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RESUMEN

Penicillium chrysogenum es un hongo filamentoso del grupo de los ascomicetos productor del
metabolito secundario penicilina, es en el metabolismo secundario donde se obtiene diversos
compuestos que no son de importancia vital para la célula pero que a nivel cientifico e industrial
son de gran relevancia, por lo general, se regula a diferentes niveles e involucra diversas reacciones
enzimaticas que derivan en la biosintesis de diversos metabolitos. En el caso de la biosintesis de
penicilina, esta se regula por diversos factores de transcripcion y estimulos ambientales, como lo
son las especies reactivas de oxigeno (ROS), que se sabe también desencadenan diferentes
procesos morfogénicos en hongos filamentosos. Algunos factores de transcripcion bZIP, como Yapl,
AtfA y AtfB, median la resistencia al estrés oxidante y tienen un papel en la regulacion del
metabolismo secundario. En este trabajo se plantea caracterizar dos factores de transcripcién que
median la respuesta al estrés oxidante en el desarrollo y el metabolismo secundario en P.

chrysogenum.

Establecimos que la biosintesis de penicilina y la conidiacion son estimuladas por la adicion de H,0,
al medio de cultivo y este efecto se regula a través de los factores de transcripcién del tipo bZIP,
PcYapl y PcRsmA. Al silenciar los genes Pc-yapl y Pc-rsmA se observaron fenotipos similares con
una mayor acumulacion de ROS, retraso y baja conidiacion, mayor sensibilidad de los conidios al
H,0, y disminucion en la producciéon de penicilina. Mientras que la sobreexpresion de estos mismos
genes no representa un cambio significativo en la produccién de penicilina, la conidiacion se ve

menos afectada que con el silenciamiento y acumulan menos ROS.

PcYapl y PcRsmA pueden detectar ROS generadas por H,0, in vitro y cambiar su conformacién en
respuesta a este estimulo, ademas, regulan positivamente la expresion de brlA, primer gen de la via
central de regulacién de la conidiacién. PcYapl se une in vitro a la secuencia reguladora TTAGTAA,
previamente identificada en el promotor del gen pcbAB, del cluster de biosintesis de penicilina, y a
la secuencia TTACTAA en el promotor del gen brlA, mientras que PcRsmA se une a las secuencias
TGAGACA y TTACGTAA (motivo CRE) en los promotores de los genes pcbAB y penDE,
respectivamente. PcYapl y PcRsmA como factores de transcripcion del tipo bZIP, parecen trabajar
en conjunto para regular positivamente la respuesta al estrés oxidante, la conidiacién y la

biosintesis de penicilina.



PcYap1l se identifica como el factor de transcripcion PTA1 (Activador transcripcional de penicilina 1)
propuesto anteriormente, este es el primer informe de una proteina Yapl que regula directamente
la transcripcion de un gen del metabolismo secundario, mientras que PcRsmA regula positivamente
la transcripcion de los genes brlA 'y Pc-yap1. Finalmente, se propone un modelo que describe la red

reguladora mediada por PcYaply PcRsmA.



ABSTRACT

Penicillium chrysogenum is a filamentous fungus of the ascomycete group that produces the
secondary metabolite penicillin, it is in the secondary metabolism where various compounds are
obtained that are not of vital importance for the cell but that at a scientific and industrial level are
of great relevance, it is usually regulated at different levels and involves various enzymatic reactions
that lead to the biosynthesis of various metabolites. In the case of penicillin biosynthesis, it is
regulated by various transcription factors and environmental stimulus, such as reactive oxygen
species (ROS), which are also known to trigger different morphogenic processes in filamentous
fungi. Some bZIP transcription factors, such as Yap1, AtfA, and AtfB, mediate resistance to oxidative
stress and have a role in secondary metabolism regulation. In this work, it is proposed to
characterize two transcription factors that mediate the oxidative stress response in development

and secondary metabolism in P. chrysogenum.

We established that penicillin biosynthesis and conidiation are stimulated by the addition of H,0, to
the culture medium and this effect is mediated by the bZIP transcription factors, PcYapl and
PcRsmaA. Silencing the Pc-yapl and Pc-rsmA genes showed similar phenotypes with increased ROS
accumulation, delayed and low conidiation, higher sensitivity of conidia to H,0,, and a decreased in
penicillin production. Whereas overexpression of these same genes does not represent a significant
change in penicillin production, conidiation is less affected than with silencing and they accumulate

less ROS.

PcYapl and PcRsmA can sense H,0,-generated ROS in vitro and change its conformation in
response to this stimulus, in addition, they positively regulate the expression of brlA, the first gene
of the conidiation central regulatory pathway. PcYapl binds in vitro to the TTAGTAA regulatory
sequence, previously identified in the promoter of the pcbAB gene, of the penicillin biosynthesis
cluster, and to the TTACTAA sequence in the promoter brlA gene, whereas PcRsmA binds to the
sequences TGAGACA and TTACGTAA (CRE motif) in the promoters of the pchAB and penDE genes,
respectively. PcYapl and PcRsmA as bZIP-type transcription factors seem to work together to

positively regulate the response to oxidative stress, conidiation and penicillin biosynthesis.

PcYapl is identified as the previously proposed transcription factor PTA1 (Penicillin Transcriptional
Activator 1), this is the first report of a Yapl protein that directly regulating transcription of a

secondary metabolism gene, while PcRsmA positively regulate the transcription of brlA and Pc-yapl



genes. Finally, a model is proposed that describing the regulatory network mediated by PcYap1 and

PcRsmA.
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la expresion del gen y-actina para la normalizacion de los datos, a la derecha el analisis
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1255, como controles se muestra la carga de rRNA y la expresién del gen y-actina para la
normalizacién de los datos, a la derecha el analisis densitométrico donde se ajustd la IOD de
la cepa Wis54-1255 = 1 (ver materiales y métodos). B Northern blot con RNA extraido a las
120 h de las cepas silenciadas de Pc-yaply Pc-rsmA en comparacion a la cepa control Wis54-
1255, como controles se muestra la carga de rRNA y la expresién del gen y-actina para la
normalizacién de los datos, a la derecha el analisis densitométrico donde se ajustd la 10D de
la cepa Wis54-1255 = 1. Los duplicados que se muestran en ambos casos son estadisticos,
pero no bioldgicos.

Figura 15. Purificaciéon de proteinas recombinantes PcYapl, PcRsmA y PcAtf21 etiquetadas
con c-myc-6xHis. Carril M: 2 uL de marcador Precision Plus Protein 250 kD (BIO-RAD), carril
EC: Extracto crudo de proteina, las concentraciones de imidazol utilizadas fueron 100, 250,
300 y 500 mM para PcYapl::c-myc-6xHis, y 50, 200, 300 y 500 mM para PcRsmA::c-myc-6xHis
y PcAtf21::c-myc-6xHis. Panel inferior derecho, comparacion de tamafio entre PcRsmA::c-
myc-6xHis y PcAtf21::c-myc-6xHis utilizando las fracciones con mayor porcentaje de
purificacion.

Figura 16. Esquema general de la region intergénica pcbAB-pcbC indicando la posicion y la
secuencia de las sondas PTA1-WT y PTA1-M1, en color rojo se muestra la secuencia de unién.

Figura 17. EMSA para determinar la capacidad de unién de PcYapl y PcRsmA a la secuencia
TTAGTAA. A Reaccién de unién positiva de PcYapl a la sonda PTA1-WT que contiene la
secuencia TTAGTAA vy falta de union a la sonda PTA1-M1 que contiene la secuencia mutada
CTAGTCA. B Prueba de uniéon de la proteina PcRsmA con las sondas PTA1-WT y PTA1-M1
usando como reaccién de control la proteina PcYapl contra las mismas sondas. C Prueba de
especificidad para la unién de PcYapl a la secuencia TTAGTAA donde PTAL-WT* se refiere a
la sonda etiquetada con biotina y PTA1T-WT y PTA1-M1 son las “sondas frias” (sin etiquetado)
gue se adiciona en altas concentraciones que van de 50X a 200X como se indica en la parte
superior del gel.

Figura 18. Anadlisis de la region intergénica pcbAB-pcbC para identificar posibles sitios de
unién de PcYapl. A Esquema para representar la ubicacién del conjunto de 6 sondas para un
primer rastreo, se indica ademds la posicion de la sonda PTA1-WT y PTA1-M1 dentro de la
sonda 5. B EMSA con las reacciones de union de PcYapl, los carriles 1 a 6 corresponden a
reacciones de unién entre las sondas 1 a 6 con PcYaply como control el ultimo carril muestra
la sonda 5 libre.

Figura 19. Analisis de la regidon intergénica pcbAB-pcbC para identificar posibles sitios de
union de PcRsmA. A EMSA con las reacciones de unién de PcRsmA, los carriles 1 a 6
corresponden a reacciones de union entre las sondas 1 a 6 con PcRsmA. B EMSA para
reconfirmar la unién de PcYapl y PcRsmA a la sonda 5, como control positivo la sonda AfIR-
RsmA que contiene la secuencia de unién TGACACA para RsmA en A. nidulans.
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Figura 20. Identificacion de posibles sitios de unién para PcRsmA. A Disefio de las sondas
upPtal y dwPtal dentro de la sonda 5 ubicada en la regién intergénica pcbAB-pcbC. B EMSA
para PcRsmA contra las sondas dwPtaly upPtal.

Figura 21. Disefio de sondas para identificacion del sitio de unién para PcRsmA en la regién
intergénica pcbAB-pchC, se muestra la posicion de las primeras 6 sondas, enseguida se indica
la secuencia y posicién de union para PcYapl y PcRsmA (barras de color rojo y verde) las
pequefias barras ubicadas en la parte superior o inferior indican la hebra en la que se ubica la
secuencia de unién. Se indica también la posicion de las sondas upPtal y dwPtal junto con el
disefio de las nuevas sondas que incluyen o excluyen la secuencia TGAGACA a partir de la
secuencia de la sonda upPtal.

Figura 22. Identificacién de posibles sitios de union de PcRsmA en la regidn intergénica
pcbAB-pcbC. A Ubicacidon de la secuencia de union de PcRsmA; las sondas que contienen la
secuencia TGAGACA (RsmA-2 y RsmA-2C) estan unidas a PcRsmA, mientras que las sondas
que carecen de esta secuencia (RsmA-2A y RsmA-2B) no lo estdn. B Ensayo de especificidad
para la unién de PcRsmA a la secuencia TGAGACA presente en la sonda RsmA-2C-M1, donde
RsmA-2C* y RsmA-2C-M1* se refiere a sondas etiquetadas con biotina; RsmA-2C y RsmA-2C-
M1 son las “sondas frias” (sin etiquetado) que se adiciona en altas concentraciones que van
de 50X a 200X como se indica en la parte superior del gel.

Figura 23. Andlisis de una posible interaccion entre PcYapl y PcRsmA al unirse a sus
respectivos sitios de union. Todas las sondas elegidas contienen al menos uno de ambos sitios
de unién: PcYapl (PTA1-WT), PcRsmA (RsmA-2C) o ambos (upPtal), se probaron en
reacciones independientes para cada proteina y en conjunto. Se puede observar que no se
produce ningun super-retraso como producto de la interaccién aparente entre las proteinas
cuando una de ellas reconoce y se une a su sitio especifico (carriles 3, 5), con la excepcién de
la reaccion que incluye a la sonda upPtal que contiene ambos sitios de union (carril 8), sin
embargo, esto no demuestra una interaccion entre proteinas y se puede justificar por la
formacién del complejo PcYapl-upPtal-PcRsmA.

Figura 24. Anadlisis de la region intergénica pcbAB-pcbC para identificar posibles sitios de
unién de PcAtf21 por EMSA, en el primer carril como control positivo se muestra la union de
PcYapl a la sonda 5, los siguientes 6 carriles corresponden a reacciones de union entre las
sondas 1 a 6 con PcAtf21.

Figura 25. Identificacion de posibles sitios de unién para PcAtf21 dentro del promotor de
penDE. A Secuencias de las sondas disefiadas para el EMSA donde: penDE-CRE123 contiene
un sitio CRE (resaltado en rojo) y dos sitios del tipo CRE (resaltados en verde), penDE-CRE123-
M1 con la indicacion de los cambios de nucledtidos para la mutacion del sitio CRE (resaltado
en azul), NorR4 como control con un sitio tipo CRE (resaltado en rojo) y un sitio tipo AP-1
(resaltado en morado). B EMSA de las reacciones de unién de PcYapl, PcRsmA y PcAtf21
contra las sondas del inciso A, NorR4 se usé como control positivo en el experimento.

Figura 26. Identificacion de posibles sitios de unién para PcYapl y PcRsmA en el promotor de
brlA, se muestran las sondas de prueba para el EMSA: AP1-brlA y AP1-brlA-Mut, con el sitio
AP1 resaltado en rojo y el cambio en dos nucleétidos para la sonda mutada resaltado en azul,
asi como el PAGE nativo de las reacciones de union.
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Figura 27. Cambios de movilidad en SDS-PAGE de PcYapl y PcRsmA tratadas con un gradiente
de H,0, antes de cargarlos en el gel, con el fin de determinar en 15 minutos de exposicion la
concentracion adecuada para inducir un cambio de movilidad (paneles superiores). Ademas,
se probaron diferentes tiempos de incubacién (paneles inferiores), los tres carriles de la
derecha se mezclaron con un control (sin H,O) para observar diferencia de movilidad. Los
geles tenian una concentracién de acrilamida del 10%, se usaron 25 pg de proteina en cada
reaccion bajo condiciones reductoras, carril M: 2 uL de marcador Precision Plus Protein 250
kD (BIO-RAD).

Figura 28. Cambios de movilidad en SDS-PAGE de PcYapl y PcRsmA tratadas con 400 uM de
H.0, y diferentes tiempos de exposicién (0 a 30 minutos) antes de cargarlos en el gel, se
compararon condiciones reductoras (paneles del lado izquierdo) y no reductoras (paneles del
lado derecho). Los geles tenian una concentracién de acrilamida del 8%, se usaron 15 pg de
proteina en cada reaccion, carril M: 2 uL de marcador Precision Plus Protein 250 kD (BIO-
RAD).

Figura 29. Alineamiento en Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) de
PcYapl de P. chrysogenum contra Yapl de S. cerevisiae y Papl de S. pombe. Se muestra la
conservacion de las siguientes regiones: dominio bZIP (azul), secuencia de importacidon
nuclear NLS (rojo), secuencia de exportacion nuclear NES (rosa), dominios ricos en cisteinas
N-CRD y C-CRD (naranja vy lila) y en verde los residuos de cisteina clave para la formacién de
enlaces disulfuro descritos en Yap1.

Figura 30. Secuencia de aminodcidos de PcYapl resaltando: en rojo las NES con sus
respectivos valores de score identificadas por LocNES; en morado NES identificada en el
alineamiento contra Yapl (S. cerevisiae) y Papl (S. Pombe) en clustal Omega; en naranja la
NLS identificada in silico por cNLS Mapper, en azul la regién del dominio bZIP, dentro del
dominio en recuadros verde fluorescente se resaltan las lisinas y argininas de la region de
unién a DNA y en recuadros amarillos fluorescentes las leucinas que permiten la dimerizacion
(zipper); en celeste los residuos de cisteinas libre conservados, en verde claro y rosa las
cisteinas conservadas que forman puentes disulfuro (c394-c529 vy c401-c562
respectivamente), entre corchetes grises el dominio Pap1, en amarillo el N-CRD conservado y
en fucsia el C-CRD conservado.

Figura 31. Alineamiento en Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) de
PcRsmA de P. chrysogenum contra RsmA de A. nidulans, FCR3 de C. albicans y Yap3 de S.
cerevisiae. Se muestra la conservacion de las siguientes regiones: dominio bZIP (azul),
secuencia de importacidn nuclear NLS (verde); en rosa las secuencias de exportacién nuclear
NES hipotéticas predichas por LocNES en PcRsmA, dominio rico en cisteinas N-CRD de S.
cerevisiae (naranja) que no se conserva en las demas proteinas del alineamiento y en morado
residuos de cisteina libres.

Figura 32. Secuencia de aminoacidos de PcRsmA resaltando: en rojo las NES con sus
respectivos valores de score identificadas por LocNES; en naranja la NLS identificada in silico
por cNLS Mapper, en azul la region del dominio bZIP, dentro del dominio en recuadros
morados se resaltan las lisinas y argininas de la region de unién a DNA y en recuadros
amarillos fluorescentes las leucinas que permiten la dimerizacidon (zipper); en celeste los
residuos de cisteina conservados y en verde claro la region utilizada para el desarrollo del
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modelo de la proteina.

Figura 33. Red de asociacion proteina-proteina de PcYapl dada por la base de datos STRING
(v11.0) con los identificadores de cada una de las proteinas asociadas.

Figura 34. Modelo tridimensional de la proteina PcYapl resaltando en color azul el dominio
bZIP y en rosa el dominio Pap1 que le confieren funcionalidad.

Figura 35. Modelo PcYapl en listones donde se indican en azul aminodacidos bdsicos (+), en
rojo aminoacidos acidos (-), en gris aminoacidos neutros y en amarillo las cisteinas.

Figura 36. Alineamiento de Papl de S. pombe contra PcYapl; en color morado se muestra el
cristal cargado en el PDB de Pap1l interactuando con su respectivo surco de ADN y en celeste
el dominio bZIP de PcYapl.

Figura 37. Modelo del mondmero de PcRsmA en listones donde se muestra en azul
aminoacidos bdsicos (+), en rojo aminoacidos acidos (-) y en gris aminoacidos neutros; se
resalta ademas la region rica en leucinas y la zona de unién a DNA.

Figura 38. Alineamiento: En color naranja el cristal cargado en el PDB de Papl de S. pombe,
en blanco el dimero generado para PcRsmA con Swiss-Model y en color rosa el mondmero
generado para PcRsmA con Chimera 1.15 rc.

Figura 39. Modelo tridimensional de PcRsmA, se muestra la interaccién de PcRsmA con el
surco de ADN del modelo cristalizado de pap1 de S. pombe.

Figura 40. Modelo propuesto para la regulacion de la biosintesis de penicilina y conidiacién
en respuesta al estrés oxidante mediado por PcYapl y PcRsmA, este modelo compila todos
los resultados obtenidos en este trabajo, complementados con informacién reportada en la
literatura consultada. Creado con BioRender-com.

114

115

115

116

116

117

117

126

20



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Componentes para una reaccion de PCR con volumen final de 50 uL que fusione el

promotor de pki a Pc-yapl, los componentes se descongelan sobre una cama de hielo de
manera paulatina. 52

Tabla 2. Componentes para una reaccion de PCR con volumen final de 50 uL que fusione el
promotor de pki a Pc-rsmA, los componentes se descongelan sobre una cama de hielo de

manera paulatina. 52

Tabla 3. Componentes de una reacciéon de unién con un volumen final de 20 ulL, cada
componente se descongela paulatinamente en una cama de hielo para evitar la degradacion. 88

21



INDICE DE GRAFICAS

Gréfica 1. Produccién de penicilina en P. chrysogenum Wis54-1255 bajo diferentes
concentraciones de H,0, afadido al inicio de un cultivo sumergido. El grafico se basa en un
triplicado bioldgico de cada condicién y las barras de error representan la desviacion
estandar.

Gréfica 2. Producciéon de conidios en P. chrysogenum Wis54-1255 bajo diferentes
concentraciones de H,0, afiadido al medio de cultivo sdlido. El grafico se basa en un
triplicado biolégico de cada condicién y las barras de error representan la desviacién
estandar.

Gréfica 3. Crecimiento radial, comparacion de cepas silenciadas de Pc-yaply Pc-rsmA contra
la cepa control P. chrysogenum Wis54-1255 vy la transformante con el pldsmido vacio
pGpdPki-RNAi (C1). El gréfico se basa en un triplicado biolégico y las barras de error
representan la desviacién estandar.

Gréfica 4. Efecto del silenciamiento de Pc-yapl y Pc-rsmA en la viabilidad de conidios
sometidos a estrés oxidante con la adicién de H,0, en diferentes concentraciones, el grafico
muestra el porcentaje de conidios capaces de formar colonias respecto al nimero inicial de
conidios inoculados. El grafico se basa en un triplicado biolégico y las barras de error
representan la desviacion estandar.

Grafica 5. Produccién de conidios bajo condiciones de estrés oxidante con un gradiente de
H,0, que va de 0 mM (control) a 180 mM adicionado al medio de cultivo, se muestra el
efecto del silenciamiento de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparaciéon a las cepas control P.
chrysogenum Wis54-1255 vy transformante con el plasmido pGpdPki-RNAi vacio (C1). Cada
grafico se basa en triplicados bioldgicos y las barras de error representan la desviacion
estandar.

Gréfica 6. Produccién de biomasa en medio liquido con adicion al inicio del cultivo de 0 mM
(control) y 100 mM de H,0, para induccion de estrés oxidante, se muestra el efecto del
silenciamiento de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacién a las cepas control P. chrysogenum
Wis54-1255 y transformante con el pldasmido pGpdPki-RNAi vacio (C1). Cada gréfico se basa
en triplicados bioldgicos y las barras de error representan la desviacion estandar.

Grafica 7. Produccion de penicilina en medio liquido con adicién al inicio del cultivo de 0 mM
(control) y 100 mM de H,0, para induccién de estrés oxidante, se muestra el efecto del
silenciamiento de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacién a las cepas control P. chrysogenum
Wis54-1255 vy transformante con el plasmido pGpdPki-RNAi vacio (C1). Cada gréfico se basa
en triplicados bioldgicos y las barras de error representan la desviacion estandar.

Grafica 8. Acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), expresadas en unidades
relativas de fluorescencia (RFU) por gramo de biomasa (como peso seco), en medio liquido
con adicion al inicio del cultivo de 0 mM (control) y 100 mM de H,0; para induccion de estrés
oxidante, se muestra el efecto del silenciamiento de Pc-yap1y Pc-rsmA en comparacion a las
cepas control P. chrysogenum Wis54-1255 y transformante con el plasmido pGpdPki-RNAI

66

66

67

68

70

72

73

75

22



vacio (C1). Cada grafico se basa en triplicados bioldgicos y las barras de error representan la
desviacién estandar.

Gréfica 9. Crecimiento radial, comparacién de cepas sobreexpresadas de Pc-yapl y Pc-rsmA
contra la cepa control P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG vy la transformante con el pldsmido
vacio PBKSpyrG (C2). El grafico se basa en un triplicado bioldgico y las barras de error
representan la desviacién estandar.

Gréfica 10. Produccién de conidios bajo condiciones de estrés oxidante con un gradiente de
H.0, que va de 0 mM (control) a 180 mM adicionado al medio de cultivo, se muestra el
efecto de la sobreexpresion de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacién a las cepas control P.
chrysogenum Wis54-1255 pyrG y transformante con el pldsmido PBKSpyrG vacio (C2). Cada
grafico se basa en triplicados bioldgicos y las barras de error representan la desviacion
estandar.

Gréfica 11. Produccién de biomasa en medio liquido con adicién al inicio del cultivo de 0 mM
(control) y 100 mM de H,0, para induccion de estrés oxidante, se muestra el efecto de la
sobreexpresion de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacion a las cepas control P. chrysogenum
Wis54-1255 pyrG y transformante con el pldsmido PBKSpyrG vacio (C2). Cada grafico se basa
en triplicados bioldgicos y las barras de error representan la desviacion estandar.

Grafica 12. Produccion de penicilina en medio liquido con adicion al inicio del cultivo de 0 mM
(control) y 100 mM de H,0, para induccion de estrés oxidante, se muestra el efecto de la
sobreexpresion de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacion a las cepas control P. chrysogenum
Wis54-1255 pyrG y transformante con el pldsmido PBKSpyrG vacio (C2). Cada grafico se basa
en triplicados bioldgicos y las barras de error representan la desviacion estandar.

Grafica 13. Acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), expresadas en unidades
relativas de fluorescencia (RFU) por gramo de biomasa (como peso seco), en medio liquido
con adicion al inicio del cultivo de 0 mM (control) y 100 mM de H,0; para induccion de estrés
oxidante, se muestra el efecto de la sobreexpresién de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacion a
las cepas control P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG y transformante con el plasmido
PBKSpyrG vacio (C2). Cada grafico se basa en triplicados biolégicos y las barras de error
representan la desviacién estandar.

76

77

80

81

82

23



l. INTRODUCCION

Los hongos constituyen un grupo de microorganismos de gran interés industrial, econémico y
cientifico; desde 1940 se han empleado para producir industrialmente antibidticos, enzimas (como
proteasas, pectinasas y amilasas) asi como hormonas vegetales (como giberelinas); algunas
especies son agentes de biocontrol, otras producen micotoxinas y otros compuestos bioactivos
(como los alcaloides) que son todxicos para humanos y otros animales, también algunos hongos y

levaduras son responsables de la fermentacidn de la cerveza, quesos, vinos y pan.

Entender que los hongos son la fuente de compuestos tanto dafiinos como beneficiosos se
evidencié en dos momentos cruciales: el envenenamiento por aflatoxinas, enfermedad de los Pavos
en la década de 1960 (Nesbitt et al. 1962) y el descubrimiento del primer antibiético de amplio
espectro, la penicilina, nombrada “el farmaco maravilloso” de la Il Guerra Mundial (Quinn. 2013,

Fierro et al. 2022).

Aunque como todos los seres vivos estan regidos por el metabolismo primario enfocado a la
proliferacion y crecimiento mediante las rutas bioguimicas e intermediarios para la obtenciéon de
energia, reproduccion celular y viabilidad, es en el metabolismo secundario donde se obtienen
diversos compuestos que no son de importancia vital para la célula pero que a nivel cientifico e

industrial son de gran relevancia.

El metabolismo secundario se puede describir como aquel que sucede en la idiofase al final de la
fase exponencial de crecimiento o trofofase, es decir, una vez que se ha producido el crecimiento,
pero el metabolismo sigue activo. Para que se produzca el metabolito secundario primero deben
asegurarse condiciones Optimas durante la trofofase, la biosintesis de metabolitos secundarios en
hongos es un proceso complejo que generalmente involucra reacciones enzimaticas de varios

pasos, controlada y regulada a diferentes niveles.

Lo metabolitos secundarios de hongos son producidos por taxones especificos, mayoritariamente
por hongos filamentosos de la clase Pezizomycotina Ascomycete y varias clases de Basidiomycetes,
gue se derivan de las vias metabdlicas centrales y de los grupos de metabolitos primarios (Keller.

2019).

A diferencia de los genes que estan involucrados en la sintesis de un metabolito primario que se

encuentran por todo el genoma fungico, los genes que codifican las actividades enzimaticas para
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producir cualquier metabolito secundario se organizan en grupos de genes biosintéticos (Brakhage

and Schroeckh. 2011).

Entender la regulacién molecular del metabolismo secundario en los hongos proporciona una base
tedrica para mejorar la produccién de metabolitos, descubrir nuevos compuestos y desarrollar el
conocimiento para manipular los genes involucrados en este proceso; que finalmente, brindaran

beneficios a diversas industrias como la farmacéutica, agricola y alimentaria (Pan and Liu. 2018).

Entre los metabolitos secundarios mas aprovechados por la humanidad se encuentran los
antibioticos, generalmente sustancias de bajo peso molecular que tienen actividad incluso a bajas
concentraciones; el descubrimiento y desarrollo de los antibidticos B-lactdmicos como la penicilina
o cefalosporina asi como sus versiones sintéticas fueron transformadoras en cuanto al surgimiento
de la industria farmacéutica moderna, manteniendo su importancia aun después de mas de 80 afios

de haber sido descubiertos (Karwehl and Stadler. 2016).

ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS Y BIOSINTESIS DE PENICILINA

Los antibidticos B-lactdmicos se caracterizan por tener en su estructura el anillo B-lactdmico
(responsable de la actividad antibacteriana) lo que define quimicamente a esta familia de
antibiéticos. Ademas, este determina el mecanismo de accién (inhibicion de la sintesis de la pared
celular), la escasa toxicidad (actua sobre la pared celular del microorganismo que no esta presente
en la célula eucariota animal) y el principal mecanismo de resistencia (las B-lactamasas). Para que el
B-lactamico sea activo requiere de estar unido a otros radicales (otros anillos), formando un nucleo
biciclico que modifica las propiedades del compuesto resultante y que se usa para clasificar los B-
lactdmicos en 5 grupos diferentes: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas, clavamas y
monobactamicos (Suarez and Gudiol. 2009). En la figura 1 se representa de forma esquematica la

estructura basica de los diferentes grupos de B-lactamicos.
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Anillo betalactdmico + Anillo secundario = ntcleo betalactdémico = GRUPQ ANTIBIOTICO
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Figura 1. Clasificacion de antibidticos B-lactamicos por su estructura quimica (Modificado de Suarez and Gudiol. 2009).

Penicillium chrysogenum, reidentificado como Penicillium rubens (Houbraken et al. 2011) es un
hongo filamentoso del grupo de los ascomicetos, usado a nivel industrial en la produccion del
antibiotico B-lactdmico penicilina, cuya ruta biosintética fue de las primeras en dilucidarse para un
metabolito secundario (Liras and Martin. 2006). Se conocen muchos de los circuitos reguladores de
la biosintesis tanto en P. chrysogenum como en Aspergillus nidulans, otra especie fungica
productora de penicilina (Brakhage et al. 2004). A lo largo de los afios se han usado técnicas clasicas
de mutacion y seleccién para mejorar las cepas de manera que sean altas productoras de penicilina

(Jami et al. 2010, Fierro et al. 2022).

Los tres genes responsables de la biosintesis de penicilina (pcbAB, pcbC y penDE) se encuentran
agrupados en un cluster (Diez et al. 1990) (Figura 2) en el cual los genes pchAB y pcbC estan
situados en orientacién invertida, estos dos genes se cree que tienen un origen procariotico, y que
fueron transferidos a hongos productores de antibidticos B-lactdmicos mediante un mecanismo de

transferencia horizontal de genes (Pefialva et al. 1990, Fierro et al. 2022).
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Figura 2. Organizacion de los genes responsables de la biosintesis de antibidticos B-lactamicos en organismos procariotas y en hongos, los
genes indicados en color negro son genes de origen procariotico y los de color azul de origen eucaridtico.

La biosintesis de penicilina es catalizada por tres enzimas que estan codificadas por los genes

pcbAB, pcbC y penDE. La ruta biosintética consta de tres etapas claramente diferenciadas en un

proceso compartimentalizado como se muestra en la figura 3 (van der Lende et al. 2002, Wu et al.

2012):

En el citosol la unién secuencial de los aminodcidos L-a-aminoadipico, L-cisteina y L-valina
para formar el tripéptido lineal 6-(L- a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV), esta reaccion
se lleva a cabo por la enzima ACV sintetasa codificada por el gen pchAB (Martin. 2000, Wu
et al. 2012).

También en el citosol ocurre la ciclacién del tripéptido ACV para formar la isopenicilina N
por la eliminacién de cuatro dtomos de hidrogeno del tripéptido ACV consumiendo una
molécula de oxigeno, este paso es catalizado por la enzima isopenicilina N sintasa
codificada por el gen pcbC (Theilgaard et al. 2001).

La isopenicilina N entra al peroxisoma con ayuda de transportadores especificos en la
membrana peroxisomal en donde se intercambia la cadena lateral de la isopenicilina N
(acido L-a-aminoadipico) por un acido aromatico activado en forma de acil-CoA. La reaccion
es llevada a cabo por la enzima isopenicilina N aciltransferasa que es codificada por el gen

penDE (Theilgaard et al. 2001).
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Figura 3. Ruta biosintética de la penicilina en P. chrysogenum. En los recuadros azules se indican los genes que codifican las enzimas
correspondientes en cada paso de la biosintesis.

Aunque la produccién de metabolitos secundarios como la penicilina no es esencial para la
supervivencia directa de los organismos que la producen, varios estudios muestran que los genes
de biosintesis de penicilina estan controlados por una red reguladora compleja, por ejemplo, el pH
ambiental, la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno, etc. (Brakhage et al. 2004). Por otro lado,
en P. chrysogenum se logré identificar una secuencia de DNA en la region intergénica pcbAB-pcbC
gue era reconocida por una proteina de union a DNA y cuya mutacion causaba una importante
disminucion de la expresién de pcbAB (Kosalkova et al. 2000), esta secuencia se determind
mediante un ensayo de interferencia de uracilo (UIA, Uracil Interference Assay) como TTAGTAA, y la

proteina que se une a ella se denomindé PTA1.

El trabajo desarrollado en esta Tesis se centra en la identificacién y caracterizacién de los factores

transcripcionales que pudieran unirse a esta secuencia.

28



REGULACION GENICA DEL METABOLISMO SECUNDARIO Y HERRAMIENTAS PARA SU ESTUDIO

La regulacion génica comprende todos aquellos procesos que afectan la accién de un gen a nivel de
transcripcion y traduccion; la capacidad de los organismos para alterar sus patrones de expresién
génica en respuesta a los cambios ambientales es esencial para su viabilidad (Wood et al. 2004).
Cualquier paso de la expresion génica puede ser regulado, existiendo diferentes niveles de acuerdo
con las necesidades de cada célula (Figura 4): Conformacién y estructura del DNA, control
transcripcional de la expresion génica, control postranscripcional de la expresién génica, control

traduccional de la expresion génica y control postraduccional de la expresion génica.
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Figura 4. Niveles de regulacion de la expresidn génica en eucariontes.

En general la célula responde a las sefiales extracelulares que se unen a sus receptores especificos
en la membrana citoplasmatica desencadenando diversas cascadas de sefializacion que concluyen
en respuestas celulares a partir de la expresion de ciertos genes. Dentro del control transcripcional
de la expresion génica se encuentra la interaccién de multiples proteinas activadoras o inhibidoras
gue actlan mediante su unién a secuencias especificas de reconocimiento en el DNA, estas

proteinas son conocidas como factores de transcripcion.

Los factores de transcripcion son mensajeros nucleares de las sefiales extracelulares.
Frecuentemente estos se fosforilan y pasan a un estado activo viajando al ndcleo donde reconocen

secuencias especificas localizadas en el DNA, teniendo un efecto positivo o negativo sobre la
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transcripcion del gen que regulan (Yan et al. 1998). Un mismo factor de transcripcion puede inducir
o reprimir la transcripcion de uno o varios genes, también puede interactuar con otros factores
formando complejos reguladores, participando asi en la regulacion de una gran variedad de
procesos celulares, esto garantiza que se expresen los genes correctos en el momento y niveles

correctos garantizando la supervivencia de la célula.

Los hongos tienen un metabolismo secundario bien desarrollado que les confiere un potencial casi
ilimitado de variaciéon metabdlica crucial en el desarrollo del hongo vy los capacita para desplegar sus
metabolitos con diversas estructuras quimicas y actividades bioldgicas. Sus vias de biosintesis
generalmente tienen a los genes codificantes ubicados de forma contigua en grupos de genes
biosintéticos, a menudo corregulados de acuerdo con la funcidn ecolégica de su metabolito

secundario codificante (Bills and Gloer. 2016, Keller. 2019).

En esto Ultimo radica la importancia de implementar técnicas experimentales como herramientas
para conocer la funcion asociada a los genes, detectando patrones de expresién bajo determinadas

condiciones de estudio que permiten dilucidar posibles rutas reguladoras.

Entre las técnicas mas usadas por su efectividad se encuentra el silenciamiento de genes mediante
RNA de interferencia, que permite reducir la expresion de un gen mediante la introduccion a nivel
celular de un RNA de doble cadena pequefio activando una maquinaria celular que los reconoce y
los transforma en siRNA, reaccion catalizada por la enzima DICER; el complejo RISC reconoce estos
siRNA que hibridan en las regiones complementarias del RNAm, evitando que codifique para

proteinas especificas (Mello and Conte Jr. 2004).

