las primeras cefamicinas de uso clinico (Stapley et al, 1972).



Los inhibidores de betalactamasas usados clinicamente son también de estructura
beta-lactamica. El acido clavulanico (producido por Streptomyces clavuligerus), por
ejemplo, tiene un nucleo similar al acido penicilanico, con una sustitucion del atomo de
azufre en posicién 1 por un atomo de oxigeno (lo cual incrementa la reactividad de la
molécula y le proporciona mayor afinidad por parte de las betalactamasas), también
carece de la cadena lateral acilamino en posicién 6 (Reading y Cole, 1977).

Las carbapenemas contienen un anillo beta-lactdmico fusionado a un anillo
pirrolidinico. Esta modificacion, ademas de las cadenas laterales y la posicion espacial de
las mismas, condiciona una mayor resistencia a las betalactamasas, incrementando su
potencia y espectro antibacteriano. Son, por ello, los antibiéticos beta-lactdmicos de mas
amplio espectro y actividad (Birnbaum et al., 1985). Se obtienen a partir de
Streptomyces clavuligerus, S. olivaceus, Erwiniacarotovora y Seratia sp.

Las monobactamas tienen una estructura beta-lactdmica sencilla, con una
estructura monociclica en la que el anillo beta-lactdmico no esta fusionado con otro anillo
(Marin y Gudiol, 2003). Algunos microorganismos productores de monobactamas son:

Nocardia uniformis, Agrobacterium radiobacter y Pseudomonas acidophila.
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Fig. 1. Estructura quimica de los antibidticos betalactdémicos (Marin y Gudiol, 2003).



1.2.2. Mecanismo de accion de los antibioticos beta-lactamicos

Los antibidticos beta-lactamicos son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de
la pared celular bacteriana e inducen ademas un efecto autolitico. La destruccién de la
pared celular bacteriana se produce como consecuencia de la inhibicidon de la ultima etapa
de la sintesis del peptidoglicano, componente principal de la pared celular de bacterias
Gram-positivas (y en menor proporcién, de la pared celular de las Gram-negativas y
acido-alcohol resistentes). El peptidoglicano estd constituido por largas cadenas de
glucidos, formadas por la repeticion de moléculas de &cido N-acetilmurdmico y N-
acetilglucosamina. El acido muramico fija cadenas de tetrapéptidos que se unen entre si
para formar una malla. Los antibidticos beta-lactdmicos inhiben precisamente esta unién
o transpeptidacién. De este modo, la pared queda debilitada y puede romperse por la
presidon osmotica intracelular.

Los componentes del peptidoglicano se sintetizan en el citoplasma y son
transportados a través de la membrana citoplasmatica al espacio que existe entre ésta y
la pared celular, donde se encuentran las transpeptidasas y carboxipeptidasas, que son
las encargadas de formar los tetrapéptidos unidos (y que también son capaces de fijar los
antibidticos beta-lactdamicos). Los anillos de estos antibidticos poseen una estructura
similar a los dos ultimos aminoacidos del dipéptido D-alanina-D-alanina (que es el
sustrato natural reconocido por las transpeptidasas en la reaccién de entrecruzamiento de
la mureina), y eso permite una unién covalente del antibiético al centro activo de la
transpeptidasa. También se ha descrito que, adicionalmente, pueden inhibir a las
carboxipeptidasas y a algunas endopeptidasas (Zapun et al., 2008) y que pueden ejercer
su efecto activando una autolisina bacteriana enddégena que destruye el peptidoglicano
(Tipper, 1985).

1.3. La cefalosporina C

En 1945, Giuseppe Brotzu fue el primero en describir el efecto antibidtico de los
extractos generados por Acremonium chrysogenum, un hongo filamentoso que él mismo
aisl6 del mar, de una region cercana a la zona de desagie de la red de alcantarillas de la
ciudad de Cagliari, en Italia. Tales extractos resultaron ser efectivos en contra de
microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos, particularmente de Staphylococcus

aureus y Salmonella tiphy (Brotzu, 1948). Afios mas tarde, Abraham et al. (1954)



aislaron y purificaron el componente activo a partir de los caldos de cultivo, y en 1961 se
determind la estructura del compuesto, denominado cefalosporina C (CPC) (Abraham y
Newton, 1961).

Actualmente, la cefalosporina C es la base de las cefalosporinas de uso médico, las
cuales son todas semisintéticas. A partir de la CPC se obtiene el &cido 7-
aminocefalosporanico (7-ACA), que posteriormente es modificado con diferentes cadenas
laterales, dando lugar a las cuatro generaciones de cefalosporinas de las que se dispone
en la actualidad. Las variaciones introducidas en el carbono 7 del 7-ACA modifican su
actividad antibacteriana y sus caracteristicas farmacocinéticas (Mediavilla y Garcia-Lobo,
2005). Otro intermediario derivado de la CPC, que también se utiliza para la elaboracién
de cefalosporinas semisintéticas es el acido 7-amino desacetoxicefalosporanico (7-ADCA).
Tanto la CPC como los precursores 7-ACA y 7-ADCA se obtienen a partir de procesos de
fermentacion que utilizan casi exclusivamente al hongo filamentoso Acremonium

chrysogenum como productor (Nijland et al., 2008).

1.3.1. Acremonium chrysogenum

A. chrysogenum (sinonimo: Cephalosporium acremonium) se incluye dentro del
grupo de los deuteromicetos, organismos que por carecer de una etapa de reproduccion
sexual conocida han sido dificiles de analizar genéticamente. Sin embargo, gracias a la
aplicacién de técnicas moleculares, se ha facilitado la caracterizacién y el analisis de
varias de sus rutas metabdlicas, incluyendo la biosintesis de CPC, entre otras (Schmitt et
al., 2004b).

A. chrysogenum, al microscopio, se puede encontrar en cinco estados morfoldgicos
distintos: hifas hinchadas con crecimiento apical y ramificaciones, fragmentos de hifas,

artrosporas, conidios y esporas germinales (Tollnick et al., 2004).

1.3.2. Biosintesis de cefalosporina C en A. crhysogenum

La biosintesis de CPC en A. chrysogenum, al igual que la de los demas antibidticos
beta-lactdmicos, comienza con la formacion del tripéptido §-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-
D-valina (ACV), que se origina por la condensacién de tres aminodcidos: acido L-a-
aminoadipico (L-a-AAA), L-cisteina, y L-valina. El L-a-AAA es un aminoacido no

proteinogénico que se deriva de la ruta del aminoadipato, especifica en hongos, y que



conduce a la formacién de L-lisina. Todas las reacciones necesarias para la formaciéon del
tripéptido son catalizadas por una sola enzima multifuncional, llamada ACV sintetasa
(ACVS). La ACVS es codificada por un gen estructural denominado pcbAB (Gutiérrez et
al., 1991).

En el segundo paso de la sintesis, el tripéptido se cicla de manera oxidativa, dando
lugar a la formacién de una estructura biciclica que consiste en el anillo B-lactdmico de
cuatro miembros fusionado con un anillo tiazolidinico de cinco miembros, caracteristico de
todas las penicilinas. El compuesto resultante se llama isopenicilina N (IPN) y su
formacion es catalizada por la enzima isopenicilina N sintasa (IPNS), codificada por el gen
pcbC (Samson et al., 1985). La IPN es el precursor tanto de la biosintesis de penicilina
como de cefalosporina C y cefamicinas.

En la siguiente etapa de la producciéon de CPC tiene lugar la isomerizaciéon de la
cadena lateral del L-a-AAA de la IPN, origindndose un D-enantidmero: la penicilina N;
dicha reaccioén es llevada a cabo por un sistema de varias enzimas. Una de ellas es la
isopenicilinil N-CoA sintetasa que convierte la IPN a isopenicilinil-CoA y es codificada por
el gen cefD1; esta enzima muestra una alta similitud con las sintetasas de acidos grasos
de cadenas largas dependientes de CoA (Turgay et al., 1992; Ullan et al., 2002a). La
siguiente enzima participante es la isopenicilinii N-CoA epimerasa que transforma la
isopenicilinil-CoA a penicilinil-CoA, y es codificada por el gen cefD2 (Ullan et al., 2002a).
La formacién final de penicilina N requiere de la hidrdlisis del tioéster penicilinil-CoA, ésta
reaccion ocurre de manera no estereoespecifica por medio de diferentes tioesterasas que
se encuentren presentes en el ambiente celular (Knihinicki et al., 1991).

A continuacion, la penicilina N es transformada a desacetoxicefalosporina C (DAOC)
mediante la DAOC sintetasa, con actividad expandasa. Este paso de la expansion del
anillo involucra la apertura oxidativa del anillo tiazolidinico para formar un anillo
dihidrotiazinico de seis miembros, caracteristico de los compuestos con nucleo cefem-3
(cefalosporinas y cefamicinas). En el siguiente paso, el grupo metilo en el C-3 de la DAOC
es hidroxilado y oxidado para formar desacetilcefalosporina C (DAC), reaccion catalizada
por la enzima DAC hidroxilasa. Ambas enzimas son codificadas por un mismo gen: cefEF
(Samson et al., 1987).

En la ultima etapa de la ruta de biosintesis, un grupo acetilo proveniente del acetil-
CoA es transferido al grupo OH de la DAC para formar cefalosporina C, esta reaccion es

catalizada por el producto del gen cefG, la acetil CoA:DAC acetil transferasa (Gutiérrez et
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al., 1992). En la figura 2 se muestra un esquema completo de la biosintesis de CPC en A.
chrysogenum.

H,N, SH
HoOC OH HN
I on
HN o o COOH
Acido L-o- aminoadipico L-cisteina L-valina
pcbAB B XAVEI T ELYY H
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N
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Fig. 2. Ruta de biosintesis de cefalosporina C (CPC) en A. chrysogenum. (Schmitt et al., 2004b).
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1.3.3. Organizacion estructural de los genes de biosintesis de CPC en A.

chrysogenum

Los genes involucrados en la biosintesis de CPC en A. chrysogenum estan
organizados en dos conjuntos (cluster) separados: 1) el cluster temprano, que incluye los
genes responsables de los cuatro pasos iniciales de la ruta (pcbAB, pcbC, cefD1 y cefD2)
y que se encuentra localizado en el cromosoma VI, y 2) el clister tardio, con los genes
involucrados en los pasos finales de la biosintesis de CPC (cefEF y cefG) y que se
encuentra ubicado en el cromosoma II (Gutiérrez et al., 1991, 1992 y 1997).

Dentro del cluster temprano se encuentra también el gen cefT, localizado corriente
abajo del gen pcbAB, que codifica una proteina que funciona como bomba de exportacién
multidrogas, una proteina de membrana perteneciente a la superfamilia principal de
facilitadores [Major Facilitator Superfamily; (MFS)]. Si bien la proteina CefT no es esencial
para la biosintesis de CPC, si se encuentra estrechamente relacionada con su secrecion
(Ullan et al., 2002b).

Recientemente, dentro del cllister temprano de cefalosporina y corriente abajo del
gen cefD1, se ha encontrado otro gen mas: el gen cefM, que codifica otra proteina
membranal perteneciente a la MFS y que resulta ser esencial para la biosintesis de CPC:
la proteina CefM parece estar involucrada en la translocacién de la penicilina N desde el
lumen del peroxisoma hacia el citosol, donde posteriormente es convertida a CPC.
Anteriormente se creia que todas las etapas de la biosintesis de CPC eran citosolicas. Sin
embargo, la evidencia reciente sugiere que la epimerizacion de la IPN a penicilina N es
catalizada por enzimas peroxisomicas, lo que involucraria un sistema de transporte a
través de la membrana peroxisomal (Teijeira et al., 2009). La organizacion estructural de

los genes involucrados en la biosintesis de CPC se resume en la figura 3.

A. chrysogenum (CromosomaVI)

(Cromosomall) ‘(@ m

Fig. 3. Organizacidn estructural de los genes involucrados en la biosintesis de CPC en A. chrysogenum
(Brakhage et al., 2009)
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La distribucién de los genes biosintéticos de CPC en dos clisteres separados parece
obedecer a rasgos meramente evolutivos. Se ha especulado con que los genes de
biosintesis de antibidticos beta-lactamicos fueron transferidos en un solo clister a partir
de un ancestro procarionte a un ancestro comun de los hongos sintetizadores de beta-
lactamas. Después, los genes se repartieron en dos clisteres en dos cromosomas
diferentes, de tal manera que un clUster codificaria los genes tempranos de la biosintesis
de antibidticos beta-lactamicos, y el otro los genes tardios. Posiblemente, un ancestro
comun de Aspergillus nidulans y Penicillium evoluciond en forma distinta a A.
chrysogenum, perdiendo el segundo cluster con los genes tardios de la biosintesis de CPC
(Brakhage et al., 2009).

1.3.4. Regulacion de la biosintesis de CPC

La complejidad de la biosintesis de CPC y de sus precursores implica diferentes
niveles de regulacion. Existe evidencia de mecanismos reguladores que actuan tanto a
nivel de la transcripcién de los genes biosintéticos como sobre la actividad de las enzimas
involucradas. Ademas, la absorcidn y disponibilidad de precursores, la compartimentacion
de la biosintesis y la exportacidon son posibles puntos de regulacién con influencia sobre la

produccion de CPC.

1.3.4.1. Precursores y vias de competencia

La biosintesis de todos los antibidticos beta-lactdmicos estd basada primariamente
en la disponibilidad de tres aminoacidos: acido L-a-aminoadipico (L-a-AAA), L-cisteina, y
L-valina. Mientras que los dos ultimos son aminodcidos ubicuos, el L-a-AAA es un

intermediario en la ruta de biosintesis de L-lisina en hongos.

1.3.4.1.1. Disponibilidad de L-a-AAA

Las bacterias productoras de antibioticos beta-lactdmicos cuentan con su propia ruta
de biosintesis para el L-a-AAA; sin embargo, en los hongos no ocurre asi. La biosintesis
de L-lisina en hongos comienza con la condensacion de a-cetoglutarato y acetil-CoA, lo
que da lugar a la formacién de homocitrato, que después de ser isomerizado experimenta

una descarboxilaciéon oxidativa seguida de una aminaciéon para formar L-a-AAA.
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Posteriormente, el L-a-AAA es convertido a a-AA-3-semialdehido mediante la accién de la
a-aminoadipato reductasa para dar lugar a la formacion de L-lisina.

Dado que el L-a-AAA es el punto de ramificacién entre las rutas de competencia de
la biosintesis de antibidticos beta-lactdmicos en hongos y de L-lisina, su disponibilidad
intracelular resulta ser un parametro muy importante en la regulacion de la biosintesis de
CPC. Se ha observado que altas concentraciones de L-lisina disminuyen la formacion de
CPC en A. chrysogenum, y que la adicion de L-a-AAA revierte el efecto. El efecto de la L-
lisina sobre el pool de antibidticos beta-lactdmicos puede ser el resultado de inhibicién por
retroalimentacion, o de represion de ciertos genes y enzimas en la ruta de biosintesis de

L-lisina.

1.3.4.1.2. Disponibilidad de L-valina

Otro factor crucial para la iniciacién de la biosintesis de antibioticos beta-lactamicos
es la disponibilidad de L-valina. La biosintesis de este aminoacido se encuentra
estrechamente relacionada con la ruta biosintética de la leucina. Su formacién comienza
con la conversion de dos moles de piruvato a o-acetolactato, el cual posteriormente es
reducido a o,B-dihidroxisovalerato y cetoisovalerato para, finalmente, formar L-valina. Se
ha visto que en A. chrysogenum altos niveles de L-valina inhiben por retroalimentacion
los primeros pasos de la ruta, aunque no se han observado otros efectos competitivos de

la biosintesis de L-valina con la biosintesis de CPC.

1.3.4.1.3. Disponibilidad de L-cisteina

Otro paso limitante en la biosintesis de CPC es la disponibilidad de L-cisteina, la cual
puede formarse mediante cuatro rutas distintas: 1) via autotrofica, por la cual se asimila
azufre inorganico mediante la serina O-acetiltransferasa y la O-acetilserina sulfhidrilasa;
2) via de la sulfhidrilacién directa, en la que se incorpora un azufre reducido al
intermediario O-acetil-L-serina para formar L-cisteina; 3) via de la transulfuracion, en la
gue la incorporaciéon del azufre es catalizada por la O-acetilhomoserina sulfhidrilasa; y 4)
transulfuracidon reversa, en la cual el azufre de la L-metionina es transferido hacia la L-
cisteina a través de otros cuatro intermediarios. Aunque A. chrysogenum es capaz de

llevar a cabo las cuatro rutas, utiliza preferentemente la via de la transulfuracion reversa
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para abastecerse de la L-cisteina necesaria para la biosintesis de CPC; mientras que, el

resto de L-cisteina esencial para su metabolismo es obtenido por la via autotrdfica.

1.3.4.1.4. Disponibilidad de D-L-metionina

Ahora se sabe que el azufre incorporado de la L-metionina es el precursor efectivo
del &tomo de azufre presente en la molécula de CPC. Se ha observado que altos niveles
de metionina en el medio de cultivo, particularmente del isbmero D-, estimulan
significativamente la produccién de antibidticos beta-lactdmicos, y que tales cantidades
de metionina son necesarias para alcanzar una produccién éptima de CPC, debido
posiblemente a la degradacién de la misma por accion de las aminodacido oxidasas
intracelulares (Martin y Demain, 2002).

La disponibilidad de metionina parece jugar dos papeles muy importantes en la
biosintesis de CPC: por un lado, es el principal proveedor de L-cisteina mediante la via de
la transulfuracion reversa, y por el otro parece tener también un efecto inductor sobre los

genes biosintéticos de CPC (Velasco et al., 1994).

1.3.4.2. Influencia del fosfato y oxigeno

Se ha observado que un exceso de fosfato tiene un efecto negativo sobre la
produccion de CPC en A. chrysogenum, posiblemente debido a que el fosfato incrementa
la tasa de consumo de glucosa, acelerando por lo tanto la represion catabdlica por fuente
de carbono. También se ha sugerido que el fosfato podria actuar sobre las enzimas IPNS
y DAOC sintetasa/DAC hidroxilasa formando complejos con el hierro requerido para la
actividad enzimatica (Lubbe et al., 1984).

La disponibilidad de oxigeno es muy importante para la produccidon de antibidticos
beta-lactdmicos. Una buena aireacion siempre es un prerrequisito para obtener altos
titulos de tales antibidticos, posiblemente debido a que las mismas enzimas IPNS y DAOC
sintetasa/DAC hidroxilasa requieren también de oxigeno para llevar a cabo su actividad
(Hilgendorf et al., 1987).
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1.3.4.3. Regulacion a nivel transcripcional

Hasta antes de la década de los 90 del siglo pasado, el conocimiento que se tenia
acerca de la regulaciéon de la biosintesis de CPC provenia solamente de mediciones de
productos e intermediarios. Tras la clonacion y secuenciacién de los genes biosintéticos se

facilité en gran medida el analisis de la regulacién a nivel transcripcional.

1.3.4.3.1. Efecto regulador de la metionina

La metionina tiene un efecto estimulador sobre la producciéon de CPC, aumentando
principalmente los niveles de transcripcién de los genes pcbAB, pcbC, cefEF y cefG
(Velasco et al., 1994; Martin y Demain, 2002). Ademas, en la regién intergénica de los
genes pcbAB y pcbC se ha encontrado una regidon consenso CANNTG que es reconocida
por ciertos factores de transcripcién bHLH (hélice-bucle-hélice) involucrados en las vias
de senalizacion del control por azufre en Saccaromyces cerevisiae, lo que parece sugerir
una senalizacion cruzada de la regulacion por azufre con la biosintesis de CPC (Velasco et
al., 1994).

