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iv. RESUMEN

El presente proyecto se centrd en la caracterizacién del proteoma de Aspergillus brasiliensis,
evaluando el efecto del sistema de cultivo y la concentracion de sacarosa presente en el medio.
El trabajo fue dividido en dos etapas. En la primera etapa se evalu6 el efecto de la
concentracion de sacarosa en CMS (20 a 210 g/L, utilizando agrolita como soporte) y en CML
(20 a 80 g/L) sobre (i) la actividad inulinasa e invertasa y (ii) variables asociadas con el
crecimiento de A. brasiliensis, estimadas mediante la medicion en linea de la produccién de

CO,. El andlisis de las variables obtenidas revel6 menor tiempo de fase Lag en CMS
comparado con CML y disminucion de la tasa especifica de produccion de COz (MLCO-) en

ambos sistemas de cultivo al aumentar la concentracion de sacarosa. El valor maximo de la
tasa maxima de produccion de CO; (10.45 + 0.72 mg/h mL) y produccién total de CO, (138.53
+ 6.48 mg/mL) se obtuvo en CMS con 210 g/L de sacarosa. La produccién de inulinasa e
invertasa en CML fue independiente de la concentracion inicial de sacarosa (1.13+0.02y 5.84
+ 0.12 U/mL, respectivamente); mientras que en CMS ambas actividades enzimaticas
incrementaron con el aumento en la concentracion de sacarosa, alcanzando valores maximos
de 588 £ 0.78 y 41.69 + 3.60 U/mL (inulinasa e invertasa, respectivamente), con la
concentracion mas alta de sacarosa (210 g/L). Zimogramas de actividad inulinasa e invertasa
desarrollados con extractos enzimaticos obtenidos con 60 g/L de sacarosa en CMS y CML
revelaron una banda de inulinasa y dos de invertasa involucradas en la hidrélisis de sacarosa.
En la segunda etapa, se obtuvieron los proteomas de A. brasiliensis en CMS (sacarosa: 20 a
180 g/L) y CML (sacarosa: 20 a 60 g/L). El proteoma fue mas complejo en CMS que en CML.
Se identificaron 1471 y 953 proteinas, respectivamente. En CMS, 237 proteinas (88 Unicas,
75 abundantes no reguladas y 74 abundantes reguladas) fueron analizadas con
concentraciones de sacarosa < 60 g/L y 343 proteinas (195 Unicas, 98 abundantes no
reguladas y 50 abundantes reguladas) fueron analizadas con concentraciones de sacarosa >
60 g/L. En CML, 277 proteinas (128 Unicas, 73 abundantes no reguladas y 76 abundantes
reguladas) fueron analizadas. El proteoma en CMS fue 3.3 (de 20 a 60 g/L) y 4.8 (de 60 a 180
g/L) veces méas abundante que en CML. En CMS hubo presencia de proteinas involucradas
en mayor numero de procesos que en CML. La cuenta espectral ponderada de las proteinas
asociadas con el transporte, sin caracterizar, del metabolismo de nucleétidos y amino&cidos
fue tan baja que se puede considerar despreciable en CML. Las proteinas asociadas con el

metabolismo de carbohidratos fueron el grupo mas abundante en CMS (49.98 y 80.42 cuentas
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espectrales/mL con concentracion de sacarosa de 20 a 60 g/L y de 60 a 180 g¢/L,
respectivamente). La suma de la cuenta espectral ponderada de todas las proteinas
involucradas en este metabolismo fue casi 12 y 19 veces mas abundante que en CML, donde
ocupd el sexto lugar en términos de abundancia. El grupo de proteinas clasificadas como
miscelaneas fue el segundo grupo mas abundante en CMS (40.89 y 59.66 cuentas
espectrales/mL con concentraciones de 20 a 60 g/L y de 60 a 180 g/L, respectivamente). Este
grupo de proteinas en CML ocup6 el tercer lugar en términos de abundancia. En el proteoma
en CMS y CML se encontraron proteinas involucradas en la degradacion de hidrocarburos,
biosintesis de antibidticos y patogenicidad, habiendo mayor variedad de éstas en CMS. En el
proteoma en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa, el tercer grupo de proteinas mas abundante
fue el clasificado como componente/proceso celular (40.44 cuentas espectrales/mL) mientras
que con 60 a 180 g/L de sacarosa ocup0 el cuarto lugar (41.85 cuentas espectrales/mL). Este
grupo de proteinas en CML fue el mas abundante (27.77 cuentas espectrales/mL) dando
evidencia de que en este sistema de cultivo predominan procesos celulares asociados con la
replicacion y transcripcion de ADN, y la sintesis de pared celular. Por lo tanto, los hallazgos
obtenidos en el presente trabajo muestran nuevas evidencias para proponer que en CMS el
catabolismo predomina sobre el anabolismo.
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v. ABSTRACT
The present work was focused on the characterization of Aspergillus brasiliensis proteome,
assessing the culture system and sucrose concentration present in the culture medium. The
work was parted into two stages. In the first stage, the effect of sucrose concentration under
SSF (20 to 210 g/L, using perlite as support) and SmF (20 to 80 g/L) over (i) extracellular
inulinase and invertase production and (ii) associated variables with A. brasiliensis growth,
estimated from online CO. production measurement was evaluated. The analysis revealed a
lower Lag phase in SSF compared to SmF and, decrease in the specific CO; production rate
(MCOy) in both systems as the sucrose concentration increased. The highest maximum CO.
production rate (10.45 = 0.72 mg/h mL) and total CO production (138.53 + 6.48 mg/mL) were
obtained in SSF with a sucrose concentration of 210 g/L. Inulinase and invertase production in
SmF was independent of the initial sucrose concentration (1.13 + 0.02 and 5.84 + 0.12 U/mL,
respectively); meanwhile in SSF, both activities increased with the increase in the sucrose
concentration, reaching maximum values of 5.88 + 0.78 and 41.69 + 3.60 U/mL (inulinase and
invertase, respectively), at the highest sucrose concentration (210 g/L). The zymographic
analysis developed with enzymatic extracts obtained with 60 g/L of sucrose under SSF and
SmF showed one band of inulinase and two bands of invertases involved in sucrose hydrolysis.
In the second stage, the A. brasiliensis proteomes were obtained under SSF (sucrose: 20 to
180 g/L) and SmF (sucrose: 20 to 60 g/L) conditions. The proteome was more complex in SSF
than in SmF. A total of 1471 and 953 proteins were identified, respectively. In SSF, 237 proteins
(88 unique, 75 abundant unregulated, and 74 abundant regulated) were studied at sucrose
concentrations < 60 g/L and 343 proteins (195 unigue, 98 abundant unregulated, and 50
abundant regulated) were analyzed at sucrose concentrations > 180 g/L. In SmF, 277 proteins
(128 unique, 73 abundant unregulated, and 76 abundant regulated) were examined. The
proteome in SSF was 3.3 (from 20 to 60 g/L) and 4.8 (from 60 to 180 g/L) times more abundant
than in SmF. In SSF there was the presence of proteins involved in a greater number of
processes than in SmF. The weighted spectral count of uncharacterized, transport-associated
proteins, of nucleotide and amino acid metabolism was so low that it can be considered
negligible in SmF. The associated carbohydrate metabolism proteins were the most abundant
group in SSF (49.98 and 80.42 spectral count/mL at sucrose concentrations of 20 to 60 g/L
and 60 to 180 g/L, respectively). The sum of the weighted spectral count of all the proteins
involved in this metabolism was almost 12 and 19 times more abundant than in SmF, where it

ranked sixth in terms of abundance. Proteins classified as miscellaneous were the second most
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abundant group in SSF (40.89 and 59.66 spectral count/mL with concentrations of 20 to 60 g/L
and 60 to 180 g/L, respectively). This group of proteins in SmF ranked third in terms of
abundance. In the proteome in SSF and SmF, proteins involved in hydrocarbon degradation,
antibiotic biosynthesis, and pathogenicity were found, with a greater variety of these in CMS.
In the proteome in SSF with 20 to 60 g/L of sucrose, the third most abundant group of proteins
was classified as cellular component/process (40.44 spectral count/mL), while with 60 to 180
g/L of sucrose, it ranked fourth (41.85 spectral count/mL). This group of proteins in SmF was
the most abundant (27.77 spectral count/mL), giving evidence that cellular processes
associated with DNA replication and transcription, and cell wall synthesis predominate in this
culture system. Therefore, the findings obtained in the present work show new evidence to
propose that catabolism predominates over anabolism in SSF.
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1. INTRODUCCION

La industria biotecnol6gica produce una amplia gama de productos; entre los cuales, destacan
acidos orgéanicos, antibiéticos y enzimas. La mayoria de éstos son producidos en cultivo en
medio liquido (CML) (Hansen et al., 2015). En la actualidad, es bien sabido que las enzimas
de interés industrial son producidas por diferentes tipos de microorganismos, entre los que
destacan los hongos filamentosos del género Aspergillus, levaduras del género
Saccharomyces y bacterias del género Bacillus. Es importante mencionar que en CML, la
produccién de enzimas se ve afectada negativamente por diferentes factores cuando la
concentracion de glucosa en el medio es mayor a 10 g/L (Viniegra-Gonzalez y Favela-Torres,
2006). Entre estos factores se encuentran: la represion catabdlica, el estrés osmdético y la
inhibicion por sustrato y por producto. Sin embargo, el cultivo en medio sélido (CMS) es una
alternativa para la produccién de enzimas con hongos filamentosos, ya que se ha demostrado
que, bajo este sistema de cultivo se alcanza mayor produccién de enzimas con respecto al
CML (Guerrero-Urrutia et al., 2021). Algunos autores sugieren que en CMS se alcanzan
mejores producciones de enzimas porque se minimiza la represién catabdlica debido a la baja
humedad, la falta de agitacion, adherencia de las células al soporte y por la menor difusion de
nutrientes (Aguilar, 1998). Se han realizado numerosos estudios con el propésito de dar
explicacion a este tipo de fendmenos y sugieren que nuevas proteinas estan involucradas en
la adaptacion fisioldgica de los microorganismos a cualquiera de las condiciones mencionadas
(Kim et al., 2007a). Dado lo anterior, con el uso de métodos de analisis proteémico se pueden
elucidar algunos mecanismos microbianos para adaptar el metabolismo a diferentes
condiciones ambientales y a variaciones en la fuente de carbono o de nitrégeno (Kniemeyer,
2011). Por tal motivo, la estrategia del presente trabajo fue caracterizar cultivos de Aspergillus
brasiliensis (ATCC 9642) en medios sélido y liquido, evaluando diferentes concentraciones de
sacarosa (fuente de carbono inductora de invertasa); esto permitié establecer diferencias entre
los sistemas de cultivo con base en la actividad invertasa e inulinasa tomadas como enzimas
modelo, por poseer la capacidad de hidrolizar sacarosa. Una vez identificadas las diferencias
en el crecimiento y actividad enzimatica de A. brasiliensis en cada sistema de cultivo, se
establecieron las condiciones y tiempo de cultivo para obtener los proteomas de A. brasiliensis,
los cuales fueron analizados con la finalidad de establecer diferencias entre CMS y CML con
un enfoque global y entender las adaptaciones metabdlicas del hongo ante los cambios en las

condiciones de cultivo.



El presente documento se divide en 9 secciones. La primera es la presente introduccién. En
la segunda se presenta el marco tedrico, que brinda un panorama general de CMS y CML, las
aplicaciones y diferencias de ambos sistemas de cultivo, asi como una breve descripcion de
la importancia de hongos del género Aspergillus (haciendo énfasis en Aspergillus brasiliensis).
También, se describe la produccion de inulinasa e invertasa (enzimas que hidrolizan inulina y
sacarosa) y la identificacién de proteinas basada en un enfoque proteémico. La tercera seccién
presenta los antecedentes directos del trabajo. Posteriormente, se justifica el trabajo y se
presentan la hipotesis y los objetivos. La séptima seccidn contiene la estrategia experimental,
seguido de la metodologia desarrollada para la obtencion de resultados. En la hovena seccion
se presentan y discuten los resultados mas relevantes obtenidos al evaluar el efecto de la
concentracion de sacarosa y el sistema de cultivo sobre la produccién de inulinasa e invertasa
y el crecimiento de A. brasiliensis. A continuacion, se describen y discuten los resultados del
andlisis del proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML. Finalmente, se presentan las
conclusiones y algunas perspectivas para darle continuidad al estudio.



2. MARCO TEORICO

Durante la bioconversién de sustratos complejos por microorganismos se generan productos
de interés como enzimas, antibidticos, péptidos y factores de crecimiento. Estos han
demostrado gran importancia econémica e industrial, principalmente en la industria
farmacéutica y de alimentos (Subramaniyam y Vimala, 2012). A nivel industrial, se han
desarrollado dos formas de cultivo de microorganismos para la produccion de compuestos con
valor agregado: el CMS y CML (Pandey, 2003).

