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RESUMEN

Acremonium chrysogenum es un hongo filamentoso productor de cefalosporina C
(CPC), un antibiotico beta-lactamico de amplio espectro y baja toxicidad que sirve de base
para la sintesis quimica de todas las cefalosporinas de uso clinico. Estas caracteristicas
hacen de la CPC un producto de alto valor agregado. Actualmente, A. chrysogenum es el
Unico productor de CPC a nivel industrial. La biosintesis de CPC se encuentra regulada por
diversos factores y uno de los mas importantes es el pH ambiental, que ejerce su funciéon
reguladora a través del regulador global de transcripcién PacC. Cuando las condiciones
ambientales de pH son entre acidas y neutras la proteina PacC se encuentra inactiva, en
una conformaciéon cerrada. Cuando las condiciones cambian de neutras a alcalinas, se
desencadena una cascada de sefalizacién por pH que resulta en el rompimiento
proteolitico del factor de transcripcion PacC, llevandolo a su forma activa. Una vez activo,
PacC regula positivamente la transcripcion de la mayoria de los genes involucrados en la
biosintesis de CPC. Varios estudios han demostrado que la producciéon de CPC por A.
chrysogenum es mas alta cuando se utilizan sistemas de cultivo en estado sélido (SSF) en
comparacion con sistemas sumergidos (SmF). Ademads, se ha observado que existe un

intervalo de valores de pH que favorece la produccién de CPC, tanto en SSF como en SmF.

En el presente trabajo se estudiaron, desde un punto de vista molecular, las
diferencias entre la produccidon de CPC en SSF y SmF por A. chrysogenum. Se realizd un
analisis de expresion de los genes cefD2 y cefEF, que codifican para dos enzimas limitantes
de la biosintesis de CPC, y del gen cefT, que codifica para una enzima involucrada en la
secrecién del antibidtico; en ambos sistemas de cultivo a pH controlado. Se encontraron
diferencias importantes en los niveles de transcripcién de estos genes, siendo
estadisticamente mayor su expresién relativa (ER) en SSF. La ER maxima del gen cefD2 en
SmF fue apenas el 7.46% de la alcanzada en SSF, mientras que la del gen cefEF fue del
65.8%, y la del gen cefT del 42.4%. Estos resultados son las primeras evidencias que
reportan diferencias a nivel transcripcional en los genes biosintéticos de CPC de A.
chrysogenum, influenciadas por las condiciones del sistema de cultivo. Por otra parte, se
activd constitutivamente el factor de transcripcion PacC de A. chrysogenum, truncando el
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gen pacC hasta el sitio correspondiente para que su expresion diera lugar a la forma activa
de la proteina, creando un fenotipo de mimetismo alcalino. La mutacién se introdujo en la
cepa silvestre de A. chrysogenum y en la cepa de alta produccion C10 y se observaron sus
efectos sobre la produccién de antibidticos beta-lactamicos en dos medios diferentes de
cultivo, ambos amortiguados a pH acido. Se observaron incrementos significativos en la
produccién especifica de antibidticos beta-lactdmicos, de hasta 21.3 veces en medio
definido y hasta 12.4 veces en medio complejo, por una de las mutantes de la cepa
silvestre. Sin embargo, no se observaron mejoras significativas de la produccién en las
mutantes de la cepa C10, sugiriendo que en esta cepa ya se encuentra desregulada la
sefializacion por pH ambiental. Finalmente, se llevé a cabo la inactivacidon del factor de
transcripcion PacC en A. chrysogenum mediante la interrupcién del gen pacC en la regién
correspondiente al dominio de unién al ADN vy la sefial de localizaciéon nuclear y el
silenciamiento del mismo gen utilizando la tecnologia del ARN interferente. La
interrupcion del gen resulté aparentemente letal para la cepa silvestre de A. chrysogenum.
El silenciamiento del gen afectdé negativamente al crecimiento en medio sélido pero no en
cultivo liquido. La produccion especifica de antibidticos beta-lactdmicos no resultd ser
estadisticamente diferente en las cepas con el gen pacC silenciado en comparacién con la
cepa parental y la cepa control. El presente trabajo continta con la aplicacion de las
herramientas moleculares para comprender mas en detalle los mecanismos de regulaciéon
de la biosintesis de CPC y persigue mejorar genéticamente la produccidon de este

antibidtico haciendo uso de los conocimientos sobre la sefializacidon por pH ambiental.
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ABSTRACT

Acremonium chrysogenum is a filamentous fungus capable to produce
cephalosporin C (CPC), a broad spectrum beta-lactam antibiotic with relatively low toxicity.
CPC is mainly used to produce the whole array of cephalosporins for clinic use. A.
chrysogenum is the only known CPC producing microorganism. For these reasons, CPC is a
high value-added product of great clinic and industrial interest. The CPC biosynthesis
pathway is regulated in several ways. Ambient pH signaling is one of the most important
regulating factors. pH regulation is exerted through the general transcription factor PacC.
When the pH of the culture medium is acidic to neutral, PacC is inactive. When the pH
becomes alkaline a signaling cascade begins, resulting in two successive proteolytic
cleavages of PacC, leading to its active form. Once it has been activated, PacC upregulates
the transcription of most genes involved in CPC biosynthesis. Some studies had
demonstrated that CPC production by A. chrysogenum is higher when solid-state
fermentation (SSF) systems are utilized, in comparison with submerged fermentations
(SmF). Furthermore, it has been observed that there is a pH range in which the CPC
production is better in both systems. In this work, we studied, from a molecular point of
view, the differences between SSF and SmF during CPC production. We performed an
expression analysis of the cefD2, cefEF and cefT genes from A. chrysogenum. The first two
encode two limiting enzymes for CPC biosynthesis, and the last encodes for a transporter
protein involved in the antibiotic exportation. Both types of fermentation were made
within a controlled pH interval. We found important differences at transcriptional level for
the expression of these genes. In the three cases, the relative expression (RE) of the genes
was statistically higher in SSF than in SmF. The highest RE for the cefD2 gene in SmF was
only 7.46% of that observed in SSF, whereas the corresponding to the cefEF gene was
65.8%, and for the cefT gene was 42.4%. These results are the first evidence of the
differences, at the transcriptional level, of the CPC biosynthetic genes, whose expression is
influenced by the conditions of the fermentation system. On the other hand, we activated
constitutively the transcription factor PacC from A. chrysogenum, by truncating the pacC

gene to the site corresponding for the direct expression of the active form of the protein,
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creating an alkaline-mimicking phenotype. The mutation was introduced in the wild type
(WT) and C10 (high producer) strains of A. chrysogenum, and its effects were observed on
the beta-lactam antibiotics production, carried on two different fermentation medium
buffered at acidic pH. Significant increases were observed in the specific production (SP)
of beta-lactam antibiotics. For example, the P17 mutant of the WT strain, reached up to
21.3-fold the SP observed in the parental strain in a defined medium, and up to 12.4-fold
in a complex medium. Nevertheless, no significant increase was observed in the SP of the
C10 mutants, which suggests that this strain has already deregulated the ambient-pH-
signaling pathway. Finally, we inactivated the transcriptional factor PacC in A.
chrysogenum, by disrupting the pacC gene in the DNA-binding domain and the nuclear
localization signal, and silenced the pacC gene by interference RNA. Disruption was
apparently lethal for A. chrysogenum wild type. Silencing negatively affected the growth in
solid medium but not in liquid culture. The specific production of beta-lactam antibiotics
was not statistically different in pacC-silenced strains compared to the wild type and
control strains. This work continues with the application of molecular tools to further
understanding of the regulation mechanisms of CPC biosynthesis, and attempts to

improve genetically CPC production, using the knowledge on the ambient-pH signaling.
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1. INTRODUCCION

1.1. Acremonium chrysogenum

Acremonium chrysogenum es un hongo filamentoso que, hasta hace algunos afios,
se ubicaba dentro del grupo de los hongos imperfectos o deuteromicetos por carecer de
una etapa de reproduccién sexual conocida. Su propagacién es estrictamente asexual,
mediante la formacién de conidiosporas y artrosporas (Hoff et al., 2005; Nash & Huber,
1971). Sin embargo, recientemente se encontraron evidencias genéticas de un hipotético
ciclo sexual que lo reclasificarian dentro del grupo de los ascomicetos, a pesar de las
disputas taxondmicas que alun giran en torno a este microorganismo (Poggeler et al.,
2008). Pertenece al orden de los Hipocreales, hongos filamentosos que se caracterizan por
sus colores brillantes y llamativos, que van desde amarillo o anaranjado hasta rojo (Glenn
et al., 1996). Sus hifas consisten de segmentos uninucleados hialinos, con crecimiento
apical o ramificado y pueden presentar estructuras conidiales simples. Los conidios son
unicelulares, hialinos y semicilindricos, se forman por abstriccion (cercenamiento de un
filamento espordégeno mediante septacion sucesiva) y quedan agregados dentro de una
cabeza mucosa que se forma en el apice de cada fidlide (célula conidiégena). Las fidlides
son simples y alargadas, con forma de punzdn y no presentan septo basal. Las hifas se
pueden diferenciar en fragmentos hinchados y muy septados llamados artrosporas, que
pueden ser multinucleadas conforme pasa el tiempo (Summerbell et al., 2011). Sus
colonias generalmente son de crecimiento lento, compactas y himedas al principio
volviéndose pulverulentas o rugosas con el paso del tiempo. Al inicio las colonias son
blancas y con el tiempo se vuelven rosadas, amarillas e incluso anaranjadas debido a los

pigmentos que se producen (Tollnick et al., 2004).

A. chrysogenum es un microorganismo de gran interés a nivel industrial por producir,
entre otros compuestos beta-lactamicos, la cefalosporina C (CPC) que es de gran
relevancia farmacéutica y que sirve de base para la sintesis quimica de las cefalosporinas

comerciales de uso clinico (Schmitt et al., 2004a).



1.2. Antibidticos B-lactamicos

Los antibidticos B-lactamicos son los antimicrobianos con mayor prescripcidon en la
actualidad. Son los mas potentes y los menos toxicos de todos los antibidticos conocidos y
los mas importantes desde el punto de vista econdmico (Lotfy, 2007). Varios
microorganismos son capaces de producir este tipo de antibidticos, entre los que se
encuentran Aspergillus nidulans, Acremonium chrysogenum, Penicillium chrysogenum,
algunos estreptomicetos y un pequefio niumero de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas (Brakhage, 1998). Son estructuralmente péptidos no ribosomales modificados, y
tienen rutas biosintéticas muy similares. Se caracterizan principalmente por la presencia
de un anillo beta-lactdmico de cuatro atomos, que define a este tipo de compuestos,
mientras que la ausencia o presencia de otro anillo fusionado es la base para su
clasificacion (Donowitz & Mandell, 1988). La clasificacion de los antibidticos

beta.lactamicos se esquematiza en la figura 1.
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Fig. 1. Estructura quimica de los antibidticos beta-lactdmicos (Marin & Gudiol, 2003).



Monobactamas: Tienen una estructura sencilla en la que el anillo beta-lactamico no
se encuentra fusionado a ningun otro. Se producen por Nocardia uniformis,

Agrobacterium radiobacter y Pseudomonas acidophila, entre otros (Marin & Gudiol, 2003).

Carbapenemas: El anillo beta-lactdmico se encuentra fusionado a un anillo de
pirrolidina que le confiere una mayor resistencia a las beta-lactamasas. Llas cadenas
laterales que contienen incrementan su potencia y espectro antibacterianos, por lo que
son los antibidticos beta-lactamicos de mas amplio espectro. Se obtienen a partir de
microorganismos como Streptomyces clavuligerus, Streptomyces olivaceus, Erwinia

carotovora y Serratia sp. (Birnbaum et al., 1985).

Penicilinas: Contienen un sistema biciclico de anillos en el que el anillo beta-
lactdmico se encuentra fusionado a un anillo de tiazolidina (5 miembros), dando origen al
acido 6-aminopenicildnico (6-APA), la base de todas las penicilinas. Estas se diferencian
por sus cadenas laterales en la posicion 6 del sistema de anillos. La mayoria de las
penicilinas son semisintéticas, pero su estructura bdsica (el 6-APA) se produce
principalmente por Penicillium notatum, Penicillium chrysogenum y Aspergillus nidulans

(Marin & Gudiol, 2003).

Cefalosporinas: Contienen también un sistema biciclico de anillos, pero en este caso
el anillo beta-lactamico se encuentra fusionado a un anillo de dihidrotiazina (6 miembros),
dando origen al nlcleo cefem caracteristico de las cefalosporinas y cefamicinas. Las
modificaciones laterales en el ntcleo cefem-3 originan las diversas cefalosporinas. Estas
son antibidticos de amplio espectro y baja toxicidad, derivadas de la CPC o de precursores
producidos por Acremonium chrysogenum y Streptomyces clavuligerus (Donowitz &

Mandell, 1988).

Cefamicinas: Son compuestos parecidos a las cefalosporinas, que comparten el
nucleo cefem-3. Se diferencian de las anteriores por su origen y por la presencia de un
grupo metoxilo en lugar de un hidréogeno en la posicion 7 del sistema de anillos. Las
cefamicinas se obtienen a partir de Streptomyces lactamdurans y otros actinomicetos,

basicamente del género Streptomyces (Stapley et al., 1972).
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Inhibidores de beta-lactamasas: Conservan en su estructura el anillo beta-lactamico
pero con algunas variaciones; por ejemplo el acido clavuldnico, que tiene una estructura
parecida al acido penicilanico pero con una sustitucién del azufre en posicion 1 por un
atomo de oxigeno (anillo oxazolidinico) lo que incrementa la afinidad a esta estructura por

parte de las beta-lactamasas (Reading & Cole, 1977).
1.2.1. Mecanismo de accion de los antibiéticos beta-lactamicos

Los antibidticos beta-lactdmicos actian inhibiendo la ultima etapa de la sintesis del
péptidoglicano (PG) presente en la pared celular bacteriana, debido a que su estructura,
en el anillo beta-lactdmico, es similar a la del dipéptido D-ala-D-ala, sustrato natural
reconocido por unas enzimas denominadas transpeptidasas que catalizan la reaccion de
entrecruzamiento del PG en la ultima etapa de su biosintesis. Forman enlaces covalentes
con una serina del sitio activo de las transpeptidasas inactivandolas de manera irreversible

(Mediavilla & Garcia-Lobo, 2005).

Los antibidticos B-lactamicos también actuan activando una autolisina bacteriana
qgue destruye el PG. De este modo, la pared queda debilitada y se rompe frecuentemente
por la presién osmética intracelular (Donowitz & Mandell, 1988). La sintesis de PG y la
participacién de los antibidticos beta-lactamicos en su inhibicién se esquematizan en la

figura 2.
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Fig. 2. Esquema general de la biosintesis de peptidoglicano. 1) Adicidn de aminoacidos a unidades de
UDP-4cido N-acetilmuramico (NAM). 2) Transferencia del UDP-NAM a una unidad de bactoprenol anclado a
la cara interna de la membrana. 3) Unién de UDP-N-acetilglucosamina (NAG) al NAM anclado al bactoprenol.
4) Difusidn del bactoprenol a la cara externa de la membrana arrastrando la unidad estructural del PG. 5)
Polimerizacién del PG mediante transglucolasas. 6) Las transpeptidasas catalizan la formacion de enlaces
cruzados entre el aminoacido 3 de un pentapéptido y la D-ala en posicion 4 de otro pentapéptido para
formar una malla bi o tridimensional. 7) Las carboxipeptidasas eliminan residuos terminales de D-ala de

cualquier pentapéptido que no se halle comprometido en entrecruzamiento (Tipper, 1985).
1.3. Cefalosporina C

En 1948, mientras analizaba la flora microbiana de una zona cercana a la salida de
aguas residuales en el mar de Cagliari, Italia, en busca de microorganismos responsables
del aclaramiento de las aguas, Giusseppe Brotzu aislé un hongo filamentoso con cierto
parecido a microorganismos del género Cephalosporium. Brotzu encontré que los

extractos crudos de los caldos de cultivo del hongo eran eficaces en contra de



microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos, particularmente de Staphylococcus
aureus y Salmonella tiphy (Brotzu, 1948). Brotzu denomind en primera instancia a su
microorganismo aislado como Cephalosporium acremonium pero en 1971 se reclasificaron
varias especies de Cephalosporium incluyendo al hongo de Brotzu, que fue clasificado
como Acremonium chrysogenum (Gams, 1971). En 1954 Abraham et al. aislaron y
purificaron un compuesto hidrofilico a partir de los caldos de cultivo de Acremonium
chrysogenum que mostraba actividad antibidtica en contra de Staphylococcus aureus,
Salmonella tiphy y Escherichia coli. Dicho compuesto resultd ser el componente activo de
los experimentos de Brotzu y le denominaron cefalosporina C (CPC). Sin embargo, la
actividad de la CPC frente a los microorganismos mencionados era apenas del 10%
comparada con la actividad de la penicilina N, la cual se encontraba ya en diversos
estudios quimicos. Aunque el panorama era desalentador para el nuevo descubrimiento,
el compuesto presentaba caracteristicas interesantes que podrian justificar el desarrollo
de nuevas investigaciones y su futura aplicacidon: por ejemplo, era estable en medios
acidos diluidos vy, sobre todo, era resistente a la penicilinasa de Bacillus subtilis, lo cual
sugeria que se trataba de un antibidtico diferente a las penicilinas (Newton & Abraham,
1956). Ademas, resultaba inocuo cuando se administraban altas dosis intravenosas en
pacientes humanos (Florey et al., 1956). En 1961 Abraham & Newton determinaron la
estructura de la CPC. Observaron que se comportaba, similar a la penicilina N, como un
acido monoaminodicarboxilico, que ademds contenia un residuo 6-D-a-aminoadipilico
unido al resto de la molécula a través de su grupo &6-carboxilico, y que su espectro de
absorcién infrarroja a 1782 cm™ mostraba una sefial fuerte caracteristica de un grupo
carbonilo beta-lactdmico. Sin embargo, en la hidrélisis acida de la CPC no se producian
compuestos parecidos a los de la hidrdlisis de penicilina N, sino fragmentos sulfurados
carentes de nitrégeno, por lo que sugirieron que en vez del sistema de anillos B-lactamico-
tiazolidina, caracteristico de las penicilinas, se presentaba un sistema de anillos B-
lactamico-dihidrotiazina. Esta estructura fue confirmada mas tarde mediante cristalografia
de rayos X (Hodgkin & Maslen, 1961). El sistema de anillos B-lactamico y dihidrotiazina

fusionados constituyen el nudcleo cefem-3, que se encuentra presente en todas las



cefalosporinas y demas compuestos beta-lactamicos derivados de |Ia
desacetilcefalosporina C (DAC), un compuesto intermediario en la sintesis de CPC

(Donowitz & Mandell, 1988).

La CPC se utiliza para sintetizar quimicamente el acido 7-aminocefalospordnico (7-
ACA) y el acido 7-amino desacetoxicefalospordnico (7-ADCA) que posteriormente son
utilizados para sintetizar todas las cefalosporinas de uso clinico. Las diversas
modificaciones introducidas en las cadenas laterales del 7-ACA y 7-ADCA modifican su
actividad antimicrobiana y sus caracteristicas farmacocinéticas, confiriéndoles cada vez
mayor potencia, mejor estabilidad y menor toxicidad, haciendo de las cefalosporinas de
primera a cuarta generacidon unos de los antibidticos con mayor prescripciéon y demanda

(Mediavilla & Garcia-Lobo, 2005).
1.3.1. Biosintesis de cefalosporina C en A. chrysogenum

La biosintesis de CPC, al igual que la de los demas antibiéticos beta-lactdmicos,
comienza con la formacién del tripéptido 6-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV) que
resulta de la condensacion no ribosomal de tres aminoacidos precursores: acido L-a-
aminoadipico (L-a-AAA), L-cisteina y L-valina. La condensacién comienza con la activacion
del residuo d-carboxilo del L-a-AAA, seguida de la activacién del grupo a-amino de la
cisteina y su posterior reaccion para dar lugar al dipéptido 6-(L-a-aminoadipil)-L-cisteina
(AC). Posteriormente, se lleva a cabo la reaccidn entre el grupo a-amino de la L-valina con
el dipéptido AC activo, dando como resultado el tripéptido ACV. Todas las reacciones
necesarias para su formacidn son catalizadas por una sola enzima multifuncional llamada
ACV sintetasa (ACVS), que a su vez es codificada por el gen estructural denominado pcbAB

(Gutiérrez et al., 1991).

A continuaciodn, el tripéptido ACV se cicla de manera oxidativa, dando lugar a la
formacién de un anillo beta-lactamico 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 formacién es catalizada por la enzima



isopenicilina N sintasa (IPNS), codificada por el gen pcbC (Samson et al., 1985). Hasta este
punto, la ruta de biosintesis de CPC es compartida con los microorganismos productores
de penicilinas, en los cuales después la cadena lateral hidrofilica del L-a-AAA de la IPN se
intercambia por un grupo acilo hidrofébico mediante la enzima acil CoA:isopenicilina N
aciltransferasa (IAT). La IPN es el precursor tanto de la biosintesis de penicilina como de

cefalosporina C y cefamicinas (Brackhage, 1998).

En el siguiente paso de la biosintesis, se isomeriza la cadena lateral del L-a-AAA
presente en la IPN para dar como resultado su D-enantiémero, denominado penicilina N.
La formacion de la penicilina N es catalizada por un sistema de varias enzimas. Primero, la
isopenicilinil N-CoA sintetasa, codificada por el gen cefD1, convierte la IPN a isopenicilinil-
CoA. Luego, la enzima isopenicilinil N-CoA epimerasa, producto del gen cefD2, transforma
la isopenicilinil-CoA a penicilinil-CoA (Ullan et al., 2002a). La formacidn final de penicilina
N requiere de la hidrdlisis del tioéster penicilinil-CoA, reacciéon que ocurre de manera no
estereoespecifica por medio de tioesterasas que se encuentren presentes en el ambiente

celular (Knihinicki et al., 1991).

Posteriormente, la penicilina N es transformada a desacetoxicefalosporina C (DAOC)
mediante la enzima DAOC sintetasa, con actividad expandasa. En este paso el anillo de
tiazolidina de 5 miembros, presente en la penicilina N, se expande de manera oxidativa a
un anillo dihidrotiazinico de seis miembros, caracteristico de los compuestos con nucleo
cefem-3 (cefalosporinas y cefamicinas). Después, el grupo metilo en el carbono 3 de la
DAOC es hidroxilado y se oxida para formar desacetilcefalosporina C (DAC), reaccién
catalizada por la enzima DAC hidroxilasa. Ambas enzimas son codificadas por un mismo

gen estructural: cefEF (Samson et al., 1987).

Finalmente, un grupo acetilo proveniente de acetil-CoA se transfiere al grupo OH de
la DAC para formar cefalosporina C, reaccién catalizada por el producto del gen cefG, la
acetil CoA:DAC acetil transferasa (Gutiérrez et al., 1992). En la figura 3 se muestra un

esquema de la biosintesis de CPC en A. chrysogenum.
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1.3.2. Organizacion estructural de los genes de biosintesis de CPC en A. chrysogenum

En A. chrysogenum C10, los genes pcbAB y pcbC que codifican para las enzimas de
los dos primeros pasos de la biosintesis de CPC se encuentran estrechamente unidos en el
cromosoma VIl de 4.6 Mb (Gutiérrez et al., 1991). Los genes cefD1 y cefD2 se encuentran
en una regién rio abajo del gen pcbC. Estos cuatro genes conforman el clister temprano

de cefalosporina (Ullan et al., 2002a).

Los genes cefEF y cefG, que codifican para las enzimas involucradas en los pasos
finales de la ruta se encuentran, en la misma cepa, estrechamente localizados en el
cromosoma | de 2.2 Mb y conforman el cluster tardio de cefalosporina. Los sistemas
involucrados en la secrecién de metabolitos secundarios son esenciales para evitar el
‘et . . .
suicidio” de los microorganismos productores que, en en el caso de algunas bacterias,

pueden ser susceptibles a estos mismos.

Los genes que confieren resistencia a dichos metabolitos téxicos se encuentran
frecuentemente ubicados dentro de los clisteres biosintéticos. Asi, dentro del cluster
temprano y localizado corriente abajo del gen pcbAB, se identifico el gen cefT que codifica
una proteina de membrana perteneciente a la superfamilia principal de facilitadores
[Major Facilitator Superfamily; (MFS)] y que funciona como bomba de exportacion
multidrogas (Ullan et al., 2002b). Mas tarde se demostré que se trata de un transportador
de compuestos beta-lactamicos hidrofilicos que contienen la cadena lateral del L-a-AAA
(por ejemplo IPN, penicilina N y DAC). Si bien la proteina CefT no es esencial para la
biosintesis de CPC, si se encuentra estrechamente relacionada con su secrecién (Ullan et
al., 2008). Corriente abajo del gen cefD1, localizado del lado opuesto al gen cefT, se
identifico el gen cefM que codifica otra proteina membranal, con 12 dominios
transmembranales, perteneciente a la MFS y que es esencial para la biosintesis de CPC. La
proteina CefM parece estar involucrada en la translocacién de la penicilina N desde el
lumen del peroxisoma, o microcuerpos parecidos a peroxisomas, hacia el citosol (donde
posteriormente es convertida a CPC). Anteriormente se creia que todas las etapas de la

biosintesis de CPC eran citosdlicas. Sin embargo, la evidencia reciente sugiere que la
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epimerizacion de la IPN a penicilina N es catalizada por enzimas peroxisémicas, lo que
involucraria un sistema de transporte a través de la membrana peroxisomal (Teijeira et al.,
2009). Mas recientemente, se identificd (también dentro del cluster temprano de
cefalosporina) otro gen denominado cefP, que codifica una hipotética proteina con 11
dominios transmembranales que también se encuentra involucrada en la conversion de
IPN a penicilina N (Ullan et al., 2010). A diferencia del gen cefM, el gen cefP parece estar
regulado también por el producto del gen cefR, un gen regulador localizado rio arriba del
gen cefP y que funciona principalmente como represor del gen cefT (ademds de que
ejerce un pequefio efecto estimulador en los niveles de expresion del gen cefEF). El gen
cefR es el primer ejemplo reportado de regulacién de la biosintesis de antibiéticos beta-

lactamicos mediada por transportadores en A. chrysogenum (Teijeira et al., 2011).

La organizacion estructural de los genes involucrados en la biosintesis de CPC se

resume en la figura 4.

[ D ol — = 4 Wy =] crmosam i

cefR cefP ceflT ORF3 pchbAB pebC cefD2 cefD1 cefM

'<: ‘:> ) | Cromosoma |
[ 4

cefEF cefG

Fig. 4. Organizacion estructural de los genes involucrados en la biosintesis de CPC en A. chrysogenum

(Ozcengiz & Demain, 2013)

1.3.3. Regulacion de la biosintesis de CPC

Existen diversos factores que regulan la biosintesis de CPC, desde la disponibilidad
de los precursores y los mecanismos de regulacion que actlan sobre la transcripcion de
los genes biosintéticos o sobre la actividad de las enzimas involucradas hasta la
compartimentacion de la biosintesis y los mecanismos de exportacion de la CPC o sus

intermediarios.
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1.3.3.1. Precursores

La biosintesis de todos los antibidticos B-lactamicos esta regulada primariamente
por la disponibilidad de sus tres aminoacidos precursores: acido L-a-aminoadipico (L-a-

AAA), L-cisteina y L-valina.

1.3.3.1.1. Disponibilidad de L-a-AAA

El L-a-AAA es un intermediario en la ruta de biosintesis de L-lisina en hongos. Esta
comienza con la condensacion de o-cetoglutarato y acetil-CoA dando lugar a la formacion
de homocitrato, que después de ser isomerizado experimenta una descarboxilacién
oxidativa seguida de una aminacién para formar el L-a-AAA. Posteriormente, el L-a-AAA
es convertido a L-lisina mediante otras tres reacciones enzimaticas consecutivas
catalizadas por la a-aminoadipato reductasa, la sacaropina reductasa y la sacaropina
deshidrogenasa (Xu et al., 2006). Dado que el L-a-AAA es el punto de ramificacién entre
las rutas de competencia de la biosintesis de antibiéticos B-lactamicos en hongos y de L-
lisina, su disponibilidad intracelular resulta ser un parametro muy importante en la
regulaciéon 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 adicién de L-a-AAA revierte
el efecto. El efecto de la L-lisina sobre el pool de antibiéticos beta-lactamicos puede ser el
resultado de inhibicidn por retroalimentacion, o de represién de ciertos genes y enzimas

en la ruta de biosintesis de L-lisina (Mehta et al., 1979).

1.3.3.1.2. Disponibilidad de L-valina

La biosintesis de este aminoacido se encuentra estrechamente relacionada con la
ruta biosintética de leucina. Su formacién comienza con la conversion de dos moles de
piruvato a a-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, mientras
gue bajos niveles conducen a una baja produccion de CPC, sin mencionar los efectos

negativos sobre el crecimiento del microorganismo (Matsumura & Suzuki, 1986).
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1.3.3.1.3. 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 autotroéfica, 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 que la
incorporacion del azufre es catalizada por la O-acetilhomoserina sulfhidrilasa; y 4)
transulfuracion 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 transulfuracién reversa
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 autotrdéfica (Drew

& Demain, 1975).

1.3.3.1.4. Disponibilidad y efecto regulador de la metionina

La metionina ejerce un marcado efecto de estimulacién en la formaciéon de
penicilina N y CPC en A. chrysogenum. Este aminoacido no es requerido para el
crecimiento, aunque si puede ser utilizado como Unica fuente de nitrégeno o azufre.
Ademas, el &tomo de azufre en su estructura es el precursor exclusivo del azufre presente
en la molécula de CPC. Se ha observado que altos niveles de metionina en el medio de
cultivo, particularmente del isémero D-, estimulan la produccién de antibidticos PB-
lactamicos, y que dichas cantidades de metionina son necesarias para alcanzar una
produccién éptima de CPC, lo que posiblemente es debido a la degradacion de la misma
por accién de las aminoacido oxidasas intracelulares (Martin & 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
transulfuracidon reversa, y por el otro tiene un efecto inductor sobre los genes
biosintéticos de CPC, aumentando principalmente los niveles de transcripcién de los genes

pcbAB, pcbC, cefEF y cefG (Martin y Demain, 2002; Velasco et al., 1994). Ademas, en la
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region intergénica de los genes pcbAB y pcbC se ha encontrado una region consenso
CANNTG que es reconocida por ciertos factores de transcripcién bHLH (hélice-bucle-
hélice) involucrados en las vias de sefalizacién del control por azufre en Saccaromyces
cerevisiae, lo que parece sugerir una sefalizacidn cruzada de la regulacién por azufre con

la biosintesis de CPC (Velasco et al., 1994).
1.3.3.2. Influencia del fosfato y oxigeno

Se ha observado que un exceso de fosfato tiene un efecto negativo sobre la
produccién de CPC en A. chrysogenum, posiblemente debido a que el fosfato incrementa
la tasa de consumo de glucosa, acelerando por lo tanto la represién catabdlica por fuente
de carbono. Ademas, los altos niveles de fosfato tienen un efecto negativo directamente
en la formacion de las enzimas ACV sintetasa, IPN sintasa y DAOC sintetasa/DAC
hidroxilasa, por lo que también afecta en este punto a la biosintesis de CPC (Zhang et al.,
1988). Se ha sugerido también que el fosfato podria actuar sobre las enzimas IPNS y DAOC
sintetasa/DAC hidroxilasa formando complejos con el hierro requerido para su actividad

enzimatica (Lubbe et al., 1984).

La disponibilidad de oxigeno es muy importante para la produccion de antibidticos
beta-lactamicos. Es prerrequisito tener siempre una buena aireacién para obtener altos
titulos de dichos 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). Aunque también se han observado incrementos en la expresién
de los genes acvA e ipnA, que codifican las enzimas responsables de los dos primeros
pasos en la biosintesis de beta-lactamas en Penicillium chrysogenum, cuando los niveles
de oxigeno son bajos, posiblemente como parte de una respuesta a estrés (Renno et al.,

1992).
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1.3.3.3. Regulacion por fuente de carbono

La regulacion por fuente de carbono parece actuar en diferentes puntos de la
biosintesis de beta-lactdmicos, como: flujo del a-AAA, transcripcién de genes biosintéticos

y regulacién postranscripcional de los mismos.

Diferentes fuentes de carbono ejercen marcados efectos en la produccién de CPC,
aquellas que favorecen un crecimiento rdpido de A. chrysogenum ejercen un fuerte
control negativo sobre la produccién de CPC. Cuando A. chrysogenum crece en una fuente
de carbono rapidamente utilizable, como glucosa, maltosa o fructosa, o bien, en fuentes
de asimilacién mads lenta como la sacarosa y galactosa, el orden de disminucidn en la tasa
de crecimiento es glucosa-maltosa-fructosa-galactosa-sacarosa, pero el nivel de
produccién de antibidticos que se produce es el orden inverso. El efecto negativo de los
azucares rapidamente asimilables en la produccion de CPC en A. chrysogenum es debido
principalmente a varios factores que incluyen: a) inhibicion catabdlica de actividad
sintetasa por la fuente de carbono, como en el caso de la ACVS, y b) represidn a nivel
transcripcional o traduccional algunas enzimas involucradas en la biosintesis, como la IPNS

y DAOC/DAC sintetasa (Jekosch & Kiick, 2000a).

La glucosa promueve el crecimiento en los hongos productores de antibidticos B-
lactamicos, pero a altas concentraciones tiene un efecto negativo sobre la produccién de
los mismos. Por ejemplo, los niveles altos de glucosa, cuando se usa en vez de lactosa,
disminuyen el pool de a-AAA en P. chrysogenum y por lo tanto disminuye también su flujo
hacia la formacion del tripéptido ACV. En P. chrysogenum, la glucosa reprime la formacién
de las enzimas ACV sintetasa e IPN sintetasa, aunque no inhibe su actividad (Revilla et al.,
1986). A diferencia de lo que ocurre en P. chrysogenum, en A. nidulans los altos niveles de
glucosa afectan muy poco la expresién de la ACV sintetasa, aunque si tienen un fuerte
efecto negativo sobre su actividad. En ambos casos, las altas concentraciones de glucosa
afectan la formacién de IPN. Se han observado resultados similares cuando se usan otras
fuentes de carbono represoras, como por ejemplo la sacarosa (Espeso & Pefialva, 1992).

En A. chrysogenum, la formacion de CPC depende mucho de la fuente de carbono utilizada.
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Por ejemplo, la actividad expandasa se ve marcadamente reprimida, pero no inhibida,
cuando se usan fuentes de carbono rdpidamente utilizables. También, se ha visto
represién de la actividad ciclasa, aunque menos pronunciada. Ademas, se ha observado la
disminucion en los niveles de expresidon de los genes pcbC y cefEF en cultivos de A.
chrysogenum en medios con glucosa, con hasta cinco veces una disminucién en la

produccién de CPC (Jekosch & Kiick, 2000a).