1.3.4.3.2. Represion catabdlica por fuente de carbono

La glucosa promueve el crecimiento en los hongos productores de antibidticos beta-
lactamicos, pero a altas concentraciones tiene un efecto negativo sobre la produccién de
los mismos. En la cepa silvestre de A. chrysogenum un 6.3% de glucosa provoca que la
transcripcion de los genes pcbC y cefEF se vea totalmente inhibida o disminuida. En
Aspergillus nidulans y Tricoderma reesei la represion de la transcripcion por glucosa se
encuentra regulada por los represores CREA y CRE1l, respectivamente. En A.
chrysogenum se logré identificar y aislar el gen codificante para una proteina CRE1 con
alta similitud con los represores CRE de A. nidulans y T. reesei. La proteina CRE1 de A.
chrysogenum, al igual que las otras dos, contiene dos dedos de zinc del tipo Cys,-Hys,,
los cuales reconocen secuencias de unidon consenso 5-SYGGRG-3’. Los promotores de los
genes pcbC y cefEF contienen varios sitios supuestos de union a CRE1, a través de los
cuales el factor de trancripcion podria reprimir la expresién de dichos genes. Ademas, el
factor CRE1 se encuentra autorregulado, al presentar sitios de unidon para CRE1 en las

regiones promotoras del gen codificante crel (Schmitt et al., 2004b).
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1.3.4.3.3. CPCR1 Regulador de cefalosporina C 1

Buscando proteinas que interactuaran con las regiones promotoras de los genes
biosintéticos de CPC se logré identificar el factor de transcripcion CPCR1, el cual es el
primer miembro de la familia RFX de factores de transcripcién descrito en hongos. Los
factores RFX forman parte de un grupo de proteinas de uniéon al ADN que contienen el
motivo hélice-giro-hélice modificado conocido como “winged helix” y se encuentran
involucradas en mecanismos de regulacion que no son especificos para la biosintesis de
antibidticos beta-lactamicos en hongos, tales como la reparacién del ADN, divisiones
meidticas e, incluso, la respuesta inmune en los humanos. Ademas del dominio de unién
al ADN, la proteina CPCR1 presenta un sitio de homodimerizacion, sin el cual su actividad
resulta nula. CPCR1 se une en forma de dimero al promotor de los genes pcbAB y pcbC y
promueve su transcripcion, aunque es mas probable que su interaccion se dé

preferentemente con otro tipo de proteinas reguladoras (Schmitt et al., 2004a).

1.3.4.3.4. Regulador global velvet (AcVEA)

En hongos, el producto del gen velvet (veA) es un regulador global de la
morfogénesis. Mientras que la conidiacion ocurre siempre en presencia de luz (en las
cepas silvestres), una mutacién en el gen veA elimina tal dependencia resultando en
cepas capaces de producir conidios aun en la oscuridad. La eliminacion completa del gen
veA origina cepas incapaces de producir estructuras sexuales (cleistotecio), y la
sobreexpresion del gen permite el desarrollo de cleistotecio aun en condiciones
desfavorables. Estas observaciones condujeron a la conclusiéon de que el producto del gen
veA regula negativamente el desarrollo asexual, a la vez que regula positivamente el
desarrollo sexual. Ademas, tambien regula la expresidon de los genes biosintéticos de
beta-lactdmicos en A. nidulans. En A. chrysogenum el polipéptido AcCVEA regula
positivamente la expresion transcripcional de los seis genes biosintéticos de CPC. La
interrupcion del gen AcveA disminuye la expresion de los genes biosintéticos,
particularemente del gen cefEF, y, por lo tanto, disminuye drasticamente la produccién de

CPC en aproximadamente el 80% (Dreyer et al., 2007).
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1.3.4.3.5. Regulacion por pH ambiental de la biosintesis de CPC

Para sobrevivir y proliferar, los microorganismos se tienen que adaptar al pH de su
ambiente. La adaptacion al pH ambiental requiere no sélo de un sistema homeostatico
interno, sino también de medios para asegurar que las moléculas directamente expuestas
al ambiente, tales como permeasas, enzimas secretadas y metabolitos exportados, sean
sintetizados solamente con valores de pH en los cuales puedan funcionar (Pefialva et al.,
2008). Muchos hongos filamentosos son capaces de sobrevivir y crecer en un amplio
intervalo de pH ambiental, el cual puede ser tan acido como 2 o tan alcalino como 10.
Aparte de su capacidad homeostatica, estos organismos tienen que adaptar la secrecion
de enzimas y de metabolitos secundarios en respuesta al pH ambiental. Tanto las
penicilinas como las cefalosporinas se producen en cantidades elevadas siempre a pH
ambiental alcalino (Schmitt et al., 2004b).

La regulacién genética mediada por el pH ambiental es un sistema ampliamente
utilizado en el reino de los hongos, y su mejor caracterizacion se ha realizado en el
ascomiceto Aspergillus nidulans. Existen siete genes involucrados en la regulacién por pH:
pacC, que codifica el factor de transcripcidén PacC, y los genes palA, palB, palC, palF, palH
y pall, cuyos productos, junto con el factor de transcripcion PacC, conforman toda una
ruta de sefializacion en respuesta al pH ambiental (revisado por Pefialva et al., 2008).

PacC es un factor de transcripcidon importante para la expresion genética en
respuesta al pH ambiental en los hongos filamentosos. Contiene tres dedos de zinc Cys,-
Hys,, de los cuales solamente dos hacen contacto con el sitio de unién al ADN mientras
que el dedo uno interactia con el dedo dos. PacC se une a sitios consenso de union 5'-
GCCAAG-3’ en las regiones promotoras de los genes que regula (Espeso et al., 1997).

En condiciones acidas predomina la forma PacC’?, el producto de traduccién de 72
kDa, conformado por 674 aminoacidos. Tres regiones de interaccion de PacC’? lo
mantienen aparentemente en una forma inactiva, previniendo su procesamiento
proteolitico. Con el cambio del pH ambiental a neutro y/o alcalino, PacC’? experimenta
dos roturas proteoliticas sucesivas. La primera es dependiente de la sefal de transduccion
por pH, en la que una proteasa sefializadora rompe PacC’?> a nivel de la “caja de la
proteasa sefializadora” de 24 residuos, eliminando aproximadamente 180 aminoacidos del
extremo C-terminal, para formar un producto de alrededor de 495 aminoacidos, conocido

como el intermediario PacC>® (Diez et al., 2002).
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Los productos de los genes palA, palB, palC, palF, palH y pall son los que
transmiten la sefial de pH ambiental alcalino a PacC.

PalH es un receptor de siete dominios transmembranales (7TMD). Por su
localizacién en la membrana plasmatica, podria desempefar un papel como sensor del pH
extracelular (Negrete-Urtasun et al., 1999). El extremo C-terminal de PalH interactla
fuertemente con PalF, la cual es una proteina del tipo de las arrestinas, que facilitaria la
regulacién cascada abajo de la sefalizacién mediada por receptores 7TMD (Herranz et al.,
2005; Lefkowitz y Shenoy, 2005).

Pall se localiza también en la membrana plasmatica y su papel es importante debido
a que ayuda a la localizacién de PalH en la membrana plasmatica (Calcagno-Pizarelli et
al., 2007). Ademas, también podria funcionar como un sensor del pH extracelular
(Denison et al., 1998).

PalA y PalB forman parte de un complejo de transporte endosomal que también es
requerido para la sefalizacion por pH. PalA se une a PacC mediante dos motivos YPXL que
flanquean el sitio de rotura por la proteasa sefializadora y lo secuestran al complejo
endosomal. PalB es una proteina del tipo de las calpainas y posiblemente desempene el
papel de la proteasa sefializadora que da lugar a PacC>? (Rodriguez-Galan et al., 2009). El
papel que desempefia PalC permanece incierto aun, posiblemente interactle como un
mediador entre el complejo de la membrana plasmatica y el complejo de transporte
endosomal (Pefialva et al., 2008).

La siguiente rotura es independiente del pH ambiental y es catalizada por el
proteosoma, que elimina aproximadamente otros 245 residuos del extremo C-terminal,
dejando intacta la region de los dedos de zinc (dominio de unién al ADN) y dando lugar a
la forma funcional PacC?’, de alrededor de 250 residuos. En condiciones &cidas, las
interacciones intramoleculares de PacC’? prevendrian el acceso al proteosoma (Hervas-
Aguilar et al., 2007).

PacC?’ se une entonces a los sitios blanco en los promotores de genes expresados
preferencialmente a pH alcalino para activar su expresion, y etiqueta sitios en los
promotores de los genes expresados preferentemente a pH &cido para prevenir su
expresion (Pefalva et al., 2008). La activacion del factor de transcripcion PacC mediada
por la sefializacion del pH ambiental en A. nidulans se resume en la figura 4.

Las mutaciones de inactivacién en cualquiera de los seis genes de la ruta de Pal y en

pacC se traducen en un fenotipo de mimetismo acido, y conducen a la alta expresiéon de

19



los genes que se expresan preferencialmente en condiciones acidas y a bajos niveles de
expresion de los genes expresados en condiciones alcalinas (Pefialva y Arst, 2004).

Al truncar PacC’® entre 250 y 586 residuos del extremo C-terminal se origina lo
contrario: un fenotipo de mimetismo alcalino, en el cual los genes expresados
preferencialmente en condiciones alcalinas son altamente expresados; mientras que, los
genes expresados preferencialmente en pH acido se expresan pobremente (Orejas et al.,
1995; Espeso y Arst, 2000).

Varios genes o funciones son regulados por el factor de transcripcion PacC,
particularmente los genes que codifican para enzimas extracelulares, permeasas, y
enzimas involucradas en la exportacion o sintesis de metabolitos secundarios. Ademas, la
existencia de cinco posibles sitios de unién a PacC en la regién promotora del gen pacC de
A. chrysogenum sugieren una fuerte autorregulacién del gen (Schmitt et al., 2004b).
Aungue PacC no es un regulador especifico de la biosintesis de antibidticos beta-
lactamicos, si tiene un efecto general sobre la expresion de los genes biosintéticos de los
mismos.

En A. chrysogenum, la regién promotora intergénica entre los genes pcbAB y pcbC
contiene dos sitios de uniéon para PacC. Lo mismo ocurre en el caso de las regiones
promotoras de los genes cefEF y cefG, genes especificos de la biosintesis de

cefalosporinas (Schmitt et al., 2001).
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Fig. 4. Activacion del factor de transcripcion PacC mediada por la sefializacién del pH ambiental (Pefalva, 2008).

21



2. ANTECEDENTES

2.1. Estudios sobre el mejoramiento genético de Ila produccion de

cefalosporinas.

La aplicacién de los antibidticos para uso clinico comenzd con el descubrimiento de
la eficacia de la penicilina en el tratamiento de algunas infecciones (Fleming, 1929), lo
gue significé el descubrimiento mas importante en toda la historia de la medicina.
Posteriormente, el descubrimiento de la cefalosporina (Brotzu, 1948) generd un nuevo
grupo de antibidticos beta-lactdmicos clinicamente significativos. Desde entonces, la
utilizacién de antibidticos en la terapia de enfermedades infecciosas ha salvado mas vidas
gue cualquier otro desarrollo médico.

Gracias al avance en el conocimiento de las técnicas bioquimicas y moleculares se
ha logrado describir las rutas biosintéticas de los antibidticos beta-lactdamicos en hongos
productores, asi como su regulacién a nivel molecular. Y aunque el mayor progreso se ha
alcanzado con estudios de la biosintesis de penicilina en Aspergillus nidulans y Penicillium
chrysogenum, actualmente se tiene también descrita la ruta de biosintesis de CPC en
Acremonium chrysogenum y algunos de sus mecanismos de regulacion (Schmitt et al.,
2004b).

El creciente conocimiento en la genética molecular de la biosintesis de antibidticos
beta-lactdmicos ha abierto nuevas posibilidades para mejorar de manera racional las
cepas productoras de tales antibidticos, y uno de los blancos mas importantes desde
entonces ha sido también el hongo productor de CPC, Acremonium chrysogenum.

Un prerrequisito para realizar ingenieria molecular es la disponibilidad de las
herramientas moleculares adecuadas: promotores fuertes o inducibles, marcadores de
seleccion para transformacion, plasmidos y métodos de integracion eficientes, etc. En la
década de los 80 del siglo pasado se logré finalmente la obtencion de un sistema eficiente
de transformacion integrativa para A. chrysogenum (Queener et al., 1985; Skatrud et al.,
1987). A partir de entonces se han utilizado tres diferentes marcadores de seleccion: los
genes bacterianos para la resistencia a higromicina B y fleomicina, y una version mutada
del gen de la B-tubulina de A. chrysogenum, que confiere resistencia al fungicida
benomilo. Con tales herramientas moleculares disponibles, se han realizado esfuerzos por
tratar de mejorar genéticamente la produccion de CPC. Algunas de las estrategias

utilizadas han sido: el aumento en el nimero de copias de los genes biosintéticos, la
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utilizacion de promotores mas fuertes y el mejoramiento del metabolismo aerdbico.
Algunos ejemplos se describen a continuacion.

En 1989, Skatrud y Queener amplificaron el gen pcbC en A. chrysogenum, sin
obtener un incremento significativo en la produccion de CPC. Esto estaria indicando que la
actividad isopenicilina N sintasa (o ciclasa) no es una etapa limitante en la biosintesis de
los antibidticos beta-lactdmicos.

Ese mismo afio, Skatrud et al. (1989) reportaron un incremento del 15% en la
produccion de CPC utilizando una cepa industrial de A chrysogenum (394-4) transformada
con una copia extra del gen cefEF (DAOC sintetasa/DAC hidroxilasa); aunque, sin ellos
saberlo, el gen cefG también iba presente en la transformacién. Poco después Mathison et
al. (1993) clonaron solamente el gen cefG y lo transformaron en la cepa silvestre de A.
chrysogenum, aumentando su numero de copias cerca de cinco veces. Con ello,
obtuvieron un aumento de tres veces en la produccion de CPC, demostrando que
solamente las copias adicionales del gen cefG y los niveles correspondientes de su ARNm
estaban directamente relacionadas con los titulos de CPC, y sugiriendo que esta enzima
podria ser un paso limitante en la ruta biosintética.

En otra investigacion se utilizd también el gen cefG, aunque expresado bajo el
control del promotor constitutivo del gen gpdA de Aspergillus nidulans y del promotor
fuerte no constitutivo del gen pcbC de Penicillium chrysogenum. En general, se observd
un alto nivel de transcripcion del gen en todas las transformantes obtenidas, confirmando
que el gen cefG es limitante para la biosintesis de CPC (Gutiérrez et al., 1997).

Dado que la biosintesis de CPC se ve regulada también por el contenido de oxigeno
en el medio (Hilgendorf et al., 1987) y que bajos niveles de éste reducen drasticamente
la produccion de CPC, DeModena et al. (1993) mejoraron el metabolismo aerdbico de A.
chrysogenum al expresar el gen vgb de Vitreoscilla sp. (que codifica para una proteina
bacteriana de tipo hemoglobina) bajo el control del promotor constitutivo TR1 de
Trichoderma reesei. El resultado fue la obtencidn de titulos de CPC hasta 5 veces mas
altos que los controles.

Otro ejemplo interesante lo constituyd el aumento en el nimero de copias del gen
mecB, el cual codifica para la enzima cistationina-y-liasa, necesaria para la biosintesis de
cisteina via transulfuracion reversa. Algunas de las transformantes obtenidas con
multiples copias del gen mecB mostraron alta actividad de la enzima, y una de ellas
mostré alta produccion de cefalosporina, concluyéndose que soélo los niveles

moderadamente incrementados de cistationina-y-liasa estimulan la produccién de CPC,
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pero en exceso son perjudiciales tanto para el crecimiento como para la produccién
(Kosalkova et al., 2001).

En 2004 Ullan et al. introdujeron copias adicionales de un fragmento que contenia
los genes cefD1 y cefD2 de A. chrysogenum, obteniendo como resultado un incremento
del 80-100% en la produccién de CPC.

Otra razdon para la construccion de cepas de A. chrysogenum modificadas
genéticamente es el intento de producir otros intermediarios de las cefalosporinas de uso
clinico, que sean mas rentables que la misma CPC en cuanto a modificaciones quimicas.
Tal es el caso del acido 7-amino cefalosporanico (7-ACA) y del &cido 7-amino
desacetoxicefalosporanico (7-ADCA), los cuales usualmente se obtienen enzimaticamente
0 quimicamente a partir de la CPC o de la penicilina G. En un intento por obtener 7-ACA
directamente por la conversion de CPC, Isogai et al. (1991) transformaron A.
chrysogenum con el ADNc para una D-aminodacido oxidasa de Fusarium solani y el gen de
una glutaril acilasa proveniente de Pseudomonas diminuta, con lo que lograron obtener
cantidades detectables de 7-ACA en los caldos de fermentacién, aunque sin ser
comercialmente significativas.

En otro ejemplo, Velasco et al. (2000) obtuvieron 7-ADCA utilizando la
desacetoxicefalosporina C (DAOC) producida enddégenamente por A. chrysogenum. En
primer lugar, obtuvieron una cepa de A. chrysogenum que acumulaba DAOC, al
interrumpir el gen cefEF y reemplazar su actividad por la del produco del gen cefE de
Streptomyces clavuligerus expresado bajo el control del promotor del gen pcbC de
Penicillium chrysogenum. A continuacién, la DAOC obtenida fue transformada a acido 7-
amino desacetoxicefalosporanico (7-ADCA) mediante dos reacciones enzimaticas
consecutivas, catalizadas por una D-aminoacido oxidasa (DAQO) de Rhodotorula gracilis y
una glutaril oxidasa (GLA) de Acinetobacter sp.

Crawford et al. (1995) expresaron el gen cefEF de A. chrysogenum en P.
chrysogenum con el proposito de utilizar su actividad expandasa/hidroxilasa para formar
acido adipoil-7-amino desacetilcefalosporanico (adipoil-7-ADAC) a partir de la adicién de
acido adipico al medio de crecimiento. Después, se transformd la cepa obtenida con una
copia del gen cefG de A. chrysogenum, lo que permite la conversién del adipoil-7-ADAC
en acido adipoil-7-amino cefalosporanico (adipoil-7-ACA), que mediante una conversién in
vitro mediada por una glutaril-7-ACA-acilasa, originaria finalmente el 7-ACA (Monti et al.,
2000).
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Otra estrategia novedosa consistid en expresar todo el clister de cefalosporina
(cefD1, cefD2, cefEF y cefG) de A. chrysogenum en una cepa de P. chrysogenum a la que
le faltaba la actividad isopenicilina N aciltransferasa, resultando en la acumulacion
intracelular de cantidades significativas de cefalosporina C y desacetilcefalosporina C
(Ullan et al., 2007). Sin embargo, la cepa recombinante de P. chrysogenum carece aun
de un mecanismo eficiente para la secrecion de la CPC.

En 2008, Nijland et al. expresaron los genes cefEF y cmcH de A. chrysogenum y
Streptomyces clavuligerus, respectivamente, en P. chrysogenum para conseguir la
formacion de acido adipoil-7-amino-3-carbamoiloximetil-3-cephem-4-carboxilico (ad7-
ACCCA). Posteriormente, expresaron también el gen ceflT de A. chrysogenum vy
obtuvieron una produccién dos veces mayor de cefalosporina a partir de P. chrysogenum,
demostrando que la produccién de cefalosporinas por P. chrysogenum esta limitada por la
capacidad del hongo para secretar tales compuestos.