2.1. Cultivo en medio solido (CMS)

El CMS es una forma de cultivar microorganismos sobre un soporte sélido practicamente en
ausencia de agua libre, pero con la suficiente humedad para permitir el crecimiento y
metabolismo del microorganismo (Pandey, 2003). La humedad mas baja a la que se puede
desarrollar el CMS es aproximadamente del 12% y la mas alta varia de acuerdo con la cantidad
de liquido que puede absorber el soporte o sustrato sélido; es decir, depende de la naturaleza
del soporte/sustrato. Sin embargo se han reportado procesos de CMS donde la humedad es
cercana al 80% (Krishna, 2005). Existen dos sistemas de CMS dependiendo de la naturaleza
del soporte s6lido empleado: el primero y mas comun es el cultivo de microorganismos sobre
residuos agricolas que funcionan como soporte y fuente de nutrientes y el otro sistema es el
cultivo de microorganismos sobre un material inerte que se impregna con el medio de cultivo
que proporciona los nutrientes (Ooijkaas et al., 2000).

Recientemente, el CMS se ha evaluado en diferentes centros de investigacion alrededor del
mundo y se han revelado diferentes ventajas econémicas y practicas sobre el CML (Thomas
et al., 2013). Estas ventajas dependen del proceso en particular, por ejemplo, el desarrollo de
cultivos en condiciones no asépticas para la produccién de esporas, ensilaje o el compostaje;
esta ventaja es Unicamente aplicable para estos procesos ya que, en contraste con la
produccién de antibiéticos, se requiere de cultivos de microorganismos puros (Ooijkaas et al.,
2000). En el caso de la produccion de enzimas por CMS, especialmente enzimas hidroliticas
gue no requieren pasos de purificacién, es decir, no importa su pureza (pueden recuperarse y
aplicarse como “cocteles enzimaticos”), surgen ventajas como la disminucion de costos en la
produccion al ahorrarse solventes y procesos posteriores a la recuperacién del producto
“procesos downstream” (Sato y Sudo, 1999). También, en CMS se ha reportado elevada
productividad, rendimiento y concentracion de enzimas, mayor estabilidad a la temperatura y

pH y menor represién catabdlica respecto al CML (Hansen et al., 2015). Por otro lado, emplear



residuos agroindustriales como sustrato, el uso de gran variedad de soportes con diferentes
caracteristicas (composicién, tamafo, resistencia mecanica, porosidad, capacidad de
retencién de agua), menores gastos energéticos, bajo consumo de agua y minimas descargas
de aguas residuales pueden verse como ventajas generales de los procesos de CMS (Krishna,
2005).

Mudltiples reportes indican que el CMS ofrece ventajas sobre el CML. Sin embargo, tiene
limitaciones que le impiden reemplazar al CML para la produccidon de compuestos con alto
valor agregado. Por mencionar algunas, pueden destacarse problemas de agitacién que dan
como resultado condiciones heterogéneas en la distribucion de nutrientes, dificultad en el
control de pardmetros (temperatura, pH, humedad y aireacion) lo que implica acumulacion de
calor metabdlico y dificultad en la determinacion del crecimiento microbiano, etc. (Mitchel et
al., 2003).

En los ultimos veinte afios, el CMS ha adquirido bastante interés, las investigaciones se han
centrado en optimizar esta técnica de cultivo en tres pardmetros principales: microorganismo,
sustrato y condiciones ambientales (Subramaniyam y Vimala, 2012). La eleccién del
microorganismo a utilizar es un paso muy importante ya que se requiere que sea buen
productor de enzimas y otros productos. Los microorganismos mas empleados son los hongos
filamentosos principalmente del género Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. nidulans) y son
considerados adecuados porque las condiciones del medio simulan su habitat natural (Soccol
et al., 2017). Basados en el concepto de actividad de agua (aw), las levaduras también son
empleadas ya que, al igual que los hongos filamentosos, pueden crecer en ambientes con baja
aw. De hecho, levaduras del género Saccharomyces ya han sido reportadas para la produccion
de invertasa en CMS (Rashad y Nooman, 2009). Sin embargo, bacterias del género Bacillus
(B. subtilis, B. thuringiensis y Lactobacillus sp.) han sido reportadas para la produccién de
enzimas hidroliticas (amilasas, poligalacturonasas y tanasas) y acidos organicos (acido lactico)
(Rani et al., 2009) bajo condiciones de CMS. Por su parte, los actinomicetos (Streptomyces
sp.), han sido reportados como productores de antibioticos (estreptomicina, tetraciclina y
cefamicina) bajo condiciones de CMS (Barrios-Gonzalez y Mejia, 1996).

Los principales factores que se deben considerar para la eleccion del sustrato son el costo y
la disponibilidad seguidos de otras caracteristicas como la porosidad, la cristalinidad, el
tamafio de particula, el area de la superficie, etc. (Rani et al., 2009). Los sustratos mas
importantes para el CMS son los residuos agroindustriales ya que se producen en grandes

cantidades, tienen bajo valor comercial y su utilizacién es limitada (Farinas, 2015). Dentro de



estos sustratos destacan el bagazo de cafia de azlcar, cascaras de cereales (salvado de trigo,
salvado de arroz, salvado de avena y salvado de soja), pulpa y cascaras de café, pulpa y
cascaras de frutas, etc. (Rani et al., 2009). La composicion de estos residuos es principalmente
celulosa, hemicelulosa, lignina, almidén y pectina, lo que hace que funcionen no solo como
soporte si no como fuente de carbono y nutrientes (Farinas, 2015). Sin embargo, usualmente
es necesario suplementar los sustratos con macro y micro nutrientes que son necesarios para

un crecimiento 6ptimo de los microorganismos (Pandey, 2003).

Por otro lado, se vuelve complicado el control de los pardmetros ambientales durante el
proceso de CMS; primero se debe disefiar el reactor, que debe ser apropiado de modo que
permita mantener controladas las condiciones ambientales, las cuales son establecidas y
optimizadas dependiendo del proceso, microorganismo y sustrato empleados (Mitchell et al.,
2003).

2.2. Cultivo en medio liguido (CML)

El CML es una forma de cultivar células microbianas de manera homogénea en un recipiente
agitado que contiene los nutrientes necesarios que las células necesitan para crecer. Estos
nutrientes estan disueltos en agua y es por esto gue algunos investigadores definen el CML
como el cultivo que se lleva a cabo en presencia de un exceso de agua (Rani et al., 2010).
Este tipo de cultivo es muy empleado para la produccién de enzimas; de hecho, es preferido
por las industrias productoras de enzimas porque, a diferencia del CMS, se puede tener mejor
control de los parametros de proceso tales como temperatura, pH, aireacion, etc. Ademas, la
morfologia éptima de los hongos filamentosos cuando crecen en CML es comuUnmente
conocida como “pellets” y esta relacionada con la produccion de enzimas, pero se ve
influenciada por factores como agitacion, pH, osmolaridad y temperatura entre otros (Krull et
al., 2013; Papagianni, 2004).

El CML presenta algunas ventajas comparado con el CMS. Sin embargo, también tiene
limitaciones y retos que, al ser resueltos, pueden permitir obtener rendimiento y productividad
elevados (Hansen et al., 2015). A continuacion, se presentan algunos retos, ventajas y
desventajas de CML (Krull et al., 2013; Papagianni, 2004; Viniegra-Gonzalez et al., 2003).
Ventajas:

*» Bases tecnoldgicas bien establecidas para el escalamiento a nivel industrial.



* Alto grado de control de los parametros de operacién (temperatura, pH, agitacion, formacion
de espuma, oxigeno, etc.).

Desventajas:

 Susceptible a represién catabodlica en concentraciones mayores a 10 g/L.

» Degradacion del producto por proteasas.

* Altos gastos de energia para suministrar oxigeno a una tasa suficientemente grande para
satisfacer los requerimientos.

Retos:

* Necesidad de utilizar sistemas de fermentacién en lote alimentado que permitan suministrar
los sustratos de modo que se evite la represion catabdlica.

* La variabilidad de la morfologia puede ser vista como un reto que permita definir parametros

que controlen y mantengan una forma éptima durante la produccion de enzimas.

2.3. Aplicaciones del CMS y CML

El uso de microorganismos para la produccién de compuestos con valor agregado por CML se
ha incrementado en los dltimos 50 afios (Papagianni, 2004). EI CML es utilizado para la
produccién de la mayoria de productos comerciales (Tabla 1, Anexo 1) (Sharma et al., 2016).
Mas del 75% de las enzimas producidas a nivel industrial se obtienen por procesos en CML, y
una de las razones es porque el CML permite la utilizacién de organismos genéticamente
modificados en mayor medida que el CMS (Subramaniyam y Vimala, 2012). Los procesos de
CMS han sido una practica con importancia econdmica desde hace cientos de afios.
Recientemente, el conocimiento sobre el uso de microorganismos para la obtencion de
diferentes productos con valor agregado ha sido exitosamente aplicado en diferentes sectores
industriales tales como el alimentario, textil y farmacéutico (Farinas, 2015). Dentro de los
productos que son obtenidos por CMS a nivel industrial destacan las enzimas, acidos
organicos, biopolimeros, biosurfactantes, pigmentos, metabolitos secundarios, biofertilizantes,
biopesticidas, sabores y aromas (Thomas et al., 2013).

A nivel comercial, las enzimas son aplicadas en detergentes, procesamiento de pulpa y papel,
fabricacion de textiles, industria del cuero, producciéon de farmacos y produccion de
biocombustibles (Binod et al., 2013), siendo el sector de alimentos y piensos el que mayor
ventas anuales tiene, seguido del sector de detergentes (Patel et al., 2017). La mayoria de las
investigaciones enfocadas a la produccién de enzimas por CMS se centran principalmente en

celulasas, xilanasas, proteasas, lacasas, lipasas y amilasas (Tabla 1) (Soccol et al., 2017). Las



celulasas y xilanasas tienen importancia por la conversién de biomasa a etanol y son aplicadas
en las industrias textil, de papel y de alimentos y bebidas (Yoon et al., 2014). Las proteasas
comprenden el tercer grupo de enzimas mas estudiado en la literatura, representan alrededor
del 60% del mercado global de enzimas y son aplicadas como aditivo en detergentes,
procesamiento de pieles, en la industria alimentaria como ablandadores de carne, en el
tratamiento de residuos, etc. (Kumar y Takagi, 1999; Sethi et al., 2016). Las lacasas son un
grupo de enzimas con actividad oxidorreductasa que han sido aplicadas principalmente al
tratamiento de aguas contaminadas con colorantes (Dhillon et al., 2012). Las lipasas son
enzimas cuya principal aplicacion es en detergentes, pero recientemente se estan empleando
en la produccion de biodiesel (Ferrarezi et al., 2014). Por su parte, las amilasas constituyen un
grupo de enzimas hidroliticas que representan alrededor del 30% del mercado global y tienen
importancia por su utilizacion en la produccién de etanol a partir de residuos de almidén (Singh
y Gupta, 2014).



Tabla 1.

Producciéon de enzimas por cultivo en medio sélido y cultivo en medio liquido.

Produccién
Producto 2 Microorganismo Cultivo Sustrato CMS: Ulgss Referencia
CML: U/mL
) ) Residuos de orujo de uva'y )
Aspergillus niger ° ) CMCasa, 668.0 (Papadaki et al., 2020)
salvado de trigo

Aspergillus niger Bonote CMCasa, 9.8 (Mrudula y Murugammal, 2011)
Aspergillus niger Paja de trigo CMCasa, 310.0 (Bansal et al., 2012)
Aspergillus fumigatus Aceite de tronco de palma CMCasa, 54.3 (Ang et al., 2013)
Aspergillus fumigatus cMS Paja de trigo CMCasa, 1044.0 U/mL (Sagib et al., 2010)
Trichoderma harzianum Paja de arroz CMCasa, 111.3 (Rahnama et al., 2013)
Trichoderma harzianum Aserrin de pino CMCasa, 9.1 (Lopez-Ramirez et al., 2018)
Rhizopus oryzae ° Hojas de palma CMCasa, 94.7 (Ezeilo et al., 2020)
Rhizopus oryzae Salvado de trigo CMCasa, 452.2 (Pandey y Negi, 2020)
Neurospora sitophila Paja de trigo CMCasa, 30.2 Li et al., 2013

Celulasas P P y 9 ( )

) Sacharomyces cerevisiae ° Olote de maiz CMCasa, 19.5 (Amadi et al., 2020)

(15-90 ddlares/Kg)
Aspergillus niger Bonote CMCasa, 3.5 (Mrudula y Murugammal, 2011)
Aspergillus niger ° Cascara de cacahuate CMCasa, 87.7 (Sulyman et al., 2020)

) ) Pulpa de uva y cascara de .
Aspergillus awamori ) CMCasa, 6.2 (Diaz et al., 2012)
naranja
Aspergillus fumigatus c Paja de trigo CMCasa, 321.0 (Sagib et al., 2010)
ML

Trichoderma gamsii ° Celulosa microcristalina CMCasa, 61.3 (Baskaran y Krishnan, 2020)
) . Celulignina parcialmente
Trichoderma harzianum o CMCasa, 0.6 (Castro et al., 2010)
deslignificada
Penicillium janthinellum Paja de trigo PF, 3.1 (Singhania et al., 2014)
Penicillium echinulatum © Celulosa CMCasa, 37.3 (Reis et al., 2013)

a: Costo aproximado en ddlares de un Kg de enzima, segun Kapoor et al. (2016). b: Resultados reportados con condiciones de cultivo
optimizadas. c: microorganismo modificado (mutante). CMCasa: actividad celulasa medida con carboximetilcelulosa como sustrato. PF:
actividad celulasa medida con papel filtro.



Tabla 1. Produccién de enzimas por cultivo en medio sélido y cultivo en medio liquido (continuacién).