En Aspergillus nidulans y Trichoderma reesei la represién de la transcripcion por
glucosa se encuentra regulada por los represores CREA y CRE1, respectivamente. En
Penicillium chrysogenum se ha observado que el factor transcripcional CreA reprime la
expresion del gen pcbAB uniéndose a secuencias reguladoras consenso en el promotor del
gen, y provocando de esta forma una disminucidon en los niveles de produccién de
penicilina (Cepeda-Garcia et al., 2014). En A. chrysogenum se logré identificar y aislar el
gen codificante de una proteina Crel con alta similitud con los represores CREA/1 de A.
nidulans, T. reesei y P. chrysogenum. La proteina CRE1 de A. chrysogenum, al igual que las
otras, contiene dos dedos de zinc del tipo Cys,-Hys,, los cuales reconocen secuencias
consenso de unién 5-SYGGRG-3’. Los promotores de los genes pcbC y cefEF contienen
varios sitios supuestos de unién a CRE1, a través de los cuales el factor de transcripcion
podria reprimir la expresiéon de dichos genes. Ademas, el factor CRE1 se encuentra
autorregulado, al presentar sitios de unidn para CRE1 en las regiones promotoras del gen

codificante crel (Jekosch & Kiick, 2000b).
1.3.3.4. Regulacion por fuente de nitrégeno

La biosintesis de compuestos B-lactamicos en A. chrysogenum estd fuertemente
regulada por la fuente de nitrogeno empleada, siendo los iones amonio los que tienen el
efecto mas fuerte. Los altos niveles de amonio inhiben la biosintesis de penicilina en P.
chrysogenum (Sanchez et al., 1981) y en A. chrysogenum las concentraciones superiores a
100 mM interfieren notablemente en la producciéon de CPC. La adicién de amonio reprime

la ACV sintetasa y la DAOC sintetasa/DAC hidroxilasa, mientras que la L-asparragina y la L-
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arginina resultan ser mejores fuentes de nitrégeno sin interferir en la produccién de CPC

(Shen et al., 1986).

La represion catabdlica por fuente de nitrégeno es un sistema regulador de amplio
dominio, que opera para asegurar que una provisidon constante de nitrégeno esté
rapidamente disponible para el crecimiento en respuesta a variables o cambios
ambientales. En ausencia de las fuentes de nitrégeno favoritas para el microorganismo,
como amonio o glutamina, serian utilizadas otras fuentes secundarias, como nitrato,
purinas, proteinas y amidas. Pero esto requeriria la sintesis de novo de permeasas y
enzimas catabdlicas, cuya expresidn estd fuertemente regulada por el circuito regulador
de nitrégeno (Caddick et al., 1994). En A. nidulans y P. chrysogenum, el factor regulador
global por fuente de nitrégeno se encuentra codificado por los genes areA y nre,
respectivamente (Brakhage, 1998). Cada uno de esos factores contiene un solo dedo de
zinc del tipo Cys-X,-Cys-X17-Cys-X,-Cys que, en conjunto con una regidn bdsica corriente
abajo, conforman el dominio de unién a ADN que reconoce la secuencia consenso GATA
(Marzluf, 1997). Se ha encontrado una secuencia consenso GATA en las regiones
intergénicas de los genes acvA e ipnA en A. nidulans, seis en las regiones correspondientes
en P. chrysogenum y quince en las de A. chrysogenum, lo que sugiere que dichos genes
estan sometidos a regulacién por fuente de nitrégeno (Haas & Marzluf, 1995; Menne et al.,

1994).

1.3.3.5. CPCR1, regulador de cefalosporina C 1

CPCR1 es un factor de transcripcion que se encuentra involucrado en la regulacion
de la biosintesis de CPC. La eliminacion del gen cpcrl no previene la produccién de CPC
pero si reduce significativamente sus niveles. CPCR1 se une en forma de dimero al
promotor de los genes pcbAB y pcbC y promueve su transcripcién, aunque es mas
probable que su interaccion se dé preferentemente con otro tipo de proteinas
reguladoras (Hoff et al., 2005). Es el primer miembro de la familia RFX de factores de
transcripcion descrito en hongos. Los factores RFX forman parte de un grupo de proteinas

de unidon al ADN que contienen el motivo hélice-giro-hélice modificado conocido como

17



“winged helix” y se encuentran involucradas en mecanismos de regulacién que no son
especificos para la biosintesis de antibidticos beta-lactdmicos en hongos, tales como la
reparacion 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
homodimerizacidn, sin el cual su actividad resulta nula (Schmitt et al., 2004a). El regulador
CPCR1 controla la fragmentacién de hifas en A. chrysogenum vy, por lo tanto, la formacién

de artrosporas (Hoff et al., 2005).

En Penicillium chrysogenum se ha encontrado un ortélogo de este gen, denominado
Pcrfx1, cuyo producto regula la expresiéon de los genes de penicilina, aunque no parece

estar involucrado en la morfologia y desarrollo del hongo (Dominguez-Santos et al., 2012).

1.3.3.6. Regulador AcFKH1

La proteina AcFKH1 es un factor de transcripcién similar al regulador CPCR1, pero
del tipo “forkhead”. Se caracteriza por poseer dos dominios conservados: el dominio
asociado a forkhead (FHA) en la regidn N-terminal, el cual podria estar involucrado en
interacciones con fosfoproteinas, y el dominio de unién al ADN en la regién C-terminal. El
regulador se une a dos sitios consenso para forkhead presentes en la regiéon promotora de
los genes pcbAB y pcbC. Aunque el regulador AcFKH1 parece no tener efecto directo en la
morfogénesis de A. chrysogenum, si se requiere su interaccién con el regulador CPCR1

para la funcién de este uUltimo (Schmitt et al., 2004b).

1.3.3.7. AcVEA, regulador global velvet

En hongos, el producto del gen velvet (veA) es un regulador global de la
morfogénesis. Mientras que la conidiacidn ocurre siempre en presencia de luz (en las
cepas silvestres), una mutacion en el gen veA elimina tal dependencia originando cepas
capaces de producir conidios aun en la oscuridad. La eliminacién completa del gen veA
origina cepas incapaces de producir estructuras sexuales (cleistotecio) y la sobreexpresién
del gen permite el desarrollo de cleistotecio aun en condiciones desfavorables. Estas

observaciones condujeron a la conclusién de que el producto del gen veA regula
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negativamente el desarrollo asexual, a la vez que regula positivamente el desarrollo sexual.
Ademas, también regula la expresion de los genes biosintéticos de beta-lactamas en A.
nidulans (Kato et al, 2003). En A. chrysogenum, el polipéptido AcVEA regula
positivamente la transcripcidén de los seis genes biosintéticos de CPC. La interrupcién del
gen AcveA disminuye la expresién de los genes biosintéticos, particularmente del gen
cefEF, y por lo tanto disminuye drasticamente la produccién de CPC en aproximadamente

el 80% (Dreyer et al., 2007).
1.3.3.8. AcSEPH, proteina de septacion H

AcSEPH es una proteina con alta similitud a las proteinas de septacion H de otros
hongos filamentos. En su regién amino terminal presenta un dominio catalitico protein-
cinasa-serina/treonina altamente conservado. Estd involucrada en los procesos de
septacion y diferenciacion celular de A. crysogenum. Su inactivacion mediante
interrupcion del gen AcsepH afecta negativamente la diferenciacion y la biosintesis de CPC,
disminuyendo significativamente la expresién del gen cpcR1, cuyo producto regula la
formacién de atrosporas y la transcripcién del gen pcbC. La interrupcién del gen AcsepH
también reduce significativamente los niveles de expresion de los genes cefEF, cefD1 y

cefD2 (Long et al., 2013).
1.3.3.9. AcATG], proteina relacionada con autofagia 1

AcATG1 es una protein-cinasa serina/treonina involucrada en los procesos de
autofagia, metabolismo de lipidos, crecimiento, diferenciacién celular y produccion de
metabolitos. La interrupcion del gen Acatgl en A. chrysogenum y su homoélogo en P.
chrysogenum disminuyen significativamente la formacion de conidios en ambos
microorganismos y aumentan la produccion de CPC y penicilina, respectivamente. En A.
chrysogenum la interrupcion de este gen aumenta significativamente la expresion de los
genes biosintéticos de CPC y evita la degradacién de algunas enzimas biosinteticas (por
ejemplo, la IPNS) en las etapas tardias del cultivo. Esto demostraria que la autofagia en A.

chrysogenum ejerce un papel importante en la produccion de CPC (Wang et al., 2014).
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1.3.3.10. Regulacion por pH ambiental de la biosintesis de CPC

Todos los microorganismos tienen que adaptarse al pH de su medio ambiente. En
muchos de ellos, el pH juega un papel importante al determinar los niveles de
transcripcion de los genes cuyos productos finales tienen que funcionar extracelularmente
o en las fronteras celulares. Los genes regulados por el pH ambiental incluyen permeasas,
algunas enzimas secretadas, enzimas intracelulares que participan en la sintesis de
productos exportados como toxinas, antibidticos y compuestos capaces de modificar el pH
ambiental (Pefialva & Arst, 2004). Muchos hongos filamentosos son capaces de sobrevivir
y crecer en un amplio intervalo de pH ambiental, el cual puede ser tan dcido como 2 o tan
alcalino como 10. Aparte de su capacidad homeostdtica, 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., 2004a).

La regulacion genética mediada por el pH ambiental es un sistema ampliamente
utilizado en el reino de los hongos. Estudios intensivos en mutantes con defectos en la
regulacion por pH condujeron a la identificacidn y aislamiento del gen pacC en A. nidulans
(Tilburn et al., 1995), luego en P. chrysogenum (Sudrez & Pefialva, 1996), A. niger
(MacCabe et al., 1996) y A. chrysogenum (Schmitt et al., 2001). La proteina PacC es un
factor de transcripcion que contiene tres dedos de zinc tipo Cys,-Hys,, de los cuales
solamente dos hacen contacto con el sitio de unién al ADN, mientras que el dedo uno
interactua con el dedo dos. PacC se une a sitios consenso de unidn 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
aminodcidos. 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 sefial de transduccion por pH y la segunda ocurre de manera
independiente del pH ambiental y es llevada a cabo por el proteosoma. Los dos
procesamientos proteoliticos conducen a la forma activa del factor de transcripcion PacC?.
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1.3.3.10.1. Cascada de seializacion por pH

Ademas del gen pacC, otros seis genes se encuentran involucrados en la regulacién
por pH: los genes palA, palB, palC, palF, palH y pall, cuyos productos, junto con el factor
de transcripcion PacC, conforman toda una ruta de sefalizacion en respuesta al pH
ambiental. La sefalizacién por pH en hongos se encuentra mejor estudiada en Aspergillus

nidulans y se detalla a continuacién (revisado por Pefalva et al., 2008).

La proteina PalH es un receptor de siete dominios transmembranales (7TMD) que
funciona como sensor del pH extracelular (Negrete-Urtasun et al., 1999). PalH interactua
con la proteina membranal Pall, la cual podria funcionar también como sensor del pH
extracelular (Calcagno-Pizarelli et al., 2007), aunque su participacién clave es mas bien

ayudar a la localizacién de PalH en la membrana plasmatica (Denison et al., 1998).

Cuando las condiciones de pH cambian de neutras a alcalinas, el extremo C-terminal
de PalH interactua fuertemente con PalF, una proteina del tipo de las arrestinas (proteinas
que facilitan la regulacion cascada abajo de la sefializacién mediada por receptores 7TMD).
PalF se fosforila y se multi-ubiquitina, conduciendo a la internalizacién de la membrana
para iniciar la formacién de un complejo endosomal (Herranz et al., 2005; Lefkowitz &

Shenoy, 2005).

Por otro lado, la proteina PalC es secuestrada hacia las estructuras corticales con
sitios de interaccidn PalF-PalH, donde se une al complejo de distribucién endosomal
requerido para transporte Il (ESCRT-III), a través de su dominio de unién Brol (Peialva et
al., 2008). Los complejos ESCRT-lll y Vps32 forman un entramado en la membrana
endosomal. Cuando la proteina PalC se une a ESCRT-IIl, se promueve el secuestro de las
proteinas PalA hacia el complejo endosomal, permitiendo la interacciéon de PalA con el
subcomplejo Vps32 mediante su dominio de unién Brol, lo que lleva a la interaccion de

Vps32-PalA con ESCRT-III (Vincent et al., 2003).

Después, una proteina del tipo de las calpainas denominada PalB se une al complejo

activado de ESCRT-IIl a través de su dominio de unién e interacciéon con microtubulos
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(MIT). La formacién de este complejo endosomal termina con el secuestro del factor de
transcripcion PacC’® (conformacién cerrada de aproximadamente 678 aminodcidos), que
se une a las dos proteinas palA del complejo mediante sus dos sitios de unién YPXL. Los
dominios de unidn a palA en el factor de transcripcidon PacC flanquean una region de 24
residuos denominada “caja de la proteasa sefializadora” que serd el sitio de rotura para
PalB, que posiblemente desempefia el papel de proteasa sefializadora (Diez et al., 2002).
PalB elimina alrededor de 180 aminodacidos desde el extremo C-terminal para dar lugar a
la conformacién PacC>® (forma intermedia de aproximadamente 495 aminodcidos)
(Rodriguez-Galan et al., 2009). Posteriormente, el factor de transcripcién PacC>
experimenta el segundo rompimiento proteolitico, independiente del pH ambiental y
catalizado por el proteosoma, que elimina aproximadamente otros 245 residuos del
extremo C-terminal, dejando intacta la regidn 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).

El factor de transcripcidon en su forma activa PacC?’ se une 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 acido 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 5.
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Fig. 5. Activacion del factor de transcripcion PacC mediada por la sefializacion del pH ambiental (Pefialva et

al., 2008).
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2. ANTECEDENTES

Gracias al avance en el conocimiento de las técnicas bioquimicas y moleculares se ha
logrado describir las rutas biosintéticas de los antibidticos beta-lactamicos y sus
mecanismos de regulacién en hongos productores. Aunque el mayor progreso en el
campo de los antibidticos beta-lactamicos se ha alcanzado con estudios sobre la
biosintesis de la penicilina en Aspergillus nidulans y Penicillium chrysogenum, hoy en dia
ya se conoce la ruta de biosintesis de CPC en Acremonium chrysogenum y algunos de sus

mecanismos reguladores (Schmitt et al., 2004a).

Hasta hace algunos anos, muchos de los avances en el mejoramiento de Ia
produccién de antibidticos beta-lactdmicos por hongos productores estuvieron limitados a
las herramientas de mejoramiento genético cldsico, como mutagénesis al azar, seleccién
bioquimica y fusidén de protoplastos (Skatrud et al., 1987). Aunque hoy en dia las técnicas
clasicas de mejoramiento genético se encuentran cada vez mas en desuso, han sido una
herramienta clave para incrementar a grandes niveles la produccién de antibidticos B-
lactamicos por los organismos productores, alin con el escaso marco tedrico que se tiene

sobre las rutas de biosintesis y/o su regulacion.
2.1. Mejoramiento genético clasico

La genética ha tenido una larga historia de contribuciones a la produccién de
metabolitos microbianos. Los enormes incrementos en la productividad y las notables
reducciones en los costos han sido resultado de mejoramientos obtenidos principalmente
mediante mutagénesis, recombinacién y seleccion de cepas altamente productoras (Adrio

& Demain, 2006).

El mejoramiento de cepas mediante mutacion y seleccion es todavia parte esencial
de los programas de mejoramiento de la produccién convencional de antibidticos,
permitiendo el bloqueo de actividades enzimaticas no deseadas, removiendo regulaciones
negativas, incrementando las dosis génicas, etc. Se pueden incluso seleccionar nuevas

cepas para cubrir propdsitos especificos, como el incremento de la produccién de
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antibidticos, el uso de sustratos crudos mas baratos, cultivos a diferentes temperaturas o
con demandas reducidas de oxigeno, periodos mds cortos de cultivo, morfologias
celulares especiales, etc. (Diez et al., 1997). Hace ya mas de 60 afos desde que se
consiguié la primera cepa mutante sobreproductora de penicilina, Penicillium
chrysogenum X-1612, después de un tratamiento de mutagénesis con rayos X, con lo cual
se marco el comienzo de una larga y satisfactoria relacién entre la microbiologia industrial
y la genética mutacional (Hersbach et al., 1984). El mejoramiento de la produccion de
penicilina mediante estrategias cldsicas convencionales ha sido el resultado de la
aceleraciéon de la expresion genética y de la amplificacion de genes. Derivado del uso de
estos métodos, se han encontrado en cepas sobreproductoras de P. chrysogenum
incrementos en los niveles de ARNm correspondientes a tres de las enzimas biosintéticas
de penicilina G (Smith et al., 1990). Mientras que en otras cepas altamente productoras se
han encontrado regiones con cinco a seis repeticiones en tdndem de genes biosintéticos
(Fierro et al., 1995). Gracias a las técnicas cldsicas de mejoramiento genético se han
logrado obtener cepas de Penicillium chrysogenum y Acremonium chrysogenum
sobreproductoras de antibidticos B-lactdmicos, con titulos de hasta 70 g/L de penicilina en
cultivos industriales de P. chrysogenum y 30 g/L de cefalosporina C en A. chrysogenum

(Elander, 2003).
2.2. Utilizacion de sistemas de cultivo sumergido

La mayoria de los cultivos para la produccién de antibidticos beta-lactdmicos, tanto
experimentales como industriales, se llevan a cabo preferentemente en cultivos liquidos,
denominados también cultivos sumergidos (SmF). Desde hace décadas, Acremonium
chrysogenum ha sido el microorganismo de eleccion para la produccién de CPC.
Industrialmente, se ocupan grandes cultivos sumergidos en lote o alimentados, por lo que
se han centrado muchos esfuerzos para mejorar los rendimientos de antibidtico en la
optimizacién de los medios y las condiciones de cultivo. El conocimiento de la regulacion
de la biosintesis de CPC por A. chrysogenum ha sido la clave para el desarrollo de medios
de cultivo que promuevan la produccion de CPC y eviten algun tipo de represiéon
catabdlica o regulacién negativa. Por ejemplo, Caltrider & Niss (1966) encontraron que la
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metionina tiene un efecto estimulador para la produccién de CPC, ademas de que el
atomo de azufre contenido en su molécula proviene exclusivamente de ésta. Ailos mas
tarde Sawada et al. (1980) y Zhang et al. (1987) demostraron su efecto inductor en la
formacion de varias enzimas involucradas en la ruta de biosintesis. Velasco et al. (1994)
demostraron asimismo su efecto inductor en la transcripcidon de algunos de los genes
biosintéticos de CPC. Kennel & Demain (1978) estudiaron los efectos de diferentes fuentes
de carbono sobre la produccién de B-lactamas por A. chrysogenum, encontrando que las
mejores fuentes en un medio definido son glucosa (en baja concentracidn, la cual se
utilizaria rdpidamente durante la trofofase) y sacarosa (en mayor proporcion, para ser

consumida durante la idiofase).

Shen et al. (1984) probaron fuentes organicas e inorgdnicas de nitrégeno para
estudiar sus efectos reguladores sobre la produccién de compuestos B-lactamicos por A.
chrysogenum, y encontraron que las fuentes orgdnicas (como la asparragina o la arginina)
funcionan mejor que las sales de amonio, ademds de que evitan la represién por

nitrogeno de la actividad expandasa durante la biosintesis de B-lactamas.

Kozma & Karaffa (1996) estudiaron el efecto del oxigeno sobre el sistema
respiratorio y la produccién de CPC en cultivos de A. chrysogenum, encontrando que altos
niveles de oxigeno tienen un efecto positivo en la sobreproduccién del antibidtico y
confirmando la necesidad de una buena aireacidon durante los cultivos sumergidos. La
mayoria de los procesos de produccién de CPC utilizan preferentemente cultivos
sumergidos con medios de produccidon complejos, obtenidos a partir de sustratos baratos
como melaza de cafia, extracto de carne, licor de maiz remojado, aceite de soya, etc., con
altos niveles de productividad (lo cual puede ser favorecido por los factores de
crecimiento presentes en los bioproductos agricolas). Las ventajas de los medios de
cultivo complejos son la alta densidad de biomasa y las altas producciones alcanzadas,
aungue en ocasiones éstas son superadas por las desventajas. La alta viscosidad del medio
y los altos requerimientos de oxigeno se traducen en un mayor gasto de energia para el
bioproceso, lo que también incrementa los costos de produccion. Ademas, la turbidez del
medio y la presencia de residuos sélidos en él dificultan el analisis, la recuperacion y la
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purificacién del producto, sin mencionar el hecho de que el medio de cultivo debe ser
diluido para recuperar el producto, lo que disminuye drasticamente la productividad

(Seidel et al., 2002a).

Se han realizado muchos otros estudios de optimizacion que utilizan cultivos
sumergidos en medios sintéticos, semisintéticos y complejos, en combinacién con
sistemas de reactor en lote o alimentados para mejorar los titulos de produccién de CPCy
eliminar las variables que interfieren con una buena productividad (El-Sabbagh et al.,

2008; Jurguens et al., 2002; Seidel et al., 2002a y 2002b; Zhou et al., 1992).
2.3. Utilizacion de sistemas de cultivo en estado sélido

Una alternativa para mejorar la produccion de antibiéticos B-lactdmicos ha sido el
empleo de sistemas de cultivo en estado sélido (SSF). Estos sistemas ofrecen ventajas
ecoldgicas para el crecimiento de hongos y actinomicetos, por lo que podrian ser una
opcién altamente eficiente para la sobreproduccién de sustancias de alto valor agregado
(Barrios-Gonzalez & Mejia, 1996). Recientemente se han considerado como los sistemas
mas baratos y mas amigables con el medio ambiente, en comparacién con los sistemas de
cultivo sumergido (SmF) (Mienda et al., 2011). Los sistemas de SSF, a pequefia escala y
utilizando ciertos sustratos sdélidos (principalmente residuos agricolas), parecen ofrecer
varias ventajas sobre la tecnologia de los cultivos sumergidos para la produccién de
enzimas, esporas, biocombustibles y diversos metabolitos (Holker et al., 2004). Algunas de
las ventajas que ofrecen los sistemas de SSF frente a SmF son: 1) La baja disponibilidad de
agua reduce la posibilidad de contaminacién por bacterias o levaduras, permitiendo en
algunos casos trabajar bajo condiciones no asépticas; 2) La alta aireacién resulta ser
adecuada para procesos que tienen una gran demanda de oxigeno; 3) Las condiciones
ambientales resultan ser similares al habitat natural de la mayoria de microorganismos
utilizados en SSF; 4) Los requerimientos de energia para los sistemas de SSF son bajos, por
lo que podrian reducirse los costos de produccidon en algunos casos en los que no se
requiera de agitacion mecanica, tratamiento por vapor, autoclavado o altas condiciones

de aireacién; 5) Los volumenes de efluentes contaminantes son pequefios, ademas de que
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el requerimiento de disolventes para la extraccion de los productos son bajos debido a la
alta concentracién de estos ultimos; 6) Las condiciones de humedad utilizadas podrian
facilitar la produccion de compuestos que probablemente no se producirian, o lo harian
pobremente, en SmF. Por otro lado, algunas de las desventajas que presentan los sistemas
de SSF son: 1) En algunos casos los sustratos requieren de pretratamiento, como
reduccion del tamafio de particula por tamizado, hidrdlisis fisica, quimica o enzimatica,
coccién o tratamiento por vapor, etc.; 2) Los sistemas de SSF se ven limitados
principalmente al uso de microorganismos que no requieran altas condiciones de
humedad; 3) En ocasiones se dificulta el monitoreo de parametros como pH, contenido de
humedad, formacion de biomasa, concentracién de sustratos, consumo de oxigeno, etc.,
debido a la propia naturaleza sdlida de los sustratos; 4) La aireacién también podria
dificultarse, debido a la presencia de altas concentraciones de sélidos. A pesar de estas
desventajas y algunas otras sin mencionar, aun se cree posible solucionar mediante
ingenieria de biorreactores los problemas que se han ido presentado en los sistemas de

SSF (Mienda et al., 2011).

Varios autores han utilizado los sistemas de SSF para mejorar la produccién de
antibidticos beta-lactdmicos, tratando de aprovechar las ventajas metabdlicas que ofrecen
estos sistemas y de minimizar ciertos problemas asociados con la produccién de
metabolitos secundarios en cultivos liquidos, como fuerzas cortantes, incremento en la
viscosidad debido a la secrecién de metabolitos, morfologia fungica y reduccién en la

estabilidad metabdlica (Bhargav et al., 2008).

Por ejemplo, Barrios-Gonzalez et al. (1988) utilizaron un sistema de SSF en bagazo
impregnado con medio de cultivo para producir penicilina a partir de Penicillium
chrysogenum NRRL 1951. Demostraron que un contenido inicial del 70% de humedad en
el soporte se traducia en una alta produccidn, con rendimientos superiores, en
comparacion con un sistema liquido, ademas de que el uso de un medio de cultivo
concentrado aceleraba y favorecia la produccion. Afios mas tarde, Dominguez et al. (2000)
demostraron que al disminuir el contenido de bagazo en este sistema, la formacion de
penicilina se veia favorecida, posiblemente debido a que en estas condiciones también
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disminuye la provision de nutrientes, generandose mejores condiciones metabdlicas para
la produccién de antibidticos. En otros ejemplos, se han utilizado los sistemas de SSF para
producir cefamicina C por Streptomyces cattleya, Streptomyces clavuligerus y Nocardia
lactamdurans, concretamente soportes de trigo crudo suplementados con pasta de
semilla de algoddn sin aceite y semilla de girasol (Kota & Sridhar, 1999). Wang et al. (1984)
investigaron la produccién de CPC en SSF utilizando varios tipos de grano de arroz como
sustrato, encontrando que al utilizar arroz Tsailai se obtenia la mayor produccién. Estos
autores optimizaron los siguientes parametros de cultivo: densidad de indculo = 2.8 x 10®
esporas/g de sustrato, humedad inicial = 49-51%, temperatura = 25°C. Después de 7 dias

de cultivo con A. chrysogenum M8650-R-3 observaron una produccion maxima de hasta

6420 pg de CPC/g de sustrato.

En 1989, Jermini & Demain utilizaron cebada como soporte y la cepa C10 de A.
chrysogenum, alcanzando una produccién maxima de CPC de 950 pg/g de sustrato a los 10

dias de cultivo.

Adinarayana et al. (2003) optimizaron los aditivos y los parametros de temperatura,
contenido de humedad, cantidad de indculo, etc.,, para alcanzar un maximo en la
produccién de CPC usando A. chrysogenum vy varios sustratos, encontrando que el trigo
crudo era la mejor opcidn. Obtuvieron una produccion de CPC de hasta 22281 ug/g de
sustrato a los 5 dias de cultivo a 30°C, con una humedad inicial del 80%, pH de 6.5 y un

indculo de 2 x10’ esporas/g de sustrato.

En estudios realizados por Cuadra (2004), se establecieron en nuestro laboratorio las
condiciones para la produccién de CPC por A. chrysogenum, utilizando un sistema de
cultivo sélido en dos fases soporte-sustrato. Cuadra probdé como soporte el bagazo de
cafa y la espuma de poliuretano, encontrando que en el bagazo de cafia la produccion de
CPC resultaba ser mas estable. Cuadra et al. (2008) optimizaron la produccion de CPC por
A. chrysogenum C10 en SSF, demostrando que al comenzar el cultivo con un valor de pH
de 5.8 y utilizando tampdn de fosfatos en una concentracion de 75 mM se lograba

mantener por mas tiempo valores de pH que favorecian la produccion de CPC. También
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demostraron que al utilizar una concentracion de medio de cultivo mas elevada (2.5 X) se

conseguia elevar el rendimiento de CPC, desde 468 hasta 3200 pg/g de sustrato.
2.4. Mejoramiento genético molecular

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 dichos antibidticos. La aplicacion de la tecnologia del ADN
recombinante para la produccién de metabolitos secundarios ha sido de gran interés, a
este respecto (Diez et al., 1997). Algunas de las herramientas moleculares mas utilizadas
para incrementar la produccién de metabolitos secundarios incluyen: clonacion y
sobreexpresidn de genes biosintéticos (inclusive de clusteres completos), incremento en la
dosis génica de genes reguladores positivos (factores de transcripcidén u otros reguladores
pleiotrépicos), disrupcién o disminucién de la dosis génica de genes reguladores negativos,
intercambio de promotores débiles por promotores fuertes, eliminacidon de ciertos genes
para eliminar reacciones indeseables no productivas, evolucidon dirigida de genes
biosintéticos, inactivacion de genes involucrados en la reparacion del ADN tipo NHEJ (non-
homologous end joining) para mejorar mecanismos de integracién de ADN foraneo vy
silenciamiento de genes para knock-down, andlisis transcriptomicos y/o protedmicos,

ingenieria metabdlica, “shuffling” gendmico, etc. (Ozcengiz & Demain 2013).

Uno de los blancos mas importantes para el mejoramiento genético con
herramientas moleculares de la produccidn de antibidticos beta-lactamicos ha sido, desde
hace afios, el hongo filamentoso Acremonium chrysogenum. En la década de 1980’s se
logré la optimizacidn de un sistema eficiente de transformacién integrativa para A.
chrysogenum (Queener et al., 1985; Skatrud et al., 1987), con lo cual dio comienzo una
nueva etapa de estudios y uso de herramientas moleculares para el mejoramiento
genético de este microorganismo. El desarrollo de plasmidos integrativos con promotores
fuertes o inducibles y marcadores de seleccion adecuados para hongos han permitido
clonar, sobreexpresar, eliminar o silenciar genes de interés, ya sea con fines de

mejoramiento genético o simplemente para el estudio de microorganismos de interés
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industrial. Preferentemente se han utilizado tres diferentes marcadores de seleccién: 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 dichas herramientas moleculares disponibles, se han realizado esfuerzos por tratar de
mejorar genéticamente la produccién de CPC. Algunas de las estrategias utilizadas han
sido el aumento en el nimero de copias de los genes biosintéticos, la utilizacién de
promotores mas fuertes y el mejoramiento del metabolismo aerdbico. Algunos ejemplos

de estas estrategias se describen a continuacion.

En 1989, Skatrud & Queener aumentaron el nimero de copias del gen pcbC en A.
chrysogenum, sin obtener un incremento significativo en la produccién 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-lactamicos. Ese mismo afio, Skatrud et
al. (1989) reportaron un incremento del 15% en la produccién de CPC utilizando una cepa
industrial de A chrysogenum (394-4) transformada con una copia extra del gen cefEF
(DAOC sintetasa/DAC hidroxilasa). Sin ellos saberlo, el gen cefG también fue incrementado
junto con el gen en estudio, pues se encuentran contiguos en el genoma. Poco después,
Matsuda et al. (1992) y Mathison et al. (1993) clonaron sélo el gen cefG y lo
transformaron en una cepa silvestre de A. chrysogenum, aumentando su numero de
copias alrededor de cinco veces. Con ello, obtuvieron un aumento de tres veces en la
produccién de CPC, demostrando que exclusivamente las copias adicionales del gen cefG y
los niveles correspondientes de su ARNm estaban directamente relacionados con los
titulos de CPC y sugiriendo que esta enzima podria ser un paso limitante en la ruta

biosintética.

En otra investigacién se utilizé 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 observé un
alto nivel de transcripcién del gen en todas las transformantes obtenidas, confirmando

gue el gen cefG es limitante para la biosintesis de CPC (Gutiérrez et al., 1997).
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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
produccién 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 andloga a la hemoglobina) bajo el control del promotor constitutivo TR1 de
Trichoderma reesei. El resultado fue la obtencion de titulos de CPC hasta cinco veces mas

altos que los controles.

Otro ejemplo interesante lo constituyd el aumento en el nUmero 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 produccion de CPC,
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 razén para la construccién de cepas de A. chrysogenum modificadas
genéticamente es el intento de producir otros intermediarios de las cefalosporinas de uso
clinico, que sean mas utiles que la misma CPC para generar modificaciones quimicas. Tal
es el caso del acido 7-amino cefalosporanico (7-ACA) y del dacido 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-aminoacido 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 cultivo, aunque sin ser comercialmente
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significativas. Mas recientemente, Liu et al. (2010a) introdujeron un gen sintético ecs en A.
chrysogenum que codifica para una CPC acilasa expresado bajo el control del promotor
enddgeno del gen pcbC, obteniéndose como resultado la formacién de hasta 1701 pg/mL

de 7-ACA directamente in vivo.

En otro ejemplo, Velasco et al. (2000) obtuvieron 7-ADCA utilizando |Ia
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 producto del gen cefE de
Streptomyces clavuligerus expresado bajo el control del promotor del gen pcbC de
Penicillium chrysogenum. A continuacion, la DAOC obtenida fue transformada a acido 7-
amino desacetoxicefalosporanico (7-ADCA) mediante dos reacciones enzimaticas
consecutivas, catalizadas por una D-aminodcido oxidasa de Rhodotorula gracilis y una

glutaril oxidasa de Acinetobacter sp.

Crawford et al. (1995) expresaron el gen cefEF de A. chrysogenum en P.
chrysogenum con el propdsito 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 transformé 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).

Otra estrategia novedosa consistid en expresar todo el cluster 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, provocando la acumulacién 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.
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En 2008, Nijland et al. expresaron los genes cefEF y cmcH de A. chrysogenum y
Streptomyces clavuligerus, respectivamente, en P. chrysogenum para conseguir la
formacién de 4acido adipoil-7-amino-3-carbamoiloximetil-3-cephem-4-carboxilico (ad7-
ACCCA). Posteriormente, expresaron también el gen cefT de A. chrysogenum y obtuvieron
una produccién dos veces mayor de cefalosporina a partir de P. chrysogenum,
demostrando que la produccidn de cefalosporinas por P. chrysogenum esta limitada por la

capacidad del hongo para secretar tales compuestos.

Liu et al. (2010b) realizaron construcciones plasmidicas con combinaciones de los
genes cefEF, cefG y cefT de A. chrysogenum y el gen vgb de Vitreoscilla sp. vy
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
produccién de CPC, y que la mejor combinacion que aumenté drasticamente la
produccién fue una copia extra de los genes cefG y cefEF, ademas de la integracidn del gen

vgb.

Teijeira et al. (2011) encontraron dentro del clister temprano de CPC un gen que
codifica para la proteina reguladora CefR, que contiene un dominio de unién al ADN
“fungal-trans” y un sitio de localizacién nuclear, posiblemente involucrada en el
transporte de compuestos beta-lactamicos. Demostraron que la inactivacién de este gen
retrasa la expresion del gen cefEF, incrementa la acumulacion de IPN y disminuye la
produccién de CPC, mientras que su sobreexpresién disminuye la secrecién de IPN hasta
en un 60%, asegurando la posterior formaciéon de precursores e incrementando la
produccién de CPC. Encontraron también que CefR actia como un represor del gen cefTy

ejerce un pequeiio efecto estimulador en los niveles de expresién del gen cefEF.