En el lado opuesto se encuentra la sobreexpresién como técnica para estudiar la funcién génica,
mediante la unién del gen de interés a un promotor fuerte o inducible que se adapte bien al
metabolismo natural de la célula por medio de un vector para generar multicopias de dicho gen y

asi evaluar posibles cambios tanto morfoldgicos como en la produccién de metabolitos.

En el metabolismo secundario, al ser un proceso complejo que se desarrolla a diferentes niveles, es
natural que los niveles de expresion de algunos genes dependan de la expresion de otros mas. El
Northern blot permite detectar secuencias especificas de RNA por analisis de separacién por
tamafio, transferencia e hibridacion de sondas especificas a partir de una muestra de RNA total

permitiendo analizar un patrén particular de expresion génica (Brown et al. 2004).
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Uno de los métodos mads especializados para el estudio de la regulacién de la expresion génica es el
analisis de las interacciones proteina-DNA mediante cambio de movilidad electroforética (EMSA). Es
un método rapido y sensible para detectar interacciones proteina-acido nucleico y se basa en la
observacion de que la movilidad electroforética de un complejo proteina-acido nucleico es
tipicamente menor que la del acido nucleico libre (Hellman and Fried. 2007). Si bien la técnica es
sencilla de implementar es lo suficientemente robusta para adaptarse a una amplia gama de
condiciones de uniéon y a una variedad de tamafios de dcidos nucleicos y estructuras,

proporcionando informacién de afinidad y especificidad.

TIPOS DE FACTORES DE TRANSCRIPCION QUE REGULAN EL METABOLISMO SECUNDARIO

La mayoria de las actividades biolégicas se rigen por multiples interacciones proteina-proteina y
proteina-DNA, el fendmeno fundamental que subyace a estas interacciones es el proceso mediante
el cual las proteinas buscan y reconocen sus sitios especificos en el DNA, lo que permite la
transmision de informacién genética para iniciar varios procesos bioldgicos (Yesudhas et al. 2017).
Algunos ejemplos son: factores de transcripcién que regulan de manera positiva o negativa el
proceso de transcripcién, procesos de corte y degradacién de DNA e histonas por polimerasas o
nucleasas para el empaquetamiento cromosémico y el proceso de transcripcién, o algunos

efectores que se involucran en la activacion de la transcripcién.

La capacidad de interaccion de diversas proteinas con el DNA se da gracias a los dominios de union
gue reconocen secuencias especificas de nucledtidos. Donde mejor se puede reconocer una
secuencia es en el surco mayor del DNA, ya que las bases estan mas accesibles, y los aminoacidos
gue mejor reconocen estas estructuras son asparagina, glutamina, acido glutdmico, lisina y arginina,
porque pueden establecer puentes de hidrégeno entre sus cadenas laterales y los pares de bases.
Las proteinas utilizan una amplia gama de dominios de unién al DNA, algunos ejemplos se

presentan estructuralmente en la figura 5 y se describen a continuacion:

Dedos de zinc (ZF). Cuenta con dos residuos de histidina y dos de cisteina que contienen un ién zinc
con enlaces coordinados, este motivo se compone de una hélice a y una hebra B antiparalela;
cuatro residuos de aminodcidos clave, ubicados en posiciones especificas en la punta del dedo, son
responsables del reconocimiento del DNA mediante la creacién de enlaces de hidrégeno con el

surco principal. Aunque cada dominio de ZF tiene arreglos estructurales similares, las variaciones en
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los residuos de aminoacidos clave impulsan un gran nimero de posibles combinaciones en

términos de reconocimiento de secuencias de DNA (Razin et al. 2012).

Cremallera de leucina (bZIP). Las cremalleras de leucina son un dominio de interaccion con DNA
consistente en dos hélices a anfipaticas (es decir, un lado hidréfobo y otro hidréfilo) formando una
“coiled coil”, enrollamiento de las dos hélices. Tiene una regién de interaccién con DNA, rica en los
aminoacidos basicos arginina y lisina, cargados positivamente, que interaccionan
electrostaticamente con los fosfatos cargados negativamente del “backbone” de la estructura del
DNA. La region de cremallera tiene una serie de leucinas ubicadas cada siete residuos, que, por
efecto hidrofébico, mantienen la estructura del “coiled coil”. Asi, tenemos una regién hidréfoba, vy
dos regiones cargadas positivamente, que se repelen entre si, la regidon hidréfoba permite la
dimerizacion de la proteina, el conjunto de fuerzas resultante “retuerce” las alfa-hélices una sobre

otra (Schumacher et al. 2000, Miller et al. 2003).

Hélice-giro-hélice (HTH). Se puede encontrar en varias proteinas represoras y activadoras, es el
motivo mas simple con dos hélices a conectadas por un giro, las proteinas HTH se dimerizan y cada
monomero identifica un lado de una secuencia de DNA simétrica. La hélice de reconocimiento
(principalmente la segunda hélice) de los motivos HTH se une a las bases del DNA (especialmente
en el surco principal) a través de interacciones hidréfobas y de hidrégeno, mientras que las otras

hélices participan en el mantenimiento de la estabilidad proteina-DNA (Rigali et al. 2002).

Homeodominio (HD). Son dominios pequefios conservados con tres hélices que contienen
aproximadamente 60 residuos de aminodcidos, que a menudo se encuentran con dominios
flanqueantes y cofactores adicionales, tienen una disposicion de pliegues comun, helix1 y helix2 son
antiparalelas entre si, mientras que helix3 se encuentra a través de ambos, las diferentes familias

de dominios HD difieren en sus regiones del brazo N-terminal (Blrglin and Affolter. 2016).
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Figura 5. Figuras representativas de dominios de unién de factores de transcripcion (Thieman y Palladino. 2010).
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Il. ANTECEDENTES

REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE PENICILINA EN P. chrysogenum

La regulacién de la biosintesis de penicilina se ha estudiado ampliamente, principalmente en A.
nidulans y P. chrysogenum (Brakhage et al. 2004 y 2009, Martin et al. 2010). A diferencia de otras
rutas de metabolitos secundarios de hongos no se ha podido identificar un regulador especifico de
los genes de penicilina. Solo se han logrado identificar reguladores globales que controlan la
expresion de uno o varios de los tres genes de la ruta de penicilina como factores de transcripcion
de amplio dominio. Y asi, se ha determinado la regulacion por fuente de carbono, nitrégeno y pH,
también se ha identificado el factor transcripcional AnCF que se una a cajas CCAAT (Caruso et al.
2002) en la regidn intergénica pcbAB-pcbC y en el promotor de penDE en P. chrysogenum también

se encuentran varias cajas CCAAT.

REGULACION POR FUENTE DE CARBONO

Este tipo de regulacién busca aprovechar la fuente de carbono mas energética, la biosintesis de
penicilina en P. chrysogenum esta fuertemente regulada por glucosa y sacarosa y en menor grado

por maltosa, fructosa y galactosa, pero no por lactosa.

Este mecanismo es conocido como represidon por fuente de carbono (represion por catabolito) en
donde algunos de los genes de la ruta de biosintesis de penicilina son reprimidos
transcripcionalmente (Cepeda-Garcia et al. 2014). Esta regulacion se ejerce en diferentes niveles de
la biosintesis de penicilina: flujo del acido L-a-aminoadipico, toma/activacién de los precursores de
la cadena lateral y en la regulacién transcripcional y postranscripcional de los genes biosintéticos de
penicilina.

En P. chrysogenum la represion por catabolito es regulada por el factor transcripcional CreA, un
regulador de dominio amplio que se une a elementos reguladores en los promotores de genes
diana para reprimir su transcripcion. Asi la transcripcion del gen pcbAB, que codifica la primera
enzima de la via de biosintesis de penicilina, se ve afectada, se observé que la atenuaciéon del gen
creA mediado por RNAI resultd en una mayor produccion de penicilina cuando se usa como fuente

de carbono a la glucosa (Cepeda-Garcia et al. 2014).
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REGULACION POR FUENTE DE NITROGENO

En hongos la fuente de nitrégeno incide de manera importante sobre la sintesis de antibidticos B-
lactdmicos, la regulacion por nitrégeno estd mediada por el factor de transcripcion Nit-2,
perteneciente a la familia GATA, en Neurospora crassa (Bernardes et al. 2017). También se conoce
el factor de transcripcion AREA de accidn positiva, necesario para la expresiéon de genes implicados
en la utilizacion de una amplia gama de fuentes de nitrégeno distintas del amonio y la glutamina en

A. nidulans (Macios et al. 2012).

En particular los genes biosintéticos de penicilina también estan sujetos a regulacion por fuente de
nitrogeno. Fuentes como el amonio reprimen la expresiéon de los genes pcbAB y pcbC en P.
chrysogenum (Feng et al. 1994). También se ha caracterizado el factor transcripcional NRE, del tipo
dedos de zinc, que tiene la capacidad de unirse a un lugar en la region intergénica que separa a los
genes pcbC-pcbAB y que contiene seis sitios GATA y NRE se une a dos de ellas (Haas and Marzluf.
1995).

REGULACION POR ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

En principio las especies reactivas de oxigeno (ROS), al ser moléculas inestables que reaccionan
facilmente, si se acumulan pueden provocar dafios en DNA, RNA y proteinas, hasta el punto de
causar muerte celular. Sin embargo, en Aspergillus terreus Miranda et al. (2013) establecié la
relacion entre las ROS y la biosintesis de lovastatina, con la acumulacion repentina de ROS al inicio
de la idiofase y activacién los genes biosintéticos de lovastatina, incluido el factor de transcripcién
lovE. También se detectd que el gen sod1 (proteina de defensa contra el estrés oxidante) se expreso
intensamente durante la trofofase en fermentaciones de lovastatina y su expresion disminuyo
radicalmente en la idiofase, indicando que la regulacién a la baja de sod1 promueve la acumulacién

de ROS durante la idiofase.

Mas adelante se demostrd la regulacion positiva de las ROS sobre la biosintesis de lovastatina a
nivel transcripcional y la importancia de Yapl (Atyap1) como factor de transcripcion que relaciona
las ROS con la biosintesis de lovastatina. En la trofofase hubo una alta expresién de Atfyapl pero en
la idiofase se regulé a la baja, indicando que Atyapl regula sod1, y ademas, ambos se regulan a la

baja provocando la acumulacién de ROS en la idiofase (Miranda et al. 2014).

La biosintesis de penicilina en P. chrysogenum vy la biosintesis de cefalosporina C en Acremonium
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chrysogenum estan reguladas por ROS, esto se demostréd cuando se detectd una acumulacion
similar de ROS en la idiofase en fermentaciones de penicilina y cefalosporina. Cuando se
adicionaron antioxidantes a las fermentaciones disminuyeron los niveles intracelulares de ROS vy
bajo radicalmente la produccién de penicilina y cefalosporina C, por el contrario, con la adicién de
H,0; (oxidante exdgeno) se incrementd la produccién de penicilina y cefalosporina C; finalmente se
demostrd que estos antibidticos no presentan propiedades antioxidantes (Bibidn et al. 2020).
Entonces, es muy probable que la regulacion de ROS sea un mecanismo general que controle el

metabolismo secundario en hongos.

REGULACION POR pH

Por medio de la secrecidon de enzimas y metabolitos secundarios, asi como de la capacidad
homeostatica los hongos filamentosos pueden sobrevivir y desarrollarse en un amplio intervalo de

pH ambiental.

En A. nidulans PacC, regulador global del pH, una proteina con tres dedos de zinc del tipo Cys;His,,
estd involucrado en la regulacion de la transcripcion del gen que codifica la isopenicilina N sintasa
(Espeso et al. 1993, Tilburn et al. 1995). PacC sufre un procesamiento proteolitico cuando el pH del
medio es alcalino para unirse a promotores de genes que se expresan a este pH y activar su

transcripcion.

Los genes de penicilina se expresan mejor a niveles de pH ligeramente alcalinos, mientras que se
ven reprimidos a pH acido en P. chrysogenum (Chu et al. 1997), el pH alcalino eleva los niveles de
transcripcion del gen pcbC lo que se correlaciona directamente con la presencia de siete sitios de

unién a PacC en la region intergénica pcbAB-pcbC (Suarez and Pefialva. 1996).

REGULACION POR EL FACTOR TRANSCRIPCIONAL AnCF

En A. nidulans se ha descrito un factor de transcripcién de unidén a cajas CCAAT, frecuente en
regiones promotoras eucariotas como en la region de los genes de penicilina, llamado AnCF,
compuesto de al menos tres subunidades denominadas HapB, HapC y HapE (Steidl et al. 2001).

AnCF se une a cajas CCAAT para activar la transcripcion de estos genes (Litzka et al. 1998).

Haciendo una revision a la regidn intergénica pcbAB-pcbC, asi como al promotor del gen penDE de
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P. chrysogenum, se encuentran presentes varias cajas de unién CCAAT con alto grado de similitud a

las secuencias consenso de union de AnCF.

FACTOR TRANSCRIPCIONAL PTA1

En la regién intergénica pcbAB-pcbC de P. chrysogenum, mediante un ensayo de interferencia de
uracilo (UIA: Uracil Interference Assay), se identificd la secuencia heptamérica de DNA TTAGTAA,
gue se une de forma especifica a un hipotético factor de transcripcion que se nombré PTA1
(Penicillin Transcriptional Activator 1). Posteriormente, en ensayos de retardo en gel (EMSA:
Electrophoretic Mobility Shift Assay) se observd que la unién proteina-DNA era altamente
especifica, ya que al mutar cualquiera de los nucledtidos que conforman el heptdmero se perdia la

capacidad de unién del factor de transcripcién (Kosalkova et al. 2000).

La secuencia de unién TTAGTAA se ubica entre las posiciones -766 a -760 corriente arriba del codén
ATG de inicio del gen pcbAB, en la regién intergénica pcbAB-pcbC, como se muestra en la figura 6.
También se resaltan otras cajas reguladoras con secuencias iguales o similares a secuencias
consenso de unidon de varios factores de trascripcion: cajas CCAAT (factor de transcripciéon AnCF),

cajas GCCARG (PacC), cajas SYGGRG (CreA) y cajas GATA (NRE), ademas de dos hipotéticas cajas
TATA.
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Figura 6. Promotor del gen pcbAB. Indicando: coddn de inicio ATG, sitio de inicié de la transcripcion (tsp), posicidn de la secuencia de
unién de Ptal (TTAGTAA), regiones Ay B (importantes en la regulacién del promotor), cajas TATA, cajas CCAAT, e hipotéticas cajas de
unioén de los factores transcripcionales PacC, CreA y NRE (Kosalkova et al. 2000).
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Para estudiar la funcién in vivo de la caja TTAGTAA, se hizo la fusién del promotor pcbAB al gen
reportero lacZ de Escherichia coli. Después esta fusion se integrd en el locus pyrG de la cepa P.
chrysogenum npelO pyrG, la cual tiene delecionado todo el cliuster de genes de penicilina
(Kosalkova et al. 2000). Los resultados muestran que al eliminar la caja se suprime por completo la
expresion del gen pcbAB en cultivos en los que como fuente de carbono se usé 3% de glucosa o 3%
de lactosa. Al mutar la caja TTAGTAA de manera puntual en la primera T y mutando de manera
doble en la primera y quinta T, intercambiando ambas bases por C, se pudo observar en cultivos
con 3% de glucosa una disminucién en la expresién en un 35% y 50% respectivamente, lo que

sugiere que la glucosa ejerce represidn sobre el promotor del gen pcbAB.

REGULACION DE LA CONIDIACION EN P. chrysogenum

En hongos filamentosos, el metabolismo secundario a menudo estd relacionado con procesos de
desarrollo como la conidiacion, ambos procesos estan asociados con la fase de crecimiento
estacionario (Adams and Yu. 1998). Se sabe que la inactivacion de VelA o LaeA, ambos, parte del
complejo Velvet, disminuye la conidiacion y la produccion de penicilina en P. chrysogenum (Holf et

al. 2010).

Por otro lado, las proteinas G heterotriméricas en hongos regulan diferentes procesos relacionados
con el desarrollo, como lo es el crecimiento de colonias y la conidiacién. La regulacién de la
conidiaciéon por Pgal, subunidad Ga de una proteina G heterotrimérica, estd mediada por la
represion de los genes brlA y wetA (Garcia-Rico et al. 2008). La inactivacién de Pgal aumenta la
conidiacion en P. chrysogenum, sin embargo, la sintesis de penicilina y la micotoxina roquefortina

disminuye (Garcia-Rico et al. 2008b).

Sigl et al. (2011) inactivaron brlA en P. chrysogenum y observaron que la conidiacién se bloqueay la
morfologia de hifas se ve alterada durante el crecimiento en medio sélido, pero no afecta la

produccion de biomasa durante el crecimiento en medio liquido.

FAMILIA AP-1 DE FACTORES TRANSCRIPCIONALES

Las células por medio de la evolucion han desarrollado complejas y eficientes estrategias que les
permiten adaptarse a entornos variables que frecuentemente se vuelven hostiles, estos fendmenos

de defensa y resistencia se desencadenan por medio de la transcripcién de ciertos genes que
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confieren la capacidad de soportar el estrés.

Dentro de los factores transcripcionales hablaremos de la familia AP-1, los cuales son proteinas de
union a DNA del tipo bZIP (cremallera de leucina) (Rodrigues-Pousada et al. 2010). En las levaduras,
la familia de proteinas del tipo AP-1, llamada YAP (Yeast Activator Protein), es necesaria para la
respuesta transcripcional al estrés oxidante comportandose como sensores del estado redox de la
célula. Las proteinas YAP comparten muchas caracteristicas con el complejo de factores AP-1 de

mamiferos, uniéndose a secuencias de DNA muy similares (Toone et al. 2001).

Las proteinas YAP contienen una cremallera de leucina implicada en la dimerizaciéon y una regién

basica adyacente de union a DNA, su secuencia preferida de union es TGACTCA.

Se ha visto que algunos factores de transcripcion YAP cambian su localizaciéon subcelular en
respuesta al estrés oxidante siendo citoplasmaticos en células no estresadas, pero se acumulan
rapidamente en el nucleo después de que la célula entra en contacto con agentes oxidantes debido
a que comienza una cascada de sefializacion que culmina en la expresion de genes que codifican

enzimas y moléculas antioxidantes (Kuge et al. 2001).

La familia de los factores de transcripcion AP-1 es una de las mas estudiadas y tiene una diversidad
de efectos funcionales que se explica por el hecho de que la secuencia reguladora AP-1 se

encuentra en la regién promotora de genes muy diversos.

FACTORES TRANSCRIPCIONALES Yap1 DE LEVADURAS Y HONGOS FILAMENTOSOS

En las células eucariotas se desencadena una respuesta molecular rdpida al verse expuestas a
condiciones ambientales adversas lo que implica cambios en el nivel de transcripcién de genes que
modulan la actividad de factores de transcripcion particulares. El vinculo entre las sefiales de estrés
y el arranque de la maquinaria de transcripcion lo proporcionan determinadas vias de sefializacién
de la quinasa MAPK que se activan fuertemente por una variedad de estimulos adversos que
incluyen estrés osmotico, oxidante y choque térmico, luz ultravioleta e inhibicion de la sintesis de

proteinas.

Saccharomyces cerevisiae contiene ocho proteinas bZIP de la familia YAP (Yapl-Yap8). De este
grupo, Yapl y Yap2 son activadores de la transcripcion implicados en la resistencia a farmacos
pleiotrépicos, y al menos cuatro miembros de la familia YAP se unen de manera eficiente a la

secuencia de union TTACTAA muy similar, a la secuencia de unién de proteinas del tipo AP-1
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(TGACTCA) (Fernandes et al. 1997).

Al sobreexpresar los genes Yapl y Yap2 se observa un incremento en la resistencia a una variedad
de farmacos y metales (Hertle et al. 1991, Schnell and Entian. 1991, Bossier et al. 1993). Ademas, se
ha descrito que Yapl estd involucrado en la respuesta al estrés oxidante (Kuge and Jones. 1994)
afectando directamente la transcripcién de al menos cuatro genes implicados en el estado de
oxidaciéon de la célula: GSH1 que codifica la y- glutamilcisteina sintetasa, TRX2 que codifica
tiorredoxina, YCF1 que codifica un transportador de union a ATP y GLRI que codifica glutation

reductasa.

Son cinco dominios los que caracterizan al factor transcripcional YapI: un dominio de unién a DNA
(bZIP), una secuencia de localizacion nuclear N-terminal (NLS), una secuencia de exportacion

nuclear C-terminal (NES) y dos regiones ricas en cisteina (CRD).

En la levadura Schizosaccharomyces pombe se conoce un factor de transcripcion homologo a Yapl,
llamado Papl, proteina del tipo bZIP, que estd involucrado en la resistencia a multiples farmacos y
gue cuando se elimina resulta en sensibilidad a una variedad de compuestos toxicos (Toone et al.
1998). Cuando Papl se somete a un estado de oxidacién por H,0, se promueve su acumulacion
nuclear y la activacion de genes antioxidantes, donde la peroxiredoxina (Tpx1) desempefia el papel
de activador de Pap1 (Calvo et al. 2013). Las secuencias preferidas de unién de Papl son TTAGTAAy
TTACGTAA (Toda et al. 1992, Fujii et al. 2000). A pesar de una identidad relativamente alta entre las
proteinas del tipo bZIP en hongos y levaduras, estas proteinas reconocen diversas secuencias de

DNA.

En hongos filamentosos se han identificado proteinas homologas a Yapl y Papl de levaduras, si
bien al analizar las cadenas completas de aminodacidos no se logran altos valores de identidad si que
se conservan los dominios importantes que caracterizan a los factores de transcripcion Yapl y que

los vuelve funcionales para responder a variadas condiciones de estrés.

AfYapl, el homdlogo de Yapl de Aspergillus fumigatus, confiere resistencia contra el estrés
oxidante. En una mutante AAfYapl se observd hipersensibilidad a oxidantes como H,0; vy
menadiona, en contraste una cepa multicopia de AfYapl es resistente a ambos oxidantes ademas
de a la diamida (Qiao et al. 2008). Si bien AfYapl participa en la regulacion de varios genes de
defensa contra especies reactivas de oxigeno (ROS) estas proteinas antioxidantes no juegan un

papel importante en la patogenicidad de A. fumigatus (Lessing et al. 2007).
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El factor transcripcional AtfB, del tipo bZIP, se identificd por primera vez en Aspergillus oryzae como
un factor de transcripcion de la familia ATF/CREB implicado en la respuesta a estrés oxidante y la
tolerancia de los conidios al H,0, (Sakamoto et al. 2008). En Aspergillus parasiticus, AtfB estd
asociado a la resistencia al estrés oxidante en conidiosporas. Al silenciar AtfB disminuyen los niveles
del metabolito secundario y carcinégeno aflatoxina y se observa deterioro en el desarrollo de
conidiosporas, esto se respalda con una disminucién en los niveles de proteina AtfB y la regulacién
por esta disminucién de muchos genes del grupo de aflatoxinas y del metabolismo secundario
(Roze et al. 2011, Wee et al. 2017). Su sitio de unién consiste en una secuencia compuesta de un

sitio de tipo AP-1 mads un sitio CRE1 adyacente.

RsmA (restaurador del metabolismo secundario A), factor transcripcional del tipo bZIP en A.
nidulans, que tiene un moderado grado de identidad con Yap3 de S. cerevisiae, aumenta en gran
medida la produccién de metabolitos secundarios al unirse en dos sitios de la regidon promotora del
gen aflR (TGACACA y TTAGTAA), el cual codifica un factor de transcripcion que activa la
transcripcion de la esterigmatocistina, micotoxina carcinégena y hepatotoxica (Yin et al. 2012). La
sobreexpresion de rsmA remedia parcialmente la pérdida de metabolitos secundarios en mutantes

del complejo Velvet (Yin et al. 2013).

RESPUESTA AL ESTRES OXIDANTE

Los hongos filamentosos, como parte importante de su evolucién, han desarrollado la capacidad de
detectar y responder a un variado abanico de tensiones, incluida entre ellas las oxidantes, lo que les
permite su supervivencia frente a cambios repentinos en su entorno que pueden ser
potencialmente dafiinos e incluso letales. Debido a que el desarrollo fisiolégico y metabdlico se
lleva a cabo bajo condiciones aerdbicas es imposible evitar la generacién de ROS, asi que los hongos
filamentosos cuentan con mecanismos de respuesta complejos para evitar la muerte o el dafio por
oxidacién. Varios pasos son determinantes en estas respuestas, incluida la activacion de
reguladores transcripcionales involucrados en el control de la maquinaria antioxidante (Montibus et

al. 2015).

Las ROS como el superdxido (O;") y el perdxido de hidrégeno (H.02) son subproductos del
metabolismo aerdbico natural, producido principalmente por la reducciéon parcial de oxigeno
durante la respiracion. El H,O, puede oxidar los centros de azufre de hierro y las cisteinas en

determinadas proteinas ademas de reaccionar con metales de transicion y producir el radical
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hidroxilo (HO®) que puede oxidar practicamente cualquier molécula celular causando dafio y
mutaciones del DNA, inactivacién de proteinas, entrecruzamiento y fragmentacién de proteinas y
peroxidacion de lipidos. Sin embargo, las células pueden poner en marcha una serie de mecanismos
para mantener niveles bajos de ROS intracelulares, que en conjunto constituyen la respuesta
antioxidante. Las enzimas superéxido dismutasas (dismutan O,"" a H,03), catalasas (descomponen el
H.0, en H,0), peroxidasas (descomponen el H,0, a través de la oxidacién de otro sustrato),
glutation peroxidasas (usan glutation para descomponer H,0; a H,0) y peroxiredoxinas (utilizan el
poder reductor para descomponer el H,0, en H,0), son los efectores mas comunes y frecuentes de

la respuesta antioxidante mediada por enzimas (Aguirre at al. 2005 y 2006).

Diversos estudios han mostrado que cuando S. cerevisiae y S. pombe, cepas fungicas modelo, son
sometidas a desafios por ROS de manera externa desarrollan mecanismos especificos para detectar
y eliminar ROS, que siempre se han considerado subproductos dafiinos inevitables del metabolismo
aerdbico. También se ha encontrado evidencia que apunta a una participacién de las ROS en
funciones fisioldgicas importantes, como un punto de control eucariota para combatir y regular el
estrés oxidante. Estos mecanismos involucran: cascada de MAP quinasa de respuesta al estrés,
fosforilacion en multiples etapas vy el factor transcripcional del tipo AP-1 (Aguirre et al. 2005, lkner

and Shiozaki. 2005).

Yap1 fue identificado por primera vez en S. cerevisiae, considerado un homologo funcional de AP-1
de mamiferos, y ha sido caracterizado a fondo como un factor de transcripcién que juega un papel
esencial en la induccién de genes antioxidantes. Su actividad estd regulada principalmente a través
de la localizacion nuclear, es decir, Yap1 se distribuye tanto en el citoplasma como en el nucleo, se
encuentra preferentemente en el citoplasma bajo condiciones sin estrés, y se concentra en el

nucleo por la exposicion de las células al estrés oxidante (Kuge et al. 1997, Maeta et al. 2004).

En respuesta al H,O,, Yapl y su proteina homodloga Papl de S. pombe se acumulan en el nucleo
(Delaunay et al. 2002, Toone et al. 1998), donde inducen un conjunto de genes necesarios como
respuesta al estrés generado. De hecho, mutantes delecionados en los genes correspondientes
desarrollan hipersensibilidad a H,0,. Algo que caracteriza a estos factores de transcripcién fungicos
similares a AP-1 es que tienen dominios ricos en cisteina carboxilo terminal (C-CRD) y amino
terminal (N-CRD), ambos dominios son criticos para la resistencia al estrés oxidante y para la

optimizacién de la localizacidon nuclear.

En general la activacion de Yapl por H,0; (Figura 7) ocurre en minutos por oxidacion, cumpliendo
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asi la funcion de sensor redox (Delaunay et al. 2000), ademas la actividad de Yap1l se regula por
localizacion diferencial dependiente del factor Crm1 (receptor de exportacidon nuclear) (Toone et al.
1998, Yan et al. 1998). En condiciones fisioldgicas Yapl se ubica en el citoplasma, ingresando al
nucleo por la importina Psel y saliendo del nucleo por la exportina Crm1 (Rodrigues-Pousada et al.
2019), pero permanece en el nucleo como respuesta al estrés oxidante (Kuge et al. 1997, Toone
and Jones. 1999). En estado reducido la NES, ubicada dentro del CRD, estd expuesta e interactua
con Crm1 (Delaunay et al. 2002, Rowe et al. 2012), permitiendo que Yap sea exportado desde el
nlcleo, esta interaccidon se inhibe bajo condiciones de estrés oxidante por una modificacién en la
conformacion que oculta la NES debido a la formacién de un enlace disulfuro intramolecular entre
la cys303 y cys598, esto bloquea el reconocimiento de Crm1 y se evita la exportacion al citoplasma
por lo tanto Yap se acumula en el ndcleo (Kuge et al. 1998, Yan et al. 1998, Wood et al. 2004,
Rodrigues-Pousada et al. 2019).

La acumulacién de Yapl en el nucleo activa un conjunto de genes importantes implicados en la
resistencia a oxidantes (Kuge et al. 1998, Qiao et al. 2008). Ademas, varios estudios indican que los
genes implicados en la reparacién del DNA, la replicacién y el control del ciclo celular pueden ser

activados por Yapl (Monteiro et al. 2008).

Dentro de los cinco dominios caracteristicos de Yapl (un dominio tipo b-ZIP, una secuencia NLS,
una secuencia NES y dos regiones CRD), se debe resaltar que la primer region CRD (dominio N-CRD)
contiene cys303, cys310 y cys315, mientras que el CRD C-terminal (dominio C-CRD) contiene
cys598, cys620 y cys629, y la oxidacién de estas cisteinas es fundamental para regular la localizacién

nuclear de Yap1 (Fernandes et al. 1997, Delaunay et al. 2000, Mendoza-Martinez et al. 2020).
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Figura 7. Representacion de la localizacién de Yapl entre el nucleo y el citoplasma en condiciones fisioldgicas y la activacion de Yap por
H,0,, dependiente de la proteina Gxp3 e Ybp1l, induciendo la formacién de un enlace disulfuro entre cys303 y cys598 de Yapl lo que
impide el reconocimiento de la NES por Crm1 (modificado de Rodrigues-Pousada et al. 2019).

HERRAMIENTAS DE ANALISIS BIOINFORMATICO

Si bien los avances en la investigacion cientifica mayoritariamente han sido respaldados por trabajo
experimental in vivo, se ha vuelto evidente el aporte que brinda la bioinformatica usando recursos
computacionales para solucionar problemas a una escala de magnitud que sobrepasa cualquier
discernimiento. El avance en las tecnologias ha hecho que se den pasos agigantados en el desarrollo
de herramientas, como servidores vy librerias virtuales, que son un soporte ideal para el respaldo,
andlisis e interpretacién de una enorme y creciente avalancha de datos de millones de proteinas,

muchas de las cuales no se han caracterizado experimentalmente y tal vez nunca lo sean.

Los campos mas populares y Utiles en el analisis y la interpretaciéon de diversos tipos de datos
incluyen estudio de secuencias de nucledtidos y aminoacidos, dominios de proteinas y estructura

de proteinas, volviéndose estas tareas casi rutinarias dentro del estudio de un organismo.

Un drea en particular que se ha estudiado es el analisis de la regulacién de diversos genes por
factores de transcripcion, asi como la interaccion entre si y con sus socios vinculantes ya que eso
diversifica su funcionalidad. Un acercamiento interesante a estas relaciones es a través de
plataformas bioinformaticas, que cada vez son mas precisas. A continuacién, se mencionan solo

algunas de las herramientas disponibles en la red y utilizadas en el presente trabajo que
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enriquecieron mucho las investigaciones mostrando nuevas perspectivas y ofreciendo respaldo

tedrico a procedimientos experimentales.

cNLS Mapper. Programa de prediccién de sefiales de localizacion nuclear (NLS) de alta precisién que
calcula las puntuaciones de actividad NLS mediante el uso de perfiles basados en la actividad, pero
no en la secuencia, para diferentes clases de NLS especificos de la via de la importina a/B clasica,
donde la importina a reconoce una NLS y la importina B interactia con componentes del complejo
de poro nuclear para permitir translocacion. Ademas, usa un algoritmo de puntuacion de motivos
basado en la aditividad, con lo que se consigue una precision de prediccién significativa en términos

de sensibilidad y especificidad (Kosugi et al. 2009).

LocNES. Predictor de sefiales de exportacion nuclear (NES), péptidos analogos cortos que guian a las
proteinas fuera del nucleo a través de la via de exportacién mediada por la proteina Crm1. LocNES
escanea secuencias de proteinas buscando péptidos que por consenso se ajusten como una NES
asignando una matriz de puntuacién especifica de posicion para calcular un puntaje de probabilidad

de péptidos a los candidatos con el modelo Support Vector Machine (Xu et al. 2015).

STRING v11.0 (Search Tool for Retrieval of Interacting Genes/Proteins). Base de datos que tiene
como objetivo recopilar, puntuar e integrar todas las fuentes de informacién de interaccion
proteina-proteina disponibles publicamente y complementarlas con predicciones computacionales,
para construir una red global integral y objetiva que incluya interacciones directas (fisicas) e
indirectas (funcionales) a través de una alta cobertura de informacién, facilidad de uso del sistemay
un sistema de puntuacion consistente y eficiente (Szklarczyk et al. 2019).

|-Tasser (lterative Threading ASSEmbly Refinement). Algoritmo automatizado de prediccién
estructural y de funcién bioldgica para una proteina a partir de su secuencia, a través de un
reconocimiento de pliegues basado en subprocesos, seguido de un reensamblaje de estructuras
basado en fragmentos y simulaciones de perfeccionamiento. La interfaz enfatiza especificamente la
interpretacion bioldgica de los resultados del modelado para garantizar estructuras de alta

resolucion y predicciones precisas de funciones proteicas (Zheng et al. 2019).

SWISS-MODEL. Servidor de modelado por homologia de proteinas, que incluye el modelado de
complejos homo y heteroméricos a partir de las secuencias de aminodcidos de los fragmentos que
interactdan. Se hace uso de estructuras de proteinas experimentales (plantillas) para construir
modelos de proteinas objetivo, tiene la capacidad de manejar informacién ambigua o conflictiva

presente en los datos estructurales disponibles, que es crucial para el desarrollo de pipeline
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estables y completamente automatizados con una estimacién de calidad a nivel de estructura

terciaria y cuaternaria (Waterhouse et al. 2018).

MODELLER. Programa informatico para el modelado comparativo de estructuras tridimensionales
de proteinas, se parte de un alineamiento entre la secuencia a modelar contra estructuras
relacionadas conocidas implementando un método inspirado en la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de proteinas denominado satisfaccion de restricciones espaciales, que utiliza un
conjunto de criterios geométricos para crear una funcién de densidad de probabilidad para la
ubicacion de cada atomo en la proteina, calculando automaticamente un modelo que contiene

todos los atomos que no son de hidrogeno (Webb and Sali. 2016).

1. JUSTIFICACION

A lo largo del tiempo en el desarrollo de la biotecnologia el hongo filamentoso P. chrysogenum ha
sido relevante por su capacidad para producir el antibidtico B-lactdmico penicilina, cuyo
descubrimiento, entre otras cosas, tuvo una influencia decisiva en el desarrollo de la medicina
moderna. Generar conocimiento cientifico que permita entender los procesos regulatorios que
influyen ya sea de manera negativa o positiva en la ruta biosintética de la penicilina es importante
para el mejoramiento de cepas productoras y el perfeccionamiento de la produccion a nivel

industrial.