Produccién
Producto 2 Microorganismo Cultivo Sustrato CMS: Ulgss Referencia
CML: U/mL
) ) Residuos de orujo de uva'y )
Aspergillus niger ° ) 1099.0 (Papadaki et al., 2020)
salvado de trigo
CMS
) Residuos de semillas de Shorea )
Aspergillus flavus 1.8 (Singh y Gupta, 2014)
robusta
) Céscara de soja y residuos de )
Aspergillus oryzae ® ) ) 47000.0 (Melnichuk et al., 2020)
molino de harina
Rhizopus microsporus var. .
) Salvado de trigo 358.0 (Barros Ranke et al., 2020)
oligosporus
Rhizopus oligosporus ° Salvado de trigo 367.6 (Escaramboni et al., 2018)
Amilasas Bacillus amyloliquefaciens ° Residuos de cocina 833.0 (Bhatt et al., 2020)
(1500-10000 . . Salvado de trigo adicionado con
Bacillus subtilis o 126.2 (Pranay et al., 2019)
dolares/Kg) almidén soluble
Bacillus subtilis ® Salvado de trigo 1239.0 (Almanaa et al., 2020)
Bacillus sp. Salvado de trigo 140.0 (Hashemi et al., 2010)
) Residuos de semillas de Shorea )
Aspergillus flavus ° 26.4 (Singh y Gupta, 2014)
robusta
Bacillus sp. Dextrina 3.8 (Hashemi et al., 2013)
Bacillus tequilensis ° CML Salvado de arroz 39.7 (Paul et al., 2020)
Bacillus velezensis Almidén 2.8 (Bhatt et al., 2020)
Bacillus cereus Almidén 1.9 (Priyadarshini et al., 2020)
Bacillus sp. ° Almidén 400.0 (Kokila'y Mrudula, 2010)

a: Costo aproximado en dolares de un Kg de enzima, segun Kapoor et al. (2016). b: Resultados reportados con condiciones de cultivo
optimizadas. c: microorganismo modificado (mutante).



Tabla 1. Produccién de enzimas por cultivo en medio sélido y cultivo en medio liquido (continuacién).

Produccién
Producto 2 Microorganismo Cultivo Sustrato CMS: Ulgss Referencia
CML: U/mL
Aspergillus niger ® Céscara de arroz 7.0 U/mL (Razali et al., 2021)
Aspergillus niger Bagazo de cafia de azlcar 1400.8 (Moran-Aguilar et al., 2021)
) ) Residuos de orujo de uva'y )
Aspergillus niger ° ) 579.0 (Papadaki et al., 2020)
salvado de trigo
Aspergillus awamori Céscara de naranja 43.7 (Diaz et al., 2012)
Aspergillus fumigatus Aceite de tronco de palma 418.7 (Ang et al., 2013)
Trichoderma harzianum CMS Aserrin de pino 109.3 (Lopez-Ramirez et al., 2018)
Trichoderma harzianum ° Desechos de meldn y sandia 80.0 (Mohamed et al., 2013)
Trichoderma harzianum Paja de arroz 433.8 (Rahnama et al., 2013)
) Rhizopus oryzae ° Hojas de palma 214.0 (Ezeilo et al., 2020)
Xilanasas . . :
Phanerochaete Polvo de rastrojo de maiz 28.0 (Liu et al., 2020)
(10-80 ddlares/Kg) .
chrysosporium
Sacharomyces cerevisiae ° Olote de maiz 56.9 (Amadi et al., 2020)
Aspergillus niger ¢ Olote de maiz 9.4 (Ire et al., 2021)
Aspergillus nidulans © Glucosa 1250.0 (Abdella et al., 2020)
Trichoderma reesei Bagazo de cafia de azUlcar 93.1 (Silva et al., 2018)
Trichoderma gamsii ° oML Celulosa microcristalina 681.0 (Baskaran y Krishnan, 2020)
Penicillium echinulatum® Celulosa 177.0 (Reis et al., 2013)
Phanerochaete . .
. Polvo de rastrojo de maiz 0.14 (Liu et al., 2020)
chrysosporium
Bacillus licheniformis ° Salvado de trigo 5.5 (Limkar et al., 2019)

a: Costo aproximado en dolares de un Kg de enzima, segun Kapoor et al. (2016). b: Resultados reportados con condiciones de cultivo

optimizadas. c: microorganismo modificado (mutante).
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Tabla 1. Produccién de enzimas por cultivo en medio sélido y cultivo en medio liquido (continuacién).

Produccién
Producto 2 Microorganismo Cultivo Sustrato CMS: Ulgss Referencia
CML: U/mL
Aspergillus niger Harina de soja Hidrolisis: 163.3 (Prabaningtyas et al., 2018)
Mezcla de mezquite, cascara de
Aspergillus niger ® gramo rojo y residuos semilla de  Hidrdlisis: 269.9 (Mandari et al., 2020)
algodén procesada
. . CMS Salvado de trigo y bagazo de Hidrolisis: 264.0 )
Rhizopus microsporus ° o (Pitol et al., 2017)
cafia de azlcar Esterificacion: 13.3
Penicillium roqueforti ® Céascara de cacao Hidrdlisis: 48.0 (Sales de Menezes et al., 2021)
) Fusarium sp. Residuos de crambe procesado  Hidrdlisis: 74.0 (Oliveira et al., 2020)
Lipasas Yarrowia lipolytica Céascara de soja Hidrélisis: 32 (Nascimento et al., 2021)
Aspergillus sp. Aceite de semilla de soja Hidrolisis: 17.9 (Tacin et al., 2019)
Fusarium sp. Aceite de crambe Hidrdlisis: 2.9 (Oliveira et al., 2020)
Pichia pastoris ¢ Glicerol Hidrolisis: 6570.7 (Zheng et al., 2019)
Meyerozyma guilliermondii ®  CML Suero de queso Hidrolisis: 285.8 (Knob et al., 2020)
Pseudomonas ) ) o
helmanticensis ° Aceite de oliva Hidrdlisis: 416.0 (Phukon et al., 2020)
Streptomyces sp. Fructosa Hidrolisis: 162.0 (Al-Dhabi et al., 2020)
Pycnoporus sanguineus Bagazo de cafia de azucar 22.0 (Pereira Scarpa et al., 2019)
Tricholoma giganteum ° Paja de trigo 269000.0 (Patel y Gupte, 2016)
Bacillus sp. ° CMS Residuos de jugo de fruta 1645.0 (Sondhi y Saini, 2019)
Pseudomonas ) )
) ) Salvado de trigo 7.0 U/mL (Neifar et al., 2016)
Lacasas extremorientalis
(1-99 dolares/Kg) Trametes pubescens CMLSSS Cascara de cafée 0.2 (Gonzalez et al., 2013)
Aspergillus sp. Omeje Céascara de cacahuate 0.9 (Omeje et al., 2020)
Trametes pubescens Cascara de café 0.2 (Gonzalez et al., 2013)
Myrothecium verrucaria ® oML Glucosa 1.3 (Agrawal et al., 2019)
Arthrospira maxima ® Sacarosa y guayacol 54.7 (Afreen et al., 2018)

a: Costo aproximado en délares de un Kg de enzima, segun Kapoor et al. (2016). b:
optimizadas. c: microorganismo modificado (mutante).

Resultados reportados con condiciones de cultivo
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Tabla 1. Produccién de enzimas por cultivo en medio sélido y cultivo en medio liquido (continuacién).

Producto 2 Microorganismo Cultivo Sustrato

Producciéon
CMS: Ulgss
CML: U/mL

Referencia

A illus niger ® Residuos de orujo de uvay
spergillus niger
Perg 9 salvado de trigo

Aspergillus awamori Salvado de trigo
Aspergillus terreus ® CMS Cascara de arveja
Neurospora crassa Pulpa de soja

Cascaras de soja

Proteasa acida: 204.0

Proteasa &cida: 798.6
5266.8
Proteasa alcalina: 1959.8

(Papadaki et al., 2020)

(Negi, Gupta and Banerjee, 2011)
(Sethi et al., 2016)
(Zheng et al., 2020)

Yarrowia lipolytica ) 0.1 U/mL (do Nascimento et al., 2021)
suplementadas con medio YPD
Proteasas . ;
Bacillus halodurans ® Salvado de trigo 397.1 U/mL (Balachandran et al., 2021)
(13-30 ddlares/Kg) ' '
Aspergillus niger Bagazo de cafia de azUcar 0.002 (De Castro et al., 2010)
Aspergillus niger ° Grano de trigo descascarado Proteasa &cida: 183.1 (Siala et al., 2012)
Aspergillus terreus ® Céascara de arveja Proteasa acida: 500.0 (Sethi et al., 2016)
Rhodotorula mucilaginosa ® CML Glucosa 422.8 (Lario et al., 2020)
Streptomyces sp. Maltosa 218.0 (Al-Dhabi et al., 2020)
Bacillus spp ® Salvado de trigo Proteasa alcalina: 3.7 (Limkar, Pawar and Rathod, 2019)
Bacillus subtilis Galactosa 243.3 (Pant et al., 2015)

a: Costo aproximado en dolares de un Kg de enzima, segun Kapoor et al. (2016). b: Resultados reportados con condiciones de cultivo

optimizadas. c: microorganismo modificado (mutante).
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2.4. Comparacion de CMS y CML

Actualmente, aminoacidos, enzimas, acidos organicos, vitaminas, antibidticos, solventes y
combustibles son obtenidos a través del cultivo de microorganismos (Tabla 1, Anexo 1).
Algunas de las razones para la obtencion de productos mediante el cultivo de
microorganismos son porque se trata de moléculas complejas y costosas para producirlas
por métodos quimicos. En las fermentaciones se utilizan principalmente recursos
renovables, las condiciones de reaccion durante la fermentacion son moderadas y los
subproductos generados son amigables con el medio ambiente (Anderson, 2009). A nivel
de investigacion, el CMS y el CML se han modificado y refinado en diferentes parametros
(sustrato, condiciones ambientales y microorganismo) con la finalidad de maximizar la
productividad de metabolitos y enzimas (Subramaniyam y Vimala, 2012). Aunque el CML
es principalmente empleado a nivel industrial para la produccion de enzimas, el CMS ha
adquirido importancia para pocas aplicaciones e industrias especificas (Singhania et al.,
2015). A escala laboratorio se ha demostrado mayor produccion de enzimas y mayor
velocidad de crecimiento en CMS comparado con CML (Romero-Gémez et al., 2000;
Gomes et al., 2018), lo cual es atribuido principalmente a una alta transferencia de oxigeno
hacia las células, baja inhibicién por sustrato y nula represién catabdlica en condiciones de
CMS (Guerrero-Urrutia et al.,, 2021). Ademas, el efecto de la temperatura, pH y
concentracion de sustrato sobre la actividad enzimatica es diferente para las enzimas
producidas en CMS o CML (Graminha et al., 2008). EIl CMS y el CML por si mismos son
diferentes, lo cual hace dificil su comparacion (Hélker y Lenz, 2005). Entre las ventajas del
primer sistema sobre el segundo, destacan que en CMS se emplean sustratos poco
costosos (residuos agroindustriales) que pueden utilizarse por si mismos como soporte y
fuente de carbono, el producto de interés no se diluye (lo cual facilita su posterior
purificacién), el in6culo es mas grande que en CML y el contenido de humedad es
relativamente bajo (disminuye el riesgo de contaminacion microbiana), la cantidad de
efluentes generados es menor y las enzimas presentan nula o muy baja represion
catabodlica (Ramos y Malcata, 2011). No obstante, el CMS al ser un sistema complejo y
dificil de caracterizar presenta dificultad para el control adecuado de parametros de proceso
(pH, humedad, remocion de calor metabdlico), dificultades para el escalamiento, para la
purificacién de productos y determinacion de biomasa (Rani et al., 2009). En la Tabla 2 se

presentan las principales diferencias entre CMS y CML.
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Tabla 2.

Comparacion entre el CMS y CML (Raimbault, 1998; Krishna, 2005).

Comparacion

CMS

CML

Microorganismo

Sustrato
Agua
Asepsia
Morfologia

In6culo

Temperatura

pH

Aireacion

Agitacion
Espuma

Contaminacion

Escalamiento

Gasto
energético
Volumen y
costo de

equipos

Principalmente hongos filamentosos,
dependiendo del proceso bacteria 'y
levaduras o un consorcio microbiano
Azucares complejos insolubles (residuos
agricolas)

Menor volumen (baja humedad y aw)
Tratamiento con vapor, sin condiciones
estériles

Micelio

Suspensién de esporas o micelio
(procesos en lote)

Dificil control (acumulacion de calor
metabdlico)

Dificil control durante el proceso

Facil aireacion, alto intercambio en la

superficie aire-sustrato

Inadecuada porque puede dafar a los
microorganismos

No se genera espuma

Riesgo de contaminacion por lento
crecimiento de los hongos

Necesidad de disefio de equipos (pocos
equipos disponibles y disefiados para

producciones especificas)

Bajo gasto energético

Disponibilidad en bajos volimenes y

menor costo de equipo

Hongos filamentosos, levaduras

y bacterias

Azucares simples (solubles)

Elevado consumo

Esterilizacion por calentamiento
y condiciones asépticas

Pellets

Suspension de esporas

(procesos continuos)
Facil control

Facil control

Dependiente de la solubilidad
del oxigeno (elevados
volumenes de aire son
requeridos)

Buena en términos de
homogenizacién

Uso de antiespumantes
Riesgos de contaminacion por

bacterias

Disponibilidad de equipos a nivel
industrial

Alto gasto energético

Disponibilidad en grandes
voliumenes y elevado costo de

equipo
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2.5. Importancia del género Aspergillus

Aspergillus es un género de hongos filamentosos ampliamente distribuido alrededor del
mundo, comprende un grupo muy importante de ascomicetos e incluye especies con
importancia a nivel industrial y otras patdgenas que inciden en la salud humana (Ward et
al., 2006). El género Aspergillus comprende hasta 837 especies (Krijgsheld et al., 2013), de
las cuales mas de 350 son conocidas y presentan variacion en su estilo de vida (habitat y
patogenicidad) y propiedades metabolicas (Brandl y Andersen, 2017).