En 2013, Gsaller et al. describieron el uso del primer promotor inducible en A.
chrysogenum para aplicaciones moleculares de expresion génica condicional. Utilizaron el
promotor del gen mirl de A. chrysogenum, una ORF cuyo producto de traduccién
mostraba alta similitud con proteinas transportadoras de sideréforos de A. nidulans y

Gibberella zeae. Los sideréforos son moléculas de bajo peso molecular capaces de quelar
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el hierro, que pueden ser excretados por algunos microorganismos cuando estos detectan
que hay escasez de este metal en su medio ambiente. Después de que los sideréforos
secuestran el hierro, los complejos son absorbidos por el microorganismo a través de
proteinas transportadoras de sideréforos. Los autores probaron el promotor de dicho gen
fusionandolo a la proteina verde fluorescente (GFP) o a un gen de resistencia a fleomicina.
Sus resultados demostraron que los genes expresados con el promotor Pmirl eran
susceptibles a los cambios en la disponibilidad de hierro, es decir, que su expresidn se veia
favorecida cuando las condiciones de hierro eran limitantes y que, por otro lado, su
expresion disminuia en cuanto se agregaba hierro al medio de cultivo. Aunque estos
resultados no impactaron en el mejoramiento genético de A. chrysogenum, si
contribuyeron enormemente a aumentar el pool de herramientas moleculares disponibles
para este microorganismo, ya que el promotor Pmirl es el primer reporte que se tiene de

un promotor inducible para ser utilizado como herramienta molecular en A. chrysogenum.

Un aiflo mas tarde, Blatzer et al. (2014) describieron la aplicacién de otro promotor
para expresion génica condicional de genes heterdlogos en A. chrysogenum, el promotor
enddgeno inducible por xilano y/o xilosa Pxil1, cuyo anédlogo en P. chrysogenum habia sido
utilizado ya exitosamente en diversos hongos como el mismo P. chrysogenum, A. nidulans,
Aspergillus fumigatus y Neurospora crassa, pero que no habia tenido efectos positivos
para A. chrysogenum. Recientemente, Bloemendal et al. (2014) reportaron la aplicacién
exitosa del promotor inducible por xilosa Smxyl de Sordaria macrospora en A.
chrysogenum como estrategia para la manipulacidén genética de este microorganismo, con
la posibilidad de reducir o eliminar el uso de marcadores de seleccion quimicos. Estos
mismos autores reportaron también que una eliminacidn del gen ku70 de A. chrysogenum
aumenta enormemente las probabilidades de recombinacién homdloga, lo cual resulta de
gran interés porque la recombinacién homdloga es un evento que ocurre con poca
frecuencia en hongos, y es aun mucho mas raro en A. chrysogenum. El gen ku70 codifica
para una subunidad del heterodimero Ku70/80 que esta involucrado en el mecanismo de
reparacion del ADN tipo NHEJ y que es el responsable de que los eventos de integracién

de ADN foraneo al genoma de este hongo ocurran preferencialmente de forma ectdpica.
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Con mayores posibilidades de recombinacién homadloga se podria facilitar el analisis y la
manipulacidon gendmica de A. chrysogenum para futuras investigaciones de indole basica o

aplicada (Bloemendal et al., 2014).

2.5. Estudios sobre la regulacion por pH ambiental de la biosintesis de antibiéticos -

lactamicos

Se ha observado que tanto las penicilinas como las cefalosporinas se producen en
grandes cantidades bajo condiciones alcalinas. Por lo tanto, es clara la importancia que
tiene el pH ambiental en la determinacién 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-lactdmicos (Pefalva et al., 2008).

A través de los afios, se han realizado varios estudios para comprender mejor el
mecanismo de la regulacion por pH sobre la produccidon de tales antibidticos. Las
mutaciones de inactivaciéon en cualquiera de los seis genes palA, palB, palC, palF, palH, o
pall, conducen a una alta expresién de los genes que se expresan preferencialmente en
condiciones acidas y a bajos niveles de expresion de los genes expresados en condiciones
alcalinas, produciendo un mimetismo de tipo acido, evidenciado en A. nidulans por niveles
elevados de fosfatasa acida y niveles reducidos de fosfatasa alcalina y de penicilina

(Pefialva & Arst, 2004).

En contraste, algunas mutaciones en el gen pacC mimetizan los efectos de un
crecimiento a pH alcalino. Por ejemplo, al truncar el factor de transcripcidon PacC entre 250
y 586 residuos del extremo C-terminal, ya sea a través de salto de marco de lectura o por
terminacion de cadena, se puede observar el fenotipo de mimetismo alcalino pacC’. En
este fenotipo los genes expresados preferencialmente en condiciones alcalinas son
altamente expresados, mientras que los genes expresados preferencialmente en pH acido
se expresan pobremente. Ademas se observan elevados niveles de fosfatasa alcalina,
niveles reducidos de fosfatasa acida, fosfodiesterasa y y-aminobutirato (GABA) permeasa,

morfologia anormal con conidiacién reducida a pH acido, sensibilidad aumentada a

36



neomicina y sobreproduccién de penicilina en A. nidulans (Arst et al., 1994; Caddick et al.,

1986; Espeso et al., 1993; Shah et al., 1991).

Al truncar la proteina PacC desde el extremo C-terminal y hasta aproximadamente el
aminodcido 590 se puede obtener el fenotipo pacC+/‘, gue es también un ejemplo de
mimetismo dcido, muy parecido al que origina la inactivacién de cualquiera de los genes
pal, pero menos extremo, manifestando crecimiento pobre a pH alcalino (Espeso & Arst,
2000; Orejas et al., 1995, Tilburn et al., 1995). En la figura 6 se esquematizan los dos tipos
de mutaciones en el gen pacC que conducen a fenotipos de mimetismo acido (pacC+/') o

alcalino (pacc®).
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Fig. 6. Proteina PacC esquematizada mostrando los tipos de mutaciones en ella que conducen a fenotipos de

mimetismo alcalino (pacC’) y mimetismo 4cido (pacC+/’) (Tilburn et al., 1995)

La mayoria de los estudios enfocados a la regulacidon genética por pH ambiental se
han realizado principalmente en el modelo de estudio A. nidulans. Estos involucran
mutaciones en los genes de la via de senalizacidn Pal o en el factor de transcripciéon PacC
(Denison et al., 1998; Diez et al., 2002; Espeso & Arst, 2000; Espeso et al., 1997 y 2000).
Sin embargo, la mayoria de estas mutaciones han sido obtenidas a través de métodos de
genética clasica, fisico-quimicos y mecanismos de recombinacién homodloga (Fernandez-

Martinez et al., 2003; Flaherty et al., 2003; Mingot et al., 1999; Peialva & Arst, 2002).
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Varios genes o funciones son regulados por el factor de transcripcion PacC,
particularmente los genes que codifican para enzimas extracelulares, permeasas vy
enzimas involucradas en la exportacion o sintesis de metabolitos secundarios. Sin
embargo, los enfoques de los estudios anteriores se han dirigido basicamente a observar
los efectos sobre la diferenciacidn celular, esporulacién y patogénesis en microorganismos
como A. nidulans, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, etc. Por ello, no existen
suficientes estudios aun que describan los efectos de dichas mutaciones sobre la

expresion de los genes biosintéticos y la produccion de CPC en A. chrysogenum.

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. Aunque PacC no es
un regulador especifico de la biosintesis de antibidticos B-lactdmicos o cefalosporinas si
tiene un efecto general en la expresion de sus genes biosintéticos. En A. chrysogenum, la
region promotora intergénica entre los genes pcbAB y pcbC contiene dos sitios de unién
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).

Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo 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 sdlo
algunos de los genes involucrados en la produccidn estan regulados por el pH ambiental
(entre ellos, el gen cefT y el gen cefD2). Ademas, se observd el efecto del aumento del
numero de copias del gen pacC en la cepa C10 de A. chrysogenum, con lo que se consiguio

un aumento del 55% en la produccién de CPC por una de las transformantes obtenidas.

También, en otro trabajo anterior, se realizaron las construcciones de dos vectores
para expresar una mutacién en el gen pacC de A. chrysogenum, truncando la cadena
original hasta el par de bases numero 971, a partir del codén de inicio de la traduccién (lo
gue corresponderia al sitio del segundo rompimiento proteolitico en la cadena de

aminodcidos de la proteina PacC), con el propdsito de obtener la expresion del factor de
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transcripcion directamente en su forma activa. En uno de los vectores, la mutacién se
expresaria bajo el control del propio promotor del gen pacC, mientras que en el otro la
mutacion se expresaria constitutivamente bajo el control del promotor Pgpd de A.
nidulans que regula la expresién de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Los
vectores se introdujeron en la cepa silvestre de A. chrysogenum y se observaron sus
efectos sobre la produccidn de antibidticos beta-lactdmicos en el medio convencional de
produccién: al menos tres de las cepas obtenidas mostraron una mayor produccién
significativa en comparacién con la cepa silvestre. Sin embargo, en ese estudio fueron
pocas las cepas mutantes que se lograron obtener y analizar. Ademas, el medio de
produccién convencional no hizo posible la observacién real de los efectos esperados de
mimetismo alcalino, ya que la mayor parte del cultivo se desarroll6 a valores de pH

alcalino (Lopez-Calleja, 2010).
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3. JUSTIFICACION

Acremonium chrysogenum es el Unico productor industrial de CPC (Blatzer et al.,
2014). Todas la cefalosporinas de uso clinico son semisintéticas y se derivan a partir de la
CPC, la cual pertenece al grupo de los antibidticos beta-lactdmicos (Brakhage, 1998). Por
su alta especificidad son utilizadas eficientemente para el tratamiento de muchas
enfermedades infecciosas causadas por microorganismos resistentes a otros antibiéticos.
La continua resistencia microbiana hacia otros antibidticos ha aumentado la demanda de
cefalosporinas (Weil et al., 1995). En 2009, se calculdé que el mercado mundial tan sélo de
las cefalosporinas llegd a los US$11,900 millones. Actualmente las ventas anuales de
cefalosporinas representan el 28% del mercado mundial de antibacterianos (Hamad,
2009). Todas estas caracteristicas, entre otras, hacen de la CPC un producto de alto valor

agregado.

Sin embargo, a pesar de mas de 50 afios de mejoramientos en la produccién
mediante tecnologia de cultivos y algunos mejoramientos genéticos, la produccién de CPC
aun no es completamente satisfactoria en comparacién con los titulos de penicilina que se
obtienen actualmente. Se estima que las cepas industriales de Penicillium mas recientes
producen hasta cien mil veces mas penicilina que la cepa original de Penicillium notatum
aislada por Alexander Flemming (Flemming, 1929), alcanzando producciones de hasta 60
g/L, en comparacion con los 30 g/L de CPC alcanzados por A. chrysogenum en las cultivos
de nivel industrial (Seidel et al., 2002a). Lo anterior conduce a la bisqueda de nuevas
estrategias fisioldgicas o de mejoramiento genético que permitan alcanzar producciones

mayores de CPC.

La aplicacion de la tecnologia del ADN recombinante a la produccion de metabolitos
secundarios en diversos microorganismos ha sido de gran interés (Diez et al., 1997). Es
posible utilizar diversas aplicaciones de manipulacidon genética para la comprensién vy el
mejoramiento genético de las rutas biosintéticas de antibiéticos beta-lactdmicos, lo que
ha permitido obtener excelentes incrementos en su produccién (Adrio & Demain, 2006).

Es por eso que la aplicacidn de la ingenieria genética, sustentada en el conocimiento de la
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biologia molecular de la biosintesis de CPC y de su regulacion, resulta ser una posibilidad
interesante para perseguir el mejoramiento genético de la produccion de este antibidtico

beta-lactamico.

Es poco el conocimiento que se tiene sobre el papel que desempeiia el pH en la
regulacion de la biosintesis de CPC en A. chrysogenum, debido a que la mayoria de los
estudios de la regulacion por pH ambiental ha estado dirigida hacia otras particularidades
fisiolégicas como virulencia, patogenicidad, diferenciacion celular y esporogénesis en
otros microorganismos modelo como A. nidulans, Saccharomyces cerevisiae y Candida
albicans. Por tal razén, y con base en las observaciones fisioldgicas del papel que
desempeiia el pH en las cultivos de produccién de antibidticos beta-lactdmicos y la
participacién clave del factor de transcripcion PacC como regulador positivo de la
expresion de los genes pcbAB, pcbC, cefEF y cefG, resulta de gran interés profundizar en
los estudios a nivel molecular de la regulacién por pH de la biosintesis de CPC, haciendo

del gen pacC un blanco interesante para el mejoramiento genético de A. chrysogenum.

Tomando en cuenta las observaciones previas sobre la existencia de un intervalo de
pH que favorece la produccion de CPC en SSF en soporte impregnado, y las variaciones en
la expresion de los genes biosintéticos en SmF, que sugieren la existencia de una
regulacion por pH (Cuadra, 2008), el presente trabajo pretende estudiar, en primer lugar,
las diferencias a nivel molecular de la produccion de CPC entre ambos sistemas de cultivo
en condiciones de pH controlado, y en segundo lugar, la regulacién por pH ambiental
(desde un punto de vista molecular) de la produccién de CPC en A. chrysogenum mediada

por el factor de transcripcién PacC.
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4. HIPOTESIS

A) Si la regulacion de la biosintesis de CPC en A. chrysogenum se encuentra relacionada
con las condiciones del tipo de cultivo en que se lleva a cabo (como la difusién del medio,
la disponibilidad de nutrientes y la secrecién de productos), entonces existiran diferencias
significativas a nivel de la transcripcion de los genes cefD2, cefEF y cefT de A. chrysogenum,
(que codifican enzimas de pasos limitantes de la biosintesis) entre dos diferentes sistemas

de cultivo.

B) Si la biosintesis de antibidticos beta-lactdamicos se encuentra regulada por el pH
ambiental, mediada por el factor de transcripcién PacC, y éste debe ser activado mediante
dos rompimientos proteoliticos sucesivos como resultado de la cascada de sefializacién
por pH, entonces al truncar el gen pacC de A. chrysogenum en una regién que conduzca
directamente a la expresion de su forma activa, se observara un fenotipo de mimetismo
alcalino pacC® y la produccion de antibidticos beta-lactdmicos aumentard
significativamente de manera independiente del pH ambiental. Contrariamente, si
inicialmente se inactiva el factor de transcripcién PacC, por disrupcidn o silenciamiento del
gen pacC, entonces la produccion de antibidticos beta-lactamicos disminuira

significativamente y el crecimiento se vera afectado.
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5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Ampliar el area de conocimiento sobre la regulacion de la biosintesis de antibioticos
beta-lactdmicos en A. chrysogenum vy la participacion clave del factor de transcripcién

PacC en respuesta al pH ambiental.
5.2. OBJETIVOS PARTICULARES
A)

0 Analizar la expresion de los genes cefD2, cefEF y cefT de Acremonium chrysogenum

C10 en sistemas de cultivo sélido y liquido, a pH controlado.
B)

o Originar una mutacion de mimetismo alcalino en las cepas silvestre y C10 de A.
chrysogenum, activando constitutivamente el factor de transcripcién PacC, vy

evaluar sus efectos sobre la produccion de antibidticos beta-lactamicos.

0 Inactivar el factor de transcripcién PacC mediante disrupcion o silenciamiento del

gen pacCy evaluar sus efectos sobre la produccidn de antibiéticos beta-lactamicos.
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6. METODOLOGIA

6.1. Cepas microbioldgicas

Q Acremonium chrysogenum ATCC 11550 (WT): Cepa silvestre, productora de
cefalosporina C, desacetilcefalosporina C y penicilina N (Brotzu, 1948). A lo largo

del trabajo, esta cepa sera referida como “cepa silvestre”.

Q Acremomium chrysogenum ATCC 48272 (C10): Cepa altamente productora de

cefalosporina C, desarrollada por PanLabs (Demain, 1983).

Q Escherichia coli DH5a: Cepa utilizada para experimentos de transformacion y
amplificacion de ADN plasmidico. Permite la obtencion de células
quimiocompetentes y electrocompetentes con alta eficiencia de transformacion
(hasta 1 x 10 transformantes/pg de ADN). Posee una eliminacién en el gen lacZ, lo
que permite seleccionar de manera fécil colonias transformantes con plasmidos

capaces de originar a-complementacion.

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

permite la seleccién por el mecanismo de a-complementacién.

Q Escherichia coli ESS2231: Cepa supersensible a antibiéticos beta-lactamicos,

utilizada para la cuantificacidon de cefalosporina C mediante bioensayo.

Q Bacillus cereus UL1: Bacteria Gram-positiva productora de beta-lactamasa A, una
penicilinasa extracelular que se utiliza para degradar antibidticos beta-lactamicos
similares a las penicilinas que puedan interferir con la cuantificacion de

cefalosporina C mediante bioensayos.
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6.2. Vectores plasmidicos

pLXTrpC (Cuadra, 2008): Plasmido derivado del Xbal

vector pULC43 (Gutiérrez, 1994).
marcador de seleccién en hongos conformado por el
gen de resistencia a fleomicina (ble) de
Streptoalloteichus hindustanus expresado bajo la
region promotora del gen pcbC de P. chrysogenum y

la region de terminacién de la transcripcion del gen

Contiene un

pLXTtrpC Ncol

cycl de S. cerevisiae. Lleva también un gen de

resistencia bacteriana a cloranfenicol. Adicionalmente, contiene el terminador TtrpC,

proveniente del plasmido pAN52.1 (Punt et al., 1991) unido al sitio multiple de clonacién.

CmR

Kpnl

Hindlll

EcoRV

pSpacC”’ (Lépez-Calleja, 2010): Plasmido derivado
del vector pLXTtrpC. Contiene la misma mutacion
en el gen pacC de A. chrysogenum que el vector
pPpacC?”, pero expresada bajo el control del

promotor constitutivo PgpdA de Aspergillus

nidulans.

pPpacC” (Lopez-Calleja, 2010): Plasmido derivado
del vector pLXTtrpC. Contiene una mutacion en el
gen pacC de A. chrysogenum, que resulta en la
forma activa del factor de transcripcion PacC,
expresada bajo el control del propio promotor del

gen pacC.

CmR

Kpnl

Hindlll geapy

45



pGpdPki-RNAi (Marcial-Quino, 2011). Plasmido
derivado del vector pJL43bl (Garcia-Rico et al.,
2007). Contiene el promotor Pgpd de A. nidulans y
el promotor Ppki de A. niger en sentido opuesto y
enfrentados, separados por un Unico sitio de
restriccion Ncol. También posee un cassette de
resistencia a fleomicina como marcador de
seleccidon en hongos, y un marcador de resistencia
bacteriana a ampicilina. Es utilizado para el

silenciamiento de genes en hongos.

Xbal

Sacll

Bler

pULC43 Xbal
4.9kb

Necol

CmR

Hindlll

Xhol

Kpnl

pPAN7.1 (Punt et al., 1987). Plasmido de expresion
en hongos. Contiene un marcador de resistencia
bacteriana a ampicilina y un cassette de
resistencia a higromicina como marcador de
seleccion en hongos, basado en el gen hph de E.
coli que codifica para la enzima Higromicina B
fosfotransferasa, expresado bajo el promotor del

gen gpd y el terminador del gen trpC de A.

nidulans.
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Hindlll

pGpdPki-RNAi

6288 bp EcoRI

Ppki

Pgpd

Sacl

Neal

pULC43,Xbal (Sierra, 2005). Plasmido derivado del
vector pULC43 (Gutiérrez, 1994) diferencidandose de
éste solamente por la ausencia de un sitio de
restriccion Xbal, ubicado originalmente en la parte
media del promotor del gen pcbC, en el cassette de

resistencia a fleomicina.

EcoRl




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 sélido) 20

Ajustar pHa 7.5

SOB (Medio de cultivo para Escherichia coli; Hanahan, 1983) (g/L):

Bactotriptona 20
Extracto de levadura 5

Nacl 0.5844
KCl 0.1864
MgCl, 2.0332
MgSO, 2.464
Agar (medio sélido) 20

Preparar con agua nanopura

SOC (Medio de recuperacion para Escherichia coli; Hanahan, 1983) (g/L):

Glucosa 3.6
Bactotriptona 20
Extracto de levadura 5

NaCl 0.5844
KCl 0.1864
MgCl, 2.0332
MgSO, 2.464

Preparar con agua nanopura
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TB (Medio de crecimiento para Escherichia coli, para la obtencion de ADN plasmidico;

Sambrook & Rusell, 2001) (g/L):

Extracto de levadura
Bactotriptona

Glicerol

24

10

4 mL

Se afiade agua destilada hasta 900 mL, después de esterilizar se afiaden 100

mL de una solucidn estéril de KH,PO, 170 mM y K,HPO, 720 mM.

GYT (Medio de cultivo para almacenar células electrocompetentes de E. coli; Sambrook &

Rusell, 2001) (g/L):

Glicerol
Extracto de levadura

Bactotriptona

Bactocasitone (Medio para obtencidn de penicilinasa por B.

Casaminoacidos

KH>PO4

MgS0.,.7H-0

Solucién de FeSO, (1 mg/mL)
Ajustar a pH 7.3 con KOH

6.3.2. Medios de cultivo para hongos

100 mL
1.25
2.5

cereus; Difco®) (g/L):

20
6.5
0.4
ImL

LPE (Medio de esporulacién-mantenimiento, modificado; Le Page & Campbell, 1946) (g/L)

Glucosa

Extracto de levadura
Nacl

CaCl,

Agar

Ajustar pH a 6.8
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CCM (Medio completo; Minuth et al., 1982) (g/L)

Caldo de tripticaseina de soya 5
Sacarosa 3
Extracto de levadura 11
Extracto de carne 1
Glucosa 15
Nacl 0.5
K,HPO, 0.5
MgS0O,.H,0 0.5
FeSO, 0.01
Agar (medio sélido) 20

AjustarpHa 7.0

MMC (Medio definido de crecimiento de A. chrysogenum; Queener et al., 1985) (g/L)

Sacarosa 31.6
Glucosa 2.2
Sélidos de maceracién del maiz 0.5
L-Asparragina 7.5
Acetato aménico 0.22
K,HPO, 15
KH,PO, 21
Na SO, 0.75
Mg,S0,4.H,0 0.18
CaCl, 0.06
Solucién de sales 1mL

Solucién de sales (g/L):

Fe(NH,),(50,),.6H,0 15
Mn,S0,.4H,0 3
ZnS0,.7H,0 3
CuS0,.5H,0 0.8

Ajustar pH a 7.0 con NaOH
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TSB (Caldo de tripticaseina de soya. Medio enriquecido de crecimiento para

microorganismos aerobios y anaerobios facultativos. Marshall, 1993) (g/L):

Peptona de caseina 16
Peptona de soya 3
Glucosa 2.5
NaCl 6
K,HPO, 2.5
* ¥* Agar 20

AjustarpHa 7.0
* Cuando se le agrega agar se denomina TSA.

** Para su uso en bioensayos se agregaron 10 g/L de agar.

TSAS (Medio osmoético de regeneracion para protoplastos; Queener et al., 1985) (g/L):

Sacarosa 103
Peptona de caseina 16
Peptona de soya 3
Glucosa 2.5
NaCl 6
K;HPO, 2.5
Agar 20

AjustarpHa 7.0

MSMA (Medio semilla modificado; Adinarayana et al., 2003) (g/L):

Glucosa 10
Sélidos de maceracidn de maiz 5
Almidon soluble 15
Extracto de levadura 4
K,HPO, 1
MgS0,.7H,0 1
CaCOs 1

Ajustara pH 7.0
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CaCo;

Sélidos de maceraciéon de maiz

Melaza de cafia
Extracto de carne
Agar (Medio sélido)
Ajustar pH a 6.8.

Sélidos de maceracion de maiz

Melaza de cafa
Extracto de carne
KH,PO,

K,HPO,

Ajustar pH a 6.8.

Sacarosa
Glucosa
DL-Metionina
L-Asparragina
Na,S0,4-10H,0,
MgS0O,-7H,0
ZnS0O4-7H,0
MnS0,4-H,0
CuS0,4-5H,0

* K,HPO,

** KH,PO,
CaCl,
Fe(NH,),(S0,),.6H,0

MCFA (Medio complejo de cultivo de Acremonium; Caltrider & Niss, 1966) (g/L)

1.5

30
30
20

MCFA 2.5X (Medio complejo de cultivo concentrado; Cuadra et al., 2008) (g/L)

12.5
75
75

12.7625
15.325

MDFA (Medio definido de cultivo para A. chrysogenum, Shen et al., 1986) (g/L)

36

27

3.2

12
1.656
0.3456
0.0288
0.0288
0.0072
1.49
1.4688
0.072
0.16

*, ** Cuando se utiliza un amortiguador diferente de tampdn potasico,

deberan sustituirse de la siguiente manera: (g/L) NaH,PO,-H,0, 0.064;

K,HPO,, 0.28.



6.4. Analisis de expresion de los genes cefD2, cefEF y cefT de A. chrysogenum C10 en

sistemas de cultivo sélido y liquido

Se analizd la expresion de los genes cefD2, cefEF y cefT de A. chrysogenum C10 en
dos sistemas de cultivo diferentes. Para esto, se establecié un cultivo sélido en soporte de
bagazo de cafia impregnado con medio de cultivo y un cultivo sumergido. Se utilizé un
medio de cultivo concentrado 2.5X, amortiguado con tampén fosfato-potasico para

mantener el pH controlado.
6.4.1. Crecimiento de A. chrysogenum C10

Se sembraron 100 uL de A. chrysogenum C10 provenientes de un vial de
almacenamiento en glicerol al 40%, o bien, aproximadamente 1 cm? de micelio
proveniente de una placa de crecimiento almacenada a 4°C durante no mas de 30 dias. Se
extendieron con ayuda de una varilla de vidrio de punta redondeada sobre placas de agar

LPE o CCM, con aproximadamente 25 mL de medio. Se incubaron a 28°C durante 6-7 dias.
6.4.2. Condiciones de crecimiento para la preparacion de indculo primario

Cuando se prepard el inéculo para los cultivos realizados, se recogidé el micelio
proveniente de tres placas de medio CCM y se macerd, con ayuda de perlas de vidrio de 5
mm de diametro y vortex, en 5 mL de NaCl 0.9 % (v/v) estéril. Se recuperé el 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.
6.4.3. Cultivo en medio liquido complejo MCFA 2.5X

Se tomaron 10 mL de inéculo primario de A. chrysogenum C10 y se agregaron a 90
mL de medio liquido MCFA 2.5X contenidos en un matraz de 500 mL con triple
indentacién, incubandose a 28°C durante 24, 48, 72, 96 y 120 horas, con agitacion orbital

de 250 rpm. El pH inicial se fijé en 5.8 y el experimento se llevé a cabo por triplicado.
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6.4.3.1. Determinacidn de la concentracidon de CPC, pH y biomasa en cultivo liquido

Se filtraron muestras de 10 mL a través de una membrana de nylon de 30 um de
diametro de poro, el extracto se colectd y se separaron muestras para medir la
concentracion de antibidticos beta-lactamicos como se describe en la seccion 6.4.4.1.1. El
resto del extracto filtrado se utilizé6 para medir inmediatamente el pH con ayuda de un
potencidmetro. La biomasa que quedd en el filtro de nylon, se lavé 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 lavé con 10 mL de acetona para finalmente llevar el papel

de filtro hasta peso constante durante 24 horas a 60°C.
6.4.4. Cultivo sdlido en soporte impregnado

Se hirvio el bagazo de cafia, previamente molido, durante 5 minutos en agua
destilada, con el propésito de eliminar residuos de azlcar u otras sustancias solubles en
agua. Se dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente se tamizé con las mallas N°
30 y 50. Se separd la fraccion que quedd retenida entre las dos mallas para ser usada
como soporte en el cultivo sélido. Se utilizé el mismo lote de bagazo de cafia en todos los

experimentos.

El bagazo tamizado se mezcld con aproximadamente el 35% del agua total a utilizar
en el cultivo, se tapd con papel de aluminio y se sometié a vaporizacién en autoclave
(valvula abierta) durante 30 minutos, procediéndose después de esto a la esterilizacién

durante 15 minutos a 15 Ib/pulg® de presién.

El bagazo pretratado se impregné al 70% de humedad con medio de cultivo liquido
MCFA 2.5X inoculado (de manera que el inoculo quedara al 0.1% peso seco biomasa/peso
de soporte humedecido). Posteriormente se empacaron columnas de cultivo de 2.2 cm de
didmetro con 12 g de soporte previamente impregnado e inoculado, a una densidad de

empaque de 0.26 g/mL. El cultivo se ajustd con un sistema de aireacién de 28 mL/min vy se
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mantuvo a 25°C en un tanque con agua y temperatura controlada. El pH inicial fue de 5.8 y

el experimento se llevd a cabo por triplicado.

6.4.4.1. Determinacion de CPC, pH y biomasa en el cultivo sdlido

Para la determinacion de la concentracidon de CPC se tomd 1 g de cada columna y se
resuspendid en 6 mL de amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 5.5. Se agitd vigorosamente
y se centrifugd a 2700 rpm (= 1000 x g). El sobrenadante se utilizé para la cuantificacion
de CPC como se describe en la siguiente seccién. Para determinar el pH, se resuspendio 1
g de muestra en 10 mL de H,0 destilada y se agitdé durante 10 min con agitador magnético,
posteriormente se determiné el pH con un potenciometro. La biomasa se determind
anteriormente al presente trabajo mediante respirometria, midiendo el consumo de O,

(Cuadra, 2008).

6.4.4.1.1. Determinacion de la concentracion de CPC por bioensayo de actividad

antibiotica frente a E. coli ESS2231

La concentracidn de antibidticos beta-lactamicos en las muestras a analizar se midié
de acuerdo a la técnica convencional de bioensayo que reta el crecimiento de E. coli
ESS2231, una cepa supersensible a estos antibidticos, frente a la cantidad de antibidticos
beta-lactdmicos presente en las muestras (Aharonowitz & Demain, 1977). Para la
determinacién solamente de CPC, se agregd a las placas de bioensayo una solucién de
penicilinasa capaz de degradar compuestos beta-lactamicos con excepcidon de aquellos

gue presentan nucleo cefem-3, como las cefalosporinas (Ullan et al., 2007).

6.4.4.1.1.1. Preparacion de las placas de bioensayo

Por cada placa de bioensayo, se mezclaron 15 mL de una solucién de células de E.
coli ESS2231 D.O.gg0 = 1.0 (en NaCl 0.9%), 2 mL de solucién de penicilinasa (volumen
estimado previamente, como se detalla mds adelante) y 220 mL de medio TSB al 1%,
mantenido a 48°C. La mezcla se vertié en una placa estéril para bioensayo de 9 x 9

pulgadas. Una vez solidificadas las placas, se realizaron perforaciones de 6 mm de
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didmetro con ayuda de un sacabocados estéril. En los pozos resultantes se depositaron 60

uL de las soluciones estandar de CPC o de muestra de cultivo, con o sin dilucién.

Las soluciones estandares de CPC que se utilizaron fueron: 1.0, 2.5, 5.0, 10, 15y 20
pg/mL. Se prepararon a partir de una solucidn stock de 500 pug/mL, elaborada a partir de
una solucién de 1 mg/mL de cefalosporina C, sal de zinc (Sigma-Aldrich®), disuelta
previamente en EDTA 10 mM. La solucion stock y los demas estandares se prepararon con
agua destilada estéril. Al término del tiempo de cultivo, se colocaron los estandares de
CPC y las muestras dentro de los pozos previamente asignados. Las determinaciones de

los estandares para su respectiva curva patrdn, 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 incubacion se midieron los didmetros de los halos de inhibicién y los
datos obtenidos se interpolaron en la curva patréon obtenida de cada placa, que relaciona
directamente el logaritmo de la concentracidon de antibidticos beta-lactamicos con el

didmetro del halo de inhibicion.

6.4.4.1.1.2. Preparacion de penicilinasa a partir de Bacillus cereus

A partir de un vial de almacenamiento en glicerol al 40% se sembrd Bacillus cereus
en una placa de agar TSA al 2% y se incubd a 30°C durante 18-24 h. Posteriormente, se
tomod una colonia y se sembré en 100 mL de medio Bactocasitone al que se le agregaron
50 U/mL de penicilina G (1 mg de penicilina G sédica = 1670 U). Se incubd a 30°C durante
18 h. Pasado el tiempo de incubacion, se recogio el caldo por centrifugacion a 4000 rom y

10 min. Posteriormente se esterilizé por doble filtracidn.

A continuacidon, se hicieron pruebas agregando diferentes volimenes de esta
preparacion de penicilinasa (0, 50, 100, 200 y 250 pL) en placas con 30 mL de agar TSA 1%
y 2 mL de una solucion de células de E. coli ESS2231 D.O.go0 = 1.0 (volimenes

proporcionales a las placas de bioensayo), retando la degradacién de 60 pL de una
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solucion de penicilina G 100 mg/mL. En los bioensayos de CPC se utilizé un volumen de la
solucion de penicilinasa proporcional al utilizado para degradar totalmente la penicilina en

estos bioensayos.

6.4.5. Analisis de expresion de los genes cefD2, cefEF y cefT de A. chrysogenum C10 en

cultivo sélido y cultivo sumergido.

El andlisis de expresién de los genes cefD2, cefEF y cefT de A. chrysogenum C10 se
realizd por medio de RT-PCR semicuantitativo, utilizando como controles externos los
genes de expresion constitutiva gpd y 18S de A. chrysogenum, a partir de ARN total
obtenido de muestras tomadas de los cultivos descritos anteriormente en los tiempos O,

24,48,72,96,120y 144 h.

Una vez que se realizé la extraccion de ARN de cada una de las muestras (seccién
6.4.5.2), se verificd6 su integridad en un gel de agarosa-formaldehido (6.4.5.3).
Posteriormente se cuantificd (6.4.5.6.5) y se diluyé adecuadamente de forma que se
tuviera aproximadamente la misma cantidad de ARN para cada muestra. Las muestras se
trataron con DNAsa | para eliminar posibles alteraciones en los resultados debido a
amplificaciones de productos de RT-PCR a partir de restos de ADN (6.4.5.4). Para verificar
qgue se eliminé todo el ADN de las muestras de ARN, se realizd6 una reaccién de PCR
convencional (6.4.5.7), usando como molde el ARN de cada una de las muestras y los
cebadores gpd-int (6.4.5.1), disefiados en una regién intréonica del gen gpd de A.

chrysogenum.

Posteriormente, se llevaron a cabo las reacciones de RT-PCR (6.4.5.5) para los
controles externos del andlisis de expresién semicuantitativo (genes gpd y 18S), los cuales
fueron seleccionados debido a su expresidn fuerte y constitutiva. Para cada reaccién se
utilizd la misma cantidad de ARN vy se verificd que la expresion de estos genes se

mantuviera constante a lo largo del cultivo.
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También fue necesario hacer un experimento previo a las reacciones de RT-PCR de
los genes cefD2, cefEF y cefT, para determinar el nimero de ciclos de desnaturalizacion-
anillamiento-polimerizacién con que habrian de llevarse a cabo dichas reacciones, ya que
era preciso seleccionar un nimero de ciclos en el que la seial de los productos de PCR en
los geles de agarosa fuera comparable, evitando en lo posible que las reacciones de
amplificacién se encontraran en una fase de meseta, en la que la intensidad de las bandas
seria muy similar a pesar de que la expresién de los genes fuera muy contrastante. Este
experimento consistié en realizar unas reacciones de RT-PCR (6.4.5.5) con muestras

aleatorias de ARN de los cultivos, manejando un gradiente de 30, 33, 36 y 40 ciclos.