La secuencia TTAGTAA regula la expresion del gen pcbAB, el primero de la via biosintética de
penicilina, y es la secuencia de unién a un factor de transcripcion no identificado y denominado
PTA1 (Kosalkova et al. 2000). Esta secuencia es idéntica o muy similar a las secuencias de unién de
factores de transcripcion de tipo Yap en diversos hongos y levaduras. Considerando que factores de
este tipo se han relacionado con la respuesta al estrés oxidante y con el metabolismo secundario en
algunos hongos, se puede hipotetizar que uno o mas factores transcripcionales de este tipo estan
involucrados en la regulacién de la expresidon del gen pcbAB, afectando asi la produccion de

penicilina en P. chrysogenum.
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IV. HIPOTESIS

La biosintesis de penicilina esta regulada por especies reactivas de oxigeno y el sitio de union
TTAGTAA juega un papel importante en este proceso con la participacién de uno o mas factores

transcripcionales del tipo AP-1 de Penicillium chrysogenum.

V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Analisis de la participacion de factores transcripcionales del tipo AP-1 de P. chrysogenum en la

respuesta al estrés oxidante y en la produccion de penicilina.

OBJETIVOS PARTICULARES

e I|dentificacion de la secuencia de union a DNA de los factores transcripcionales PcYapl,
PcRsmA y PcAtf21 en los promotores de los genes de penicilina.

e Analisis de la influencia del estrés oxidante en los procesos de produccién de penicilina y
conidiacion.

e FEstudio de la participacién de los genes Pc-yapl y Pc-rsmA en la produccion de penicilina
mediante atenuacion y sobreexpresion.

e Estudio de la participacion de los genes Pc-yapl y Pc-rsmA en la respuesta al estrés
oxidante

e Andlisis morfoldgico y de producciéon de conidios en cepas con diferentes fondos genéticos
de los genes Pc-yaply Pc-rsmA.

e Andlisis bioinformatico de las caracteristicas estructurales y de funcion de las proteinas que

codifican los factores transcripcionales AP-1.
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V1. ANALISIS DE REGULACION DE LA EXPRESION GENICA
PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES”

MICROORGANISMOS

Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255 (ATCC 28089/DSM 1075), reidentificada como
Penicillium rubens, NCBI taxonomy ID: 1108849 (Houbraken et al. 2011), usada como cepa de
referencia y para experimentos de transformacion, se considera una cepa de media-baja capacidad
productiva (Elander. 1983, Jami et al. 2010); obtenida por mutacién y selecciéon de la cepa
Penicillium chrysogenum NRRL 1951 (de tipo silvestre) (Cantoral et al. 1987, Diez et al. 1990), esta

cepa posee una sola copia de la agrupacion de genes biosintéticos de penicilina.

Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255 pyrG, es una cepa derivada de P. chrysogenum
Wisconsin 54-1255, auxdétrofa de uridina, ya que tiene mutado el gen pyrG, mutacion obtenida de
manera aleatoria con N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (Diez et al. 1987), usada como cepa para

experimentos de transformacion.

Penicillium chrysogenum Q204L, cepa que contiene una mutacion de activacion constitutiva del gen
de la subunidad a de las proteinas G heterotriméricas, se obtuvo por transformacion de la cepa
Wis54-1255 con un pldsmido portador de un alelo activador dominante del gen pgal (pga19%°4)
gue codifica una subunidad Ga de la proteina G heterotrimérica de P. chrysogenum (Zufiiga Ledn.
2021) utilizada como cepa control en Northern blot para la determinaciéon de la represién

transcripcional del gen brlA.

Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983), usada como cepa huésped para la amplificaciéon de
pladsmidos de silenciamiento, sobreexpresion y expresién heterdloga. Permite la obtencion de
células competentes con alta eficiencia de transformacién (hasta 5x108 transformantes/ug de DNA),
posee una delecion en el gen lacZ del operdn lac, susceptible de ser complementada por

determinados plasmidos de clonacion.

Micrococcus luteus ATCC-9341 (Alvarez et al. 1987), bacteria Gram positiva de la familia de las

Micrococcaceae, usada como cepa de valoracion contra penicilina G en bioensayos.

* Los esquemas de los fragmentos amplificados por PCR, mapas de plasmidos y construcciones, asi como las secuencias de
oligonucledtidos usados experimentalmente en este apartado se encuentran detallados en Material suplementario.
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CONDICIONES DE CULTIVO

Para la conidiacion de P. chrysogenum Wis54-1255, Wis54-1255 pyrG y Q204L se utilizé una
alicuota de un concentrado de conidios en glicerol al 40% vy se inocularon placas de medio Power
incubando a 26 °C por 7 dias aproximadamente hasta la conidiacién, en el caso de la cepa Wis54-
1255 pyrG se usé ademas uridina (Sigma-Aldrich) a una concentracién final de 100 pg/mL para la

reversion de su auxotrofia.

En la obtencién de micelio de P. chrysogenum Wis54-1255, Wis54-1255 pyrG y Q204L se inocularon
5x108 conidios recién colectados en 100 mL de medio PMMY vy se incubd a 250 rpm, 28 °C por 36 h
para la extraccién de RNA, y por 18-20 h para la formacion de micelio joven necesario para la
obtencion de protoplastos, en el caso de la cepa Wis54-1255 pyrG el medio se complementé con

uridina a una concentracion final de 100 pg/mL para la reversion de su auxotrofia.

La regeneracién de protoplastos se realizd por cobertera en medio de cultivo minimo Czapek con
estabilizador osmatico Sorbitol 1M, como agente de seleccién de transformantes atenuadas se uso
el antibidtico fleomicina (InvivoGen) a partir de 30 ug/mL, se incubaron las placas a 28 °C por 5-7

dias hasta observar la formacion de colonias.

Para mediciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS), formacién de biomasa y produccién de
penicilina se utilizaron 5x10% conidios recién colectados de las cepas control y transformantes
correspondientes y se inocularon en 100 mL de medio MCIP incubando a 250 rpm, 28 °C por 24 h,
después de este tiempo se tomaron 8 mlL del medio inéculo con biomasa desarrollada y se

afiadieron a 50 mL de medio MCFP por triplicado bioldgico y se incubd a 250 rpm, 28 °C por 120 h.

Se inoculd M. luteus ATCC-9341 con una alicuota de un glicerol al 20% en medio TSB para la
obtencion de biomasa o TSB+2% de agar bacterioldgico por estria con asa bacteriolégica para
aislamiento de colonia, se incubé a 200 rpm (para medio liquido), 30 °C por 12 h, para los
bioensayos se ocupd TSB con 1% de agar bacterioldgico para permitir la difusién del antibidtico

presente en las muestras de medio de cultivo.

E. coli DH5a se inoculd en 25 mL de medio LB con 10-12 colonias aisladas y se incubaron a 200
rom, 37 °C por 9 h para convertirlas en ultracompetentes (Inoue et al. 1990, Hengen. 1996), se
tomaron 2.5 mL para inocular 250 mL de medio LB manteniéndolo a 200 rpm, 18 °C por

aproximadamente 48 h hasta alcanzar una DOggo= 0.5-0.6. Se usd LB con 2% de agar bacterioldgico
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y ampicilina a 100 ug/mL (Sigma-Aldrich) para la regeneracion de transformantes, incubando a 37

°C por 12 h.

OBTENCION DE CELULAS E. coli ULTRACOMPETENTES

Una vez obtenida la DO indicada en CONDICIONES DE CULTIVOS se colocd el cultivo en un bafio de
hielo por 10 min y se centrifugd a 5000 rpm, 4 °C por 10 min; las células se resuspendieron en 80
mL de amortiguador TB frio y se mantuvieron en hielo por 10 min, se centrifugd a 5000 rpm, 4 °C
por 10 min, las células se resuspendieron en 20 mL de amortiguador TB mas 1.4 mL de DMSO frio y
se mantuvieron en hielo por 10 min, se repartieron en alicuotas de 100 uL almacenando a -70 °C

hasta su uso.

Para transformar se usd una alicuota de 50 pL de E. coli ultracompetentes y se mezcld con la
cantidad necesaria de plasmido mas un control negativo, se incubaron en hielo por 30 min, el
choque térmico se hizo a 42 °C por 2 min y se volvieron a colocar en hielo afiadiendo 800 uL de

medio LB, la regeneracién se realizé como se indica en el apartado de CONDICIONES DE CULTIVO.

PLASMIDOS DE SILENCIAMIENTO MEDIADO POR RNAi PARA Pc-yap1 Y Pc-rsmA

Se planted seguir una estrategia basada en el silenciamiento génico mediado por RNAI, por su
eficacia para reducir la expresion de genes como lo describe Ullan et al. (2008) y Cepeda-Garcia et
al. (2014). A partir de los genes Pc-yaply Pc-rsmA clonados previamente en el plasmido pBluescript
KS+ y usando los pares de oligonucledtidos: siYAP1-R y siYAP1-F, siRSMA-R y siRSMA-F se amplificd
por PCR un fragmento del exén 2 del gen Pc-yapl (458 pb) y un fragmento del exdn 3 del gen Pc-
rsmA (409 pb), respectivamente, con la polimerasa pfu Ultra Il (Agilent Technologies) con 68 °C de

hibridacién y 30 seg de extension.

Estos fragmentos se purificaron con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), se

cuantificaron y se verificd tamafio e integridad por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Los fragmentos de los genes Pc-yapl y Pc-rsmA, asi como el plasmido pGpdPki-RNAi se digirieron
con la enzima de restriccion Ncol (Thermo Scientific) usando 5 U de enzima por cada pg de DNA, el
pldasmido ademds se tratd con 1 U de FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo

Scientific) por cada pg de DNA plasmidico lineal, posteriormente se purificaron las digestiones con
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el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System.

La reaccion de ligacion se realizd con 2 U de T4 DNA ligasa (Thermo Scientific) usando una relacion
plasmido-inserto de 1:5 y se mantuvo a 13 °C por 12 h obteniendo los pldsmidos pGpdPki-
RNAi/PcYapl o pGpdPki-RNAi/PcRsmA, donde los fragmentos de los genes Pc-yapl y Pc-rsmA se
insertaron en el sitio de restriccién Ncol ubicado entre los dos promotores constitutivos orientados

en sentido opuesto (gpd de A. nidulans y pki de A. niger).

La conservacién y amplificacion de ambas construcciones se realizé en células ultracompetentes de

E. coli DH5a.

PLASMIDOS PARA SOBREEXPRESION DE Pc-yap1 Y Pc-rsmA

Se disefiaron oligonucledtidos para la fusion de los genes Pc-yapl y Pc-rsmA al promotor
constitutivo del gen pki de A. niger para la construccién de pladsmidos de sobreexpresién: pPyrG-
pki::Pc-yaply pPyrG-pki::Pc-rsmA. Considerando las Ty de los pares de oligonucledtidos, la longitud
de los fragmentos vy la diferencia de tamafio entre ellos que se compensé con la concentracion del

material genético en la reaccion, se disefiaron los ciclos de la PCR asi como las mezclas de reaccion.

En una primera PCR usando como molde 50 ng de DNA gendmico de P. chrysogenum Wis54-1255
con los oligonucleétidos PcYapl-Ter-F y PcYapl-Ter-R se amplificod el gen Pc-yapl mas 300 pb del
terminador dando un fragmento total de 2181 pb y con los oligonucledtidos RsmA-Ter-F y RsmA-
Ter-R se amplificd el gen Pc-rsmA mas 300 pb del terminador dando un fragmento de 1327 pb;

usando la polimerasa pfu Ultra Il con 63 °C de hibridacién y 2 min de extension para ambos casos.

En una segunda PCR se obtuvo el promotor pki usando como molde 50 ng del pladsmido pGpdPki-
RNAIi con los oligonucledtidos pki-PcYapl1-F/pki-PcYapl1-R y pki-RsmA-F/pki-RsmA-R para cada una
de las fusiones donde se obtuvo un fragmento de 1041 pb; usando la polimerasa pfu Ultra Il con
una temperatura de hibridacién de 53 °C y 1 min de extensién, todas estas PCR’s se purificaron con

el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System.

En una tercera PCR se fusiond cada uno de los genes al promotor pki con la siguiente mezcla de

reaccion para Pc-yapl:
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COMPONENTE VOLUMEN

Agua estéril 36 uL
Amortiguador 5 uL
PcYapl-Ter (20 ng) 1l
pki-PcYap1 (40 ng) 1uL
dNTP’s (10 mM) (Thermo Scientific) 1l
pki-PcYap1-F (20 mM) 2.5uL
PcYapl-Ter-R (20 mM) 2.5uL
pfu Ultra ll 1l

Tabla 1. Componentes para una reaccion de PCR con volumen final de 50 uL que fusione el promotor de pki a Pc-yap1, los componentes
se descongelan sobre una cama de hielo de manera paulatina.

Incorporando al inicio de la PCR un ciclo largo con la hibridaciéon a 57 °C por 5 min y la extensién por

10 min, seguido de 30 ciclos regulares con la hibridacién a 57 °C por 1 min y la extension por 4 min.

Y en el caso de Pc-rsmA se usé la siguiente mezcla de reaccion:

COMPONENTE VOLUMEN
Agua estéril 36 uL
Amortiguador 5 uL
PcRsmA-Ter (30 ng) 1l
pki-PcRsmA (40 ng) 1l
dNTP’s (10 mM) (Thermo Scientific) 1ul
pki-RsmA-F (20 mM) 2.5uL
RsmA-Ter-R (20 mM) 2.5uL
pfu Ultra ll 1L

Tabla 2. Componentes para una reaccion de PCR con volumen final de 50 pL que fusione el promotor de pki a Pc-rsmA, los componentes
se descongelan sobre una cama de hielo de manera paulatina.

Con 64 °C de hibridacién y 3 min de extensiéon. Las PCR’s se purificaron con el kit Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System.

Se digirieron 10 ug del fragmento pki-PcYapl-Ter y el plasmido PBKSpyrG, derivado del plasmido
pBluescript que contiene el gen pyrG de P. chrysogenum, con las enzimas de restriccion: EcoRV
(Thermo Scientific) y Spel (Thermo Scientific), y 10 ug del fragmento pki-PcRsmA-Ter y el plasmido
PBKSpyrG con las enzimas de restriccion: Kpnl (Thermo Scientific) y Xhol (Thermo Scientific) para la

insercion de los fragmentos en el plasmido.

52



Estas digestiones se corrieron en una electroforesis en gel de agarosa para cortar y purificar las
bandas de cada fragmento con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, se realizd la ligacién
con 2.5 U de T4 DNA ligasa usando 150 ng de inserto y 50 ng de plasmido. La conservacién y

amplificacion de ambas construcciones se realizd en células ultracompetentes de E. coli DH5a.

OBTENCION DE CEPAS SILENCIADAS Y SOBREEXPRESADAS DE Pc-yap1 Y Pc-rsmA

Para la transformacién por protoplastos se siguié el protocolo descrito por Cantoral et al. (1987), se
colectaron 5x10® conidios de P. chrysogenum Wis54-1255 (para la atenuacion) o Wis54-1255 pyrG
(para la sobreexpresion) y se inocularon en medio PMMY hasta que el tubo germinativo alcanzo una
longitud media equivalente a unas 10-15 veces el diametro de un conidio, el micelio se recuperd a
través de un filtro nytal de 30 um de poro (Merck Millipore) y se lavd con 100 mL de NaCl 0.9% para

eliminar restos de medio de cultivo.

Se resuspendieron 2 gr de biomasa humeda con 10 mL de TPP y se prepararon 10 mL de una
solucién de enzimas liticas de Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich) disueltas en TPP a una
concentracion final de 20 mg/mL, esta solucidn se esterilizd con un filtro de nitrocelulosa de 0.22
um de didmetro de poro (Merck Millipore), se mezclaron ambas preparaciones en un matraz estéril

y se incubd a 80 rpm y 28 °C monitoreando la liberacién de protoplastos al microscopio cada hora.

La suspensién de protoplastos se filtrd a través de un filtro nytal de 30 um de poro, el efluente se
centrifugd a 2500 rpm, 4 °C por 5 min, se desechd el sobrenadante y se resuspendié suavemente
con KCM hasta un volumen final de 5 mL. Se realizé un recuento del nimero de protoplastos en
una camara de Neubauer (Marienfeld), se centrifugd a 2500 rpm por 5 min y se resuspendieron con
el volumen necesario para una concentracion de 2.5 x108 protoplastos/mL en KCM con 10% de

PCM.

Se tomaron 100 uL de la suspension final de protoplastos y se mezclaron con 10 pg del pldasmido de
interés purificado mas un control para poder determinar la capacidad de regeneracion, asi como la
reversion, se mantuvieron en hielo durante 20 min, se afladieron 500 pL de PCM y se mezcld
suavemente manteniendo a temperatura ambiente por 20 min, el polietilenglicol del PCM se diluyé

con 600 pL de KCM.
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Se inocularon por cobertera en medio Czapek/Sorbitol 1 M usando el marcador de seleccién
necesario, mas los controles para reversion y regeneracion (en diluciones 103, 10* y 107), se
incub6 a 28 °C monitoreando la aparicién de colonias. La seleccién de transformantes se realizd

mediante pases a diferentes medios de cultivo descartando posibles falsos positivos:

1°" pase: Medio Czapek picando las colonias aisladas.

29 pase: Medio PW sembrando de forma masiva con ayuda de NaCl 0.9%.

3¢ pase: Medio Czapek inoculando con conidios en una dilucidn en serie para obtener colonias
aisladas.

492 pase: Medio PW inoculando con colonias totalmente aisladas homocariontes.

52 pase: Medio PW de manera masiva para recoger conidios que se conservaron en glicerol -20 °C.

CONFIRMACION DE CEPAS SILENCIADAS Y SOBREEXPRESADAS DE Pc-yap1 Y Pc-rsmA

Las transformantes se cultivaron en medio PMMY para extracciéon de DNA, el micelio se lavd dos
veces con NaCl 0.9% y se colocd en tubos de 2 mL con perlas de vidrio de 0.5 mm de didametro

(Biospec) para romper en el equipo MINIBEADBEATER (Biospec) por un periodo de 3 min.

Una vez roto el micelio se realizd la extraccién de DNA gendmico con el kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega), el DNA se cuantificd y se corrié un gel de agarosa al 1% para verificar la

integridad.

Para la confirmacion por PCR se tomaron 50 ng de DNA gendmico de las cepas silenciadas y como
controles el pldsmido purificado pGpdPki-RNAi, DNA de P. chrysogenum Wis54-1255 transformada
con el plasmido pGpdPki-RNAi sin inserto y DNA de P. chrysogenum Wis54-1255 sin transformar. Se
usaron los oligonucledtidos Pkil(gpd1)F y Gpd1(pkil)R, estos amplifican un fragmento de 148 pb
del promotor pkiy 103 pb del promotor gpd v si se integraron los fragmentos de los genes Pc-yap1
y Pc-rsmA se esperaban fragmentos de 709 pb y 660 pb, respectivamente, usando la polimerasa pfu

Ultra Il con 64 °C de hibridacién y 1 min de extensién.

Con estas cepas silenciadas ademas se realizd6 una RT-PCR semicuantitativa usando como molde
RNA extraido de micelio a las 36 h (con la adicion de 100 mM de H,0; en el medio de cultivo) y 60 h
de inoculado un cultivo liquido en medio PMMY siguiendo el protocolo descrito por Dominguez-

Santos et al. (2012), se usaron los oligonucledtidos gPcYapl-F/qPcYapl-R para medir la expresion

54



del gen Pc-yap1 vy los oligonucledtidos gRsmA-F/gqRsmA-R para medir |la expresidn del gen Pc-rsmA 'y
como gen de control se usé el gen Pc20g11630 (y-actina) amplificando un fragmento con los

oligonucledtidos gactA-F/gactA-R.

En el caso de las cepas OE::PcYapl se confirmaron por PCR usando 50 ng de DNA gendmico de las
cepas sobreexpresadas y como controles DNA gendmico de P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG sin
transformar y los pldsmidos purificados PBKSpyrG vy pPyrG-pki::Pc-yapl. Se usaron los
oligonucledtidos Pkil(gpd1)F y OE-PcYapl-R que amplifican un fragmento de 604 pb que incluye,
154 pb del promotor pkiy 450 pb hasta el fin del exdn 1 del gen Pc-yap1, usando la polimerasa pfu

Ultra Il con 54 °C de hibridacién y 1 min de extensién.

Finalmente, las cepas OE::PcRsmA se confirmaron por PCR usando 50 ng de DNA gendmico de las
cepas sobreexpresadas y como controles DNA gendmico de P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG sin
transformar y los pldsmidos purificados PBKSpyrG vy pPyrG-pki::Pc-rsmA. Se usaron los
oligonucledtidos Pkil(gpd1)F y OE-RsmA-R que amplifican un fragmento de 571 pb que incluye, 154
pb del promotor pkiy 417 pb hasta el fin del exén 2 del gen Pc-rsmA, y una segunda confirmacién
con los oligonucledtidos Pkil(gpd1)F y siRSMA-R que amplifican un fragmento de 1098 pb que
incluye, 154 pb del promotor pkiy 944 pb del gen Pc-rsmA, usando la polimerasa pfu Ultra Il con 55

°C de hibridacién y 1 min de extensién.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE H,0, PARA LA INDUCCION DE ESTRES OXIDANTE

Era importante, dada nuestra hipdtesis sobre la funcidon de los genes Pc-yapl y Pc-rsmA, determinar
el posible efecto del H,0, como oxidante exdgeno en procesos como la conidiacidn y la produccién
de penicilina; por lo cual, previo a una caracterizacion mas detallada, se pusieron a punto los

siguientes ensayos para seleccionar una concentracion de H,0, idonea.
Influencia del H,0; en la produccién de penicilina de P. chrysogenum Wis54-1255

El cultivo se preparé como se indica en CONDICIONES DE CULTIVO por triplicado biolégico en el
medio MCFP con P. chrysogenum Wis54-1255, probando las siguientes concentraciones de H,0;

(Sigma-Aldrich): 25, 50, 100, 150 y 200 mM como oxidante exdgeno.

Se tomaron alicuotas de 2 mL de cada cultivo desde el tiempo O y hasta las 96 h, cada 24 h, en

tubos estériles previamente pesados y etiquetados, se centrifugd a 14000 rpm, temperatura
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ambiente por 10 min, el medio de cultivo se recuperd en tubos limpios y se almacend a 4 °C para
bioensayos. La biomasa se lavd con 1 mL de NaCl 0.9% resuspendiendo con vortex durante 30 segy
se centrifugd a 14000 rpm, temperatura ambiente por 10 min, se desechd el sobrenadante y se
afiadié 1 mL de HCl 0.1M resuspendiendo con vortex durante 30 seg finalmente se centrifugd a
14000 rpm, temperatura ambiente por 10 min desechando el sobrenadante y colocando los tubos

con biomasa en una estufa a 60 °C por 72 h para medicion de peso seco.

Para medir penicilinas totales se realizaron bioensayos (Garcia-Estrada et al. 2008) con una curva de
penicilina G (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5y 10 pg/mL) por duplicado, 50 uL por triplicado de cada muestra de
medio de cultivo y como cepa de valoracién M. luteus a una DOsina=0.01 en TSA con 1% de agar
bacterioldgico, las placas de bioensayo se refrigeraron a 4 °C por 2 h para permitir que el antibiético
difundiera en el medio y posteriormente se incubaron a 30 °C por 12-15 h y se midieron los halos

de inhibicidn.
Influencia del H,O; sobre la conidiacién de P. chrysogenum Wis54-1255

Se inocularon por triplicado bioldgico 50 pL de una suspension con 1x10° conidios/mL en medio de
esporulacién incubando a 28 °C. Se colectaron conidios cada 24 h, por 120 h, y se realiz el conteo
en camara Neubauer, esta misma cinética se realizd adicionando al medio de cultivo
concentraciones de 20, 50, 100, 140 y 180 mM de H,0, como oxidante exégeno para ver el efecto

del estrés oxidante sobre la conidiacion.
Supervivencia de conidios al H,0»

Para evaluar la sensibilidad de los conidios al H,0,, se tomaron por triplicado 100 yL de una
suspension de 1x10% conidios/mL de las cepas silenciadas y sus respectivos controles y se mezclaron
con 900 pL de NaCl 0.9% con H,0; a las siguientes concentraciones: O (control), 100, 130, 160y 180
mM. Se homogeneizé y se mantuvieron por 20 min a temperatura ambiente, se tomaron 50 plL de
estas mezclas y se inocularon en medio PDA incubando a 28 °C por 24 h después de lo cual se

contaron las colonias presentes en cada placa.
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ANALISIS DE CEPAS SILENCIADAS Y SOBREEXPRESADAS DE Pc-yapl Y Pc-rsmA
Crecimiento radial

Se inocularon por triplicado bioldgico 3 ulL de una suspension con 1x10* conidios/mL en el centro de
placas Petri con medio PDA incubando a 28 °C, se midid el crecimiento radial de micelio cada 24 h

por 144 h.
Cinética de conidiacidn y resistencia a estrés oxidante

Se inocularon por triplicado bioldgico 50 ulL de una suspensién con 1x10° conidios/mL en medio de
esporulacién incubando a 28 °C, se colectaron conidios cada 24 h, durante 120 h, y se realizé el
conteo en camara Neubauer. Esta misma cinética se repitid adicionando al medio de cultivo
concentraciones de 20, 50, 100, 140 y 180 mM de H,0, como oxidante exégeno para ver el efecto

del estrés oxidante sobre la conidiacion.
Produccién de penicilina y bioensayo de estrés oxidante

El cultivo se preparé como se indicd en CONDICIONES DE CULTIVO por triplicado bioldgico en el
medio MCFP bajo dos condiciones: sin H,0, y con 100 mM de H,0, como oxidante exdgeno

adicionado al momento de inocular los triplicados biolégicos.

Las alicuotas se tomaron desde el tiempo O y hasta las 120 h, cada 24 h, procesandolas para
medicién de peso seco y penicilinas totales como se indica en el apartado anterior: Influencia del

H>0; en la produccidn de penicilina de P. chrysogenum Wis54-1255.
Cuantificacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las ROS se cuantificaron siguiendo el método modificado descrito por Miranda et al. (2014), se
evaluaron dos condiciones: sin adicién de H;0, y con 100 mM de H,0, en el tiempo 0 para
induccién de estrés oxidante, se usé el mismo cultivo de la medicién de producciéon de penicilina, se
tomaron 2 mL de muestra desde el tiempo 0 hasta las 120 h, cada 24 h, 1 mL para la adicion de
H,DCF-DA (Diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina) (Sigma-Aldrich) y 1 mL como reaccion
control, se centrifugd a 14000 rpm, temperatura ambiente por 10 min y se elimind el medio de
cultivo. La biomasa se resuspendié con 1 mL de PBS frio, en oscuridad se adicioné H,DCF-DA a una
concentracion final de 10 uM manteniendo en hielo por 40 min, se colocaron por triplicado 200 pL

de cada muestra en una microplaca de 96 pozos y se leyé a 485 nm de excitacién y 530 nm de
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emisiéon en un lector de placas de fluorescencia DTX 880 con detector multimodo (Beckman-

Coulter), la sefial obtenida se normalizé con el contenido de biomasa (por medio de peso seco).

NORTHERN BLOT

Para el Northern blot se elabord un protocolo basado en la técnica estandar de Northern blot que
usa sondas radioactivas (Sambrook. 1989), sustituyendo la radioactividad por el uso de
guimioluminiscencia. En medio Power con un disco de papel filtro grado 3MM (Whatman) encima
se inocularon 1x10° conidios de P. chrysogenum: Wis54-1255, Q204L, si-PcRsmA-24, si-PcRsmA-25,
si-PcYap1-8 vy si-PcYapl-12,y se incubaron a 28 °C; se hizo un raspado de la biomasa a las 48 hy 120
h para la extraccion de RNA por el método de Trizol (Ambiodn Life Technologies) y se conservo a -80

°C hasta su uso.

Se verificd la integridad del RNA por electroforesis y el revelado sirvié como referencia para
cuantificar por densitometria ademds de cuantificarse cada una de las muestras en un lector de
microplaca Epoch (Biotek), se hicieron calculos para usar 10 ug de RNA por cada muestra en el

Northern blot.

Se prepard un gel de agarosa desnaturalizante al 1.2% con MAE a una concentracién final 1Xy 3%
de formaldehido, las muestras se mezclaron con tampdn de carga para RNA 1.25X en relacion 1:1vy

la electroforesis se corrid en MAE 1X a 80 V por aproximadamente 180 min.

La transferencia se realizd por capilaridad en amortiguador SSC 10X con papel filtro 3MM vy una
membrana de nylon Amersham Hybond-N+ (GE Healthcare), después de 12-16 h, el RNA en la
membrana se fijo en el UVC 500 Crosslinker (Amersham Bioscience) irradiando a 1200 que

equivalen 956 Joules por 15 seg.

A partir de DNA gendmico de P. chrysogenum Wis54-1255 se amplificéd una sonda de prueba de 573
pb del gen Pc06g00470 (brlA) con los oligonucledtidos gbrlA-1F y gbrlA-1R. También se usé el
fragmento de atenuacién del gen Pc-yapl (458 pb) como segunda sonda de prueba, para la sonda
control se usé el gen Pc20g11630 (y-actina) obteniendo por PCR un fragmento de 508 pb con los

oligonucledtidos gAct-1F y gAct-1R.

58



El marcaje de las sondas se realizd con el Biotin Decalabel DNA Labeling kit (Thermo Scientific) y se
cuantificaron en un lector de microplaca Epoch para obtener valores de ng/uL y la relacién

A260/180, se almacenaron a -20 °C hasta su uso

Para la hibridacién se desnaturalizé DNA de esperma de salmén (Sigma-Aldrich), a la membrana de
la transferencia se le afiadid 20 mL de solucién de hibridacion suplementada con DNA de esperma

de salmon desnaturalizado a una concentracion de 500 pg/mLy se incubo a 42 °C durante 3 h.

Las sondas marcadas se hirvieron 10 min para desnaturalizar y se enfriaron en hielo, se afiadieron
las sondas desnaturalizadas a 20 mL de solucion de hibridacién en una concentraciéon de 15 ng/mL
con DNA de esperma de salmdn desnaturalizado a una concentraciéon de 100 ug/mL. Se decanté la
primera solucion de la membrana y se sustituyd por la nueva preparacion incubando a 42 °C por 12

h.

Se afiadio solucién de lavado | durante 15 min a temperatura ambiente, se desechd el liquido y se
realizd un segundo lavado con solucion de lavado | durante 15 min a 42 °C, un tercer lavado con
solucién de lavado Il durante 15 min a 42 °C y un lavado final con solucién de lavado Il durante 15

min a 65 °C.

Para la deteccién de la sefial se siguid el protocolo indicado por el kit Chemiluminescent Nucleic
Acid Detection Module (Thermo Scientific) y el equipo ChemiDoc™ MP Imaging System (BIO-RAD)
con la aplicacién Chemiluminescent blot, la densidad relativa de las sefiales de hibridacion se

determind con el software Imagelab 6-0.1 (BIO-RAD).

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el programa NCSS 12 Data Analysis (2018 NCSS, LLC) considerando produccion especifica
de penicilina, ROS, biomasa y conidiacion como variables de respuesta. Se hizo una comparacién

multiple de medias de Tukey Kramer (P<0.05).

59



RESULTADOS

ORTOLOGOS DE Yap1, RsmA y AtfB EN EL GENOMA DE P. chrysogenum

En el genoma de P. chrysogenum se identificd un gen que mantiene identidad con Yapl de S.
cerevisiae y Papl de S. pombe registrado con el cddigo Pc20g15280, tiene una longitud de 1884 pb
y codifica para una proteina de 582 aminoacidos. Esta proteina tiene un 28% de identidad general
con Yapl de S. cerevisiae, 41% y 52% en dos regiones conservadas de 107 y 58 aminoacidos
ubicados en los extremos N- y C-terminal, respectivamente, 63.6% de identidad general con AfYap1l
de A. fumigatus y 39.6% con Fgapl de Fusarium graminearum, también presenta una identidad del
56% en la regidon conservada del extremo amino de 70 aminodcidos y 25% en la mitad de la region

C-terminal del regulador Papl de S. pombe.

No se encontrd ninguna otra proteina en el genoma de P. chrysogenum con alta identidad con
Yap1l, por lo que se considera a Pc20g15280 como ortélogo de Yapl y para fines de este trabajo lo
llamaremos Pc-yapl, y es candidato para unirse a la secuencia reguladora TTAGTTA en el promotor

pPCbAB.

Un segundo gen registrado con el identificador Pc12g16510, presenta homologia con RsmaA,
proteina similar a Yap3 que regula el metabolismo secundario en A. nidulans, A. fumigatus y
Pestalotiopsis fici, tiene una longitud de 1031 pb codificando una proteina de 299 aminoacidos, en
esta secuencia se localizé en la parte central un dominio bZIP. Esta proteina presenta una identidad
con RsmA de A. nidulans de 59.4%, un 43.2% de identidad con PfZipA (ortélogo de RsmA) de P. ficiy
la mayor similitud en el genoma de S. cerevisiae es con Yap3p con un 23.4% de identidad, con Fcr3p

de Candida albicans se observd una identidad de 29.1%.

Pc12g16510 es otro candidato para unirse a la secuencia TTAGTAA por ser ortdlogo de RsmA que se
une in vitro a una secuencia TTAGTAA en el promotor del gen regulador del grupo de
esterigmatocistina AfIR de A. nidulans (Yin et al. 2012) y que para este estudio lo llamaremos Pc-

rsmA.

Un gen registrado con el identificador Pc21g08330, con una longitud de 960 pb y que codifica para
una proteina de 319 aminodcidos, presenta una identidad de 45.8% con Atf21 de Aspergillus flavus,
AtfB de A. parasiticus y AtfB de A. oryzae, 58.7% de identidad con Atf21 de Aspergillus clavatus y
54.9% de identidad con Atf21 de A. fumigatus.
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Otro factor de transcripcidn involucrado en la respuesta a estrés oxidante en algunos Aspergilli es
AtfB/Atf21 (Hong et al. 2013, Fountain et al. 2016), perteneciente a la familia de factores de
transcripciéon ATF/CREB (Hai and Curran. 1991) que se unen como homo o heterodimeros a la
secuencia consenso TKACGTMA que coincide con la secuencia reguladora TTAGTAA, con la adicién
de una base S, una de estas secuencias es TTACGTAA que se encuentra en la region promotora del
gen penDE en la posicion -697 corriente arriba del coddn de inicio ATG, por lo tanto, decidimos

nombrar a la proteina que codifica Pc21g08330 como PcAtf21.

Esta informacion respaldada con literatura plantea la posibilidad de que uno o varios de estos genes
de P. chrysogenum regulan el metabolismo secundario, en particular la produccion de penicilina, y
ademds estdn involucrados en la respuesta a estrés oxidante, por lo que a través de anélisis

experimentales y bioinformaticos se buscara determinar su participacién en estos procesos.

Los genes Pc20g15280, Pc12g16510 y Pc21g08330 se clonaron en el plasmido pBLUESCRIPT KS+
para su conservacion y estas construcciones se usaron como molde para la amplificacion por PCR
de los fragmentos necesarios para obtener pldsmidos de silenciamiento y sobreexpresién, ademas

de las construcciones para la expresion de proteina heterdéloga.

CONFIRMACION DE CEPAS CON LOS GENES SILENCIADOS Y SOBREEXPRESADOS

Después de la transformacién por protoplastos y la correspondiente seleccion indicada en
PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES se obtuvo un lote de aproximadamente 50 transformantes
silenciadas y sobreexpresadas. Se realizd una extraccion de DNA para llevar a cabo reacciones de
PCR buscando amplificar fragmentos determinados que revelaran la transformacion exitosa de las

cepas Wis54-1255 y Wis54-1255 pyrG.