Aspergillus nidulans fue el primer hongo del género Aspergillus estudiado para la
produccion de proteinas heterdlogas en los afios 1940s (Ward et al., 2006) Es considerado
uno de los méas importantes organismos eucariotas modelo en genética y tiene un rol central
en el estudio genético del desarrollo celular sexual y asexual, regulacion génica mediada
por el pH, metabolismo del nitrégeno y regulacién génica mediada por nitrégeno y fuente
de carbono (Baker y Bennett, 2008). A pesar de ser empleados como organismos modelo,
gran variedad de Aspergillus son patdégenos oportunistas de animales y humanos
(Krijgsheld et al. 2013). Aspergillus fumigatus es la causa infecciosa mas comin de
mortalidad humana y junto con A. terreus, han surgido como patégenos humanos
importantes que causan aspergilosis invasiva (Ward et al., 2006), principalmente en
individuos cuyo sistema inmune estd comprometido (Plascencia-Jatomea et al., 2014). No
obstante, A. terreus, es una especie estudiada para la producciéon de estatinas, entre ellas
la lovastatina que ayuda a disminuir los niveles de colesterol en la sangre (Barrios-Gonzélez
y Tarrag6-Castellanos, 2017). Especies del género Aspergillus son productoras de
micotoxinas, las cuales tienen gran impacto agricola, epidemioldgico y econémico (Palumbo
et al., 2008). Especies de la seccién Flavi producen aflatoxinas, dentro de las cuales la
aflatoxina B es el metabolito secundario mas toxico producido por hongos, siendo A. flavus
junto con A. parasiticus los principales productores (Varga et al., 2011). Otros Aspergillus
de la seccién Circumdati (A. steynii y A. westerdijkiae) y de la seccion Nigri (A. carbonarius)
son productores de ocratoxina A, una micotoxina teratogénica, carcinogénica,
inmunosupresora y nefrotoxica en animales (Pfliegler et al., 2020). Aspergillus carbonarius
es una de las principales especies responsables de la produccién de ocratoxina A (Reinis
et al., 2014) que contamina productos derivados de uvas, café y cacao (Samson et al.,
2007). Otras especies de Aspergillus también pueden ocasionar problemas al crecer en
construcciones y dafar materiales (Frisvad y Larsen, 2015). Mientras que A. niger y A.

oryzae, al ser microorganismos reconocidos como seguros (Brandl y Andersen, 2017) y al
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tener la capacidad de secretar grandes cantidades de enzimas y otros metabolitos (acidos
orgénicos), son utilizados a nivel industrial junto con A. awamori, A. sojae y A. terreus para
la produccion de proteinas homdélogas y heterélogas asi como de diferentes metabolitos
(Meyer et al., 2011). Aspergillus oryzae es un microorganismo con elevada capacidad de
secrecién de proteinas, ademas de ser importante para la elaboracién de alimentos
fermentados y bebidas en Japon (Machida et al., 2005). Este hongo ha sido utilizado en
diferentes procesos alimenticios, como en la fermentacion de soja para producir salsa de
soja “shoyu” y un condimento llamado “miso” y en la fermentaciéon de arroz para producir la
bebida llamada “sake” (Gugnani, 2003). Por su parte, A. niger es el principal productor de
acido citrico a nivel industrial por CML alcanzando niveles de produccién mayores a 200
g/L empleando cepas sobre productoras (Reyes-Ocampo et al., 2013; Steiger et al., 2019).
Aspergillus niger ha sido utilizado desde 1923 en la produccion a nivel industrial de &cido
citrico; sin embargo, fue hasta 1960 que se empled para la produccion de a-amilasa,
celulasas y pectinasas (Nielsen et al., 2009). También es empleado para la produccion de
acido glucurdnico utilizando licor de maiz fermentado suplementado con glucosa (Gugnani,
2003), ademas de &cido glucénico y fumérico, que son &cidos de menor importancia
economica que el acido citrico (Baker y Bennett, 2008). Algunas de las enzimas mas
importantes de A. niger son la glucosa oxidasa, que es empleada para la cuantificacion de
glucosa en sangre (Brandl y Andersen, 2017). Las amilasas son empleadas para la
hidrdlisis de almidon durante la elaboracion de pan y cerveza, la invertasa es utilizada en la
fabricacion de dulces, las pectinasas son utilizadas para eliminar la turbidez de jugos de
frutas y vinos, las proteasas como ablandadores de carne (Baker y Bennett, 2008). Al ser
un microorganismo con metabolismo muy versatil, en 2007 fue publicada la secuencia del
genoma de la cepa A. niger CBS 513.88, ancestro de las cepas actuales destinadas a la
produccién de enzimas (Pel et al., 2007). Esta cepa fue derivada de la cepa A. niger NRRL
3122, la cual fue desarrollada para la produccion de glucoamilasa A (Andersen et al., 2011).
El genoma de A. niger CBS 513.88 consta de 33.9 millones de pares de bases. Mediante
analisis bioinformaticos se predijo la presencia de 14,165 genes codificantes de proteinas
de las cuales, se le pudo asignar funciéon asociada al metabolismo, transporte celular y
destino a 6505 proteinas (Pel et al., 2007).

A pesar de su importancia industrial, los Aspergillus de la seccion Nigri son uno de los
grupos mas dificiles de identificar y clasificar (Samson et al., 2007). Su taxonomia no es

clara, lo cual ha provocado el intento por ordenarlos bajo criterios taxonémicos adecuados
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(Abarca et al., 2004). En el mismo afio que se public la secuencia del genoma de A. niger
CBS 513.88, se realizaron estudios fenotipicos y genotipicos a una cepa aislada en Brasil,
Australia y EUA. Dicha cepa era nombrada A. niger ATCC 9642; sin embargo, se
encontraron diferencias en la morfologia de sus conidios los cuales resultaron ser
equinulados vy diferentes a los de A. niger (Varga et al., 2007). Ademas, al comparar las
regiones ITS (Internal Transcribed spacer) de este hongo con A. niger, se encontraron
diferencias en cinco posiciones de la secuencia (diferencia del 1%) y por este motivo fue
reclasificada y nombrada A. brasiliensis ATCC 9642 (Houseknecht et al., 2008). También,
al analizar el perfil de crecimiento entre hongos de la seccién Nigri, se observé que A.
brasiliensis es el Unico hongo capaz de crecer con D-galactosa como fuente de carbono
(Meijer et al., 2011). Las normas de la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (del
inglés ASTM) utilizan a A. brasiliensis como referencia en pruebas para la biodegradacion
de plasticos, y pruebas para la resistencia de diversos materiales al crecimiento de hongos,
por ejemplo, la norma ASTM D3273 “Método de prueba estandar para la resistencia al
crecimiento de moho en la superficie de revestimientos interiores en una camara ambiental”
(American Society for Testing and Materials. 2012). Se ha usado también para la produccién
de xilanasa, B-xilosidasa termoestable y poligalacturonasa (Pedersen et al., 2007; Pili et al.,
2015). Estudios recientes han demostrado que A. brasiliensis produce gran variedad de
enzimas extracelulares tanto en SSF como en SmF (Salgado-Bautista et al., 2020) y que
ademas tiene potencial para la biorremediacién. Por ejemplo en estudios sobre la
biodegradacién de hexadecano mostraron alta velocidad de consumo y eficiencia de
biodegradacién de hexadecano en CMS (Volke-Sepulveda et al., 2003, 2006).

2.6. Importancia de las inulinasas e invertasas

Entre las enzimas producidas en la industria biotecnolégica, destacan las inulinasas y las
invertasas. Estas enzimas participan en la hidrélisis de inulina y sacarosa teniendo las
inulinasas mayor especificidad por la inulina que las invertasas (Dinarvand et al., 2017). La
inulina es un carbohidrato de reserva que consiste de cadenas lineales de 2 a 140
monomeros de fructosa terminados con un enlace a glucosa (Figura 1) (Das et al., 2019).
La inulina se almacena en raices y tubérculos de algunas plantas tales como alcachofa de
jerusalén, achicoria, dalia, diente de le6n y bardana (Singh et al., 2020). Este biopolimero
es utilizado para producir jarabes ricos en fructosa, que son benéficos para personas
diabéticas ya que son mas dulces que la sacarosa, pero contienen menos calorias (Singh

et al., 2007), y fructooligosacéaridos que actian como prebi6ticos, ayudan a reducir niveles
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de azlcar en sangre y contribuyen al control del contenido de lipidos en sangre y

enfermedades cardiovasculares (Jiang et al., 2019).

Extremo terminal (glucosa)

HO CH,
HO |
CH0H o
Unidades repetidas HO
B-(2,1)-D-fructosil CH,
HO
o |
o- I
CHOH
HO
HO CH,OH
HO
Figura 1. Estructura lineal de la inulina (imagen modificada de Singh y Singh, (2017)).

Los métodos enziméaticos para la hidrélisis de inulina son preferidos sobre la hidrélisis acida
debido a que ésta puede provocar la degradacién de la fructosa dando como resultado
productos indeseables tales como di-fructosa anhidra (Singh et al., 2017). De acuerdo con
el mecanismo de hidrélisis (Figura 2), las inulinasas son clasificadas como endoinulinasas
(EC 3.2.1.7) y exoinulinasas (EC 3.2.1.8). Las endoinulinasas hidrolizan al azar enlaces
internos B-2,1 y producen fructooligosacaridos y las exoinulinasas actian en la unidad de
fructosa terminal produciendo fructosa como principal producto (Das et al., 2019). En
contraste, las invertasas (EC 3.2.1.26) hidrolizan los enlaces entre fructosa y glucosa
(Nadeem et al., 2015).
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Figura 2. Mecanismo de accién de inulinasas e invertasa y productos de hidrélisis de inulina

(imagen modificada de Singh y Singh, (2017)).

El rendimiento, localizacion y modo de accion de las enzimas dependen del tipo de
microorganismo, substrato, composicion del medio y condiciones de cultivo en las que son
producidas (Tabla 3) (Dinarvand et al., 2013). Diferentes estudios han mostrado que la
produccién de invertasa usando sacarosa como sustrato en CML alcanza valores
comprendidos entre 0.35 y 107.41 U/mL y 2.4 a 34 U/mL cuando es producida por S.
cerevisiae y A. niger, respectivamente (Nadeem et al., 2015). Sin embargo, cuando la
inulina es utilizada como inductor y fuente de carbono en condiciones de CML, la produccion
de invertasa por Emericella nidulans es al menos tres veces mayor (28.6 U/mL) que cuando
es obtenida con sacarosa (Alves et al., 2013). Ademas, el uso de inulina como inductor
resulté en 2.1y 3.7 veces mayor actividad inulinasa que invertasa con A. ficuum (Jing et al.,
2003) y K. marxianus (Singh et al., 2007), respectivamente. Se ha reportado que las
inulinasas microbianas tienen actividad invertasa debido a la especificidad de su sitios

activos por inulina y sacarosa (Singh et al., 2018).

20



Tabla 3. Produccion de inulinasa e invertasa por cultivo en medio sélido y cultivo en

medio liquido.

Microorganismo Sustrato Inulinasa Invertasa I/s @ Referencia

Cultivo en medio sélido °

Tubérculos de Abd Allah AbdAl-

A. tamarii Helianthus 26.78 6.33 4.23 Aziz et al., 2012
tuberosus

P. oxalicum Orujo de zanahoria 55, 1 g 95.30 3.38  Singhetal, 2018
con inulina

A. flavus var. flavus Capa de azdcar 3.48 1.36 2.56 Das et al., 2019b
resistente

A. tubingensis Salvado de trigo 257.00 1358.60 0.18  Trivedietal., 2012

A. brasiliensis Sacarosa 5.39 34.74 0.16  Este trabajo

Cultivo en medio liquido ©

P. oxalicum Lactosa con-inulina  11.06 4.19 2.64 ;gnlg; y Chauhan,
A. ficuum Lactosa 3.22 1.30 2.47 Jing et al., 2003
A. niger Inulina 1664.00 1052.00 15g Dnanandetal,
2013
A. ficuum Fructosa 4,52 3.31 1.37 Jing et al., 2003
A. niger Sacarosa 2553.00 1983.00 129 Dinavandetal,
2013
A. ficuum Sacarosa 5.21 4.07 1.28 Jing et al., 2003
Melaza de
A. niger remolacha 1011.02 834.28 1.22 Germec et al., 2020
azucarera
A. ficuum Inulina 11.02 9.63 1.14  Jing et al., 2003
. Abd Allah AbdAl-
i Inul 21. 20.1 1.07

A. tamarii nulina 53 0.10 0 Aziz et al., 2012

- . Abd Allah AbdAl-
P. citrinum Inulina 20.15 19.10 105 azizetal, 2012
A. brasiliensis Sacarosa 1.13 5.84 0.19  Este trabajo
A. tubingensis Sacarosa 12.10 146.20 0.18 Trivedi et al., 2012
A. tubingensis Inulina 18.90 67.20 0.12 Trivedi et al., 2012
K. marxianus Sacarosa/lnulina NR NR 0.07 Tg;;venhorst etal,

a: Relacion de actividad inulinasa/invertasa (1/S). b: Resultados de actividad enzimatica en CMS
reportados en unidades por gramo de soporte seco (U/gss). ¢: Resultados de actividad enziméatica
en CML reportados en unidades por mL (U/mL). NR: No reportado.