Recientemente, Liu et al. (2010) realizaron construcciones plasmidicas con
combinaciones de los genes cefEF, cefG y ceflT de A. chrysogenum y el gen vgb de
Vitreoscilla sp. y transformaron con ellas una cepa industrial de A. chrysogenum (84-3-8),
encontrando que varias transformantes con multiples copias del gen cefG aumentaron
significativamente la produccion de CPC, y que la mejor combinaciéon que aumentod
drasticamente la produccion fue una copia extra de los genes cefG y cefEF, ademas de la

integracion del gen vgb.

2.2. Estudios sobre la regulacion por pH ambiental y mimetismo alcalino en la

biosintesis de antibidticos beta-lactamicos.

Dado que se ha observado que tanto las penicilinas como las cefalosporinas se
producen en grandes cantidades bajo condiciones alcalinas, es clara la importancia que
tiene el pH ambiental en la determinaciéon de los niveles de transcripcion de muchos
genes, entre los que se encuentran los que codifican para las enzimas que participan en
la biosintesis de antibidticos beta-lactamicos (Pefialva et al., 2008). A través de los afios,
se han realizado varios estudios para comprender mejor el mecanismo de la regulacidén
por pH sobre la produccion de tales antibioticos.

Algunos investigadores han realizado mutaciones que desencadenan fenotipos de
mimetismo acido o alcalino en A. nidulans y P. chrysogenum, observando

sobreproduccién significativa de penicilina en las cepas modificadas para expresar
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mimetismo alcalino. Son siete los genes que se conocen cuyas mutaciones pueden
mimetizar los efectos de un crecimiento a pH ambiental distinto del pH verdadero. Las
mutaciones en cualquiera de los seis genes palA, palB, palC, palF, palH, o pall, producen
mimetismo de tipo acido, con niveles elevados de fosfatasa acida y niveles reducidos de
fosfatasa alcalina y produccién de penicilina en A. nidulans. En contraste, algunas
mutaciones en el gen pacC mimetizan los efectos de un crecimiento a pH alcalino, entre
los que se observan elevados niveles de fosfatasa alcalina y sobreproduccion de penicilina
(Caddick et al., 1986; Shah et al., 1991; Espeso et al., 1993; Arst et al., 1994).
Experimentos de genética cldsica mostraron dos principales categorias de mutaciones en
el gen pacC: 1) mutaciones de mimetismo alcalino, denominadas pacC® y 2) mutaciones
de mimetismo &cido, denominadas pacC"™". El fenotipo pacC® incluye: niveles reducidos de
fosfatasa 4acida, fosofodiesterasa y y-aminobutirato (GABA) permeasa; sensibilidad
aumentada a neomicina, elevados niveles de fosfatasa alcalina y penicilina y morfologia
anormal con conidiacién reducida a pH &cido. Las mutaciones pacC*” muestran fenotipos
parecidos a las de los genes pal, pero son menos extremas, y manifiestan crecimiento
pobre a pH alcalinos.

Las mutaciones que truncan la secuencia original de la proteina PacC, a través de
salto de marco o terminacion de cadena entre los residuos 464 y 578, originan un
fenotipo pacC¢. Y las mutaciones que truncan la secuencia entre los residuos 173 y 379
conducen a un fenotipo pacC*" (Tilburn et al., 1995). Lo anterior se puede observar en la

figura 5.
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Fig. 5. Proteina PacC esquematizada mostrando los tipos de mutaciones en ella que conducen a fenotipos de

mimetismo alcalino (pacC®) y mimetismo acido (pacC*") (Tilburn et al., 1995)
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Existen muchos otros estudios similares enfocados a la regulacién genética por el
pH ambiental, principalmente en A. nidulans, que involucran mutaciones en los genes de
la via de senalizacion Pal o en el factor de transcripcion PacC (Espeso et al., 1997;
Denison et al., 1998; Espeso et al., 2000; Espeso y Arst, 2000, Diez et al., 2002),
aunque la mayoria de las mutaciones estudiadas han sido obtenidas a través de métodos
de genética clasica, métodos fisicos o quimicos o mecanismos de recombinacidn
homodloga (Mingot et al., 1999; Penalva y Arst, 2002; Fernandez-Martinez et al., 2003;
Flaherty et al., 2008).

Ademas, los enfoques de estos estudios se han dirigido basicamente a observar los
efectos sobre la diferenciacion celular, esporulacién y patogénesis en microorganismos
como A. nidulans, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, etc. Por ello, no existen
suficientes estudios que describan los efectos de dichas mutaciones sobre la expresién de
los genes biosintéticos (y la produccion) de CPC en Acremonium chrysogenum.

Recientemente, se llevaron a cabo algunos estudios moleculares sobre la regulacién
por pH ambiental en la produccion de CPC en A. chrysogenum (Cuadra, 2008). Los
resultados confirmaron la importancia del pH como elemento clave regulador en la
produccion de CPC, apoyando la hipdtesis de que sélo algunos de los genes involucrados
en la produccién estan regulados por el pH ambiental (entre ellos, el gen cefT y el gen
cefD2). Ademas, se observo el efecto del aumento del nimero de copias del gen pacC en
la cepa C10 de A. chrysogenum, con lo que se consiguié un aumento del 55% en la
produccion de CPC por una de las transformantes obtenidas.

El presente trabajo persigue continuar con la misma linea de investigacion,
utilizando la regulacion genética por pH ambiental para intentar incrementar la

produccién de cefalosporina C.
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3. JUSTIFICACION

La cefalosporina C y sus derivados semisintéticos son antibidticos beta-lactamicos
de gran interés. Por su alta especificidad, son utilizados eficientemente para el
tratamiento de muchas enfermedades infecciosas causadas por microorganismos
resistentes a otros antibidticos; su baja toxicidad provoca ademas efectos secundarios
minimos en el paciente. Adicionalmente, la continua resistencia microbiana hacia las
penicilinas ha cambiado gradualmente la demanda de éstas hacia las cefalosporinas (Weil
et al., 1995). Tales caracteristicas, entre otras, hacen de las cefalosporinas un producto
de alto valor agregado, y actualmente se calcula que sus ventas anuales representan el
22% del mercado mundial de antibacterianos (Kresse et al., 2007).

Todas las cefalosporinas comerciales son semisintéticas y derivan principalmente del
7-ACA (acido 7-amino cefalosporanico) y del acido 7-amino desacetoxicefalosporanico (7-
ADCA), los cuales se sintetizan mediante diferentes métodos quimicos o enzimaticos a
partir de la CPC. Actualmente, Acremonium chrysogenum es el Unico productor conocido
de CPC. Sin embargo, aun después de 50 afios de fermentacion y algunos intentos de
mejoramiento genético, la produccién de CPC no es completamente satisfactoria, en
comparacion con los titulos de penicilina obtenidos por cepas productoras de P.
chrysogenum (Elander, 2003). Esto conduce a la blisqueda de nuevas estrategias
fisiologicas o de mejoramiento genético que permitan alcanzar producciones satisfactorias
de CPC.

La aplicacién de las técnicas del ADN recombinante en otros hongos y el disefio de
nuevas rutas metabdlicas han permitido obtener excelentes incrementos en la produccion
de metabolitos secundarios de interés industrial (Diez et al., 1997). Por tal razon, la
aplicacién de la ingenieria genética, basada en los grandes avances en el conocimiento de
la biologia molecular de la biosintesis de compuestos beta-lactamicos y sus niveles de
regulacién, surge como una posibilidad interesante para desarrollar cepas mejoradas de
A. chrysogenum sobreproductoras de CPC.

El conocimiento actual acerca de la regulacion por el pH ambiental de la expresién
de genes cuyos productos finales deben funcionar extracelularmente, como es el caso de
los antibidticos beta-lactamicos, y la participaciéon clave del factor de transcripcion PacC
como regulador positivo de la expresion de los genes pcbAB, pcbC, cefEF y cefG
(necesarios para la biosintesis de CPC), hacen del gen pacC un blanco interesante para el

mejoramiento genético de A. chrysogenum. Existe la posibilidad de que mutaciones
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especificas en el gen pacC, que originen un fenotipo de mimetismo alcalino (pacC®) en A.
chrysogenum, puedan mejorar la produccion de CPC. Tal estrategia podria resultar
atractiva desde el punto de vista comercial, proporcionando nuevas expectativas sobre la
mejora de la produccién de antibidticos beta-lactdmicos por microorganismos de interés
industrial.
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4. HIPOTESIS

Con base en los conocimientos sobre la regulacion genética por pH ambiental y la
participacidn clave del factor de transcripcién PacC (en su conformacion activa, PacC?’) en
la biosintesis de antibidticos beta-lactamicos, en Acremonium chrysogenum, el presente
trabajo se propuso demostrar la siguiente hipétesis:

Si se amplifica por PCR un fragmento del gen pacC de A. crhysogenum que codifique
sélo para la forma funcional del factor de transcripciéon PacC?’ (truncado en el residuo
Ser®®®) y se expresa en A. chrysogenum, ya sea bajo el control de su propio promotor o
de un promotor constitutivo, la produccién de antibidticos beta-lactamicos (al ser un
proceso regulado positivamente por PACC) aumentara de manera significativa en forma

independiente del pH ambiental.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Obtener una mutacion de mimetismo alcalino en el factor de transcripcion PacC de
Acremonium chrysogenum y evaluar su efecto sobre la produccidon de antibiéticos beta-
lactémicos.

5.2. Objetivos particulares

a Amplificar el gen pacC truncado en la base 1764 de la secuencia reportada
por Schmitt et al. (2001), de manera que codifique directamente para la
forma funcional del factor de transcripcién PacC?’.

0 Construir un vector de expresién para el gen pacC modificado, utilizando su
propio promotor.

0 Construir un vector de expresion para el gen pacC truncado, utilizando un
promotor de expresion constitutiva.

0 Transformar la cepa silvestre de A. chrysogenum con los vectores de
expresion.

O Evaluar los efectos de la mutacidn sobre la produccion de antibidticos beta-
lactamicos en A. chrysogenum.

0 Comprobar la integracion de los vectores y la expresidon de la mutacion en las

cepas transformantes.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cepas

a

a

]

]

Acremonium chrysogenum ATCC 11550 (Brotzu): Cepa silvestre, productora de

cefalosporina C, desacetilcefalosporina C y penicilina N.

Escherichia coli DH5a: Cepa utilizada para experimentos de transformacién y
amplificacion de ADN plasmidico. Permite la obtencion de células
guimiocompetentes y electrocompetentes con alta eficiencia de transformacién
(hasta 1 x 10® transformantes/ug de ADN). Posee una delecién en el gen lacZ, lo
gue permite seleccionar de manera féacil colonias transformantes con plasmidos

capaces de originar a-complementacion.

Escherichia coli XL1-Blue: Cepa utilizada para experimentos de transformacién vy
amplificacion de ADN plasmidico. Permite la obtencion de células competentes por
el método quimico y electrocompetentes con alta eficiencia de transformacion
(hasta 1 x 10° y 7.5 x 10° transformantes/ug de ADN, respectivamente). También

permite la seleccidn por el mecanismo de a-complementacion.

Escherichia coli ESS2231: Cepa supersensible a antibidticos beta-lactamicos,

utilizada para la cuantificacion de cefalosporina C mediante bioensayo.

6.2. Vectores plasmidicos.

]

pAN52.1 (Punt et al., 1990): Plasmido derivado
del pUC19, con el promotor del gen gpd
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) de A.

nidulans y el terminador TtrpC (regién de pAN52.1

PgpdA
AmpR gp

terminacién de la transcripcién del gen trpC).

Contiene también un gen de resistencia a Nool

. .7 Hindlll
ampicilina como marcador de seleccion en

Escherichia coli.
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O pLXTrpC (Cuadra, 2008): Plasmido derivado del
pULC43 reportado por Gutiérrez (1994), el cual

contiene un marcador de seleccién en hongos

conformado por el gen de resistencia a fleomicina pLXTtrpC  BleR

(ble) de Streptoalioteichus hindustanus expresado S6Kb
m

bajo la region promotora del gen pcbC de Hindin

Penicillium chrysogenum y la regién de terminacién Xhol

Kpnl

de la transcripcién del gen cycl de Saccharomyces

cerevisiae. También contiene un gen de resistencia bacteriana a cloranfenicol. El
plasmido pLXTtrpC contiene ademas la region terminadora del gen trpC

(proveniente del pAN52.1) unida al sitio multiple de clonacién.

6.3. Medios de cultivo

6.3.1. Medios de cultivo para bacterias

LB o Luria-Bertani (Medio de cultivo para Escherichia coli, Miller, 1972) (g/L):

Bactotriptona 10
Extracto de levadura 5

NaCl 10
Agar (medio solido) 20

Ajustar pH a 7.5

TB (Medio de cultivo para E. coli, para la obtencion de ADN plasmidico, Sambrook y
Rusell, 2001) (g/L):

Extracto de levadura 24
Bactotriptona 10
Glicerol 4 mL

Se afiade agua destilada hasta 900 mL, después de esterilizar se
afiaden 100 mL de una solucién estéril de KH,PO, 170 mM y K;HPO,
720 mM.
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GYT (Medio de cultivo para almacenar células electrocompetentes de E. coli, Sambrook y
Rusell, 2001) (g/L):

Glicerol 100 mL
Extracto de levadura 1.25
Bactotriptona 2.5

6.3.2. Medios de cultivo para hongos

LPE (Medio de esporulacion y mantenimiento, modificado de Le Page y Campbell, 1946)

(9/L)
Glucosa 1
Extracto de levadura 2
NaCl 1.5
CaCl, 10
Agar 20

Ajustar pH a 6.8

CCM (Medio completo, Minuth et al., 1982) (g/L)

Caldo de tripticaseina de soya

Sacarosa

Extracto de levadura 11
Extracto de carne 1
Glucosa 15
NaCl 0.5
K2HPO4 0.5
MgS04.H,0 0.5
FeSO, 0.01
Agar (medio solido) 20

Ajustar pH a 7.0
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MSMA (Medio semilla modificado, Adinarayana et al., 2003) (g/L):

Glucosa

Sélidos de maceracion de maiz

Almidon soluble
Extracto de levadura
K2HPO4

MgS04.7H,0

CaCOs3

Ajustar a pH 7.0

TSB (Caldo de soya y tripticaseina) (g/L):

Peptona de caseina
Peptona de soya
Glucosa

NaCl

K2HPO4

Agar

10

[ = o N

16

2.5

2.5

(Cuando se utilizé para bioensayos se agregaron

10 g/L de agar)
Ajustar pH a 7.0

TSAS (Queener et al., 1985) (g/L):

Sacarosa

Peptona de caseina
Peptona de soya
Glucosa

NaCl

K;HPO,

Agar

Ajustar pH a 7.0

20

103
16

2.5

2.5
20
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MCFA (Medio complejo de fermentacion de Acremonium, Caltrider y Niss, 1966) (g/L)

Sacarosa 1
CaCoOs; 1.5
Sélidos de maceracion de maiz 5
Melaza de cafia 30
Extracto de carne 30
Agar (Medio solido) 20

Ajustar pH a 6.8.

MDFAM/MES (Medio definido de fermentacion para A. chrysogenum, Caltrider et al.,
1968) (g/L)

Sacarosa 1.5
Glucosa 5
DL-Metionina 30
Solucién de sales N°1 8 mL
Solucién de sales N°2 144 mL

Ajustar pH a 5.0

Solucion de sales N°1 (g/L):

Fe(NH4)2(SO4)z.6H20 2

Solucién de sales N°2 (g/L):

MES (CeHsNO4S.H,0) 185.1
Na,S04.10H,0 11.5
MgS04.7H,0 2.4
ZnS04.7H,0 0.2
MnS0..4H,0 0.2
CuS04.5H,0 0.05
CaCl, 0.34
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6.4. Crecimiento de los microorganismos

6.4.1. Crecimiento de Escherichia coli

Para el crecimiento de E. coli en medio sélido se utiliz6 normalmente medio LB, o
TSB al 1% en el caso de los bioensayos realizados para medir actividad antibiética de los
caldos de fermentacién. En el caso de crecimiento en medio liquido, se utilizé
principalmente medio LB, o TB suplementado con 100 ug/mL de ampicilina o 25 ug/mL de
cloranfenicol cuando se requirié hacer extracciéon de ADN plasmidico. La incubacién en
todos los casos fue a 37 °C durante 12 a 14 horas, con agitacién de 200 rpm en el caso

del cultivo en medio liquido.
6.4.2. Crecimiento de A. chrysogenum
6.4.2.1. Condiciones para la esporulacion
Con ayuda de una varilla de vidrio de punta redondeada, se sembré A. chrysogenum
en placas de LPE o CCM, con aproximadamente 25 mL de medio, y se incubaron a 28 °C
durante 6 a 7 dias.
6.4.2.2. Condiciones de crecimiento para la obtencion de ADN total
Con ayuda de una varilla de vidrio de punta redondeada, se levanté el micelio
proveniente de seis placas de medio LPE o CCM sembradas previamente con A.
chrysogenum, con seis o siete dias de crecimiento. El micelio se inoculé en 100 mL de
medio liquido CCM y se incubd a 28 °C y 250 rpm durante 48 horas.
6.4.2.3. Condiciones de crecimiento para la preparacién de inéculo primario
Cuando se prepar6 el indculo para las fermentaciones realizadas, se recogio el

micelio proveniente de tres placas de medio CCM y se macerd, con ayuda de perlas de

vidrio de 5 mm de didametro y vortex, en 5 mL de NaCl 0.9 % (v/v) estéril. Se recupero el
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micelio macerado con ayuda de una punta cortada de 5 mL y se preinoculé en 45 mL de
medio MSMA, incubandose a 25 °C y 250 rpm durante 38 horas.

6.5. Mantenimiento de los microorganismos

Las cepas de E. coli se conservaron a 4 °C en placas de Petri selladas, durante al
menos un mes, o en glicerol a -20 °C, en una concentracion final del 40%.

Para las cepas de A. chrysogenum, se macerd primero el micelio en solucion de
NaCl 0.9% (v/v) estéril y después se almacenaron a -20 °C en glicerol al 40%. Fue
necesario reactivar las cepas cada 3 6 6 meses, resembrandolos y volviéndolos a

almacenar en glicerol.

6.6. Obtencién de ADN total de A. chrysogenum

La obtencién del ADN total de Acremonium chrysogenum se realizé de acuerdo al
método descrito por Specht et al. (1982), modificado por Fernandez (1997).

Se recogid el micelio resultante de 100 mL de cultivo de A. chrysogenum en medio
CCM liquido, a través de un filtro de nylon estéril de 30 ym de diametro de poro (Nytal,
Suiza). El micelio retenido se lavd con un volumen de NaCl al 0.9% (p/v), y en seguida se
lavd con otro volumen de amortiguador Al. Posteriormente, se secd con papel de filtro y
se congeld a -70 °C para su posterior liofilizacion.

Se maceraron 0.5 g de micelio liofilizado con ayuda de un mortero y nitrégeno
liquido, y se recogié parte del polvo obtenido en un tubo Eppendorf de 1.5 mL
(aproximadamente 25 mg de micelio pulverizado). A continuacion se le anadieron 0.5 mL
de amortiguador de lisis I, se homogeneiz6 suavemente la mezcla y posteriormente se le
afiadieron 0.5 mL de fenol neutro® y 0.5 mL de CIA*. Se mezclé lentamente por inversién
y se incubd a 50 °C durante 20 minutos (con mezclas por inversién cada 5 minutos).
Transcurrido el tiempo de incubacién se centrifugd la mezcla a 14000 rpm (= 15300 x g)

durante 10 minutos a temperatura ambiente y se recuperé la fase acuosa, la cual

! Amortiguador A: Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, EDTA 100 mM pH 8.0

2 Amortiguador de lisis I: EDTA 100 mM pH 8, SDS 1% (p/v), Tris-HCI 0.2 M. Se ajusta el pH a 8.2

3 Fenol neutro: Se mezclan por agitacién 4 volimenes de fenol acido con un volumen de Tris-HCI 1 M pH 8.0.
Se deja reposar hasta que se separen claramente dos fases. Los lavados se repiten hasta que el fenol alcance
un pH neutro. El fenol acido se prepara mezclando un volumen de fenol en cristales con un volumen de H,O, se
agita y se deja reposar, luego se retira la fase acuosa.