En el caso de las cepas silenciadas, como se muestra en la figura 8, se confirmaron y seleccionaron
dos transformantes de cada gen, en el caso del gen Pc-yapl se buscaron aquellas muestras que

amplificaran un fragmento de 709 pb y con Pc-rsmA las que amplificaran un fragmento de 660 pb.
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Figura 8. Confirmacion por PCR de cepas silenciadas de los genes Pc-yapl y Pc-rsmA. A Diagrama de la regién dentro del plasmido
pGpdPki-RNAi donde se encuentran enfrentados los promotores gpd y pkiy donde se insertaron los fragmentos de silenciamiento de los
genes Pc-yaply Pc-rsmA, también se indican los tamafios de amplicones esperados con los oligonucledtidos Gpd1(pkil)R y Pkil(gpd1)R si
se integraron los plasmidos pGpdPki-RNAi/PcYap1 o pGpdPki-RNAi/PcRsmA en el proceso de transformacidn por protoplastos en Wis54-
1255 y de los controles de PCR. B Gel de agarosa con los productos de PCR donde se usé como DNA molde en C*: Plasmido de
atenuacién pGpdPki-RNAi purificado y sin inserto (251 pb), C*: DNA gendmico de P. chrysogenum Wis54-1255 transformado con el
plasmido de atenuacion pGpdPki-RNAi vacio (251 pb), C: DNA gendmico de P. chrysogenum Wis54-1255 sin transformar (sin amplicon). C
Gel agarosa con los productos de PCR donde se usé como molde DNA gendmico de un lote de silenciadas de Pc-yapl. D Gel agarosa con
los productos de PCR donde se usé como molde DNA gendmico de un lote de silenciadas de Pc-rsmA. Para todos los geles, M: Marcador
de peso molecular GeneRuler de 1 kb (Thermo Scientific). En circulos rojos se marcan las cepas silenciadas que se eligieron para
posteriores analisis.

En la figura 9 se muestran las transformantes que se seleccionaron después de amplificar por PCR
los fragmentos deseados para confirmarlas como cepas de sobreexpresion, con el gen Pc-yapl se

buscé un fragmento de 604 pb y con Pc-rsmA un fragmento de 571 pb.
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Figura 9. Confirmacion por PCR de cepas sobreexpresadas de los genes Pc-yaply Pc-rsmA. A Diagrama de la fusion del Ppki en el codon
de inicio ATG de Pc-yap1 o Pc-rsmA para los pldsmidos de sobreexpresion, también se indican los tamafios de los amplicones esperados
con determinados pares de oligonucledtidos para la confirmacion de OE::PcYaply OE::PcRsmA. B Gel de agarosa con los productos de
PCR del fragmento esperado con los oligonucledtidos Pkil(gpd1)F y OE::Pcyapl-R para la confirmacion de OE::PcYapl, carriles A a F: DNA
genomico de transformantes OE::PcYap1, C: DNA gendmico de P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG sin transformar. CA: DNA gendmico de
transformante con el plasmido PBKSpyrG vacio, C®: Plasmido pPyrG-pki::Pc-yap1 purificado. C Gel de agarosa con los productos de PCR
del fragmento esperado con los oligonucledtidos Pkil(gpd1)F y OE::RsmA-R para la confirmacion de OE::PcRsmA, carriles A a H: DNA
gendmico de transformantes OE::PcRsmA. D Gel de agarosa con los productos de PCR del fragmento esperado con los oligonucledtidos
Pkil(gpd1)F y si-RSMA-R para la confirmaciéon de OE::PcRsmA, carriles C a H: DNA gendmico de transformantes OE::PcRsmA, C: DNA
gendmico de P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG sin transformar. CA: DNA gendmico de transformante con el plasmido PBKSpyrG vacio, CB:
Pldsmido pPyrG-pki::Pc-rsmA purificado. Para todos los geles, M: Marcador de peso molecular GeneRuler de 1 kb (Thermo Scientific). En
circulos rojos se marcan las cepas silenciadas que se eligieron para posteriores andlisis.

A partir de un cultivo liquido con 100 mM de H,0; se extrajo RNA a las 36 h y una segunda
extraccion se realizd a las 60 h de un cultivo sin tratamiento de H,0, y se realizd6 una RT-PCR

semicuantitativa, a continuacién, se muestran los resultados obtenidos.

En la figura 10 se muestra los resultados de la RT-PCR de las cepas silenciadas de Pc-yapl, se
observa que la expresion de Pc-yapl a las 36 h disminuye un 75% para la mutante si-PcYap1-8 y un
25% menos para la mutante si-PcYapl-12 en comparacion con la cepa de control Wis54-1255, el
mismo fendmeno se observd a las 60 h con una disminucion del 69% en la expresion de Pc-yapl en

si-PcYap1-8 'y 75% menos en si-PcYapl-12.

La expresion de Pc-rsmA es indetectable en ambos tiempos de muestreo con esta técnica de
medicién. Estos resultados apuntan a la posibilidad de que PcYapl regule positivamente la

transcripcion de Pc-rsmA.
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Figura 10. RT-PCR semicuantitativa de las cepas silenciadas de Pc-yapl en cultivos de 36 h (con 100 mM de H.0:) y 60 h. Del lado
izquierdo se observa la intensidad de las bandas en un gel de agarosa de los productos de las reacciones de la RT-PCR, del lado derecho el
analisis densitométrico de las bandas, los resultados se normalizaron con la intensidad de las bandas del gen y-Actina gen que se expresa
constitutivamente. La cepa de referencia que se uso es P. chrysogenum Wis54-1155 (Carril W) con un valor de densidad = 100, Y8: cepa

si-PcYap1-8, Y12: si-PcYap-12.

Al medir los niveles de transcripcion de Pc-yapl en cepas atenuadas en el gen Pc-rsmA por RT-PCR

se pudo observar que la expresion de Pc-yapl fue menor en las cepas silenciadas en comparacion

con la cepa de control Wis54-1255 (Figura 11). A las 36 h con el tratamiento de H,0, la intensidad

de la sefial de Pc-yap1 se vio disminuida en alrededor del 65% para ambas cepas y a las 60 h la sefial

se reduce en mas del 80% para ambas cepas, este resultado indica que Pc-rsmA regula de manera

positiva la transcripcion

del gen Pc-yap1.
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Figura 11. RT-PCR semicuantitativa de las cepas silenciadas de Pc-rsmA en cultivos de 36 h (con 100 mM de H;0;) y 60 h. Del lado
izquierdo se observa la intensidad de las bandas en un gel de agarosa de los productos de las reacciones de la RT-PCR, del lado derecho el
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analisis densitométrico de las bandas, los resultados se normalizaron con la intensidad de las bandas del gen y-Actina gen que se expresa
constitutivamente. La cepa de referencia que se uso es P. chrysogenum Wis54-1155 (Carril W) con un valor de densidad = 100, R24: cepa
si-PcRsmA-24, R25: si-PcRsmA-25.

Para ambos casos al observar los resultados, la adicién de H,0,, induce una respuesta a estrés
oxidante lo que se ve reflejado en una mayor transcripcién de Pc-yapl y Pc-rsmA sin llegar a los

niveles de la cepa de control, esto por efecto del silenciamiento.

INFLUENCIA DEL ESTRES OXIDANTE SOBRE LA CONIDIACION Y PRODUCCION DE PENICILINA DE P.
chrysogenum Wis54-1255

En un cultivo complejo de produccién de penicilina de P. chrysogenum Wis54-1255 se probaron
varias concentraciones de H,0,: 25, 50, 100, 150 y 200 mM vy se midio la produccién especifica de
penicilinas. En estos cultivos, hasta 150 mM de H,0; no se vio un efecto sobre el desarrollo y la
biomasa del hongo, mientras que en 200 mM se observd un lisado de la biomasa. En la produccion
de penicilina a partir de 100 mM se puede observar en la grafica 1 un cambio importante en el
patrén de produccidon de penicilina a lo largo del tiempo cuando se compara contra el cultivo
control (0 mM) adelantandose desde las 24 h, donde se cuantificaron hasta 20 pg/mg de biomasa.
A las 48 h, se llega a triplicar la produccion, a las 72 h la produccién es de 1.3 veces mas con
referencia al control y finalmente a las 96 h ya no es significativa la diferencia de produccion, de
acuerdo con una comparacion multiple de Tukey-Kramer para determinar significancia estadistica

(P<0.05).

En 150 y 200 mM se adelantd e incremento la produccién de penicilina a las 24 y 48 h, sin superar
los resultados observados con 100 mM, y a partir de las 72 h la produccion decayd en comparacioén
al control. Con estos resultados podemos concluir que la adicién de H,0, induce la acumulacion de
ROS vy se regula positivamente la biosintesis de penicilina, siendo 100 mM la concentracién de H,0;
elegida para posteriores experimentos ya que equilibra la induccidon e incremento en la produccién

de penicilina sin llegar a dafiar el desarrollo del hongo.
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Grafica 1. Produccion de penicilina en P. chrysogenum Wis54-1255 bajo diferentes concentraciones de H,0, afiadido al inicio de un
cultivo sumergido. El grafico se basa en un triplicado bioldgico de cada condicion y las barras de error representan la desviacidn estandar.

También se analizd la respuesta al estimulo de la adicién de H,0, en el proceso de conidiacién,

usando medio de esporulacion, en la grafica 2 no se observa una diferencia significativa en los

tratamientos de 20, 50 0 140 mM de H;,0,, con 100 mM se incrementd

a produccion de conidios en

un 133% alas 72 h, 37% alas 96 h y a 155% a las 120 h. Con 180 mM de H,0; la conidiacién se vio
afectada de manera negativa, estos resultados reafirman a 100 mM de H,0, como la concentracion

ideal para posteriores analisis.
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Grafica 2. Produccién de conidios en P. chrysogenum Wis54-1255 bajo diferentes concentraciones de H,0: afiadido al medio de cultivo
sélido. El gréfico se basa en un triplicado bioldgico de cada condicidn vy las barras de error representan la desviacion estandar.

Pc-yap1 Y Pc-rsmA NO INFLUYEN EN EL DESARROLLO DEL MICELIO

Una vez que se confirmaron las mutantes: si-PcYap1-8, si-PcYap1-12, si-PcRsmA-24, si-PcRsmA-25,
OE::PcYapl-A, OE::PcYapl-E, OE::PcRsmA-C y OE::PcRsmA-H, se analizaron a profundidad
comparando siempre su comportamiento contra 2 cepas de control: P. chrysogenum Wis54-1255

para cepas silenciadas o P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG para cepas sobreexpresadas y la
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mutante con el plasmido de silenciamiento (pGpdPki-RNAi) o de sobreexpresién (PBKS-pyrG) pero
sin el inserto de cada gen para corroborar que los posibles efectos observados sean exclusivamente

por el cambio en la expresion de los genes y no por la integracién del plasmido como tal.

En una cinética de 144 h se midié el desarrollo radial en el crecimiento del micelio en medio PDA a

partir de una cantidad controlada de conidios.
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Grafica 3. Crecimiento radial, comparacion de cepas silenciadas de Pc-yap1y Pc-rsmA contra la cepa control P. chrysogenum Wis54-1255

y la transformante con el plasmido vacio pGpdPki-RNAi (C1). El gréfico se basa en un triplicado bioldgico vy las barras de error representan
la desviacién estandar.

No se observan diferencias significativas de las cepas silenciadas contra las cepas de control ni en la
comparacion entre las cepas de control a lo largo de la cinética (Grafica 3), de acuerdo con una
comparacion multiple de Tukey-Kramer para determinar significancia estadistica (P<0.05). El
crecimiento radial se observa desde las 24 h aumentando en promedio 21% a las 48 h, 47% mas de
crecimiento hacia las 72 h y posteriormente se observé un desarrollo de entre 30-40% cada 24 h

hasta el final de la cinética.

Pc-yap1 Y Pc-rsmA REGULAN POSITIVAMENTE LA CONIDIACION

Se evalud la capacidad de los conidios para germinar después de someterlos a estrés oxidante
provocado por diferentes concentraciones de H,0,, se analizaron las cepas de control y las cepas
silenciadas. En la gréfica 4 se puede observar un efecto negativo en general que se incrementa

conforme aumenta la concentracién de H,0, afiadido como tratamiento.

Con 100 mM de H,0; las silenciadas de Pc-yap1 pierden viabilidad en mas del 60% y las silenciadas

de Pc-rsmA la pierden en mas del 50%, si se compara con las cepas de control que pierden
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aproximadamente 35% de su viabilidad, resulta evidente que el silenciamiento merma la resistencia

al estrés oxidante de los conidios.

A partir de 130 mM de H,0; el efecto se vuelve mas notorio, las silenciadas de Pc-yapl pierden
viabilidad en mas del 90% vy las silenciadas de Pc-rsmA la pierden en mas del 80%, mientras que las

cepas de control pierden 65% de viabilidad y a partir de 160 mM la viabilidad practicamente se

pierde para las cepas silenciadas.
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Grafica 4. Efecto del silenciamiento de Pc-yaply Pc-rsmA en la viabilidad de conidios sometidos a estrés oxidante con la adicién de H,0,

en diferentes concentraciones, el grafico muestra el porcentaje de conidios capaces de formar colonias respecto al nimero inicial de
conidios inoculados. El grafico se basa en un triplicado bioldgico y las barras de error representan la desviacion estandar.

Se montd una cinética de conidiacidén de 120 h para monitorear la generacion de conidios, también
era importante determinar si el estrés oxidante afectaba el proceso de conidiacién y de ser asi en

gué nivel, por lo que, se probaron diversas concentraciones de H,0, y se observo el efecto causado.

En la figura 12 se puede observar como afecta el silenciamiento de ambos genes en la conidiacion

cuando se compara en dos tiempos diferentes contra cepas de control.

Wis54-1255 si-PcYap1-8 si-PcYap1-12 si-PcRsmA-24  si-PcRsmA-25

1000000

120h

Figura 12. Colonias de cepas de control, cepas silenciadas del gen Pc-yap1 y cepas silenciadas del gen Pc-rsmA. Se inocularon 4 plL de una

suspension de 1x10* conidios/mL en el centro de placas Petri con medio Power y se incubaron a 28 °C para fotografiarlas a las 72 y 120 h.
C1: Wis54-1255 transformada con el plasmido pGpdPki-RNAi vacio.
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Analizando la cinética de la grafica 5 se observa que las cepas de control no presentan diferencias
significativas entre ellas teniendo desarrollo de conidios a partir de las 48 h e incrementando la
cuenta aproximadamente en 1 orden de magnitud cada 24 h. En la condicién control, es decir sin
H.0,, en las cepas silenciadas de ambos genes la conidiacidn se ve retrasada hasta las 72 h donde la
silenciada si-PcYapl-12 tiene una cuenta de conidios 9 veces mas alta que los controles, si-PcYap1-8
y si-PcRsmA-24 producen 5 veces mas conidios y si-PcRsmA-25 tiene una produccion de 3.5 veces

mas, en comparacién siempre con las cepas de control.

Con el paso del tiempo se frena la produccién de conidios en las silenciadas, a las 96 h las cepas
control producen el doble de conidios que las silenciadas y a las 120 h las silenciadas quedan 4

veces por debajo en comparacién a las cepas de control.

Cuando se afiade H;0, a una concentracion de 20 mM no se ven cambios significativos si se
compara contra la condicion control, la conidiaciéon de las silenciadas se retrasa hasta las 72 h y se
ve disminuida en comparacién a las cepas de control, por lo que se considera que esta
concentracion no es suficiente para inducir estrés oxidante en la célula. Es el mismo caso cuando se
adicionan 50 mM de H,0,, el comportamiento de las silenciadas y los controles es similar cuando se

compara con la cinética de control.

Sin embargo, cuando se adicionan 100 mM de H,0; la respuesta tanto de las cepas de control como
de las silenciadas se modifica, los controles se siguen comportando estadisticamente de manera
similar entre ellos, pero si se comparan contra ellos mismos en la cinética sin H,0; a lo largo del
tiempo, la conidiacién sigue arrancando a las 48 h pero con incremento del 28%, el mayor
incremento se ha dado a las 72 h con un 125% mas de conidios, a las 96 h aumenta un 48% vy a las

120 h un 15%.
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Grafica 5. Produccion de conidios bajo condiciones de estrés oxidante con un gradiente de H.0, que va de 0 mM (control) a 180 mM
adicionado al medio de cultivo, se muestra el efecto del silenciamiento de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacion a las cepas control P.

chrysogenum Wis54-1255 vy transformante con el pldasmido pGpdPki-RNAi vacio (C1). Cada gréfico se basa en triplicados bioldgicos vy las
barras de error representan la desviacion estandar.

En el caso de las cepas si-PcYapl la conidiacidon arranca desde las 48 h a diferencia de las mismas
cepas en la cinética control y se observa ademds un incremento en la conidiacién del 3% en si-
PcYap1-8 y un decremento del 11% en si-PcYap1-12 a las 72 h, teniendo una cuenta mas alta que
las cepas control, si-PcYap1-8 aumenta un 35% y si-PcYap1-12 un 17% a las 96 h, a las 120 h ambas
silenciadas incrementan aproximadamente un 42% en comparacion a ellas mismas en la cinética

control.

Las cepas si-PcRsmA presentan un cambio aun mads drdstico cuando se comparan contra ellas
mismas en la cinética control, la conidiacién arranca desde las 48 h, a las 72 h si-PcRsmA-24
presenta un incremento del 42% v si-PcRsmA-25 del 30% con una cuenta de conidios mas alta que

las cepas de control en este punto, a las 96 h si-PcRsmA-24 presenta un incremento del 63% v si-
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PcRsmA-25 del 34% finalmente a las 120 h si-PcRsmA-24 presenta un incremento del 82% vy si-
PcRsmA-25 del 87%.

Cuando el tratamiento es con 140 mM de H,0, se sigue detectando un efecto en el proceso de
conidiacion, las cepas de control no presentan diferencias significativas entre si y cuando se
comparan con ellas mismas en la condicién de control la conidiacion se incrementa un 10% a las 24
h, 34% a las 48 h y a las 96 y 120 h no se ven diferencias con los mismos tiempos en la grafica

control.

Las silenciadas si-PcYapl presentan un retraso en la conidiacion hasta las 72 h, cuando se comparan
contra ellas mismas en la condicién sin H,0; en el caso de si-PcYap1-8 la conidiacion aumenta 28%,
35% y 14% a las 72, 96 y 120 h respectivamente; mientras que la si-PcYap1-12 conidia un 24%

menos a las 72 hy un 13% menos a las 96 h, aunque incrementa 8% a las 120 h.

Las silenciadas si-PcRsmA también presentan un retraso en la conidiacion hasta las 72 h, en la
comparacién contra la condicién control si-PcRsmA-24 incrementa la produccién de conidios un
30%, 64% y 54% a las 72, 96 y 120 h respectivamente, por otro lado, si-PcRsmA-25 tiene una alta
produccion de conidios sobre todo a las 72 h con un 82% mas de produccion, 19% mas alas96 hy

41% mas de conidios a las 120 h.

Aunque estos resultados son consistentes con el incremento en la concentracién de H,0, como
inductor de estrés oxidante no son tan marcados como con el uso de 100 mM, por lo que
probablemente 140 mM sea una concentracion lo suficientemente alta como para empezar a

causar dafio en la célula.

Finalmente se probd la concentracion de 180 mM de H,0, donde se observé un efecto negativo
sobre la conidiacién en comparacién con la cinética de control, las cepas de control retrasan el
inicio de la conidiacion hasta las 72 h ademas de disminuir la produccion de conidios comparandolo
contra los mismos controles sin la adicion de H,0, con una cuenta de 30% menos a las 72 h, 65%

menos a las 96 h y 60% menos a las 120 h.

Las si-PcYapl se ven aun mas afectadas, si-PcYap1-8 desarrolla conidios hasta las 72 h aunque 86%
menos que en este mismo punto en la cinética control, 53% menos a las 96 h y finalmente 57%
menos a las 120 h; por otro lado si-PcYap1-12 sigue el mismo comportamiento, retraso de la
conidiacion hasta las 72 h con una disminucion del 93%, 62% menos a las 96 h y 55% menos a las

120 h.
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En el caso de las si-PcRsmA se mantiene la misma tendencia de retraso y disminucion en la
conidiacidn, para si-PcRsmA-24 los conidios se producen en un 88% menos a las 72 h, 47% menos a
las 96 h y 51% menos a las 120 h comparando contra la misma cepa en la cinética control; para si-
PcRsmA-25 se cuantifico 76% menos de conidios a las 72 h, 65% menos a las 96 h y 56% menos a las

120 h como siempre en comparacion con la misma cepa en la cinética sin H,0..

Con estos resultados es claro que el H,0, a determinada concentracién afecta el proceso de
conidiacion, llegando a un punto en el que la concentracion del oxidante es lo suficientemente alta

como para ademas afectar el desarrollo de la célula.

REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE PENICILINA

Como parte de la normalizacién de datos se monitored la formacion de biomasa en la misma
cinética donde se midid la produccién de penicilina comparando la condicién control (sin H,03)

contra la adicién de 100 mM de H,0,.

0mMH,0, . 100 mM H,0,
120 4 12
’ o cgiddd 1Rl
) ETRT In )
= I :
£ 4( 1 L 4
0 U
0 24 48 72 96 120 0 24 A8 72 96
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
B Wis54-1255 | [« 0 si-PcYap1-8 si-PcYap1-12 si-PcRsmA-24 B si-PcRsmA-25

Grafica 6. Produccion de biomasa en medio liquido con adicion al inicio del cultivo de 0 mM (control) y 100 mM de H,0; para induccién
de estrés oxidante, se muestra el efecto del silenciamiento de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacién a las cepas control P. chrysogenum
Wis54-1255 y transformante con el plasmido pGpdPki-RNAi vacio (C1). Cada grafico se basa en triplicados bioldgicos y las barras de error
representan la desviacion estandar.

En la gréfica 6 se muestra el anélisis de las cepas silenciadas sin H,0,, las cepas de control no
muestran diferencias significativas entre si a lo largo del tiempo, el mayor incremento de biomasa
se da alas 24 h con un 87% mas en comparacién al tiempo O, a partir de las 48 h y hasta el fin de la
cinética el aumento de biomasa se da entre un 2% y 9%. Las cepas silenciadas, tanto de Pc-yap1
como de Pc-rsmA, presentan el mayor incremento de biomasa a las 24 h con un 56%, después de
las 48 h el aumento va de entre el 2% y 20% hasta el fin de la cinética. En términos generales en

cada punto de la cinética no se presentan diferencias significativas entre las cepas silenciadas y de
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control, de acuerdo con una comparacion multiple de Tukey-Kramer para determinar significancia

estadistica (P<0.05).

Cuando se adicionan 100 mM de H,0, (Gréfica 6) el comportamiento no varia de manera
importante, las cepas de control no presentan diferencias significativas entre si a lo largo de la
cinética, el mayor incremento de biomasa en todas las cepas se da a las 24 h con un aumento que
va del 65% al 82% aproximadamente, a partir de las 48 h y hasta el fin de la cinética el aumento de
biomasa en todos los casos se mantiene entre el 3% y 19%. Finalmente, cuando se hace la
comparacién contra la condicion control en ningin punto de la cinética con ninguna cepa se
detectan diferencias significativas en el desarrollo de la biomasa, de acuerdo con una comparacién

multiple de Tukey-Kramer para determinar significancia estadistica (P<0.05).

Dentro del mismo procedimiento experimental se midid la produccion especifica de penicilina.
Ademads de la condicidon control, sin adicion de H,0; se cuantificé la produccién de penicilina con la
adicién de 100 mM de H,0, al medio con el fin de determinar si esto afectaba la produccion y el

efecto del silenciamiento de los genes.

0mMH,0, - 100mM H,0,

Tiempo (horas) Tiempo (horas)
I Wis54-1255 Cc N si-PcYapl-8 si-PcYap1-12 si-PcRsmA-24 M si-PcRsmA-25 Il Wis54-1255 (sin H,0,)
Grafica 7. Produccion de penicilina en medio liquido con adicidn al inicio del cultivo de 0 mM (control) y 100 mM de H»0, para induccion
de estrés oxidante, se muestra el efecto del silenciamiento de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacién a las cepas control P. chrysogenum

Wis54-1255 y transformante con el plasmido pGpdPki-RNAi vacio (C1). Cada grafico se basa en triplicados bioldgicos y las barras de error
representan la desviacion estandar.

En la condicién sin H,0, (Grafica 7), en las cepas control se detecto la penicilina a partir de las 48 h,
llegando a un maximo de produccién a las 96 h y manteniéndose estable con +5% de variacién

aproximadamente hasta el final de la cinética.

En el caso de las cepas silenciadas si-PcYapl a las 48 h no presentan diferencias significativas en
comparacioén con las cepas de control, de acuerdo con una comparaciéon multiple de Tukey-Kramer

para determinar significancia estadistica (P<0.05). Sin embargo, a partir de las 72 h hasta el final de
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la cinética es evidente una disminucién en la produccién de penicilina en comparacion con las cepas

de control que va desde un 45% hasta un 75% menos.

Las cepas silenciadas si-PcRsmA siguen la misma tendencia, sin mostrar diferencias significativas a
las 48 h en comparacién con las cepas de control, de acuerdo con una comparacion multiple de
Tukey-Kramer para determinar significancia estadistica (P<0.05). A partir de las 72 h hasta el fin de
la cinética se observé un descenso de la produccion de entre el 38% y 63% para si-PcRsmA-24 y de

entre el 30% y 59% para si-PcRsmA-25.

Cuando el cultivo se somete a un tratamiento con H,0, (Grafica 7) y se compara con los resultados
del tratamiento control, se observa un adelanto en la produccién de penicilina a las 24 h en todas
las cepas, a las 48 h las cepas de control cuadruplican su produccion, la duplican a las 60 h y a partir
de 72 h producen 0.5 veces mas. Las silenciadas no presentan diferencias significativas, de acuerdo
con una comparacion multiple de Tukey-Kramer para determinar significancia estadistica (P<0.05),
por efecto de la adicion de H,0, a excepcién de si-PcRsmA-24 que incrementa su produccién entre
un 60% vy 98% entre las 48 h y 96 h, y si-PcRsmA-25 tiene un 60% mas de produccién a las 48 h pero

deja de ser significativo después de este punto.

En la comparacion entre cepas en el tratamiento de H,0,, las cepas de control no presentan
diferencias significativas entre si a lo largo de la cinética, si-PcYap1-8 muestra una produccién mas
baja entre un 60% y 91%, si-PcYap1-12 también produce entre 62% y 80% menos penicilinas, si-
PcRsmA-24 produce entre 13% y 67% menos y si-PcRsmA-25 entre 40% y 43% menos, esto es

cuando se comparan contra las cepas control en cada punto de la cinética.

En resumen, el silenciamiento de las cepas si-PcYapl y si-PcRsmA sufren un decremento importante
en la produccion de penicilina, la adicion de H,0, no parece tener un efecto positivo en la
produccion en las cepas silenciadas de Pc-yapl, pues se cuantificaron niveles similares en los
cultivos con vy sin H;0,. Sin embargo, en las cepas silenciadas de Pc-rsmA si es notorio el efecto

positivo en la produccién de penicilinas por adicion de H,0..
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PAPEL DE Pc-yap1 Y Pc-rsmA EN LA DEFENSA ANTE EL ESTRES OXIDANTE

Se midié la acumulacion de ROS en RFU (unidades relativas de fluorescencia)/g de biomasa a lo
largo del tiempo probando también la adicion de H,0, para observar un posible efecto en la

acumulacion interna de ROS.

SE8 - 0mMH,0, SE4E 7 100mM H,0,

' 2E+8

5E47

24 48 72 96 120 4 72 % 120

Tiempo (horas) empo (horas)
B wiss4-1255 WM C1 I si-PcYapl-8 si-Pc¥api-12 si-PcRsmA-24 [l si-PcRsmA-25
Grafica 8. Acumulacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), expresadas en unidades relativas de fluorescencia (RFU) por gramo de
biomasa (como peso seco), en medio liquido con adicién al inicio del cultivo de 0 mM (control) y 100 mM de H,0; para induccién de
estrés oxidante, se muestra el efecto del silenciamiento de Pc-yap1y Pc-rsmA en comparacion a las cepas control P. chrysogenum Wis54-

1255 y transformante con el plasmido pGpdPki-RNAi vacio (C1). Cada gréfico se basa en triplicados bioldgicos y las barras de error
representan la desviacion estandar.

En el caso de la condicion de control, la acumulacién de ROS no presenta diferencias significativas
entre las cepas de control a lo largo de la cinética (Gréfica 8), de acuerdo con una comparacién
multiple de Tukey-Kramer para determinar significancia estadistica (P<0.05). Se cuantificaron ROS
desde las 24 h, con una acumulacién del 11% vy 19% a las 48 y 72 h y un descenso del 17% y 29% a
las 96y 120 h.

Durante toda la idiofase es importante mencionar que las cepas silenciadas, tanto de Pc-yapl como
de Pc-rsmA, mostraron una acumulacion mayor de ROS en comparacién a las cepas de control, en

ambas condiciones de cultivo (con y sin H,0,).

Cuando se comparan las cepas silenciadas se observd que si-PcYap1-8 y si-PcYap1-12 no presentan
diferencias significativas entre si y acumulan mas ROS que las cepas de control con 48% mas a las
24 h, 40% mas a las 48 h, 56% mas a las 72 h, 65% mas a las 96 h y de 77% mas a las 120 h. El caso
de las si-PcRsmA-24 y si-PcRsmA-25 es similar, sin diferencias significativas entre ellas, pero con una
mayor acumulacion de ROS en comparacién con las cepas de control, 58% mas a las 24 h, 60% mas

alas48 h, 43% mas alas 72 h, 73% mas a las 96 h y 60% mas a las 120 h.

Cuando se adiciona H,0, en términos generales se incrementa la concentracién de ROS en las

células en comparacion a la cinética de control, entre 47% y 69% mas ROS en el caso de las cepas
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de control a lo largo de la cinética sin presentar diferencias significativas entre ellas. La cepa si-
PcYapl-8 sigue esta tendencia con un aumento en la concentracién de ROS entre 150% vy 16%, la si-
PcYapl-12 aumenta entre 171% y 25%, la cepa si-PcRsmA-24 acumula entre 87% y 29% mas ROS y
Si-PcRsmA-25 entre 149% y 11% mas, esto a partir de las 24 h y hasta el fin de la cinética con

respecto a las mismas cepas en la condicién control.

EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE Pc-yapl Y Pc-rsmA SOBRE LA CONIDIACION, PRODUCCION DE
PENICILINA Y RESPUESTA A ESTRES OXIDANTE

Se repitieron los mismos analisis de caracterizacion para las cepas sobreexpresadas con sus

respectivos controles y se obtuvieron los siguientes resultados:
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Gréfica 9. Crecimiento radial, comparacidén de cepas sobreexpresadas de Pc-yapl y Pc-rsmA contra la cepa control P. chrysogenum

Wis54-1255 pyrG vy la transformante con el plasmido vacio PBKSpyrG (C2). El grafico se basa en un triplicado bioldgico y las barras de
error representan la desviacion estandar.

En la grafica 9 se presenta el crecimiento radial de las cepas sobreexpresadas, se puede observar
que no hay diferencia significativa, de acuerdo con una comparacion multiple de Tukey-Kramer
para determinar significancia estadistica (P<0.05). El desarrollo se presenta desde las 24 h con el
mayor incremento en el crecimiento (77%) entre las 48 y 72 h, y a partir de este tiempo hasta las

144 h el crecimiento es en promedio del 16% cada 24 h.

Si se compara el crecimiento radial de las cepas silenciadas (Gréafica 3) contra las sobreexpresadas
se detecta un rezago en el desarrollo de las sobreexpresadas y sus controles creciendo un 11%
menos en promedio, aungue solo es significativo a partir de las 120 horas, de acuerdo con una

comparacion multiple de Tukey-Kramer para determinar significancia estadistica (P<0.05). Este
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menor desarrollo se podria atribuir al uso de diferentes cepas de P. chrysogenum en la

transformacién por protoplastos.

Con las cepas sobreexpresadas de los genes Pc-yapl y Pc-rsmA se siguid el mismo procedimiento
experimental para el monitoreo del proceso de conidiacién, probando la adicién de H,0, en un
rango de 20 mM a 180 mM como oxidante exdgeno para observar si esto afectaba de manera

positiva o negativa la conidiacion.
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Grafica 10. Produccion de conidios bajo condiciones de estrés oxidante con un gradiente de H20, que va de 0 mM (control) a 180 mM
adicionado al medio de cultivo, se muestra el efecto de la sobreexpresion de Pc-yapl 'y Pc-rsmA en comparacion a las cepas control P.
chrysogenum Wis54-1255 pyrG y transformante con el plasmido PBKSpyrG vacio (C2). Cada grafico se basa en triplicados bioldgicos vy las
barras de error representan la desviacion estandar.

En la grafica 10, cuando no se adiciona H;0,, las cepas de control no presentan diferencias
significativas entre ellas a lo largo del tiempo, de acuerdo con una comparacién multiple de Tukey-

Kramer para determinar significancia estadistica (P<0.05). Iniciando el proceso de conidiacién a las
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48 h con una media de 4x107 conidios/mL que a las 120 h incrementan a una media de 1.5x108

conidios/mL.

En el caso de la cepa sobreexpresada OE::PcYapl-A esta no presenta diferencias significativas en
comparacioén con las cepas de control, mientras que OE::PcYapl-E muestra un incremento del 19%
alas 48 h, del 18% a las 72 h mientras que a las 96 h presenta un descenso del 21% y un descenso

del 10% a las 120 h.

Para OE::PcRsmA-C en comparacion con las cepas de control el incremento de la conidiacion es
desde las 48 h con una produccion de 30% mas, 105% mas conidios a las 72 h pero con un descenso
del 11% tanto en las 96 h como a las 120 h. OE::PcRsmA-H incrementa un 58% a las 48 h, 116% mas
a las 72 h, mientras que a las 96 y 120 h no se encontraron diferencias significativas en

comparacion con las cepas de control en estos mismos tiempos.

Cuando se agrega 20 mM de H,0; la cinética de conidiacion se ve afectada ligeramente, en la
comparacién con las mismas cepas de control sin la adicién de H,0; la conidiacién a las 48 h
disminuye un 28%, a las 72 h no muestra diferencias significativas, a las 96 h la conidiacion
desciende un 10% vy sin diferencias significativas a las 120 h. La OE::PcYapl-A no presenta
diferencias significativas en comparacion a ella misma en la condicién control mas que a las 72 h
con un descenso de la conidiacién del 12% vy a las 120 h con un descenso del 18%, en el caso de la
OE::PcYapl-E solo se ven diferencias a las 48 h con 21% menos conidios y a las 120 h con 15%
menos de conidios. Para OE::PcRsmA-C las diferencias se detectaron solo a las 48 y 72 h con un
descenso en la conidiaciéon del 39% y 44% respectivamente, mientras que OE::PcRsmA-H muestra
un descenso en el conteo de conidios del 16% a las 48 h, 25% menos a las 72 h, 14% menos a las 96
h'y 24% menos a las 120 h siempre comparando contra ellas mismas en los mismos tiempos en la

grafica control.

Con la adicion de 50 mM de H,0, las cepas control mantienen su comportamiento iniciando la
conidiacion a las 48 h, un incremento del 11% a las 72 h, sin diferencias significativas a las 96 h y un
descenso de 15% a las 120 h en comparacion a la gréfica control. Las cepas OE::PcYapl-A 'y
OE::PcYapl-E no presentan diferencias significativas en comparacién a ellas mismas en la cinética
control a excepcién de las 120 h con un descenso del 14% en la conidiacién, ademds no presentan
diferencias significativas a las 72, 96 y 120 h cuando se comparan contra las cepas de control en el
mismo tratamiento. Con OE::PcRsmA-C la conidiacidn se ve afectada con un descenso de 19% a las

48 h, 24% menos a las 72 h, 20% menos a las 96 h y 10% menos a las 120 h cuando se compara
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contra ella misma en la grafica control; OE::PcRsmA-H presenta un descenso de la conidiacién aun
mas marcado a lo largo del tiempo 34% menos a las 48 h, 26% menos a las 72 h, 25% menos a las

96 hy 22% menos a las 120 h.