Para determinar la predominancia de una actividad sobre la otra, se utiliza la relacién

inulinasal/invertasa (I/S). Es aceptado que valores de I/S mayores a 0.01 indican
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predominancia de actividad inulinasa (Das et al., 2019). Entre hongos y levaduras, varias
especies de Aspergillus y Kluyveromyces son consideradas como la mejor eleccién para la
produccién de inulinasa ya que producen una amplia variedad de isoformas extracelulares
de exo y endoinulinasas con elevada actividad enzimética (Jing et al., 2003; Singh y Gill,
2006). Las inulinasas son bien conocidas por tener elevados rendimientos (>95%) de
hidrélisis de inulina (Singh et al., 2017). Adicionalmente, las inulinasas producidas por
Aspergillus son mas termoestables que las obtenidas con levaduras (Singh y Gill, 2006).
Aungue el CML se utiliza generalmente para la produccién industrial de invertasa e
inulinasas, la produccion industrial de enzimas por CMS tiene un gran potencial para tal
propésito debido a la alta productividad enzimatica y los bajos costos de produccion (Al-
Dabbagh y Mahmood, 2015). Estd comprobado que bajo condiciones de CMS es posible
alcanzar elevada produccion de inulinasa por cepas de A. niger (300 U/mL), P. citrinum (120
U/mL) y T. viride (180 U/mL) (Housseiny, 2014). El CMS también permite el uso de altas
concentraciones de sustrato con poca o nula represion catabdlica. Ademas, diferentes
residuos agroindustriales de escaso valor comercial pueden emplearse como soportes
sélidos (Singh et al., 2018). Por ejemplo, la produccion de inulinasa por A. tubingensis
utilizando polvo de raiz de achicoria como sustrato, fue 2.1 veces mayor en CMS que la
obtenida por CML, alcanzando hasta 46.7 U/mL en condiciones de CML (Trivedi et al.,
2012). Del mismo modo, la productividad de invertasa producida por A: niger en CMS (0.09
U/mL h) fue 4.35 veces mayor que la obtenida en CML (Romero-Gémez et al., 2000). La
produccién de inulinasa o invertasa utilizando medios de cultivo complejos en CMS y CML
ha sido ampliamente evaluada. Sin embargo, solo hay una publicacién donde se compara
la produccién de inulinasa e invertasa en ambos sistemas de cultivo, utilizando diferentes
medios de cultivo en cada sistema, haciendo dificil la comparacién entre CMS y CML
(Trivedi et al., 2012).

2.7. Aplicaciones de la protedmica en hongos filamentosos

Las proteinas son de gran importancia, ya que son los principales efectores en todos los
procesos celulares (Freson, 2019); de este modo, para integrar la informacién del genoma
con posibles fenotipos y comprender la forma en la que trabaja un sistema vivo implica tener
un amplio conocimiento de todo el conjunto proteico del organismo (Oliveira y Graaff, 2011).
El conjunto de proteinas codificadas por el genoma de un organismo en un momento dado
y a lo largo de la vida del mismo, recibe el nombre de “proteoma” (Senzel et al., 2009),
término que fue empleado por vez primera en 1994 por Mark Wilkins y que deriva de las

palabras proteina 'y genoma (Mishra, 2010). Para ocuparse del estudio global de los perfiles
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de expresion y de modificaciones postraduccionales de las proteinas, de su abundancia
relativa, de la expresion diferencial de enzimas, asi como de las interacciones entre
proteinas surge la “proteémica” (Mishra, 2010; Pomastowski y Buszewski, 2014), que es
una disciplina que implica la aplicacion de varias técnicas para visualizar, cuantificar e
identificar proteinas (Senzel et al.,, 2009). Los estudios de protedmica de hongos
filamentosos son relativamente recientes a pesar de su rol tan importante en la salud y en
procesos industriales (Kim et al., 2007b). Los hongos tienen una gran capacidad para crecer
en medios con diferentes fuentes de carbono; ademas, tienen la habilidad para percibir el
ambiente en el que se encuentran y producir y secretar enzimas a la region extracelular
(Aro et al., 2005). Por lo que es de interés conocer a fondo el patron del ciclo de vida de los
hongos para poder desarrollar diferentes métodos que permitan comprender mejor las
consecuencias clinicas de las infecciones fungicas oportunistas y que permitan aprovechar
las cualidades de los hongos mediante el estudio y aprovechamiento de sus enzimas
(Doyle, 2011; Sharma et al., 2017).

Con la secuenciacion de los genomas de diferentes hongos filamentosos y la disponibilidad
de tecnologias de protedmica potentes (LC-MS/MS) se incrementé la posibilidad de
predecir funciones de proteinas codificadas por el genoma, ya sean enzimas hidroliticas o
proteinas que participan en la biosintesis de metabolitos (Doyle, 2011; Oliveira y Graaff,
2011). Como muchas proteinas estan asociadas con procesos que se llevan a cabo dentro
de la célula, resulta util subdividir el proteoma analizando por ejemplo proteinas asociadas
con la secrecion y secretadas (secretoma), proteinas intracelulares y asociadas a la
mitocondria o proteinas de envoltura celular (Kim et al., 2007b). Fue a partir del afio 2000
que los trabajos sobre protedbmica de hongos filamentosos incrementaron (Sharma et al.,
2017). Uno de los primeros estudios en la era post gendmica reportdé 220 proteinas
identificadas asociadas a la envoltura celular de T. reesei de las cuales la mayoria de
proteinas fueron nuevas (Lim et al.,, 2001). Los primeros estudios de Aspergillus
comenzaron a aparecer a partir del afio 2002. El analisis del proteoma de A. nidulans revel6
el cambio en la expresion de 20 proteinas debido al tratamiento de A. nidulans con
concanamicina A (Melin et al., 2002). Posteriormente, se demostré que el crecimiento de A.
nidulans es inhibido al ser cultivado junto a Lactobacillus plantarum (microorganismo
productor de metabolitos antifingicos) y en consecuencia de ello la expresion de proteinas
fungicas fue alterada (Strom et al., 2005). El siguiente proteoma de Aspergillus en ser

caracterizado fue el de A. fumigatus, posiblemente por ser patégeno en humanos (Kim et
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al., 2007b). A. fumigatus fue cultivado con dos fuentes de carbono (glucosa y etanol), con
el analisis protedmico se demostré que el crecimiento en etanol permite la activaciéon del
ciclo del glioxilato (esencial para procesos de patogénesis en hongos y bacterias) ademas
de que enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos, ciclo del glioxilato, gluconeogénesis
y asociadas con la utilizacién del etanol fueron sobre reguladas (Kniemeyer et al., 2006).
En este mismo afio, se compard por primera vez el CMS y el CML con un enfoque
protedmico (Oda et al.,, 2006). Estos autores estudiaron el secretoma de A. oryzae y
encontraron que los mecanismos de secrecion y expresion de proteinas difieren en cada
sistema de cultivo. Mas recientemente, se ha investigado la naturaleza dinamica de los
proteomas fungicos bajo diferentes condiciones de cultivo (Doyle, 2011). En especial,
especies del género Aspergillus se han estudiado bajo un enfoque proteémico con la
finalidad de descubrir nuevas enzimas con mejor actividad, estabilidad o afinidad
(Kniemeyer, 2011). En la Tabla 4 se enlistan algunos de los trabajos recientes con hongos
del género Aspergillus basados en un enfoque proteémico.

Tabla 4. Reportes de andlisis protedmicos aplicados a hongos del género Aspergillus

en diferentes sistemas de cultivo.

Microorganismo Proteoma Resultados Referencia

Cultivo en medio sélido

Se identificaron 41 proteinas Unicas, 17 secretadas de
forma convencional, 10 por mecanismos no

A. oryzae Secretoma  convencionales (220hla2ng etal,
Se identificaron nuevas proteinas secretoras )
Identificacion de celulasas, hemicelulasas, enzimas
degradadoras de lignina, proteasas, enzimas de
A. fumigatus Secretoma transporte e hipotéticas, todas con expresion (2%(1%\)/ etal.,
dependiente de la temperatura
Presencia de proteinas sin péptido sefal con
funciones “moonlighting” a elevada concentracion de
glucosa en el medio .
. Incremento en la actividad volumétrica de amilasa (Carrillo-
A. niger Secretoma  yehjido al incremento en la concentracion de glucosa ~ Sancen etal.,
en el medio 2016)
Presencia de diferentes isoformas de amilasa
Analisis respirométrico en linea para la obtencion de
muestras en el mismo estado fisiolégico (tasa maxima (Volke-
A. brasiliensis Secretoma de produccion de CO2) . Sepulveda et
’ Incremento en la concentracion de glucosa favorece la al., 2016)

actividad catabdlica y bajo regula enzimas asociadas
con estrés y protedlisis
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Tabla 4. Reportes de analisis protedmicos aplicados a hongos del género Aspergillus en

diferentes sistemas de cultivo (continuacion).

Microorganismo

Proteoma

Resultados

Referencia

Cultivo en medio liquido

A. flavus

A. niger

A. niger

A. niger

A niger

A. niger

Secretoma

Secretoma

Secretoma

Proteoma

Secretoma-
microsoma

Secretoma

15 proteinas inducidas por rutina, 7 no inducidas por
rutina y 90 puntos de proteinas nuevas o no
secuenciadas

222 proteinas identificadas, de las cuales 74 son
Unicas de una sola condicion estudiada

Mucho mayor proporcién de enzimas degradadoras de
biomasa con actividad “exo” que “endo”

Identificacion de 102 proteinas Unicas

La mayoria de las proteinas son hidrolasas con
aplicacion en la degradacion de biomasa y produccion
de combustibles

La produccion de enzimas puede ser estimulada y
regulada controlando el pH del medio de cultivo

Utilizacion de xilosa o maltosa afecta la composicion
del secretoma, pero no tiene efecto significativo en la
composicion del proteoma intracelular

Diferencias en las condiciones de cultivo derivadas de
control de pH, temperatura y agitacion en biorreactor
versus en matraz, tienen un profundo efecto en la
composicion del proteoma intracelular

Se identificaron 102 proteinas secretadas y 1126
proteinas microsomales

induccion por D-maltosa y D-xilosa result6 en el
incremento de glucoamilasa a y B-xilosidasa D,
respectivamente

Induccion con D-maltosa conduce al reclutamiento de
proteinas implicadas en la degradacién mediada por
proteasomas

Cicloheximida inhibe la secrecion de proteinas en la
periferia del micelio

Cicloheximida incrementa la liberacion de proteinas
en zonas centrales del micelio (posiblemente por
degradacion de la pared celular)

Se identificaron 124 proteinas, de las cuales 19 no se
habian identificado antes y 53 estuvieron ausentes en
el micelio sin tratamiento con cicloheximida

(Medina et al.,
2004)

(Tsang et al.,
2009)

(Adav et al.,
2010)

(Lu et al., 2010)

(Ferreira de
Oliveira et al.,
2011)

(Krijgsheld et
al., 2012)

Cultivo en medio superficial

A. nidulans

A. flavus

Proteoma
de conidios

Proteoma

57 proteinas identificadas de las cuales 27, 13y 6
estin asociadas a metabolismo energético, sintesis
de proteinas y plegamiento de proteinas,
respectivamente

8 proteinas asociadas con la detoxificacion de
especies reactivas de oxigeno

3566 proteinas identificadas. 403 sobre expresadas
con ay de 0.99, 434 sobre expresadas con ay de 0.93

(Oh et al.,
2010)

(zhang et al.,
2014)
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Tabla 4. Reportes de analisis protedmicos aplicados a hongos del género Aspergillus en

diferentes sistemas de cultivo (continuacion).