* CIA: 24 volimenes de cloroformo con 1 volumen de alcohol isoamilico.
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contiene el ADN total extraido. Posteriormente se eliminaron las proteinas por

fenolizacion y el ARN por tratamiento con ARNasa.

6.6.1. Fenolizacion

La fase acuosa con el ADN extraido se homogeneizé con un volumen de fenol-
neutro, se mezclé suavemente por inversién durante 2 a 5 minutos y después se
centrifugd a 14000 rpm durante otros 5 minutos. Se recuperd la fase acuosa y se
transfirié a otro tubo Eppendorf® estéril donde se le agregé medio volumen de fenol
neutro y medio volumen de CIA, se mezclé suavemente por inversién de 2 a 5 minutos y
se centrifugd en las mismas condiciones del paso anterior. Se repitid esta extraccién con
fenol-CIA hasta que se obtuvo una interfase limpia (no fueron necesarias mas de cinco
extracciones). La fase acuosa se recuperd y se homogeneizé solamente con un volumen
de CIA, se mezcl6 por inversidon de 2 a 5 minutos y se centrifugd en las condiciones antes

descritas.

6.6.2. Precipitacion del ADN

Se transfirié la fase acuosa a otro tubo estéril para precipitar el ADN, agregando 2.5
volumenes de etanol absoluto frio y 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2. Se
dejo precipitar durante toda la noche a -20 °C. Posteriormente, se centrifugé a 14000
rom (= 15300 x g) durante 20 minutos a 4 ©°C, se decantd el sobrenadante y el
precipitado se lavé con 0.5 mL de etanol al 70% (v/v), se centrifugd nuevamente a 14000
rom (= 15300 x g) durante 5 minutos a temperatura ambiente y se descarté el
sobrenadante. El precipitado se dejo secar durante aproximadamente 15 minutos a
temperatura ambiente (el tubo se dejé con la tapa abierta). El ADN, obtenido como un
precipitado blanco, se resuspendié en 50 uL de TE® o en 50 pL de H,O destilada estéril y

se conservo a 4 °C.

S TE: EDTA 1 mM pH 8.0 y Tris-HCl 10 mM pH 8.0.
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6.6.3. Tratamiento con ARNasa

A cada muestra de ADN se le agregé ARNasa® en una concentracién final de 100
pg/mL. La mezcla se incubd a 37 °C durante 90 minutos. Pasado el tiempo de incubacién
se elimind la ARNasa con una extraccion de fenol-CIA y otra de CIA. El ADN se precipitd
como en el apartado anterior, y el resultado se visualizé en un gel de agarosa al 0.7%,

cuantificdAndose posteriormente como se indica en la seccién 6.8.

6.7. Electroforesis en gel de agarosa

La técnica se realizé6 de acuerdo con los procedimientos descritos por Sambrook y
Russell (2001) para la electroforesis en gel de agarosa. Se utilizd agarosa en
concentraciones de entre el 0.7% vy el 1% (p/v), disuelta por calentamiento con
microondas en amortiguador TAE 1X’. Las muestras de ADN se mezclaron con H,O
destilada estéril y un décimo del volumen final de amortiguador de carga 6X%, y se
calentaron de 5 a 10 minutos a 65 °C, enfridandose posteriormente en un bafio de hielo.
Se utiliz6 amortiguador TAE 1X para sumergir los geles antes de ser cargados con las
muestras de ADN y el marcador de peso molecular (1 kb, Promega®) previamente
preparados. Se les aplico un voltaje de 10 V/cm de gel durante 45 a 90 minutos
(dependiendo del tamanio del gel).

Posteriormente, se tifieron los geles en un bafio de bromuro de etidio® (0.5 pg/mL
en agua) durante aproximadamente 20 minutos y después se fotografiaron en un equipo

de fotodocumentacion Gel Doc II (Bio-Rad).

6.8. Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacion de las muestras se realizd por espectrofotometria, al mismo

tiempo que se verificd su pureza, de acuerdo con Sambrook y Rusell (2001).

¢ ARNasa 10 mg/mL. Se disuelve en Tris-HCI 10 mM pH 7.5 y NaCl 15 mM. Hervir durante 15 minutos, se
enfria lentamente, se reparte en alicuotas y se conserva a -20°C o -70°C.
" TAE 50X: Tris base 242 g, acido acético glacial 57.1 mL, EDTA 0.5 M pH 8.0 100 mL. Agua destilada hasta 1
litro.
8 Amortiguador de carga 6X: Azul de bromofenol al 0.25% (p/v), sacarosa al 40% (p/v), xilenocianol al
0.25% (p/v). Se esteriliza y se conserva a 4° C.

Solucién stock de bromuro de etidio: 10 mg/mL. Se conserva a 4°C.
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Se prepararon diluciones en agua y se midieron sus absorbencias a longitudes de
onda de 230, 260 y 280 nm, utilizando agua como blanco. Después se realizaron los

calculos pertinentes utilizando los siguientes criterios:

Q El cociente A,g0/Asg debe ser cercano a 1.8 (ADN) y 2.0 (ARN) si estan libres de
impurezas que absorben en el ultravioleta. Cocientes menores se deben a
contaminacién por proteinas, fenol o material insoluble.

QO El cociente Ays0/Az30 debe ser mayor que 2 y menor que 2.4 tanto para ADN
como para ARN. Cocientes menores se deben a contaminacién por una sal de
guanidina o por B-mercaptoetanol.

QO Una unidad de densidad 6ptica a 260 nm (0.D.»¢0) equivale a la de una solucién
con 50 ug/mL de ADN de doble cadena y a 40 ug/mL de ARN.

6.9. Amplificacion del gen pacC por PCR

Se utilizé la técnica de la reaccion en cadena de la ADN polimerasa (Saiki et al.
1985) para amplificar, a partir del ADN total de A. chrysogenum, un fragmento del gen

pacC, truncado de manera que se originara una mutacion de mimetismo alcalino.

6.9.1. Diseno de cebadores

Se obtuvo la secuencia del gen pacC de Acremonium chrysogenum contenida en la
base de datos de GenBank, con numero de acceso AJ251521.1. En la secuencia de
aminoacidos correspondiente se localizd el sitio de procesamiento proteolitico alrededor
del aminoacido Ser®*® (de acuerdo a Schmitt et al., 2001). Con ello se determind que los
productos de amplificacion deberian abarcar hasta el par de bases numero 971
(correspondiente al sitio de procesamiento). Ademas, fue necesario anadir un codon de
fin de la traduccién. La figura 6 esquematiza los sitios de disefio de los cebadores con

relacion al gen pacC y su promotor.
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Fig. 6. A) Esquema del factor de transcripcion pacC, sefialandose los sitios de rotura proteolitica. B) Cebadores

disefiados con base en la secuencia original del gen pacC de A. chrysogenum
6.9.1.1 Fragmento PpacC?’

Para la amplificacion del fragmento PpacC?’ (que incluye su propio promotor) los

cebadores disefiados fueron los siguientes:

Cebador 1 5'CCAGAATTCTGAGATGGTGTCTACCGTTC3’
Cebador 2 5'GATGAATTCTTAGGACGAGGGGTCGATCT3’

El cebador 1 incluye un sitio de corte para la endonucleasa de restriccion EcoRI
(subrayado) seguido inmediatamente por el par de bases nimero -793 de la secuencia
del gen. El cebador 2 incluye el codén de paro (en negrita) inmediatamente después del

par de bases 971, seguido por un sitio de corte para la enzima EcoRI.

6.9.1.2 Fragmento SpacC?”

Para la amplificacién del fragmento SpacC?” (que no incluye el promotor del propio

gen) los cebadores disefados fueron los siguientes:

Cebador 3 5'TCTCCCCCCGCCCCCGAC3’
Cebador 4 5'GATGGATCCTTAGGACGAGGGGTCGATCTCAC3’
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El cebador 3 comienza desde el par de bases nimero 4 (inmediatamente después
del codon de inicio de la traduccion) y el cebador 4 incluye también un codén de paro (en

negrita) seguido por un sitio de corte para la endonucleasa de restriccion BamH]I.

6.9.2. Condiciones para la reaccion de PCR

Con el fin de minimizar al maximo la posibilidad de errores en el momento de la
amplificacion, se utilizé la enzima Pfu, una polimerasa termoestable de alta fidelidad
proveniente del microorganismo termofilo Pyrococcus furiosus. Cada reaccion consistid en

una mezcla de los siguientes reactivos:

Concentracion Volumen final

REACTIVO recomendada (yL)

H20 gestilada desionizada esterit | =======mmmmmos 29
Amortiguador (10X) 1X 5
MgSO0,4 (25 mM) 2.5mM 5
Mezcla de dNTP’s (10 mM) 200 pM 1
Cebador F (20 uM) 1 uM 2.5
Cebador R (20 uM) 1uM 2.5
ADN molde (25 ng/pL) 100 ng 4
Pfu polimerasa (1 U/uL) 1u 1
Volumen de reaccién 50

Se prepararon cuatro reacciones en cuatro tubos estériles de 200 uL y se colocaron

en un termociclador marca Eppendorf® con las siguientes condiciones de operacién:

SpacC¥ PpacC?¥
CICLOS Proceso Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacidon 94 oC 5’ 94 oC 5’
Desnaturalizacidon 94 oC 30" 94 oC 30"
30 Hibridacién 65 °C 45" 60 °C 45"
Polimerizacion 72 °C 110" 720C 2’
1 Polimerizacion 72 °C 8’ 72 oC 8’

43



Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1% (p/v)

6.10. Extraccion de ADN a partir de geles de agarosa

Después de que se separaron y visualizaron los productos de PCR en un gel de
agarosa, se purificaron las bandas de interés utilizando el kit de purificacion de ADN a
partir de geles de agarosa Quiaex (Quiagen®). Se obtuvo la secuencia de nucledtidos del
ADN obtenido y los resultados se procesaron con el programa Segman (DNASTAR®), con

el proposito de compararlos con la secuencia original del gen pacC.

6.11. Construccién de los vectores de expresion

6.11.1. Amplificacion de los plasmidos pAN52.1 y pLXTtrpC

Estos dos plasmidos fueron transformados por separado en células de Escherichia
coli DH5-a. Posteriormente se realizd su extraccion a gran escala por el método de

megapreparaciones.

6.11.1.1. Preparacion de células electrocompetentes de E. coli y transformacion

por electroporacion

La preparaciéon de células electrocompetentes se realizé de acuerdo a lo descrito por
Sambrook y Russell (2001), de la siguiente manera. A partir de una placa de medio LB
con colonias aisladas de E. coli DH5a (o XL1-Blue), se inoculé una colonia en 50 mL de
medio LB contenidos en un matraz de 250 mL, incubandose a 37 °C y 250 rpm durante
12 a 14 horas. Después se tomo una alicuota de 3 mL del cultivo obtenido, para inocular
125 mL de medio LB fresco (en un matraz de 500 mL). Posteriormente, se incubd a 37 °C
y 250 rpm hasta que el cultivo alcanzé 0.4 unidades de densidad dptica a 600 nm de
longitud de onda.

En seguida se colocé el cultivo en hielo durante 30 minutos. Luego, se recogieron
las células por centrifugacion a 4 °C y 2500 rpm (1000 x g) durante 20 minutos y se
decantd el sobrenadante para resuspender el precipitado en 60 mL de H,0 destilada
desionizada estéril y fria (< 4 °C). Nuevamente se recogieron las células bajo las mismas

condiciones de centrifugacion y se desechd el sobrenadante. Las células se
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resuspendieron en 16 mL de glicerol al 10% (v/v), estéril y frio. Se centrifugd de nuevo,
para luego resuspender el precipitado en 6 mL de glicerol al 10% (v/v) y volver a
centrifugar. Las células se resuspendieron en 600 pL de medio GYT frio y se centrifugd
nuevamente, desechando el sobrenadante y resuspendiendo el precipitado obtenido en
500 pL de medio GYT frio, se homogeneiz6 suavemente y se repartié en alicuotas de 40
pML. Las alicuotas de céulas electrocompetentes se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C.

El método utilizado para la transformacion de células electrocompetentes de E. coli
por electroporacion fue el descrito por Zhou et al. (1995). Se descongeld una alicuota de
células electrocompetentes (40 pL) en un bafio de hielo y se mezclé con 1 pL de
plasmido, o con 5 pL de mezcla de ligacién (véase mas adelante). Se mezclé suavemente
con la pipeta y se transfirié a una celda de electroporacién previamente enfriada a -20 °C.
Posteriormente, se le aplicé un voltaje de 2500 mV/cm (20 pF de capacitancia y 200 ohm
de resistencia) durante aproximadamente 5 milisegundos, en un equipo Electroporator
2510 (Eppendorf®). Lo mas rapidamente posible se afiadi®¢ 1 mL de medio LB, y se
mezcld por inversidn para posteriormente incubarse la mezcla (en otro tubo Eppendorf®
de 1.5 mL) a 37 °C y 250 rpm durante una hora. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
sembré una alicuota de la mezcla de transformacién en una placa de medio LB

suplementado con ampicilina (100 pg/mL).

6.11.1.2. Obtencion de ADN plasmidico

6.11.1.2.1. Megapreparaciones

Para la extraccién de ADN plasmidico a gran escala se siguié un método descrito por
Holmes y Quigley (1981), con modificaciones de Fernandez (1997). Para ello se
selecciond una colonia portadora de cada plasmido y se inoculé en 100 mL de medio
liquido TB, suplementado con 100 pug/mL de ampicilina (para el caso del pAN52.1) 6 25
HMg/mL de cloranfenicol (para el pLXTtrpC). Se incubaron a 37 °C con agitacién constante
de 200 rpm durante 12 horas.

Pasado el tiempo de incubacién, se recogieron las células por centrifugacion a 5000
rpm durante 3 minutos. El precipitado se resuspendid en 6 mL de STETY® y se le

agregaron 360 pL de una solucién de lisozima (10 mg/mL en H,0), se mezcld

10 STET: EDTA 50 mM pH 8.0, Sacarosa 8% (p/v), Tris-HCI 10 mM pH 8.0, Tritén X-100 al 0.5 (v/v).
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suavemente durante 30 segundos, luego se reparti6 en alicuotas de 350 L.
Inmediatamente después, las alicuotas se calentaron durante 45 segundos en un bafno
con agua en ebullicion. Las proteinas, restos celulares y ADN cromosdémico se precipitaron
por centrifugacion a 14000 rpm durante 15 minutos y posteriormente se retiraron con
ayuda de un palillo estéril. El ADN plasmidico de cada alicuota se precipitdé con 40 uL de
acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 600 uL de isopropanol, se mezclé por inversion y se
mantuvo en reposo a temperatura ambiente durante 15 minutos; posteriormente, se
centrifugd durante 5 minutos a 14000 rpm y se descartd el sobrenadante. El precipitado
de cada alicuota se lavd con 500 pL de etanol al 70% (v/v) y se centrifugd nuevamente
durante 5 minutos a 14000 rpm. Se desecho el sobrenadante y el ADN plasmidico se dejé
secar a temperatura ambiente para luego resuspenderlo en 50 pL de H,O destilada
estéril. Se juntaron todas las alicuotas en un mismo volumen, se limpiaron por

fenolizacion y se trataron con ARNasa.

6.11.1.2.2. Minipreparaciones

El procedimiento a seguir fue el descrito por Holmes y Quigley en 1981, es parecido
al de las megapreparaciones pero en este caso se obtuvo ADN plasmidico a pequefia
escala, lo que fue muy til cuando se requirieron hacer multiples analisis de restriccion en
el menor tiempo posible.

Para esto se seleccionaron al azar colonias transformantes de interés y se
inocularon, con ayuda de un palillo estéril, en 1 mL de medio TB suplementado con el
antibioético de seleccion del plasmido, habiéndolas resembrado e identificado previamente
en una placa de medio LB con el mismo antibidtico. Se incubaron a 37 °C con agitacién
constante de 200 rpm durante 12 horas.

Pasado el tiempo de incubacion, se recogieron las células de cada muestra por
centrifugacion a 5000 rpm durante 3 minutos. El precipitado se resuspendioé en 350 pL de
STET y se le agregaron 10 pL de la solucién de lisozima (10 mg/mL en H,0), se mezcld
suavemente durante 30 segundos y se calentd durante 45 segundos en un bafio con agua
en ebullicién. Las proteinas, restos celulares y ADN cromosdémico se precipitaron por
centrifugacién a 14000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se retiraron con ayuda
de un palillo estéril. EIl ADN plasmidico se precipité con 40 uL de acetato de sodio 3 M pH
5.2 y 600 pL de isopropanol, se mezclé por inversion y se mantuvo en reposo a

temperatura ambiente durante 15 minutos; posteriormente, se centrifugd durante 5
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minutos a 14000 rpm y se descartd el sobrenadante. El precipitado se lavd con 500 pL de
etanol al 70% (v/v) y se centrifugd nuevamente durante 5 minutos a 14000 rpm; se
desecho el sobrenadante y el ADN plasmidico se dejé secar a temperatura ambiente para
luego resuspenderio en 30 uL de TE o H,0 destilada estéril. Se requirid sélo 1 pyL de cada

minipreparacion para realizar los ensayos de restriccion pertinentes.

6.11.2. Tratamiento del ADN con endonucleasas de restriccion

Se siguieron las indicaciones descritas por el proveedor de las enzimas utilizadas.
Cada enzima tiene sus condiciones éptimas de temperatura, concentracién de sales y pH,
y el volumen utilizado de las enzimas nunca debe superar 1/10 del volumen total de la
reaccion, debido a la alta concentracién de glicerol presente en las soluciones en que se
presentan. Ademas, es conveniente tener la muestra de ADN de buena calidad (bien
diluido y limpio) para evitar alterar las condiciones de la reaccion (Fernandez, 1997).

En general, para cada digestion de ADN con una enzima de restriccion se utilizaron

las siguientes condiciones.

Concentracion Volumen final
REACTIVO
final (pL)
H2Odqdestert | =mmmmmmmmmmees
Amortiguador (10X) 1X
ADN n Jg Variable
Enzima de restriccion (10 u/uL) 2n U

Volumen de reaccidn

Se incubd a la temperatura adecuada (generalmente 37 ©°C), y posteriormente se
limpié el ADN mediante una extraccién con fenol-CIA y otra con CIA, resuspendiéndose
en H,0 destilada estéril. Los resultados de cada digestidon se visualizaron en un gel de

agarosa (entre el 0.7% y el 1%, p/v).
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6.11.3. Construccion del vector de expresion para el gen pacC modificado

utilizando su propio promotor.

6.11.3.1. Manipulacion del plasmido pLXTtrpC

Se digirieron 10 ug de ADN con la endonucleasa de restriccién EcoRI. Se purifico la
reaccién y el resultado se visualizé en un gel de agarosa al 0.7% (p/v). Posteriormente, el
vector se tratd con fosfatasa alcalina para evitar su recircularizaciéon en el momento de la

ligacién.