En el tratamiento de 100 mM se detecta un incremento general en la conidiacidn, en el caso de las
cepas control el incremento se detecta a partir de las 72 h con un aumento del 22%, 15% mas a las
96 h, y del 16% a las 120 h en comparacion con la condicion control. Con OE::PcYapl-A el
incremento se nota partir de las 72 h con un 46% mas de conidios, 45% mas a las 96 hy 20% mas a
las 120 h; con OE::PcYap1-E la tendencia es la misma un aumento del 34% a las 72 h, 53% mas a las
96 h y 28% mas a las 120 h, siempre comparando las cepas contra ellas mismas en la gréfica
control. Para OE::PcRsmA-C el efecto en la conidiacion se detecta hasta las 96 h con un aumento del
33% y 34 % mas a las 120 h, igualmente OE::PcRsmA-H presenta un aumento a partir de las 96 h
con 20% mas conidios y 15% mas a las 120 h comparando con la grafica de la condicién control.
Ademds, cuando se comparan todas las cepas entre ellas en el tratamiento a lo largo del tiempo no

se encuentran diferencias significativas en el conteo de conidios.

Con un tratamiento de 140 mM de H,0; el efecto vuelve a ser negativo en términos generales
cuando se compara con los mismos tiempos en la grafica control, en el caso de las cepas de control
hay un descenso de entre el 10% y 15% a lo largo de la cinética. Con las cepas OE::PcYapl-A 'y
OE::PcYapl-E el descenso es del 32% a las 48 h, del 20 % a las 72 h, del 17% y 9% menos
respectivamente a las 96 h y del 12% menos a las 120 h. Para OE::PcRsmA-C y OE::PcRsmA-H el
descenso en la conidiacién es del 35% y 53% respectivamente a las 48 h, del 56% a las 72 h, 18%
menos conidios a las 96 h y del 16% menos a las 120 h, siempre comparando con la cinética de
control. También se detecté que a las 48 y 72 h no hay diferencias significativas entre las cepas en

este tratamiento.

Finalmente, con una adicién de 180 mM de H,0, se detecta una disminucion de la conidiacion de
las cepas de control que va del 30% al 50% menos, en comparacién con los mismos controles en la
condicion sin H,O,. Para OE::PcYapl-A el descenso de la conidiacion a lo largo de la cinética va del
24% al 32% y con OE::PcYapl-E la disminucion es del 80% a las 48 h, 54% menos a las 72 h, y del
23% alas 96y 120 h. Las cepas OE::PcRsmA-Cy OE::PcRsmA-H presenta un descenso del 81% y 75%
respectivamente a las 48 h, descenso del 73% en ambos casos a las 72 h, 35% y 43% menos
conidios a las 96 h y 22% y 46% menos a las 120 h, en comparacién con las mismas cepas en la

condicidn control.
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Con los resultados en el analisis de las cepas sobreexpresadas se confirma, aunque de manera
menos evidente que el H,O, a cierta concentracion afecta el proceso de conidiacion, siendo la
concentracion de 100 mM la idonea para posteriores analisis sobre las cepas sobreexpresadas.

0 - 0mMH,0, a0 - 100mMH,0,
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Grafica 11. Produccién de biomasa en medio liquido con adicién al inicio del cultivo de 0 mM (control) y 100 mM de H,0: para induccion
de estrés oxidante, se muestra el efecto de la sobreexpresion de Pc-yaply Pc-rsmA en comparacion a las cepas control P. chrysogenum

Wis54-1255 pyrG y transformante con el plasmido PBKSpyrG vacio (C2). Cada gréfico se basa en triplicados bioldgicos y las barras de
error representan la desviacion estandar.

El andlisis de produccion de biomasa de las cepas sobreexpresadas se muestra en la grafica 11 en el
gue se observa que, sin la adiciéon de H,0,, las cepas de control no muestran diferencias
significativas entre ellas, de acuerdo con una comparacién multiple de Tukey-Kramer para
determinar significancia estadistica (P<0.05). Los mayores incrementos de mg de biomasa/mL se
dan a las 24 h con un 34% de aumento vy a las 48 h con un incremento del 22%, en el resto de la

cinética el incremento de la biomasa es menos drastico con un aumento en promedio del 3%.

Las cepas OE::PcYapl-Ay OE::PcYapl-E presentan un incremento en la produccién de biomasa de
45% a las 24 h 'y de 52% a las 48 h, en el resto de los puntos de la cinética el incremento se da de
entre el 2% y 5%. Con OE::PcRsmA-C y OE::PcRsmA-H la tendencia es similar con un aumento de la
biomasa del 71% a las 24 h'y del 22% a las 48 h, a partir de las 60 h y hasta las 120 h el aumento de

biomasa va entre el 1% y 10%.

Cuando se adicionan 100 mM de H,0, se mantiene el mismo comportamiento tanto en las cepas de
control como en las sobreexpresadas con un aumento de entre el 33% y 47% a las 24 h, alas 48 h el
aumento va entre el 18% y 29% y a partir de las 60 h hasta el fin de la cinética el aumento es entre
el 1% vy el 14%. En el tratamiento las cepas de control no presentan diferencias significativas entre
ellas en toda la cinética y cuando se hace la comparacidon contra la condicién control ni las cepas de
control ni las sobreexpresadas de ambos genes presentan diferencias significativas a lo largo de
todos los puntos de las cinéticas, de acuerdo con una comparacion multiple de Tukey-Kramer para

determinar significancia estadistica (P<0.05).
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Grafica 12. Produccidon de penicilina en medio liquido con adicién al inicio del cultivo de 0 mM (control) y 200 mM de H20: para induccion
de estrés oxidante, se muestra el efecto de la sobreexpresion de Pc-yaply Pc-rsmA en comparacion a las cepas control P. chrysogenum

Wis54-1255 pyrG y transformante con el plasmido PBKSpyrG vacio (C2). Cada gréfico se basa en triplicados bioldgicos y las barras de
error representan la desviacion estandar.

En el caso de las cepas sobreexpresadas, al medir la produccién especifica de penicilina esta no
presenta cambios tan drdsticos (Grafica 12) como en el caso de las cepas silenciadas. En primer
lugar, las cepas de control no presentan diferencias significativas entre si a lo largo del tiempo y a
partir de las 60 h y hasta las 120 h la variacién en la produccion es de maximo 5%. A las 24 h y entre
las 72 y 120 h no hay diferencias significativas entre las cepas de control y las cepas
sobreexpresadas, a las 48 h las cepas sobreexpresadas presentan una mayor produccion en
comparacién con las cepas de control, OE::PcYap1-A produce 102% mas, OE::PcYapl-E 58% mas,

OE::PcRsmA-C 78% mas y OE::PcRsmA-H 81% mas.

Con la adiciéon de 100 mM de H,0, al medir la produccién de penicilinas y comparando contra la
cinética sin H,0; se detecta un aumento en la produccion a las 24 h de entre 40 y 60 veces vy las 48
h un aumento de entre 2 y 4 veces, en los demas puntos de las cinéticas no se encuentran

diferencias significativas como se puede ver en la grafica 12.

Cuando se hace la comparacién entre cepas dentro del tratamiento, las cepas de control no
presentan diferencias significativas entre ellas, de acuerdo con una comparaciéon multiple de Tukey-
Kramer para determinar significancia estadistica (P<0.05), a las 24 h las cepas sobreexpresadas
producen mas penicilinas que las cepas de control: OE::PcYapl-A produce 43% mas, OE::PcYapl-E
12% mas, OE::PcRsmA-C 26% mas y OE::PcRsmA-H 17% mas, mientras que a las 48 h OE::PcYapl-A
y OE::PcYapl-E producen 22% mas, OE::PcRsmA-C 12% mas y OE::PcRsmA-H 7% mas. En el resto de
los puntos de la cinética no se encuentran diferencias significativas entre las cepas de control y las

cepas sobreexpresadas.
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Grafica 13. Acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), expresadas en unidades relativas de fluorescencia (RFU) por gramo de
biomasa (como peso seco), en medio liquido con adicién al inicio del cultivo de 0 mM (control) y 100 mM de H,0; para induccién de
estrés oxidante, se muestra el efecto de la sobreexpresion de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacion a las cepas control P. chrysogenum

Wis54-1255 pyrG y transformante con el pldasmido PBKSpyrG vacio (C2). Cada grafico se basa en triplicados bioldgicos y las barras de
error representan la desviacion estandar.

La medicion de ROS en las cepas sobreexpresadas sin H,O, muestra que en las cepas de control la
acumulacion de ROS a lo largo del tiempo no cambia significativamente, de acuerdo con una
comparacion multiple de Tukey-Kramer para determinar significancia estadistica (P<0.05), como se
observa en la gréfica 13. Las cepas sobreexpresadas tanto del gen Pc-yapl como de Pc-rsmA
acumulan menos ROS que las cepas de control, entre un 21% y 41% menos a partir de las 24 hy

hasta el final de la cinética.

Cuando se adiciona 100 mM de H,0, y se compara contra la cinética sin H,O; las cepas de control
acumulan mas ROS desde las 24 h con un 15% de incremento encontrando la diferencia mas grande
a las 96 h con 68% de aumento. En el caso de las cepas sobreexpresadas cuando se comparan
contra ellas mismas en la cinética de control la diferencia se detecta a partir de las 48 h con

incrementos desde el 50% hasta el 125%.

En la comparacion entre cepas con el mismo tratamiento los controles no presentan diferencias
significativas entre s a lo largo de la cinética, las atenuadas del gen Pc-yap1 acumulan entre 12% y
44% menos ROS que las cepas de controles entre las 24 y 96 h mientras que a las 120 h no hay
diferencias significativas. Las sobreexpresadas del gen Pc-rsmA producen entre 11% y 34% menos
ROS que las cepas control entre las 24 y 96 h pero a las 120 h OE::PcRsmA-H no presenta
diferencias significativas con las cepas de control en este mismo tiempo mientras que OE::PcRsmA-

C acumulan 13% menos ROS.
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REGULACION DE LA EXPRESION DE brlAY Pc-yapl

Con los resultados obtenidos en la cinética de conidiacién de las cepas silenciadas de Pc-yapl y Pc-
rsmA se planted un analisis por Northern blot para verificar la expresion del gen brlA, primer gen en
la via de la conidiacién, y determinar si este gen era el punto de regulacion. Se extrajo RNA a las 48
h, en el arranque de la conidiacion, y a las 120 h, momento de maxima expresion de brlA (Garcia-
Rico et al. 2008), se usaron dos cepas de control con diferente fondo génico: P. chrysogenum
Wis54-1255, como cepa de referencia para el nivel de expresion de briA y P. chrysogenum Wis54-
1255 PgalQ204L, cepa que expresa un alelo dominante activador del gen que codifica la subunidad
Ga de la proteina G heterotrimérica, ya que la activacién constitutiva de esta via da como resultado
la disminucion de la conidiacién hasta el punto de ser casi inexistente por la represion de la

expresion de brlA (Garcia-Rico et al. 2008).

Las cepas de control se compararon con las cepas silenciadas de Pc-yapl y Pc-rsmA, a las 48 h
(Figura 13A) la expresién de brlA no presenta diferencias significativas entre las cepas de control, y
se detectd una disminucion en la expresion del mismo gen en las cepas con silenciamiento, las
silenciadas de Pc-yapl presentan una disminucién en la expresion del 34-39% vy las silenciadas de

Pc-rsmA una disminucion del 15-20%.

La disminucién en la expresion de brlA se hace evidente a las 120 h (Figura 13B), la cepa de control
Wis54-1255 PgalQ204L, como era de esperar, tiene disminuida la expresion de brlA en un 80% en
comparacioén con la cepa Wis54-1255, las cepas silenciadas de Pc-yapl presentan una disminucion

del 62-76% en la expresion de brlA y las cepas silenciadas de Pc-rsmA una disminucion del 65-79%.
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Figura 13. Regulacion de la expresion del gen brlA A Northern blot con RNA extraido a las 48 h de las cepas silenciadas de Pc-yaply Pc-
rsmA en comparacion a las cepas control Wis54-1255 y Wis541255 PgalQ204L, como controles se muestra la carga de rRNA y la
expresion del gen y-actina para la normalizacion de los datos, a la derecha el analisis densitométrico donde se ajustd la 10D de la cepa
Wis54-1255 = 1 (ver materiales y métodos). B Northern blot con RNA extraido a las 120 h de las cepas silenciadas de Pc-yaply Pc-rsmA
en comparacion a las cepas control Wis54-1255 y Wis541255 Pga1Q204L, como controles se muestra la carga de rRNAy la expresion del
gen y-actina para la normalizacion de los datos, a la derecha el andlisis densitométrico donde se ajusto la IOD de la cepa Wis54-1255 = 1.
Los duplicados que se muestran en ambos casos son estadisticos, pero no bioldgicos.

La variacion en la expresion de brlA entre silenciados del mismo gen se puede justificar por los
diferentes niveles de atenuacion que se obtienen al transformar por RNAI y la disminucion en la

expresion es clara sefial de que brlA es el punto clave en la regulacion de la conidiacion.

Al estudiar los datos que se habian obtenido, donde ambos grupos de silenciados (si-PcYapl vy si-
PcRsmA) tienen una disminucion en la expresién de brlA se planted un segundo analisis por
Northern blot para el gen Pc-yap1 ya que se sospechaba que Pc-rsmA puede estar regulando de
alguna manera a Pc-yap1 y por lo tanto afectando de manera indirecta la expresion de brlA, para
este analisis se usé como cepa control a P. chrysogenum Wis54-1255. A las 48 h (Figura 14A) la
expresion de Pc-yapl se ve disminuida, en comparacion con la cepa control, la silenciadas de Pc-
yapl presentan un 15-22% menos de expresidn y las silenciadas de Pc-rsmA también expresan a Pc-

yapl un 13-17% menos.

En el andlisis de las 120 h (Figura 14B) las silenciadas de Pc-yapl presentan 52-67% menos de
expresion del gen Pc-yapl, en comparacion con la cepa control, y las silenciadas de Pc-rsmA
expresan un 47-72% menos a Pc-yapl. Estos resultados demuestran que Pc-rsmA regula a Pc-yapl,

lo que implica que la regulacién de Pc-RsmA sobre briA podria deberse a la regulacidn ejercida
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sobre Pc-yapl, sin descartar la posibilidad de que también regule directamente a brlA mediante

union a su promotor.
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Figura 14. Regulacién de la expresion del gen Pc-yap1 A Northern blot con RNA extraido a las 48 h de las cepas silenciadas de Pc-yaply
Pc-rsmA en comparacion a la cepa control Wis54-1255, como controles se muestra la carga de rRNA y la expresién del gen y-actina para
la normalizacion de los datos, a la derecha el andlisis densitométrico donde se ajustd la IOD de la cepa Wis54-1255 = 1 (ver materiales y
métodos). B Northern blot con RNA extraido a las 120 h de las cepas silenciadas de Pc-yapl y Pc-rsmA en comparacion a la cepa control
Wis54-1255, como controles se muestra la carga de rRNA y la expresion del gen y-actina para la normalizacion de los datos, a la derecha
el analisis densitométrico donde se ajustd la 10D de la cepa Wis54-1255 = 1. Los duplicados que se muestran en ambos casos son
estadisticos, pero no bioldgicos.
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VII. ANALISIS FUNCIONAL DE PROTEINAS
PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES'

MICROORGANISMOS

Pichia pastoris X-33 (fenotipo Mut+), levadura metilotréfica con capacidad para metabolizar
metanol como Unica fuente de carbono para experimentos de expresion heterdloga, que
proporciona muchas ventajas como sistema de expresion tales como procesamiento de proteinas,

plegamiento de proteinas y modificacién postraduccional.

CONDICIONES DE CULTIVO

P. pastoris X-33 se cultivé en medio YPD liquido o con 2% de agar para formaciéon de biomasa y

mantenimiento de la cepa.

Se usaron 50 mL de YPD-2% glicerol para el crecimiento celular de una transformante inoculando
con una colonia aislada incubando a 30 °C y 250 rpm hasta alcanzar una DOggo= 2-6. Las células se
recuperaron por centrifugaciéon a 5000 rpm, temperatura ambiente por 5 min y se resuspendieron
suavemente en 100 mL de medio YP con 1% de metanol en condiciones de esterilidad para la
induccion de la expresién heterdloga por 72 h, se afiadié 1% de metanol cada 24 h para compensar

el metanol consumido y evaporado incubando a 30 °Cy 250 rpm.

TRABAJO EXPERIMENTAL PREVIO

La obtencion del CDS de los genes Pc-yapl, Pc-rsmA y Pc-Atf21 de P. chrysogenum Wis54-1255, su
insercion en los plasmidos pPICZ A o pPICZ B y la clonacién en células electrocompetentes de P.
pastoris se desarrolla al detalle en la tesis de maestria CLONACION Y EXPRESION HETEROLOGA EN
Pichia pastoris DE LOS FACTORES TRANSCRIPCIONALES PcYapl, PcRsmA y AtfB DE Penicillium

chrysogenum.

* .re . . . ’ .
Los esquemas de los fragmentos amplificados por PCR, mapas de plasmidos y construcciones, asi como las secuencias de
oligonucledtidos usados experimentalmente en este apartado se encuentran detallados en Material suplementario.
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Mas detalles también se incluyen en el articulo: bZIP transcription factors PcYapl and PcRsmA link
oxidative stress response to secondary metabolism and development in Penicillium chrysogenum

(Pérez-Pérez et al. 2022).

EXTRACCION Y PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (IMAC) DE LAS PROTEINAS
PcYapl, PcRsmA y PcAtf21

Para la extraccién de proteina heterdloga, una vez inducida la expresion como se indica en
CONDICIONES DE CULTIVO, se siguié el protocolo del Pichia Expression Kit For Expression of
Recombinant Proteins in Pichia pastoris usando 20 mL de amortiguador de rotura pH 7.4, 10
gramos de perlas de vidrio y 50 pL de inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) en un tubo de 50 mL
agitando vigorosamente con un vortex en periodos de 30 seg intercalados con un bafio de hielo
para evitar calentar la muestra. El extracto crudo de proteinas se recuperd por centrifugacion a
5000 rpm, 4 °C por 15 min y se lavé con amortiguador de union pH 8 en unidades de ultrafiltracién
Amicon Ultra-15 de 10 kDa (Merck Millipore) hasta concentrar a un volumen final de 1 mL

aproximadamente.

Para la purificacién por IMAC se usé el kit de columnas Ni-NTA Spin 50 (Qiagen) equilibrando la
resina con amortiguador de unién pH 8, la columna con el concentrado de proteinas se mantuvo a
12 °C por 16 h aproximadamente, después se lavd con amortiguador de unién pH 8 suplementado
con diferentes concentraciones de imidazol (50 mM, 200 mM, 300 mM y 500 mM) para un
gradiente de purificacion por centrifugacién a 14000 rpm, 4 °C por 5 min, las fracciones obtenidas
se conservaron a 4 °C hasta su analisis por SDS-PAGE y cuantificacion por método de Bradford,

alicuotas de reserva se conservaron a -20 °C para posteriores analisis.

ENSAYO DE RETARDO EN GEL (EMSA)

Para determinar posibles sitios de unién de las proteinas PcYapl, PcRsmA y PcAtf21 se disefiaron
sondas especificas y mutadas, usando ademas sondas control para la validacion de los
experimentos. Dependiendo del tamafio de cada sonda se amplificaron por PCR (mas de 80 pb) o
por hibridacion de dos oligonucledtidos complementarios (menos de 60 pb), el marcaje se realizod

con Biotina-11-UTP siguiendo el protocolo indicado en el kit Biotin 3° End DNA Labeling (Thermo
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Scientific). Para los ensayos de retardo es necesaria una sonda de doble hebra por lo que una vez
hecho el marcaje se realizd el alineamiento mezclando concentraciones iguales de cada sonda
(forward y reverse), se desnaturalizaron a 90 °C, posteriormente se enfrio en razén de 1 °C por min
hasta llegar a la Tm de las sondas y se mantuvo en esta temperatura por 30 min, finalmente se
enfrio en razén de 1 °C por min hasta llegar a T, (22 °C aproximadamente) y se almacenaron a -20

°C hasta su uso.

Se prepard un gel de poliacrilamida nativo al 5% (H20 6.25 mL, TBE 5X 2 mL, Acrilamida/BIS 29:1 al
40% 1.25 mL, sonicando 10 min y se afiadid APS 0.025g/500 pL H,O, TEMED 6 ulL) y se precorrié por
60 min a 100 V en una cdmara Mini-Protean Tetra System (BIO-RAD) con TBE 0.5X frio, las
reacciones se prepararon como se indica en la tabla 3 sin usar ningun tipo de agitacion mecdnica

mas que un suave pipeteo y evitando calentar los componentes con el calor de las manos:

COMPONENTE VOLUMEN
H20 miliQ 6 uL
Amortiguador de union 10X 2 uL
Glicerol al 50% 4 uL
MgCl2 100 mM 1pL
Sonda -Biotinilada (20 fmol) 4 uL
Proteina purificada (10 pg) 3L

Tabla 3. Componentes de una reaccién de union con un volumen final de 20 pL, cada componente se descongela paulatinamente en una
cama de hielo para evitar la degradacion.

Las reacciones se mantuvieron a temperatura ambiente por 20 min y se afiadié 5 pL de tampdn de
carga a cada reaccién mezclando con pipeteo suave, una vez precorrido el gel se lavaron los pozos,
se cargaron las reacciones de unioén y se corrieron a 80 V hasta que el azul de bromofenol migro %

del gel.

Para la transferencia se usd una membrana de nylon Amersham Hybond-N+ previamente
equilibrada en TBE 0.5X por 10 min, se intercalaron las esponjas, gel, membrana y papel secante en
una unidad de transferencia electroforética Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIO-RAD)

y se transfirié en TBE 0.5X frio a 380 mA constantes por 60 min.

Una vez terminada la transferencia se elimind de la membrana el exceso de TBE con papel

absorbente y se realizé el entrecruzamiento por 10 min en el UVC 500 Crosslinker para fijar la sonda
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de DNA a la membrana. Para la deteccion de la sefial se siguid el protocolo indicado por el kit

Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module y una cdmara CCD Kodak.

ENSAYO DE OXIDACION DE PROTEINAS PURIFICADAS

Con las proteinas purificadas y resuspendidas en amortiguador de unién pH 8 con 300 mM de
imidazol se analizd su papel como sensores de ROS in vitro por exposicion a H,0,, adaptando

metodologias previamente descritas por Delaunay et al. (2000) y Wood et al. (2004).

Se usaron geles SDS-PAGE al 10% en condiciones no reductoras con 25 pg de proteina PcYapl o
PcRsmA, probando por un lado un gradiente de H,03: 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 400 uM,
800 uM mezclando cada una de estas concentraciones con la proteina (PcYapl o PcRsmA) por

pipeteo suave usando un tiempo de exposicién de 15 min a temperatura ambiente.

Ademds se probaron diferentes tiempos de exposicién y la adicion de proteina control (sin
tratamiento de H,0;) para poder detectar la diferencia de movilidad por acciéon del tratamiento
bajo las siguientes condiciones, 25 g de proteina PcYapl o PcRsmA con 400 uM de H,0, con
tiempos de exposicion de 5, 15 y 30 min a temperatura ambiente, mas otras 3 reacciones
exactamente iguales a las cuales justo antes de cargar en el gel de poliacrilamida se les adiciond
otros 25 ug de proteina sin tratamiento mezclando bien por pipeteo suave, la corrida se realizé a

150 Volts por aproximadamente 90 min.

En un segundo experimento se usaron geles SDS-PAGE al 8% en condiciones no reductoras y
reductoras como control experimental, usando 15 ug de proteina PcYapl o PcRsmA, con la adicién
de 400 uM de H,0; a cada una de las proteinas (PcYapl o PcRsmA) por pipeteo suave y usando
diferentes tiempos de exposicién (5, 15 y 30 min) ademds de un control sin exposicion al H,0; todo
esto a temperatura ambiente, enseguida a las muestras para los geles reducidos se les agregd
buffer de carga con B-mercaptoetanol, se calentaron a 90 °C por 5 min y se cargaron en los geles de

poliacrilamida.

Para los geles no reducidos, a las muestras correspondientes se les afiadié buffer de carga sin B-
mercaptoetanol y se cargaron sin calentar en los geles de poliacrilamida correspondiente, se corrid

a 150 Volts por aproximadamente 90 min.
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Terminada la electroforesis se fijaron los geles y se tifieron con Blue Silver Coomassie (Candiano et
al. 2004) y se fotodocumentaron con la placa Molecular Imager Gel Doc EZ System simple tray

White (BIO-RAD).
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RESULTADOS

Después de la expresién de PcYapl, PcRsmA y Pcatf21 en P. pastoris se realizé una extraccion de
proteina total y se purificd utilizando un gradiente con diferentes concentraciones de imidazol
como se indica en Procedimientos Experimentales, las fracciones recuperadas se analizaron en SDS-

PAGE como se muestra en la figura 15.

Se pueden observar las bandas correspondientes a las proteinas PcYapl, PcRsmA y PcAtf21 con sus
respectivos pesos moleculares en kilodaltones considerando el peso que agrega la etiqueta c-myc-
bxHis a cada una de ellas. Analizando estas purificaciones se eligié la fraccién de 300 mM para

trabajar en experimentos posteriores por el grado de pureza y concentracion de la proteina.
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Figura 15. Purificacion de proteinas recombinantes PcYapl, PcRsmA y PcAtf21 etiquetadas con c-myc-6xHis. Carril M: 2 uL de marcador
Precision Plus Protein 250 kD (BIO-RAD), carril EC: Extracto crudo de proteina, las concentraciones de imidazol utilizadas fueron 100, 250,
300 y 500 mM para PcYapl::c-myc-6xHis, y 50, 200, 300 y 500 mM para PcRsmA::c-myc-6xHis y PcAtf21::c-myc-6xHis. Panel inferior
derecho, comparacién de tamafio entre PcRsmA::c-myc-6xHis y PcAtf21::c-myc-6xHis utilizando las fracciones con mayor porcentaje de
purificacién.

Una vez identificadas las fracciones con proteina parcialmente purificada se procedio a realizar los
EMSA necesarios para la confirmacién de hipotéticos sitios de unién para las proteinas PcYapl,

PcRsmA y PcAtf21.
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IDENTIFICACION DE SITIOS ESPECIFICOS DE UNION PARA PcYapl Y PcRsmA EN LA REGION
INTERGENICA pcbAB-pcbC

Partiendo del antecedente reportado por Kosalkova et al. (2000) que identificd la secuencia
TTAGTAA en la posicion 766-760 pb corriente arriba del codén ATG de inicio del gen pcbAB a la cual
se une un factor de transcripcion sin identificar que se nombré PTA1, se disefié una sonda de 28 pb
que incluyera esta secuencia de unién (TTAGTAA) que llamamos PTA1-WT y una segunda sonda de
28 pb nombrada PTA1-M1 con el cambio de bases en las posiciones 1y 6 para tener la secuencia
mutada CTAGTCA (Figura 16), y asi poder determinar la especificidad de unién. Esto con la finalidad

de identificar si el factor transcripcional PTA1 corresponde a PcYapl o PcRsmA.

ATG ATG

GCCAGTGTAAAATTAGTAACCGTATCTC Sonda PTAL-WT
GCCAGTGTAAAACTAGTCACCGTATCTC Sonda PTA1-M1

Figura 16. Esquema general de la regién intergénica pcbAB-pcbC indicando la posicion y la secuencia de las sondas PTA1-WT y PTA1-M1,
en color rojo se muestra la secuencia de union.

Con las sondas debidamente etiquetadas e hibridadas se probaron contra las proteinas PcYapl y
PcRsmA. Posterior a la incubacion se corrieron en un PAGE nativo (Figura 17) donde se puede
observar la unién de PcYapl a la secuencia TTAGTAA, pero no a la secuencia mutada CTAGTCA
(Figura 17A). Por otro lado, PcRsmA no se une a ninguna de las dos secuencias utilizadas (Figura

178).

Una vez comprobada la unién de PcYapl a la sonda PTA1-WT ahora era necesario analizar la
especificidad afiadiendo a las reacciones un exceso de sondas PTA1-WT y PTA1-M1 sin etiquetado,
denominadas sondas frias. En la figura 17C se puede observar la competencia entre las sondas
PTA1-WT* (biotinilada) y PTA1-WT (sonda fria) vista como una pérdida progresiva de sefial en la
unién proteina-sonda biotinilada cuando se incrementa la concentracion de sonda fria en la
reaccion, mientras que la sonda PTA1-M1 no compitidé contra PTA1-WT*, con este resultado

podemos afirmar que la unién de PcYapl a TTAGTAA es especifica.
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Sonda PTAL-WT 1 2 3 4 5

Sonda PTA1-WT + PcYapl

Sonda PTA1-M1 .

Sonda PTA1-M1 + PcYap1

-

Sonda PTA1-WT
Sonda PTAL-WT + PcRsmA
Sonda PTA1-WT + PcYap1

AW N =

Sonda PTA1-M1 + PcRsmA

o wN

Sonda PTA1-M1 + PcYapl

50X mmmp 200X
1 2 3 4 5 6 7 1. SondaPTA1-WT*
2. SondaPTA1-WT* + PcYapl
- -
- 3.  SondaPTA1-WT* + PcYapl + Sonda PTA1-WT (50X)
4. SondaPTA1-WT* + PcYap1 + Sonda PTA1-WT (100X)

SondaPTAT-WT* + PcYap1l + Sonda PTAT-WT (150X)

%)

Sonda PTA1-WT* + PcYap1 + Sonda PTA1-WT (200X)

Figura 17. EMSA para determinar la capacidad de unién de PcYaply PcRsmA a la secuencia TTAGTAA. A Reaccion de unidn positiva de
PcYapl a la sonda PTAL-WT que contiene la secuencia TTAGTAA y falta de unidn a la sonda PTA1-M1 que contiene la secuencia mutada
CTAGTCA. B Prueba de unidén de la proteina PcRsmA con las sondas PTA1-WT y PTA1-M1 usando como reaccion de control la proteina
PcYapl contra las mismas sondas. C Prueba de especificidad para la unién de PcYapl a la secuencia TTAGTAA donde PTA1-WT* se refiere
a la sonda etiquetada con biotina y PTA1-WT y PTA1-M1 son las “sondas frias” (sin etiquetado) que se adiciona en altas concentraciones
que van de 50X a 200X como se indica en la parte superior del gel.

N @

Sonda PTA1-WT* + PcYap1 + Sonda PTA1-M1 (150X)

Una vez confirmado este primer sitio de uniéon para PcYapl se decidié realizar un rastreo a lo largo
de toda la region intergénica pcbAB-pcbC para buscar otros posibles sitios de unién cubriendo una
region de 1062 pb. En una primera etapa se disefiaron oligonucledtidos (Suplemento 9) para
amplificar por PCR las siguientes sondas:

Sonda 1: 198 pb

Sonda 2: 195 pb

Sonda 3: 186 pb

Sonda 4: 185 pb

Sonda 5: 191 pb
Sonda 6: 203 pb

Estas sondas ademdas de cubrir toda la region intergénica pcbAB-pchC se disefiaron para
empalmarse unas sobre otras en sus extremos (Figura 18A), una vez amplificadas y etiquetadas con
biotina se hibridaron para poder usarse en reacciones de union contra PcYapl obteniendo solo una
interaccidn positiva con la sonda 5 (Figura 18B). En esta sonda se encuentra el sitio de unién
TTAGTAA por lo que se puede confirmar un solo sitio de unidén para PcYapl dentro de la region

intergénica pcbAB-pcbC.
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Figura 18. Analisis de la regidn intergénica pcbAB-pcbC para identificar posibles sitios de unién de PcYapl. A Esquema para representar la
ubicacién del conjunto de 6 sondas para un primer rastreo, se indica ademas la posicion de la sonda PTA1-WT y PTA1-M1 dentro de la
sonda 5. B EMSA con las reacciones de unién de PcYapl, los carriles 1 a 6 corresponden a reacciones de union entre las sondas 1 a 6 con
PcYaply como control el ultimo carril muestra la sonda 5 libre.

Hasta este punto se habia determinado lo siguiente: 1) PcYapl se une de manera especifica a la
secuencia TTAGTAA (Figura 17A), 2) PcRsmA no se une a la secuencia TTAGTAA (Figura 178), 3)
Haciendo un rastreo inicial en toda la region intergénica pcbAB-pcbC se confirmd la unién de
PcYapl a la sonda 5 que contiene la secuencia TTAGTAA, de la sonda PTA1-WT, como sitio Unico de
union (Figura 18B), 4) Experimentalmente pudimos concluir que PcRsmA es un regulador positivo
de la biosintesis de penicilina (Ver apartado: Andlisis de Regulacion de la Expresion Génica). Con
esta informacién se planted la posibilidad de que PcRsmA tenga un sitio de unién diferente dentro
de la region intergénica pcbAB-pcbC y/o su participacion en la regulacién sea de manera indirecta a

través de otros genes involucrados en la biosintesis de penicilina.

Asi que se realizé un EMSA primero de PcRsmA contra las 6 sondas que cubren toda la regién
intergénica pcbAB-pchC obteniendo un resultado positivo con la sonda 5 (Figura 19A). Un segundo
EMSA para reconfirmar la unién de esta sonda tanto a PcYapl como a PcRsmA y para probar como
control positivo una sonda llamada AfIR-RsmA de 25 pb (Suplemento 9) que corresponde a una
regidn en el promotor del gen AfIR del cluster de esterigmatocistina de A. nidulans que contiene la
secuencia TGACACA (Figura 19B), la cual se habia comprobado que era un sitio de union de la

proteina RsmA en A. nidulans (Yin et al. 2012).
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PcRsmA +
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5
1 Sonda 5 + PcYapl
- 2 Sonda 5 + PcRsmA
- - 3 Sonda5
4 Sonda AfIR-RsmA + PcRsmA
- 5 Sonda AfIR-RsmA
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- A

Figura 19. Andlisis de la region intergénica pcbAB-pcbC para identificar posibles sitios de unién de PcRsmA. A EMSA con las reacciones de
unién de PcRsmA, los carriles 1 a 6 corresponden a reacciones de union entre las sondas 1 a 6 con PcRsmA. B EMSA para reconfirmar la
unién de PcYapl y PcRsmA a la sonda 5, como control positivo la sonda AfIR-RsmA que contiene la secuencia de union TGACACA para
RsmA en A. nidulans.

Con un resultado positivo para ambas proteinas contra la sonda 5 se decidid fragmentarla en 2
sondas nuevas nombrandolas dwPtal y upPtal (Figura 20A) para un nuevo analisis, PcCRsmA solo se
unié a la sonda upPtal (Figura 20B), en la secuencia de dicha sonda se encuentra el sitio de union

TTAGTAA de PcYapl.

A

ATG ATG
800 600 -400 -200 +1
pchbC «avusns ] ] ] l wsssss DCHAB
Sonda’s | Sondal
Sondaa
Sonda 5 |
upPtal
dwPtal

Sonda dwPtal+ PcRsmA
Sonda dwPtal
SondaupPtal + PcRsmA
Sonda upPtal

Figura 20. Identificacidn de posibles sitios de union para PcRsmA. A Disefio de las sondas upPtal y dwPtal dentro de la sonda 5 ubicada
en la region intergénica pcbAB-pcbC. B EMSA para PcRsmA contra las sondas dwPtal y upPtal.