Microorganismo Proteoma Resultados Referencia

Cultivo en medio sélido y liquido

CMS mejora de 1.5 a 3 veces la actividad enzimatica
Isoformas de endo-B-glucanasa, B-glucosidasa y

xilanasa expresadas en CMS Saritha et al.,
A. terreus Secretoma g3 proteinas identificadas, principalmente glicosil (2016)
hidrolasas y proteasas
Bajo regulacion de proteinas en CML por efecto del
incremento en la concentracion de glucosa
Sobre regulacion de proteinas en CMS por efecto del
incremento en la concentracion de glucosa (Salgado-
A. brasiliensis Secretoma CMS. mejora pqrémetros.cméncos QSOC'.adOS al Bautista et al
) crecimiento, evita represion catabdlica, incrementa el 2020) "

nivel de ramificacion y metabolismo oxidativo,
incrementa la concentracion y diversidad de proteinas
secretadas, favorece la secrecion de proteinas
comunmente intracelulares

2.8. Técnicas para el analisis proted6mico

El enfoque mas comun utilizado en proteémica es el denominado “shotgun” que es
ampliamente utilizado para la caracterizacibn de proteinas en muestras biolégicas
(Shteynberg et al., 2013). Este enfoque se centra en el andlisis directo de una muestra
compleja de proteinas para generar rapidamente un perfil global de la proteina dentro de la
mezcla (Garcia-Alonso et al., 2007). La Figura 3 describe el flujo de trabajo que se sigue
para la identificacion de proteinas utilizando datos de espectrometria de masas en tandem
(MS/MS). Partimos de la muestra proteica, que puede ser una proteina purificada o una
mezcla compleja de proteinas en solucién, o separadas en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE 1D o 2D). Se realiza la digestion para producir péptidos (usualmente se utiliza
tripsina). Uno 0 mas pasos de cromatografia son utilizados para regular el flujo de los
péptidos dentro del espectrdmetro de masas. A continuacién, los péptidos son
seleccionados uno a la vez en la primera etapa de andlisis de masas. Cada péptido aislado
es inducido a fragmentarse posiblemente por colision y la segunda etapa de andlisis de
masas es utilizada para capturar el espectro MS/MS (Cottrell, 2011). El andlisis de los
espectros MS/MS se realiza via software, y resulta bastante complejo. Primero se deben
convertir los archivos que arroja cada espectrometro de masas (archivos “.RAW”) a un
formato comun al que se pueda acceder con todas las herramientas bioinforméticas. Se

comparan y se identifican los espectros experimentales contra espectros teéricos que son
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generados en motores de busqueda con la base de datos de proteinas del microorganismo
objetivo. Se realiza una validacién estadistica de los espectros identificados y una
cuantificacién de los resultados en caso de haber utilizado alguna estrategia de etiquetado
cuantitativo. Finalmente se hace la inferencia y la interpretacion de las proteinas
identificadas (Deutsch et al., 2010; Cottrell, 2011). Dependiendo del enfoque, suele haber
variaciones en el flujo de trabajo. Por ejemplo, en la protedmica denominada “top-down” y
peptidémica se omite el paso de digestién con tripsina, ya que en el primer enfoque, la
proteina completa es introducida en el espectrometro de masas (Catherman et al., 2014) y

en el segundo, se trabaja con péptidos enddgenos (Fricker et al., 2006).
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Figura 3. Flujo de trabajo para la identificaciéon de proteinas con datos MS/MS, tomada de

Cottrell, (2011).

2.8.1. Separacion de proteinas en geles SDS-PAGE (1D y 2D)
La electroforesis de proteinas es un procedimiento comunmente utilizado en estudios de

proteinas (Kurien et al., 2019). Los métodos basados en geles de electroforesis empleados

27



en protedmica incluyen geles de poliacrilamida de una dimensiéon (SDS-PAGE), geles de
poliacrilamida de dos dimensiones (2D-PAGE) y geles de electroforesis diferencial (DGE 6
DIGE) todos acoplados a espectrometria de masas (Freson, 2019). Los geles SDS-PAGE
son Utiles para separar proteinas con base en su tamafio. Son utilizados para monitorear
procesos de purificacién de proteinas, revisar el grado de pureza de muestras y estimar el
peso molecular de proteinas desconocidas (Brunelle y Green, 2014). Cuando son
acoplados a cromatografia liquida y espectrometria de masas, la estrategia se denomina
“GeLC-MS/MS” (Senzel et al., 2009). La electroforesis bidimensional, también conocida
como método Iso-Dalton es una de las herramientas mas utilizadas en protedmica, ya que
permite la separacion de proteinas de acuerdo con su punto isoeléctrico (pl) y peso
molecular. Ademas, es relativamente facil de usar, presenta alta reproducibilidad y alta
resolucion de proteinas, es decir, dependiendo del tamafio de corte del gel y del gradiente
de pH, puede separar hasta 5,000 proteinas y cuantificar “spots” <1 ng de proteina y
adicionalmente, permite la aplicacion de analisis por espectrometria de masas (Lilley et al.,
2002). No obstante, la electroforesis bidimensional cuenta con algunas limitaciones, por
ejemplo, las proteinas hidrofobicas dificilmente entran en el gel y generalmente no son
resueltas durante el desarrollo de la técnica, su aplicacion en proteinas integrales de
membrana también es limitada. Ademas, proteinas de muy alto o muy bajo peso molecular
no pueden ser resueltas, lo mismo sucede con proteinas muy acidas (Walker, 2009). Las
proteinas separadas por 1D y 2D-PAGE, son visualizadas mediante tincion con azul de
Coomassie, tincién plata o por métodos de fluorescencia (L6pez, 2007). Una vez
seleccionadas las bandas o puntos de los geles, éstos son cortados y retirados para su
posterior reduccion, alquilacién y remocion del colorante de tincién, digestion con tripsina,
extraccion de los péptidos y andlisis por espectrometria de masas (Shevchenko et al.,
2007). Por otro lado, DIGE es una técnica basada en la convencional 2D-PAGE (Lilley y
Friedman, 2006). Permite comparar muestras que son marcadas con diferentes colorantes
fluorescentes (cianina-2, cianina-3 o cianina-5) y analizadas simultdneamente en el mismo
gel (Lilley et al., 2002). DIGE comparado con la electroforesis bidimensional comun, tiene
mayor sensibilidad y precision al utilizar menor cantidad de geles para un andlisis, lo cual
significa que da solucion a los problemas de reproducibilidad asociados al uso y
comparacion de varios geles en la electroforesis 2D-PAGE; sin embargo, presenta las

mismas limitaciones (Freson, 2019).
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A pesar de que la electroforesis bidimensional es una poderosa herramienta que permite la
identificacion de modificaciones postraduccionales, el andlisis libre de gel resulta mas
ventajoso porgue permite una identificacion mas amplia de proteinas, incluyendo las que
no entran en geles o las que se encuentran en muy bajas cantidades (Callegari y Navarrete,
2012).

2.8.2. Digestion triptica

La digestion de proteinas en gel es muy importante para la posterior identificacion basada
en espectrometria de masas (Shevchenko et al., 2007). La tripsina es la proteasa mas
utilizada en protedmica (Laskay et al., 2013). A pesar de que est4d demostrado que la
digestién con multiples proteasas mejora la cobertura de la secuencia y permite una robusta
y precisa identificacion y cuantificacion de proteinas (Swaney et al., 2010; Giansanti et al.,
2016), la tripsina es considerada como la enzima estandar en la digestion de proteinas
debido a que es altamente eficiente y especifica, ademéas de que su costo es relativamente
razonable y genera péptidos muy cortos comprendidos entre 0.5- 3 kDa (Tsiatsiani y Heck,
2015). La tripsina es una serina proteasa que corta la secuencia de aminoéacidos en el
extremo terminal de arginina (R) o lisina (K) (Huynh et al., 2009). Estos péptidos al tener R
o K en el extremo terminal, qguedan cargados positivamente facilitando su ionizacion y los
hace susceptibles de fragmentacion inducida por colision (CID) (Giansanti et al., 2016), que
es el método de fragmentacion de péptidos tripticos mas empleado en espectrometria de
masas en tandem (Tsiatsiani y Heck, 2015). Sin embargo, generar péptidos muy cortos (con
menos de 6 aminoacidos) imposibilita su identificacién lo que significa que se cubre solo
una porcion del proteoma (Swaney et al., 2010). Ademas, la presencia de aminoacidos con
carga negativa (acido aspartico, acido glutamico), serina y treonina cerca de R o K evita la

ruptura en estos sitios y se generan péptidos de mayor tamafio (Giansanti et al., 2016).

2.8.3. Espectrometria de masas

La proteG6mica basada en espectrometria de masas es el enfoque mas potente para la
identificacion de proteinas y la determinacion de su expresion en muestras obtenidas bajo
diferentes condiciones (Szabo y Janaky, 2015). La espectrometria de masas es
ampliamente utilizada en protedbmica para conocer la secuencia de aminoacidos de una
proteina (estructura primaria) y la formaciéon de complejos proteina-ligando, incluyendo
modificaciones postraduccionales, uniones enzima-sustrato y antigeno-anticuerpo. Los

espectrometros de masas ionizan las moléculas y las separan de acuerdo con su proporcion
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masa/carga (m/z) y la informacion de rendimientos respecto al peso molecular de cada ion,

esta informacion es utilizada para conocer la estructura de las moléculas (Mishra, 2010).
Todos los espectrémetros de masas llevan a cabo tres distintas funciones:

lonizacion para generar péptidos cargados
Andlisis de iones para separarlos de acuerdo con su m/z.

3. Deteccion de iones que requiere la recoleccién de iones de diferentes masas
secuencialmente o en paralelo. Esto provoca una corriente eléctrica cuyo flujo marca
la llegada de iones sucesivos y cuya magnitud marca su abundancia. La sefial

eléctrica analdgica es digitalizada y procesada por una computadora.

El resultado es obtenido como un espectro de masas sin procesatr, en el que la relacion m/z
se encuentra en el eje de las “x” y su intensidad en el eje “y” (Lisacek, 2018). Los dos
métodos mas utilizados para la ionizacion de biomoléculas en andlisis por espectrometria
de masas son la ionizacion por electrospray (Electrospray lonization - ESI) y por desorcién
laser asistida por matriz (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - MALDI) (Nadler et
al., 2017); ambos métodos de ionizacion estan basados en la protonacién (adiciéon de un
ion H*) o desprotonacion (eliminacién de un ion H*) (Walker, 2009).

ESI. Se considera como un proceso suave porque se transmite un minimo de energia para
ionizar la muestra (El-Aneed et al., 2009). El método consiste en aplicar un campo eléctrico
a una solucion de analito que fluye a través de un capilar y en la punta del capilar, el delgado
filamento de liquido se rompe en diminutas gotas que contienen mdultiples iones de la
muestra (Nadler et al., 2017). Existen dos teorias para la formaciéon de iones (Figura 4), la
teoria de evaporacion de iones sostiene que las gotas que contienen multiples iones de la
muestra se encogen por evaporacion del solvente hasta que la fuerza del campo en su
superficie es lo suficientemente grande como para que los iones solvatados puedan ser
expulsados de la gota (Wilm, 2011). La teoria de residuo cargado sostiene que una gota
muy cargada se contrae por evaporacion del solvente hasta que la fuerza del campo en el
lugar con la curvatura de superficie mas alta es tan grande que se forma un cono de Taylor.
Desde la punta del cono de Taylor, se emiten otras gotitas mas pequefas altamente
cargadas. Este proceso puede repetirse hasta que se formen gotitas que contengan solo
una molécula de analito. Esta molécula se libera como ion por evaporacién y

descomposicion del disolvente (Wilm, 2011).
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A diferencia del MALDI, con este método se generan iones multivalentes generando
multiples lecturas de la masa de la muestra y, de este modo, se obtienen determinaciones
de masas mas exactas. Ademas, ESI es facilmente acoplado a separaciones
cromatogréficas o electroforéticas, motivo por el cual a la fecha este es el método estandar
en estudios de protedbmica (Walker, 2009).

MALDI. En este método, la muestra de proteinas es adsorbida en una matriz generalmente
acida (Figura 5); después, volimenes en el orden de microlitros, se depositan sobre una
placa MALDI y se secan por evaporacion lenta formando cristales (El-Aneed et al., 2009).
La placa se coloca en una camara al vacio del espectrémetro y es irradiada con pulsos de
luz UV (Nadler et al., 2017). El resultado de este proceso es una rapida desorcion y
ionizacion de la muestra (El-Aneed et al., 2009). Los iones de la muestra (con carga
positiva) son extraidos utilizando un campo electrostatico y empleados para el analisis de
masas (Karas y Hillenkamp, 1988; Kriiger et al., 2001). El hecho de que las proteinas se
ionicen como especies simples cargadas resulta en que los espectros de masas MALDI
sean sencillos de interpretar, pero la desventaja es que se necesitan analizadores de masas
mas precisos con respecto a la proporcién m/z. Adicionalmente, las secuencias de
moléculas cargadas individualmente son en muchos casos més dificiles de analizar (Patel,
2015).

Teoria de evaporacion de iones
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Figura 4. Proceso de ionizacion ESI, tomada de El-Aneed et al. (2009).
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Figura 5. Proceso de ionizacion MALDI tomada de El-Aneed et al. (2009).

Inicialmente, la identificacién de proteinas fue realizada con el mapeo de huella peptidica
por ser el mas simple y directo basandose en un espectro de masas (MS); sin embargo,
actualmente este método es reemplazado por la espectrometria de masas (MS/MS) ya que
es un método mas confiable y robusto (Szabo y Janaky, 2015), con mayor sensibilidad,
poder de resolucién y precisibn de masa, mecanismos alternativos de fragmentacion y
nuevas estrategias de adquisicion de datos que han aumentado el rendimiento, la calidad
y la profundidad de los datos protedmicos (Lisacek, 2018). La espectrometria de masas
(MS/MS) es el resultado de realizar dos 0 mas pasos de separacién de iones usualmente
acoplado a dos o mas analizadores (El-Aneed et al., 2009). En este sistema de analisis, se
obtiene el primer espectro MS y se seleccionan iones precursores, que son fragmentados
para posteriormente analizar los iones resultantes y obtener el espectro MS/MS (Lisacek,
2018). Las técnicas de fragmentacion de péptidos mas utilizadas son:

o Disociacién inducida por colision (CID). Es la técnica de fragmentaciébn mas
utilizada en MS/MS. Se desarrolla en fase gaseosa, donde los iones precursores
colisionan entre si o0 con el gas de colisién (helio, nitrégeno, o argén), lo que genera
fragmentos de menor tamarfio (Wells y McLuckey, 2005).

o Disociacién por captura de electrones (ECD). Esta técnica emplea un filamento de
tungsteno que forma un haz de electrones de baja energia. Los electrones son
capturados por los iones precursores, lo cual reduce el estado de carga y genera

su posterior fragmentacion (Sleno y Volmer, 2004).
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o Disociacion por transferencia de electrones (ETD). Esta técnica emplea un método
de disociacion similar al ECD. Esta basada en la transferencia de electrones de
radicales anidnicos de antraceno o fluoranteno a iones precursores con carga
multiple (Hart-Smith, 2014).