6.11.3.1.1. Tratamiento con fosfatasa alcalina

Se utilizé la fosfatasa alcalina de intestino de ternera (Roche®), la cual cataliza la
hidrolisis de los grupos 5’ fosfato del vector digerido y, por lo tanto, evita su
recircularizaciéon, debido a que la ADN ligasa requiere obligatoriamente de un extremo 5’
fosforilado para la formacion del enlace fosfodiéster (Sambrook y Rusell, 2001). Las

condiciones de reaccidén fueron las siguientes:

Concentracion Volumen final
REACTIVO

recomendada (uL)

Hzodd estéril | TTTTTEEETETEES 7.5
Amortiguador (10X) 1X 2
ADN 5’ fosforilado (1 pg/mL) 10 g 10
Fosfatasa alcalina (20 u/pL) 1 u/pmol ADN 0.5
Volumen de reaccién 20

La mezcla se incub6 a 37 ©°C durante 60 minutos. Transcurrido el tiempo de
incubacion se inactivd la reaccidon calentdndola a 65 °C durante 10 minutos y se purifico
con una extraccion de fenol-CIA y una de CIA. El resultado se visualizé en un gel de
agarosa al 0.7%.

Para comprobar que se llevd a cabo la desfosforilacion del vector con la fosfatasa
alcalina, se hizo una recircularizaciéon del mismo con la ADN ligasa del bacteriéfago T4 vy

se transformaron células de E. coli.
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6.11.3.1.2. Tratamiento con la ADN ligasa del bacteriéfago T4

Para la recircularizacion de un plasmido (cuando fue requerido) y la ligacion de
insertos es sus respectivos vectores, se utilizd la ADN ligasa del bacteriéfago T4
(Fermentas®), la cual cataliza la formacién de un enlace fosfodiéster entre un extremo 5’
fosforilado y un extremo hidroxilo terminal de dos cadenas de ADN yuxtapuestas (Rossi et

al., 1997). Las condiciones de reaccion fueron las siguientes:

Recircularizacion Ligacion de un inserto
Concentracion Volumen Concentracion Volumen
REACTIVO . )
recomendada final (pL) recomendada final (pL)
H2Odg esterit | mmmmmmmmmmmme- Variable | = -------------- Variable
Amortiguador (10X) 1X 5 1X 2
Vector 25 -50ng variable 50 - 400 ng Variable
Inserto | | mmeeemeee- (ADN total) Variable
" - o
Polietilenglicol 4000 50% 5% 5 5% 5
(s6lo para extremos romos)
ADN ligasa T4 (5 u/pL) 5u 1 1-5u 1
Volumen de reaccidn 50 20

Se dejaron incubar las reacciones a 22 °C durante toda la noche, posteriormente se
limpiaron las mezclas mediante una extraccion con CIA, se precipitaron y se

resuspendieron en 10 pL de H,0 destilada estéril.

6.11.3.2. Manipulacién del producto de PCR PpacC*’

El producto de PCR PpacC?’ ya purificado se digirié con la enzima de restriccién
EcoRI. El ADN se purificd por fenolizacion, se precipitd y se resuspendié en 20 pL de H,0

destilada estéril.
6.11.3.3. Clonacién del inserto PpacC?” en el vector pLXTtrpC
Se utilizé la ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Fermentas®) para ligar una proporcion

de 4.5 veces la cantidad de inserto por cantidad de vector, las condiciones de reaccién

fueron las siguientes:
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Concentracion

Volumen final

REACTIVO recomendada (uL)
HoOadestert | =mmmmmeeeeeee- 5.7
Amortiguador (10X) 1X 1
Vector (60 ng/uL) 50 - 400 ng 1
Inserto (150 ng/pL) (ADN total) 1.8
ADN ligasa T4 (5 u/pL) 1-5u 1
Volumen de reaccién 10

Se incubd a 22 °C durante 12 a 24 horas. Se limpid la mezcla con CIA, se precipitd
y se resuspendié en 10 pyL de H,0 destilada estéril, con ella se transformaron células de
E. coli.

Transcurrido el tiempo de incubacion se seleccionaron al azar colonias
transformantes para la obtencion de minipreparaciones de ADN plasmidico, a las cuales
se les realizaron ensayos de digestién con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI. El
resultado se visualizé en un gel de agarosa al 0.8% (p/v). Posteriormente, se selecciond
al azar una de las colonias que comprobaron tener el vector de interés y se le realizd la

extraccién de ADN plasmidico a gran escala. El vector resultante fue designado pPpacC?’.

6.11.4. Construccion de un vector de expresion para el gen pacC modificado

utilizando un promotor de expresion constitutiva

6.11.4.1. Manipulacion del plasmido pAN52.1

Se tomaron 10 pg de ADN plasmidico y se digirieron con la enzima Ncol
(Promega®). La mezcla se limpié por fenolizacién y se resuspendié en 20 pL de H,0
destilada estéril. EI ADN resultante fue tratado con el fragmento Klenow de la ADN
Polimerasa I de E. coli, con el propdsito de rellenar los extremos cohesivos que dejé la
digestién con Ncol. Se escogid este protocolo debido a que se propuso utilizar el codén de
inicio (ATG) ubicado en el sitio de corte de la enzima Ncol como primer aminoacido del

marco de lectura abierto para la traduccién del producto amplificado de PCR SpacC?’.
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6.11.4.1.1. Rellenado de extremos protuberantes con el fragmento Klenow

Se utilizé el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli (Promega®), una
sola cadena polipeptidica que mantiene las actividades 5° — 3’ polimerasa y 3’ — 5’
exonucleasa de la enzima completa, pero carece de la actividad 5’ — 3’ exonucleasa, por
lo que se puede utilizar para rellenar extremos 5’ protuberantes (Anderson et al., 1980).

Las condiciones para el tratamiento con el fragmento Klenow fueron las siguientes:

REACTIVO Concentracion Volumen final

recomendada (pL)

HoOudestert |  ===mmmmmmeee- 11.5
Amortiguador (10X) 1X 2
ADN 1-4ug 4
dNTP's 10 mM 40 uM 1
BSA.c (10 mg/mL) 20 pg/mL 0.5
Klenow (5 u/mL) 1 u/pg de ADN 1
Volumen de reaccidén 20

Se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos y posteriormente se inactivo
la enzima a 65 °C durante otros 10 minutos. La mezcla de reaccion se purificd con una
extraccién de fenol-CIA y una de CIA y se visualizd en un gel de agarosa al 0.7% (p/v).

Para verificar que la actividad del fragmento Klenow se Illevé a cabo
satisfactoriamente, se recircularizé el vector utilizando la ADN ligasa del bacteriéfago T4,
de la forma descrita en el apartado del tratamiento con fosfatasa alcalina, y se
transformaron con él células de E. coli. Posteriormente, se obtuvieron minipreparaciones
de ADN plasmidico de colonias transformantes aleatorias y se les realizaron ensayos de
digestion con la enzima Ncol. El resultado se visualizd en un gel de agarosa al 0.7%
(p/V).

Una vez comprobado el tratamiento con el fragmento Klenow dado al vector, éste
fue digerido con la endonucleasa de restriccion BamHI (Promega®), se limpidé con una
extraccion de fenol-CIA y una de CIA, se precipitd y se resuspendié en 20 yL de H,0

destilada estéril.
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6.11.4.2. Manipulacién del producto de PCR SpacC?’

El producto de PCR SpacC? ya purificado fue digerido también con la enzima de
restriccion BamHI. El ADN se purificé con una extraccién de fenol-CIA y una de CIA, se

precipitd y se resuspendié en 20 pL de H,O destilada estéril.

6.11.4.3. Clonacién del inserto SpacC?’ en el vector pAN52.1 previamente

tratado

Se llevéd a cabo la ligacion del producto de PCR SpacC?” con el vector pAN52.1
utilizando la ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Fermentas®). Se utilizd una proporciéon de

3.75 veces la cantidad de inserto por cantidad de vector. Condiciones utilizadas:

Concentracion Volumen final

REACTIVO recomendada (uL)

H204d esteril 8
Amortiguador (10X) 1X

Vector (40 ng/uL) 50 - 400 ng 3
Inserto (150 ng/pL) (ADN total) 3
PEG 4000 50% 5% 2
ADN ligasa T4 (5 u/pL) 1-5u 2
Volumen de reaccién 20

Se incubd de 12 a 24 horas a 22 °C. La mezcla se limpid con CIA, se precipitd y se
resuspendié en 10 pL de H,O destilada estéril; con ella se transformaron células de E.
coli. Transcurrido el tiempo de incubacion se seleccionaron al azar colonias
transformantes para la obtencién de minipreparaciones de ADN plasmidico, a las que se
les realizaron ensayos de restriccion con las enzimas de restriccion BamHI y HindIII
(Promega®), simultdneamente, y con la enzima Ncol. El resultado se visualizé en un gel
de agarosa al 0.7% (p/v).

La minipreparacion que liberé un fragmento de aproximadamente 760 pb (TtrpC)
con la doble digestion y en la que no corté la enzima Ncol fue tratada con ARNasa y
purificada por fenolizacién, para utilizarse como ADN molde en un PCR de SpacC? cuyas

condiciones fueron descritas anteriormente. El producto de PCR resultante fue purificado
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y su secuencia de nucledtidos comprobada. Posteriormente, se llevd a cabo la obtencion
de ADN plasmidico a gran escala a partir de la colonia correspondiente, mediante el
método de megapreparaciones descrito anteriormente. El vector resultante fue designado
como pSpacC-A.

6.11.4.4. Amplificacién del promotor Pgpd con el fragmento SpacC?’ a partir del

vector pSpacC-A

6.11.4.4.1. Diseino de cebadores

Se obtuvo la secuencia del pldsmido pAN52.1N contenida en la base de datos de
GenBank con numero de acceso Z32697.1 y se disefié un cebador a partir del par de
bases nimero uno, que corresponde al inicio del promotor del gen gpd de Aspergillus

nidulans. El cebador resultante fue el siguiente:
Cebador 5 5’GATGAATTCACAGAGGCCAGAGCATCAC3’

Este cebador lleva un sitio de corte para la enzima EcoRI, seguido por el par de
bases nimero uno de la secuencia de nucledtidos del plasmido pAN52.1N.

El cebador reverso utilizado para esta reaccién de PCR fue el mismo que se utilizé
en la amplificacién del fragmento SpacC?’ (Cebador 2), de manera que el producto
resultante de PCR quedara delimitado por el inicio del promotor Pgpd y el par de bases
1764 de la secuencia del gen pacC de A. chrysogenum, flanqueado por los sitios de corte
EcoRI y BamHI.

6.11.4.4.2. Condiciones para la reaccion de PCR

Se prepararon cuatro reacciones en tubos estériles de 200 pL, de la misma manera

en que se describidé en el apartado 6.9.2. Condiciones del termociclador:
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TEMPERATURA TIEMPO

CICLOS
1 Desnaturalizacién 94 oC 5
Desnaturalizacién 94 oC 30"
30 Hibridacion 65 °C 45"
Polimerizacion 72 °oC 3'30"
1 Polimerizacidén 72 0C 8’

El producto de PCR se visualizd en un gel de agarosa al 0.7% (p/v). Se purificé la
banda de interés y se determind su secuencia de nucledtidos. Los resultados se
procesaron con el programa Segman para compararlos con la secuencia original del

promotor Pgpd de A. nidulans y del gen pacC de A. chrysogenum.

6.11.4.5. Clonacion del producto de PCR Pgpd-SpacC?” en el plasmido pLXTtrpC

6.11.4.5.1. Manipulacion del plasmido pLXTtrpC

Se tomaron 10 pg del plasmido pLXTtrpC y se digirieron con la endonucleasa de
restriccion EcoRI. Se purifico la reaccidon y el resultado se visualizd en un gel de agarosa
al 0.7% (p/v). Posteriormente, se digirié el ADN resultante con la enzima BamHI. La
mezcla de reaccion se purificd y se visualizd en un gel de agarosa. Para comprobar que se
llevé a cabo la digestion del vector con ambas enzimas, se recircularizé el vector tratado

con las enzimas y se transformé en células de E. coli.

6.11.4.5.2. Manipulacion del producto de PCR Pgpd-SpacC?’

El producto de PCR Pgpd-SpacC? ya purificado fue digerido con la enzima de
restriccidon EcoRI. La mezcla se purificé y posteriormente se digirio con BamHI. Se limpid

la reaccién y el resultado se visualizdé en un gel de agarosa al 0.7% (p/v).

6.11.4.5.3. Ligacion del inserto Pgpd-SpacC?” en el vector pLXTtrpC

Se utilizé la ADN ligasa del bacteriéfago T4 y una proporcion de 5.3 veces la

cantidad de inserto por cantidad de vector, con las siguientes condiciones de reaccién:
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Concentracion Volumen final

REACTIVO recomendada (upL)
HoOadestert | =mmmmmeeeeeee- 11
Amortiguador (10X) 1X 2
Vector (150 ng/pL) 50 - 400 ng 1
Inserto (200 ng/pL) (ADN total) 4
ADN ligasa T4 (5 u/pL) 1-5u 2
Volumen de reaccién 20

Se limpid la mezcla de ligacién con CIA, se precipitd y se resuspendié en 10 L de
H,O destilada estéril, con ella se transformaron células de E. coli. Transcurrido el tiempo
de incubacién se seleccionaron al azar colonias transformantes para la obtencién de
minipreparaciones de ADN plasmidico a las que se les realizaron ensayos de digestiéon con
las enzimas BamHI, EcoRI y con ambas simultaneamente. Por otro lado, también se
realizé una digestion doble con BamHI y Xbal. Los resultados se visualizaron en un gel de
agarosa al 0.7% (p/v).

Posteriormente, se selecciond al azar una de las colonias que comprobaron tener el
vector de interés y se le realizé la extraccion de ADN plasmidico a gran escala. El vector
resultante fue designado como pSpacC?, del cual se determind su secuencia parcial de

nucledtidos, para comprobar la integridad del marco de lectura.

6.12. Transformacion de A. chrysogenum ATCC 11550

6.12.1. Crecimiento del micelio

Se inocularon 50 mL de medio CCM con el micelio procedente de tres placas de
medio LPE o CCM-agar, incubadas previamente durante seis dias a 28 °C. El cultivo se
incubé a 25 °C durante 20 horas, con 250 rpm de agitacion orbital. Transcurrido el
tiempo de incubacidon se recogid el micelio por centrifugacion a 4000 rpm durante 8
minutos y se decantd el sobrenadante; el precipitado se lavé con 100 mL de NaCl al 0.9%

(p/V) y se recuperd el micelio de la misma manera.
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6.12.2. Obtenciéon de protoplastos

Se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Queener et al. (1985). Se resuspendio el
micelio en 50 mL de TPC!! suplementado con ditiotreitol (DTT) 0.1 M, y se incubd durante
2 horas a 28 °C con agitacion de 250 rpm. La incubacion con DTT se realizé para reducir
las uniones disulfuro de los componentes de la pared celular y facilitar el proceso de
liberacion de protoplastos. En seguida se recogid el micelio correspondiente a 15 mL de
cultivo por centrifugacion a 4000 rpm durante 8 minutos y se resuspendié en 4 mL de
TPC.

En otros 4 mL de TPC se disolvieron 160 mg de Driselase® (concentracion final 20
mg/mL) y se centrifugaron durante un minuto a 4000 rpm, el sobrenadante obtenido se
adiciond al micelio previamente resuspendido en TPC. La mezcla obtenida se colocé en un
matraz de 250 mL y se incubd durante el tiempo necesario para la liberacién de
protoplastos (no mas de 5 horas) a 28 °C con agitacién orbital de 100 rpm. Se observé la
liberacion de protoplastos en un microscopio de contraste de fases a 400 aumentos, con
intervalos de una hora.

Una vez observada la liberacion de protoplastos en la proporciéon adecuada, se filtrd
la suspension protoplastos/restos de micelio a través de una membrana de nylon de 30
um de diametro de poro (Nytal, Suiza) previamente colocada sobre un embudo (todo ello
esterilizado), con el fin de separar los protoplastos de los restos de micelio. En seguida se
recuperaron los protoplastos por centrifugacion a 2500 rpm durante 4 minutos a
temperatura ambiente. El agregado celular obtenido se lavdé con 5 mL de NaCl 0.8 M,
recuperandose por centrifugacion en las condiciones mencionadas anteriormente; el
lavado con NaCl se repitio tres veces consecutivas. Luego se lavo el agregado celular con
5 mL de amortiguador NCM!? y se centrifugdé de la misma manera. Los protoplastos se
resuspendieron en NCM a una concentraciéon de 1 x 10® protoplastos/mL
(aproximadamente 5 veces el volumen del precipitado) y se afiadio 1/10 del volumen
total de amortiguador CCM*3, Se mezclé suavemente y se mantuvo esta suspensién de

protoplastos en hielo hasta el momento de la transformacion.

" rpc NaCl 0.8 M, amortiguador fosfato potasico 50 mM pH 7, después de esterilizar, afiadir MgS0O4 0.02 M.
2 Amortiguador NCM NaCl 0.8 M, CaCl, 50 mM, MOPS 10 mM pH 7.
13 Amortiguador CCM CaCl, 50 mM, MOPS 10 mM pH 7, PEG 8000 18% (p/v).
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6.12.3. Transformacion

El procedimiento de transformacion también fue descrito por Queener et al. (1985).
Se mezclaron 100 pL de la suspension de protoplastos con 10 pg de ADN plasmidico:
pSpacC?’, pPpacC?’ y pLXTtrpC (control), por separado, en el fondo de tres tubos de 1.5
mL. Se homogeneizaron las mezclas por inversiéon y se mantuvieron en hielo durante 20
minutos. Posteriormente, se afiadieron a cada tubo 500 pL de amortiguador CCM, se
mezclaron y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 20 minutos mas. Luego se
agregaron 600 pL de amortiguador NCM a cada tubo para disolver el polietilenglicol
presente en el amortiguador CCM. Se mantuvo la mezcla de transformacion a

temperatura ambiente hasta el momento del plaqueo.

6.12.4. Plaqueo

Se prepararon las bases de las placas de transformacion, extendiendo 5 mL de
medio TSAS con fleomicina en concentracion final de 10 ug/mL, de acuerdo a lo reportado
por Cuadra (2008), en cajas de Petri de 60 mm de diametro. Una vez que el medio se
encontraba a la emperatura adecuada (aproximadamente 48 ©°C), sin que empezara la
solidificacion del mismo, se plaquearon las mezclas de transformacion junto con el medio
en forma de cobertera. Para ello, y para cada placa, se agregaron a un tubo estéril de 15
mL 300 pL de mezcla de transformacion y 5 mL de medio TSAS con fleomicina (10
pMg/mL). Rapidamente se homogeneizd cada mezcla y se extendid sobre las placas de
transformacion previamente preparadas. Se dejaron solidificar y se incubaron a 28 °C
durante siete dias. Para los controles positivo y negativo solamente se plaquearon 100 uL
de la suspension de protoplastos en medio TSAS sin fleomicina y 100 yL de protoplastos
en medio TSAS con fleomicina, respectivamente.

Las colonias transformantes que aparecieron durante el tiempo de incubacion fueron
resembradas por puncidon en placas de medio TSAS con el doble de la concentracién
utilizada de fleomicina (20 ug/mL), la resiembra se realizd dos veces para asegurar que
las colonias obtenidas se trataran de verdaderas transformantes (expresando la

resistencia a fleomicina) y eliminar la posibilidad de haber obtenido heterocariontes.

57



6.13. Comprobacion por PCR de la integracion de los vectores en las cepas

transformantes

Se obtuvo el ADN total de las cepas transformantes, como se describié en la seccion
6.6. Posteriormente, se llevaron a cabo reacciones de PCR a partir del ADN obtenido de
las cepas transformantes para comprobar la integracion de los vectores en ellas,
utilizando en este caso la polimerasa termoestable Tag proveniente de Thermus
aquaticus.