WM

Analizando a detalle la secuencia de la sonda upPtal se encontrd la secuencia TGAGACA ubicada 68
pb corriente arriba de la secuencia TTAGTAA de PcYapl. TGAGACA es muy similar a TGACACA, sitio

de unién presente en el promotor del gen AfIR de A. nidulans para RsmA, y también es similar a las
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secuencias de union hipotéticas encontradas en un andlisis MEME de promotores regulados

positivamente en una cepa OE::rsmA de A. nidulans (Yin et al. 2012).

Siguiendo con la identificacién de una secuencia de unién para PcRsmA, a partir de la sonda upPtal

se disefiaron nuevas sondas que incluyen o excluyen la secuencia TGAGACA (Figura 21).

ATG ATG
-800 -600 400 200 i1
pcbc-----. ] ] ] ] --.--.pchB
Sonda3

i

[ TTAGTAA (PcYapl)
B TGAGACA (PcRsmA)

= o

upPtal
dwPtal
RsmA 2 TGTTTATGCTGAGACAACCTGGAGACATTATACGCTTGCAGCCCAGATGCTTACTG
RsmA-2A TATACGCTTGCAGCCCAGATGCTTACTG
RsmA2l CTGGAGACATTATACGCT TGCAGCCCAGATGCTTACTG
RsmA 2C__ TGTTTATGCTGAGACAACCTGGAG
RsmA2C M1 TGTTTATGCTGCGATAACCTGGAG

Figura 21. Disefio de sondas para identificacion del sitio de unién para PcRsmA en la regién intergénica pcbAB-pcbC, se muestra la
posicion de las primeras 6 sondas, enseguida se indica la secuencia y posicion de unién para PcYapl y PcRsmA (barras de color rojoy
verde) las pequefias barras ubicadas en la parte superior o inferior indican la hebra en la que se ubica la secuencia de unién. Se indica
también la posicion de las sondas upPtal y dwPtal junto con el disefio de las nuevas sondas que incluyen o excluyen la secuencia
TGAGACA a partir de la secuencia de la sonda upPtal.

El EMSA con las nuevas sondas arrojé un resultado positivo Unicamente con las sondas RsmA-2 y
RsmA-2C que contienen en su secuencia el sitio TGAGACA (Figura 22A). A continuacion, se
necesitaba confirmar la unién, asi como su especificidad por lo que se disefid una sonda con la
modificacion en las bases 3 y 6 convirtiendo el sitio en TGCGATA (sonda RsmA-2C-M1). A las
reacciones de unidon se les afiadié un exceso de sonda RsmA-2C y RsmA-2C-M1 sin etiquetar
(sondas frias). En la figura 22B se puede observar la competencia entre las sondas RsmA-2C*
(biotinilada) y RsmA-2C (sonda fria afiadida en concentraciones excesivas) como una pérdida
progresiva de sefial en la union proteina-DNA, mientras que la sonda RsmA-2C-M1 no compitié en
la reaccion ni se unid a PcRsmA. Lo que nos lleva la conclusién de que la unién de PcRsmA a

TGAGACA es especifica.
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Sonda RsmA-2C* + PcRsmA+ Sonda RsmA-2C (100X)

Sonda RsmA-2C* + PcRsmA + Sonda RsmA-2C (150X)

Sonda RsmA-2C* + PcRsmA + Sonda RsmA-2C (200X)

Sonda RsmA-2C* + PcRsmA + Sonda RsmA-2C-M1 (150X)
Figura 22. Identificacién de posibles sitios de unidn de PcRsmA en la regién intergénica pcbAB-pcbC. A Ubicacion de la secuencia de union
de PcRsmA,; las sondas que contienen la secuencia TGAGACA (RsmA-2 y RsmA-2C) estan unidas a PcRsmA, mientras que las sondas que
carecen de esta secuencia (RsmA-2A y RsmA-2B) no lo estan. B Ensayo de especificidad para la union de PcRsmA a la secuencia TGAGACA
presente en la sonda RsmA-2C-M1, donde RsmA-2C* y RsmA-2C-M1* se refiere a sondas etiquetadas con biotina; RsmA-2C y RsmA-2C-
M1 son las “sondas frias” (sin etiquetado) que se adiciona en altas concentraciones que van de 50X a 200X como se indica en la parte
superior del gel.

En la figura 21 se puede observar que la secuencia TGAGACA ademds de estar en la posicién -835
también se encuentra en la posicion -377 en orientacion inversa, esta segunda secuencia se
encuentra dentro de la sonda 3, con la cual se obtuvo un resultado negativo en el EMSA contra
PcRsmA (Figura 19A). Si solo una de las secuencias TGAGACA da resultados positivos podemos
inferir que el contexto de dicha secuencia en dos posiciones diferentes es importante y se necesitan

nucleotidos especificos adicionales que favorezcan la unién.

El hecho de que el sitio de unién confirmado para PcYapl (TTAGTAA) se encuentre tan cerca del
sitio de unién confirmado para PcRsmA (TGAGACA) planted la posibilidad de que ambas proteinas
interactden, de alguna manera, para poder unirse a sus respectivos sitios especificos en la regién
intergénica pcbAB-pcbC. Asi que se disefid un EMSA eligiendo las sondas ya probadas que contienen
alguno de los sitios de unién, o ambos, y se pusieron a interactuar con las proteinas PcYapl y

PcRsmA de manera individual y en conjunto (Figura 23), suponiendo que en el caso de que hubiera
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alguna interaccién esta se veria en forma de super-retraso en el PAGE nativo provocado por la

unién de cada proteina a su sitio especifico.

De las sondas utilizadas la Unica que contiene ambos sitios de union es upPtal y al reaccionar con
las proteinas PcYapl y PcRsmA por separado se obtiene un retraso normal si se compara con las
demas reacciones, pero al poner en la misma reaccion de unidon ambas proteinas aparece el super-
retraso. Esto, probablemente se deba a que al formarse el complejo proteinas-DNA fisicamente le
resulta mas dificil la migracién dentro de la malla del gel y no necesariamente por una interaccion

entre proteinas.

1. SondaRsmA-2 + PcRsmA

2. SondaPTA1-WT + PcYapl
- 3. SondaPIA1-WI + PcYapl + PcRsmA
Sonda RsmA-2C + PcRsmA

» A 2 S e

Figura 23. Analisis de una posible interaccion entre PcYaply PcRsmA al unirse a sus respectivos sitios de unién. Todas las sondas elegidas
contienen al menos uno de ambos sitios de union: PcYapl (PTA1-WT), PcRsmA (RsmA-2C) o ambos (upPtal), se probaron en reacciones
independientes para cada proteina y en conjunto. Se puede observar que no se produce ningln super-retraso como producto de la
interaccién aparente entre las proteinas cuando una de ellas reconoce y se une a su sitio especifico (carriles 3, 5), con la excepcion de la
reaccion que incluye a la sonda upPtal que contiene ambos sitios de unién (carril 8), sin embargo, esto no demuestra una interaccion
entre proteinas y se puede justificar por la formacién del complejo PcYapl-upPtal-PcRsmA.

SondaRsmA-2C + PcYapl + PcRsmA
SondaupPtal + PcYapl
SondaupPtal+ PcRsmA

® N oo u a

SondaupPtal + PcYapl + PcRsmA

CAPACIDAD DE UNION DE UN SITIO CRE DENTRO DEL PROMOTOR DEL GEN penDE A PcRsmA, PERO
NO A PcYapl O PcAtf21

El factor de transcripcién AtfB/Atf21, perteneciente a la familia de factores de transcripcion
ATF/CREB descrito en algunos Aspergilli (Hong et al. 2013, Fountain et al. 2016), se relaciona tanto a
la respuesta a estrés oxidante como a la regulacién del metabolismo secundario. Los factores de la
familia ATF/CREB se unen como homo o heterodimeros a la secuencia consenso TKACGTMA (Hai y
Curran. 1991), que coincide con la secuencia reguladora TTAGTAA en la regién intergénica pcbAB-
pcbC aunque con la presencia de una base S adicional. Por otro lado, la secuencia TTACGTAA esta

presente en la regién promotora del gen penDE en la posicion -697 desde el codén ATG de inicio,
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por lo que se planted analizar esta region promotora con la proteina PcAtf21 por considerarse un

homdlogo de AtfB.

Primero se corrié un EMSA de PcAtf21 contra las 6 sondas que cubren la region intergénica pcbAB-
pcbC (Figura 24), sin que se detectara una union proteina-DNA por lo que se descarté la posibilidad

de que PcAtf21 reconozca la secuencia TTAGTAA (dentro de la sonda 5) como sitio de unién.

S
\
< 1 2 3 4 5 6

»° Q. PcAtf21 +
G

Figura 24. Andlisis de la regidn intergénica pcbAB-pcbC para identificar posibles sitios de unién de PcAtf21 por EMSA, en el primer carril
como control positivo se muestra la unién de PcYapl a la sonda 5, los siguientes 6 carriles corresponden a reacciones de unién entre las
sondas 1 a 6 con PcAtf21.

Partiendo del promotor del gen penDE (Figura 25A) se disefié una sonda de 57 pb nombrada
penDE-CRE123 que contiene el sitio CRE: TTACGTAA ademads de dos secuencias similares a CRE
corriente arriba; para verificar especificidad de unién se disefié la sonda penDE-CRE123-M1 con el
sitio CRE mutado a CTACGTAA. También habia que establecer la funcionalidad de la proteina
PcAtf21 in vitro por lo que se uso la sonda control NorR4 (51 pb), cuya secuencia se encuentra
dentro del promotor del gen nor-1 de A. parasiticus y que contiene un sitio del tipo AP-1 (TGAGTAC)
y un sito del tipo CRE (TGACATAA) (Roze et al. 2011).

Las reacciones de union se disefiaron para usar los tres factores de transcripcion que estamos
estudiando con el fin de verificar si tienen un sitio de unién dentro del promotor del gen penDE. En
la figura 25B se puede observar el PAGE nativo de estas reacciones, donde solo PcRsmA se unid a la
sonda penDE-CRE123 pero no a la sonda mutada, asi que PcRsmA se une de manera especifica al
sitio TTACGTAA. En el caso de PcAtf21, al obtenerse un resultado positivo con la sonda de control
NorR4 pero negativo con la sonda penDE-CRE123 se plantea la posibilidad del requerimiento de un
sitio del tipo AP-1 que en conjunto con un sitio CRE o del tipo CRE favorece la unién. Esta idea se
fortalece con la falta de union de PcAtf21 dentro de la regidn intergénica pcbAB-pchC, que no

contiene un sitio del tipo CRE (Figura 24).
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Roze et al. (2011) demostraron esta hipdtesis para AtfB en A. parasiticus al confirmar la union de
AtfB a la sonda NorR4, estableciendo la necesidad de al menos un sitio del tipo AP-1 y de un sitio

del tipo CRE para que esta union tenga lugar.

A

Sitio CRE
AGGTCCTGCATTAGCGTACGCCCCAGGTTTAG A.TCAAAGTTTATATGTA Sonda penDE-CRE123

Sitio CRE mutado
AGGTCCTGCATTAGCGTACGCCCCAGGTTTAGATCAAAGICTACGTAATTTATATGTA  Sonda penDE-CRE123-M1

SitiotipoAP1 SitiotipoCRE

TTTCAACATTTCTTGAGTA]TTTTCTAAGCCG[TGACATAATGAACGGATCA SondaNorR4

B
123 4 56 78 910

Sonda penDE-CRE123

Sonda penDE-CRE123 + PcYapl
Sonda penDE-CRE123 + PcRsmA
Sonda penDE-CRE123 + PcAtf21
Sonda penDE-CRE123-M1

Sonda penDE-CRE123-M1 + PcYap1
Sonda penDE-CRE123-M1 + PcRsmA
Sonda penDE-CRE123-M1 + PcAtf21
NorR4

NorR4 + PcAtf21

BPNO DA WN

=0
8!

Figura 25. Identificacion de posibles sitios de unidn para PcAtf21 dentro del promotor de penDE. A Secuencias de las sondas disefiadas
para el EMSA donde: penDE-CRE123 contiene un sitio CRE (resaltado en rojo) y dos sitios del tipo CRE (resaltados en verde), penDE-
CRE123-M1 con la indicacién de los cambios de nucledtidos para la mutacién del sitio CRE (resaltado en azul), NorR4 como control con
un sitio tipo CRE (resaltado en rojo) y un sitio tipo AP-1 (resaltado en morado). B EMSA de las reacciones de unién de PcYapl, PcRsmAy
PcAtf21 contra las sondas del inciso A, NorR4 se usé como control positivo en el experimento.

REGULACION DE LA CONIDIACION A TRAVES DE LA UNION DE PcYapl A LA SECUENCIA ESPECIFICA:
TTACTAA EN EL PROMOTOR DE briA

Hemos podido confirmar que tanto PcYapl como PcRsmA estan involucrados en la regulacion del
proceso de conidiacidon de manera clara, por lo que investigamos de manera particular el promotor
del primer gen en la via central de la regulaciéon de la conidiacion: brlA. Este andlisis reveld la

presencia de un tipico sitio AP-1: TTACTAA ubicado 71 pb corriente arriba del codén de inicio ATG.

Se disefiaron las sondas AP1-brlA, ubicada entre -58 y -90 pb corriente arriba del codén ATG de
inicio de brlA, con la secuencia de union TTACTAA, y la sonda AP1-brlA-Mut con el cambio en 2
nucledtidos para obtener el sitio mutado TGACTAG. Estas sondas se probaron contra las proteinas
PcYapl y PcRsmA, en el EMSA se puede observar que solo se obtuvo una unién positiva entre la

sonda AP1-brlA con PcYapl, no asi con la sonda mutada (Figura 26).
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AAAACAATACAATTTACTAAAGTCCACTGGGCA SondaAP1-brlA
AAAACAATACAATTGACTAGAGTCCACTGGGCA  SondaAP1-brlA-Mut

Sonda AP1-brlA

Sonda AP1-brlA+ PcYapl
Sonda AP1-brlA + PcRsmA
Sonda AP1-brlA-Mut

Sonda AP1-brlA-Mut + PcYap1

A VA W N =

Sonda AP1-brlA-Mut + PcCRsmA

Figura 26. Identificacion de posibles sitios de unidn para PcYaply PcRsmA en el promotor de brlA, se muestran las sondas de prueba para
el EMSA: AP1-brlA y AP1-brlA-Mut, con el sitio AP1 resaltado en rojo y el cambio en dos nucledtidos para la sonda mutada resaltado en
azul, asi como el PAGE nativo de las reacciones de union.

Con este resultado, sumado a los obtenidos por cinética de condicion en diferentes fondos génicos
y Northern blot (Ver: Andlisis de Regulacion de la Expresion Génica), podemos concluir que la
conidiacion en P. chrysogenum es regulada por PcYapl y se ejerce a través de la regulacién en la
expresion del gen brlA, probablemente a través de la union al sitio TTACTAA ubicado en su
promotor, aungue no se debe descartar que PcYapl regule otros genes a lo largo del proceso de
conidiacion. Ademas, Pc-yapl estd regulado por PcRsmA, lo cual tiene también una incidencia en la

regulacién de la conidiacion (Figura 14).

ROS GENERADOS IN VITRO POR EXPOSICION A H,0, PROVOCAN CAMBIOS CONFORMACIONALES DE
PcYaplY PcRsmA

Teniamos demostrada la participacidon de PcYapl y PcRsmA en la defensa contra el estrés oxidante
in vivo, asi que se planted la posibilidad de analizar in vitro una posible respuesta al uso de H,0,

para estudiar el posible papel como sensores de ROS de PcYap1y PcRsmA.

Se utilizaron las proteinas PcYapl y PcRsmA incubdndolas con concentraciones crecientes de H,0,
por 15 min cargandolas posteriormente en un gel SDS-PAGE en condiciones no reductoras (ver
Procedimientos Experimentales). En la parte superior de la figura 27 se puede observar que a partir
de la concentracion 200 uM se afecta la movilidad de las proteinas migrando mas rapido en el gel,
con esta informacion se decidié usar la concentraciéon 400 uM con diferentes tiempos de

incubacion mas un control correspondiente a 0 min de incubacién, también se decidié mezclar
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ambas condiciones para poder observar en el mismo carril un cambio de movilidad si es que este
ocurriera, en estos geles se detecté un cambio con 15 y 30 min de incubacion con respecto al
control (0 min) logrando la ligera separacién de las bandas por un diferencial de migracion en la

malla del gel (parte inferior Figura 27).

Este cambio en la movilidad se puede interpretar como un cambio conformacional en las proteinas
inducido por la presencia de H,0; a partir de determinada concentracion y tiempo de exposicion, lo
que generd la formacién de enlaces disulfuro por condiciones oxidantes. Este fendmeno fue
descrito anteriormente en Yapl de S. cerevisiae, Wood et al. (2004) fusionaron a la proteina verde

fluorescente (GFP) un fragmento de Yapl, en especifico la regiéon que contenia los dos dominios

ricos en cisteinas, y se buscaron posibles cambios conformacionales al comparar células tratadas
con H,0, vy sin tratar, ademds los extractos de dichas células se procesaron en condiciones no
reductoras en geles SDS-PAGE, la detecciéon se realizé con un anticuerpo para GFP. Este
experimento mostré que el tratamiento con H,O; provocaba que PcYapl estuviera en una forma

oxidada con enlaces disulfuro por lo que migraba mds rapido en el SDS-PAGE.

PcYapl PcRsmA

[UM H,0,] [MMH,0,]

I 1 I I
50 100 200 400 800 kD M 25 50 100 200 400 800

75

37

25

| 400uMH,0, + tiempo deincubacién en minutos | | 400 uM H,0, + tiempo de incubacién en minutos |
+ control + control
(0min, 0 UM H,0,) (0 min, 0 UM H,0,)

I | |
kD M . 0 5 15 30 5 15 30
75 . < : )

—————— =
50 ; . b Mip

Figura 27. Cambios de movilidad en SDS-PAGE de PcYaply PcRsmA tratadas con un gradiente de H.O; antes de cargarlos en el gel, con el
fin de determinar en 15 min de exposicidn la concentracion adecuada para inducir un cambio de movilidad (paneles superiores). Ademas,
se probaron diferentes tiempos de incubacion (paneles inferiores), los tres carriles de la derecha se mezclaron con un control (sin H205)
para observar diferencia de movilidad. Los geles tenian una concentracién de acrilamida del 10%, se usaron 25 ug de proteina en cada
reaccion bajo condiciones reductoras, carril M: 2 uL de marcador Precision Plus Protein 250 kD (BIO-RAD).

Para confirmar nuestros resultados que son analogos a los presentados por Wood et al. (2004) se

corrieron nuevos SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras (Figura 28) usando un
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tratamiento con 400 uM de H,0, y diferentes tiempos de exposicion (0 a 30 min), observando un
cambio en la movilidad solo bajo condiciones no reductoras, al afiadir f-mercaptoetanol y calor se
rompen los enlaces disulfuro por reduccién de los residuos de cisteina lo que provoca un cambio

conformacional.

Bajo condiciones fisiolégicas normales Yapl en S. cerevisiae entra y sale del nucleo, los residuos C-
303 (N-terminal) y C-598 (C-terminal) son esenciales para la activacion de Yapl por H,0, ya que
forman un enlace disulfuro tras la oxidacién que resulta en un cambio conformacional
enmascarando el reconocimiento de la Sefial de Exportacién Nuclear (NES), ubicada en el C-
terminal, por parte de la exportina Crm1 y como consecuencia no hay exportacion desde el ndcleo

(Delaunay et al. 2000, Wood et al. 2004).

PcRsmA muestra la misma capacidad de deteccién de ROS con el correspondiente cambio
conformacional in vitro que PcYapl. North et al. (2011) identificaron a Yap3 en S. cerevisiae,
importante en la tolerancia a hidroquinona, inductor de estrés oxidante, localizandose en el nucleo
como respuesta especifica por adiciéon de hidroquinona, sin embargo, queda por dilucidar si el

mecanismo de localizacion es similar al de Yap1.

NO REDUCIDO REDUCIDO
400 pM H,0, + tiempo de incubacion en 400 uM H,0, + tiempo de incubacion en
minutos minutos
kD M 0 5 15 30 kD M 0 5 15 30

duc'\do

PCYa p 1 Re Reducido

Oxigs, -
o
400 uM H,0, + tiempo de incubacion en 400 pM H,0, + tiempo de incubacion en
minutos minutos
0 5 15 30 5 15 30
L 4
PC RsmA === Reducido

Figura 28. Cambios de movilidad en SDS-PAGE de PcYaply PcRsmA tratadas con 400 uM de H,0: y diferentes tiempos de exposicion (0 a
30 min) antes de cargarlos en el gel, se compararon condiciones reductoras (paneles del lado izquierdo) y no reductoras (paneles del lado
derecho). Los geles tenfan una concentracién de acrilamida del 8%, se usaron 15 pg de proteina en cada reaccion, carril M: 2 ulL de
marcador Precision Plus Protein 250 kD (BIO-RAD).
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VIII. ANALISIS BIOINFORMATICO
PROCEDIMIENTOS

Se planted realizar una serie de analisis bioinformaticos de PcYapl y PcRsmA aprovechando
diversas herramientas vy plataformas informdticas para aportar informaciéon sobre el
funcionamiento y comportamiento de nuestros factores de transcripcion dentro de la célula, que

ademds sirve de complemento a la informacién obtenida de manera experimental.

CONSERVACION DE CISTEINAS

Determinar la posible conservacién de cisteinas en la secuencia de aminoacidos de las proteinas
PcYapl y PcRsmA es vital ya que se ha descubierto su importancia como sensores redox, que a su
vez median los cambios conformacionales determinando la localizacién dentro de la célula (Mulford

and Fassler 2011).

En el servidor clustal Omega primero se hizo un alineamiento de PcYapl contra Yapl de S.
cerevisioge para encontrar la correspondencia de las cisteinas a lo largo de la cadena de
aminoacidos, y ubicando posibles interacciones que correspondan con las interacciones que

presenta Yapl de S. cerevisiae.

Se ha reportado ademds que en el caso de Yapl de S. cerevisiae el dominio C-terminal contiene 3
residuos de cisteinas que son necesarias para mantener a Yapl en el citoplasma (Kuge et al. 1997),

algo que también ocurre en Papl de S. pombe (Toda et al. 1992).

Por lo que, corriendo un segundo alineamiento ahora entre PcYapl de P. chrysogenum,
comparando contra Yapl de S. cerevisiae y Papl de S. pombe, se concentré la busqueda en el CRD

para ubicar estos 3 posibles residuos de cisteinas conservados.

NLS (SENAL DE LOCALIZACION NUCLEAR) Y NES (SENAL DE EXPORTACION NUCLEAR)

Muchos factores de transcripcion se mantienen en un estado inactivo en el citoplasma hasta que se
recibe una sefial que promueve su translocacion al nucleo, este transporte se lleva a cabo a través

del complejo de poros nucleares (NPC) donde se reconocen secuencias de sefial especificas que
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detonan la difusién desde y hacia el nucleo. Estas sefiales, cuando hay importacion se denominan
sefial de localizacion nuclear (NLS) y cuando hay exportacién se denominan sefial de exportacion

nuclear (NES) (Yan et al. 1998, Wood et al. 2004).

Asi, en estado inactivo la localizacién es normalmente citoplasmatica y se activan por translocacién

nuclear si las células se encuentran en un ambiente oxidante (Kuge et al. 1997).

Yapl de S. cerevisiae tiene una NES incrustada dentro de su dominio rico en cisteina (CRD), los
residuos de cisteinas sirven como sensores redox, formando puentes disulfuro, lo que determina la
accesibilidad de la NES y por lo tanto la ubicacion y actividad del factor de transcripcion (Yan et al.
1998). De ahi la importancia de ubicar hipotéticas NES y NLS dentro de la secuencia de aminodcidos
de PcYapl y PcRsmA, identificarlas nos acerca mas a conocer el comportamiento de estos factores

de transcripcion en la célula.

El servidor cNLS Mapper basado en T (Kosugi et al. 2009) permite la prediccion de importinas a-
dependientes de NLS, este método predictivo permite resultados precisos, sensibles y especificos

por sobre cualquier otro método.

Un score de 8, 9 o 10 habla de localizacién exclusivamente en el nucleo, un escore de 7 u 8 es
localizacion parcial en el nidcleo, mientras que un score de 3 a 6 se refiere a localizacidn tanto en el
nucleo como en el citoplasma, y aquellos con un score de 1 o 2 es localizacién exclusiva en el

citoplasma.

LocNES es una herramienta de Support Vector Machine (SVM) que localiza sefiales clasicas de
exportacion nuclear en cargas Crml. El exportador carioferina B Crml reconoce cientos de
proteinas de funcionamiento amplio, la mayoria de las cargas de Crm1 contienen las NES cldsicas
(también conocidas como NES ricas en leucina), un péptido con 8-15 aminoacidos, espaciados
regularmente con residuos hidréofobos conservados (Xu et al. 2015). LocNES predice hipotéticos NES
en una secuencia de aminoacidos y cuando esos NES tienen un score mayor a 0.1 es mas probables

g esos NES hipotéticos sean NES reales.

Ademas, se ha observado que el dominio rico en cisteinas orientado al carboxilo terminal (C-CRD) se
conserva para Yapl, Paply PcYapl. En el caso de Yap1 se ha localizado una NES dentro del C-CRD,
gue se conserva también para Papl, por lo que haciendo un alineamiento se buscd la NES

correspondiente para PcYapl.

105



RED DE ASOCIACION PROTE/NA-PROTEINA

Las proteinas y sus interacciones funcionales forman la columna vertebral de la maquinaria celular
(Szklarczyk et al. 2019) y la red que se forma con estas interacciones permite comprender los
fendmenos bioldgicos que ocurren. Con la base de datos STRING (v 11.0) se recopila de manera
integral todas las fuentes de informacién para predecir computacionalmente la interaccion
proteina-proteina, las interacciones incluyen asociaciones directas (fisicas) e indirectas

(funcionales).

Se realizé la busqueda con los identificadores de la proteina PcYapl (Pc20g15280) y PcRsmA
(Pc12g16510) registrados en el servidor del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
contra el microorganismo P. chrysogenum para obtener la red de asociacién proteina-proteina

vinculada a estos factores de transcripcion.

MODELADO DE PROTEINAS: PcYap1 Y PcRsmA

Modelar una proteina permite tener una prediccion del arreglo molecular a través del ensamblaje
de una secuencia de aminodcidos y su comparativa con otras estructuras similares, este contexto
permite estudiar su estructura tridimensional, funcién molecular y comportamiento (Singh and
Dominy 2010). Con este propdsito se planted la siguiente estrategia, partiendo de la secuencia de
aminoacidos subida en el servidor del NCBI con los identificadores Pc20g15280 para PcYapl y

Pc12g16510 para PcRsmA.

Para la determinacién de la estructura de PcYapl se uso el servidor I-Tasser (lterative Threading
ASSEmbly Refinement), el cual hace uso de la biblioteca LOMETS del PDB (Protein Data Bank), para
ubicar modelos de proteinas con estructuras secundarias o supersecundarias. Para el ensamblaje se
utilizdé el método de simulacién de intercambio de réplica de MonteCarlo para obtener modelos
completos. En caso de no encontrar informacién suficiente, la construccién se realizd identificando

estados de baja energia libre, seguido de un perfeccionamiento a nivel atdmico del modelo.

La calidad del modelo se determind con puntaje de confianza (C-score) que se calcula en funcion de
las alineaciones y el ensamblaje de la estructura, con un intervalo de [-5,2]. Cuanto mayor sea el
valor C-score se considera que la confiabilidad del modelo es mayor. El modelo resultante se

descargd en formato .pdb y se visualizd con el software Chimera 1-15 rc. |-Tasser utilizd diez
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modelos diferentes que fueron previamente cristalizados para resolver la estructura asociada a la
secuencia proporcionada de PcYapl. Al correr un blast en el NCBI se encontrd que dos estructuras
relacionadas ya fueron cristalizadas de manera parcial, Yapl de S. cerevisiae y Papl de S. pombe,

dichas estructuras fueron utilizadas por I-Tasser para la elaboracién del modelo.

Con la proteina PcRsmA se siguieron dos estrategias diferentes para la obtencion de un modelo
confiable; en la primera estrategia se uso el software Modeller 9.25. A través del entorno gréfico
qgue proporciona Chimera 1.15 rc, se corrid un blast para encontrar en el PDB alguna proteina
similar, de la cual ya existiera una estructura resuelta. Se obtuvo sélo una proteina cristalizada
candidata: Papl de S. pombe, después se hizo un alineamiento de secuencia y finalmente se
generaron tres probables modelos seleccionando el que mejor se ajustara a los parametros

elegidos.

En la segunda estrategia se uso el servidor de Swiss-Model, se corrid un blast utilizando la base de
datos del NCBI buscando Unicamente aquellas proteinas que tuvieran una estructura resuelta en el
PDB, encontrando coincidencias con Papl de S. pombe. Para seleccionar el mejor modelo se
considerd la calidad del gréfico, el cual, muestra la similitud de cada residuo con respecto a la
estructura nativa (valores mayores a 0.6 y cercanos a 1 se consideran buenos modelos), asi como
también los modelos que fueron empleados por el servidor como referencia (en este caso se usé el

molde de la proteina MAF-B -familia AP-1 en humanos-).

Se descargaron los archivos .pdb del modelo generado y de los modelos con estructura resuelta en

el PDB, estos fueron superpuestos y alineados en secuencia para ver su similitud.
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RESULTADOS

SITIOS CONSERVADOS IMPORTANTES PARA FUNCIONALIDAD DE PcYapl Y PcCRsmA
PcYapl

En Yapl de S. cerevisiae la interaccion cys303-cys598 es importante ya que bajo condiciones
oxidantes causadas por H;0, se forma el enlace disulfuro de dicha interaccién lo que provoca un
cambio conformacional que esconde la NES ubicada en el C-terminal. Esto provoca que la exportina
Crm1 no reconozca a Yapl y por lo tanto la exportacién desde el nlcleo no sucede (Yan et al. 1998,

Wood et al. 2004, Delaunay et al. 2000).

Corriendo los alineamientos pertinentes en Clustal Omega (Figura 29) se encontré que la
interaccién cys303-cys598 de Yapl corresponde con la interaccion cys394-cys529 en PcYapl y se
encontré una segunda correspondencia en la interaccién cys310-cys629 en Yapl con la interaccidén
cys401-cys562 en PcYapl, ademas se identificaron dos residuos de cisteinas libres en las posiciones

381y 553.

Analizando de manera mas especifica la regién correspondiente al C-CRD de PcYapl (P.
chrysogenum) contra Yap1l (S. cerevisiae) y Papl (S. pombe), se encontrd la correspondencia en la
conservacion de las cisteinas en las posiciones 529, 553 y 562, estas cisteinas son importantes
porque confieren regulacién mediada por estrés oxidante a través del control de la localizacién
celular (Kuge et al. 1997); se ha demostrado que bajo estrés oxidante se forman enlaces disulfuro
en dos o mas cisteinas del C-terminal y del N-terminal de Yap (Mulford and Fassler. 2011) sufriendo
una oxidacion directa. Esta forma oxidada es transcripcionalmente activa permaneciendo en el
nucleo debido a los cambios conformacionales que hacen imposible su interaccién con el receptor
de exportacion Crm1 y esto desencadena la activaciéon de un conjunto de genes importantes

implicados en la resistencia a oxidantes.

Como hemos visto, la entrada y salida del nucleo por el complejo de poros nucleares depende de la
disponibilidad de la NES o NLS para la translocacion hacia y desde el citoplasma. Muchos factores
de transcripcidn presentan esta caracteristica, por ejemplo, Yapl regula su localizaciéon en gran

medida a nivel de exportacidn nuclear (Yan et al. 1998).

En el analisis de PcYapl de P. chrysogenum (Figura 30) con un score de 6.0 se encontré la secuencia

EPTTKRKAQNR en la posicion 147, dentro del dominio bZIP, correspondiente a una sefial de
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localizacion nuclear (NLS), el score nos indica localizacién tanto en el nlcleo como en el citoplasma.

Esto se puede interpretar, al menos hipotéticamente, como que PcYapl tiene la capacidad de

translocarse libremente entre el citoplasmay el nucleo.
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Figura 29. Alineamiento en Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) de PcYapl de P. chrysogenum contra Yapl de S.
cerevisiae y Papl de S. pombe. Se muestra la conservacion de las siguientes regiones: dominio bZIP (azul), secuencia de importacion
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nuclear NLS (rojo), secuencia de exportacién nuclear NES (rosa), dominios ricos en cisteinas N-CRD y C-CRD (naranja vy lila) y en verde los
residuos de cisteina clave para la formacion de enlaces disulfuro descritos en Yap1.

Por medio de LocNES se encontraron 4 sefiales de exportacién nuclear hipotéticas y de acuerdo con
el score la NES en la posicion 190-204 con la secuencia QENGLLRAQVERLQYV, dentro del dominio
bZIP, es la que tiene mayor probabilidad de ser una NES funcional. Haciendo la busqueda por
alineamiento en el C-CRD se encontré una NES putativa en la posicion 542-556, con la secuencia
FRNGEIDVDNLCSEL, conservada con respecto a la que se identifica como NES funcional en S.

cerevisiae.

PcYapl muestra alta identidad con Yapl de S. cerevisiae y con Papl de S. pombe, se ha identificado
la conservacion de dominios que le pueden conferir funcionalidad a PcYapl: NES, NLS, bZIP, N-CRD

y C-CRD, esto se detalla en la figura 30.
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Figura 30. Secuencia de aminodcidos de PcYap1 resaltando: en rojo las NES con sus respectivos valores de score identificadas por LocNES;
en morado NES identificada en el alineamiento contra Yapl (S. cerevisiae) y Papl (S. Pombe) en clustal Omega; en naranja la NLS
identificada in silico por cNLS Mapper, en azul la region del dominio bZIP, dentro del dominio en recuadros verde fluorescente se resaltan
las lisinas y argininas de la region de unién a DNA y en recuadros amarillos fluorescentes las leucinas que permiten la dimerizacion
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(zipper); en celeste los residuos de cisteinas libre conservados, en verde claro y rosa las cisteinas conservadas que forman puentes
disulfuro (c394-c529 y c401-c562 respectivamente), entre corchetes grises el dominio Papl, en amarillo el N-CRD conservado y en fucsia
el C-CRD conservado.

PcRsmA

Analizando el alineamiento de aminodcidos de PcRsmA contra RsmA de A. nidulans, FCR3 de C.
albicans y Yap3 de S. cerevisiae (Figura 31), se encontraron dos residuos de cisteina conservados en
el extremo C-terminal, la cisteina de la posicién228 se conserva en RsmA de A nidulans vy la cisteina

de la posicion 271 se conserva en RsmA de A. nidulans y Yap3 de S. cerevisiae.

En Yap3 de S. cerevisiae estd identificada una CRD en el extremo N-terminal de la proteina, sin

embargo, visto el alineamiento, no se conserva para hongos filamentosos.
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Figura 31. Alineamiento en Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) de PcRsmA de P. chrysogenum contra RsmA de A.
nidulans, FCR3 de C. albicans y Yap3 de S. cerevisiae. Se muestra la conservacién de las siguientes regiones: dominio bZIP (azul),
secuencia de importacion nuclear NLS (verde); en rosa las secuencias de exportacién nuclear NES hipotéticas predichas por LocNES en
PcRsmA, dominio rico en cisteinas N-CRD de S. cerevisiae (naranja) que no se conserva en las demas proteinas del alineamiento y en
morado residuos de cisteina libres.