Finalmente, se llevaron a cabo las reacciones de RT-PCR de los genes cefD2, cefEF y
cefT (6.4.5.5). Los productos de amplificacién fueron analizados densitométricamente en
geles de agarosa, con ayuda del software Image Lab (BioRad®), designandose como
unidad de expresién relativa (ER) aquellas bandas cuyos valores de volumen relativo (dato
obtenido con el software) fueron similares, para cada gen por separado. Los valores de ER
se normalizaron dividiendo el valor obtenido de cada banda entre su correspondiente

valor de densidad en pixeles para el control externo.

6.4.5.1. Disefo de cebadores para el analisis de expresion

Los cebadores para el analisis de expresidn se disefiaron a partir de las secuencias
codificantes para los genes cefD2, cefEF, cefT, 185 y gpd de A. chrysogenum. Todos estos
cebadores se disefaron de manera que sus productos de amplificacién por RT-PCR
tuvieran un tamano aproximado de entre 550 y 600 pares de bases. También se disefio,
como ya se indicd en el apartado anterior, un par de cebadores a partir de una region
intronica del gen gpd de A. chrysogenum para utilizarse como control negativo en las

reacciones de RT-PCR. Los cebadores disefiados se enlistan en la tabla 1.

Se realizaron reacciones de PCR convencional a partir de ADN total de A.
chrysogenum para probar las temperaturas de hibridacion de los cebadores (seccion

6.4.5.7).
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Tabla 1. Cebadores utilizados para el analisis de expresion.

Cebador Secuencia 5’ - 3’ Regién No. Acceso GenBank
18Sf TGGTGATTCATGATAACTTCTCG
189-772 U43971
18Sr CCACACGTCCTATTTTATTATTCC
gpdf CGTCGAGGTCGTTGCTGTC
78-673 E03375
gpdr CGTTGAGGTCGGGGATGA
cefD2f TCCCGCCGGCCAACATCCTC
449-1028 AJ507632
cefD2r GTCCGCCCCGTCCAATCACC
cefEFf CTGCCCGGCCTCTGCTGATG
514-1111 AJ404737
cefEFr CCGTACGGGGCCAAGTTTCCTC
cefTf GCCTTCTCCGCGCCGATGACT
559-1112 AJ487683
cefTr CAGCACGCCGAGAGCACGACAC
gpd-intf CATTACCCCTCCATAACCTCTG
907-1851 E03375
gpd-intr CGTTGTTAGTTGTTTCGTTCTGC

6.4.5.2. Obtencion de ARN total de A. chrysogenum

La extraccion de ARN se llevé a cabo utilizando el reactivo Trizol (invitrogen®),
siguiendo las indicaciones del proveedor. Para el sistema de cultivo sélido, se recogio el
soporte junto con el micelio, al término de cada tiempo de cultivo, y se congeld
inmediatamente con nitrégeno liquido. Se pulverizé con ayuda de un mortero y se
almacend a -70°C. Para el sistema de cultivo liquido, se recogid el micelio por filtracion a
través de un filtro de nylon estéril, de 30 um de didmetro de poro, y se lavé con un
volumen de NaCl al 0.9% (p/v) estéril. Inmediatamente se congeld el micelio en nitréogeno
liquido y se pulverizdé en morteros de porcelana previamente enfriados a -70°C, agregando
nitrogeno liquido constantemente. Sin dejar que las muestras se descongelaran, se
tomaron, con ayuda de una espatula fria y estéril, aproximadamente 200 uL de volumen
de los pulverizados, depositdndose en microtubos estériles de 1.5 mL. Se agregd 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 uL de cloroformo. Se

mezclaron vigorosamente durante otros 15 segundos y se incubaron a temperatura
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ambiente durante 3 minutos. Luego se centrifugaron a 4°C y 14000 rpm (= 15300 x g)

durante 15 minutos y se transfirié la fase acuosa (superior) a otros tubos estériles.

El ARN presente en la fase acuosa se precipitd con 500 uL de isopropanol. Se mezcld
por inversion y se almacend a -20°C durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugd
a 4°C y 14000 rpm (= 15300 x g) durante 30 minutos. Se descartd el sobrenadante y se
lavo el precipitado con 1 mL de etanol al 70% (v/v). Se centrifugd a 4°C 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. EI ARN se resuspendié en 20
uL de H,0 destilada libre de ARNasas y se colocé en un baio de hielo durante 10 minutos;
posteriormente se incubé a 65°C durante 10 minutos, con agitacién constante de 500 rpm.
El ARN se cuantific6 como se describe en el apartado 6.4.5.6.5 y su integridad se verificd

en un gel de agarosa-formaldehido al 1.2 % (p/v), descrito en la seccién 6.4.5.2.
6.4.5.2.1. Consideraciones generales para la extraccion y manejo de ARN

El material de porcelana (morteros y pistilos), de vidrio (matraces y frascos para
soluciones) y metalico (espdtulas y pinzas) se limpiaron primero con etanol y luego con
cloroformo. 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 2 horas. El material de
plastico (puntas para pipetas, microtubos de 1.5 mL, tubos para PCR de 200 pL, etc.) se
esterilizaron dos veces en autoclave y se secaron a 60°C durante 12 horas. La mesa de
trabajo y las pipetas se limpiaron primero con SDS al 1% (p/v), luego con etanol y
finalmente con cloroformo. Durante la extraccion 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. Se esterilizd dos veces en autoclave para

eliminar completamente el DEPC.

! Tratamiento con DEPC (Dietilpirocarbonato): Se agregd 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 temperatura ambiente.
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6.4.5.3. Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes de agarosa con formaldehido

Para que la movilidad electroforética del ARN fuera dependiente de su tamafio fue
necesario desnaturalizar con formaldehido sus estructuras secundarias, 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 disolvié 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 al 37% (se trabajé en
campana de extraccién), luego se vertié sobre la cdmara 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
amortiguador de carga para ARN 1X?y calentadas a 55°C durante 5 minutos;
posteriormente, se aplicd un voltaje de 10 V/cm de gel durante 45-90 minutos. Los geles

se fotografiaron en un equipo de fotodocumentacion Gel Doc EZ Imager (BioRad®).
6.4.5.4. Tratamiento del ARN con ADNasa |

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

tabla 2.

2 Amortiguador MAE 10X: MAE 10x: MOPS 0.2 M, acetato de sodio 50 mM, EDTA 10 mM. Se ajusté a pH
7.0. Se esterilizé por filtracién y se guardé protegido de la luz a 4°C.

3 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.
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Tabla 2. Mezcla de reaccion: Tratamiento de ARN con ADNasa |.

Concentracion

REACTIVO Volumen final (uL)
recomendada
H:O4apepc e 2
Amortiguador (10X) 1X 5
ADN 5’ fosforilado (1 pg/mL) 10 ug 40
DNAsa | (1 U/pL) 1 U/ug ARN 5
Volumen de reaccion 50

Se incubé a 37°C durante 30 minutos. Pasado el tiempo de incubacién se detuvo la
reaccidon agregandole 5 L de la solucion RQ1 DNAse Stop, provista junto con la enzima y
el amortiguador, sin que fueran necesarios pasos adicionales. Como alternativa, se elimind
la enzima mediante una extraccidon con fenol-cloroformo, precipitdandose el ARN con
etanol absoluto frio y acetato de sodio 3.0 M pH 5.2, durante 12 horas a -20°C,
centrifugando posteriormente a 14000 rpm (= 15300 x g) y 4°C durante 20 minutos,
lavando después con etanol al 75 % (v/v), centrifugando a 14000 rpm (= 15300 x g) y 4°C
durante 5 minutos, dejando secar a temperatura ambiente y resuspendiendo finalmente

el ARN en 20 pL de H,0 libre de ARNasas.

6.4.5.5. Reacciones de RT-PCR a partir de ARN total de A. chrysogenum

Las reacciones se llevaron a cabo utilizando el kit One Step RT-PCR de Quiagen®, el
cual permite realizar, en un sélo tubo para cada muestra, las reacciones de transcripcién
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 (Tag) recombinante, encargada de llevar a cabo la amplificacion de los
productos de PCR a partir del ADNc recién sintetizado mediante transcripcion reversa. Las
reacciones se prepararon de acuerdo a las instrucciones del proveedor, siguiendo el
protocolo que usa la solucién Q. Las condiciones de las reacciones y de operacién del

termociclador se muestran en las tablas 3 y 4, respectivamente.
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Tabla 3. Mezcla de reaccion: RT-PCR para el analisis de expresion.

Concentracion Volumen final
REACTIVO
recomendada (uL)
H0 Libre de ARNasas T 13
Amortiguador (5X) 1X 10
Solucién Q (5X) 1X 10
Mezcla de dNTP (10 mM) 400 uM 2
Cebador F (20 uM) 0.6 uM 1.5
Cebador R (20 uM) 0.6 uM 1.5
ARN molde (=10 ng/uL) 100 ng 10
Mezcla de enzimas 2 uL 2
Volumen de reaccion 50

Tabla 4. Condiciones de operacidn del termociclador: Reacciones de RT-PCR para el analisis de expresion.

CICLOS TEMPERATURA TIEMPO

1 Transcripcidn reversa 50°C 30

Inactivacion de las transcriptasas y
1 95°C 15
activacion de la polimerasa.

Desnaturalizacién 94°C 1”
cefD2
36
cefEF 68°C
6 Hibridacién cefT 45”
18S 60°C
31 (cefT) gpd 66°C
Polimerizacion 72°C 1’
1 Polimerizacion 72°C 8’

6.4.5.6. Obtencion de ADN total de A. chrysogenum

Se llevd a cabo la obtencién de ADN total de Acremonium chrysogenum para incluir
muestras de ADN como controles positivos en las reacciones de RT-PCR descritas
anteriormente. La extraccién se realizé de acuerdo al método descrito por Specht et al,

(1982), modificado por Fernandez (1997).

62



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 um de didametro de poro. El
micelio retenido se lavd con un volumen de NaCl al 0.9% (p/v) y, a continuacién, con otro

volumen de amortiguador A*.

Posteriormente, se secd con papel de filtro y se congeld rapidamente con nitrégeno
liquido, o se liofilizé. Se almacend a -70°C hasta su posterior utilizacion. Posteriormente,
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 microtubo de 1.5 mL (aproximadamente 25 mg de
micelio pulverizado). A continuacidn se le afiadieron 0.5 mL de amortiguador de lisis I°, se
homogeneizd suavemente la mezcla y posteriormente se le afiadieron 0.5 mL de fenol
neutro® y 0.5 mL de CIA’. Se mezclé lentamente por inversion y se incubd a 50°C durante
20 minutos (con mezclas por inversién cada 5 minutos). Transcurrido el tiempo de
incubaciéon se centrifugd la mezcla a 14000 rpm (= 15300 x g) durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se recuperd la fase acuosa, la cual contiene el ADN total extraido.
Posteriormente se eliminaron las proteinas por fenolizacion y el ARN por tratamiento con

ARNasa.
6.4.5.6.1. Tratamiento con fenol y cloroformo-alcohol isoamilico

La fase acuosa con el ADN extraido se homogeneizd con un volumen de fenol-neutro,
se mezcld suavemente por inversiéon durante 2 a 5 minutos y después se centrifugd a
14000 rpm (= 15300 x g) durante otros 5 minutos. Se recuperé la fase acuosa y se
transfirid a otro microtubo de 1.5 mL estéril donde se le agregé medio volumen de fenol
neutro y medio volumen de CIA, se mezcldé suavemente por inversidon de 2 a 5 minutos y
se centrifugé en las mismas condiciones del paso anterior. Se repitié esta extracciéon con

fenol-CIA hasta que se obtuvo una interfase limpia (no fueron necesarias mas de cinco

4 Amortiguador A: Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, EDTA 100 mM pH 8.0.

5 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.

% Fenol neutro: Se mezclan por agitacion 4 volimenes de fenol acido con un volumen de Tris-HCl 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,0, se agita y se deja reposar, luego se retira la fase acuosa.

7 CIA: 24 volumenes de cloroformo con 1 volumen de alcohol isoamilico.
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extracciones). La fase acuosa se recuperd y se homogeneizd con sélo un volumen de CIA,

se mezcld por inversion de 2 a 5 minutos y se centrifugd en las condiciones antes descritas.
6.4.5.6.2. 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 3.0 M pH 5.2.
Se dejé precipitar durante toda la noche a -20°C. Posteriormente, se centrifugd a 14000
rom (= 15300 x g) durante 20 minutos a 4°C, se decanté el sobrenadante y el precipitado
se lavd con 0.5 mL de etanol al 70% (v/v), se centrifugd nuevamente a 14000 rpm (= 15300
X g) durante 5 minutos a temperatura ambiente y se descarté el sobrenadante. El
precipitado se dejoé 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 pL de TE® o en 50 pL de H,O destilada estéril y se conservé a 4°C

cuando fue resuspendido en TE 0 a -20°C cuando fue disuelto en agua.
6.4.5.6.3. Tratamiento con ARNasa

A cada muestra de ADN se le agregd ARNasa’ en una concentracién final de 100
pug/mL. La mezcla se incubé a 37°C durante 90 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se
elimind la ARNasa con una extraccién de fenol-CIA y otra de CIA. El ADN se precipitdé como
en el apartado anterior, y el resultado se visualizd en un gel de agarosa al 0.7%

cuantificandose posteriormente como se indica en la seccién 6.4.6.5.5.
6.4.5.6.4. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La técnica se realizé de acuerdo con los procedimientos descritos por Sambrook &
Russell (2001) para la electroforesis en geles de agarosa. Se utiliz6 agarosa en

concentraciones entre 0.7% y 2% (p/v), disuelta por calentamiento con microondas en

8 TE: EDTA 1 mM pH 8.0 y Tris-HCI 10 mM pH 8.0.

9 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. Cuando se especifica por el
proveedor, la ARNasa puede diluirse directamente en H,O destilada estéril a 10 mg/mL sin necesidad de
tratamiento alguno, conservandose a -20°C o -70°C.
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amortiguador TAE'™ 1X. Las muestras de ADN se mezclaron con H,0 destilada estéril y
amortiguador de carga 6X*! en un volumen necesario para obtener una concentracién de
1X, se calentaron de 5 a 10 minutos a 65°C, enfriandose posteriormente en un bafio de
hielo. Se utilizd 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® 6 100 bp O’rangeRuler
de Termo Scientific®) previamente preparados. Se les aplicé un voltaje de 10 V/cm de gel

durante 45 a 90 minutos (dependiendo del tamafio del gel).

Posteriormente, se tifieron los geles en un bafio de bromuro de etidio™® 1% (p/v)
durante aproximadamente 20 minutos y después se fotografiaron en un equipo de
fotodocumentacion Gel Doc EZ Imager (BioRad®). Alternativamente al uso de bromuro de
etidio, se utilizé colorante Gel Red® para la tincidn de acidos nucleicos, disolviéndose 0.1

uL por cada 35 mL de agarosa fundida durante la preparacion del gel.
6.4.5.6.5. Cuantificacion y verificacion de pureza de acidos nucleicos

La cuantificacién de las muestras de ADN o ARN se realizé por espectrofotometria
con ayuda de un equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific®). La pureza de las
muestras se verific6 de acuerdo con lo descrito por Sambrook & Rusell (2001). Se
prepararon diluciones en agua destilada estéril o agua DEPC, en caso de las muestras de
ARN, y se midieron sus absorbancias a longitudes de onda de 230, 260 y 280 nm,
utilizando agua como blanco. Después se analizaron los cocientes Ajzeo/Azs0 Y Azs0/A230

utilizando los siguientes criterios:

10 TAE 50X: Tris base 242 g, 4cido acético glacial 57.1 mL, EDTA 0.5 M pH 8.0 100 mL. Agua destilada
hasta 1 litro.

11 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.

12 Solucién stock de bromuro de etidio: 10 mg/mL en H,O destilada estéril. Se conserva a 4°C.
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O El cociente Ayeo/Azs0 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
contaminacion por proteinas, fenol o material insoluble.

O El cociente A,0/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.

U Una unidad de densidad dptica a 260 nm (O.D.,s) equivale a la de una

solucion con 50 pg/mL de ADN de doble cadena 6 40 pug/mL de ARN.
6.4.5.7. Reaccion en cadena de la ADN polimerasa (PCR)

La técnica de la reacciéon en de la ADN polimerasa (PCR) descrita por Saiki et al.
(1985) consiste en reproducir in vitro las condiciones celulares de la replicaciéon del ADN,
utilizando oligonucledtidos sintéticos como cebadores y una enzima ADN polimerasa
altamente termoestable purificada, proveniente principalmente de microorganismos
termoextremofilos. En la reaccidon se incluyen el ADN molde en el que hibriden los
cebadores; los desoxirribonucleétidos dATP, dGTP, dCTP y dTTP, que formaran parte de
las nuevas cadenas de ADN, Mg+2 como cofactor para la ADN polimerasa y amortiguadores

necesarios para que la reaccién pueda llevarse a cabo in vitro.

La técnica hace uso de varios ciclos repetidos en los cuales se lleva a cabo la
amplificacién del ADN, o replicacién in vitro acotada por los cebadores. Cada ciclo consiste
de tres etapas con diferentes temperaturas, que son: 1) Desnaturalizacién de la doble
cadena del ADN, entre 94 y 98°C, durante un tiempo corto, suficiente para separar las dos
cadenas del ADN; 2) Hibridaciéon o anillamiento de los cebadores al ADN, con una
temperatura éptima de hibridacién que depende de las caracteristicas fisicoquimicas de
estos y un tiempo de hibridacion también relativamente corto; 3) Elongaciéon o
polimerizacién, la cual depende de la temperatura optima de la ADN polimerasa:
generalmente se lleva a cabo a 72°C, pero puede variar entre 68 y 74°C. El tiempo de
elongacion depende de las caracteristicas bioquimicas de la polimerasa. Después de varios
ciclos, es posible obtener teéricamente, dependiendo del rendimiento y del grado de
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optimizacién de la reaccion, un producto de amplificacién de hasta (2"-2n)X, donde n es el
numero de ciclos y X es el numero de moléculas de ADN molde. Se utilizé la enzima
altamente termoestable Taqg polimerasa (Thermo Scientific®), proveniente del
microorganismo Thermus aquaticus. Las condiciones de reaccién y de operacion del
termocicaldor se muestran en las tablas 5 y 6, respectivamente. Los resultados se

visualizaron en geles de agarosa entre 0.7 y 1.5 % (p/v).

Tabla 5. Mezcla de reaccion: Reacciones de PCR de los genes a analizar.

Concentracion

REACTIVO Volumen final (pL)
recomendada
H,Oudesterit e 29.75
Amortiguador (10X) 1X 5
MgSO0, (25 mM) 2.5mM 5
Mezcla de dNTP (10 mM) 200 uM 1
Cebador F (20 pM) 1uM 2.5
Cebador R (20 uM) 1uM 2.5
ADN molde (=25 ng/uL) 100 ng 4
Tagq polimerasa (5 U/pL) 1.25U 0.25
Volumen de reaccién 50

Tabla 6. Condiciones de operacidn del termociclador: Reacciones de PCR de los genes a analizar.

CICLOS Proceso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacién 94°C 5
Desnaturalizacién 94°C 1
cefD2
cefEF 68°C
cefT
30 Hibridacion 45”
18S 60°C
gpd 66°C

gpd-int 61°C
Polimerizacion 72°C 1

1 Polimerizacion 72°C 8’
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6.5. Activacion constitutiva del factor de transcripcion PacC en A. chrysogenum WT y C10

Se introdujo una mutacidn en las cepas silvestre y C10 de A. chrysogenum para
activar constitutivamente el factor de transcripcion PacC, creando un fenotipo de
mimetismo alcalino. Para esto se utilizaron los vectores de expresion pSpacC27 y pPpacC27
previamente obtenidos en nuestro grupo de trabajo. Ambos vectores introducen el gen
pacC truncado hasta el par de bases nimero 971, seguido de un coddn de terminacion de
la traduccion. Este sitio corresponde en el gen pacC con el lugar del segundo rompimiento

proteolitico en la proteina para dar lugar a la forma activa del factor de transcripcion

PacC?’ (Lopez-Calleja, 2010).

El vector pSpacC27 porta la mutacion expresable bajo el control del promotor
constitutivo del gen gpdA de A. nidulans. El vector pPpacC?’ la expresa bajo el control del
propio promotor del gen pacC de A. chrysogenum. También se utilizd el plasmido
pLXTtrpC (Cuadra, 2008), que no introduce ninguna mutacion, Unicamente los

componentes del vector.
6.5.1. Transformacion de protoplastos de A. chrysogenum

Se utilizo la técnica descrita por Queener et al. (1985) y Skatrud et al. (1987) basada
en la obtencién de protoplastos de A. chrysogenum mediante tratamiento de micelio
joven con ditiotreitol (DTT) y enzimas liticas para debilitar y degradar la pared celular.
Posteriormente se lleva a cabo la transformacidon de protoplastos asistida por altas

concentraciones de polietilenglicol (PEG) de alto peso molecular.
6.5.1.1. Crecimiento del micelio para preparacién de protoplastos

Se inocularon 50 mL de medio MMC o CCM con las esporas procedentes de tres
placas de medio LPE (o micelio en caso de la cepa C10), incubadas previamente durante
seis dias a 28°C. El cultivo se incubd a 25°C durante 20 horas, con 250 rpm de agitacion

orbital. Transcurrido el tiempo de incubacién se recogid el micelio por filtraciéon auxiliada
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de vaciod a través de un papel de filtro Whatman® No 1; el filtrado se lavé con 100 mL de

NaCl al 0.9% (p/v) y se recuperé el micelio de la misma manera.
6.5.1.2. Obtencion de protoplastos

Se resuspendié el micelio en 50 mL de TPC*® suplementado con DTT 10 mM vy se
incubd desde 30 minutos hasta 2 horas a 28°C con agitacién de 250 rpm. La incubacién
con DTT se realizd para reducir las uniones disulfuro de los componentes de la pared
celular y facilitar el proceso de liberacién de protoplastos. A continuacion se recogié el
micelio correspondiente a 15 mL de cultivo de la misma forma que en el apartado anterior

y se lavé tres veces con TPC. El filtrado se resuspendié en 4 mL de TPC.

En otros 4 mL de TPC se disolvieron 160 mg de enzimas liticas de Trichoderma reesei
(Sigma-Aldrich®) o de Driselase (Sigma-Aldrich®), para obtener una concentracién final de
20 mg/mL. En el caso de las enzimas Driselase se centrifugd durante un minuto a 4000
rom para eliminar el almidén no soluble. La soluciéon de enzimas liticas se adiciond al
micelio previamente resuspendido en TPC. La mezcla obtenida se colocé en un matraz de
250 mLy se incubd durante el tiempo necesario para la liberacidon de protoplastos (no mas
de 5 horas) a 28°C con agitacion orbital de 100 rpm. Se observd la liberacién de
protoplastos en un microscopio de contraste de fases a 400 aumentos, con intervalos de

una hora.

Una vez observada la liberacién de protoplastos en la proporcidén adecuada, se filtré
la suspension protoplastos/restos de micelio a través de una doble membrana de nylon de
30 um de diametro de poro 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 lavé con 5 mL de NaCl 0.8 M,
recuperandose por centrifugacion en las condiciones mencionadas anteriormente; el

lavado con NaCl se repitid tres veces consecutivas. Luego se lavo el agregado celular con 5

13 TPC NaCl 0.8 M, amortiguador fosfato potadsico 50 mM pH 7, después de esterilizar, afiadir MgS0O4 0.02 M.
69



mL de amortiguador NCM*y se centrifugd de la misma manera. Los protoplastos se
resuspendieron en NCM a una concentracion de 1 x 108 protoplastos/mL
(aproximadamente 5 veces el volumen del precipitado) y se afiadié 1/10 del volumen total
de amortiguador CCM™. Se mezclé suavemente y se mantuvo esta suspension de

protoplastos en hielo hasta el momento de la transformacion.
6.5.1.3. Transformacion

Se mezclaron 100 pL de la suspension de protoplastos con 10 pg de ADN plasmidico
(lineal o circular) en el fondo de tres tubos de 1.5 mL, se homogeneizaron las mezclas por
inversién y se mantuvieron en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se afadieron 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 transformacién a temperatura ambiente hasta el momento del plaqueo.
También se prepard una mezcla de transformacién utilizando agua estéril en lugar de ADN
plasmidico para utilizarse como control negativo y verificar la actividad del antibidtico

usado para la seleccidn.
6.5.1.4. Plaqueo

Se prepararon las bases de las placas de transformacién, extendiendo 5 mL de
medio TSAS con fleomicina en concentracion final de 20 ug/mL para la cepa silvestre y 50
pug/mL para la cepa C10 (de acuerdo a un experimento previo de concentracion minima
inhibitoria de fleomicina contra protoplastos de A. chrysogenum WT y C10), en cajas de
Petri de 60 mm de didmetro y se dejaron gelificar. Cuando se utilizd resistencia a
higromicina como marcador de seleccién, la concentracion fue de 30 pg/mL para la cepa

silvestre.

14 Amortiguador NCM NaCl 0.8 M, CaCl, 50 mM, MOPS 10 mM pH 7.
15> Amortiguador CCM CaCl, 50 mM, MOPS 10 mM pH 7, PEG 8000 18% (p/V).
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A continuacién, se homogeneizaron 100 plL de las mezclas de transformacién junto
con otros 5 mL de medio TSAS al 1% con la misma concentracién de antibidtico, sin
gelificar aun (aproximadamente a 48°C), y se plaquearon en forma de cobertera sobre las
bases de las placas de transformacion previamente preparadas. Se dejaron solidificar y se

incubaron a 28°C durante siete dias.

Las colonias transformantes que aparecieron durante el tiempo de incubacién
fueron resembradas por puncidon en placas de agar CCM con el doble de la concentracion
utilizada de antibidtico, la resiembra se realizé dos veces para asegurar que las colonias
obtenidas se trataran de verdaderas transformantes (expresando la resistencia al

antibiodtico) y eliminar la posibilidad de haber obtenido heterocariontes.
6.5.2. Analisis primario de transformantes por PCR a partir de colonia

Se tomd una colonia de 6 dias de crecimiento en medio CCM vy se disolvié con ayuda
de un micropistilo Eppendorf® estéril en 50 mL de una solucidon de enzimas liticas de
Trichoderma reesei (20 mg/mL) en TPC, se incubd a 37°C y 500 rpm durante una hora. Al
término de la incubacién se le agregaron 150 pL de solucién de dilucion®®y se inactivaron
las enzimas liticas en un bafio de agua a 95°C durante 3 minutos; a continuacién se dejo
reposar la mezcla en un bafio de hielo durante 5 minutos. Posteriormente, se le agregaron
200 pL de cloroformo y se centrifugd a 13200 rpm y 4°C durante 5 min. Se tomaron 5 plL
del sobrenadante y se realizd la reaccion de PCR. Como sonda para el andlisis primario se
utilizaron cebadores para amplificar la regién correspondiente al terminador TtrpC, regién
perteneciente Unicamente a los componentes del vector. También se utilizd un par de
cebadores para amplificar una regién del gen pacC de A. chrysogenum como control
positivo de la técnica de PCR a partir de colonia. Los cebadores utilizados se enlistan en la
tabla 7. Las condiciones de reaccién y de operacidn del termocicaldor se muestran en las

tablas 8 y 9, respectivamente.

16 Solucién de dilucién: Tris-HCI 10 mM, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM.
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Tabla 7. Cebadores utilizados para andlisis primario por PCR de a partir de colonia (TtrpCy SpacC2).

Cebador Secuencia 5’-3’
TtrpCF GGATCCACTTAACGTTACTG
TtrpCR TCTAGAAAGAAGGATTACCTCTAA
SpacC2F TCTCCCCCCGCCCCCGAC

SpacCR GATGGATCCTTAGGACGAGGGGTCGATCTCAC

Tabla 8. Mezcla de reaccién: PCR (TtrpC y SpacC2) a partir de colonia de A. chrysogenum.

Concentracion Volumen final
REACTIVO
recomendada (uL)
HOuween 315
Amortiguador (10X) 1X 5
MgSO0, (25 mM) 2.5mM 5
Mezcla de dNTP (10 mM) 200 uM 1
Cebador F (20 uM) 1uM -
Cebador R (20 uM) 1um 2.5
ADN molde (=25 ng/uL) 100 ng 4
Taq polimerasa (1 U/pL) 1U 1
Volumen de reaccion 50

Tabla 9. Condiciones de operacidon del termociclador: PCR (TtrpC y SpacC2) a partir de colonia de

A. chrysogenum.

CICLOS Proceso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacién 94°C 5’
Desnaturalizacién 94°C 30”
TtrpC SpacC
30 Hibridacién 30”
52°C 65°C
Polimerizacion 72°C 1
1 Polimerizacion 72°C 5’
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6.5.3. Andlisis secundario de transformantes por cultivo en medio liquido

Las transformantes que dieron positivo para el andlisis primario por PCR a partir de
colonia se llevaron a un segundo analisis mediante un cultivo en medio liquido definido, el
cual tuvo que ser optimizado a un pH acido que permitiera observar los efectos de la

mutacion del gen pacC que resultaria en un fenotipo de mimetismo alcalino.

6.5.4. Optimizacion de un medio definido de cultivo amortiguado a pH acido

Se utilizé6 como base el medio quimicamente definido MDFA reportado por Shen et
al. (1986) para probar con tres diferentes sistemas amortiguadores (todos en una
concentracion de 100 mM): acetatos (pH 4.0, 5.0 y 6.0), citratos (pH 4.0, 5.0 y 6.0) y MES

[acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico] pH 5.0.

Se tomaron 5 mL de inéculo primario de A. chrysogenum, cepa silvestre o cepa C10,
preparado de acuerdo a la seccidn 6.4.2 y se agregaron a 45 mL de medio liquido MDFA
amortiguado previamente, en matraces de 250 mL con triple indentacién, incubandose a
28°C durante 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas, con agitacién orbital de 250 rpm. El

experimento se llevd a cabo por duplicado.

Al término del tiempo de cultivo, se determind la concentracién de antibidticos
beta-lactdmicos en el caldo de cultivo, el pH y la cantidad de biomasa. Para ello, se
filtraron muestras de los tiempos de cultivo a través de un sistema improvisado de
filtraciéon auxiliado por centrifugacién elaborado de la siguiente manera: se tomaron
microtubos de 1.5 mL a los cuales se les realizé previamente una perforacién en la base
con una aguja caliente, se les colocd una capa de algoddn compactado en el fondo, y se
sobrepusieron sobre otros tubos de 1.5 mL sin perforar. Se filtr6 1 mL de cada muestra
durante 30 segundos a 5000 rpm. El filtrado se utilizé para medir inmediatamente el pH y
la concentracién de antibidticos beta-lactamicos. La biomasa se determind por peso seco
(24 horas a 60°C), habiendo previamente llevado a peso constante los mismos filtros en

los que se colectd la biomasa.
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La concentracién de antibidticos beta-lactdmicos se midid por bioensayo sin
penicilinasa, como ya se describié en el apartado 6.4.4.1.1. Los resultados se analizaron
estadisticamente y se graficaron. El medio que mantuvo constante un pH acido a lo largo
de todo el cultivo y que, ademds, permiti6 una buena formacién de biomasa, fue
seleccionado para llevar a cabo el analisis de las cepas transformantes con el gen pacC

mutado.

6.5.5. Cultivo en medio liquido MDFA/MES pH 5.0 con las cepas transformantes

Se prepard inoculo primario de cada una de las cepas transformantes, incluyendo la
cepa parental. Pasado el tiempo de crecimiento, se recogio el contenido de los matraces
en tubos de 15 mL estériles previamente pesados y se centrifugaron 8 minutos a 5000 rpm.
El sobrenadante se decantd y los tubos con el micelio se pesaron para obtener después,
por diferencia del peso del tubo, el peso himedo del micelio de cada transformante a
analizar. Posteriormente, se les agregd medio MDFA/MES (100 mM, pH 5.0), ajustando
todas las muestras a la misma densidad, en este caso fue de 700 mg de micelio

himedo/mL.

Se tomaron 5 mL del inéculo primario ajustado a la misma densidad, se agregaron a
45 mL de medio liquido MDFA amortiguado a pH 5.0 con MES 100 mM, en matraces de
250 mL con triple indentacién, y se incubaron 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 cultivo, se determind la concentracién de antibidticos
beta-lactdmicos presentes en el caldo de cultivo, el pH y la cantidad de biomasa, de la
misma forma en que se describié para la seccidon 6.5.4. Los resultados se analizaron

estadisticamente y se graficaron.
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6.5.6. Optimizacion de la concentracion de MES para amortiguar el medio complejo

MCFA

Las cepas transformantes seleccionadas a partir del cultivo en medio liquido
definido se analizaron posteriormente en un segundo cultivo liquido, pero utilizando el
medio complejo convencional de produccién MCFA. Para ello fue necesario determinar
previamente la concentracion de amortiguador MES a utilizar. Con este objeto, se preparé
un cultivo liquido con A. chrysogenum, cepa silvestre, en medio MCFA amortiguado con
MES a pH 5.0, probando las concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 M. Para ello, se
prepard inéculo primario de A. chrysogenum cepa silvestre como se detallé en la seccién
6.4.2. Pasado el tiempo de crecimiento se tomaron 5 mL de indculo primario y se
afadieron a 45 mL de medio MCFA amortiguado con MES en las diferentes
concentraciones de prueba, contenidos en matraces de 250 mL con triple indentacion.
También se incluyé en el experimento el medio MCFA sin amortiguar. Las unidades
experimentales se incubaron durante 7 dias a 28°C y 250 rpm y se tomaron muestras cada

24 horas. El experimento se realizé por duplicado.

Al término del tiempo de cultivo, se determind la concentracién de antibidticos
beta-lactdmicos, el pH y la cantidad de biomasa, de la misma forma en que se describid

para la seccidn 6.5.4. Los resultados se analizaron estadisticamente y se graficaron.

6.5.7. Cultivo en medio liquido MCFA/MES pH 5.0 con las cepas transformantes

Una vez optimizado el medio complejo de cultivo MCFA con la concentracién
adecuada de MES, se utilizd para un analisis posterior de las transformantes que
mostraron una mayor produccidn significativa de antibidticos beta-lactamicos en el medio
definido MDFA/MES. La forma de realizar el cultivo, asi como las condiciones de cultivo y
la determinacion de las variables respuesta, fueron las mismas que las descritas para el
andlisis de las transformantes en medio liquido definido MDFA/MES, la cual se detalla en

la seccion 6.5.5.
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6.6. Inactivacidn del factor de transcripciéon PacC en A. chrysogenum

Para la inactivacion del factor de transcripcién PacC en A. chrysogenum se siguieron
dos estrategias diferentes: mediante interrupcién del gen pacC en la zona de unién al ADN
o por silenciamiento del gen mediante ARN interferente dirigido también al sitio de unién

al ADN.