Se han desarrollado diversos métodos para medir la relacion m/z de los iones en fase
gaseosa. Los métodos mas comunes involucran: dispersion basada en el impulso iénico o
energia cinética (instrumentos del sector magnético y eléctrico); separacién en el tiempo
basada en la velocidad de los iones (tiempo de vuelo); transmision a través de un campo
electrodinamico (filtro de masa cuadrupolo); y movimiento periédico en un campo magnético
o electrodinamico (trampas de iones) (Glish y Burinsky, 2008). Los cuatro analizadores mas
comunes son tiempo de vuelo (Time-Of-Flight - TOF), cuadrupolo, trampa de iones y
resonancia ciclotronica por transformada de Fourier (Fourier Transform lon Cyclotron
Resonance - FTICR) (Aebersold y Mann, 2003; Zhang et al., 2014). Las técnicas de analisis
de iones que se separan en el espacio son conocidas como técnicas de “haz” porque los
iones atraviesan el analizador como un haz continuo o pulsado en analizadores tipo TOF y
cuadrupolo. Esto implica que las dos etapas de medicion m/z deben realizarse en
analizadores separados fisicamente. Por el contrario, los espectrbmetros que tienen
analizadores de captura de tipo trampa de iones, FTICR y orbitrap, caracterizan los iones
basandose en la frecuencia de su movimiento en un espacio definido. Por lo tanto, las dos
etapas de analisis m/z pueden realizarse en el mismo analizador, pero en diferente periodo
de tiempo, lo cual mejora la eficiencia experimental porque los iones no tienen que cambiar
de un analizador a otro (Glish y Burinsky, 2008). Para obtener caracteristicas de
rendimiento deseables, los espectrometros son modificados para tener mas de un
analizador de masas y se les conoce como espectréometros hibridos (Glish y Burinsky, 2008;
El-Aneed et al., 2009). En la Figura 6 se describen algunas de las configuraciones mas

comunes en equipos con un solo analizador o hibridos segiin Aebersold y Mann (2003).

a) Espectrémetros reflectores TOF. Los iones se aceleran con alta energia cinética y
se separan a lo largo de un tubo de vuelo como resultado de sus velocidades. Los
iones giran en un reflector, que compensa las ligeras diferencias en la energia
cinética, y luego inciden en un detector que amplifica y cuenta los iones que llegan.

b) Espectrometros hibridos TOF-TOF. Incorporan una celda de colision en medio de

los dos analizadores. lones (m/z) son seleccionados en el primer analizador TOF,
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d)

se fragmentan en la celda de colision, y las masas de los fragmentos se separan en
el segundo analizador TOF.

Espectrémetros de triple cuadrupolo (Q3). Actian mediante campos eléctricos que
varian en el tiempo entre cuatro varillas, lo que permite una trayectoria estable para
iones con m/z deseado en patrticular. Los iones con m/z particular son seleccionados
en el primer analizador (Q1), se fragmentan en una celda de colision (g2) y los
fragmentos se separan en Q3. En la trampa de iones lineal, los iones se capturan
en una seccion cuadruple, representada por el punto rojo en Q3 (Figura 6¢). Luego
se excitan a través de un campo eléctrico resonante y los fragmentos se escanean,
creando el espectro de masas en tAndem.

Espectrémetro cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF). Combina la parte frontal de un
analizador de triple cuadrupolo con un analizador TOF reflector para medir la masa
de los iones.

Espectrémetro con trampa de iones (tridimensional). Captura los iones como en el
caso de la trampa de iones lineal. Fragmenta los iones de una determinada m/z y
después escanea los fragmentos para generar el espectro de masas en tandem.

f) Espectrébmetro con analizador de resonancia ciclotrénica por transformada de
Fourier (FTICR). Atrapa los iones con la ayuda de fuertes campos magnéticos. Es
configurado con una trampa de iones lineal para un aislamiento, fragmentacion y
deteccién de fragmentos eficientes en el analizador FTICR.
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Figura 6. Configuraciones comunes de fuente de iones y analizadores en espectrometros de

masas (imagen modificada de Aebersold y Mann (2003)).
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2.8.4. Andlisis bioinformético

El resultado final del andlisis por espectrometria MS/MS es un archivo cuyo formato
dependera del instrumento empleado para el andlisis (Cottrell, 2011). Generalmente,
espectrémetro de masas viene acompafado de un software que permite hacer todo el
procesamiento de datos para la identificacibn de las proteinas (Martens, 2011). No
obstante, cuando se requiere hacer el andlisis con software libre, el primer paso para el
procesamiento de los datos “brutos” consiste en transformar el archivo de salida del
software del vendedor a un formato abierto al que se puede acceder con todas las
herramientas bioinforméticas para continuar el procesamiento (Deutsch et al., 2010). Una
vez que cuenta con los archivos en formato abierto, éstos son empleados para la
identificacion de péptidos utilizando algoritmos especializados. El software utilizado para la
identificacion se puede dividir en tres categorias en funcion de su enfoque general del
problema: algoritmos de busqueda de bases de datos, algoritmos de novo y algoritmos
basados en etiquetas (Martens, 2011). El método de identificacién de péptidos basado en
la utilizacion de bases de datos es ampliamente utilizado (Sadygov et al., 2004). Su
fundamento consiste en utilizar una base de datos de secuencias de proteinas, realizar una
digestién proteolitica virtual para obtener péptidos, que luego son fragmentados
virtualmente para obtener un espectro MS/MS tedrico para cada uno de los péptidos. El
algoritmo central compara y puntda la similitud entre estos espectros tedéricos y los
espectros experimentales (Matthiesen, 2007). Con este procedimiento se producen muchos
péptidos candidatos (clasificados) por espectro, donde la tarea critica es distinguir las
coincidencias correctas de las coincidencias incorrectas (Martens, 2011). Los principales
motores de busqueda utilizados para la identificacion de péptidos actualmente son Mascot,
SEQUEST, X!Tandem, OMMSA y MyriMatch (Martens, 2011). Las bases de datos
empleadas en los motores de busqueda son obtenidas de dos repositorios principales para
bases de datos de secuencias, uno alojado en el Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica de EUA (Http://www.ncbi.nim.nih.qgov/) y el otro alojado en el Instituto

Europeo de Bioinformatica (http://www.ebi.ac.uk/). (Cottrell, 2011). Swiss-Prot es una de las

bases de datos de proteinas cominmente utilizada. Esta curada manualmente, no es
redundante y cubre modificaciones postraduccionales, estructuras de dominio, citas,
funciones de proteinas y otros enlaces a bibliotecas de conocimiento (Blueggel et al., 2004).

La base de conocimientos sobre proteinas (UniProtKB) (https://www.uniprot.org/), es otro

repositorio de bases de datos cominmente utilizado (Matthiesen, 2007). Consiste en una

coleccion de bases de datos que permite a los investigadores obtener informacion
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secuencial y funcional disponible de las proteinas. Es el recurso central que combina
UniProtKB/Swiss-Prot y UniProtKB/TrEMBL.(Bateman et al., 2017). Una vez que los
péptidos son identificados, el siguiente paso es inferir las proteinas a partir de los péptidos
(Martens, 2011). Para un conjunto dado de péptidos, se pueden inferir muchos conjuntos
de proteinas diferentes. Existen tres métodos diferentes para hacer la asignacién de

péptidos a las proteinas (Martens y Hermjakob, 2007):

1. Conjunto explicativo minimo de proteinas Consiste en ensamblar el conjunto mas
pequefio de proteinas que explique todos los péptidos observados. Si se definen
varios conjuntos minimos distintos, cada uno compuesto por un nimero idéntico de
proteinas diferentes, la cobertura de las secuencias de proteinas por los péptidos
coincidentes es utilizada como un parametro de diferenciacién en estos casos.

2. Conjunto explicativo maximo. Establece que cualquier proteina que contenga uno
0 mas de los péptidos identificados debe mencionarse en la lista final de proteinas
observadas.

3. El tercer método consiste en incluir otro pardmetro en el proceso de decision: el
nivel de anotacion que se puede encontrar para una proteina, lo cual esta asociado

con la evidencia de la existencia de la proteina.

Como se observa, el flujo de trabajo empleado para la identificacion de proteinas a partir
de espectros MS/MS resulta sumamente complejo (Deutsch et al., 2010). Para agilizar el
proceso de identificacién de proteinas, se han desarrollado conjuntos de herramientas que
tienen como objetivo proporcionar un entorno Unico para realizar todos o la mayoria de los
pasos en el flujo de trabajo. Estos incluyen OpenMS Proteomics Pipeline, MaxQuant y el
mas antiguo y completo, Trans-Proteomic Pipeline (Keller y Shteynberg, 2007).

El resultado final del procesamiento de espectros MS/MS es una lista de proteinas y en
orden para entender e interpretar la nueva informacion, es conveniente clasificar y filtrar la
lista. El primer paso en el analisis funcional de una lista de proteinas es conectar cada
nombre de proteina a un identificador Unico (Schmidt et al., 2014). “Protein Identifier Cross-
Reference” (PICR) (Wein et al., 2012) y “Cross-Reference Navigation Server” (CRONOS)
(Waegele et al., 2009) son ejemplo de herramientas bioinformaticas para identificacion de
proteinas por referencia cruzada. Sin embargo, estas herramientas estan conectadas a
UniProtKB que también usa identificadores de proteina como entrada (Schmidt et al., 2014).
Una vez que se tiene la lista de proteinas con sus respectivos identificadores, es necesario

realizar el andlisis funcional basado en ontologia genética (http:/geneontology.org/)
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(Ashburner et al., 2000). El andlisis funcional lo podemos dividir en dos formas. La primera
forma denominada “analisis de enriquecimiento” muestra como diferentes términos de
ontologia (vias metabdlicas, procesos bioldgicos, etc.) estan representados en la lista de
proteinas. La segunda forma de analisis evalla la funcionalidad de cada una de las
proteinas de la lista y su relacién entre si reflejando asi su importancia funcional para el
fenotipo (Bessarabova et al.,, 2012). Para mejorar y enriquecer el analisis funcional, es
conveniente asociar los identificadores de las proteinas a otras bases de datos que

permitan obtener mas informacion de éstas (Ashburner et al., 2000). La enciclopedia de

genes y genomas de Kioto (KEGG, https://www.genome.jp/kega/) (Kanehisa y Goto, 2000),
SignalP y SecretomeP, asociadas a la unidad bioinformatica de la Universidad Técnica de
Dinamarca (DTU Health Tech, http://www.cbs.dtu.dk/) han sido previamente utilizadas
(Shah et al., 2009; Cortazar et al., 2014; Volke-Sepulveda et al., 2016).
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

Desde hace mas de 20 afios, en la Planta Piloto de Fermentacion en Medio Solido (PP4)
de la Universidad Auténoma Metropolitana se ha comparado la produccion de enzimas por

CMS y CML. Inicialmente, todas las comparaciones se realizaron a nivel individual.

En 1993, se demostr6 que no existe represion catabdlica durante la produccién de
pectinasas por A. niger CH4 en CMS (Solis-Pereira et al., 1993). Estudios posteriores con
este mismo hongo demostraron mayor estabilidad a pH y temperatura y mayor afinidad por
el sustrato en pectinasas obtenidas en CMS (Acufa-Arguelles et al., 1995), asi como
ausencia de inhibicién del crecimiento debido a la elevada concentracién de sustrato (Solis-
Pereyra et al.,, 1996). En 1998 se demostré que el CMS es mas adecuado para el
crecimiento de A. niger 10 comparado con CML y cultivo superficial (CS), especialmente en
condiciones de elevada concentracion de sustrato (Favela-Torres et al., 1998). Estudios
posteriores desarrollados en diferentes laboratorios del Departamento de Biotecnologia de
la Universidad Autébnoma Metropolitana reportaron resultados similares de mayor
productividad enzimatica y baja o nula represion catabdlica en CMS comparado con CML
(Romero-Gomez et al., 2000; Aguilar et al., 2001). En 2016, se decidio tratar de explicar las

diferencias encontradas previamente entre CMS y CML con un enfoque global.