Con LocNES se encontraron 3 sefiales de exportacién nuclear hipotéticas, considerando el score, la

NES de la posicion 131-145 con la secuencia KEQHVRDLEDKVNNL tendria posibilidades de ser una

NES funcional. Sin embargo, la NES de la posicidon 254-268 con la secuencia GQLDIGDVTERLKGM es

la que se encuentra entre los dos residuos de cisteina conservados y que probablemente se podrian

ver afectados por la formacién de un enlace disulfuro.
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Con un score de 4.0 se encontré una NLS hipotética con la secuencia PAQSKRKAQNR en la posicion
111, el score nos indica localizacion tanto en el nucleo como en el citoplasma, sin embargo, no
podemos proponer un mecanismo especifico para la ubicacion y movilidad en el ndcleo de PcRsmA
con la informacién recabada. En la figura 32 se detallan los dominios identificados para PcRsmA.
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Figura 32. Secuencia de aminoacidos de PcRsmA resaltando: en rojo las NES con sus respectivos valores de score identificadas por
LocNES; en naranja la NLS identificada in silico por cNLS Mapper, en azul la region del dominio bZIP, dentro del dominio en recuadros
morados se resaltan las lisinas y argininas de la region de union a DNA y en recuadros amarillos fluorescentes las leucinas que permiten la
dimerizacién (zipper); en celeste los residuos de cisteina conservados y en verde claro la regién utilizada para el desarrollo del modelo de
la proteina.

INTERACCIONES HIPOTETICAS DE PcYapl CON OTRAS PROTEINAS

Por medio de la herramienta STRING se obtuvo la red de asociaciéon de proteinas vinculada a
PcYapl. En la figura 33 se pueden ver las diez proteinas involucradas que, de manera directa e
indirecta, basados en informacion experimental previa y métodos de prediccion computacional,

tienen potencial de interactuar con PcYap1.

La interaccion que se destaca por sobre las demads es la que sucede con la proteina Pc16g01720
ortdlogo en P. chrysogenum de una exportina Crm1, esta interaccidon apoya nuestra idea de que
PcYapl muy probablemente sigue un patron de activacion/localizacion nuclear similar a los

descritos para otros hongos.

Aunque en el ensayo de oxidacién (Figuras 27 y 28) se pudo demostrar que PcYapl tiene la
capacidad de detectar condiciones oxidantes y en consecuencia cambiar su conformacién, esto se
puede deber a las condiciones in vitro propias del experimento. Otra posibilidad es que ademas de

esta capacidad de deteccion directa, su activacion en la célula también se puede lograr a través de
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otros mecanismos como la oxidacién mediada por Gpx3, fendmeno descrito para Yapl en S.
cerevisiage (Delaunay et al. 2000), o por otras peroxiredoxinas como es el caso de Aspf3 de A.
fumigatus, sensor de ROS y que se requiere para la activacion y retencién nuclear de Afyapl

(Boysen et al. 2021).

El listado completo de proteinas que interaccionan con sus caracteristicas y dominios principales se

puede consultar en el Suplemento 10.

En el caso de la proteina PcRsmA la base de datos de STRING no encontrd interacciones que

cumplan con la configuracion de rigurosidad.

PC16g12230
TS pe21g14490

Pcl16g01720
Ortdlogo
Crm1l

Pc16g13280

Figura 33. Red de asociacion proteina-proteina de PcYapl dada por la base de datos STRING (v11.0) con los identificadores de cada una
de las proteinas asociadas.

CONSTRUCCION DE MODELOS
PcYapl

Después de evaluar los archivos generados se selecciond el modelo con el mejor C-score=-0.5.
Como se muestra en la figura 34, el modelo consta de 2 zonas importantes que dictan la estructura
tridimensional: el dominio bZIP marcado en color azul con la tipica estructura de a-hélice debido a

la presencia de leucinas que forman un nucleo hidrofébico de una superhélice y el dominio Papl
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resaltado en color rosa, la zona gris es la regién interdominio que completa la secuencia de

aminodcidos total.

Figura 34. Modelo tridimensional de la proteina PcYapl resaltando en color azul el dominio bZIP y en rosa el dominio Papl que le
confieren funcionalidad.

En la figura 35 se muestra ademas la distribucién de los aminodcidos por su carga, resaltando en

particular las cisteinas presentes en la secuencia.

Figura 35. Modelo PcYapl en listones donde se indican en azul aminodcidos basicos (+), en rojo aminoacidos acidos (-), en gris
aminoacidos neutros y en amarillo las cisteinas.

Resultaba importante evaluar la funcionalidad del modelo contra las estructuras tridimensionales
gue se usaron de referencia para el alineamiento y creacién de la configuracion tridimensional con
el fin de determinar la capacidad de interaccién de nuestro modelo con un surco de ADN, que al
final es una de las caracteristicas que le atribuimos a PcYapl. Con la figura 36 de referencia
podemos considerar a PcYapl un factor de transcripcion de la familia bZIP que en su estructura
tridimensional cuenta con una region basica que interacciona con el surco mayor del ADN a través
de enlaces de hidrogeno y una regidén hidrofdbica de cierre que es el responsable de la

dimerizacion.

115



Figura 36. Alineamiento de Papl de S. pombe contra PcYapl; en color morado se muestra el cristal cargado en el PDB de Papl
interactuando con su respectivo surco de ADN y en celeste el dominio bZIP de PcYap1l.

PcRsmA

En el caso de la proteina PcRsmA, para la construccion del modelo se trabajo Unicamente con la
secuencia correspondiente al dominio bZIP, al no contar con informacién suficiente acerca del
comportamiento de las secuencias de aminoacidos que flanquean este dominio es imposible
construir un modelo completo valido. Sin embargo, y a pesar de esta restriccion, con un valor
cercano a 1 en la comparacion de la estimacion de la calidad, se logré una buena suposicion de la

estructura tridimensional para esta region de la proteina.

Region con leucinas para
interaccién de monémeros
para la formacién del _—
dimero "

ol

Zona de interaccion

-~
con ADN s

Figura 37. Modelo del monémero de PcRsmA en listones donde se muestra en azul aminoécidos bésicos (+), en rojo aminoacidos acidos
(-) y en gris aminoacidos neutros; se resalta ademas la regién rica en leucinas y la zona de unién a DNA.

En la figura 37 se muestra el monémero del bZIP con todas sus caracteristicas, al igual que con la
proteina PcYapl, este dominio es el que le confiere la capacidad de union a ADN a la proteina.
Cuando se disefié la construccién del dimero que consta de dos segmentos peptidicos en hélice
alfa, que a su vez se arrollan ligeramente entre si (formando una superhélice), se logré que, en un
extremo, estas hélices interaccionen entre si y en el otro lo hagan con secuencias especificas de
bases en el surco mayor del DNA por medio de un alineamiento contra la estructura de Papl de S.

pombe que es la estructura de referencia (Figura 38).
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Figura 38. Alineamiento: En color naranja el cristal cargado en el PDB de Papl de S. pombe, en blanco el dimero generado para PcRsmA
con Swiss-Model y en color rosa el monémero generado para PcRsmA con Chimera 1.15 rc.

Como complemento de los resultados también se presentan en la figura 39 dos nuevas perspectivas
de como interacciona el dimero de PcRsmA con el surco de DNA extraido del modelo de Pap1 de S.

pombe.

Figura 39. Modelo tridimensional de PcRsmA, se muestra la interaccion de PcRsmA con el surco de ADN del modelo cristalizado de papl
de S. pombe.
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IX. DISCUSION

Al término de este trabajo se puede afirmar con bastante certeza que el factor de transcripcién
descrito por Kosalkova et al. (2000) es PcYapl, y que se une de manera altamente especifica a la
secuencia TTAGTAA, al menos cuando se estudia como una proteina expresada de manera
heterdloga vy purificada. Kosalkova et al. (2007) planted la hipdtesis de que PTA1 (ahora PcYapl)
podria ser un complejo de proteinas, cosa que no podemos descartar que suceda in vivo, asi que el
nombre PTA1 podria usarse para referirse a este hipotético complejo de proteinas que se une a la
secuencia TTAGTAA. PcYapl, ortélogo de Yapl en levaduras, tiene caracteristicas de los factores de
transcripcion del tipo AP-1: bZIP, NES, NLS, N-CRD y C-CRD (Figura 29), y regula de manera positiva
la produccion de penicilina por su unién al promotor del gen pcbAB, ya que al silenciar este gen
observamos una disminucién de hasta el 65% en la cuantificacién de penicilina en un cultivo

sumergido, en comparacion a las cepas de control a las 96 horas (tiempo maximo de produccion).

A pesar de las condiciones prooxidantes de la vida aerdbica y de los distintos retos ambientales, los
organismos son capaces de mantener un ambiente redox intracelular reducido. Sin embargo, si la
concentracion de las ROS sobrepasa la capacidad celular para eliminarlas, se produce un estado de
estrés oxidante. Existe mucha informacién sobre el dafio a lipidos, carbohidratos, proteinas y acidos
nucleicos mediado por los intermediarios reactivos del O, dafios que eventualmente pueden
conducir a la muerte celular (Folch-Mallol et al. 2004). La regulacién de los genes de la respuesta
antioxidante mediada por Yapl depende de la acumulacién nuclear del factor. En presencia de
H.0,, las cisteinas presentes en el C-CRD son de importancia ya que confieren regulacién mediada
por estrés oxidante a través del control de la localizacion celular (Kuge et al. 1997). Estos residuos
de cisteina forman un enlace disulfuro intramolecular provocando un cambio conformacional que
enmascara el sitio de reconocimiento del factor por un sistema de exportacién nuclear (mediado
por Crm1p/Xpolp). Esta oxidacidén directa promueve la acumulaciéon nuclear desencadenando la
activacién de un conjunto de genes importantes implicados en la resistencia a oxidantes. Una
tiorredoxina nuclear, también controlada por Yap1, reduce al factor de transcripcion y permite su
devolucion al citoplasma (Kuge et al. 1997 y 1998, Mulford and Fassler. 2011). Por analisis
bioinformatic9o logramos determinar las caracteristicas fisicas que la proteina PcYapl requiere
para poder cumplir su funcién de regulador de respuesta antioxidante (Figura 30 y 34), mientras
gue para PcRsmA esto no estd del todo claro, pero la poca informacidn recabada apunta en esa

misma direccién (Figura 32y 37).
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En P. chrysogenum Wis54-1255 (cepa de control para este trabajo) la produccién de penicilina se
estimula con la adiciéon de 100 mM de H,0, al inicio del cultivo (Grafica 1). Al silenciar a Pc-yap1 la
produccion de penicilina se ve disminuida e incluso con el estimulo del H,0, no logra alcanzar los
niveles de las cepas de control (Grafica 7). La produccién de penicilina en silenciadas de Pc-rsmA no
se ve tan afectada como en el caso de Pc-yapl, aunque resulta evidente el efecto si se compara con

las cepas de control (Grafica 7).

Ya habia ciertos indicios de una relacién entre el estrés oxidante y la biosintesis de penicilina. Jami
et al. (2010) observaron en un anélisis protedmico el incremento en la expresion de varias proteinas
involucradas en la defensa de estrés oxidante al estudiar una cepa alta productora de penicilina y la
comparacién con productoras de menor rendimiento. Liu et al. (2013) en un medio de
fermentacion definido suplementado con DL-metionina observaron un crecimiento normal pero un
incremento en la produccion de cefalosporina C en mutantes interrumpidas en el gen ActrxR1, que

codifica para la tiorredoxina reductasa, en su comparacion con la cepa silvestre.

En este trabajo se ha demostrado la capacidad de unién de PcYapl a la secuencia especifica
TTAGTAA, siendo un regulador importante para estimular la expresion del gen pcbAB (Kosalkova et
al. 2000), esto mas los resultados obtenidos de produccion de penicilina en silenciadas de Pc-yap1,
son indicativo de que PcYapl regula de manera directa y positiva la biosintesis de penicilina por su

unién a la secuencia TTAGTAA en el promotor de pchbAB como respuesta al estrés oxidante.

La participacién de RsmA en la regulacién del metabolismo secundario se ha establecido para varias
especies de hongos como A. nidulans (Shaaban et al. 2010), A. fumigatus (Sekonyela et al. 2013), P.
fici (Wang et al. 2015) y A. flavus (Wang et al 2020). PcRsmA se une especificamente a la secuencia
TGAGACA (Figura 22), que se encuentra a 68 pb de distancia de la secuencia de unién de PcYaply
ademas se une a una segunda secuencia dentro del promotor del gen penDE (TTACGTAA) (Figura
25B). Cuando Kosalkova et al. (2000) delecionaron la region donde se localiza la secuencia
TGAGACA la actividad del promotor de pcbAB se vio mermada, por lo que, podemos suponer el
papel de PcRsmA como regulador de la biosintesis de penicilina en respuesta al estrés oxidante por

su union a las dos secuencias mencionadas.

Diversos reportes han hablado de la relacién de las ROS con el inicio del metabolismo secundario
(Reverberi et al. 2006), incluida la biosintesis de B-lactdmicos (Liu et al. 2013), ademas existen
multiples ejemplos de factores de transcripcién especificos que, en respuesta a la presencia de ROS

podrian regular la generacion de metabolitos secundarios (Hong et al. 2013, Montibus et al. 2015).
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Miranda et al. (2013) encontraron en A. terreus una acumulacion de ROS durante toda la idiofase
que es la fase de produccion de lovastatina, esto coincidié con el inicio de la expresion del gen lovE
(factor transcripcional especifico del cluster de lovastatina). Mas adelante quedo demostrado que
esta acumulacion de ROS regulaba positivamente los genes del cluster de la biosintesis de

lovastatina (Miranda et al. 2014).

Bibidn et al. (2020) probaron que tanto la biosintesis de penicilina como de cefalosporina C, se
regulan por ROS. Ademas, se demostrd que estos antibidticos no tienen propiedades antioxidantes;
esto es importante de mencionar ya que se proponia que las aflatoxinas, por tener propiedades
antioxidantes, formaban parte de la respuesta (defensa) al estrés oxidante, y por eso eran reguladas

por ROS.

El incremento en las ROS se reconoce como un desencadenante de diferentes eventos metabdlicos
en todos los organismos, funcionando como un segundo mensajero (Reverberi et al. 2008). Niveles
basales de transcrito de PcYapl y PcRsmA parecen ser suficientes para responder al estimulo
generado por el estado oxidante y asi regular de manera positiva la biosintesis de penicilina ya que
demostramos que la sobreexpresién de cualquiera de estos dos genes no representa un cambio
significativo en la produccién, salvo en momentos especificos como al inicio de la produccién
(Gréfica 12). Los factores de transcripcion requieren estar activos para ejercer su funcion
reguladora, entonces, cuando a las cepas OE de Pc-yapl y Pc-rsmA no se les adiciona H,0; en el
cultivo no se observan incremento o adelanto en la produccion en comparaciéon con las cepas de
control, pero si se observé un adelanto en la produccién en las cepas de control y sobreexpresadas
al incrementar el estado oxidante por adicion de 100 mM de H,0,. De esta manera, si la activacidn
de PcYapl y PcRsmA requiere de la induccién por ROS, esto explicaria que al sobreexpresar una

mayor cantidad de proteina no refleja un mayor efecto al no estar activadas.

El estado oxidante es un importante inductor de la diferenciacién en los hongos filamentosos
(Aguirre et al. 2005) Se han observado efectos sobre la conidiacidon en cepas mutantes que carecen
de Yapl, por ejemplo, en A. nidulans una mutante AnapA disminuyd la conidiacion a la mitad
cuando se compard con la cepa silvestre (Mendoza-Martinez et al. 2017), una mutante AAoyap1, de
Aspergillus ochraceus, generd poco conidios morfolégicamente mds grandes cuando se compard
con la cepa silvestre (Reverberi et al. 2012), mientras que en Talaromyces marneffei una mutante
AyapA tuvo una radical baja de produccion de conidios en comparacién con la cepa silvestre

(Dankai et al. 2016). Una respuesta totalmente diferente se dio en A. parasiticus, donde una cepa
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AApYapA mostré un adelanto en el inicio de la conidiacion e incremento en el nimero de conidios

en las primeras 96 h de crecimiento (Reverberi et al. 2008).

Lejeune et al. (2022) observaron en un analisis proteémico en Streptomyces coelicolor,
Streptomyces lividans y una mutante pptA (delecién de una fosina que posee un modulo de union
polifosfato con un dominio CHAD) de S. lividans, que bajo condiciones de estrés oxidante se
potencia la biosintesis del antibidtico actinorrodina (ACT) por una serie de procesos totalmente
diferentes. El estudio se realizd bajo dos condiciones, limitacion y competencia de fosfato
inorganico (Pi), y se encontrd que, en S. coelicolor el estrés oxidante elevado y la mayor produccién
de ACT detectada en competencia de Pi en comparacién a la condicion limitante de Pi, se debe a la
alta abundancia de subunidades del complejo | de la cadena respiratoria y a la estequiometria
alterada entre esta y otras enzimas, como la ATP sintasa, también una actividad glucolitica débil que
da como resultado una baja generacién de NADPH, necesario para combatir el estrés oxidante. En
la mutante pptA de S. lividans, con limitacidon de Pi, y por lo tanto de ATP, la ineficiencia de la
fosforilacién de NAD a NADP, por su dependencia del polifosfato, desencadena una sintesis

insuficiente de NADPH.

Resulta interesante que la concentracion de H,0, (100 mM) que provoca una importante induccion
de la produccién de penicilina también provoque un aumento en la generacion de conidios (Grafica
5). Esto nos habla de la coordinacién entre la regulacion del metabolismo secundario y procesos de
diferenciacién por presencia de ROS, teniendo un papel importante PcYapl y PcRsmA, como los
responsables de vincular el estrés oxidante con la produccion de metabolitos secundarios vy la

conidiacion.

El papel de PcYapl en la conidiacién en P. chrysogenum se evidencié cuando atenuamos la
expresion de PcYapl, pues se observd una baja en la produccidon de conidios a un 25% de lo que
producen las cepas de control (Figura 12). Guo et al. (2011) establecieron una clara relacién entre la
actividad de Yapl y el desarrollo/conidiacion en Magnaporthe oryzae, la disrupcién génica de
MOoAP1 provocd la reduccion de 30 a 40 veces en la conidiacion, anomalias morfoldgicas de los
conidios, reduccion del crecimiento de hifas aéreas y perdida de patogenicidad, ademas de la
acumulacion excesiva de ROS, lo que le confiere una funcion de regulador especifico del desarrollo

e infeccién en la planta a MoAP1.

La regulacion de la conidiacién mediada por ortélogos de Yapl puede ser de manera directa,

regulando la expresién de genes involucrados en el inicio y que coordinan el desarrollo o
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indirectamente modificando la cantidad de ROS en la célula. Asi que si se atenla o elimina la
expresion de yap1 esto afecta de manera negativa la conidiacion por control directo de Yapl sobre
los genes involucrados en conidiacién. En M. oryzae Guo et al. (2011), encontraron que la alteracion
de MoAP1 provoca una regulacion negativa de MoCOS1, clave para la formacién de conidioforos, vy

otros genes involucrados en la conidiacion.

Cuando se trata de la regulacién de genes involucrados en la conidiacién por estrés oxidante, se ha
visto que en A. nidulans el factor de transcripcion fIbC activa la transcripcion de brlA, primer gen en
la via reguladora central de la conidiacién (Kwon et al. 2010). En T. marneffei se observd la
regulaciéon de SakA, parte de la via MAPK activada por estrés (SAPK), sobre brlA, abaA y wetA
(Nimmanee et al. 2016). En A. nidulans se analizé la respuesta al H,0, en un fosfoproteoma, y se
encontré que StuA, necesaria para expresion de brlA, se fosforila especificamente en presencia de
H.0,. Asi, se plantea la importancia de la fosforilacién en la regulacion de la conidiacion mediada
por estrés oxidante (Carrasco-Navarro and Aguirre. 2021). Nuestros resultados demuestran la
regulacién directa positiva sobre brlA por una proteina de defensa a estrés oxidante, PcYapl, por

union a la secuencia TTACTAA en el promotor del gen brlA, estimulando la conidiacion.

Las cepas silenciadas de Pc-rsmA muestran evidencia de la regulacion positiva sobre la conidiacion
al observarse una clara disminucién de la esporulacién, en contraste con las cepas de control
(Gréfica 5), con resultados muy parecidos a las cepas silenciadas de Pc-yapl. Todavia falta recopilar
mas evidencia para determinar el papel de RsmA sobre la condicién, hasta ahora en A. fumigatus,
en la comparativa entre cepas delecionadas y sobreexpresadas de rsmA, no se observd diferencia
significativa en la produccién de conidios (Sekonyela et al. 2013). En A. nidulans una cepa OE::RsmA
y la comparativa con la cepa silvestre bajo las mismas condiciones no mostraron diferencias

representativas en la formacion de conidios (Yin et al. 2013).

La regulacion sobre la produccién de metabolitos secundarios por factores de transcripcion del tipo
bZIP se puede dar de dos maneras: por unién directa a secuencias especificas ubicadas en los
promotores de genes estructurales o a través de reguladores de un grupo, como ha sido descrito
para AtfB en especies de Aspergilli, con ensayos de movilidad electroforética e inmunoprecipitacién
de cromatina (Roze et al. 2011, Hong et al. 2013) y RsmA en A. nidulans al estudiar una cepa
OE::rsmA (Yin et al. 2012) o por la modificacién en los niveles de ROS intracelulares por medio de la
respuesta del sistema de defensa antioxidante. Esta respuesta se ha descrito para los ortdlogos de

Yapl; en A. parasiticus se encontré que el incremento en los niveles de ROS se correlacionaba con
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el incremento en los niveles de biosintesis de aflatoxinas al comparar una cepa AApYapA con el tipo
silvestre (Reverberi et al. 2008). En A. ochraceus se observé algo similar con el estudio de una cepa
AAoyapl (Reverberi et al. 2012), y en F. graminearum al estudiar una cepa AFgapl y una cepa que
expresaba una forma constitutivamente truncada de Fgapl, homdlogo de Yapl, (Montibus et al.

2013).

Este trabajo confirma la participacién de PcRsmA como factor de transcripcién que se une a los
promotores de los genes involucrados en metabolismo secundario para la regulacion de la
produccion, y establece por primera vez un papel directo de un ortélogo de Yap1 en la regulacién
de la trascripcién de un gen de metabolismo secundario por unién especifica a un sitio de unién

dentro del promotor.

Yapl estimula directamente la transcripcion del gen pcbAB por unién a la secuencia reguladora
TTAGTAA, provocando un aumento en los niveles de penicilina. Mientras que, en la biosintesis de
toxinas como aflatoxina y tricoteceno, el estimulo es indirecto, controlando la cantidad de ROS por
induccién del sistema de defensa antioxidante, resultando en una baja produccion de toxina. Esto
se demostrd cuando se observd una mayor acumulacion de toxina en mutantes Ayap1 (Reverberi et
al. 2008 y 2012, Montibus et al. 2013) y pérdida en la produccion con cepas OE::yapl (Montibus et
al. 2013, Yin et al. 2013).

En un analisis transcriptomico con una mutante AnapA (ortélogo de Yapl) de A. nidulans en
comparacion a la cepa del tipo silvestre, en la conidiacién se observé un bajo nivel de transcrito, 3.5
veces menor, del gen biosintético de penicilina ipnA (=pcbC) y algunos otros genes relacionados con
el metabolismo secundario. Esto apunta a una regulacion positiva de la biosintesis de penicilina,
entre otros metabolitos secundarios, dado por NapA (Mendoza-Martinez et al. 2017). Adn queda
por determinar si el efecto de la delecion del gen napA sobre la expresidn del gen ipnA es directo o
indirecto, por otro mecanismo regulador, pues no se ha determinado la produccion de penicilina en
mutantes napA de A. nidulans y no se han encontrado sitios de unién hipotéticos para napA dentro

del promotor de ipnA.

El factor de transcripcidon bZIP AtfB/Atf21 se considerd como candidato para la regulacién por estrés
oxidante de los genes de penicilina. Existen reportes que mencionan su papel como regulador de la
respuesta al estrés oxidante y el metabolismo secundario en algunas especies de Aspergillus (Hong
et al. 2013, Roze et al. 2011, Fountain et al. 2016, Sakamoto et al. 2008). AtfB forma parte de la

familia de factores de transcripcion ATF/CREB y se identificd por primera vez en A. oryzae como
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factor de transcripcion del tipo bZIP con dominios bdsicos caracteristicos de la familia de proteinas
de unién a elementos de respuesta al AMP ciclico (CREB) (Sakamoto et al. 2008) cuya secuencia de
union consenso es TKACGTMA a la cual se unen como homo o heterodimeros (Hai and Curran.
1991). Con un porcentaje de identidad del 96% en la secuencia de aminodcidos con AtfB de A.
oryzae y A. flavus se caracterizd el AtfB de A. parasiticus (Roze et al. 2011), en P. chrysogenum la
mayor identidad con AtfB se encontré en el gen Pc21g08330 (45.8% de identidad) y que

nombramos Atf21.

AtfB de A. parasiticus se une a una regién en el promotor del gen nor-1 de aflatoxina, esta union
requiere un sitio tipo AP-1 (TGAGTAC) y un sitio tipo CRE, denominado CRE1 (TGACATAA),
adyacentes y separados por 12 pb, también se encontrd una secuencia consenso (AGCCS) corriente
arriba del sito CRE1 en 5 promotores de aflatoxina que mostraron unién a DNA (Roze et al. 2011).
Atf21 no se unié in vitro al promotor del gen penDE de P. chrysogenum, lo que se puede explicar ya
gue si bien existe el sitio CRE (TTACGTAA) hay ausencia de un sitio de unién del tipo AP1 o de
secuencias similares a AGCCS, sin embargo, se unié a la sonda control NorR4 que contiene los sitios
antes mencionados (Figura 25B), falta profundizar en el analisis y caracterizacién de Atf21 para
determinar su participacién en respuesta a estrés oxidante y/o regulacion del metabolismo

secundario.

Por otro lado, PcRsmA si pudo unirse a la sonda que contenia el sitio de unién para CRE (TTACGTAA)
y demostré su especificidad al perder capacidad de unidon en la sonda mutada en las posiciones 1y
6. Asi descubrimos al menos dos sitios de union diferentes para PcRsmA en promotores de genes de
biosintesis de penicilina (pcbABy penDE): TGAGACA y TTACGTAA. Finalmente se probd su union con
una sonda control que contiene la secuencia de union TGACACA del promotor del gen AfIR de A.
nidulans, esto nos habla de la versatilidad para unirse a diferentes secuencias consenso de las

proteinas RsmA.

Una respuesta defensiva rapida depende de la percepcién eficaz del estrés por parte de la célula,
asi como de la transduccidn de sefiales oxidativas. En los hongos algunos factores de transcripcién
pueden actuar como sensores oxidantes en la célula (Reverberi et al. 2008). El papel de los
ortdlogos de Yapl como mediadores en la defensa contra ROS ha sido establecida ampliamente en
levaduras (Toone and Jones. 1998, Cuéllar-Cruz et al. 2008) y en hongos filamentosos (Montibus et
al. 2015, Mendoza-Martinez et al. 2020). Mutaciones en Yap1l revelan alteracion en la generacion

de ROS y expresion de genes involucrados en la respuesta/defensa al estrés oxidante. PcYapl, como

124



hemos probado, no es la excepcidon (Grafica 8). Con los ortélogos de RsmA estd menos claro el
papel que desempefian en la defensa contra el estrés oxidante. PcCRsmA tiene su mayor identidad
en las levaduras con Yap3 de S. cerevisiae y con FCR3 de C. albicans. Yap3 practicamente no
responde a retos ambientales y estrés celular (Rodrigues-Pousada et al. 2010) y la transcripcién
dependiente de Yap3 responde al herbicida aminotriazol (inhibidor competitivo de la biosintesis de
histidina) pero no al H,0, o al cadmio (Fernandes et al. 1997). También se ha descrito el papel de
Yap3 en la respuesta celular a la hidroguinona (North et al. 2011), mientras que la sobreexpresién
de FCR3 confiere resistencia al fluconazol y al 4-nitroquinolina 1-6xido (Yang et al. 2001). Las
proteinas RsmA no tienen una respuesta consistente al estrés en hongos filamentosos, por ejemplo,
una cepa OE::rsmA no respondid a antifungicos, desencadenantes de estrés oxidante o metales
pesados en A. nidulans cuando se compard con la cepa de tipo silvestre (Yin et al. 2012 y 2013). Sin
embargo, en A. fumigatus, las cepas con un alelo OE::rsmA se desarrollaron mejor que los controles
en medio con menadiona, por lo que RsmA cumple un papel de defensor contra ROS generadas
inducidas por menadiona (Sekonyela et al. 2013). En contraste, la sobreexpresion de AflrsmA en A.
flavus desencadend una mayor sensibilidad al bisulfito sédico de menadiona y la delecion del
mismo gen provoco menos sensibilidad al hidroperdxido de tercbutilo (Wang et al. 2020); y en P.
fici la delecién de PfzipA (ortélogo de rsmA) provocd resistencia al hidroperdxido de tercbutilo,

diamida y bisulfito sédico de menadiona, pero incrementé la sensibilidad al H,0, (Wang et al. 2015).

Hemos demostrado la participaciéon de PcRsmA en la respuesta a estrés oxidante cuando es
inducido por H,0; in vitro (Grafica 4 y 8) lo que genera un cambio en su conformacién estructural
visto en geles SDS-PAGE (Figura 27 y 28). En A. nidulans, cuando se usa H,0; se induce la expresion
de rsmA, también se observd que rsmA y napA, ortdlogos de yapl, son parte de los genes COSR
(Core Oxidative Stress Response) lo que podria vincular la regulacion de la respuesta al estrés y la
produccion de metabolitos secundarios en A. nidulans (Emri et al. 2015, Thieme et al. 2018). Esto
estd en concordancia con los resultados obtenidos para Pc-rsmA en P. chrysogenum; en ambos
casos se observa la defensa contra el estrés oxidante cuando se induce por H,0, (sensores de ROS),
lo que provoca la regulacién positiva de la expresion de genes de biosintesis de penicilina por unién

a secuencias especificas en los promotores.

En procesos como la conidiacion, produccion de penicilina y respuesta a estrés oxidante, PcYaply

PcRsmA, parecen trabajar en conjunto con respuestas similares en la célula, y en condiciones in
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vitro responden de manera similar a la misma concentracién de H,0,, asi que hemos elaborado un

modelo que indica los procesos celulares que regulan PcYaply PcRsmA (Figura 40).
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Figura 40. Modelo propuesto para la regulacion de la biosintesis de penicilina y conidiacién en respuesta al estrés oxidante mediado por

PcYaply PcRsmA, este modelo compila todos los resultados obtenidos en este trabajo, complementados con informacién reportada en
la literatura consultada. Creado con BioRender-com.

En resumen, el modelo presentado en la figura 40 representa lo siguiente: PcYapl sufre cambios
conformacionales provocados por la presencia de ROS, generadas por H,0, o de origen natural. Las
ROS se detectan de manera directa o por mediacion de peroxiredoxinas (Prxs) y esto vuelve a
PcYapl de localizacién nuclear. Por otro lado, PcRsmA al detectar ROS es probable que sufra un

cambio conformacional y se transloque al ndcleo por un mecanismo desconocido.

PcYapl se une a la secuencia reguladora TTAGTAA en el promotor del gen pcbAB y PcRsmA se une

al sitio TGACACA ubicado a 68 pb corriente arriba del sitio de unién de PcYapl vy al sitio TTACGTAA
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en el promotor del gen penDE. Ambos factores de transcripcién regulan positivamente la biosintesis

de penicilina.

PcRsmA regula positivamente la transcripcion de Pc-yapl, PcYapl se une a la secuencia TTACTAA,
sitio AP-1, en el promotor del gen brlA de la via central que regula la conidiacion e induce su
transcripcion. En el caso de PcRsmA, aunque nos falta evidencia podrian suceder dos cosas, induce
la transcripcion de brlA por unién directa a su promotor y/o a través de la regulaciéon de la
transcripcion de Pc-yapl. Estos fendmenos desencadenan, por regulacion positiva de brlA, la

conidiacion en el hongo.

PcYapl y PcRsmA estdn involucrados en la defensa contra el estrés oxidante, disminuyendo la
presencia de ROS en la célula. PcYapl de manera directa por control de la transcripcion de varios
genes de respuesta a estrés oxidante y PcRsmA por la hipotética regulacidén de la expresion de

genes de respuesta al estrés oxidante y/o regulando la transcripcion de Pc-yap1.

Nuestros resultados aportan nueva informacion y aumentan el conocimiento sobre la regulacién en
la biosintesis de penicilina, su relacidn con el estrés oxidante y construyen un modelo de regulacion

de procesos celulares mediado por PcYaply PcRsmA.
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X. CONCLUSIONES

PcYapl y PcRsmA, factores de transcripcién del tipo bZIP, responden a la presencia de ROS
generada por H,0,, regulando la respuesta al estrés oxidante en la célula. También participan en la
regulacién de biosintesis de penicilina y conidiacion por unién a elementos reguladores especificos

en los promotores de genes clave.

La proteina PTA1 de unidn a DNA descrita por Kosalkova et al. (2000) se identifica como PcYap1l.
Esta proteina se une a la secuencia TTAGTAA dentro del promotor del gen de biosintesis de
penicilina pcbAB. Este es el primer trabajo que identifica una proteina Yapl como regulador directo

de la transcripcion de un gen de metabolismo secundario.

PcYapl regula la expresién de briA, primer gen de la via central de regulacién de la conidiacién, por

unién a la secuencia TTACTAA ubicada en el promotor, regulando el proceso de condicién.

PcRsmA regula la transcripcién de los genes brlA y Pc-yapl, ademas regula la biosintesis de
penicilina y se une a las secuencias TGAGACA y TTACGTAA (motivo CRE), secuencias que

encuentran en los promotores de los genes pcbABy penDE, respectivamente.
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FRAGMENTOS OBTENIDOS POR PCR

XIl. MATERIAL SUPLEMENTARIO
CONSTRUCCION DE PLASMIDOS

Pc-yap1 (Pc20g15280) —1884pb

siPcYapl-F

EXON 1—-450 pb

EXON2—1147 pb

E3—
150pb

- Pc-rsmA (Pel12g16510) = 1031 pb

siRsmA-F

siPcYapl-R

i si-povapr

(as8pb) |

114 pb

EXON 2 -253pb

EXON3-531pb

siRsmA-R

3| si-PoRsmA (409pb)

B

2

Suplemento 1. Fragmentos amplificados por PCR y digeridos con Ncol para ser insertados en el plasmido pGpdPki-RNAi, para el gen Pc-
yapl se amplifico un fragmento de 458 pb con el que se obtuvo el pldsmido pGpdPki-RNAi/PcYapl y con el gen Pc-rsmA se amplifico un
fragmento de 409 pb con el que se obtuvo el pldsmido pGpdPki-RNAi/PcRsmA. Se indica la posicidn de los oligonucledtidos usados para la

PCR.

pPyrG-pki::Pc-yapl

pki-PcYap1-F

PcYapl-Ter-F

pki-R

Ppki AlG Pc-yap1 (Pc20g15280) TGA
pki-PcYapl-R
pPyrG-pki::Pc-rsmA
SmA-F RsmA-Ter-F
Ppki AlG Pc-rsmA (Pc12g16510) TGA
pki-RsmA-R RsmA-Ter-R

PcYapl-Ter-R

Suplemento 2. PCR recombinante para la sobreexpresion de los genes Pc-yap1y Pc-rsmA, el promotor del gen pki de A. niger se fusiono
con fragmento que incluyen los genes desde el ATG de inicio hasta alrededor de 300 pb corriente abajo del codén de paro TGA con el
propésito de asegurar la presencia del terminador transcripcional. Se indica la posicién de los oligonucledtidos usados para las PCR.
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PLASMIDOS BASE

KpnlI (657)
|Xhol (668)

pBluescript KS+
2960 bp

BamHI (719)

Xbal (731)

\NotI (738)
""\ SaclI (759)

iac operaton

\
\\

Suplemento 3. pBLUESCRIPT KS+ (que denominaremos pBKS+) es un vector de aproximadamente 2.9 kb derivado del vector pUC; este
vector es utilizado para transformacion de células bacterianas con genes de interés insertados dentro de su sitio multiple de clonacion.
Este vector contiene: un fragmento del gen lacZ, el gen de resistencia para seleccion por ampicilina, un origen de replicacién colE1 para

E. coliy un sitio multiple de clonacion. Este plasmido se usé como base para la construccidn de los pladsmidos de sobreexpresion de los
genes Pc-yaply Pc-rsmA.