6.6.1. Interrupcion del gen pacC de A. chrysogenum

Se disefidé una estrategia para la construccién de un plasmido de disrupcién del gen
pacC persiguiendo conseguir la mutacién mediante recombinacién doble, que consiste en
la sustitucion del gen, o fragmento de interés, por un marcador de seleccién que ayude
posteriormente a identificar la mutacién. En este caso se utilizo el cassette de resistencia a
higromicina, proveniente del plasmido pAN7.1 (Punt et al., 1987) para eliminar la region

de interés del gen pacC. La estrategia de interrupcidn se ilustra en la figura 7.

Region codificante para
el dominio de union al ADN
y la sefial de localizacion
nuclear

Promotor
I L ]
I T T 1
1 924 1840 3089 bp
Cromosoma
5 gen pacC 3
Doble recombinacion
Plasmido pacCy’ Hyg® pacC3'
L ]
Ble®
Hyg®
Cromosoma
5 gen pacC interrumpido 3

Fig. 7. Estrategia para interrumpir el gen pacC de A. chrysogenum.
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6.6.1.1. Disefio de cebadores para la interrupcion del gen pacC

Se disefiaron cebadores para amplificar por PCR los extremos del gen pacC, en la
zona de interés para su interrupcion, la cual abarcé desde el dominio de unién al ADN

hasta la sefal de localizacidon nuclear en el factor de transcripcion.

El amplificado de la regién 5’ se denomind pacC5’ y abarcéd desde el nucleétido
numero uno, correspondiente con el inicio de la regidon promotora del gen, hasta el
nucledtido numero 923, poco antes de la regién codificante para el primer dedo de zinc.
Ademas se le incluyd un sitio de corte para la enzima de restriccion Hindlll en el extremo 5’
y un sitio de corte para la enzima de restriccion Xbal en el extremo 3. El amplificado de la
region 3’ se denomind pacC3’ y se diseiid desde del nucledtido nimero 1840, ubicado
poco después de la regidon codificante para la sefal de localizacidn nuclear, hasta el
nucledtido 3009, casi al final del terminador del gen. También se le incluyd un sitio de
corte para la enzima de restricciéon Xbal en el extremo 5’ y un sitio de corte para la enzima
de restriccion Kpnl en el extremo 3’. Ambos cebadores de disefiaron a partir de la
secuencia original del gen pacC de A. chrysogenum con numero de acceso GenBank

AJ251521.1.

Por otra parte, se disefiaron cebadores para amplificar por PCR el cassette de
resistencia a higromicina proveniente del vector pAN7.1 (Punt et al., 1987), con sitos de
corte para la enzima de restriccion Xbal en ambos extremos. Las secuencias de los

cebadores disefiados para la interrupcién del gen pacC se enlistan en la tabla 10.

Tabla 10. Cebadores disefiados para la interrupcion del gen pacC de A. chrysogenum.

Cebador Secuencia 5’-3’

PacC5’ F GGTAAGCTTGAGATGGTGTCTACCGTTC

PacC5’ R AACTCTAGAGATGGCAGCAGCCGAAG

Hgm2F  GGCICTAGATAATAATTCCCTTGTATCTCT
Hgm2R  GGTTCTAGAAAGAAGGATTACCTCTAAAC
PacC3’F  AACTCTAGAGAGCAGCACTACGTGCCG
PacC3’ R GACGGTACCATTTCCTCTCATACGGAGG
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6.6.1.2. Reacciones de PCR para la amplificacion de los productos pacC5’, pacC3’ y Hgm2

Se utiliz6 ADN total de A. chrysogenum como molde para los productos de
amplificacién pacC5’ y pacC3’, y una dilucién 1:50 de una megapreparacion de ADN
plasmidico del vector pAN7.1, obtenida como se describe en el apartado 6.6.1.3.1.3, para
el producto Hgm2. En los tres casos, se utilizd la polimerasa de alta fidelidad Phusion®

(Finnzymes®).

Se realizaron experimentos previos para optimizar las reacciones de PCR con los dos
diferentes amortiguadores provistos con la enzima (5X HF buffer y 5X GC buffer) vy
también se probd un gradiente de temperatura de hibridacién desde 60 a 70°C.
Posteriormente se probd un gradiente de concentracion de Mg+2 desde 1.5 mM hasta 3.0
mM. Las condiciones de reaccién y de operacidon del termociclador se muestran en las
tablas 11 y 12, respectivamente. Los resultados se visualizaron en geles de agarosa al

0.7 % (p/v).

Tabla 11. Mezcla de reaccion: Reacciones de PCR para la interrupcion del gen pacC.

Volumen
REACTIVO Concentracién recomendada
final (pL)
Hzodd estéril  mmmmmmmmooooe- Variable
Amortiguador (5X) HF o GC 1X 10
MgCl, (50 mM) 1.5mM Variable
(provista en el amortiguador)

Mezcla de dNTP (10 mM) 200 uMm 1
Cebador F (20 uM) 0.5 uM 1.25
Cebador R (20 uM) 0.5 uM 1.25

ADN molde (=25 ng/uL) 50-500 ng (Genémico) 5

1 pg - 10 ng (Plasmido, ADNCc)
Phusion (2 U/uL) 1U 0.5
Volumen de reaccion 50
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Tabla 12. Condiciones de operacién del termociclador: Reacciones de PCR para la interrupcion del

gen pacC.
CICLOS Proceso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacién 98°C 30”
Desnaturalizaciéon 98°C 15”7
pacC5'
30 Hibridacién Hgm?2 60-70°C 15”
pacC3’
Polimerizacidn 72°C 4
1 Polimerizacién 72°C 5

6.6.1.3. Construccion del vector para la interrupcion del gen pacC pApacC

Se utilizé como base el plasmido pULC43,Xbal (Sierra, 2005), para lo cual fue
necesario eliminar primero el sitio de restriccién Xbal presente en el sitio multiple de
clonacidén. Este sitio se elimind al digerir el plasmido con la enzima Xbal y rellenar los
extremos protuberantes que resultan de la digestién con la enzima Klenow, para
posteriormente recircularizar el pldsmido con la enzima T4 ligasa. El vector resultante se

denomind pC43aXbal.

El plasmido pC43,.Xbal se digirid posteriormente con las enzimas de restriccion
Hindlll y Kpnl. Cada digestién se realizd por separado y se purificd posteriormente con
ayuda del kit Wizard® SV Gel and PCR clean-Up System (Promega®). Posteriormente se
ligaron a él los productos pacC5’ y pacC3’ previamente digeridos y purificados. El plasmido
intermediario que resultd fue digerido después con la enzima de restriccidon Xbal y luego
fue tratado con fosfatasa alcalina. Finalmente se realizé la ligacién de este plasmido con el
producto de PCR Hgm2 previamente digerido con la enzima Xbal y purificado. La
construccion del vector pApacC para la interrupcidn del gen pacC de A. chrysogenum se

ilustra en la figura 8.
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Fig. 8. Construccion del plasmido pApacC.

6.6.1.3.1. Obtencion de ADN plasmidico

La obtencidon de ADN plasmidico se realizd a gran escala cuando se requirieron de
grandes cantidades de plasmido. Por ejemplo, en los casos en que fue necesario hacer
varias reacciones enzimaticas consecutivas para la construccién de algun vector y por lo
tanto hubo que partir de cantidades suficientes de plasmido molde. También en los casos
en que fue necesario almacenar algun plasmido molde o recién construido. La técnica de
extraccién de ADN plasmidico a gran escala se denomina megaprep y se detalla en el

apartado 6.6.1.3.1.3.
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Alternativamente, se realizd la extraccion de ADN plasmidico a pequena escala
cuando no se requirieron grandes cantidades de plasmido extraido: por ejemplo, en los
casos en que se analizé rapidamente la presencia de algun pldsmido en colonias de E. coli,
o cuando se requeria de la verificacion de los sitos de restriccion en algun vector. La
técnica de extraccion de ADN plasmidico a pequefia escala se denomina miniprep y se

describe en el apartado 6.6.1.3.1.4.

Estas técnicas también fueron utiles cuando fue necesaria la amplificacién de algun
plasmido, es decir, que se contaba solamente con una pequefna cantidad de plasmido y
éste se introdujo en células de E. coli para su replicacion in vivo a gran escala. También se
ocupd la extraccion de ADN plasmidico, sobre todo a pequeia escala, cuando se hicieron
reacciones de ligacidon durante la construccion de los vectores descritos, y fue necesario

introducirlos en E. coli para su posterior andlisis.

6.6.1.3.1.1. Preparacion de células electrocompetentes de E. coli y transformaciéon por

electroporacion.

La preparacion de células electrocompetentes se realizé de acuerdo a lo descrito por
Sambrook & 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 inoculd una colonia en 50 mL de medio
LB contenidos en un matraz de 250 mL, incubandose a 37°C y 250 rpm durante 12-14
horas. Después se tomé 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 colocd el cultivo en hielo durante 30 minutos. Posteriormente las
células se recogieron por centrifugacion a 4°Cy 2500 rpm (1000 x g) durante 20 minutos y
se decanté 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

81



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. Se resuspendid el precipitado obtenido en 500
uL de medio GYT frio, se homogeneizd suavemente y se repartio en alicuotas de 40 L. Las
alicuotas de células electrocompetentes se congelaron inmediatamente en nitrégeno

liquido y se almacenaron a -70°C.

El método utilizado para la transformacién de células electrocompetentes de E. coli
por electroporacion fue el descrito por Zhou et al. (1995). Para ello, se descongelé una
alicuota de células electrocompetentes (40 pL) en un bafio de hielo y se mezclé con 1 L
de plasmido o con 5 pL de mezcla de ligacidn (véase mas adelante). Se mezclé suavemente
con la pipeta y se transfirié a una celda de electroporacién de 2 mm previamente enfriada
a -20°C. Posteriormente, se le aplicé un voltaje de 2500 mV/cm (20 uF de capacitancia y
200 Q de resistencia) durante aproximadamente 5 milisegundos, en un equipo
Electroporator 2510 (Eppendorf®). Lo mas rapidamente posible se afadié 1 mL de medio
LB y se mezcld por inversidn para posteriormente incubarse la mezcla en un microtubo de
1.5 mL a 37°C y 250 rpm durante una hora. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
sembré por extensidn una alicuota de la mezcla de transformacién en una placa de agar
LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL) o cloranfenicol (25 pg/mL), segin fuera la

necesidad.

6.6.1.3.1.2. Preparacion de células ultracompetentes de E. coli y transformaciéon por

choque térmico.

Alternativamente a la transformacion de células de E. coli por electroporacion,
también se siguié el método de transformacién de células ultracompetentes de E. coli por
choque térmico descrito por Inoue et al. (1990) y Hengen (1996). Para esto, se
seleccionaron de 10 a 12 colonias de buen tamafio, provenientes de una placa de agar LB
sembrada con E. coli DH5a (o XI1-Blue) e incubada a 37°C durante 12-16 horas, y con ellas
se inocularon 250 mL de medio SOB contenidos en un matraz de 2 L. Alternativamente, se
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inoculd con 2.5 mL de un precultivo de una noche en medio liquido LB o SOB.
Posteriormente, se dejaron crecer a 18°C con agitacidn orbital a 250 rpm hasta que el
cultivo alcanzé entre 0.6 y 0.9 unidades de densidad éptica a 260 nm de longitud de onda.
Pasado el tiempo de incubacién, se enfrio el matraz en hielo durante 10 minutos vy
después se recogieron las células por centrifugacion a 5000 rpm (2500 x g) y 4°C durante
10 minutos. Las células se resuspendieron suavemente en 80 mL de solucion TB
previamente enfriada en hielo y se dejaron reposar en un bano de hielo durante 10
minutos. Después, se centrifugaron nuevamente a 5000 rpm y 4°C durante otros 10
minutos. Las células se resuspendieron cuidadosamente en 20 mL de solucién TB, se les
agregdé 1.4 mL de dimetilsulféxido (DMSO) estéril y se mezcldé muy suavemente. Se
dejaron reposar en un bafo de hielo durante 10 minutos y finalmente se repartieron en

alicuotas de 50 L, en tubos previamente enfriados, almacenandose de inmediato a -70°C.

Para la transformacién por choque térmico, se descongelé una alicuota de células
ultracompetentes y se colocé en un baino de hielo. Se le agregd 1 uL de ADN plasmidico 6
5-10 pL de mezcla de ligacidn. Se mezcld suavemente y se mantuvo en hielo durante 30
minutos. Posteriormente, se aplicéd un pulso de 42°C durante 2 minutos e inmediatamente
se colocaron las células en hielo durante otros 2 minutos. De inmediato, se les agregd 0.8
mL de medio liquido SOC o LB y se incubaron a 37°C durante una hora con agitaciéon
vigorosa. Finalmente, se extendieron desde 20 uL en placas de agar LB suplementado con

el respectivo antibidtico de seleccion y se dejaron incubar a 37°C durante toda la noche.

6.6.1.3.1.3. Extraccion de ADN plasmidico a gran escala: megaprep

Este método fue descrito por Holmes & Quigley (1981), con modificaciones de
Fernandez (1997). Para ello se seleccioné una colonia portadora del plasmido de interés y
se inoculd en 100 mL de medio liquido TB, suplementado con el respectivo antibidtico de
su marcador de selecciéon (100 pug/mL de ampicilina é 25 pg/mL de cloranfenicol). Se

incubaron a 37°C con agitacion constante de 250 rpm durante 12 a 16 horas.
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Pasado el tiempo de incubacidn, se recogieron las células por centrifugacién a 5000
rpm durante 3 minutos. El precipitado se resuspendié en 6 mL de STETY y se le agregaron
360 pL de una solucién de lisozima (10 mg/mL en H,0). Se mezcld suavemente durante 30
segundos, luego se repartid en alicuotas de 350 pL. Inmediatamente después, las alicuotas
se calentaron durante 45 segundos en un bafo con agua en ebullicién. Las proteinas,
restos celulares y ADN cromosdmico se precipitaron por centrifugaciéon a 14000 rpm
durante 15 minutos y posteriormente se retiraron con ayuda de un palillo estéril. EIl ADN
plasmidico de cada alicuota se precipité con 40 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 600
uL de isopropanol, mezclandose por inversién y manteniéndose en reposo a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Posteriormente, se centrifugd durante 5 minutos a 14000
rom y se descartd el sobrenadante. El precipitado de cada alicuota se lavé con 500 uL de
etanol al 70% (v/v) y se centrifugd nuevamente durante 5 minutos a 14000 rpm. Se
desechd el sobrenadante y el ADN plasmidico se dejé secar a temperatura ambiente para
luego resuspenderlo en 50 pL de H,0 destilada estéril. Se juntaron todas las alicuotas en
un mismo volumen, se limpiaron por fenolizacién y se trataron con ARNasa, de la misma

manera en que se describié en las secciones 6.4.5.6.1, 6.4.5.6.2 y 6.4.5.6.3.
6.6.1.3.1.4. Extraccion de ADN plasmidico a pequeiia escala: miniprep

El procedimiento a seguir fue el descrito por Holmes & Quigley en 1981. Es parecido
al descrito en la seccidn anterior, pero en este caso se obtuvo ADN plasmidico a pequefia
escala, lo que fue muy util cuando se requirieron hacer multiples analisis de restriccién en
el menor tiempo posible. Para ello 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 antibiético 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 a 16 horas. Cuando el

plasmido por amplificar fue de tipo astringente (de bajo numero de copias), la extraccién

17 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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se realizd a partir de 10 mL de cultivo, con el doble de la concentracion usual de

antibiodtico.

Pasado el tiempo de incubacién, se recogieron las células de cada muestra por
centrifugacién a 5000 rpm durante 3 minutos. El precipitado se resuspendié en 350 plL de
STET y se le agregaron 10 uL 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 cromosdmico se precipitaron por
centrifugacién a 14000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se retiraron con ayuda
de un palillo estéril. El ADN plasmidico se precipitd con 40 plL de acetato de sodio 3 M pH
5.2 y 600 pL de isopropanol, se mezcléd por inversion y se mantuvo en reposo a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente, se centrifugd durante 5
minutos a 14000 rpm vy se descarté el sobrenadante. El precipitado se lavé con 500 uL 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 30 uL de TE o H,O destilada estéril. Se requirid de 1 a 5 pL de cada

minipreparacion para realizar los ensayos de restriccidon pertinentes.

6.6.1.3.2. Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

Se llevaron a cabo reacciones de digestién con endonucleasas de restriccién para
hacer los cortes necesarios en los plasmidos y en los productos de PCR durante la
construccion de los vectores. En algunas ocasiones también fueron necesarios andlisis de

restriccion para verificar las construcciones plasmidicas.

Con cada endonucleasa de restriccion utilizada se siguieron las especificaciones
descritas por su proveedor, considerando que cada enzima de restriccion tiene sus
condiciones dptimas de temperatura, concentracion de sales y pH. El volumen utilizado de
las enzimas nunca superé 1/10 del volumen total de la reaccidén, debido a la alta
concentracion de glicerol presente en las soluciones en que se presentan. En todo

momento se intentd trabajar con ADN de la mejor calidad posible para evitar alterar las
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condiciones de la reaccién (Fernandez, 1997). Las condiciones generales para cada

digestion de ADN con una enzima de restriccidon se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Mezcla de reaccion: Digestion de ADN con enzimas de restriccion.

REACTIVO Concentracion final Volumen final (uL)
Hzodd estéril  TTTTTTTTTTTTTT
Amortiguador (10X) 1X
Variable
ADN nug
Enzima de restriccion (10 U/uL) 2n U
Volumen de reaccion 20-30 ul

Las reacciones se incubaron a 37°C en bafio maria de 1 a 3 horas. Posteriormente, se
limpiaron las reacciones mediante una extraccion con fenol-CIA y otra con CIA,
resuspendiéndose en H,0 destilada estéril, o con ayuda del kit Wizard® SV Gel and PCR
clean-Up System (Promega®). En el caso de las digestiones realizadas a las
minipreparaciones para su andlisis de restriccion, fue necesario incluir 1 uL de ARNasa (10
mg/mL) en la mezcla de reaccién. Ademas, con fines de economizar tiempo en el analisis
de minipreparaciones, la incubacidon se sustituyéd por calentamiento en microondas
durante 4 ciclos de 10 segundos a potencia maxima, separados por intervalos de 2
minutos de reposo a temperatura ambiente. Los resultados las digestiones de ADN se

visualizaron en geles de agarosa (0.7%-1%, p/v).

6.6.1.3.3. Rellenado de extremos protuberantes con la enzima Klenow

Este procedimiento se utilizé cuando fue necesario generar extremos romos en
cadenas de ADN con extremos protuberantes que resultan de algunas digestiones con
endonucleasas de restriccion. Por ejemplo, el vector pULC43,Xba fue digerido con la
enzima Xbal y fue necesario rellenar sus extremos protuberantes para que se perdiera
este sitio de restriccidon con la posterior recircularizacidn del plasmido. Para esto, se utilizd

el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli (Promega®), que consiste de una
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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 in vitro para rellenar extremos 5 protuberantes, cuando la
reaccién se lleva a cabo en presencia de desoxirribonucledtidos, o para eliminar los
extremos protuberantes si se utiliza en ausencia de estos ultimos (Anderson et al., 1980).
Las condiciones para el tratamiento de ADN con la enzima Klenow se muestran en la tabla

14.

Tabla 14. Mezcla de reaccion: Rellenado de extremos protuberantes de ADN con la enzima Klenow.

Concentracion

REACTIVO Volumen final (uL)
recomendada
HOddesters e 4
Amortiguador (10X) 1X 2
ADN 1-4 pg 12
dNTP 10 mM 40 pM 0.5
BSA,. (10 mg/mL) 20 pg/mL 0.5
Klenow (5 U/mL) 1 U/ug de ADN 1
Volumen de reaccién 20

Se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos y posteriormente se inactivd
la enzima a 75°C durante otros 10 minutos. La mezcla de reaccidn se purificd con ayuda
del kit Wizard® SV Gel and PCR clean-Up System (Promega®). Para verificar que la
actividad del fragmento Klenow se llevd a cabo satisfactoriamente, se recircularizé el
vector tratado con esta enzima utilizando la ADN ligasa del bacteriéfago T4 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 Xbal. El resultado se visualizé en un gel de agarosa al 0.7% (p/v).

6.6.1.3.4. Tratamiento con fosfatasa alcalina

Este procedimiento se llevd a cabo cuando fue necesaria la desfosforilacion del
vector para evitar su recircularizacion durante las reacciones de ligacion y, con esto,
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reducir el fondo de falsos positivos que consumen tiempo y reactivos en el analisis de
transformantes de E. coli. Generalmente se requiere desfosforilar el vector cuando,
después de la digestidon con endonucleasas de restriccidn y justo antes de la ligacidon con
los insertos de interés, éste presenta extremos romos o compatibles. Para esto, se utilizd
la enzima recombinante FastAp® thermosensitive Alkaline Phosphatase (Termo
Scientific®), la cual cataliza la hidrélisis de los grupos 5’ fosfato del vector digerido y, por lo
tanto, evita su recircularizacién, debido a que la ADN ligasa requiere obligatoriamente de
un extremo 5’ fosforilado para la formacion del enlace fosfodiéster (Sambrook & Rusell,

2001). Las condiciones de reaccién se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Mezcla de reaccion: Desfosforilacion de ADN con fosfatasa alcalina.

Concentracion

REACTIVO Volumen final (uL)
recomendada
HaOdgesterr e 16
Amortiguador (10X) 1X 2
ADN 5’ fosforilado (1 pg/uL) 1ug 1
FastAP (1 U/puL) 1/ug ADN 1
Volumen de reaccién 20

La mezcla se incubdé a 37°C durante 10 minutos. Transcurrido el tiempo de
incubacién se inactivd la reaccidn calentandola a 75°C durante 5 minutos. No fue
necesaria la purificacion posterior de la reaccidon, antes de realizar la ligacién
correspondiente. Para comprobar que se llevd a cabo la desfosforilacién del vector con la
fosfatasa alcalina, se hizo una recircularizacion del mismo con la ADN ligasa del

bacteriéfago T4 y se transformaron células de E. coli.

6.6.1.3.5. Reacciones de ligacion con la ADN ligasa del bacteriéfago T4

Para la recircularizacion de un plasmido (cuando fue requerido) y la clonacion de
productos de PCR previamente digeridos, también denominados insertos, en su respectivo

vector previamente digerido, se utilizd la ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Thermo
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Scientific®), la cual cataliza la formacion 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 para las reacciones de ligacion se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Mezcla de reaccion: Ligacion de fragmentos de ADN.

Recircularizacion Ligacion de un inserto
Concentracion Volumen Concentracion Volumen
REACTIVO

recomendada final (uL) recomendada final (uL)
H,O04qesterit ™ = Variable = e Variable

Amortiguador (5X) 1X 10 1X 4
Vector 10-50 ng variable 10- 100 ng Variable
Inserto e e tasa molar 1:3 Variable

ADN ligasa T4 (5 U/pL) 5U 1 5U 1

Volumen de reaccién 50 20

Se incubaron las reacciones a 22°C de 5 a 30 minutos, e inmediatamente se
utilizaron hasta 10 pL de la mezcla de reaccién para la transformacion de E. coli (cuando se

siguio el protocolo de choque térmico) o hasta 5 pL cuando fue por electroporacion.

6.6.1.4. Transformacion de A. chrysogenum con los plasmidos pApacC y pULC43,Xbal

Se llevé a cabo la transformacién de A. chrysogenum cepa silvestre con los vectores
pApacC y pULC43,Xbal. Este ultimo se utiliz6 como control de transformacién que
introduce solamente los componentes del plasmido. La transformacién se realizd por la
técnica de protoplastos descrita en la seccion 6.5.1. Para el plasmido pApacC se utilizé
higromicina en una concentracion final de 30 pug/mL (determinada previamente en un
ensayo de concentracion minima inhibitoria frente a protoplastos de A. chrysogenum),
mientras que para el plasmido pULC43,Xbal se utilizé fleomicina a concentracidn final de
20 pg/mL. Las colonias transformantes del plasmido pApacC que crecieron en medio con
higromicina fueron resembradas posteriormente en placas de medio TSA con 30 pug/mL de
fleomicina con el objetivo de seleccionar cepas mutantes por doble recombinacién. Las

transformantes del plasmido pApacC que mostraron resistencia a higromicina pero
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sensibilidad a fleomicina, asi como las transformantes obtenidas con el plasmido
pULC43,Xbal, se resembraron en placas de medio TSA con el doble de la concentracién de

su respectivo antibidtico de seleccion.

6.6.1.5. Andlisis primario de transformantes pApacC y pULC43,Xbal por PCR a partir de

colonia

El procedimiento seguido fue el mismo descrito en la seccién 6.5.2. Como sonda
para el analisis de las transformantes pApacC se utilizaron los cebadores pacC5’F vy
pacC3’R mostrados en la tabla 10, con el propdsito de verificar la amplificacion del
producto de PCR debida unicamente al cassette de disrupcion pero no al gen pacC
endogeno. Como sonda para el analisis de las transformantes pULC43AXbal se usaron
cebadores disefiados para amplificar el gen ble de Streptoalloitechus hindustanus,
utilizado como marcador resistencia a fleomicina y que estd presente en este plasmido.
Los cebadores para amplificar el gen ble se muestran en la tabla 17. Las condiciones de

operacion del termociclador se muestran en la tabla 18.

Tabla 17. Cebadores disefiados para amplificar el gen ble de S. hindustanus.

Cebador Secuencia 5’-3’
ble F ATGGCCAAGTTGACCAGTGC
ble R TCAGTCCTGCTCCTCGGC

Tabla 18. Condiciones de operacion del termociclador: PCR (pacC5’-3’ y ble) a partir de colonia de

A. chrysogenum.

CICLOS Proceso Temperatura Tiempo

pacC5’-3’ ble pacC5’-3’ ble

1 Desnaturalizacion 98°C 98°C 30” 30”
30 Desnaturalizacién 98°C 98°C 15” 15”
Hibridacién 66.1°C 55°C 15” 15”
Polimerizacién 72°C 72°C 4 30”

1 Polimerizacién 72°C 72°C 5 5
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6.6.2. Silenciamiento del gen pacC de A. chrysogenum

Se construyd un vector para silenciar el gen pacC de A. chrysogenum por
transcripcion convergente, utilizando ARN de interferencia generado por dos promotores

encontrados y en sentido opuesto.

Para esto, se utilizé como base el plasmido pGpdPki-RNAi (Marcial-Quino, 2011),
gue contiene una cassette de resistencia a fleomicina como marcador de selecciéon en
hongos y lleva los promotores Pgpd de A. nidulans y Ppki de A. niger en sentido opuesto y
enfrentados, separados por un Unico sitio de restriccion Ncol. Este plasmido se utilizé para
introducir un fragmento del gen pacC entre los dos promotores. La estrategia se ilustra en

la figura 9.
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Fig. 9. A) Construccidn del vector pSinpacC3. B) Mecanismo de silenciamiento por transcripcion convergente.

91



Los promotores en sentidos opuestos y encontrados entre si, al flanquear un gen o
una regidon de éste dentro del plasmido, dan lugar a la formacion de mMRNA'’s
complementarios entre si, los cuales hibridan para formar RNA de doble cadena (dsRNA).
Posteriormente, el dsRNA es reconocido por la enzima Dicer, que lo rompe en fragmentos
cortos de 19-23 ribonucleétidos, llamados siRNA. Luego se le une una helicasa, que relaja
el siRNA, y la enzima AGO-2 (Argonauta), que rompe los fragmentos de siRNA liberando
una de las hebras de RNA (llamada cadena pasajera) y mantiene otra de las hebras
asociada al complejo, la cadena guia. Posteriormente se unen otras proteinas Argonauta y
proteinas asociadas a Argonauta para formar el complejo activo RISC (RNA-induced
silencing complex). Luego, la cadena guia dirige a RISC hacia el mRNA, en regiones
complementarias, donde la proteina AGO-2 degrada el mRNA (Chang et al., 2012; Dang et
al., 2011; Meister & Tuschl, 2004; Nakayashiki, 2005; Schumann et al., 2010).

6.6.2.1. Disefio de cebadores para el silenciamiento del gen pacC

Se selecciond una regién del gen pacC que abarca la regidn codificante para el
dominio de unién al ADN en el factor de transcripcién PacC, desde el nucleétido 888 hasta
el nucledtido 1600 de la secuencia original del gen pacC de A. chrysogenum con numero
de acceso GenBank AJ251521.1. A ambos cebadores se les afiadid un sitio de corte para la
enzima de restriccidon Ncol. Las secuencias de los cebadores disefiados se muestran en la

tabla 19.

Tabla 19. Cebadores disefiados para silenciar el gen pacC de A. chrysogenum.

Cebador Secuencia 5’-3’

SIn3’ F AATCCATGGCGAGCACCACGTCCACCACTTCG

SIn3’ R AGTCCATGGTGGAGGGCTGAGGCGCATAGTAGG
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6.6.2.2. Reaccion de PCR para la amplificacién del producto SinpacC3

Se utilizd ADN total de A. chrysogenum como molde y la enzima recombinante
pfuUltra Il Fusion HS DNA polymerase® (Agilent Technologies®), la cual es una polimerasa
termoestable de alta fidelidad y procesividad, muy eficiente para obtener productos de
PCR que seran posteriormente clonados. El experimento se realizé probando un gradiente
de temperatura de hibridacion desde 60 a 68°C. Las condiciones de reaccidon y de

operacion del termociclador se muestran en las tablas 20 y 21, respectivamente.

Tabla 20. Mezcla de reaccion: Reacciones de PCR para el silenciamiento del gen pacC.

Concentracion

REACTIVO Volumen final (pL)
recomendada
HaOdgestert e 18.875
Amortiguador (10X) 1X 2.5
Mezcla de dNTP (10 mM) 250 uM 0.625
Cebador F (20 pM) 0.2 uM 0.25
Cebador R (20 uM) 0.2 uM 0.25
100 ng (gendémico)
ADN molde (=25 ng/uL) 2
3-5 ng (plasmido)
pfuUltrall 1 uL/50 pL RX 0.5
Volumen de reaccién 25

Tabla 21. Condiciones de operacidn del termociclador: Reacciones de PCR para el silenciamiento del gen

pacC.
CICLOS Proceso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacién 95°C 2’
Desnaturalizacién 95°C 20"
30 Hibridacion 60-68°C 20"
Polimerizacion 72°C 15”
1 Polimerizacion 72°C 3’
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6.6.2.3. Clonacion del producto de PCR SInpacC3 en el vector pGpdPki-RNAi

Se digirié por separado el producto de PCR SlnpacC3 y el vector con la enzima de
restriccion Ncol, de la forma en que se describid en la seccidén 6.6.1.3.2. Posteriormente se
desfosforilé el vector con fosfatasa alcalina. Después, se llevd a cabo la reaccién de
ligaciéon entre el vector y el inserto SlnpacC3, utilizando la enzima ADN ligasa del
bacteridéfago T4. Estas dos ultimas reacciones se describen en los apartados 6.6.1.3.4 y

6.6.1.3.5, respectivamente. El plasmido resultante se denomind pSinpacC3.

6.6.2.4. Transformacion de A. chrysogenum con los vectores pSinpacC3 y pGpdPki-RNAi

El procedimiento para la transformacion de A. chrysogenum, cepa silvestre fue el
mismo descrito en la seccion 6.5.1. El plasmido pGpdPki-RNAi fue utilizado como control
de transformacion para introducir solamente los componentes del vector. Para ambos

plasmidos se usé fleomicina como marcador de seleccidn, a una concentracién final de 30

ug/mL.

6.6.2.5. Analisis primario de transformantes SIn3 por PCR a partir de colonia

El procedimiento a seguir fue el mismo descrito anteriormente en la seccién 6.5.2.
Como sonda para este analisis se utilizaron los mismos cebadores disefiados para
amplificar el gen ble y que se muestran en la tabla 17. Las condiciones de operacion del

termociclador fueron las mismas indicadas en la tabla 18 para la amplificacidn del gen ble.

6.6.2.6. Cultivo en medio liquido MDFA de las transformantes con el gen pacC silenciado

Las cepas transformantes que dieron positivo para el analisis primario por PCR a
partir de colonia se analizaron en posteriormente en cultivo liquido. Se utilizd el medio
MDFA en dos condiciones de pH diferentes: 6.8 (medio original) y 5.0 (amortiguado con
MES 100 mM). Se prepard inoculo primario de cada una de las cepas transformantes,
incluyendo la cepa parental, una cepa control (plasmido pGpdPki-RNAi) y una cepa con el

gen pacC constitutivamente activo (cepa P17). Se tomaron 10 mL del indculo primario y se
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agregaron a 100 mL de medio liquido MDFA contenido en matraces de 500 mL con triple
indentacién, y se incubaron a 28°C durante 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 horas, con

agitacion orbital de 250 rpm. El experimento se llevd a cabo por duplicado.

Al término del tiempo de cultivo, se determind la concentracidon de antibidticos
beta-lactdmicos presentes en el caldo de cultivo, el pH y la cantidad de biomasa, de la
misma forma en que se describié para la seccidn 6.5.4. Los resultados se analizaron

estadisticamente y se graficaron.

6.7. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de cada uno de los cultivos se analizaron estadisticamente con
ayuda del programa SPSS versidon 15.0. Se realizaron analisis de varianza de una via y
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (o = 0.05), para cada una de las
variables respuesta. Las gréficas y los intervalos de confianza (a = 0.05) se obtuvieron con

ayuda del programa Excel®.
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7. RESULTADOS

7.1. Analisis de expresion de los genes cefD2, cefEF y cefT de A. chrysogenum en

sistemas de cultivo sélido y liquido
7.1.1. Cultivo sdlido de A. chrysogenum C10 en soporte impregnado

En la figura 10 se muestran los resultados de las cinéticas de produccién de CPC,
consumo de oxigeno (en relacion a la formacion de biomasa) y comportamiento del pH en
el cultivo de A. chrysogenum cepa C10 en sistema sélido con bagazo de cafia impregnado

de medio complejo de produccion MCFA 2.5X.
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Fig. 10. Cinéticas de: A) produccion de CPC, B) consumo de oxigeno, y C) pH, en cultivo sélido de A.

chrysogenum C10 en soporte impregnado con medio MCFA 2.5X.
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En la figura 10A, se observa que la produccion de CPC inicia después de las 48 horas
de cultivo, alcanzando la fase de produccién rapida entre las 72 y 96 horas.
Posteriormente, la velocidad de produccidon disminuye lentamente hacia las 120 horas,
punto en el que se alcanza la produccion maxima de CPC de 3.99 + 0.13 mg CPC/g soporte

impregnado.