En el caso de las cepas con el plasmido pSpacC?’ se utilizd el cebador 5 descrito
anteriormente y se disefid otro cebador reverso para acotar la region final del terminador
TtrpC, de manera que el producto de PCR abarcara todo el cassette de expresién de la
mutacién (promotor PgpdA, SpacC?’ y terminador TtrpC). El cebador disefiado fue el
siguiente:

Cebador 6 5'CGTTCTAGAAAGAAGGATTACCTCT3'

Para el caso de las colonias transformantes con los vectores pPpacC?’ y pLXTtrpC se
amplificd Unicamente la regidn correspondiente al terminador TtrpC. Aunque por
cuestiones de tiempo no fue posible el disefio y adquisicion de un cebador F para acotar el
inicio de la region terminadora, se utilizé Unicamente el cebador 6 y se intentd controlar
el tamano del producto de PCR manipulando el tiempo de elongacién. Las condiciones

para las reacciones fueron las siguientes:

PpacC?
yppLI:(TtrpC pSpacC*
REACTIVO Concentraci6n Volumen final (pL)
recomendada
HoOdgestert |  =-==mmmmeeee- 315 29
Amortiguador (10X) 1X 5 5
MgSO0, (25 mM) 2.5 mM 5 5
Mezcla de dNTP’s (10 mM) 200 uM 1 1
Cebador F (20 pM) iuyM | e 2.5
Cebador R (20 uM) 1uM 2.5 2.5
ADN molde (=25 ng/uL) 100 ng 4 4
Taqg polimerasa (1 u/pL) 1U 1 1
Volumen de reaccién 50 50
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Condiciones de operacién del termociclador:

pPpacC?
pSpacC?’
Yy PLXTtrpC

CICLOS Proceso Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo

1 Desnaturalizacidon 94 oC 5’ 94 oC 5’

Desnaturalizacién 94 oC 30" 94 oC 30"

30 Hibridacién 52 oC 1’ 58 °C 1’
Polimerizacion 72 °C 45" 72 °C 4'10"”

1 Polimerizacion 72 °C 8’ 72 °C 8’

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1%

6.14. Evaluacion del efecto de la mutacion de mimetismo alcalino sobre la

produccion de antibioticos beta-lactamicos en A. chrysogenum ATCC 11550

6.14.1. Fermentacion en cilindros de agar en medio complejo MCFA

De cada una de las transformantes obtenidas con los vectores pSpacC?’, pPpacC?’ y
pLXTtrpC, se selecciond una colonia de aproximadamente el mismo diametro y se disolvio
con ayuda de un palillo estéril en 100 pL de NaCl 0.9% (p/v). Se tomaron 2 uL de cada
una de las suspensiones resultantes y se inocularon sobre la superficie de cilindros de
agar de medio MCFA obtenidos con ayuda de un sacabocados de 6 mm de didmetro
interno. Los cilindros inoculados se colocaron en cajas de Petri de 60 mm de diametro y
se incubaron a 25°C durante 24, 48, 72, 96 y 120 horas. El experimento se realizé con 4

repeticiones para cada una de las cepas transformantes, incluyendo la cepa parental.

6.14.2. Determinacion de la concentracion de antibioticos beta-lactamicos por
bioensayo de actividad antibiotica frente a E. coli ESS2231

6.14.2.1. Preparacion de las placas de bioensayo

Por cada placa, se mezclaron 15 mL de una solucidon de células de E. coli ESS2231
D.0.g00 = 1.0 (en NaCl 0.9%) a 220 mL de medio TSB 1% mantenido a 48 °C y se
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vertieron en placas estériles para bioensayo de 9 x 9 pulgadas. Una vez solidificadas las
placas, se realizaron perforaciones de 6 mm de didmetro con ayuda de un sacabocados
estéril para depositar en ellos 60 pyL de las respectivas soluciones estandar de CPC y de
las muestras del caldo de cultivo con o sin dilucién, en el caso de fermentaciones en
medio liquido. En el caso de los bioensayos con cilindros de agar, éstos simplemente

fueron dispuestos en la superficie de la placa de bioensayo.

6.14.2.2. Preparacion de la curva de calibracion

Se prepard una solucién stock de 500 ug/mL a partir de una soluciéon de 1 mg/mL
de cefalosporina C, sal de zinc (Sigma®), disuelta previamente en EDTA 10 mM. A partir
de la solucion stock se prepararon las soluciones estandares, con 1.0, 2.5, 5, 10, 25y 50

pMg/mL. La solucion stock y los estandares se prepararon con agua destilada estéril.

6.14.2.3. Determinacion de antibioticos beta-lactamicos

Al término del tiempo de fermentacion, se colocaron con ayuda de un palillo estéril
los cilindros de agar sobre la superficie del medio en las placas de bioensayo, de manera
equidistante. Los estandares de CPC se colocaron dentro de los pozos previamente
elaborados. En el caso de fermentaciones en medio liquido, se depositaron las muestras
dentro de sus respectivos pozos. Las determinaciones, en cada caso, se hicieron por
triplicado.

Se dejaron reposar las placas durante una hora a 4 °C, para permitir la difusion del
antibidtico a través del medio. Posteriormente se incubaron a 37 °C durante 12 - 15
horas.

Al término de la incubacién se midieron los didmetros de los halos de inhibicion y los
datos obtenidos se interpolaron en la curva patron obtenida de cada placa, que relaciona
directamente el logaritmo de la concentracion de antibidticos beta-lactamicos con el

didmetro del halo de inhibicién.
6.14.3. Fermentacion en medio liquido complejo MCFA
Para cada transformante, se prepard un inéculo primario, como se especificd en la

seccién 6.4.2.3. Pasado el tiempo de incubacién, se tomaron 5 mL del inéculo primario y
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se agregaron a 45 mL de medio liquido MCFA contenidos en un matraz de 250 mL con
triple indentancion, incubandose nuevamente a 28 ©°C durante 24, 48, 72, 96 y 120
horas, con agitacion orbital de 250 rpm. El experimento se llevd a cabo por duplicado.

Al término del tiempo de fermentaciéon, se determind la concentracion de
antibidticos beta-lactamicos presentes en el caldo de cultivo, como se especificd en la
seccién 6.13.2. También se determind el pH y la cantidad de biomasa, con el objetivo de
poder expresar la concentracién de antibidticos beta-lactdmicos en términos de
produccion especifica. Para ello, las muestras se filtraron a través de una membrana de
nylon de 30 uym de didmetro de poro, el extracto se colectd y se utilizd para medir
inmediatamente el pH y la concentracién de antibidticos. La biomasa se lavd tres veces
con 10 mL de agua destilada estéril, se recuperd con ayuda de vacio en un filtro de papel
Whatman® No. 4, previamente pesado, y se lavd con 10 mL de acetona para finalmente

llevar el papel de filtro hasta peso constante durante 24 horas a 60 °C.

6.14.4. Fermentacion en medio liquido definido MDFAM/MES

Fue necesario realizar una fermentacién en un medio amortiguado a pH acido, por lo
que se utilizé el medio MDFAM/MES ajustado a pH 5.0. Para cada transformante, se
tomaron 50 mL de indculo primario y se filtraron a través de una membrana de nylon de
30 ym de diametro de poro, estéril. El micelio obtenido se lavd dos veces con un volumen
de solucidn fisioldgica estéril. Con ayuda de una punta de 5 mL cortada se tomaron 5 mL
del micelio lavado y se agregaron a 45 mL de medio liquido MDFAM/MES contenidos en
un matraz de 250 mL con triple indentancion. Se incubaron a 28 °C con agitacién orbital
de 250 rpm y se tomaron muestras por duplicado a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas de
fermentacién.

Cada muestra se filtro a través de una capa de fibra de vidrio estéril colocada en el
fondo de un tubo Eppendorf® de 1.5 mL perforado, previamente pesado y depositado al
mismo tiempo dentro de otro tubo sin perforar. Los caldos de fermentacidon se
recuperaron al centrifugar los sistemas de filtracién durante 10 segundos a 14000 rpm e
inmediatamente se les determind el pH con ayuda de tiras indicadoras y la concentracién
de antibidticos beta-lactdmicos mediante bioensayo. La biomasa se determind mediante
el peso seco, al llevar a peso constante durante 24 horas a 60 °C los sistemas de

filtracion con el micelio retenido en ellos.
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6.15. Comprobacion de expresion de la mutacion de mimetismo alcalino por RT-
PCR

6.15.1. Obtencion de ARN total de A. chrysogenum

Para la obtencidon de ARN se utilizd la técnica del Trizol, descrita por Sambrook y
Rusell (2001). Para ello, se incubaron las cepas transformantes que presentaron mayor
produccion de antibidticos beta-lactdmicos, la cepa parental y una cepa con el plasmido
control, en las condiciones y tiempo en las que se obtuvo la mejor produccion.

Al término del tiempo de incubacion se recogid el micelio por filtracién a través de
filtros de nylon estériles de 30 um de didmetro de poro y se lavd con un volumen de NaCl
al 0.9% (p/v) estéril. Inmediatamente se congelé el micelio en nitrogeno liquido y se
guard6 a -70 °C hasta su uso. El micelio congelado se maceré en morteros de porcelana
previamente enfriados a -70 °C, agregando nitrégeno liquido constantemente.

Sin dejar que la muestra se descongelara, se tomaron, con ayuda de una espatula
fria y estéril, aproximadamente 500 pL de volumen de micelio macerado, depositandose
en tubos Eppendorf® estériles de 1.5 mL. Se agregé 1 mL de Trizol® a cada muestra y se
homogeneizaron vigorosamente en vortex. Se dejaron reposar durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se agregaron 200 pL de cloroformo. Se mezclaron
vigorosamente durante otros 15 segundos y se incubaron a temperatura ambiente
durante 3 minutos. Luego se centrifugaron a 4 °C y 14000 rpm (= 15300 x g) durante 15
minutos y se transfirid la fase acuosa (superior) a otros tubos estériles.

El ARN presente en la fase acuosa se precipité con 500 uL de isopropanol, se mezcld
por inversion y se almacendé a -20 ©°C durante toda la noche. Posteriormente, se
centrifugd a 4 °C y 14000 rpm (= 15300 x g) durante 30 minutos. Se descarto el
sobrenadante y se lavd el precipitado con 1 mL de etanol al 70% (v/v). Se centrifugd a 4
OC y 8000 rpm (= 5000 x g) durante 5 minutos, se desechd el sobrenadante y el
precipitado se dejé secar brevemente a temperatura ambiente durante 5 -10 minutos. El
ARN se resuspendié en 20 pL de H,O destilada libre de ARNasas, y se colocé en bafio de
hielo durante 10 minutos; posteriormente se incubé a 65 °C durante 10 minutos, con

agitacién constante. El ARN se cuantificé como se indicé en el apartado 6.8.
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6.15.1.1. Consideraciones generales para la extraccion y manejo de ARN

El material de porcelana (morteros y pistilos), el material de vidrio (matraces y
frascos para soluciones) y el material metalico (espatulas y pinzas) se limpiaron primero
con etanol y luego con cloroformo, luego se envolvieron en papel de aluminio y se
esterilizaron dos veces en autoclave, después se esterilizaron por calor seco a 300 °C
durante al menos 3 horas. El material de plastico (puntas para pipetas, tubos Eppendorf®,
tubos para PCR, etc.) se esterilizaron dos veces en autoclave y se hornearon a 300 °C
durante al menos 3 horas.

La mesa de trabajo y las pipetas se limpiaron primero con SDS al 1% (p/v) y luego
con etanol y cloroformo. Durante la extraccién de ARN se mantuvieron las espatulas,
pinzas, morteros y pistilos lo mas frios posible.

El H,O destilada necesaria para preparar soluciones que la requirieron, asi como
para resuspender el ARN, fue tratada primero con DEPC*, con el fin de inactivar posibles
ARNasas, y se esterilizé dos veces en autoclave para eliminar completamente el DEPC.

En todo momento se trabajé con guantes de latex nuevos.

6.15.2. Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes de agarosa con

formaldehido

Para que la movilidad electroforética del ARN fuera dependiente de su tamano fue
necesario desnaturalizar sus estructuras secundarias con formaldehido, por lo que los
geles de electroforesis se prepararon de la siguiente manera: agarosa 1.2% (p/v),
amortiguador MAE 1X y formaldehido 5.5 % (v/v). Primero se disolvid la agarosa en H,0
DEPC por calentamiento con microondas, después de dejé enfriar a aproximadamente 50
°C y se agregd el amortiguador MAE 10X y el formaldehido 37% (se trabajé en
campana de extraccion), luego se vertié sobre la camara de electroforesis previamente
lavada con SDS 1% y enjuagada con H,0 DEPC.

Después de que el gel solidificd, se colocd la cdmara de electroforesis con el gel en
el tanque previamente lavado con SDS 1% y enjuagado con H,O DEPC. Se agregd

amortiguador MAE 1X al tanque y se cargaron las muestras previamente preparadas en

14 Tratamiento con DEPC (Dietilpirocarbonato): Se agreg6 0.1 % (v/v) de DEPC a la solucién a tratar (a
excepcion de las que lleven Tris-HCI), se mezcld por agitacion con una barra magnética durante toda la noche a
37° C.

15 Amortiguador MAE 10X: MAE 10x: MOPS 0.2 M, acetato de sodio 50 mM, EDTA 10 mM. Se ajusté a pH
7.0. Se esterilizo por filtracién y se guardé protegido de la luz a 4°C.
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amortiguador de carga para ARN 1X!® y calentadas a 55 °C durante 5 minutos;
posteriormente, se aplicé un voltaje de 10 V/cm de gel durante 45 - 90 minutos. Los

geles se fotografiaron en un equipo de fotodocumentacion Gel Doc II (Bio-Rad).

6.15.3. Tratamiento del ARN con ADNasa I

Después de haber extraido el ARN, fue necesario eliminar el ADN contaminante,
para evitar la posible interferencia de éste ultimo en las técnicas siguientes. Para esto se
utilizé la endonucleasa ADNasa I (Promega®), que degrada tanto el ADN de doble cadena
como el de cadena sencilla (Moore, 1981). Las condiciones de reacciéon fueron las

siguientes:

Concentracion Volumen final
REACTIVO
recomendada (uL)

H2Odgpepc | mmmmmmmmmeeee- 2
Amortiguador (10X) 1X 5
ADN 5’ fosforilado (1 pg/mL) 10 ug 40
DNAsa I (1 u/pL) 1 u/ug ARN 5
Volumen de reaccién 50

Se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se detuvo la
reaccion agregandole 5 pL de la solucion RQ1 Dnase Stop provista junto con la enzima vy
el amortiguador, o bien se elimind la enzima mediante una extraccién con fenol-
cloroformo y el ARN se precipitd con etanol absoluto frio y acetato de sodio 3 M pH 5.2.

Finalmente, se resuspendié en 10 pyL de H,O libre de ARNasas.

6.15.4. Reaccion de PCR a partir de ADN obtenido por transcripcion reversa de
ARNm (RT-PCR)

Para comprobar la expresién de la mutacién en las cepas que mostraron mayor

produccion de antibidticos beta-lactamicos fue necesario realizar una reaccién de RT-PCR

16 Tampén de carga para ARN 1.25X: Para preparar 4 mL se mezclaron 2.2 mL de formamida desionizada,
0.8 mL de formaldehido 37%, 0.5 mL de MAE 10x, 0.4 mL de glicerol al 80% (v/v), 0.1 mL de azul de
bromofenol al 2% (p/v) y 20 pL de bromuro de etidio 0.1% (p/v). Se almacené a -20°C.

64



con unos cebadores disefados especificamente para amplificar un segmento del gen
mutado a partir de ADN sintetizado por transcripcidn reversa in vitro.

El cebador F se disefié a partir de una region del gen pacC, aproximadamente 130
pb rio abajo del codén de inicio. El cebador R se diseiié a partir del par de bases numero
24 perteneciente al terminador TtrpC en direccién 5° — 3’, con la hipdtesis de que esta
region se transcribe junto con el gen y se conserva aun en el ARNm. Solamente se
amplificaria un producto de PCR con estos cebadores si las cepas expresan la mutacion

integrada con sus respectivos vectores. Los cebadores disefiados fueron los siguientes:

Cebador 7 5'CCTGTAACCAGAAGTTTCCC3'
Cebador 8 5'GATTTCAGTAACGTTAAGTGGATC3’

La figura 7 esquematiza el disefio de cebadores para la comprobaciéon de la

expresion de la mutacion por RT-PCR a partir de ARN total de las cepas analizadas.

1 130 471 ag95 1600 bp
5
Promoto pach:" TirpeC
Cebadaor 7 —
Cehador 8 —

Fig. 7. Disefo de cebadores para la reaccion de RT-PCR

Las reacciones se llevaron a cabo utilizando el kit One Step RT-PCR de Quiagen®, el
cual permite realizar, en un solo tubo para cada muestra, las reacciones de transcripcion
reversa utilizando dos transcriptasas provenientes del virus de la leucemia murina de
Moloney (MMLV) y del virus de la mieloblastosis aviar (AMV). Posteriormente las
transcriptasas se inactivan, al mismo tiempo que se activa la actividad “HotStar" de una
ADN polimerasa (Taqg) recombinante, encargada de llevar a cabo la amplificacién de los
productos de PCR a partir del ADN recién sintetizado mediante transcripcidén reversa. Las

condiciones de las reacciones fueron las siguientes:
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Concentracion Volumen

REACTIVO recomendada final (pL)
H20 Libre de ARNasass | =mmmmmmmmmeme- 29
Amortiguador (5X) 1X 10
Mezcla de dNTP’s (10 mM) 400 uM 2
Cebador F (10 pM) 0.6 uM 3
Cebador R (10 uM) 0.6 uM 3
ARN molde (=20 ng/pL) 100 ng 4
Mezcla de enzimas 2 uL 2
Volumen de reaccién 50

Condiciones de operacién del termociclador:

TEMPERATURA TIEMPO
CICLOS
Transcripcidn reversa 50 °oC 30’
Inactivacién de las transcriptasas y
o ) 95 oC 15’
activacion de la polimerasa.

Desnaturalizacién 94 oC 1”
30 Hibridacidn 60 °C 45"
Polimerizacion 72 °oC 1’

1 Polimerizacion 72 °C 8’

También se llevaron a cabo reacciones de PCR a partir del ARN tratado con ADNasa
como control negativo de las reacciones de RT-PCR, para lo cual se utilizé la enzima Tag
polimerasa, los cebadores del RT-PCR y las mismas condiciones del termociclador. Los

resultados se visualizaron en geles de agarosa al 1% (p/v).
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7. RESULTADOS
7.1. Obtencion de ADN total de A. chrysogenum
La figura 8 muestra el resultado de la extraccion de ADN total de A. chrysogenum

ATCC 11550 (cepa silvestre), visualizado en un gel de agarosa al 0.7% (p/v). Las bandas

correspondientes al ADN tienen un tamafio similar al del ADN del fago lambda del carril 1.

Fig. 8. ADN del fago lambda (1). Dilucién 1/50 del ADN total de A. chrysogenum ATCC 11550 (2)

7.2. Amplificacion de los fragmentos SpacC?” y PpacC?” por PCR

Fig. 9. A) PCR del fragmento SpacC?, de 975 pares de bases. B) PCR del fragmento PpacC?, de 1776 pb. Geles
de agarosa al 0.7 % (p/v).