(5) KpnI Xhol (16)
P acz | Xbal (78)

fTeyc cerevisiael

_ - HIindIIT (1477)
EcoRI (1489)

(4918) Bsal -

pGpdPki-RNAi

6269 bp

BamHI (1/99)

P_ampR/

lacZ-alphal

(3415) Sacl

Suplemento 4. Plasmido pGpdPki-RNAi obtenido inicialmente del vector pJL43-RNAi (Ulldn et al. 2008) y posteriormente modificado.
Contiene el promotor del gen gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa A (gdh) de Aspergillus nidulans, el terminador del gen que codifica la
citocromo oxidasa 1 (cycl) de Saccharomyces cerevisiae y el gen de resistencia a fleomicina (ble). Ademads, este vector posee los
promotores de los genes gpd (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y pki (piruvato quinasa), en sentidos opuestos y enfrentados
separados por un sitio de restriccion Ncol. Este plasmido se utilizd en la estrategia para silenciar la expresion Pc-yapl 'y Pc-rsmA.
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|
| |
- Hind 111 | | -
: J "5"}{:‘ l‘ EcoRt | pPICZ B ‘ Hind111
CYC1 terminator | \ {4 Feol CYC1 terminator— | e J’ EcoR1
| | [ ! spal || N kcorn
WL KpnI L By “kpnl
W =—-Xhol \ _“Xhol
“Notl - T Notl
o5 | Apal a% | Xbal
_Myd Mye
b xHis! GxHis
%
o
o ROXT terminatal f0X1 terminatod
Smal . Smal
Neol | BamHL Ncol | BamHI
EM7 promater ENM7 promoter

Suplemento 5. pPICZ-A, pPICZ-B (Invitrogen), plasmido de 3.3 kb utilizado para expresar proteinas recombinantes en Pichia pastoris. Las
proteinas se expresan como fusiones a un péptido C-terminal que contiene el epitopo c-myc y una cola de poli-histidinas (6xHis) también
denominada His-tag. Este vector permite un alto nivel en la expresién del gen de interés gracias a la presencia del promotor AOX1,
inducible por metanol. Contiene: un promotor 5’AOX1 inducible por metanol, un gen de resistencia para seleccion por zeocina
(fleomicina), secuencias que codifican el epitopo c-myc unido a una cola de 6 histidinas (His-tag), tres versiones diferentes (A, By C) con
un sitio multiple de clonacién diferente en cada una de ellas, lo que facilita la clonacién en el marco de lectura correcto para la fusion del
epitopo c-myc y la cola His-tag en el extremo C-terminal de la proteina expresada. Este pldasmido se usé para la expresion de proteinas
recombinantes: PcYapl::c-myc-6xHis, PcCRsmA::c-myc-6xHis y PcAtf21::c-myc-6xHis.

PLASMIDOS PARA EL SILENCIAMIENTO MEDIADO POR RNAi DE LOS GENES Pc-yap1 Y Pc-rsmA

KpnI Xhol KpnI XhoI
Xbal Xbal

PstI

HindIIT HindIII
EcoRI
pGpdPki-RNAi/PcRsmA
| 6683 bp .
 BamHI /& BamHI
/ =
<
¥
K
& . ) Ncol
L e B e
Sacl \eg'eg-ﬂ'_nmu‘fl\—s/v" : Sacl %@A-Lidtﬂjﬂsﬂx sipeRsmA
co Ncol

Suplemento 6. Construcciones obtenidas al insertar en el sitio Ncol los fragmentos correspondientes de Pc-yaply Pc-rsmA, utilizados en
la transformacién por protoplastos de P. chrysogenum Wis54-1255.
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PLASMIDOS PARA LA SOBREEXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION

AmpR promoter T7 promoter AmpR promoter M13 fwd
— = . W
AmpR < Kpnl - P
/,/ . AmpR // ﬁ ,fl;q,.,‘-' > T7 promoter
< N S, P AL kpnI
/ B, Hindiil S / W pn
\\Y ) £ BamHI
4 =4
£ &
ol 4
\ BamH]1 / %
A o,
d \ g/ W
\ |/ O“
PBKSpYrG PeYap! ¥ l PBKSpPYrG-PcRSmA |
lac promoter | Xbal 6746 bp “i
lac operator 5 7= HindIIl I
13 promoter ¥ FcoRv  lac promoter [
xbal L % lac operator
C\Q@‘\ BamHT T3 promoter 3. W&
Xbal <
& BamHI &%
> HindIll | "Ny Q &
S Xbal <
A‘stl - . - \\‘ \\ -
e = . S\ Vi
Xhol
BamH1 KS primer
HindIII

Suplemento 7. Construcciones obtenidas después de la fusién del Ppki a los genes Pc-yapl o Pc-rsmA, con su correspondiente
terminador. Como plasmido base se usé el pldsmido pPBKS+ al que se le agrego el gen pyrG para tener una forma de seleccionar
mutantes en la transformacién por protoplastos de la cepa P. chrysogenum Wis54-1255 pyrG (auxdtrofa de uridina).

PLASMIDOS PARA LA EXPRESION DE PROTEINA HETEROLOGA

CYCI terminator / 4

EcoRV /

Hind11T
EcaRl

—Kpnl \
\\
| — & yHindin
© I [ \
T BPICZA-PcYap1 ‘ } Smal o ] - ECORL
= _—
Smal i PPICZBPCRSIMA ‘
I =3 / Eco521
EM7 promoter
/"
/
FeoRl -
[TEF1 promoter Xmal
Ncol
BamHI EMZ promoter 4
am
AOX1 terminatarl
lexHis | N
Myc/ Xbal
Apal Xhol BamHI | | e
ROX1 terminator exHis
Sacl {208)
HindIII i872)
~——ECoRL {343}

(3229) ECoRV —
pPICZB-Pc-Atf21
4201 bp

2305 BamHT Xbal (1899)

Suplemento 8. Construcciones obtenidas para la expresion heterdloga de PcYapl::c-myc-6xHis, PcRsmA::c-myc-6xHis y PcAtf21::c-myc-
6xHis en P. pastoris a partir de un cultivo liquido donde la induccién de la expresidn se da por la adicion de metanol al medio.
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TABLA DE OLIGONUCLEOTIDOS

pcbAB-pcbC-1F ATCGGCGTGGTTCCGTTC PCR para Sonda 1 EMSA
pcbAB-pcbC-1R ATGGAGATTGGCCAGGTCAG PCR para Sonda 1 EMSA
pcbAB-pcbC-2F CTGGCCAATCTCCATCG PCR para Sonda 2 EMSA
pcbAB-pcbC-2R TTGCCCACTGCCAAGTC PCR para Sonda 2 EMSA
pcbAB-pcbC-3F CTTGGCAGTGGGCAAAC PCR para Sonda 3 EMSA
pcbAB-pcbC-3R AACGACGGCGATGTTCC PCR para Sonda 3 EMSA
pcbAB-pcbC-4F AACATCGCCGTCGTTGAG PCR para Sonda 4 EMSA
pcbAB-pcbC-4R TCAGGCCAATCGTTGATG PCR para Sonda 4 EMSA
pcbAB-pcbC-5F CCGAGCATCAACGATTGG PCR para Sonda 5 EMSA
pcbAB-pcbC-5R TGTTTATGCTGAGACAACCTG PCR para Sonda 5 EMSA
pcbAB-pcbC-6F ATGTCTCCAGGTTGTCTC PCR para Sonda 6 EMSA
pcbAB-pcbC-6R GGAAGCCATGGTGTCTAG PCR para Sonda 6 EMSA

AfIR-RsmA-F CGACTGACACAAGAAATAACAATTC sonda AfIR-RsmA para EMSA
AfIR-RsmA-R GAATTGTTATTTCTTGTGTCAGTCG sonda AfIR-RsmA para EMSA
upPtal-RsmA-F GAGATACGGTTACTAATT PCR para Sonda upPtal EMSA
upPtal-RsmA-R TGTTTATGCTGAGACAACCT PCR para Sonda upPtal EMSA
dwPtal-F CCGAGCATCAACGATTGGC PCR para Sonda dwPtal EMSA
dwPtal-R CCGTATCTCGAAGTCGGAG PCR para Sonda dwPtal EMSA
RsmA-2-F CAGTAAGCATCTGGGCTGCAAGCGTATAATGTCTCCAGGTTGTCTCAGCATAAACA Sonda RsmA-2 para EMSA
RsmA-2-R TGTTTATGCTGAGACAACCTGGAGACATTATACGCTTGCAGCCCAGATGCTTACTG Sonda RsmA-2 para EMSA
RsmA-2A-F CAGTAAGCATCTGGGCTGCAAGCGTATA Sonda RsmA-2A para EMSA
RsmA-2A-R TATACGCTTGCAGCCCAGATGCTTACTG Sonda RsmA-2A para EMSA
RsmA-2B-F CAGTAAGCATCTGGGCTGCAAGCGTATAATGTCTCCAG Sonda RsmA-2B para EMSA
RsmA-2B-R CTGGAGACATTATACGCTTGCAGCCCAGATGCTTACTG Sonda RsmA-2B para EMSA
RsmA-2C-F CTCCAGGTTGTCTCAGCATAAACA Sonda RsmA-2C para EMSA
RsmA-2C-R TGTTTATGCTGAGACAACCTGGAG Sonda RsmA-2C para EMSA
PTAL-WT-F GCCAGTGTAAAATTAGTAACCGTATCTC Sonda PTAL-WT para EMSA
PTAL-WT-R GAGATACGGTTACTAATTTTACACTGGC Sonda PTAL-WT para EMSA
PTA1-M1-F GCCAGTGTAAAACTAGTCACCGTATCTC Sonda PTA1-M1 para EMSA
PTA1-M1-R GAGATACGGTGACTAGTTTTACACTGGC Sonda PTA1-M1 para EMSA
NorR_4-F TTTCAACATTTCTTGAGTACTTTTCTAAGCCGTGACATAATGAACGGATCA Sonda NorR4 para EMSA
NorR_4-R TGATCCGTTCATTATGTCACGGCTTAGAAAAGTACTCAAGAAATGTTGAAA Sonda NorR4 para EMSA

penDE-CRE123-F

AGGTCCTGCATTAGCGTACGCCCCAGGTTTAGATCAAAGTTACGTAATTTATATGTA

Sonda penDE-CRE123 para EMSA

penDE-CRE123-R

TACATATAAATTACGTAACTTTGATCTAAACCTGGGGCGTACGCTAATGCAGGACCT

Sonda penDE-CRE123 para EMSA

penDE-CRE123-M1-F AGGTCCTGCATTAGCGTACGCCCCAGGTTTAGATCAAAGCTACGAAATTTATATGTA Sonda penDE-CRE123-M1 para EMSA

penDE-CRE123-M1-R TACATATAAATTTCGTAGCTTTGATCTAAACCTGGGGCGTACGCTAATGCAGGACCT Sonda penDE-CRE123-M1 para EMSA
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AP1-brlA-F
AP1-brlA-R
AP1-brlA-MutF
AP1-brlA-MutR
Yapl-F

Yapl-R
RsmA-F
RsmA-R

AtfB-F

AtfB-R

RsmA-1
RsmA-2
RsmA-3
RsmA-4
RsmA-5
RsmA-6

Yap-1

Yap-6

AtfB-1

AtfB-2

SiYAP1-F

SiYAP1-R
SiIRSMA-F
SiRSMA-R
Pkil(gpd1)F
Gpd1(pkil)R
gPcYapl-F
gPcYapl-R
gRsmA-F
gRsmA-R
gactA-F
gactA-R
pki-PcYapl-F
PcYapl-Ter-F
pki-PcYap1-R
PcYapl-Ter-R
pki-RsmA-F
RsmA-Ter-F

pki-RsmA-R

AAAACAATACAATTTACTAAAGTCCACTGGGCA
TGCCCAGTGGACTTTAGTAAATTGTATTGTTTT
AAAACAATACAATTGACTAGAGTCCACTGGGCA
TGCCCAGTGGACTCTAGTCAATTGTATTGTTTT
TAGGATCCATAGACCTGCGATAAGCACACCC
AATCTAGACCCTTACAGCTTTCTTCTGGAGT
ACGGATCCTATGACGTTTCGGATTCTGTACC
CATAAGCTTGACGAGGACGACTACAAGAAAGA
TCGGATCCATCTGTTCGGTATTTGGGCTACT
AGAATTCGGAGTTTCTCAACCCCGTATATC
TCGAATTCCGTAATGGATTACTCTTTCTATGATCCC
AGCCAGGGAGGTTTTGGTAATTCTTCAAAGGGGCGAATGTATCTGGTT
AACCAGATACATTCGCCCCTTTGAAGAATTACCAAAACCTCCCTGGCT
CTCCCGGAACGCTCGTTGAGCTGCTCGGTTCTGTGCCTT
AAGGCACAGAACCGAGCAGCTCAACGAGCGTTCCGGGAG
AGTCTAGAATCAACTCATCACGACCAGCAGC
AAGGTACCACAATGGGTGATTACGAACGATAC
TCGGGCCCCTTGGCTCGCCCCATAATGTCGTC
TCGAATTCTGACATGTCTACCAACCTCAAATC

TCTCTAGATTGATCAAGTCATCAAAGGATGC

TAACCATGGACTCCTTCGTCTCGATCCAACTC

TACCCATGGTGGTGAGCCAACCAATCAATCC

TAACCATGGCGCGACCTGGAAGACAAAGTAAA
TACCCATGGACACTGCGACATACCCTTCAAAC
TCTCTCTTCTCTCGCTCAC

TACTCCATCCTTCCCATCC

ACAATGCCCATGCCAACAATTTC
GAAGAGATGACCACCAGGCAAATC

TTCGCTATACGGGCTGCCTAC

CATCGGGCATGAAGGTGGTAT

AGAAGTTGCTGCTCTCGTCA

CGACAATGGAAG GGAAAACA
AAGGATATCAAATGGAAGAGAAAACCTC
CAGTAGAGATCAATCATCCGTCAAGATGGGTGATTACGAACGATAC
GTATCGTTCGTAATCACCCATCTTGACGGATGATTGATCTCTACTG
TCACTAGTTGGGACCCTGATAGATTGCCAC
AGGGTACCAAATGGAAGAGAAAACCTC
CAGTAGAGATCAATCATCCGTCAAGATGGATTACTCTTTCTATGATC

GATCATAGAAAGAGTAATCCATCTTGACGGATGATTGATCTCTACTG

Sonda AP1-brlA para EMSA
Sonda AP1-brlA para EMSA
Sonda AP1-brlA-Mut para EMSA
Sonda AP1-brlA-Mut para EMSA
Clonacién de Pc-yap1

Clonacién de Pc-yap1

Clonacién de Pc-rsmA
Clonacién de Pc-rsmA
Clonacién de Pc-atfB

Clonacién de Pc-atfB

Insercién en pPICZ-B

Fusion de exones en Pc-rsmA
Fusién de exones en Pc-rsmA
Fusion de exones en Pc-rsmA
Fusion de exones en Pc-rsmA
Insercién en pPICZ-B

Insercién en pPICZ-A

Insercién en pPICZ-A

Insercién en pPICZ-B

Insercién en pPICZ-B

Insercién en pGpdPki-RNAI, PCR sonda Pc-yap1 para

Northern

Insercién en pGpdPki-RNAI, PCR sonda Pc-yap1 para

Northern

Insercién en pGpdPki-RNAI

Insercién en pGpdPki-RNAI

Confirmacion de transformantes silenciadas
Confirmacion de transformantes silenciadas
gRT-PCR para Pc-yap1

gRT-PCR para Pc-yap1

gRT-PCR for Pc-rsmA

gRT-PCR para Pc-rsmA

gRT-PCR para y-actina

gRT-PCR para y-actina

Fusion para OE::PcYapl

Fusion para OE::PcYapl

Fusion para OE::PcYapl

Fusion para OE::PcYapl

Fusion para OE::PcRsmA

Fusion para OE::PcRsmA

Fusion para OE::PcRsmA
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RsmA-Ter-R
OE-PcYapl-R
OE-RsmA-R
N-brlA-1F
N-brlA-1R
N-actA-1F

N-actA-1R

ATCCTCGAGTGCACAGTCTCGTCAGATATG
CGTAGTAGGCTCTGAAGTCAGTGG
GCTGCTCGGTTCTGTGCCTT
TCTTCCTGGATACGACGAGAATGT
AGGAGCTGTTTCTTGGAGGATTTG
CACCACGAGCTGTTTTCCCTT

TCAGCGAGGATCTTCATCAGGTAGT

Fusion para OE::PcRsmA

Confirmacién de transformantes OE::PcYap1
Confirmacion de transformantes OE::PcRsmA
PCR sonda brlA para Northern blot

PCR sonda brlA para Northern blot

PCR sonda y-actina para Northern blot

PCR sonda y-actina para Northern blot

Suplemento 9. Listado de las secuencias de oligonucledtidos utilizados para el trabajo experimental indicando nombre, orientaciéon y propésito, las
secuencias que tienen zonas resaltadas en rojo se refiere a sitios de corte para determinadas enzimas de restriccion que eran necesarias para su uso en
experimentos en especifico.
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RED DE ASOCIACION PROTEINA-PROTEINA DE PcYapl

@_ @ Pc22g04440 (626 aa)

— Score: 0.958
Estructura PDB: 5d5%, identidad del 84.8%

HSF: Factor de choque térmico, activador transcripcional de

genes de choque térmico.

REC: Dominio del receptor homdlogo de cheY, regula la rotacién
en sentido horario de los motores flagelares de E. coli. Este
dominio contiene un sitio fosfoaceptor que es fosforilado por

homologos de histidina quinasa.

EE P e Pc16g01720 (1072 aa)
Tz Estructura PDB: 2111, identidad del 81.9%
Score: 0.930

IBN_N: Dominio N-terminal de importacion (.

Xpol: Dominio Pfam, complejo de poro para transporte activo de
moléculas grandes.

CRM1_C: Exportina I, media la exportacion nuclear de proteinas
qgue llevan una sefial de exportacién nuclear rica en leucinas
(NES). CRM1 forma un complejo con la proteina que contiene
NES y la pequefia GTPasa Ran, esta regién forma una estructura
alfa helicoidal formada por seis motivos de horquilla helicoidales
gue son estructuralmente similares a la repeticion HEAT.

@ Pc21g14490 (775 aa)
Score: 0.890

HSF: Factor de choque térmico, activador transcripcional de

genes de choque térmico.

Pc22g02940 (334 aa)
Score: 0.855

Tiorredoxina reductasa TrxB, Perteneciente a la familia de la

piridina nucledtido-disulfuro oxidorreductasa de clase |I.
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Dominio Pfam, Pyr redox 3, Piridina nucledtido-disulfuro
oxidorreductasa.

Pc18g01780 (189 aa)

Score: 0.843

Glutatién peroxidasa

Dominio Pfam: GSHPx glutatién peroxidasa, es el nombre
general de una familia de enzimas con actividad peroxidasa cuya
funcién bioldgica principal es proteger al organismo del dafio
oxidante. La funcién bioquimica de la glutation peroxidasa es
reducir los hidroperodxidos de lipidos a sus correspondientes

alcoholes y reducir el perdxido de hidrogeno libre a agua.

L ELE Pc16g12230 (668 aa)
[ [[ Score: 0.842

Dominios SMART: ZnF_C2H2, dedos de zinc de tipo C2H2
(clasico), contienen una horquilla beta corta y una hélice alfa,
donde un solo dtomo de zinc se mantiene en su lugar por sus

residuos de cisteina (Cys)

Em Pc16g13280 (474 aa)
redox 3 | REE
! Score: 0.827

Pertenece a la familia de la piridina nucleétido-disulfuro

oxidorreductasa de clase |
Dominios Pfam: Pyr _redox 3 vy Pyr redox_dim, Piridina
nucledtido-disulfuro oxidorreductasa, dominio de dimerizacion.
Pc13g15380 (670 aa)

I Score: 0.822

Dominio Pfam: GCS, Esta familia representa la subunidad

catalitica de glutamato-cisteina ligasa, también conocida como
gamma-glutamilcisteina sintetasa (GCS). Esta enzima cataliza el
paso limitante de la velocidad en la biosintesis del glutatién. La
enzima eucariota es un dimero de cadena pesada y cadena
ligera con toda la actividad catalitica exhibida por la cadena

pesada.
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ﬂ ﬂ - Pc13g09580 (460 aa)
Score: 0.819

Dominio Pfam: Aftl _OSA, dominio de respuesta osmotica al
estrés.

Dominio Pfam: Aftl HRA, dominio involucrado en Ia
recombinacién meldtica, necesario y suficiente para activar la
recombinacion.

Dominio Pfam: Aftl HRR, dominio involucrado en Ia
recombinacion melética, necesario y suficiente para reprimir la

recombinacion.

Dominio SMART: BRLZ, dominio de cremallera de leucina basica

(bZIP).
Pc21g16940 (154 aa)
am
od.Cu Score: 0.671

Superdxido dismutasa [Cu-Zn]. Destruye los radicales que
normalmente se producen dentro de las células y que son
téxicos para los sistemas bioldgicos, pertenece a la familia de la
superoéxido dismutasa de Cu-Zn.

Dominio Pfam: Sod Cu, las superdxido dismutasas (SOD) son
metaloproteinas ubicuas que previenen el dafio de los radicales
libres mediados por oxigeno al catalizar la dismeutacién del

superéxido en oxigeno molecular y perdxido de hidrégeno.

Suplemento 10. Listado de los dominios presentes en cada proteina en la red de interaccidn de PcYapl (interacciones directas e
indirectas) obtenida por STRING y la descripcion de cada uno de ellos
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MEDIOS DE CULTIVO
CZAPEK

Componentes (g/L): Ci2H2,011, 30; NaNOs, 2; K;HPO,, 0.5; MgS04*7H,0, 0.5; FeS04*7H,0, 0.01;
Agar bacterioldgico, 10. Aforar con agua destilada.

Medio de cultivo para regeneracién y mantenimiento de P. chrysogenum. Para la regeneracion de
protoplastos de se afiade sorbitol 1M como estabilizador osmotico, se esteriliza por autoclave 20
mina 120 °C.

Luria-Bertani (LB)
Componentes (g/L): Bactotriptona, 10; NaCl, 10; Extracto de levadura, 5. Aforar con agua destilada.

Medio de cultivo para E. coli. Se ajusta el pH a 7.5 con NaOH; para su uso como medio solido se
afiade 20 g/L de agar bacterioldgico, se esteriliza por autoclave 20 min a 120 °C. Para
transformaciones de E. coli con el pldasmido pPICZ se usa una version baja en sales afiadiendo solo el
50% de NaCl a la formulacién.

MCFP

Componentes (g/L): Lactosa, 55; Solidos de maceracion de maiz, 35; CaCOs;, 10; KH,PO., 7;
MgS04*7H,0, 3. Afiadir 10 mL de fenilacetato potasico al 40% (p/v)* y aforar con agua destilada.

* Fenilacetato potasico al 40% (p/v): Acido fenilacetico, 20 g; KOH al 40%, 25 mL; Agua
destilada hasta 50 mL; pH resultante: 8-8.2; almacenar protegido de la luz a temperatura
ambiente.

Medio complejo de produccidn de penicilina de P. chrysogenum. Se ajusta el pH a 6.8 con el 90%
del volumen final y enseguida se afora, se esteriliza por autoclave 20 min a 120 °C.

MCIP

Componentes (g/L): C12H2,011, 20; Solidos de maceracién de maiz, 20; Extracto de levadura, 10;
CaCOs, 5. Aforar con agua destilada.

Medio de inéculo de P. chrysogenum para induccion de estrés oxidante y medicion de produccién
de penicilina. Se ajusta el pH a 5.7 con el 90% del volumen final y enseguida se afora, se esteriliza
por autoclave 20 min a 120 °C (antes de su uso resuspender los sélidos sedimentados).

149



PMMY

Componentes (g/L): CeH1206, 40; NaNOs, 3; Extracto de levadura, 2; KCl, 0.5; MgS04*7H,0, 0.5;
FeS0,*7H,0, 0.01. Aforar con agua destilada.

Medio de cultivo para desarrollo de micelio de P. chrysogenum. Se esteriliza por autoclave 20 min a
120 °C.

POWER

Componentes (g/L): Lactosa, 5; Peptona de caseina, 2.5; Solidos de maceraciéon de maiz, 0.5; KCl, 1;
NaCl, 2; NaNQs, 1.5; K;HPQ,, 0.25; MgS04*7H,0, 0.25; Agar bacterioldgico, 20. Sales Power*, 1000
ul y aforar con agua destilada.

*Sales Power (g/L): KH2PO4, 6; FeSO4*7H,0, 1; FeCls*6H,0, 0.4; CuSO4*7H,0, 0.2. Aforar
con agua destilada a un volumen final de 200 mL, se mezcla perfectamente y se conserva
en un frasco limpio a temperatura ambiente (antes de cada uso agitar para resuspender los
sedimentos).

Medio de cultivo para esporulaciéon y mantenimiento de P. chrysogenum. Se esteriliza por autoclave
20 mina 120 °C.

YPD

Componentes (g/L): Extracto de levadura, 10; Bactopeptona, 20. Aforar con agua destilada a un
volumen final de 900 mL.

Medio de cultivo para mantenimiento y crecimiento de P. pastoris. En medio solido se afiade agar
bacterioldgico a una concentracion de 20g/L, se esteriliza por autoclave 20 min a 120 °C, una vez
estéril se aflade en condiciones de esterilidad 10% de D10X (200 g/L de dextrosa filtrada por
membrana de 0.22 um).

YP-Metanol

Componentes (g/L): Extracto de levadura, 10; Bactopeptona, 20. Aforar con agua destilada a un
volumen final de 990 mL.

Para induccién de la expresion de proteinas heterdlogas en P. pastoris. Se esteriliza por autoclave
20 min a 120 °C, una vez estéril y a temperatura ambiente se afiade justo antes de inocular 1% de
metanol puro y se mezcla perfectamente.
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YPD- 2% Glicerol

Componentes (g/L): Extracto de levadura, 10; Bactopeptona, 20. Afiadir 20 mL de glicerol y aforar
con agua destilada a un volumen final de 900 mL.

Medio de cultivo para crecimiento de transformantes de P. pastoris. Se esteriliza por autoclave 20
min a 120 °C, una vez estéril se afiade en campana 10% de D10X.
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SOLUCIONES Y AMORTIGUADORES

Amortiguador de carga para DNA 6X (migracién nominal 300 pb)

Componentes: Xilencianol (migracidon nominal 4 Kb), 25 mg; Azul de bromofenol (migracién nominal
300 pb), 25 mg; Glicerol, 3 mL. Aforar con agua miliQ filtrada en membrana de 0.22 um de didmetro
de poro a un volumen final de 10 mL.

Se homogeneiza con vortex y se conserva a 4 °C protegido de la luz, por cada mililitro afiadir 2 uL de
Gel Red; usar 1 ulL por cada pL de muestra en electroforesis en gel de agarosa.

Amortiguador de carga para RNA

Componentes: Formamida, 550 ulL; Formaldehido, 200 uL; MAE 10X, 125 uL; Glicerol 80%, 100 uL;
Azul de bromofenol 25 mg, GelRed, 1 pL.

Se homogeneiza con vortex y se conserva a 4 °C protegido de la luz.

Amortiguador de carga para SDS-PAGE

Componentes (mL): Agua miliQ filtrada, 3.55; Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 1.25; Glicerol, 2.5; SDS 10%, 2;
Azul de bromofenol 0.5%, 0.2.

Se mezclan los componentes con vortex y se conserva a 4 °C en alicuotas de 1 mL.

Amortiguador de corrida 10 X, pH 8.3 para SDS-PAGE

Componentes (g/L): Tris base, 30.3; Glicina, 144; SDS, 10. Aforar con agua miliQ filtrada en
membrana de 0.22 um de didmetro de poro.

Se conserva a 4 °C, para cada electroforesis se requiere una concentracién 1X por lo que se disuelve
en agua miliQ filtrada en membrana de 0.22 um de didmetro de poro y se enfria para su uso.

Amortiguador de roturapH 7.4
Componentes: NasPOs, 50 mM; EDTA, 1 mM; Glicerol, 5%.

Para extraccién de proteina, se disuelve en agua miliQ, se ajusta el pH con NAOH con el 90% del
volumen final y enseguida se afora, se esteriliza por filtracion con una membrana de 0.22 um de
didmetro de poro y se conserva a 4 °C en un frasco lavado con agua miliQ filtrada, SDS al 10% en
aguay etanol.
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Amortiguador de unién pH 8
Componentes: NaCl, 500 mM; Na,HPQO,4, 50 mM.

Para purificacion de proteina, se mezcla perfectamente en agua miliQ y se ajusta a pH 8 con un
stock de NaH,PO4, 50 mM en agua miliQ con el 90% del volumen final y enseguida se afora, se
esteriliza por filtraciéon con una membrana de 0.22 um de didmetro de poroy se conserva a 4 °C en
un frasco lavado con agua miliQ filtrada, SDS al 10% en agua y etanol.

Amortiguador TB
Componentes: PIPES, 10 mM; CaCl,, 15 mM; KCl, 250 mM.

Para obtencion de células ultracompetentes de E. coli, se mezclan los componentes y se ajusta el
pH a 6.7, se esteriliza por autoclave 20 min a 120 °C y se aflade 55 mM de MnCl, previamente
esterilizado.

Blue Silver Coomassie (solucion de tincidn)

Componentes (%): H3POa, 10; (NH4),SO4, 10; Metanol, 20; Coomassie Brilliant Blue G-250 (BIO-RAD),
0.12.

Para tincion de geles de poliacrilamida, se mezclan los componentes y se lleva a un volumen de
1000 mL de agua miliQ filtrada con una membrana de 0.22 um de didmetro de poro, se conserva a
temperatura ambiente en un frasco dmbar, agitar vigorosamente antes de cada uso para disolver
sedimentos.

KCM
Componentes: CaCly, 50 mM; KCl, 0.7 M; MES, 10 M.

Para obtencidn de protoplastos de P. chrysogenum, se mezclan los componentes con agua destilada
y se ajusta el pH a 5.8, se esteriliza por autoclave 20 min a 120 °C.

MAE 10X
Componentes: MOPS, 0.2 M; EDTA, 50 mM.

Para geles de agarosa con RNA, se mezclan los componentes con agua miliQ, se ajusta el pH a 7, se
esteriliza por filtracion con una membrana de 0.22 um de didmetro de poro y se almacena en un
frasco ambar a4 °C.
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PBS
Componentes (mM/L): NaCl, 137; KCI, 2.7; Na;HPO,*2H,0, 10; KH,POy, 2.

Para cuantificacion de ROS, se mezclan todos los componentes con agua destilada y se ajusta el pH
a 7.4, se esteriliza por autoclave 20 min a 120 °Cy se almacena a 4 °C.

PCM
Componentes: CaCly, 50 mM; MES, 10 mM; Polietilenglicol 6000, 50%.

Para obtencion de protoplastos de P. chrysogenum, se mezclan todos los componentes con agua
destilada, se ajusta el pH a 5.8 y se esteriliza por autoclave 20 min a 120 °C.

Solucién de hibridaciéon Northern blot
Componentes: SSC 10X, 6X; SDS 1%, 0.1%; Formamida, 40%; Denhart 50X (Sigma-Aldrich), 1X.

Se mezclan los componentes con agua miliQ filtrada con una membrana de 0.22 um de didmetro de
poro en un frasco de vidrio lavado con SDS 10% en agua, agua miliQ y etanol y se conserva a
temperatura ambiente.

Solucion de lavado | Northern blot
Componentes: SSC 10X, 2X; SDS 0.1%.

Se mezclan los componentes con agua miliQ filtrada con una membrana de 0.22 um de didmetro de
poro en un frasco de vidrio lavado con SDS 10% en agua, agua miliQ y etanol y se conserva a
temperatura ambiente.

Solucidn de lavado Il Northern blot
Componentes: SSC 10X, 0.1X; SDS 0.1%.

Se mezclan los componentes con agua miliQ filtrada con una membrana de 0.22 um de didmetro de
poro en un frasco de vidrio lavado con SDS 10% en agua, agua miliQ y etanol y se conserva a
temperatura ambiente.

Solucién fijadora

Componentes (%): Acido acético glaciar, 10; Etanol absoluto, 40; Agua miliQ filtrada, 50.
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Para geles de poliacrilamida, se prepara en campana de extraccion el volumen justo al momento de
usar, al finalizar los vasos y probetas usados se mantiene en campana de extraccion para la
evaporacion de los residuos antes del lavado.

SSC 10X
Componentes (M): NaCl, 1.5; NasCsHsO5, 0.15.

Para Northern blot, se disuelven los componentes con agua miliQ, se ajusta el pHa 7 con HCI 0.1 N,
se esteriliza por filtracion con una membrana de 0.22 um de didmetro de poro y se conserva a
temperatura ambiente.

TAE 50X
Componentes: Tris base, 242 g; EDTA, 18.61 g; Acido acético glacial, 57.1 mL.

Para geles de agarosa con DNA, se mezclan el Tris base y EDTA con el 70% de agua miliQ filtrada con
una membrana de 0.22 um de didmetro de poro hasta disolverse, enseguida se agrega el acido
acético y se afora a 1L, se almacena en un frasco de vidrio limpio a temperatura ambiente.

TBE 5X
Componentes (mM): Tris base, 450; HsBOs, 450; EDTA, 10.

Para EMSA, se disuelven los componentes con agua miliQ, se ajusta el pH a 8.3, se esteriliza por
filtracién con una membrana de 0.22 um de didmetro de poro y se conserva a 4 °C, para su uso se
diluye a una concentracion de 0.5X en agua miliQ filtrada.

TPP
Componentes (M): KCl, 0.7; K;HPQ,, 50.

Para obtencion de protoplastos de P. chrysogenum, se mezclan todos los componentes con agua
destilada, se ajusta el pH a 5.8 y se esteriliza por autoclave 20 min a 120 °C.
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Regulacién de la respuesta
al estrés oxidante, el
metabolismo secundario y la
diferenciacién mediante
factores transcripcionales
del tipo AP-1 en Penicillium
chrysogenum.
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 10:00 horas
del dia 18 del mes de agosto del afio 2022 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los

suscritos miembros del jurado:

DR. SERGIO SANCHEZ ESQUIVEL
DR. JAVIER BARRIOS GONZALEZ
DR. ULISES CARRASCO NAVARRO
DR. FRANCISCO JOSE FERNANDEZ PERRINO
Bajo la Presidencia del primero y con caracter de

Secretario el ultimo, se reunieron a la presentacidén de la
Disertacidén Publica cuya denominacién aparece al margen,
para la obtencién del grado de:

DOCTORA EN BIOTECNOLOGIA

DE: WYLMA DOLORES PEREZ PEREZ

y de acuerdo con el articulo 78 fraccidén IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Auténoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
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Acto continuo, el presidente del jurado comunicé a la
interesada el resultado de la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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