La estimacion de la biomasa se realizé por respirometria en un trabajo anterior de
nuestro grupo de trabajo y fue reportada por Cuadra (2010). La cuantificacién de CPCy el
comportamiento del pH a lo largo de la cultivo se realizaron como repeticion del
experimento reportado por el mismo autor, para darle continuidad en el analisis de

expresion de los genes ya mencionados.

En la figura 10B se observa que el consumo de oxigeno asciende lentamente desde
el inicio del cultivo hasta las 48 horas, acelerdandose entre las 48 y 72 horas.
Posteriormente, comienza a descender después de las 72 horas, marcando el término de
la fase rapida de crecimiento (trofofase) y coincidiendo con el inicio de la produccién

rapida de CPC (idiofase).

El pH ascendié lentamente desde 5.8 hasta 8.3 + 0.01 (Fig. 10C), permitiendo
observar el intervalo de pH que favorecié la produccién de CPC, que fue entre 6.26 £ 0.14

y 8.06 £ 0.27, en este sistema de cultivo. Intervalos de confianza del 95 %.

7.1.2. Cultivo en medio liquido complejo MCFA 2.5X

En la figura 11 se muestran los resultados de las cinéticas de produccién de CPC,
formacién de biomasa y comportamiento de pH en el cultivo sumergido de A.

chrysogenum C10 en medio MCFA 2.5X.

En la figura 11A se observa que la produccion de CPC comienza lentamente desde
las 24 horas de cultivo y la fase rapida de produccién ocurre entre las 72 y 120 horas,
alcanzando una produccién maxima de 2.04 + 0.21 mg/mL a las 120 horas. En la figura 11B

se observa que la biomasa fue aumentando desde el inicio del cultivo hasta alcanzar un
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maximo de 33.24 + 4.60 mg peso seco/mL a las 96 horas, para comenzar a descender
posteriormente. El pH comenzé en 5.8 y ascendidé lentamente hasta llegar a 8.79 + 0.11 al
término del cultivo. La produccidn se observé entre los valores de pH de 6.54 + 0.01 y 8.59

+ 0.07 (Fig. 11C). Intervalos de confianza del 95 %.
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Fig. 11. Cinéticas de: A) produccién de CPC, B) formacion de biomasa, y C) pH, en cultivo liquido de A.
chrysogenum C10 en medio MCFA 2.5X.
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7.1.3. Analisis de expresion por RT-PCR semicuantitativo

7.1.3.1. Aislamiento de ARN total de A. chrysogenum para cada punto de los cultivos

En la figura 12 se muestra el resultado de la extraccion de ARN total a partir de cada
uno de los puntos de muestreo en los cultivos sdélido y liquido, visualizado en un gel
desnaturalizante de agarosa al 1%. En cada uno de los pozos se cargd 1 uL de ARN. Las
bandas resultantes se aprecian aproximadamente con la misma intensidad. Sin embargo,
para fines de mayor precisidon en las reacciones subsecuentes, las muestras de ARN se

cuantificaron y se diluyeron hasta obtener la misma concentracion.

0 24 48 72 96 120 144

0 24 48 472 96 120 144

Fig. 12. ARN total de A. chrysogenum en cultivo sélido (arriba) y cultivo liquido (abajo) en los tiempos 0 a 144

horas. Gel de agarosa-formaldehido al 1%.

7.1.3.2. Reacciones de PCR a partir de ADN gendmico de A. chrysogenum

En la figura 13 se muestran los resultados de las reacciones de PCR a partir de ADN
gendmico de A. chrysogenum, con los juegos de cebadores disefiados para el andlisis de
expresion. Se observan las bandas correspondientes para los productos de PCR de los
genes cefD2, cefEF, cefT, 18S, gpd, y la regién intrénica del gen gpd, con sus respectivos
tamafios, considerando que los productos de PCR de los cebadores cefEF y gpd incluyen

intrones en su estructura.
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Fig. 13. Productos de PCR de los genes cefD2 (1), cefEF (2), cefT (3), 18S (4), gpd (5), y gpd regidn intronica

(6). Marcador de peso molecular 1 kb (Thermo Scientific®)

7.1.3.3. Reaccidn de PCR a partir de ARN total como control negativo

Esta reaccidén de PCR se realizd para cada una de las muestras de ARN, posterior a su
tratamiento con ADNasa, para verificar que las reacciones posteriores de RT-PCR no
tuvieran interferencia de ADN gendmico. La reaccidn se hizo con cebadores disefiados a
partir de zonas intrénicas del gen gpd de A. chrysogenum (gpd-int). En la figura 14 se
muestra el resultado en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Solamente
hubo amplificacién de un producto de PCR para el control positivo, en el que se utilizé
ADN gendmico de A. chrysogenum. En el caso de las muestras de ARN no hubo productos

de amplificacidn, lo que confirma la ausencia de ADN gendmico en dichas muestras.
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Fig. 14. Gel de agarosa al 1%, con las reacciones de PCR del gen gpdA, a partir de las muestras de ARN, con

los cebadores disefiados en zonas intrdnicas del gen.
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7.1.3.4. RT-PCR con gradiente de ciclos para los genes cefD2, cefEF y cefT

En la figura 15 se muestra el resultado de reacciones de RT-PCR para los genes cefD2,
cefEF y cefT, utilizando un gradiente de 30 a 40 ciclos de desnaturalizacién-anillamiento-
polimerizacidn. Este experimento se realizd con el propdsito de encontrar el nimero de
ciclos en el que se apreciara mejor la diferencia en el nivel de expresidon de estos genes
(tomando como referencia la densitometria del producto de amplificacién), pero sin
correr el riesgo de hacer la observacién en un momento en el que la cantidad de
amplificados esté saturando el sistema, debido al comportamiento sigmoidal de sus
respectivas curvas de amplificacidon. Se observa que con 30 ciclos apenas es visible la
banda para el gen cefD2, mientras que para el gen cefEF ya estd un poco mdas marcada.
Con 33 ciclos ya se aprecia mejor la banda para el gen cefD2 pero aun no es visible la senal
del gen cefT. A los 36 y 40 ciclos ya son visibles las sefiales para los 3 genes, pero la sefial
de los dos ultimos ya es muy intensa, por lo que se decidié hacer las posteriores

reacciones de RT-PCR a 33 ciclos para los genes cefD2 y cefEF y a 36 ciclos para el gen cefT.

30 ciclos 33 ciclos

36 ciclos 40 ciclos

750bp
500bp

Fig. 15. Gel de agarosa al 1%, con los productos de RT-PCR de los genes a) cefD2, b) cefEF y c) cefT, en un

gradiente de 30 a 40 ciclos. Marcador de peso molecular 1 kb (Thermo Scientific®)

7.1.3.5. RT-PCR de los controles externos gpdA y 18S

En la figura 16 se muestra el resultado de las reacciones de RT-PCR para los genes

18S y gpdA a partir de ARN de cada una de las muestras de los cultivos. Las reacciones se
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hicieron con aproximadamente 25 ng de ARN molde para cada muestra. Estos resultados
se utilizaron como controles externos en al analisis semicuantitativo de la expresién de los
genes cefD2, cefEF y cefT. Se midid la densidad en pixeles de cada una de las bandas y se
expresd en unidades de expresidn relativa (ER) como se muestra en la seccién 7.2.7,
tomando como unidad de referencia las bandas con un volumen relativo cercano a 1.0 (de

acuerdo al software Image Lab de BioRad®).
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Fig. 16. Geles de agarosa al 1%, con los productos de RT-PCR de los controles externos A) gpdA y B) 18S.
Arriba: muestras de los tiempos 0-144 h del cultivo sélido. Abajo: cultivo liquido. Marcador de peso

molecular 1 kb (Thermo Scientific®). En azul se muestran las medias de la expresion relativa.
7.1.5.6. RT-PCR de los genes cefD2, cefEF y cefT

En la figura 17 se muestra el resultado de las reacciones de RT-PCR para los genes
cefD2, cefEF y cefT de A. chrysogenum en cada una de las muestras de los cultivos sélido y
liquido. Se midié la densidad en pixeles de cada una de las bandas y se expresé en
términos de ER, normalizando este valor al dividirla entre el respectivo valor de ER de los

controles externos, en cada muestra, como se observa en la siguiente seccion.
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Fig. 17. Geles de agarosa al 1%, con los productos de RT-PCR de los genes A) cefD2, B) cefEF y C) cefT. Arriba:
muestras de los tiempos 0-144 h del cultivo sélido. Abajo: cultivo liquido. Marcador de peso molecular 1 kb

(Thermo Scientific®). En azul se muestran las medias de la expresidn relativa.

7.1.5.7. Expresion relativa de los genes cefD2, cefEF, cefT, 185 y gpd: andlisis de

expresion

En la figura 18 se muestran las gréficas de expresién relativa de los genes 18S 'y gpd
de A. chrysogenum en sistemas de cultivo sélido y liquido. En los dos sistemas de cultivo la
expresion de los genes fue constante, ya que estadisticamente no hubo diferencia
significativa entre el nivel de expresidon relativa a lo largo del tiempo (Tukey: a=0.01).
Tampoco hubo diferencias estadisticas entre el nivel de expresién de los genes 185y gpd,
por lo que ambos genes pudieron ser utilizados indistintamente como controles externos
en el andlisis de expresion de los genes cefD2, cefEF y cefT (Tukey: a=0.01). En el analisis

posterior se consideré Unicamente el gen 18S como control externo.
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Fig. 18. Expresion relativa de los genes A) 18Sy B) gpd de A. chrysogenum en cultivo sélido (barras oscuras)y

cultivo liquido (barras claras)
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Fig. 19. Expresion relativa de los genes: a) cefD2, b) cefEF, y c) cefT; de A. chrysogenum en cultivo sélido

(barras oscuras) y cultivo liquido (barras claras)

En la figura 19 se observa la expresion relativa de los genes cefD2, cefEF y cefT de A.
chrysogenum, en sistemas de cultivo sélido y liquido. Se observa que la expresién de los
tres genes fue diferente en ambos sistemas de cultivo. En el sistema de cultivo sélido, la
ER del gen cefD2 (Fig. 19A) ascendid lentamente desde el inicio de la cultivo alcanzando su

maximo de expresién a las 72 horas con 2.3 + 0.1 unidades y descendid posteriormente
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hacia el final del cultivo. Mientras, en cultivo liquido, la expresion de este gen apenas fue
perceptible, con una ER maxima de 0.17 unidades a las 144 h, siendo hasta un 92.6%

menor que la ER mdxima alcanzada en SSF.

En el caso del gen cefEF (Fig. 19B), la ER en sistema sdélido se comporté de manera
similar descrita para el gen cefD2, aumentando lentamente desde el inicio de la cultivo
para alcanzar su maximo de 1.7 + 0.08 unidades también a las 72 horas; posteriormente
descendié hasta el final de la cultivo. En sistema liquido, la ER del gen cefEF fue
significativamente menor que en el sistema sélido (a = 0.01), aunque en este caso el
maximo de ER se alcanzd a las 48 horas con 1.12 unidades, 34.11 % menor que el maximo

de ER alcanzado en el sistema sélido.

La ER del gen cefT (Fig. 19C), en sistema sélido, comenzd en niveles constantes hasta
las 72 horas, posteriormente descendié drasticamente a las 96 horas para continuar
disminuyendo lentamente hacia el final de la cultivo. EIl maximo de ER se alcanzé en este
caso a las 72 horas con 1.06 + 0.05 unidades. En sistema liquido, el perfil de ER del gen
cefT no tuvo similitud con el sistema sélido. Su maximo de ER se alcanzd a las 24 horas con
0.45 £ 0.05 unidades, siendo 57.54% menor que el maximo alcanzado en sistema solido.

Luego descendié lentamente hacia el final del cultivo.

7.2. Activacion constitutiva del factor de transcripcion PacC en A. chrysogenum

7.2.1. Transformacién de A. chrysogenum WT y C10 con los vectores pPpacC*’, pSpacC”’

y pLXTtrpC

Con la cepa silvestre de A. chrysogenum se obtuvieron 24 posibles transformantes
con el vector pPpacC?, que introduce la mutacién de activacion del factor de transcripcion
PacC bajo el control del propio promotor del gen pacC, 24 colonias con el vector pSpacCZ7,
gue expresa la mutacion bajo el control del promotor constitutivo del gen gpd de A.
nidulans, y 8 colonias con el vector pLXTtrpC como control, que introduce solamente los

componentes del pldsmido.
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En el caso de la cepa C10 de A. chrysogenum, se obtuvieron 13 colonias con el vector

pPpacC?’, 5 con pSpacC?’ y 5 con pLXTtrpC.
7.2.2. Analisis primario de transformantes por PCR de colonia

En la figura 20 se muestra el resultado de las reacciones de PCR a partir de las
colonias transformantes con el plasmido pPpacC?’, cepa silvestre. En la parte de arriba se
observan los productos de PCR correspondientes al terminador TtrpC que forma parte de
los componentes del vector, indicando que solamente 11 de las cepas analizadas fueron
verdaderas transformantes. En la parte de abajo se muestran los productos de PCR para el
control positivo de la técnica de PCR de colonia, que consistié en la amplificacién de un
fragmento del gen pacC. Las transformantes positivas se designaron como cepas P seguido

de un nimero.

Kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 ctr+

>TtrpC

1000 bp
e L ¥ ¥ ¥ ¥ W) ‘

- - -

> SpacC

1000 bp D S G S e BB v R e e e e b 0 % e e e
750 bp .

Fig. 20. Gel de agarosa al 1%, con los productos de PCR del terminador TtrpC (arriba) y de un fragmento del

gen pacC (abajo), de las transformantes de la cepa WT, obtenidas con el vector pPpacC27.

Los resultados del andlisis primario de transformantes, cepa silvestre, con el
plasmido pSpacC27 se muestran en la figura 21. Se observa que la mayoria de las cepas
analizadas fueron verdaderas transformantes. Las transformantes con este plasmido que

resultaron positivas se designaron cepas S seguido de un nimero.
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Kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 ctr+

>TtrpC

1000 bp
750 bp

>~ SpacC

1000 bp G S GED R es R S R e s ek e R e
750 bp

Fig. 21. Gel de agarosa al 1%, con los productos de PCR del terminador TtrpC (arriba) y de un fragmento del

gen pacC (abajo), de las transformantes de la cepa WT, obtenidas con el vector pSpacC27.

En la figura 22 se muestra el resultado del anadlisis primario para las cepas
transformantes con el plasmido pLXTtrpC. La mayoria de las cepas analizadas también
dieron positivo para la transformacién con este plasmido. Estas transformantes se

designaron cepas X seguido de un nimero.

1Kb 1 2 3 4 5 6 7 8 ctr+

>TtrpC

1000 bp |
750 bp

> SpacC

1000 bp
750 bp

Fig. 22. Gel de agarosa al 1%, con los productos de PCR del terminador TtrpC (arriba) y de un fragmento del

gen pacC (abajo), de las transformantes de la cepa WT, obtenidas con el vector pLXTtrpC.
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En la figura 23 se muestra el resultado del anadlisis primario de las transformantes,
cepa C10, para los vectores pPpacC?’ y pLXTtrpC. Se comprobé la transformacion para las

trece cepas PC10, las cinco SC10 y las cinco cepas XC10 analizadas.

pPpacc?’ pSpacC? pLXTtrpC
A A A

6 7 8 9 10 11 12.13

> TpC

1000 bp

750 bp -------_-..--_..---------‘

L e o R AR AR s S R

> SpacC

1000bp | D D D S G BB G R e e S e S, R e b e A o
750 bp -

Fig. 23. Gel de agarosa al 1%, con los productos de PCR del terminador TtrpC (arriba) y de un fragmento del
gen pacC (abajo), de las transformantes de la cepa C10, obtenidas con los vectores pPpacC27, pSpacC27 y

pLXTtrpC.

7.2.3. Analisis secundario de transformantes por cultivo en sistema liquido

7.2.3.1. Optimizacion de un medio definido de cultivo amortiguado a pH acido

En la figura 24 se muestran los resultados del experimento de optimizacion de un
medio definido de cultivo con diferentes amortiguadores de pH, de forma que se
mantuvieran los valores de pH dentro de un intervalo dcido durante mas tiempo y sin que

se viera afectado el crecimiento de A. chrysogenum cepa silvestre.

Los amortiguadores que mantuvieron constante el pH a lo largo del cultivo fueron:
acetatos 100 mM, pH 4.0 y 5.0; citratos 100 mM, pH 4.0 y MES 100 mM, pH 5.0 (Fig. 24A).
El amortiguador de fosfatos que se incluye en la formulacién original del medio MDFA,

mantuvo constante el pH en 6.8 a lo largo del cultivo. Los amortiguadores de acetatos y
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citratos con pH inicial de 6.0 no mantuvieron buen control del pH, alcanzando valores
alcalinos superiores a 8.0, por lo que estos ultimos quedaron descartados para
experimentos posteriores. En la figura 24B se observa que los siguientes amortiguadores:
acetatos, pH 4.0; acetatos, pH 5.0; y citratos, pH 4.0; tuvieron un efecto negativo en la
formacién de biomasa, por lo que también quedaron descartados para experimentos
posteriores. El amortiguador que mantuvo constante el pH a lo largo del cultivo, dentro de
un intervalo acido, y que no tuvo efectos negativos en el crecimiento fue el MES, pH 5.0.
Este amortiguador se selecciond para realizar el andlisis de las cepas transformantes en

medio definido MDFA.

A) pH B) Biomasa
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Fig. 24. Cinéticas de: A) pH, B) biomasa, C) produccion especifica de antibidticos beta-lactamicos, en medio

MDFA, utilizando diferentes amortiguadores y valores de pH. Cepa silvestre.

En la figura 24C se observa que los amortiguadores con pH inicial de 4.0 y 5.0
tuvieron un efecto negativo en la produccidn de antibidticos beta-lactdmicos, en

comparacion con la produccién maxima de 44.68 + 0.59 pg/mL alcanzada a las 72 horas
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con el medio MDFA original, que descendié posteriormente hasta el final del cultivo. Los
amortiguadores de citratos y acetatos, pH 6.0, parecieron tener un efecto positivo en la
produccién. Con el amortiguador de citratos, pH 6.0, se alcanzd una produccién de 67.16 +
0.88 pg/mL a las 72 horas de cultivo, pero luego descendid drasticamente; y con el
amortiguador de acetatos, pH 6.0, se alcanzaron hasta 82.34 + 1.08 ug/mL a las 144 horas.

Intervalos de confianza del 95%.
7.2.3.2. Analisis de transformantes en medio liquido MDFA/MES

Los resultados del cultivo liquido en medio definido MDFA/MES con las
transformantes de la cepa silvestre se muestran en la figura 25. En el caso de las
transformantes cepa silvestre, la mayoria de las cepas P tuvieron una mayor produccion
especifica (PE) de antibidticos beta-lactdmicos que la cepa silvestre y las cepas control. La
transformante que alcanzé una mayor PE significativa (a=0.01) fue la cepa P17 con hasta

21.3 veces la PE alcanzada por la cepa parental.
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Fig. 25. Cinéticas de produccidn especifica de antibidticos beta-lactamicos, en medio MDFA amortiguado con
MES 100 mM, pH 5.0: Analisis de transformantes de la cepa silvestre. La mayoria de las cepas P muestran
una PE significativamente mayor que las cepas S, controles (X) y parental (WT). Sélo en las cepas S1, S7 y S8

se observo una PE estadisticamente mayor que en las cepas controles y parental.
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Los datos obtenidos del cultivo en medio MDFA/MES para algunas transformantes
que tuvieron una PE significativamente mayor que la cepa parental, ademdas de una cepa

control (X) se enlistan en la tabla 22.

Tabla 22. Produccion especifica de antibidticos beta-lactamicos de las transformantes de la cepa silvestre en

medio MDFA/MES pH 5.0.

Tiempo de Aumento
Pt amen o PE L remedoala
méxima (h) (No. de veces)
P17 72 1.71 £0.08 213
P21 96 1.29 £0.06 16.1
P10 72 1.08 £ 0.05 135
P20 48 0.92+0.04 11.5
P18 96 0.81+0.02 10.1
S7 96 0.52+0.17 6.2
S8 120 0.32 4.0
X2 24 0.1+£0.016 -
WT 24 0.08 + 0.005 -

En el caso de las cepas S, solamente dos de ellas tuvieron una mayor PE significativa
qgue la cepa silvestre y las cepas control. La cepa S7 alcanzé una PE de 0.52 + 0.17
pug/mL-mg a las 96 horas, mientras que la cepa S8 alcanzdé una PE de 0.32 pg/mL-mg a las

120 horas. Intervalos de confianza del 95%.

En la figura 26 se muestran los resultados del cultivo en medio definido MDFA/MES
para las transformantes de la cepa C10. No hubo diferencias significativas (o = 0.01) en la
PE de las cepas control y de la parental, ésta ultima alcanzé una PE maxima de 12.71 +
0.26 pg/mL-mg de biomasa, muy similar a la observada en las transformantes (incluyendo
las cepas control). En la tabla 23 se enlistan los datos de algunas de las transformantes de

C10 analizadas.
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Fig. 26. Cinéticas de produccidn especifica de antibidticos beta-lactamicos, en medio MDFA amortiguado con
MES 100 mM, pH 5.0: Analisis de transformantes de la cepa C10. No se encontraron dferencias estadisticas

entre las cepas analizadas.

Tabla 23. Produccion especifica de antibidticos beta-lactdmicos de las transformantes de la cepa C10 en

medio MDFA/MES pH 5.0.

Tiempo de Produccion
Cepa produccién especifica
maxima (h) (ug/mL-mg dbm)
C10 96 12.71+£0.26
P1C10 96 12.01+1.82
P2C10 96 12.62+2.61
P3C10 96 11.99+0.69
S1C10 120 11.65+0.13
S2C10 120 13.29+0.19
X3C10 96 12.05+2.02

7.2.3.3. Optimizacion de la concentracion de MES en medio complejo MCFA

En la figura 27 se muestra el resultado de la optimizacién de la concentracién de
amortiguador MES en el medio complejo de cultivo MCFA, utilizando la cepa silvestre de A.

chrysogenum. Se observa que a medida que la concentraciéon de amortiguador se
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incrementa el pH se mantiene constante durante mdas tiempo. Las concentraciones > 0.3
M mantienen el pH dentro del intervalo acido de interés para el posterior andlisis de las
transformantes con el factor de transcripcion activo. Las concentraciones £ 0.2 M no

evitan la alcalinizacion del medio a medida que se desarrolla el cultivo (Fig. 27A).
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Fig. 27. Cinéticas de: A) pH, B) biomasa, C) produccion especifica de antibiéticos beta-lactamicos, en medio

MCFA amortiguado con MES pH 5.0, concentraciones de 0 a 0.5 M.

Por otro lado, se observa también (Fig. 27B) que a medida que se incrementa la
concentracion de MES el crecimiento se ve favorecido, con lo que se descartaria un
posible efecto negativo de las altas concentraciones de MES sobre el crecimiento de A.
chrysogenum. En la figura 27C se observa que en el medio sin amortiguar la produccién
especifica de antibidticos beta-lactdmicos se reduce drasticamente después de las 24

horas de cultivo. En el medio con MES 0.1 M, la PE también decae drasticamente a las 48
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horas, mientras que las concentraciones > 0.2 M permiten que la produccion se mantenga
durante mds tiempo, sin decaer rapidamente. A medida que aumenta la concentracion de
MES, la produccién especifica parece mantenerse durante mas tiempo, aunque también
se ve afectado negativamente el maximo de produccidon alcanzado. La produccién

volumétrica se comportd de forma similar a la produccidn especifica.

Dado que se pretendia encontrar la concentracion de MES que mantuviera el pH del
medio complejo dentro de valores acidos durante mas tiempo y que no tuviera efecto
negativo sobre el crecimiento ni la produccion de antibidticos beta-lactamicos, se decidio

trabajar con la concentracion de 0.3 M para los experimentos posteriores.

7.2.3.4. Andlisis de transformantes en medio liquido complejo MCFA/MES 0.3 M

En la figura 28 se muestra el resultado del analisis de transformantes de la cepa
silvestre en medio complejo MCFA amortiguado con MES 0.3 M, pH 5.0. Se observa que
en este medio de cultivo al menos tres de las transformantes analizadas tuvieron una
mayor produccion significativa (o = 0.01) que las cepas control y que la cepa silvestre, aun
cuando ésta ultima se probd en el medio de cultivo MCFA sin amortiguar, con un pH inicial

de 6.8, que son las condiciones convencionales de cultivo de A. chrysogenum.

La cepa que alcanzd una mayor PE significativa, en comparacidn con la cepa parental,
fue la transformante P17, con una PE méaxima de 0.85 + 0.082 pug/mL-mg de biomasa a las
72 horas. En contraste, la cepa silvestre alcanzé escasamente una PE de 0.076 + 0.008
pug/mL-mg de biomasa en el medio amortiguado con MES 0.3 M, mientras que en el medio
sin amortiguar alcanzo los 0.22 + 0.058 pug/mL-mg de biomasa. La PE obtenida por la cepa
P17 representa un incremento de hasta 12.4 veces la observada para la cepa parental en
las mismas condiciones de cultivo, y de 3.8 veces la alcanzada por la cepa silvestre usando
el medio MCFA en las condiciones convencionales de produccién (sin amortiguar). La
produccién de las cepas S, en este medio de cultivo, no fue significativamente diferente a

la alcanzada por la cepa silvestre y las cepas control. Los datos de algunas de las
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transformantes de la cepa silvestre analizadas en este medio de cultivo se enlistan en la

tabla 24. Intervalos de confianza del 95%.

Produccion especifica

"WIRRER RN R NRNARRNACS
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Fig. 28. Cinéticas de produccién especifica de antibidticos beta-lactamicos, en medio liquido MCFA
amortiguado con MES 0.3 M, pH 5.0: Analisis de transformantes de la cepa silvestre. La mayoria de las cepas
P muestran una PE significativamente mayor que las cepas S, la cepa control y la cepa parental. No se

encontraron diferencias estadisticas de las cepas S con respecto a la cepa control y cepa parental.

Tabla 24. Produccion especifica de antibidticos beta-lactdmicos de las transformantes de la cepa silvestre en

medio MCFA/MES.

Aumento
. " Aumento
Tiempo de Produccién respecto a la

.. e respecto a la
Cepa produccién especifica cepa parental

maxima (h) (ug/mL-mg dbm) cepa parental en MCFA pH 6.8
(No. de veces) (No. de veces)

P17 72 0.85+0.08 12.4 3.8
P21 72 0.47 £0.04 6.7 2.1
P19 24 0.32+0.004 4.5 1.4

s7 9 0.095 # 0.008
S8 72 0.09 +0.016
X2 24 0.09 +0.013
wT 24 0.07 +0.008
WT (6.8) 24 0.22 +0.05 3.4
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En la figura 29 se muestra el resultado del analisis de transformantes de la cepa C10

en el mismo medio de cultivo. En la tabla 25 se enlistan algunos datos de este cultivo.
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Fig. 29. Cinéticas de produccién especifica de antibidticos beta-lactamicos, en medio liquido MCFA
amortiguado con MES 0.3 M, pH 5.0: Analisis de transformantes de la cepa C10. No se aprecian aumentos

significativos en la PE de las cepas transformantes con respecto a las cepas controles y parental.

Tabla 25. Produccion especifica de antibidticos beta-lactamicos de las transformantes de la cepa C10 en

medio MCFA/MES. Intervalos de confianza del 95%.

Tiempo de Produccion
Cepa produccién especifica
maxima (h) (ng/mL-:mg dbm)
P1C10 72 4.28 +0.07
P2C10 120 4.22 £0.02
P3C10 120 4.72 £0.16
P11C10 120 2.67 £0.04
S1C10 120 5.29+0.1
S2C10 72 1.73+04
S3C10 96 5.40 £ 0.04
X1C10 96 4,93 £0.04
C10 96 5.55+0.51
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En el caso de las transformantes de la cepa C10, no hubo cepas que superaran
significativamente (a = 0.01) la PE alcanzada por la cepa C10, que fue de 5.55 + 0.51
ug/mL-mg. Por el contrario, se observé un efecto negativo de la mutacién sobre la PE de
algunas de las transformantes C10, como ocurrié en el caso de las cepas S2C10, S4C10,
S5C10 y P11C10, que tuvieron una PE maxima por debajo de la alcanzada por las cepas

control.

7.3. Inactivacion del factor de transcripcidon PacC de A. chrysogenum

7.3.1. Construccion del vector de interrupcion del gen pacC

7.3.1.1. Amplificacion de los productos de PCR pacC5’ pacC3’ y Hgm2

En la figura 30 se muestra el resultado de la amplificacion con gradiente de
temperatura de hibridacién (60, 65 y 70°C) de los productos de PCR pacC5’ y pacC3’
(obtenidos a partir de ADN gendmico de A. chrysogenum) y Hgm?2 (obtenido a partir del
vector pAN7.1). Para el producto pacC5’ se observan bandas inespecificas con las tres
temperaturas de hibridacién probadas. En el caso del producto pacC3’, se observa que con
70°C de temperatura de hibridacion disminuyen los productos inespecificos. Para el

producto Hgm2, a 70°C de hibridacién ya no se observa amplificacion.

pagCs’ pagC3’ Hgm2

1Kb 60° 65° 70° 60° 65° 70° 60° 65° 70°

4000 bp

1000 bp
750 bp

Fig. 30. Gel de agarosa al 0.8%, con los productos de PCR por gradiente de temperatura:

pacC5’, pacC3’ y Hgm2.

Los resultados del siguiente experimento de optimizacién para los productos de PCR

pacC5 y Hgm2 se muestran en la figura 31. En este experimento se utilizaron los dos
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diferentes amortiguadores que se incluyen en el kit de reactivos de la ADN polimerasa
Phusion®, el amortiguador HF y el amortiguador GC. También se probd un gradiente de
temperaturas de hibridacién de 60-70°C. Se observa que al utilizar el amortiguador GC y
60°C de hibridacién se consigue mejorar la resolucién del producto de PCR pacC5’. En el
caso del producto de PCR Hgm2, por el contrario, con el amortiguador GC no se consiguid
reducir la presencia de productos inespecificos. Ademds, a 66.1°C y 70°C ya no se

consiguié amplificacién.

HF GC

1Kb 60° 63.5° 66.1° 70° 60° 63.5° 66.1° 70°

4000 bp

[
[

>pacCs’

1000 bp
750 bp

4000 bp
>Hgm2

1000 bp
750 bp

~

Fig. 31. Gel de agarosa al 0.8%, con los productos de PCR por gradiente de temperatura y amortiguadores HF

y GC de los productos pacC5’ y Hgm2.

En la figura 32 se muestran los resultados del siguiente paso de optimizacién de los
productos pacC5’ y Hgm2. En este caso se utilizd un gradiente de 1.5-3.0 mM de MgCl..
Para ambos productos se utilizé el amortiguador GC y 60°C de hibridacién. Se observa que
en estas condiciones se consiguid optimizar el producto de PCR pacC5’ al utilizar 2.625
mM de MgCl,. No se logré una mejor optimizacion del producto de PCR Hgm2, por lo que
se reunieron las reacciones de PCR de todos sus experimentos y se purificd la banda

correspondiente a su tamafio molecular, de 4072 bp.
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pacC5’ 60° (GC) Hgm2 66.1° (HF)

1Kb  3.02.6252.251.875 3.0 2.625 2.25 1.875 mM (Mg*?)

4000 bp

1000 bp
750 bp

Fig. 32. Gel de agarosa al 0.8% con los productos de PCR por gradiente
de MgCl, de los productos pacC5’ y Hgm?2.

7.3.1.2. Construccion del vector pC43,,Xbal

Se elimind el unico sitio de corte para la enzima Xbal presente en el plasmido
pULC43,Xbal, para posteriormente clonar en el vector resultante los productos de PCR
pacC5’ y pacC3’. El plasmido pULC43,Xbal se digirié con la enzima Xbal y posteriormente
se rellenaron los extremos cohesivos resultantes con la enzima Klenow. El pldsmido se
recircularizd con una ligasa y se obtuvo como resultado el plasmido pC43:Xbal. Su mapa

de restriccion se muestra en la figura 33A.

En la figura 33B se muestra el resultado de la digestién con la enzima Xbal a
minipreparaciones de ADN plasmidico obtenidas de colonias transformantes de E. coli con
el plasmido pC43,Xbal. Se observa que, en todas las colonias analizadas, la enzima no
corté en sitio alguno, por lo que se confirmé la eliminacidn del sitio de restriccién Xbal en

el plasmido original.
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Fig. 33. A) Mapa de restriccion del plasmido pC43,,Xbal. B) Minipreparaciones digeridas con Xbal, gel de

agarosa al 1%.

7.3.1.3. Construccidon del vector pC43,,Xbal-pacC53

Los productos de PCR pacC5’ y pacC3’ se digirieron con las enzimas Kpnl y Hindlll,
respectivamente, y se clonaron en el vector pC43,:Xbal previamente digerido con las
mismas enzimas. Como resultado se obtuvo el pldsmido intermedio pC43a,Xbal-pacC53.

Su mapa de restriccion se detalla en la figura 34A.

En la figura 34B se muestra el resultado de la digestiéon simultanea con las enzimas
de restriccion Kpnl y Hindlll a minipreparaciones de ADN plasmidico obtenidas de colonias
transformantes de E. coli con la mezcla de ligacién del vector pC43,a:Xbal con los insertos
pacC5’ y pacC3’. Se observa que, con la digestidn simultanea con Kpnl y Hindlll, solamente
en las colonias 2, 4 y 5 se libera una banda de 2092 bp correspondiente a la suma de los
insertos pacC5’ y pacC3’. Para las colonias restantes solamente se observa una banda de
alrededor de 4900 bp, indicando que, en estos casos, solamente se recircularizé el

plasmido durante la ligacidn, sin llevarse a cabo la clonacidn de los insertos.
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Fig. 34. A) Mapa de restriccion del plasmido pC43,,Xbal-pacC53. B) Minipreps digeridas con Kpnly Hindlll,

gel de agarosa al 0.8%.