En la figura 9 se muestran los resultados para la amplificacion por PCR de los
fragmentos SpacC?’ (A) y PpacC?’ (B), en los cuales se amplificaron las bandas

correspondientes a los productos esperados, de 975 y 1776 pb, respectivamente.
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7.3. Construccion del vector de expresion para el gen pacC modificado utilizando

su propio promotor

7.3.1. Ligacion del inserto PpacC?” en el vector pLXTtrpC-EcoRI

Se realizé la ligacién del fragmento PpacC?” en el vector pLXTtrpC, digeridos ambos
solamente con la enzima EcoRI. Fue necesario desfosforilar el vector con fosfatasa
alcalina para disminuir las probabilidades de que se recircularizara el vector sin el inserto
durante la reaccion de ligacion. En la figura 10 se observa el resultado de la digestion con
la endonucleasa BamHI del ADN de minipreparaciones obtenidas de colonias
transformantes con la ligacidn PpacC?” en el vector pLXTtrpC. Se puede observar que
solamente las colonias 3 y 5 liberan una banda de 1500 pb (correspondiente a la mayor
parte del gen pacC y su promotor) y otra de 5900 pb, lo que indica que tales colonias
poseen el inserto de interés en la direccidn correcta. Mientras que, las colonias 1, 7, 9 y
10 liberan una banda de =7100 (correspondiente a la mayor parte del vector con el
inserto) y otra de =300, lo que indicaria que también poseen el inserto, pero en la
orientacién contraria. Las colonias 2, 4, 6, 8, 11, 12, 13, y 14 no contienen el inserto, lo
que indica que en tales casos el vector fue capaz de recircularizarse (probablemente

debido a que la fosfatasa alcalina no llevd a cabo su actividad por completo).

6000 pb

—
5000 pb

1500 pb

Fig. 10. Digestiones con la endonucleasa BamHI del ADN de minipreparaciones obtenidas de colonias
transformadas con la ligacion PpacC?” en el vector pLXTtrpC.
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En la figura 11 se muestra el resultado de la digestion con EcoRI (a) y BamHI (b)
del ADN de las minipreparaciones obtenidas a partir de las colonias 2, 3 y 5. La digestion
con EcoRI, para las colonias 3 y 5, libera una banda de aproximadamente 1770 pb
correspondiente al fragmento Ppac?’ y otra banda de 5600 pb correspondiente al vector,

comprobandose asi que dichas colonias contienen el plasmido de interés.

<= 6000 pb

<« 2000 pb
<= 1500 pb

Fig. 11. Digestiones con EcoRI (a) y BamHI (b) del ADN de minipreparaciones obtenidas de las colonias 2, 3y 5,

transformadas con la ligacién PpacC? en el vector pLXTtrpC.

El plasmido obtenido se designé pPpacC?’ y su mapa de restriccidon se representa en

la figura 12.

Xbal BamHI

Cm® pPpacC?7

7.4 Kb
BamHI

Kpnl
HinDIlI

EcoRV

Ncol

Figura 12. Mapa de restriccién del plasmido pPpacC?.
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7.4. Construccion del vector de expresion para el gen pacC modificado utilizando

un promotor de expresion constitutiva

7.4.1. Tratamiento del vector pAN52.1 digerido con la endonucleasa Ncol con el

fragmento Klenow

Se utiliz el pldsmido pAN52.1 con la finalidad de fusionar el fragmento SpacC?” con
el promotor constitutivo PgpdA contenido en el vector. Una vez que fue digerido el
plasmido con la enzima Ncol, fue tratado con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I
de E. coli, con la finalidad de rellenar con nucledtidos complementarios los extremos
cohesivos resultantes de la digestion, dejando ambos extremos romos. Con este
tratamiento se esperaba que el extremo 3’ del promotor finalizara justo después del
coddn de inicio (ATG, incluido en el sitio de corte de la enzima Ncol) hacia el extremo 3/,
para fusionarse luego con el fragmento SpacC?’ (el cual comienza en su extremo 5’
justamente con el segundo coddn de la secuencia codificante del gen pacC, con lo que se
evitaria una repeticién ATGATG).

Fue necesario comprobar que el tratamiento con el fragmento Klenow hubiera
funcionado adecuadamente, por lo que se recircularizé el vector tratado y se transformo
en células de E. coli. En la figura 13 se observa que al digerir con Ncol diferentes
minipreparaciones obtenidas de colonias transformantes éstas no se linearizan, indicando
que efectivamente se rellenaron los extremos cohesivos que quedaron de la digestion con
Ncol y que al ligarse los extremos romos resultantes se perdié el sitio de corte para la
enzima.

En la parte de abajo de la figura 13 se observa el resultado de la digestion con la
misma enzima del ADN de minipreparaciones obtenidas de transformantes con el vector
digerido Unicamente con Ncol y recircularizado, en el cual todas las muestras se

linearizaron de nuevo, como era de esperarse.
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6000 pb
—

Fig. 13. Digestiones con la endonucleasa Ncol del ADN de minipreparaciones obtenidas de colonias
transformantes con el pAN52.1 tratado con Ncol y rellenado con el fragmento Klenow (arriba), y con
minipreparaciones del plasmido tratado no Ncol y recircularizado (abajo).

7.4.2. Ligacién del inserto SpacC?’ en el vector pAN52.1-NcoI-rellenado con

Klenow

El vector, previamente tratado con Ncol y el fragmento Klenow, fue digerido con la
enzima BamHI para generar un extremo 5’ cohesivo correspondiente al terminador TtrpC
y de esta manera poder direccionar la clonacién del fragmento SpacC?’ en el vector.
Posteriormente, para confirmar que el gen fue clonado en el vector, se realizaron
digestiones dobles con BamHI y HindIII del ADN de minipreparaciones de ADN plasmidico
obtenidas de transformantes con la ligacién. En la figura 14-A se observa que solamente
la colonia 3 poseia el inserto de interés de 970 pb, ya que la digestion con BamHI vy
HindIII liber6 una banda de = 6000 pb; mientras que, en el caso de las demas colonias se
liberé una banda de =~ 5000 pb, indicando que éstas ultimas poseen solamente el vector
recircularizado sin inserto. En todos los casos se liberd también una banda de =750 pb
coincidente con el tamafo del terminador TtrpC. En la figura 14-B se observa que al
digerir con Ncol el ADN de las mismas minipreparaciones no hay efecto de la enzima,
como estaba previsto que ocurriera. Es importante mencionar que no se esperaban
colonias transformantes con el vector recircularizado sin inserto, debido a que se trataba

de una clonacién direccionada (con un extremo romo y un extremo BamHI). Sin embargo,
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la presencia de colonias con el plasmido recircularizado, pero sin el sitio de corte Ncol,
indica que la digestion con la enzima BamHI no se llevo a cabo completamente.

En la figura 14-C se tiene el resultado de la digestion con Ncol, BamHI-HindIII y
BamHI de una megapreparacion de ADN plasmidico obtenida a partir de la colonia 3, con
el vector y el inserto de interés. La doble digestion con BamHI y HindIII libera un
fragmento de aproximadamente 760 pb, correspondiente al terminador TtrpC. Por su
parte, la digestién sencilla con BamHI lineariza el plasmido y confirma su tamafio de =
6700 pb. El plasmido obtenido se designd como pSpacC-A y su mapa se muestra en la

figura 15.

6000 pb
5000 pb

Fig. 14. Digestiones con BamHI-HindIII (A) y Ncol (B) del ADN de minipreparaciones obtenidas de
transformantes con la ligacién de SpacC?” en el vector pAN52.1-NcoI-Klenow. C) Digestiones con Ncol (1),
BamHI-HindIII (2) y BamHI (3) realizadas con una megapreparacion obtenida de la colonia 3; marcador de peso
molecular de 1 kb (Promega®) (4), y digestiéon con BamHI al plasmido pAN52.1 (5).

PgpdA

pSpacC-A

Pwull
HinDIll
Pstl

Xbal BamHI

Figura 15. Mapa de restriccion del plasmido pSpacC-A.
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La figura 16 muestra el resultado de la secuenciacidn parcial del plasmido pSpacC-
A, donde se comprueba la integridad exacta del marco de lectura, demostrando que éste

no fue alterado durante las distintas etapas de la construccion del vector.
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Fig. 16. Comprobacion de la integridad del marco de lectura en el pldsmido pSpacC?’

7.4.3. Amplificacion por PCR del promotor Pgpd con el fragmento SpacC?, a
partir del vector pSpacC-A

Un producto de PCR, abarcando desde el inicio del promotor hasta el término del
fragmento SpacC? (PgpdA-SpacC?’), se amplificé a partir del pldsmido pSpacC-A con la
finalidad de subclonarlo posteriormente en el vector pLXTtrpC para cambiar el marcador
de resistencia a ampicilina por el marcador de resistencia a cloranfenicol contenido en
éste Gltimo vector. Se obtuvo un producto de 3276 pb, correspondiente al promotor
PgpdA de 2301 pb fusionado con el fragmento SpacC?” de 971 pb. El resultado se ilustra

en la figura 17.
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Figura 17. PCR del promotor Pgpd con el fragmento SpacC?” (carril 3) y de sélo el fragmento SpacC?” (2)
obtenidos a partir del plasmido pSpacC-A

7.4.4. Ligacioén del inserto Pgpd-SpacC?” en el vector pLXTtrpC-EcoRI-BamHI

El producto de PCR Pgpd-SpacC? se subclond en el vector pLXTtrpC y se obtuvo
finalmente el plasmido pSpacC?’. En la figura 18-A se observa que la doble digestién con
BamHI y EcoRI del ADN de minipreparaciones obtenidas de colonias transformantes con
el pldsmido pSpacC?’ libera el inserto de 3276 pb, Gnicamente para las colonias 1, 2, 4, 9,
12y 14.

[REPISRY B Y Y T
3000 phammmp| e 8000 pb

750 pb

Sl St Gl St i S el
3000 pb s — -

Fig. 18. A) Digestién BamHI-EcoRI del ADN de minipreparaciones obtenidas de transformantes con la ligacién
Pgpd-SpacC?” en el vector pLXTtrpC. B) Digestidn Xbal-BamHI de las minipreparaciones obtenidas de las
colonias 1, 2, 4,9, 12y 14.
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Para corroborar que tales colonias contuvieran el inserto en la orientacion correcta,
se realizd una doble digestion Xbal y BamHI al ADN de las minipreparaciones
correspondientes. En la figura 18-B se observa que la digestion libera una banda de
aproximadamente 750 pb, confirmando que efectivamente las colonias 1, 2, 4,9, 12y 14
contienen el vector con el inserto orientado correctamente, como se infiere del mapa de

la figura 19.

Xbal BamHI

SpacC?”

CmR pSpacC??

8.9 Kb

PgpdA

EcoRlI
Kpnl EcoRV

HinDIlI

EcoRV

Ncol

Figura 19. Mapa de restriccion del plasmido pSpacC?’.
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7.5. Transformacion de A. chrysogenum ATCC 11550

7.5.1. Obtencion de protoplastos

Se observo la liberacion de protoplastos a partir de la primera hora de incubacion
con Driselase®, y a las tres horas se consiguié la mayor formacién de protoplastos, sin
presentarse todavia lisis celular. En la figura 20 se muestra una fotografia al microscopio

de contraste de fases de los protoplastos formados a las tres horas de incubacion.

Fig. 20. Protoplastos de A. chrysogenum ATCC 11550 a las 3 horas de incubacién con Driselase®. 400X.
7.5.2. Transformacion

Se obtuvieron 3 colonias transformantes para el plasmido pSpacC?’ (que contiene
un promotor constitutivo), 8 para el plasmido pPpacC?’ (que incluye el propio promotor
del gen pacC) y 3 para el plasmido control pLXTtrpC (sin inserto). La figura 21 muestra
las colonias obtenidas después de la doble resiembra en medio TSAS con 20 pg/mL de
fleomicina; a la izquierda se muestran los controles positivo y negativo de la

transformacion.

Fig. 21. Transformantes de A. chrysogenum WT. A) Control pLXTtrpC, B) pSpacC?, C) pPpacC?’, E) Control
positivo (protoplastos sin fleomicina), F) Control negativo (protoplastos con fleomicina).
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7.5.3. Comprobacion de la integracion de los vectores

Se obtuvo el ADN total de las 14 transformantes obtenidas y de la cepa silvestre, el
resultado se muestra en la figura 22-A. Para comprobar la integracion de los vectores en
las transformantes se realizaron reacciones de PCR, obteniéndose para las cepas P (con el
plasmido pPpacC?’) y X (pLXTrpC control) una banda de aproximadamente 700 pb
(correspondiente al terminador TtrpC contenido en los vectores). En el caso de las cepas
S (pSpacC?’) se obtuvo una banda de aproximadamente 4 kb, que corresponde al
cassette de expresion de la mutacion (desde el inicio del promotor PgpdA hasta el fin del
terminador TtrpC). Con el ADN de la cepa silvestre no se consiguié amplificacién de
ningun fragmento en las mismas condiciones de PCR. El resultado se observa en la figura
22-B.

Fig. 22. A) obtencidn de ADN total de las cepas transformantes y de la cepa silvestre. B) PCR del terminador
TtrpC para las cepas P, X y parental, y del cassette de expresion de la mutacion en las cepas S.
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7.6. Evaluacion del efecto de la mutacion de mimetismo alcalino sobre la
producciéon de antibiéticos beta-lactamicos

7.6.1. Fermentacion en cilindros de agar

La grafica de la figura 23 muestra las cinéticas de produccién de antibidticos beta-

lactamicos en cilindros de agar, para cada una de las cepas transformantes y para la cepa
sin transformar.

Cinéticas de produccion de antibidticos beta-lactamicos en cilindros de agar de
medio complejo MCFA

g0

a0

W24 h
48 h

72h
I [ 9 h
=120 h
| I ]
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[ ‘ 11
_ - . 1 I
= i . I
= i | - e | = m | i
F7 P8 S1 s2  S3

Pl P2 P3I P4 PS5 P

MgfmL

Cepas

Fig. 23. Resultados de la fermentacidn en cilindros de agar. Los resultados se expresan en produccidn
volumeétrica. Las barras de error indican la desviacidon estandar. Las letras P, S y X representan las cepas

tranformantes con los plasmidos pPpacC?, pSpacC?’ y pLXTtrpC, respectivamente. WT indica cepa parental.
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7.6.2. Fermentacion en medio liquido complejo MCFA

La figura 24 muestra las cinéticas de produccidon de antibidticos beta-lactdmicos en
medio liquido complejo para cada una de las cepas analizadas. Los resultados se

expresan como produccién especifica, y también se muestran las cinéticas de formacién

de biomasa y de evolucién del pH a lo largo de toda la fermentacion.
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Fig. 24. A) Cinética de produccion de antibidticos beta-lactamicos B) Cinética de formacion de biomasa y C)

Cinética de evolucién del pH en medio liquido complejo, para cada una de las cepas analizadas.
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7.6.3. Fermentacion en medio liquido definido MDFAM/MES

En la figura 25 se muestran las cinéticas de produccién de antibidticos beta-
lactadmicos en medio liquido definido MDFAM/MES, amortiguado a pH acido para cada una
de las cepas analizadas. Los resultados se expresan como produccién especifica. También
se muestran las cinéticas de formacion de biomasa y de evolucién del pH a lo largo de

toda la fermentacion.
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Fig. 25. A) Cinética de produccion de antibidticos beta-lactamicos B) Cinética de formacion de biomasa y C)

Cinética de evolucion del pH en medio liquido definido y amortiguado, para cada una de las cepas analizadas.
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7.7. Comprobacion de la expresion del gen mutado
7.7.1. Obtencion de ARN total

Se obtuvo el ARN total (figura 26) de las cepas P3, S1 y S3, las cuales mostraron la
mayor produccion de antibidticos beta-lactamicos durante la fermentaciéon con medio
MDFAM/MES. También se obtuvo el ARN de la cepa X2 y de la cepa silvestre, para ser

utilizados como controles.

Fig. 26. ARN total de las cepas P3, S1, S3, X2 y WT
7.7.2. RT-PCR

El resultado de las reacciones de RT-PCR se muestra en la figura 27-A. Se amplificd
una banda de = 700 pb, correspondiente al ADNc del gen pacC mutado y flanqueado por
el terminador TrpC, solamente en las muestras correspondientes a las cepas P3, S1 y S3.
En la figura 27-B se muestra el resultado de la reaccion de PCR a partir de ARN total,

realizada como control negativo de la reaccién de RT-PCR.
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Fig. 27. A) RT-PCR de las cepas P3, S1, S3, X2 y WT. B) Control negativo
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8. DISCUSION

8.1. Amplificacion de los productos de PCR PpacC?’ y SpacC?”

Se amplificaron exitosamente ambos fragmentos, para lo cual fue necesario
estandarizar las condiciones de reaccion utilizando la enzima Tag polimerasa. Una vez que
se consiguid visualizar en el gel de agarosa una sola banda, del tamafo correspondiente
para cada producto de PCR (Fig. 9), se repitieron las reacciones utilizando Pfu polimerasa.
La enzima Pfu es una polimerasa de alta fidelidad que permite la amplificacion confiable
de fragmentos de hasta 30 kpb y que, a diferencia de la Tag polimerasa, no afiade
residuos de adenina en los extremos 3’ de los productos de PCR. Esto permite que la
clonacion del inserto se lleve a cabo de manera directa, sin necesidad de utilizar otras

estrategias como la clonacién de productos de PCR en sistemas pGEM®-T.

8.2. Construccion de los vectores de expresion

8.2.1 Construccién del vector pPpacC?

Se realizé la ligacién del fragmento PpacC?” en el vector pLXTtrpC, digeridos ambos
solamente con la enzima EcoRI. Fue necesario desfosforilar primero el vector con
fosfatasa alcalina para disminuir las probabilidades de que se recircularizara el vector sin
el inserto durante la reaccion de ligacién. Sin embargo, a pesar del tratamiento con
fosfatasa alcalina, se obtubieron colonias transformantes con el vector recircularizado
(Fig. 10), indicando que la enzima no llevé a cabo su actividad por completo. Cabe
mencionarse que, si bien no se alcanzé el 100% de desfosforilacion, el tratamiento con
fosfatasa fue bastante efectivo, al comparar los controles de la ligaciéon en los que se
recircularizaron Unicamente el vector sin desfosforilar y el vector desfosforilado: en el
primer caso se obtuvieron mas de 300 colonias por placa mientras que en el segundo

caso solamente de 3 a 5 colonias.
8.2.2 Construccion del vector pSpacC?’
Aunque se obtuvo la construccion del plasmido pSpacC-A (Fig. 15) que contenia ya

el cassette de expresion conformado por el promotor PgpdA, el fragmento SpacC? vy el
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terminador TtrpC, éste carecia aun de un marcador de resistencia para hongos. Esta
eventualidad podria superarse con la posibilidad de cotransformar A. chrysogenum con
este vector y con otro que contuviera un marcador dominante de seleccion en hongos
(Nowak et al., 1995), como por ejemplo el plasmido pULC43 (Gutiérrez, 1994).

Un problema adicional es que el vector pSpacC?/, al ser derivado del pAN52.1,
contiene también en su estructura un gen de resistencia a ampicilina, que codifica para
una beta-lactamasa (Punt et al., 1990). Si la integracién en el genoma de A.
chrysogenum de este gen procaridtico ocurriera junto a algun promotor que facilitara su
expresidon, o dentro del marco de lectura de algun gen cuya interrupcién no resultase
letal, podria producirse una hipotética expresion de la beta-lactamasa, lo que afectaria
negativamente a la produccién de antibidticos beta-lactdmicos. Aunque algunos autores
(Liu et al., 2010) han utilizado construcciones similares para transformar A. chrysogenum
y medir efectos sobre la produccién de CPC sin que se observase algun efecto negativo
debido al marcador de resistencia a ampicilina contenido en sus vectores, en el presente
trabajo se decidié cambiar tal marcador por otro de resistencia a cloranfenicol, lo cual se
consiguid subclonando el fragmento que abarca desde el inicio del promotor PgpdA hasta
el término del inserto SpacC?’ en el vector pLXTtrpC, que contiene ademas de la
resistencia a cloranfenicol (marcador de seleccion en bacterias), un cassette de
resistencia a fleomicina como marcador de selecciéon en hongos.

La resistencia a fleomicina, ademas de la resistencia a higromicina y benomilo, se
ha utilizado frecuentemente en la transformacion de hongos (Klick et al., 1989). La
fleomicina pertenece al grupo de antibidticos metalo-glicopeptidicos de la familia de Ia
bleomicina (Berdy, 1980). Tanto la bleomicina como la fleomicina ocasionan dafo a la
molécula de ADN, preferentemente en secuencias repetidas invertidas con ADN de cadena
sencilla y en lugares de ADN de doble cadena no metilados. La resistencia a estos
antibidticos se encuentra mediada por el gen ble, que se encuentra en el transposén Tn5
de ciertas bacterias Gram-negativas, en el pldsmido PUB110 de bacterias Gram-positivas
y en el ADN cromosomico de algunos actinomicetos productores de fleomicina como
Streptoalloteichus hindustanus. El producto del gen ble es una proteina con fuerte
afinidad por la fleomicina y la bleomicina y que impide su activacién por iones de fierro y
oxigeno vy, por lo tanto, evita el rompimiento del ADN por tales antibiéticos (Drocourt et
al., 1990).

83



8.3. Transformacioén de A. chrysogenum ATCC 11550

Una vez que se obtuvieron las construcciones de los vectores de expresion con las
mutaciones correspondientes, y que se hubo corroborado la secuencia de nucledtidos
exacta de las fusiones que se pretendia realizar, se procedidé a la transformacion de A.
chrysogenum. Para la transformacién se utilizaron de 10 a 50 ug de ADN de los plasmidos
pPpacC?/, pSpacC?’ y pLXTtrpC. El primero contiene la mutacién del gen pacC expresado
bajo el control de su propio promotor, el segundo contiene la misma mutacién expresada
bajo el control del promotor constitutivo PgpdA de Aspergillus nidulans y el tercero es
solamente el vector sin ningun inserto. Los tres vectores contienen el mismo marcador de
resistencia a fleomicina.

Se obtuvieron 8 transformantes para el pldsmido pPpacC?/, 3 para pSpacC?, y 3
para pLXTtrpC. Tal diferencia pudo estar dada por la cantidad de ADN que se utilizé para
cada transformacién, siendo mayor la del vector pPpacC?’. En la figura 21 se observa
crecimiento en el control positivo, lo cual indica que los protoplastos obtenidos son
verdaderamente viables. También se observa crecimiento nulo en el control negativo,
indicando la buena funcionalidad de la fleomicina a la concentracion minima inhibitoria
reportada de 10 pg/mL para la cepa silvestre (Cuadra, 2008). La relativamente baja
frecuencia de transformaciéon pudo deberse a que se utilizaron los vectores no
linearizados; Skatrud et al. (1987) reportaron un incremento de hasta tres veces en la
frecuencia de transformacion de A. chrysogenum cuando el ADN plasmidico es linearizado
en un sitio que no afecte a los marcadores de resistencia ni al cassette de expresion de la
mutacion. La transformacion en hongos filamentosos es ademas un evento que
normalmente siempre ocurre con bajas frecuencias de integracion (Case et al. 1979;
Tilburn et al. 1983; Queener et al.,, 1985); en A. chrysogenum la recombinacion
homodloga es un evento muy raro y la integracion del ADN ocurre casi siempre por
transformacion heterdloga, con muy baja frecuencia de integracion (Walz y Kick, 1993).
Para mejorar la eficiencia de transformacion en A. chrysogenum, Skatrud et al. (1987)
recomiendan realizar una separacién de protoplastos y recuperar los mas grandes, ya que

estos presentan siempre una mejor regeneracién de la pared celular.
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8.4. Evaluacion del efecto de la mutacion de mimetismo alcalino sobre la

producciéon de antibiéticos beta-lactamicos

8.4.1. Fermentacion en cilindros de agar de medio complejo MCFA

Se realizé el andlisis preliminar de las transformantes con una fermentacion en
cilindros de agar en medio complejo MCFA. En la figura 23 se muestra el resultado de las
cinéticas de produccion de antibidticos beta-lactdmicos para cada cepa, incluyendo la
cepa parental. Se puede observar que el pico de mayor producciéon para cada cepa se
consigue a las 96 horas de incubacién. Al procesar los datos mediante un analisis de
varianza, seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey, se observd que en
el sistema de fermentacién, con un nivel de significancia o = 0.01, se alcanzo la mayor
produccion de antibidticos beta-lactdmicos en las cepas P6, S2, P3, S1 y S3, con
producciones volumétricas de 45.99, 47.45, 52.44, 52.44 y 55.07 pyg/mL (intervalo de
confianza del 99% = 8.93 pg/mL), respectivamente, en comparacion con la cepa parental
(26.53 pg/mL).

Sin embargo, se observo que el crecimiento no era completamente homogéneo en
las distintas transformantes analizadas, posiblemente debido a algun efecto negativo de
la transformacion sobre el crecimiento o la esporulacién. La cantidad de esporas
inoculadas de cada cepa en los cilindros tampoco fue un parametro estricto, lo que
también puede contribuir a ese efecto de crecimiento diferencial. Las diferencias en el
crecimiento, por lo tanto, podrian estar afectando a los resultados de la produccion de
antibidticos beta-lactamicos en los cilindros de agar, por lo que se decidié llevar a cabo
una fermentacion liquida en el mismo medio complejo, con las 15 cepas analizadas
(incluyendo la cepa parental), para poder considerar el efecto de la biomasa sobre la
concentracion de los antibidticos beta-lactamicos presentes, expresandose ésta Ultima

como produccién especifica.
8.4.2. Fermentacion en medio liquido complejo MCFA

En la figura 24-A se muestran los resultados de la fermentacion liquida en medio
complejo MCFA. En este sistema se observd la maxima produccién de antibidticos beta-

lactdmicos a las 48 horas de incubacion, a diferencia de lo que ocurridé en el sistema de

cilindros de agar. Tal diferencia en cuanto a los tiempos de produccién entre los dos
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sistemas puede deberse, principalmente, a la propia fisiologia de A. chrysogenum, cuyo
origen acuatico pudiera favorecer preferentemente los mecanismos de absorcion de
nutrientes y sintesis de metabolitos secundarios en un sistema de fermentacion liquido.

El andlisis estadistico de los resultados para esta fermentaciéon demostré que a las
48 horas se obtiene significativamente (a=0.01) la mayor produccién especifica de
antibidticos beta-lactdmicos en las cepas S3, P1 y P3, de 12.003, 10.86 y 9.986 ug/mg
de biomasa, respectivamente, con un intervalo de confianza del 99% de * 0.51 pg/mg
de biomasa, alcanzando producciones volumétricas de 195.81, 171.52 y 160.26 pg/mL
(intervalo de confianza del 99% =15.13 ug/mL), respectivamente.

Los titulos de produccién especifica de antibidticos beta-lactamicos obtenidos por las
cepas S3, P1 y P3 fueron significativamente superiores (a¢=0.01) en un 75.25%, 57.6% y
44.9% (intervalo de confianza del 99% = 13.69%), respectivamente, en comparacion con
los titulos conseguidos con las cepas controles y la cepa parental, las cuales no mostraron
diferencia significativa entre si. Lo anterior revela que, al menos para estas tres
transformantes, la mutacién realizada tuvo un efecto positivo sobre la produccién de
antibidticos beta-lactamicos en este sistema de fermentacion y que, por otro lado, no
hubo efecto significativo del plasmido sin inserto o de alguno de sus componentes sobre
la produccion de antibiéticos.

Se observa también que el resto de las transformantes con los pladsmidos pPpacC?’ y
pSpacC?’ se comportan de manera heterogénea, lo cual es debido a que la
transformacion en hongos comiUnmente resulta en la integracién ectopica del ADN
plasmidico en uno o varios loci del genoma mediante recombinacion ilegitima, la cual no
requiere de homologia ni de ningun tipo de secuencias especiales (Edenberg, 2006). La
integracion azarosa del vector y de sus componentes pudo haber desorganizado otros
genes o causado mutaciones o desregulaciones que, si bien no resultaron letales, si
afectaron de alguna manera a la biosintesis de antibidticos beta-lactdmicos e incluso el
crecimiento.

En la figura 24-B se observa que el comportamiento en cuanto a formacion de
biomasa de las cepas es muy similar; en la mayoria, la biomasa aumenta entre 7 y 9
veces a las 24 horas de incubacion (o a las 48 horas en el caso de las cepas P4, P7 y S3).
Puede observarse, al comparar las transformantes con la cepa parental, que la
transformacion pudo haber tenido algun efecto positivo sobre la formacién de biomasa.
Sin embargo, después de las 24 o 48 horas de fermentacién la biomasa comienza a

descender constantemente, lo cual puede ser el resultado de un proceso de autolisis
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desencadenado por los altos valores de pH, una sefial de envejecimiento que podria
conducir a la muerte celular (White et al., 2002).

La figura 24-C muestra que en todos los casos, incluyendo la cepa parental, el pH se
comporté de la misma manera a partir de las 48 horas de incubacion, alcanzando valores
maximos de alrededor de 9.0. El objetivo del presente trabajo fue obtener mutaciones de
mimetismo alcalino, y dado que el pH (que partié desde 6.8 al tiempo cero) alcanzo
valores neutro-alcalinos desde las 24 horas de incubacion, no fue posible observar el
efecto real de la mutacién introducida en el hongo. Por esa razon, decidié realizarse una
fermentacion adicional, en la que el medio liquido se encontrara amortiguado a un pH

acido, entre 5.0 y 5.5.

8.4.3. Fermentacion en medio liquido definido MDFAM/MES

En la figura 25-A se muestran los resultados de la fermentacién liquida en medio
definido MDFAM/MES. En este sistema se observd la maxima produccion de antibidticos
beta-lactdmicos para la mayoria de las cepas transformantes a las 48 horas de
incubacion, de forma similar a lo ocurrido en la fermentacion llevada a cabo en el medio
complejo.

El analisis estadistico de los resultados para esta fermentacion reveld, con un nivel
de significancia a=0.01, que a las 48 horas se obtuvo la mayor produccién especifica de
antibidticos beta-lactamicos en las cepas S3, P3 y S1, de 0.263, 0.296 y 0.321 ug/mg de
biomasa (intervalo de confianza del 99% = 0.04 ug/ mg de biomasa). La gran diferencia
entre los titulos de antibidticos beta-lactdmicos obtenidos en este sistema de
fermentacion respecto a los obtenidos en la fermentacion en medio MCFA se debe a la
composicion del medio de fermentacién: en el medio MDFAM/MES la disponibilidad de
nutrientes es muy limitada, mientras que el medio complejo contiene, ademas de mayor
cantidad de nutrientes, factores de crecimiento y bloques de construccién de
macromoléculas que pueden simplificar notablemente el crecimiento y la biosintesis de
metabolitos secundarios. Aunque el medio MDFAM/MES no es Optimo para una mayor
produccion de CPC, si es un medio con pH controlado a niveles acidos, lo que lo hace
accesible para que se pudiera realizar el analisis del efecto de la mutacién de mimetismo
alcalino sobre la produccién de CPC.

Los titulos de produccién especifica de antibidticos beta-lactamicos obtenidos por las

cepas S3, P3 y S1 fueron significativamente superiores (oe=0.01) a los titulos conseguidos
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con la cepa parental en un 88.5%, 112.2% y 130.5%, respectivamente. En comparacion
con las cepas control, que tampoco mostraron diferencia significativa entre si, las cepas
S3, P3 y S1 fueron significativamente superiores en un 27.9%, 44% y 56.1% (intervalo
de confianza del 99% = 12.6 %), respectivamente. Esto confirmaria, también para este
sistema de fermentacién, que la mutacion introducida tuvo un efecto positivo sobre la
produccion de antibidticos beta-lactamicos, al menos para las tres cepas mencionadas.

En el caso de las cepas restantes, incluyendo las cepas control, se observd
nuevamente una variedad de comportamientos diferentes con respecto de unas a otras y
de la cepa parental, posiblemente debido también a la integracion azarosa del vector en
el genoma de A. chrysogenum.

En la figura 25-B se observa un comportamiento muy similar de la produccién de
biomasa para todas las cepas analizadas, alcanzandose su mayor formacién entre las 24
y 48 horas de fermentacion, y disminuyendo lentamente después y manteniéndose de
manera casi constante (probablemente debido al ligero aumento en el pH del medio de
fermentacion). Sin embargo, el aumento en la formacion de biomasa con respecto al
tiempo cero es minimo, lo cual obedece a la naturaleza del medio de fermentacion: al
tratarse de un medio definido disefiado especificamente para la produccion de CPC,
contiene poca fuente de carbono asimilable para la formacion de biomasa (Caltrider et al.,
1968). La mayor diferencia que se observa en el comportamiento de la produccién de
biomasa durante la fermentacidn radica en la cantidad de indculo que se utilizé para cada
cepa: ya que no fue posible estandarizar alguna técnica que permitiera manejar esporas,
se tuvo que inocular con micelio, el cual pudo haber estado en distintas condiciones de
esporulacion para cada cepa en particular.

La figura 25-C muestra que en todos los casos, incluyendo la cepa parental, el pH se
comportd de la misma manera a partir de las 24 horas de incubacion, y alcanz6 valores
maximos de alrededor de 5.5, manteniéndose constante durante el resto de la
fermentacion. Esto fue ideal para relacionar el efecto de la mutacion introducida con la
produccidn de antibidticos beta-lactdmicos en la cepa silvestre de A. chrysogenum.

La mayoria de las cepas transformantes con los plasmidos pPpacC?’ y pSpacC?’
mostraron una mayor produccion especifica significativa (=0.01) desde las 24 horas de
fermentacion, con respecto a la cepa parental, manteniéndose el pH en valores de 5.5.
Esto sugiere que la estrategia de truncar el factor de transcripcion PacC para que se
exprese directamente en su forma funcional PacC?’ fue efectiva, de manera que ocasion6

un fenotipo de mimetismo alcalino en A. chrysogenum (evidenciado por la mayor
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produccion de antibidticos beta-lactdmicos a un pH &cido con respecto a la cepa
parental). Este fendmeno ha sido reportado en A. nidulans cuando se realizaron
mutaciones del mismo tipo (Caddick et al., 1986; Shah et al., 1991; Espeso et al., 1993;
Arst et al., 1994).

Por otro lado, no hubo diferencias significativas (a=0.01) entre las dos cepas que
estadisticamente mostraron la mayor produccién de antibioticos beta-lactamicos (S1 y
P3), lo cual parece sugerir un mismo efecto al utilizar el promotor propio del gen pacC y
el promotor constitutivo PgpdA, al menos para el presente trabajo. Aunque, el hecho de
que las cepas con el pldsmido pSpacC?’ presenten en la fermentacién a pH &cido
controlado mayor produccién significativa que la mayoria de las cepas con el plasmido
pPacC?’ sugiere, sin embargo, lo contrario. Dada la variabilidad de fenotipos presentes,
parece ser que los efectos de ambos tipos de plasmidos sobre la produccién especifica de
antibidticos beta-lactamicos obedecerian mas bien a la integracion azarosa del ADN
plasmidico en el genoma de A. chrysogenum que a la naturaleza del promotor con que se
expresa la mutacion.

Es importante mencionar que en la fermentacion liquida en medio complejo, la
produccion de antibidticos beta-lactdmicos comezo6 a decaer drasticamente después de las
48 horas de fermentacion, coincidiendo con la elevacién del pH a valores superiores a 8.0,
lo cual posiblemente provoco algun tipo de hidrélisis quimica de la CPC o permitid la
aparicion de alguna actividad acetilhidrolasa alcalina (Velasco et al., 2001). En la
fermentaciéon en medio definido también se observa una disminucién de la producciéon
después de las 48 o 72 horas de fermentacion, la cual también pudiera estar relacionada

con la expresion de las acetilhidrolasas.

8.5. Comprobacion de la expresion de la mutacion de mimetismo alcalino

Ademas de los resultados presentados anteriormente, que sugieren que las cepas
P3, S1 y S3 presentan un fenotipo de mimetismo alcalino, fue necesario disefiar otro
experimento que comprobara la correcta expresion de los genes introducidos, de forma
gue ésta pudiera correlacionarse con los efectos observados sobre la produccion de
antibidticos. Para esto, se realizd una estrategia de amplificacion mediante RT-PCR,
utilizando un cebador F que acotara una regién del gen pacC y un cebador R disenado
para hibridar en la zona inicial del terminador TtrpC (la cual se esperaba que se

transcribiera junto con el gen en el ARNm). De esta forma, soélo se amplificaria un
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producto de PCR si el conjunto de gen pacC y terminador TtrpC se encontrara presente en
el pool de ARN mensajeros de alguna de las cepas transformantes, corroborando
entonces la expresion de la mutacion integrada mediante la transformacion. En la figura
27-A se observa el resultado de las reacciones de RT-PCR de las cepas P3, S1, S3 y de las
cepas X2 y parental, como controles negativos de la expresidon, a las 48 horas de
fermentacion en el medio definido MDFAM/MES amortiguado a pH 5.0. En el caso de las
tres primeras cepas se logré amplificar una banda de aproximadamente 750 pb (la cual
corresponderia al ADNc de la secuencia codificante del factor de transcripcion PacC
truncado, a la que se le han eliminado los intrones). En el caso de la cepa control y de la
cepa parental no se observé amplificacion alguna, lo que es légico porque en dichas cepas

no se encuentra presente el terminador TtrpC.
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9. CONCLUSIONES

O Las cepas transformantes P3, S1 y S3, con el gen pacC truncado de forma que
se obtiene una mutacion de mimetismo alcalino, mostraron un incremento
significativo en la produccién especifica de antibidticos beta-lactdmicos en
comparacién con la cepa parental y los controles.

Q El uso de un medio con pH amortiguado permitid observar un efecto mas
marcado del mimetismo alcalino, ocasionado por la mutacién introducida y
evidenciado por los niveles superiores de produccion de antibidticos beta-
lactdmicos en la mayoria de las cepas transformantes con la mutacién.

O No se encontraron diferencias significativas, en cuanto a la produccidn
espécifica de antibidticos beta-lactdmicos, debidas a la expresion de la
mutacién por el propio promotor del gen pacC o por el promotor constitutivo
PgpdA.
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10. PERSPECTIVAS

Q El presente trabajo aporta suficientes bases para intentar mejorar, utilizando la
misma estrategia, la biosintesis de CPC en cepas productoras de A.
chrysogenum (por ejemplo la cepa C10), y observar el efecto de la mutacién
de mimetismo alcalino sobre la expresion de los genes biosintéticos, la
produccion de CPC y sus intermediarios, e incluso sobre el crecimiento de
cepas ya mejoradas genéticamente

QO Seria importante la elaboracion o seleccion de un medio Optimo de
fermentacion amortiguado a pH acido, que permita aprovechar mejor las
ventajas de utilizar cepas mejoradas con mutaciones de mimetismo alcalino
para la produccién de CPC.

Q Asi mismo, es importante la estandarizacion de una técnica que permita la
obtencién y el manejo de esporas de A. chrysogenum para controlar los
inéculos y monitorear mejor la formacion de biomasa durante las
fermentaciones.

O Es necesaria, también, la estandarizacién de una técnica mas sensible, por
ejemplo en HPLC, que permita cuantificar por separado los diferentes
antibidticos beta-lactamicos producidos por A. chrysogenum en los caldos de
fermentacion y poder monitorear la produccion de CPC, el compuesto beta-

lactamico mas importante producido por éste microorganismo.
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