7.3.1.4. Construccidon del vector pApacC

El vector pC43,,Xbal-pacC53 se digirid con la enzima Xbal y se desfosforild. Luego, se
integré en él el producto Hgm2 previamente digerido también con Xbal. Como resultado
se obtuvo el plasmido pApacC. Su mapa de restriccion se detalla en la figura 35A. En la
figura 35C se muestra el resultado de la digestion con la enzima Xbal a minipreparaciones
obtenidas de transformantes con la mezcla de ligacién de este pldsmido. Se observa que
en todas las colonias analizadas, se liberan unas bandas de 4072 bp y 6992 bp,
correspondientes al marcador de resistencia a higromicina y al vector sin inserto,
respectivamente. En la figura 35B, se muestra la digestion con las enzimas Hindlll, Kpnl,
Hindlll + Kpnl, y Hindlll + Kpnl + Xbal, realizada a la minipreparacion de la colonia 11. En el
caso de la digestién con Hindlll o Kpnl se observa una banda de 11064 bp, que
corresponde al tamafio total del vector pApacC. La digestiéon simultdnea con ambas
enzimas liberd una banda de 4900 bp, que corresponde al vector pC43xXbal, y una banda
de 6164 bp, que corresponde a la suma del cassette de resistencia a higromicina y los dos
fragmentos pacC5’ y pacC3’. La digestion con las tres enzimas liberd también las bandas
correspondientes al vector pC43,,Xbal y al cassette de resistencia a higromicina, ademas
de una banda de 923 bp y otra de 1169 bp que corresponden a los productos pacC5’ y

pacC3’, respectivamente.
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Fig. 35. A) Mapa de restriccion del plasmido pApacC. B) Minipreparacion 11 digerida con Hindlll, Kpnl, HindIll + Kpnl, y
Hindll + Kpnl + Xbal. C) Minipreparaciones digeridas con Xbal. Geles de agarosa al 0.8 %.

7.3.2. Construccion del vector de silenciamiento del gen pacC

7.3.2.1. Amplificacion del producto de PCR SIn3

En la figura 36 se muestra el resultado de la amplificacion con gradiente de
temperatura de hibridacién (60, 66.1 y 68°C) del producto de PCR SIn3, a partir de ADN
gendmico de A. chrysogenum. Se observa que a medida que aumenta la temperatura de
hibridacién se mejora la obtencion de producto de PCR, desapareciendo los productos
inespecificos. En las tres temperaturas probadas se observa la banda correspondiente al

producto SIn3 de 712 bp.
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Fig. 36. Gel de agarosa al 1%, con los productos de PCR SIn3 obtenidos con gradiente de temperatura.

7.3.2.2. Construccion del vector pSinpacC3

El pldsmido pGpdPki-RNAi se digiri6 con la enzima Ncol y luego se desfosforild.
Posteriormente, se llevo a cabo la ligacion con el producto SIn3 previamente digerido con
Ncol. En la figura 37A se observa el resultado de la digestién con Ncol de
minipreparaciones obtenidas de transformantes de E. coli con la mezcla de ligacién
anterior. Se observa que solamente para la colonia 4 es visible la banda de 6288 bp,
correspondiente al vector, y la banda de 712 bp, correspondiente al inserto. Debido a que
la cantidad de plasmido que se obtuvo en estas minipreparaciones fue muy baja, incluso
partiendo de 10 mL de cultivo, se hizo un segundo analisis de estas transformantes por
PCR, utilizando el ADN de las minipreparaciones como molde y las mismas condiciones
para la amplificaciéon del producto SIn3. El resultado de este experimento se muestra en la
figura 37B. Para todas las colonias analizadas, incluyendo la colonia 4, se observa la
amplificacién del producto de 712 bp, lo que indica que posiblemente todas estas colonias
contengan la construccion deseada. El mapa de restriccion del vector resultante,

denominado pSlnpacC3, se muestra en la figura 37C.
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Fig. 37. A) Minipreps digeridas con Ncol. B) Amplificacién por PCR del producto SIn3 a partir de las

minipreparaciones anteriores. C) Mapa de restriccion del plasmido pSIinpacC3. Geles de agarosa al 1%.

7.3.3. Transformacion de A. chrysogenum cepa silvestre con los vectores pApacC y

pULC43,Xbal

Se obtuvieron 5 posibles transformantes con el plasmido pApacC que presentaron
buen crecimiento, ademas de multiples colonias incipientes que fueron incapaces de
crecer cuando fueron resembradas en placas de medio TSA, aun sin la necesidad de
utilizar antibidtico (Fig. 38C). También se obtuvieron 18 cepas transformantes con el
plasmido pULC43,Xbal (denominadas cepas aXbal). De las cinco cepas con el plasmido
pApacC que tuvieron buen crecimiento y mostraron resistencia a higromicina, solamente
tres de ellas presentaron sensibilidad a fleomicina cuando fueron resembradas en placas
de medio TSA con este antibidtico (Fig. 38A y 38B), indicando la posibilidad de haber
ocurrido un evento de doble recombinacion que resultaria en la interrupcién del gen pacC

con el marcador de resistencia a higromicina. Sin embargo, cuando se realizé el analisis
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primario de las transformantes por PCR a partir colonia, se encontré que en ninguna de
estas transformantes se llevé a cabo la interrupcion deseada (Fig. 39A). Esto ultimo fue
evidenciado con la amplificacidn del gen pacC endégeno y del cassette de disrupcién en
cada una de las transformantes analizadas. En la figura 39B se muestra la comprobacién
por PCR a partir de colonia de la integracion del plasmido pULC43,Xbal en tres de las

transformantes obtenidas.

Fig. 38. A) Transformantes pApacC en placa TSA con higromicina. B) Transformantes pApacC en placa TSA

con fleomicina. C) Observacién al microscopio de una transformante pApacC con crecimiento incipiente.

A) Kb 3 4 5 wT B) Kb 1 2 3 ctr+ WT
10000 bp
10000 bp
b —
3000 bp g —
- 1000 bp
- 750 bp
1000 b et ok
p
ﬂ 250 bp

Fig. 39. A) PCR (pacC5’-3’) a partir de colonia de las transformantes pApacC. B) PCR (ble) a partir de colonia

de tres transformantes pULC43,Xbal. Geles de agarosa al 0.8 y 1.5%, respectivamente.
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7.3.4. Transformacidon de A. chrysogenum cepa silvestre con los vectores pSinpacC3 y

pGpdPki-RNAi

Se obtuvieron 9 cepas transformantes con el plasmido pSinpacC3 (denominadas
cepas SIn) y 19 cepas transformantes con el plasmido pGpdPki-RNAi (denominadas cepas
pRNAI). Las cepas SIn mostraron fenotipos diferentes de crecimiento cuando fueron
resembradas en placas con medio TSA (Fig. 40). En la figura 41 se muestra la
comprobacién por PCR a partir de colonia de la integracién de los plasmidos en las cepas

transformantes.

pSinpacC3 _|

pGpdPkiRNAI —

Fig. 40. Cepas transformantes con los plasmidos pSlnpacC3 y pGpdPki-RNAI.

pSinpacC3 pGpdPki-RNAi

1Kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 ctr+ WT

10000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

Fig. 41. PCR (ble) a partir de colonia las cepas transformantes pSinpacC3 y de 5 colonias transformantes

pGpdPki-RNAi. Gel de agarosa al 1.5%.

126



7.3.5. Analisis de transformantes en cultivo liquido

Para este andlisis se seleccionaron solamente las cepas SIn 1, 2, 6 y 8, debido a que
las otras cepas presentaban un fenotipo de crecimiento en placas con TSA parecido a
alguna de las cepas seleccionadas. También se incluyd una de las cepas con el factor de
transcripcién PacC activo (cepa P17), una de las cepas control (pRNAi2) y la cepa silvestre
(WT). Se probaron dos condiciones diferentes de pH (5.0 y 6.8), en medio liquido definido
MDFA.

A) Biomasa B) pH
a5 9
40 T ——Sinl 8 ——5inl
~+=sin2 X — =sIn2
35 —a-sin8 ? P —-ﬁ;’—__: —=—sin8
= —=p17 6 : % ——P17
E —&—pRNA2 & a & ——pRNAI2
g = ——WT 5 ——WT
g 2 sin1 (Ac) z B Sin1 (Ac)
s sin2 (Ac) sin2 (Ac)
é 15 SIng (Ac) 3 SIng {Ac)
P17 (Ac) P17 (Ac)
10 2
PRNAI2 (Ac) PRNAIZ (Ac)
5 WT (Ac) 1 WT (Ac)
0 0
0 24 48 72 9% 120 144 0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (h) Tiempo (h)
C) Produccion especifica
L]
8 x % —e-5in1
\ ~=$In2
7 T
0 —=-5In8
6 ——P17
I ——pRNAIZ
5 T ——WT

sin (Ac)
5in2 (Ac)
SIng (Ac)
P17 (Ac)
PRNA2 (Ac)
WT (Ac)

[B-lactamicos] (ug/mL-mg dbm)

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (h)

Fig. 42. Cinéticas de: A) produccion especifica de antibidticos beta-lactamicos, B) biomasa, C) pH, en medio

liguido MDFA pH 6.8 y 5.0 (Ac).
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Tabla 26. Produccion especifica de antibidticos beta-lactdmicos de las transformantes Sin, P17, pRNAi2 y

cepa silvestre en cultivo liquido MDFA.

MDFA neutro MDFA acido
Cepa
Tiempo de produccién Produccién especifica Tiempo de produccion Produccién especifica
maxima (h) (ug/mL-mg dbm) maxima (h) (ug/mL-mg dbm)

P17 72 8.12+0.58 96 4.65+0.03

SIn8 96 3.78+0.13 48 0.62 +0.08

SIn2 96 3.78+0.35 48 0.92+0.12

Sinl 96 3.08 £0.19 48 0.82+0.25
pPRNAi2 96 3.28+0.13 48 0.80+0.01

WT 96 2.73+£0.07 48 1.25

En la figura 42 se muestra el resultado del andlisis de las transformantes en cultivo
liquido en medio MDFA. Se observa que la formacién de biomasa de las cepas analizadas
fue mejor en el medio de cultivo neutro, mientras que en el medio de cultivo acido se
observé una disminucién del crecimiento para la mayoria de las cepas analizadas, con
excepcion de la cepas SIn8 y P17 que presentaron buen crecimiento en pH acido (Fig.
42A). En la figura 42B se observa que el pH del medio en condiciones de pH neutro se
mantuvo sin variaciones significativas (alrededor de 6.8 y 7.0) durante el tiempo de
cultivo. En el caso del cultivo en condiciones de acidas, el pH ascendié a las 24 horas
alcanzando valores cercanos a 6.5 y descendié posteriormente para alcanzar valores entre
5.0 y 5.5 desde las 72 horas de cultivo. EIl comportamiento del pH en el medio de cultivo
fue similar para la mayoria de las cepas analizadas en su respectivo pH de prueba, con
excepcion de la cepa P17, cuyo pH mostré un comportamiento diferente a partir de las 72
horas de cultivo. En la figura 42C se observa que la produccion especifica de antibidticos
beta-lactdmicos es mayor en el medio de cultivo neutro, en donde la mayoria de las cepas
alcanza su produccion maxima a las 96 horas y después comienza a descender
lentamente, mientras que en medio acido la mayoria de las cepas alcanza su produccién
maxima a las 48 horas y después desciende drasticamente. No se observd diferencia

estadistica (o = 0.5) entre la PE maxima de las cepas Sin (gen pacC silenciado) con respecto
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a la cepa silvestre y la cepa control, en ambos medios de cultivo. En el caso de la cepa P17,
la PE fue hasta 1.74 veces mayor en condiciones neutras que en condiciones acidas. En
ambos casos, la PE de la cepa P17 fue mayor que la de las cepas SIn, control y cepa
silvestre, aproximadamente 2.47 veces mayor en medio neutro y 5.8 veces mayor en
medio acido. En la tabla 26 se muestran las PE maximas con su respectivo tiempo, para
cada una de las cepas analizadas en ambos medios de cultivo. En la figura 43 se muestra el
crecimiento de estas cepas en placas de medio TSA con diferentes valores de pH (5.0, 6.8 y
8.5). Se observan diferencias en el crecimiento entre cada una de las cepas con el gen
pacC silenciado y de estas mismas con respecto a las cepas silvestre, control y P17. En Ia

mayoria de los casos el crecimiento fue mejor en medio neutro.

SIné Sin1 SIng Sin2 P17 PRNAI2 WT

pH5.0

pH6.8

pH8.5

Fig. 43. Crecimiento de las transformantes Sin, P17, control y cepa silvestre en placas de medio TSA con

diferentes valores de pH.
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8. Discusion

8.1. Andlisis de expresion de los genes cefD2, cefEF y cefT de A. chrysogenum en

sistemas de cultivo sélido y liquida.

En hongos, la produccién de metabolitos secundarios, como es el caso de los
antibidticos beta-lactamicos producidos por A. chrysogenum, generalmente se lleva a
cabo durante la idiofase, después de que la fase de crecimiento exponencial o trofofase se
ha detenido (Barrios-Gonzalez et al., 2005; Dominguez et al., 2000). Lo anterior pudo
observarse en los cultivos realizados en el presente trabajo, aunque se aprecié de mejor
manera en el cultivo sélido (Fig. 10), en donde se observa claramente que la produccién
rapida de CPC ocurrié en cuanto la tasa de crecimiento exponencial comenzd a disminuir.
En el cultivo liquido (Fig. 11) no se observé este comportamiento, posiblemente debido a
gue la determinacion del crecimiento se realizd cuantificando la biomasa por peso seco y
ésta técnica podria involucrar restos celulares sin actividad metabdlica. Por el contrario, la
determinacién de biomasa en el sistema sélido se realizé midiendo el consumo de
oxigeno, lo que Unicamente involucra a la biomasa que se encuentra metabdlicamente

activa (Cuadra, 2008).

Se ha observado que la produccién de ciertos metabolitos secundarios de interés
industrial se lleva a cabo mejor en sistemas de cultivo sdlido, los cuales proveen de
algunas ventajas como adaptacién de la morfologia micelial a los soportes sélidos, mejor
transferencia de oxigeno y menores requerimientos energéticos, entre otras (Robinson et
al., 2001). Varios productos de alto valor agregado, como antibidticos,
hipocolesterolémicos, alcaloides, factores vegetales de crecimiento, biopesticidas,
aromas, enzimas, etc., se producen mejor en sistemas de cultivo sélido (Barrios-Gonzalez
& Mejia, 2008; Pandey et al., 2000). La produccion de CPC en el sistema de cultivo sélido
fue significativamente superior en el presente trabajo a la obtenida en el sistema liquido.
En sdlido se alcanzaron hasta 3.99 + 0.13 mg/g de soporte impregnado, que equivalen a
5.7 + 0.18 mg/mL, mientras que en liquido se obtuvieron 2.04 + 0.21 mg/mL. Estos

resultados concuerdan con lo reportado por Cuadra (2008). Ademds, existen otros
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reportes que confirman que la produccién de CPC por A. chrysogenum es superior en este
sistema de cultivo (Adinarayana et al., 2003; Cuadra, 2004; Jermini & Demain 1989; Wang
etal., 1984).

El pH se mantuvo casi constante en ambos sistemas, aumentando ligeramente hacia
el final del cultivo. Estos cambios de pH se realizaron con mayor rapidez en el sistema
liguido en comparaciéon con el sistema sélido, alcanzandose en los dos casos valores
alcalinos al final del cultivo (8.79 £ 0.1 y 8.39 + 0.01, respectivamente). El intervalo de pH
en el que se observé la produccion de CPC en SSF se encontrd entre 6.26 + 0.14 y 8.06 +
0.27, entre las 48 y 120 horas del cultivo. En el caso de la SmF, la produccion fue
observable durante mds tiempo, entre las 24 y las 48 horas, encontrandose el pH (de
forma similar a la SSF) entre valores de 6.54 + 0.01 y 8.59 + 0.07. Las observaciones
anteriores acerca de produccién de CPC, crecimiento y perfil de pH en sistemas de cultivo

sélido y liquido, corroboraron las observaciones realizadas por Cuadra (2008).

Se ha especulado que en condiciones de cultivo sélido los microorganismos podrian
producir enzimas especiales que son mas eficientes en un medio con difusién limitada, o
incluso que la estructura de sus membranas celulares podria variar, permitiéndole al
organismo adaptarse a medios con condiciones diferentes de absorcion de nutrientes y
secrecién de productos (Barrios-Gonzalez & Mejia, 1996). En algunos casos se ha
observado una relacion entre la alta produccién de metabolitos secundarios en SSF y una
alta transcripcion de genes biosintéticos o involucrados en los mecanismos de secrecidn
(Barrios-Gonzdlez, 2012). Existen evidencias de que una baja disponibilidad de agua (Aw),
temperaturas altas o soportes que presentan mayor resistencia a la extension del micelio,
en un sistema sélido, tienen un efecto inductor sobre la expresién de algunos genes que
codifican para enzimas extracelulares en Aspergillus oryzae (Ishida et al., 1998). Otros
estudios han aportado evidencias de que la expresion diferencial de algunos genes en
cultivos sélidos y liquidos puede deberse a diferencias en la degradacién y consumo de

carbohidratos, e incluso a diferencias en los perfiles de pH (te Biesebeke et al., 2005)
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El andlisis de expresion de los genes cefD2, ceEF y cefT de A. chrysogenum en SSF y
SmF reportado en el presente trabajo aporta evidencias de que el aumento en la
produccién de CPC en este sistema puede estar relacionado con la alta transcripcion de
dos de los genes biosintéticos (cefD2 y cefEF), que codifican para enzimas limitantes de la
ruta, y del gen cefT, involucrado en la exportacion del metabolito (Lopez-Calleja et al.,
2012). La expresion de estos tres genes fue significativamente mayor en SSF que en SmF
(Fig. 19). Ademas, el patrén de expresion de cada gen evolucioné de forma diferente en

ambos sistemas.

El gen cefD2 codifica para una racemasa involucrada en la epimerizacion de la
isopenicilina N a penicilina N en la biosintesis de CPC, y su actividad es un paso limitante
de la ruta (Ullan et al., 2004). Su andlisis mostrd una expresién desde 2 hasta 10 veces
mayor en SSF que en SmF. En el sistema sélido, su expresidon se incrementd rapidamente
de las 48 a las 72 y descendid brevemente a las 96 horas, traslapandose virtualmente con
el inicio rdpido de la producciéon de CPC vy los valores de pH éptimos para que ésta ocurra.
En el caso de la SmF, la expresién del gen y la produccién de CPC parecieron comportarse

de manera independiente.

El gen cefEF codifica para una proteina expandasa/hidroxilasa que cataliza la
transformacion de penicilina a cefalosporina mediante la insercién de un atomo de
carbono en el nucleo de la penicilina (Valegard et al., 2004); después, esta misma enzima
cataliza la hidroxilacidn del anillo resultante (Samson et al., 1987). Se ha observado que
estas reacciones son pasos limitantes en la ruta de biosintesis de CPC, contribuyendo a la
acumulacién de penicilina N (Ullan et al., 2004). Sus actividades cataliticas requieren de a-
cetoglutarato, Fe*?y O, (Dotzlaf & Yeh, 1987). Su andlisis de expresién demostré que, en
ambos cultivos, los transcritos se incrementan gradualmente hasta alcanzar su mas alto
nivel a las 48 horas en el caso de SSF, y a las 72 horas en SmF. Este resultado correlaciona
el inicio rapido de la producciéon de CPC con el maximo de expresion del gen cefEF en cada

sistema. El nivel de expresién de este gen fue significativamente mayor en SSF que en SmF,
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posiblemente indicando un efecto positivo de la disponibilidad de oxigeno sobre la

transcripcion de este gen en SSF.

En un trabajo previo se encontré una mayor cantidad de intermediarios de la ruta de
biosintesis de CPC en SmF, mientras que en SSF la presencia de intermediarios fue menor
(Cuadra, 2008). Esto sugiere una mejor transformacién de intermediarios en SSF, que
podria estar relacionada con la mayor expresidon de los genes cefD2 y cefEF en este

sistema (Lopez-Calleja et al., 2012).

El gen cefT codifica para una proteina perteneciente a la superfamilia de
facilitadores principales (MFS), transportadora de antibidticos. Su anadlisis demostré un
alto nivel de expresidn, al menos seis veces mas alto en SSF que en SmF. En ambos
cultivos, los niveles de expresidon fueron mas altos al inicio del cultivo y mas bajos hacia el
final de éste. En SSF, la transcripcidon de cefT fue constante desde el inicio hasta las 72
horas, después comenzd a disminuir rapidamente. En SmF, el nivel mds alto de
transcripcion de este gen fue a las 24 horas, después disminuyd lentamente. Estos
resultados indican una actividad incrementada de exportacién en SSF. Sin embargo, de
acuerdo con Ullan et al. (2002b), el transportador CefT también podria estar actuando
como un sensor, ya que su alto nivel de expresidn en SSF indicaria la existencia de sefiales
extracelulares que estimulan mas la sintesis de CPC en SSF. En cualquier forma, los datos
obtenidos sobre la expresion de estos genes pueden ser de gran utilidad para entender las
bases moleculares de la fisiologia en cultivos sélidos o liquidos en la produccién de CPC

por A. chrysogenum.

Al realizar el analisis de expresion se utilizaron como controles externos los genes
gpd y 18S de A. chrysogenum. La expresion de ambos se mantuvo constante a lo largo del
cultivo, ya que estadisticamente no hubo diferencia entre el nivel de expresidon de estos
genes en cada tiempo, de acuerdo con la prueba de Tukey (a = 0.01). Sin embargo, se
decidié utilizar solamente el gen 18S debido a que la prueba de Fisher, como segunda
prueba estadistica, demostrd que la expresion del gen gpd no fue constante. Por lo tanto,

el presente estudio proporciona evidencia de que el gen 18S puede ser utilizado con
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seguridad para este tipo de analisis de expresién en A. chrysogenum; incluso el gen gpd
podria ser utilizado de la misma forma, dependiendo de las exigencias estadisticas que se
contemplen. Estudios previos han descartado el uso del gen actA, que codifica para la y-
actina en A. chrysogenum, debido a que su expresion tampoco es constante (Cuadra,
2010). Otros estudios también descartan los genes de actina como controles de expresién
genética y apoyan el uso del gen 18S, aunque en algunos casos, la expresion de este gen
resulta ser demasiado alta y termina saturando los experimentos (Huggett et al., 2005;

Radonic¢ et al., 2004; Selvey et al., 2001).
8.2. Activacidn constitutiva del factor de transcripciéon PacC de A. chrysogenum

Los hongos estan expuestos a una gran variedad de fluctuaciones en las condiciones
ambientales, y la adaptacion a estos cambios es crucial para su supervivencia. Son capaces
de detectar y de adaptarse a un amplio intervalo de pH ambiental, lo que les permite
superar con rapidez los cambios (Cornet & Gaillardin, 2014). La respuesta a los cambios en
los niveles de pH ocurre mediante la activacién del factor de transcripcién PacC, que
conduce a la expresion de genes que codifican para permeasas, fosfatasas, o enzimas de
rutas biosintéticas cuyos productos deben funcionar en las fronteras extracelulares, como

antibidticos, factores de virulencia, etc. (Pefalva et al., 2008).

La activacion del factor de transcripcidn PacC es necesaria para que éste lleve a cabo
su funcién. Después de su traduccién, PacC adopta una conformacidén cerrada que se
mantiene estable mediante la interaccion del dominio C, localizado cerca del extremo C-
terminal (entre los aminodcidos 529 y 678), con los dominios A y B localizados corriente
arriba (Espeso et al., 2000). Cuando la seial de cambio de pH neutro a alcalino es recibida,
la cascada de sefializacién por pH a través de la ruta Pal comienza, desembocando en el
rompimiento de PacC mediante la proteasa PalB que elimina alrededor de 180
aminodcidos del extremo C-terminal (Rodriguez-Galan et al., 2009). Este rompimiento deja
libre el acceso a una region donde se lleva a cabo una segunda proteolisis catalizada por el

proteosoma, que elimina otros 245 aminodcidos del extremo C-terminal, dejando intactos
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el dominio de unidn al ADN vy la sefial de localizacién nuclear, lo que da lugar a la forma

activa de PacC (Hervds-Aguilar et al., 2007).

Se ha observado en A. nidulans que las mutaciones que truncan el factor de
transcripcion PacC entre 250 y 586 aminoacidos del extremo C-terminal mimetizan los
efectos de un crecimiento a pH alcalino generando, por ejemplo, niveles elevados de
fosfatasa alcalina, niveles reducidos de fosfatasa acida, aumento en la produccion de
penicilina, reduccién de la conidiacion en medios con pH inferior a 7.0, etc. Estas
mutaciones eliminan o truncan el dominio de interaccion C y. por consiguiente,
desorganizan la conformacién cerrada de PacC, permitiendo el acceso de la proteasa

procesante a su péptido blanco en cualquier condicién de pH (Espeso et al., 2000).

En el presente trabajo se introdujo una mutacion de tipo mimetismo alcalino en la
cepa silvestre y en la cepa C10 de A. chrysogenum para ver su efecto sobre la mutacidn de
antibiodticos beta-lactamicos, truncando el gen pacC hasta el par de bases nimero 971, lo
gue hipotéticamente coincide con el sitio del segundo rompimiento proteolitico en la

proteina madura (alrededor del aminoécido Ser®>)

. La mutacién se introdujo bajo el
propio control del gen pacC y bajo el control del promotor del gen gpd de A. nidulans, que
ha sido ampliamente usado para la sobreexpresidon de genes en hongos por tratarse de un

promotor fuerte y de expresién constitutiva (Punt et al., 1991 y 1992).

En el caso de la cepa silvestre, se obtuvieron 11 transformantes P, con el plasmido
pPpacC?, que expresa la mutacién bajo el control del promotor del gen pacCy 19 cepas S,
con el plasmido pSpacC?, que utiliza el promotor Pgpd. Para la cepa C10 se obtuvieron 13
cepas PC10 y 5 cepas SC10. El analisis primario de las transformantes se realizd por la
técnica de PCR a partir de colonia para detectar componentes de los plasmidos
introducidos, debido a que se ha observado la persistencia de falsos positivos en la
transformaciéon que crecen en medio con el antibidtico de resistencia aun después de las
resiembras en medio con el doble de la concentracion del mismo (Lépez-Calleja, 2010). Lo
anterior puede deberse a la baja termoestabilidad de los antibidticos utilizados, por lo que

posiblemente comiencen a inactivarse en las placas de cultivo a la temperatura de

135



incubacién, permitiendo el crecimiento de falsas transformantes. Por lo tanto, la técnica
estandarizada de PCR a partir de colonia, reportada en el presente trabajo, resulta ser un
método rapido y eficiente para seleccionar transformantes verdaderas, ademas de

verificar, al mismo tiempo, la integracién de los vectores en el genoma de A. chrysogenum.

El andlisis secundario de las cepas transformantes se realizd mediante cultivos
liquidos, primero en un medio definido y después en un medio complejo. Fue necesaria la
optimizacidon previa de los medios de cultivo para mantener el cultivo dentro de un
intervalo de pH acido, debido a observaciones previas en las que el medio convencional de
produccién de CPC para A. chrysogenum se alcaliniza rdpidamente a las 24 6 48 horas de
cultivo, superando valores de pH de 8.0. Estos valores resultan inconvenientes para la
produccién de antibidticos beta-lactdmicos, ya que se ha observado una marcada
disminucion de ésta cuando el pH supera ese limite (Lopez-Calleja, 2010), posiblemente
debido a hidrdlisis quimica de los antibidticos beta-lactamicos o a alguna actividad acetil-
hidrolasa alcalina (Velasco et al., 2001). Ademas, fue necesario realizar la observacion de
los efectos de la mutacion de mimetismo alcalino en los medios de cultivo amortiguados a
pH acido. De esta manera, se asegurd que los efectos observados se debiesen a la

mutacion introducida, sin incluir los efectos del factor de transcripcién PacC endégeno.

Los medios de cultivo se amortiguaron con MES 0.1 M, para el caso del medio
definido de cultivo MDFA, y 0.3 M para el medio complejo de cultivo. En el medio
MDFA/MES se observé que la mutacion expresada bajo el control del promotor del gen
pacC favorecié la produccidn de antibidticos beta-lactamicos en la mayoria de las cepas P,
alcanzando una produccion especifica (caso de la cepa P17) de hasta 21.3 veces la
observada para la cepa silvestre en el mismo medio de cultivo. Sin embargo, solamente
dos de las cepas S analizadas tuvieron una produccidon especifica estadisticamente
superior a la de la cepa silvestre, la mayor de estas de apenas 6.2 veces la de la cepa

silvestre.

Algo similar ocurrié en el cultivo en medio complejo de las transformantes de la

cepa silvestre, en el que al menos tres de las cepas P tuvieron una produccién especifica
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estadisticamente superior a la de la cepa silvestre. La cepa P17 tuvo una PE hasta 12.4
veces mayor que la alcanzada por la cepa silvestre en este mismo medio de cultivo, y
hasta 3.8 veces mayor que la produccion especifica alcanzada por la cepa silvestre
utilizando el medio convencional de cultivo si amortiguar. No hubo mejoras significativas
de las cepas S en comparacion con la cepa silvestre y las cepas control. Estos datos
confirman que la mutacién de mimetismo alcalino introducida en la cepa silvestre de A.
chrysogenum, bajo el control del promotor PpacC, fue una buena estrategia para mejorar

genéticamente la produccién de CPC, al menos en la cepa silvestre.

En el caso de las transformantes de la cepa C10 en medio definido MDFA/MES, no se
observaron diferencias significativas en la produccién de antibiéticos beta-lactdmicos en
comparacion con la cepa parental. En el medio complejo tampoco se observaron
incrementos estadisticos de la produccion especifica en comparacion con la cepa parental
y las cepas control. Por el contrario, en el caso de algunas transformantes incluso se
observé un efecto negativo en la produccion de antibidticos beta-lactamicos. Esto ultimo
posiblemente pudo ser debido mas a la integracion ectdpica de los componentes del
vector en algunas regiones reguladoras que a la propia mutacién introducida. Tampoco se
observaron diferencias significativas entre el uso del promotor del gen pacCy el promotor
Pgpd. Aunque se esperaban resultados similares a los observados en las transformantes
de la cepa silvestre, no hubo mejoras en la produccién de antibidticos beta-lactamicos
para las transformantes de la cepa C10, lo que sugiere que posiblemente en esta cepa de
alta producciéon de CPC ya se encuentre desregulada la seializacién por pH, como
resultado de las mutaciones azarosas provocadas por las técnicas de genética clasica que

se utilizaron para su obtencién (Demain, 1983).

Al inicio del presente trabajo, también se pensd que la mejor estrategia de
mejoramiento seria expresar la mutacién de mimetismo alcalino bajo el control del
promotor constitutivo del gen gpd de A. nidulans, por tratarse el promotor del gen pacC
de un promotor regulado. Sin embargo, los resultados obtenidos en el trabajo
experimental demostraron que la expresion bajo el control del propio promotor del gen
pacC permitié niveles de produccidn significativamente mejores. Esto podria explicarse si
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el promotor del gen gpd de A. nidulans se encontrara bajo regulacion por pH ambiental, o
bien, si el mismo factor de transcripcién PacC funcionara a su vez como un activador,
regulando positivamente la transcripcion de su propio gen. Como ya se comentd
previamente, se han encontrado en el promotor del gen pacC regiones consenso de unién

del mismo factor de transcripcién PacC (Schmitt et al., 2001).

Muchos otros estudios se han realizado sobre la activacion e inactivacion del factor
de transcripcion PacC en otros hongos y el principal modelo de estudio ha sido A. nidulans.
Sin embargo, sus principales objetivos se han enfocado hacia el entendimiento de la
sefializacion por el pH. Ademas, la mayoria de las mutaciones en este microorganismo se
han conseguido por mutagénesis con radiacién UV o por mutagénesis quimica. Todas las
mutaciones de mimetismo alcalino (pacC®) en A. nidulans produjeron fenotipos muy
similares, con altos niveles de fosfatasa alcalina, bajos o nulos niveles de fosfatasa acida,
crecimiento pobre a pH acido, etc. Mientras, las mutaciones de mimetismo acido (por
ejemplo, la eliminacion del gen pacC (pacC) o aquellas que interrumpen la proteina PacC
en la sefial de localizacién nuclear o en el dominio de unién al ADN (pacC/+)) muestran el
fenotipo contrario: incremento en los niveles de fosfatasa 4cida, disminucién de fosfatasa
alcalina, crecimiento pobre a pH alcalino, etc. (Caddick et al., 1986: Espeso et al., 2000;
Mingot et al., 1999; Orejas et al., 1995; Tilburn et al., 1995). Otros estudios del factor de
transcripcion PacC en hongos se han enfocado en su patogenicidad y virulencia, o en la
produccién de toxinas. En A. nidulans se observé que la activacidon constitutiva de PacC
produce un marcado incremento en la mortalidad de ratones neutropénicos causado por
una extensiva invasion del hongo, lo que se explica por el aumento en la secrecion de
factores de virulencia. Por el contrario, la inactivacién de PacC atenud la virulencia y
disminuyd su proliferacion in vivo (Bignell et al., 2005). También en A. nidulans, la
activacion constitutiva de PacC condujo a la reduccion de hasta 10 veces la acumulacién
de esterigmatocistina y aflatoxinas, las cuales se producen preferentemente en
condiciones acidas (Keller et al., 1997). Por el contrario, la eliminacién del gen pacC en A.
nidulans produce colonias de lento crecimiento, baja conidiaciéon y anormalidad

morfoldgica extrema (Tilburn et al., 1995). En Trichoderma virens, la activacién de PacC
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aumento el nivel de competencia del hongo frente a otros fitopatégenos, mientras que la

inactivacion provoco el efecto contrario (Trushina et al., 2013).

El presente trabajo es el primero que enfoca el estudio del factor de transcripciéon
PacC con aplicaciones biotecnoldgicas hacia el mejoramiento genético de la produccién de
un metabolito secundario de interés industrial utilizando el hongo filamentoso A.
chrysogenum. Los resultados aqui presentados demuestran la viabilidad de la estrategia
seguida para mejorar mediante ingenieria genética la produccidon de antibiéticos beta-

lactamicos por este hongo filamentoso.
8.3. Inactivacidn del factor de transcripcion PacC de A. chrysogenum

A pesar de la estrategia disefiada para la interrupcion del gen pacC de A.
chrysogenum y de varios intentos de transformacién, ain no ha sido posible la obtencién
de cepas transformantes con esta mutacidn. En las placas de transformacion, después de
varios dias de crecimiento, se observaron multiples colonias incipientes con pobre
crecimiento y morfologia irregular que fueron incapaces de propagarse aun despues de
ser resembradas en placas de medio TSA sin antibidtico (Fig 38C). También se obtuvieron
cinco transformantes de buen crecimiento en placas con higromicina (lo cual apuntaba la
posibilidad de haber obtenido la mutacién deseada, de acuerdo a la estrategia
metodoldgica mostrada en la figura 7). Después de haber resembrado estas cinco colonias
en placas de medio TSA con fleomicina, como segundo marcador de resistencia, se
observé que solamente tres de estas fueron sensibles a fleomicina (Fig. 38B). Lo anterior
confirmaria la integracién de la mutacién mediante un evento de doble recombinacidn,
sustituyendo parte del gen pacC enddgeno por el cassette de resistencia a higromicina y
elimindndose posteriormente el resto del plasmido (incluyendo el segundo marcador de
resistencia). En el caso de las dos transformantes resistentes tanto a higromicina como a
fleomicina, podria esperarse que la integracion hubiese ocurrido ectopicamente mediante
un evento de recombinacién simple, integrando el cassette de disrupcién junto con el
resto del plasmido. Sin embargo, cuando se analizaron las tres transformantes resistentes

a higromicina pero sensibles a fleomicina, buscando amplificar por PCR el cassette de
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disrupcion, con tamafio aproximado de 7000 bp (utilizando cebadores disefiados para
amplificar el gen pacC) se observd también la amplificacion de un producto de
aproximadamente 3000 bp correspondiente al gen pacC enddégeno en las tres
transformantes, descartando la interrupcion deseada del gen pacC (Fig. 39A). En este caso
pudo haber ocurrido un evento de recombinacién simple que permitié la integracién
ectdpica del cassette de interrupcion pero no la del cassette de resistencia a fleomicina.
Con base en estas observaciones, se podria suponer que la interrupcidn del gen pacC en A.
chrysogenum resulta letal para el microorganismo, dada la imposibilidad de obtener

transformantes de buen crecimiento y con la interrupcién comprobada del gen pacC.

En otros estudios realizados con A. nidulans, A. niger, y T. virens ya ha sido
reportado previamente que las mutantes con el gen pacC inactivo tienden a presentar un
crecimiento lento, poca conidiacién y morfologia anormal (Tilburn et al., 1995; Trushina et
al., 2013; van de Hombergh et al., 1996). Aunque no fue posible observar este mismo
efecto por la interrupcidn del gen pacC en la cepa silvestre de A. chrysogenum, si pudo
observarse un efecto similar en algunas de las mutantes con el gen pacC silenciado. En la
figura 40 se observa que las cepas SIn6, SIn8, SInl y SIn3, presentan, en orden de menor a
mayor, un crecimiento pobre, al compararlas con las demds cepas Sin y la cepa silvestre.
Lo anterior apoyaria la hipdtesis de que la inactivacién del gen pacC resulta letal para A.
chrysogenum suponiendo que el grado de silenciamiento del gen fue mayor en las cepas

con crecimiento mas pobre.

También, como efecto del silenciamiento del gen pacC en A. chrysogenum se
esperaba observar una disminucién en la produccién de antibidticos beta-lactdmicos, ya
qgue al disminuir la disponibilidad del factor de transcripcién PacC, se veria afectada la
expresion de los genes biosintéticos que regula. Sin embargo, la produccion especifica de
antibidticos beta-lactdmicos en las cepas con el gen pacC silenciado no fue
estadisticamente diferente a la observada en la cepa silvestre y cepa control, tanto en
medio de cultivo a pH neutro como a pH 4acido, aun para el caso de la cepa SIn8 que, a

excepcion de la cepa SIn6, presentaba el crecimiento mas pobre en las placas de medio
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TSA. La cepa SIn6 no pudo ser analizada en cultivo liquido debido a su escaso crecimiento
para la preparacion del preindculo. Otra observacién interesante fue que las cepas
analizadas no mostraron un crecimiento estadisticamente diferente en cultivo liquido a pH
neutro, aunque si se observaron diferencias claras cuando crecieron en placas con medio
TSA a diferentes valores de pH (Fig. 43). En el caso del cultivo liquido a pH acido (5.0), el
crecimiento de la mayoria de las cepas se vio afectado, a excepcion de la cepa SIn8 y la
cepa P17, esta ultima con el gen pacC constitutivamente activo. Lo anterior conduce a la
suposicién de que el silenciamiento del gen pacC afecta el crecimiento fungico mas en
cultivo sélido que en cultivo liquido. En el caso de la cepa SIn8, mostré un fenotipo mas
marcado de mimetismo acido en medio liquido, ya que su crecimiento no se vio tan

afectado a pH 5.0 como ocurrié con las demas cepas Sin, la cepa silvestre y la cepa control.

Por otro lado, la PE de antibidticos beta-lactamicos no se vio afectada por el
silenciamiento del gen pacC pero si se vio favorecida por su activacidn constitutiva, como
ya se habia discutido en la seccion 8.2. Lo anterior hace suponer que el efecto de la
activacion del gen pacC es mas fuerte sobre la produccién de antibiéticos beta-lactamicos
que su inactivacidn, pero esta ultima tiene un efecto mas drastico sobre el crecimiento en
medio sdlido a medida que aumenta el grado de silenciamiento, llegando a ser letal en el
caso de la inactivacion total. Esto podria explicarse debido a que en el caso de la
activacion constitutiva del factor de transcripcion, esta retroalimenta positivamente la
expresion del gen mediante los sitios de unidn consenso al propio factor de transcripcion
en sus regiones promotoras (Schmitt et al.,, 2001), adn en condiciones acidas, mientras
gue en el caso del silenciamiento, la reducida expresiéon del factor de transcripcidén podria
ser suficiente para regular positivamente la expresion de los genes biosintéticos en
respuesta al pH. Ademas, la biosintesis de antibidticos beta-lactdmicos en A. chrysogenum
no solamente se encuentra regulada por el factor de transcripcién PacC, sino por otros
factores como: la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno, la disponibilidad de oxigeno y
los reguladores transcripcionales CPCR1, AcFKH1 y AcVEA (Dreyer et al., 2007; Hilgendorf
et al., 1987; Jekosch & Kiick, 2000a; Jekosch & Kiick, 2000b; Martin & Demain, 2002;
Ozcengiz & Demain, 2013; Schmitt et al., 2004a, Schmitt et al., 2004b; Shen et al., 1986).
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Por lo anterior, se puede deducir que mientras los demas factores reguladores de la
biosintesis de antibidticos beta-lactdmicos desempefien normalmente su funcién y los
niveles celulares de PacC sean suficientes, aunque el gen pacC se encuentre silenciado, la

produccién de antibidticos beta-lactamicos no resulta seriamente afectada.

Finalmente, en el cultivo liquido en condiciones acidas la PE de antibidticos beta-
lactamicos fue menor tanto para las cepas SIn como para la cepa control y la cepa silvestre
debido a que sigue siendo necesaria la activacion del factor de transcripcion PacC a través
de la cascada de seiializacién por pH. Contrariamente, la PE de antibidticos beta-
lactdmicos en este medio de cultivo por la cepa P17 fue significativamente mayor a la de
las demas cepas, incluyendo la cepa silvestre y control, lo que sugiere que efectivamente
presenta el factor de transcripcion PacC constitutivamente activo independiente de la
cascada de sefalizacién por pH. Ademas, en el cultivo en MDFA a pH 6.8, la PE de esta
cepa fue aproximadamente 3 veces mayor a la observada en la cepa silvestre, reafirmando
la viabilidad de la mutacién de mimetismo alcalino como estrategia para mejorar
genéticamente la produccidon de antibidticos beta-lactdmicos en la cepa silvestre de A.

chrysogenum.
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9. CONCLUSIONES

1. El andlisis de expresion de los genes cefD2, cefEF y cefT en la cepa C10 de
Acremonium chrysogenum, demostré una mayor expresion significativa de estos
genes en sistema sélido en comparacién con el sistema liquido, sugiriendo que las
diferencias en la produccion de CPC entre ambos sistemas estan dadas por
cambios fisicos y fisioldgicos que involucran cambios en los niveles de transcripcidn

de los genes biosintéticos.

2. La activacidn constitutiva del factor de transcripcién PacC en la cepa silvestre de A.
chrysogenum produjo un aumento significativo, con respecto a la cepa parental, de
hasta 21.3 veces la produccion especifica de antibidticos beta-lactdmicos, en MDFA
y de 12.4 veces en MCFA, ambos medios amortiguados a pH acido. La mutacién
funciond mejor cuando se expresd bajo el control del propio promotor del gen
pacC, en comparacion con el promotor Pgpd utilizado cominmente por varios

autores para la sobreexpresion de genes en hongos.

3. La activacién constitutiva del factor de transcripcion PacC en la cepa C10 de A.
chrysogenum no produjo diferencias estadisticas en la produccién de antibiéticos
beta-lactdmicos con respecto a la cepa parental, indicando una posible
desregulacién de la sefializacién por pH en esta cepa ya mejorada genéticamente

por mutagénesis clasica.

4. la inactivacién por interrupcién del gen pacC parece resultar letal para el

crecimiento de la cepa silvestre de A. chrysogenum.

5. La inactivacion por silenciamiento del gen pacC afecta negativamente el
crecimiento de A. chrysogenum cepa silvestre en placas de medio TSA pero no en
cultivo liquido. La produccién especifica de antibidticos beta-lactamicos no resulta

afectada por el silenciamiento del gen pacC.
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Abstract

Despite the importance of Acremonium chrysogenum as the
only cephalosporin C (CPC) producer, there is still a limited
understanding about the molecular mechanisms regulating
antibiotic biosynthesis in this fungus. Based on the previous-
ly described relationship between environmental pH and
antibiotic production in numerous filamentous fungi, we
studied the expression of genes related to CPC production
in A. chrysogenum. We report for the first time similarities and
differences, characterizing CPC production by A. chrysoge-
num under a variable pH environment, in submerged and
solid-state fermentation. This characterization is supported
by measurements of parameters, like CPC production, pH,
growth, and expression levels of several genes involved, di-
rectly or indirectly, in CPC production. Interesting differenc-
es in intermediate (Pen N) and certain biosynthetic gene ex-
pression levels were observed. Our results point out some
relationships between physiological features and gene ex-
pression that open importantimprovement perspectives for

both culture systems. Copyright © 2012 5. Karger AG, Basel

Introduction

In contrast to the genetic improvement observed
in Penicillium chrysogenum for penicillin production
[Fierro et al., 1995; Newbert et al., 1997], no reports are
available establishing an increment in the gene dose of
cephalosporin C (CPC) biosynthetic genes in Acremoni-
um chrysogenum strains recognized as high antibiotic
producers. However, several works have shown that tran-
scription levels of these genes are higher in mid or high
CPC producers than those of wild strains [Jekosch and
Kiick, 2000; Schmitt et al., 2001; Velasco et al., 1994; Walz
and Kiick, 1993]. These results suggest that changes
should have occurred preferably at the regulatory level of
structural genes transcription [Schmitt et al., 2004].

The pH plays an important role in determining the
transcription levels of many fungal genes whose final
products work outside the cell (or on the cell boundaries),
and there is evidence that those encoding B-lactam anti-
biotics are among the genes regulated by environmental
pH [Schmitt et al., 2001; Sudrez and Pefalva, 1996].
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Schmitt et al. [2001] analyzed the transcription levels of
pebC (for isopenicillin N-synthase) and cefEF (for deace-
toxy-CPC synthase) genes in cultures grown in different
buffered media (pH 5-8), by using two different Acremo-
nium strains. The pcbC gene was expressed at appreciable
levels only above pH 5 in strain 14553 (wild type), where-
as the transcripts of cefEF were not detectable by north-
ern hybridization even at pH 8. In contrast, strain A3/2
(medium level producer derived from 14553) expressed
both genes at high levels throughout pH values from 5.8
to 8.3. This phenomenon suggests a correlation between
the genetic improvement of strains and a possible dereg-
ulation of the transcription factor PACC (environmental
pH-related transcription factor).

Our studies of A. chrysogenum C10 cultures in solid-
state fermentation (SSF) on inert support impregnated
with liquid medium indicated the need of keeping the
pH within a narrow range to improve CPC production
[Cuadra et al., 2008]. It has been also speculated that, in
SSF, microorganisms produce special enzymes that are
more efficient under limited diffusion media, or even
that the structure of membranes varies allowing cells to
adapt to a medium with different nutrient-uptake and
product-secretion conditions [Barrios-Gonzalez and
Mejia, 1996]. All these differences would somehow en-
courage the production of an exportable metabolite, such
as CPC in this culture system.

Given the observed relationship between environmen-
tal pH and CPC production in SSF, together with the lack
of information about the relationship of these parameters
in submerged fermentation (SmF), we considered it im-
portant to study not only the physiological but also some
molecular characteristics of CPC biosynthesis in these
culture systems.

Results

We have already stated that parameters helping to
keep pH in adequate values for CPC production in SSF,
such as initial pH, buffering system, and nutrient concen-
tration, could greatly increase the production time and
CPC yields in this fermentation technique [Cuadraetal.,
2008]. On the other hand, and as previously mentioned,
information is scarce referring to the importance of pH
control in SmF.

Before conducting a comparison between CPC pro-
duction in SSF and SmF, preliminary experiments were
performed to find homologous conditions for both sys-
tems. It has been reported that a concentrated medium

Differential Gene Expression for CPC
Production in A. chrysogenum

1,750 4
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1250

1.000 4

CPC (ug/ml)

750
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Fig. 1. Production (D) and pH (O) curves of A. chrysogenum in
SmF under two nutrient levels condition. Empty symbols normal
concentration, filled symbols 2.5-fold concentrated medium.

adequate for SSF, such as 2.5x% media formulation for
submerged culture, is not convenient for secondary me-
tabolites production in SmF [Bafios et al., 2009; Barrios-
Gonzdlez and Tomasini, 1996; Barrios-Gonzilez et al.,
1988]. In order to confirm if this statement applies to A.
chrysogenum cultures, a SmF using 2.5x production me-
dium (PM) was compared with a SmF with 1x PM (the
reported concentration for SmF). As seen in figure 1, a
higher production level was obtained in the culture with
the 2.5x medium (1,646 vs. 1,165 pg/ml). Although this
was unexpected, the explanation relies both on growth
and pH kinetics. The concentrated culture showed a bet-
ter control of pH, reaching a value of 8 by day 4 (peak
production), whereas in the 1x culture this parameter
reached a value of 8.5 by day 3 (peak production). These
differences in production might also be related to higher
buffer and nutrient content concentrations.

] Mol Microbiol Biotechnol 2012;22:126-134 127
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Physiological Differences between SSF and SmF over

CPC Production

To investigate whether the pH behavior and effect on
CPC production are particular of SSF physiology or is
similar in SmF, cultures of A. chrysogenum in both sys-
tems were carried out using 2.5x PM, with an initial pH
of 5.8 in both systems. Results showed a similar increase
in pH during progression of both cultures (fig. 2), reach-
ing alkaline values in both cases (SmF >8.25, S5F =8.0).
This allowed for the study of the culture parameters in a
wide pH range (5.7-8.3), covering acid, neutral, and alka-
line conditions.

As seen in figure 2, the stage of fast CPC production
took place at a pH range of 5.77-7.9 in SmF, and in a range
of 6.0-7.75 in SSF. These ranges indicated that CPC pro-
duction by A. chrysogenum is limited at pH values <5.8
and >7.8 in both culture systems. Maximal productions

128 ] Mol Microbiol Biotechnol 2012;22:126-134

in SSF were 3,221 pg/g dry mycelium at day 5, whereas in
SmF it was 1,400 pg/ml, also at day 5. It is noteworthy that
total antibiotic concentration, consisting mainly of CPC
+ penicillin N (a cephalosporin intermediate) was much
higher than CPC concentration at day 4 in SmF, while
both concentrations reached the same value by day 5.
This was not seen in SSF, indicating a better conversion
from penicillin N to CPC in the solid system. Besides, SSF
showed a better specific production in relation with SmF
(51.4 = 2.0vs. 28.2 £ 3.9 pg CPC/mg dry mycelium; see
table 1).

In order to find out the specific production at 96 and
120 h in both cultures, biomass was estimated by glucos-
amine measurements. SmF glucosamine measurements
showed that 1 g of dry mycelium contains approximately
31.9 mg of glucosamine. Specific production yields (ta-
ble 1) showed a higher specific production in both culture

Lopez-Calleja/Cuadra/Barrios-Gonzdlez/
Fierro/Ferndndez
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types at 120 h than at 96 h, but with higher variation be-
tween these times in SmF.

Growth (together with a slow antibiotic production
rate) started at 24 h in SmF and at 48 h in SSF (see O; up-
take kinetics; fig. 2), when the pH reached 5.8 in SmF and
almost 6.0 in SSF. It is unclear if this 1-day delay was due
to a higher sensitivity to acidic pH of the solid culture, or
an adaptation period to the solid environment (seed in-
oculum came from a liquid culture). Moisture kinetics
(data not shown) confirmed respirometry data, since
moisture content increased from the 2nd to the 5th day
of culture (69-73%).

An important observation was that in SSF fast CPC
biosynthesis started at 72 h, when O, uptake rate (or res-
piration) decreased sharply, which indicated a sudden de-
crease in growth rate. That is, the antibiotic production
started when metabolic activity (growth) was limited.
This could not be observed in SmF; presumably because
growth was measured by biomass dry weight, so slower
cell duplication could be masked by reserves accumula-
tion.

Differential Gene Profiling between SSF and SmF for

CPC Production

Physiological results obtained in the previous section
were complemented with expression studies of some
genes from A. chrysogenum, whose sequences and func-
tions are already reported. cefD2, cefEF, and cefT were
selected to attain an overview of the differences between
the studied culture systems in two limiting steps of CPC
biosynthesis (cefD2 and cefEF) and CPC transportation
activity (cefT). 18S and gpd genes were considered as po-
tential constitutive expression markers, since their ex-
pression profiles along the fermentation were kept con-
stant. No difference between both markers was found
(data not shown), and the 185 gene was used as the exter-
nal control for cefD2, cefEF, and cefT RT-PCR semiquan-
titative expression analysis.

cefD2 Gene Expression

This gene encodes a protein showing high similarity
to acyl-CoA racemases, and its activity is involved in the
epimerization of isopenicillin N to penicillin N in the
CPC biosynthesis pathway [Ullan et al., 2004]. Results of
expression analysis showed a higher expression of cefD2
in SSF than in SmF (fig. 3). The transcription of this gene
in SSF seems to rise at 48 h to a high level and to decrease
at 96 h, whereas in SmF transcription seems to startata
very low level, decreasing briefly towards 72 h, and rising
back at the end of fermentation, remaining almost con-

Differential Gene Expression for CPC
Production in A. chrysogenum

Table 1. SmF- and SSF-specific CPC productions at 96 and 120 h
(units are both p.g CPC/mg dry mycelium)

Time, h SmF SSF
06! 282430 514120
120 458168 53.9£97

! At 96 h, specific production in SmF is significantly different
from SSF according to Student’s t test, p < 0.02.

stant. The expression of this gene virtually overlapped
with the fast CPC production onset in SSF culture at 48
h (fig. 3), and at the pH value suitable for the production
mentioned above. In SmF, the CPC production profile
was independent from cefD2 gene expression. Differenc-
es in the expression of this gene between SSF and SmF
were significant, being at least 2-fold higher in the case of
SSF. These differences correlate very well with the larger
amount of CPC intermediaries found in SmF.

cefEF Gene Expression

The cefEF gene encodes an expandase/hydroxylase
protein which catalyzes the transformation of penicillin
to cephalosporin via the insertion of a carbon atom in the
nucleus of penicillin [Valegard et al., 2004]. Subsequently,
this enzyme catalyzes a reaction of hydroxylation of the
ring [Samson et al, 1987]. Expression analysis results
showed, in both cultures, that cefEF transcripts were in-
creasing gradually to achieve their highest level at 48 h for
SSF and 72 h for SmF (fig. 3). The fast CPC production
onset correlates well with the peak of cefEF transcript lev-
elin each culture. Thus, transcription decreased faster in
SmF than in SSE. In general, high transcription levels of
this gene were observed in both solid and liquid culture.

cefT Gene Expression

Results show a high expression of cefT in both SSF and
SmF transcripts (fig. 3). In both cultures, the levels of cef T
transcripts were higher at the onset of the fermentation
and lower towards the end. In SSF, the cefT transcript
level seemed constant from 0 to 72 h, then began to de-
crease rapidly. In SmF, the highest level of cefT transcript
was at 24 h, although its decrease was slower. cefT tran-
scription differences between both systems were signifi-
cant, being up to 6-fold higher in SSF than in SmF. These
results indicate an increased export activity of the fungus
in SSF as compared with SmF.

] Mol Microbiol Biotechnol 2012;22:126-134 129
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Fig. 3. Expression of (a) cefD2, (b) cefEF, (c) cefT, and (d) 185 genes
in SSF vs. SmF cultures. Left: CPC production curves of the men-
tioned cultures, indicating the corresponding times of samples
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Right: densitometry analysis of RT-PCR products: SSF dark bars,
SmF clear bars. To normalize the results, the optical density of

130 ] Mol Microbiol Biotechnol 2012;22:126-134

each transcript was divided by the optical density of the 185 ribo-
somal RNA (external standard). Transcription levels are given in
relative units, values showing the same relative volume of cDNA
(obtained from Image Lab Software) for each gene were desig-
nated as the unit.
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Discussion

Given the evidence found, the pH is an important pa-
rameter when CPC biosynthesis is studied, since we ob-
served that the production of this antibiotic only takes
place in a defined pH range. The feasibility of establishing
a 2.5x phosphate-buffered concentrated SmF medium
allowed us to perform a precise comparison between CPC
production physiology in SSF and SmF. The comparative
experiment SmF versus SSF in 2.5x PM showed that an-
tibiotic synthesis occurred at fairly the same pH range
(6.4-7.8) observed earlier for the SmF [Cuadra et al., 2008].
These facts show that, even in different culture systems,
pH measurements are comparable. More importantly, it
shows that the same correlation between medium pH and
CPC production exists in both culture systems.

Some other important features observed in the SmF
versus SSF comparison were that A. chrysegenum growth
and CPC production were slower in SSF than in SmF
when the solid-state culture was at pH values <6.4, but
these same activities were faster in SSF at a higher pH.
Larger amounts of penicillin N were observed only in
SmPF at the time of maximum CPC production rate, sug-
gesting a better transformation of intermediates in SSF
that helps to overcome the limiting step from penicillin
N to deacetoxy-CPC, or the previous one from isopenicil-
lin N to penicillin N [Rodriguez-Sdiz et al., 2004; Skatrud
and Queener, 1989; Ulldn et al., 2004; Zhou et al., 1992].

Even though production of CPC in SmF seems to be
growth-linked (fig. 2), respirometry measurements in
SSF indicated that the production of CPC in this system
does not start until the end of the fast O; uptake, which
is an important feature that had been observed already
in respirometric studies on penicillin production in SSF
[Dominguez et al., 2000]. This indicates that respirome-
try is a very efficient method to determine the onset of
secondary metabolism.

Since hybridization probes with the vy-actin actA gene
of A. chrysogenum showed differential expression along
fermentation times in a previous work (data not shown),
and actin genes are unsuitable controls for semiquantita-
tive RT-PCR or quantitative real-time PCR in other ex-
periments [Huggettetal., 2005; Radonic etal., 2004; Selvey
et al., 2001], we chose the 18S and gpd genes as external
standards because of their potential as constitutive expres-
sion markers. There was no significant difference between
the expression profiles of both genes. However, we only
considered the 18S to normalize the results of cefD2, cefEF,
and cefT relative expression, although the gpd gene could
be used with fairly the same results.

Differential Gene Expression for CPC
Production in A. chrysogenum

There are few studies about gene expression in SSF
[Barrios-Gonzailez et al., 2008; te Biesebeke et al., 2005],
and some of the data presented correspond to very early
and short fermentation periods (<48 h in te Biesebeke et
al. [2005]). Our work is the first to study secondary me-
tabolites produced in SSF using sugarcane bagasse as im-
pregnated support, which resulted in some deficiencies in
the quality of the extracted RNA, especially in later times
of the culture. Similar to the observation by Barrios-
Gonzilez et al. [2008], a high proportion of carbohy-
drates and pigments are extracted together with RNA at
late culture times (96-144 h), which dictated the need of
extra purification steps in comparison to SmF samples.

The physiological effect of a liquid environment on
filamentous fungal growth and product formation has
been extensively studied in SmF [Duménil and Sanglier,
1989; Smithand Berry, 1976]. Thelittle available informa-
tion of solid-state environment on these parameters [Bar-
rios-Gonzalez et al., 2008; te Biesebeke et al., 2005] in-
dicates differences in gene expression that produces so
different solid-medium physiological features that can
enable microorganisms to produce enzymes with very
different characteristics from those recognized in SmF
[Acuna-Argiielles et al.,, 1995; Alazard and Raimbault,
1981]. Our study on the CPC biosynthesis-related genes
expression in the SmF versus SSF showed the existence of
higher expression levels of the genes encoding for epim-
erase, expandase/hydroxylase and metabolites exporting
activities in SSF, probably explaining the increased CPC
production in this system [Adinarayana et al., 2003].

The A. chrysogenum cefD2 gene encodes the isopeni-
cillin N-CoA epimerase protein, whose activity is similar
to the epimerase activity systems involved in degradation
of unusual fatty acids or other toxic metabolites in eu-
karyotic cells [Knihinicki et al., 1991; Schmitz et al., 1995;
Shieh and Chen, 1993]. Ullan et al. [2004] reported that
the reaction in which this enzyme is involved is a limiting
step in CPC production in SmF. This limitation was also
observed in our SmF versus SSF experiment, where the
cefD2 gene showed from 2- to over 10-fold higher expres-
sion in SSF than in SmF, concurring with a better inter-
mediate transformation in the CPC biosynthesis pathway
during the culture (fig. 3).

Likewise, the reactions catalyzed by the product of the
cefEF gene are limiting steps in the production of CPC,
contributing to the accumulation of penicillin N [Ska-
trud and Queener, 1989] and its catalytic activities re-
quire o-ketoglutarate, Fe* and O, [Dotzlaf and Yeh,
1987]. Therefore, in accordance with previous hypothe-
ses about the advantages of SSF, relying on oxygen sup-
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ply, significant differences were found in the transcript
levels of the cefEF gene (encoding for an oxygen-limited
biosynthetic step) between liquid and solid cultures. In
the present work, transcription of the cefEf gene was
higher in SSF than in SmF, indicating a positive effect of
the oxygen availability upon the transcription of this
gene in solid culture. In addition, cefEF transcription
correlated well with the O, uptake profile, in the case of
solid culture. However, it is also possible for SSF to pro-
mote CPC biosynthesis at the expandase/hydroxylase
enzymatic activity level, by contributing to a better con-
version of the intermediary during CPC biosynthesis in
this culture type. No relationship between pH kinetics
and expression profile was found. However, expression
analysis of the cefEF gene yielded very similar results to
those reported by Schmitt et al. [2001] with an improved
strain, which showed a similar pattern of cefEF tran-
script throughout the culture time.

cefThas been described as the gene that encodes a pro-
tein within the family of membrane proteins, MFS (major
facilitator superfamily), a multidrug efflux pump. This
membrane transporter confers resistance to isovaleric
and phenylacetic acids [Ullan et al., 2002]. It has been
mentioned earlier that the differences between sub-
merged and solid-state cultures include physical condi-
tions that necessarily involve differences in the transcrip-
tional regulation of genes involved in metabolic process-
es [Akao et al, 2002; Te Biesebeke et al, 2005;
Barrios-Gonzalez, 2012, and references therein]; our
study is the first evidence that confirms this hypothesis
by pointing out the superiority of SSF on the expression
of a gene related to the export of substances from the cell.
Moreover, if we consider the possibility suggested by Ul-
ldn et al. [2002] that this gene could encode a sensor, this
gene expression in SSF could indicate the existence of ex-
tracellular signals that stimulate the synthesis of CPC in
this system and not in SmF.

Data obtained in this work will be useful to under-
stand the molecular basis of the physiology when produc-
ing CPC in any of the studied culture systems, providing
a focus on target genes to perform a specific genetic im-
provement of A. chrysogenum.

Experimental Procedures

Microorganisms

A. chrysogenum C10 (ATCC 48272) was used for CPC produc-
tion. Escherichia coli ESS 2231, a B-lactam-sensitive strain, was
used for routine CPC bioassays.
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Inoculum Preparation

A. chrysogenum was grown in LPE medium [LePage and
Campbell, 1946] at 28°C. After 7 days, the whole content of six
Petri dishes was transferred to 100 ml of modified seed medium
[Adinarayana et al., 2003] in a 500-ml flask. The composition of
modified seed medium was (g/1): dextrose 10, corn steep solids 5,
soluble starch 15, yeast extract 4, K;HPO, 1, MgSO,7H,0 1,
CaCO; 1, pH 7.0. A. chrysogenum was incubated in this medium
on a rotary shaker at 200 rpm and 25°C for 38 h.

Fermentation Conditions

The PM used in SmF was a modification of the one used by
Caltrider and Niss [1966]. The same seed medium was used for
SSE. The composition of the PM was (g/1): KH,PO, 5.10, K,HPO,
6.13 (notice that 0.075 M phosphate buffer becomes 0.1875 M in
2.5-fold medium), corn steep solids 5, sugarcane molasses 30,
meat extract 30. Final pH was 5.8.

SmE

2.5% PM was seeded with the inoculum at 10% (10 v/v). The
cultures were incubated in triple-baffled 500-ml flasks contain-
ing 90 ml of PM, at 250 rpm and 25°C. Three independent flasks
were analyzed for each sample point.

SSE

Sugar cane bagasse was used as support for SSE. The bagasse
was pretreated as previously described [Barrios-Gonzdlez et al,,
1988], and impregnated to 70% initial moisture content with 2.5x
concentrated PM with the inoculum. The inoculum prepared as
previously described consisted of 0.1% mycelium (dry weight my-
celium/wet weight support). Solid inoculated medium (12 g) was
placed into a 16-cm long and 2.2-cm diameter glass column, at a
packing density of 0.26 g/ml. Columns were incubated under non-
aseptic conditions, as described previously [Barrios-Gonzilez et
al,, 1988] at 25°C with a wet air flow rate of 0.45 I/h-g dry matter.
Three independent columns were analyzed for each sample point.
This process is performed under non-sterile conditions; however,
due to the solid medium environment and to the heavy inoculum,
it proceeds as a pure culture [Raimbault and Alazard, 1980].

Analytical Methods

SmF

Samples were filtered to separate the biomass. The filtrate was
used to measure pH, total sugars, and CPC concentration. In or-
der to quantify growth in SmF, the biomass in the filter was
washed with 50 ml of sterile saline solution and dried at 60°C to
constant weight.

SSF

The solid culture of each column was homogenized by mixing
thoroughly. One gram of solid culture from each column was sus-
pended in 6 ml of potassium phosphate buffer (pH 5.5, 0.01 M) and
the mixture shaken and centrifuged at 2,700 rpm. The filtrate was
used to quantify total sugars and CPC. Growth in S5F was mea-
sured indirectly by oxygen uptake and carbon dioxide production
using a gas chromatograph as described before [Dominguez et al.,
2000]. Growth in SSF was also measured indirectly by glucos-
amine determination in SmF and SSF, as described previously
[Tomaselli et al., 2001], conversion of glucosamine into dry bio-
mass was made to establish the ratio of microgram glucosamine/
milligram dry mycelium.

Lopez-Calleja/Cuadra/Barrios-Gonzalez/
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Table 2. Oligonucleotides used in this work for RT-PCR analysis

Gene Oligonucleotide Sequence (5'— 3') Location Source sequence

188 185f TGGTGATTCATGATAACTTCTCG 185 (pos 189-211) U43971.1
185r CCACACGTCCTATTTTATTATTCC 188 (pos 749-772) '

apd epdf CGTCGAGGTCGTTGCTGTC gpd (pos 845-863) 033751
gpdr CGTTGAGGTCGGGGATGA gpd (pos 1640-1657) '

cefD2 cefD2f TCCCGCCGGCCAACATCCTC cefD2 (pos 888-906) AJ507632
cefD2r GTCCGCCCCGTCCAATCACC cefD2 (pos 1447-1466) }

cefEF cefEFf CTGCCCGGCCTCTGCTGATG cefEF (pos 2274-2293) AJ404737
cefEFr CCGTACGGGGCCAAGTTTCCTC cefEF (pos 2994-3015)

cefT cefTf GCCTTCTCCGCGCCGATGACT cefT (pos 1116-1136) AJ57653
cefTr CAGCACGCCGAGAGCACGACAC cefT (pos 1648-1669)

evd epd-intf CATTACCCCTCCATAACCTCIG gpd (pos 907-928) 033751

(intronic) gpd-intt CGTTGITAGTTGITTCGTTCTGC gpd (pos 1829-1851) '

For moisture determination (S5F), 2 g of the solid culture was
weighed and dried at 60°C until constant weight, and moisture
percent was determined according to the following calculation:
sample wet weight — sample dry weight/sample wet weight x 100.

The pH was determined from the supernatant obtained after
the addition of 10 ml of distilled water to 1 g of the solid culture
and 10-min agitation (SSF), or on the filtrate of SmF samples, us-
ing a pHmeter (Orion 410a; Orion Research Inc., Beverly, Mass.,
USA).

After acid hydrolysis of the samples (SmF filtrates, and SSF
extracts), total sugars were quantified, following the procedure
described previously [Miller, 1959].

CPC production was determined by bioassay using E. coli ESS
2231 as the test strain on plates with penicillinase (obtained from
Bacillus cereus) as described previously [Gutiérrez et al., 1997].

Isolation of A. chrysogenum Genomic DNA and RNA.

Semiquantitative RT-PCR Expression Analysis

DNA from A. chrysogenum was extracted as previously de-
scribed [Gutiérrez et al., 1991] for PCR amplification assays. Total
RNA was obtained by using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, Calif.,
USA) and following the manufacturer’s instructions. For SSF, two
previous centrifugation steps were required to obtain a clean sam-
ple. RNA purification of 144-hour samples was particularly dif-
ficult, since the mycelium accumulated pigments and there was
carbohydrate copurification, hence, an extra phenol extraction
step was needed. Integrity of RNA was checked in formaldehyde-
agarose gels and quantified in a NanoDrop 2000 spectrophotom-
eter (Thermo Fisher Scientific, Hudson, N.H., USA). RNA sam-
ples were diluted and subsequently treated with DNase I (Pro-
mega, Madison, Wisc., USA).

RT-PCR reactions were performed for analysis of genes 188,
gpd, cefD2, cefEF, and cefT by using the primers included in ta-
ble 2. Reactions were carried out in accordance with the manu-
facturer’s instructions for using the Q solution protocol of the
OneStep RT-PCR kit (Qiagen, Valencia, Calif., USA) using 50-100
pg of A. chrysogenum C10 RNA. The following conditions were

Differential Gene Expression for CPC
Production in A. chrysogenum

used: 30 min at 50°C, 15 min at 95°C, 31 cycles for cefT gene or
36 for the rest (previous experiments were tested) consisting of 1
minat94°C, 45sat 68°C (for cefD2, cefEF and cefT genes) or 65°C
(for 18S and gpd) and 1 min at 72°C, followed by one cycle of 8
min at 72°C. An additional RT-PCR reaction was performed as
negative control for DNA genomic presence using primers de-
signed from a region comprising intronic sequences of the gpd
gene (see table 2). Ribosomal 185 RNA gene (185) and glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase gene (gpd) were used as exter-
nal standards for semiguantitative RT-PCR analysis.

The RT-PCR products were loaded onto 1% agarose gels and
electrophoresed at 90 V during 60 min. Gels were stained during
20 min in 1% ethidium bromide and photo-documented using a
Gel Doc EZ imaging system (BioRad Inc., Hercules, Calif.,, USA).
Relative expression was measured using the Image Lab Software
(BioRad Inc.) and the resulting values for cefD2, cefEF, and cefT
genes were normalized with those obtained for the 185 or gpd
genes as external controls.
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