Para tal fin, se estudi6 el secretoma de A. niger 10 (Carrillo-Sancen et al., 2016) y A.
brasiliensis (Volke-Sepulveda et al., 2016) en CMS. Para garantizar reproducibilidad, las
muestras fueron tomadas en el mismo estado fisiolégico. Se observd que la presencia de
glucosa tiene efecto en la abundancia y presencia de varias isoformas de amilasa
producidas por A. niger 10 y que la alta concentracién de glucosa favorece el catabolismo
de A. brasiliensis, mientras que algunas proteinas relacionadas con el estrés y las que
participan en la protedlisis estan bajo reguladas, respectivamente. En el estudio mas
reciente, se comparé el secretoma de A. brasiliensis en CMS y CML. En este trabajo se
demostré que la elevada concentracion de glucosa en el medio provoca que el 74% de
proteinas reguladas en CML sean bajo reguladas, mientras que en CMS las proteinas son
sobre reguladas. Ademas, este estudio demostré que CMS mejora los parametros cinéticos
asociados al crecimiento de A. brasiliensis comparado con CML, previene la represion
catabdlica, aumenta el nivel de ramificacién de las hifas y el metabolismo oxidativo, asi
como la concentracion y diversidad de proteinas secretadas y favorece la secrecion de
proteinas tipicamente intracelulares que de forma extracelular podrian estar involucradas

en la adhesién de hongos (Salgado-Bautista et al., 2020).
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4. JUSTIFICACION

En diferentes trabajos, Aspergillus spp. ha demostrado ser buen productor de enzimas
alcanzando mayores rendimientos por procesos en CMS que por CML. Los estudios
realizados dan seguimiento a una enzima en especifico y a partir de ello se han demostrado
las diferencias entre ambos sistemas de cultivo en cuanto a fisiologia y produccién
enzimatica. Sin embargo, no son del todo claros los mecanismos que emplea Aspergillus
en cada sistema de cultivo. En la mayoria de los casos y, partiendo del estudio de solo una
0 pocas enzimas, los autores asumen que todas las diferencias observadas entre CMS y
CML se atribuyen a caracteristicas inherentes a cada sistema de cultivo. Estudios recientes
han reportado que A. brasiliensis tiene la capacidad de producir y secretar gran variedad
de enzimas. Aspergillus brasiliensis es un microorganismo con importancia a nivel
industrial, pero que ha sido poco utilizado para producciéon de enzimas. Lo cual lo hace
candidato para el estudio de inulinasa e invertasa que son enzimas con multiples
aplicaciones en la industria alimentaria. Por otro lado, el uso de la proteGmica resulta
significativo porque permite hacer un analisis global de la expresion de proteinas asociadas
con el estado fisioldégico y metabdlico de Aspergillus. Por lo tanto, analizar el efecto del
sistema de cultivo y la concentracion de sacarosa sobre la producciéon de inulinasa e
invertasa y el proteoma de A. brasiliensis brindara informacion relevante que permita
establecer diferencias entre CMS y CML a nivel individual dando seguimiento a la inulinasa
e invertasa, pero también a nivel global, para entender cuales son los cambios en el
proteoma de A. brasiliensis y cuéles son los cambios a nivel metabdlico dependiendo de
las condiciones de cultivo. Con este doble enfoque (individual y global) es posible tener un
mejor entendimiento de por qué cultivar microorganismos en CMS resulta més ventajoso

en cuanto a la produccién de enzimas que en CML.
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5. HIPOTESIS

La composicion del proteoma de A. brasiliensis ATCC 9642 y la actividad de las enzimas

involucradas en la hidrélisis de sacarosa dependen del sistema de cultivo y de la

concentracion de sacarosa en el medio.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Determinar el efecto del sistema de cultivo (CML y CMS) y la concentracion de sacarosa

sobre la produccién de inulinasa e invertasa y la composicion del proteoma de A.

brasiliensis.

6.2. Objetivos particulares

1.

Determinar el efecto del sistema de cultivo y la concentracion de sacarosa sobre el
crecimiento microbiano y la produccion de inulinasa e invertasa.

Identificar el secretoma de A. brasiliensis obtenido en CMS y CML con
concentraciones crecientes de sacarosa.

Realizar el analisis funcional de las proteinas que conforman el secretoma de A.
brasiliensis.

Identificar el proteoma intracelular de A. brasiliensis obtenido con cada sistema de
cultivo y concentracién de sacarosa estudiados.

Realizar el andlisis funcional de las proteinas que conforman el proteoma
intracelular de A. brasiliensis.

Identificar y discutir las diferencias en el proteoma de A. brasiliensis asociadas con

el sistema de cultivo y la concentracién de sacarosa.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se desarroll6 en 3 etapas (Figura 7). La primera etapa consistio
en caracterizar cultivos de Aspergillus brasiliensis (ATCC 9642) en CMS y CML, evaluando
diferentes concentraciones de sacarosa (fuente de carbono inductora de invertasa), lo cual
permitio establecer diferencias entre los sistemas de cultivo con base en las actividades
invertasa e inulinasa tomadas como enzimas modelo, por su capacidad para hidrolizar
sacarosa. Una vez caracterizados los cultivos de A. brasiliensis, se establecieron las
condiciones y tiempo de cultivo (cuando se alcanza la tasa méxima de produccion de CO.)
para obtener los secretomas y proteomas intracelulares de A. brasiliensis. En la segunda
etapa, se realizaron los cultivos para la obtencion de los secretomas. La proteina
extracelular al final de los cultivos fue cuantificada y separada mediante geles SDS-PAGE.
La muestra proteica a partir de los geles fue sometida a LC-MS/MS. La biomasa obtenida
en los cultivos para la obtencion del secretoma fue liofilizada para ser utilizada en la tercera
etapa, que consisti6 extraer la proteina intracelular de la biomasa liofilizada.
Posteriormente, la proteina intracelular fue separada en geles SDS-PAGE que fueron
procesados para su analisis por LC-MS/MS. Las proteinas identificadas en los respectivos
secretomas y proteomas intracelulares fueron conjuntadas dependiendo del sistema de
cultivo obteniendo asi un proteoma total para CMS y otro para CML, ambos obtenidos con
diferentes concentraciones de sacarosa. Estos proteomas fueron analizados con la finalidad
de establecer diferencias entre CMS y CML con un enfoque global y entender cémo es que

el hongo adapta su metabolismo ante los cambios en las condiciones de cultivo.
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CMS: 20, 40, 60,
140y 210 gL de
sacarosa

CML: 20, 40,60y
80 g/L de sacarosa

i

CMS: 20, 40, 60,
120y 180 g/L de
sacarosa

CML: 20,40y 60
g/L de sacarosa

i

CMS: 20, 40, 60,
120y 180 glL de
sacarosa

CML: 20, 40y 60
g/L de sacarosa

Figura 7. Diagrama de la estrategia experimental general.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Microorganismo

Se utiliz6 la cepa A. brasiliensis ATCC 9642. Esta cepa pertenece a la coleccion de cepas
de la Planta Piloto de Fermentacion en Medio Sélido de la UAM lIztapalapa. Se encuentra
conservada bajo dos métodos: esporas en tubos crioprotectores con glicerol al 20% (v/v) y

biomasa liofilizada en ampolletas de vidrio.

8.1.1. Produccion de preinéculo

La cepa fue activada en tubos de ensayo inclinados con 10 mL de Agar Papa Dextrosa
(PDA). Dos perlas impregnadas de esporas fueron tomadas de los tubos crioprotectores.
Estas fueron colocadas en un tubo de ensayo con medio de cultivo (por triplicado) y fueron
homogeneizadas para distribuir las esporas sobre la superficie del medio. Los tubos fueron
incubados durante 7 dias a 30 °C.

8.1.2. Propagacion del indculo

Las esporas de dos tubos de preindculo fueron suspendidas en 5 mL de Tween 80 al 0.05%
(v/v). De esta suspension se tomaron alicuotas de 1 mL para inocular tres matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio PDA. Los matraces fueron incubados a 30 °C
durante 7 dias. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, las esporas de los tres
matraces fueron suspendidas en 30 mL de Tween 80 al 0.05% (v/v). La suspension de

esporas obtenida fue empleada como in6culo para los CML y CMS.

8.2. Medio de cultivo

El medio empleado para CML y CMS fue el reportado por Hill y Kafer (2001), empleando
sacarosa como fuente de carbono y manteniendo una relacion carbono/nitrégeno (C/N) de
8.58. La composicion del medio basal fue (g/L): sacarosa, 20; NaNOs, 6; KCI, 0.52; KH2PO4,
0.815; K;HPO4, 1.045; MgS04-7H20, 0.52; FeS0,4-7H20, 0.005; EDTA, 0.05; ZnS04-7H20,
0.022; H3BOsz;, 0.011; MnCl-4H,0O, 0.005; CoCl,-6H,O, 0.001; CuSO4-5H,O, 0.001;
(NH4)sM07024-4H,0, 0.001. Al modificar la cantidad de sacarosa, el resto de los nutrientes

fue modificada también en la misma proporcién con respecto al medio basal.

8.3. Cultivo en medio liqguido (CML)

Los CML fueron realizados en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio de

cultivo (Hill y Kafer, 2001). Los matraces con el medio de cultivo se esterilizaron a 94 °C
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durante 15 minutos. Después de la esterilizacion, cada matraz se inoculé con 1x10°
esporas/mL de medio. Una vez inoculados, los matraces se incubaron a 30°C, con agitaciéon
de 200 revoluciones por minuto (rpm). Se evaluaron cuatro concentraciones de sacarosa
inicial (20, 40, 60 y 80 g/L) por duplicado en los CML destinados a la caracterizacion del
crecimiento de A. brasiliensis y la producciéon de inulinasa e invertasa. El tiempo de
incubacién de estos cultivos fue diferente, dependiendo de la concentracién de sacarosa
inicial y se finalizé hasta que la produccion de CO, (medido en linea) fue constante y
cercana acero (Anexo 2). Enlos CML realizados para la obtencién del proteoma (secretoma
y proteoma intracelular) se evaluaron tres concentraciones de sacarosa inicial (20, 40 y 60
g/L) con al menos tres replicas por cada condicion. El tiempo de incubacién de estos cultivos
fue diferente dependiendo la concentracion de sacarosa inicial y fue finalizado cuando los
cultivos alcanzaron la tasa maxima de produccion de CO, (TMPC) (Anexo 2).

8.4. Cultivo en medio sdlido (CMS)

Los CMS se realizaron en columnas de vidrio de 2.3 cm de diametro. Como soporte inerte,
se utilizé perlita (AGROlita, México), la cual se tamizé y la fraccion retenida en tamices No.
16 y 20 (tamafio de particula 0.84-1.70 mm) fue lavada y secada a 60 °C durante 24 horas.
La composicion del medio basal fue la misma que en CML. Se evaluaron cinco
concentraciones de sacarosa inicial (20, 40, 60 140 y 210 g/L) por duplicado en los CMS
destinados a la caracterizaciéon del crecimiento de A. brasiliensis y la produccién de
inulinasa e invertasa. El tiempo de incubacion de estos cultivos fue variable segun la
concentracion de sacarosa y se determiné de la misma forma que en CML (Anexo 2). En
los CMS realizados para la obtencién del proteoma se evaluaron cinco concentraciones de
sacarosa inicial (20, 40, 60, 120 y 180 g/L) con al menos cuatro replicas por cada condicion.
El tiempo de incubacion de estos cultivos fue finalizado cuando los cultivos alcanzaron la
TMPC (Anexo 2). La perlita y el medio de cultivo se esterilizaron por separado durante 15
minutos a 121 y 94 °C, respectivamente. La perlita seca (8.2 g) se humedeci6 con 15 mL
de medio inoculado con 1x107 esporas/mL y se empacdé (50 cm?3) en las columnas de vidrio
alcanzando un contenido de humedad inicial del 60% para cultivos con 20, 40 y 60 g/L de
sacarosa. Para cultivos con 120, 140, 180y 210 g/L de sacarosa, la humedad inicial fue del

58%, 56%, 56% y 52%, respectivamente. Las columnas empacadas se incubaron a 30 °C.
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8.5. Medicién en linea de la produccidon de CO>

Los cultivos destinados a la caracterizacion del crecimiento de A. brasiliensis y la
produccién de inulinasa e invertasa en CMS y CML vy los destinados a la obtencién del
proteoma se conectaron a un sistema de respirometria (Figura 8). Todos los CMS y CML
fueron aireados con un flujo de aire estéril de 20 mL/min y el contenido de CO- en el flujo a
la salida de las unidades experimentales fue cuantificado en linea. El crecimiento de A.
brasiliensis en CMS y CML fue estimado de forma indirecta a través de la medicion en linea
de la produccion de CO,. Los datos recuperados fueron utilizados para estimar el tiempo

de fase Lag, la tasa especifica de produccion de CO; (MCOy), la TMPC y la produccion final

de CO: (Volke-Sepulveda et al., 2016).

a Entrada de aire Salida de aire .
— ( ) Analizador
et | de CO2
\ Valvulas | -
Bomba de aire
Matraz de 250 mL con
50 mL de medio
[
P i N
B - Salida
Valwlas de
Bomba de aire . aire Analizador
Entrada d
) - ntrada de aire de CO- , S
\‘\ 7 S
Columna empacadacon8.2g
de agrolita humedecida con 15
mL de medio inoculado
Figura 8. Esquema de medicion del sistema de respirometria. a) CML y b) CMS.

8.6. Recuperacion de proteina extracelular

8.6.1. Cultivo en medio liquido
Para obtener la proteina extracelular en CML, se agregaron 20 uL de coctel inhibidor de

proteasas (P8215, Sigma-Aldrich) a cada matraz e inmediatamente fueron refrigerados a 4
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°C. Después de 30 minutos, el contenido de cada matraz fue filtrado al vacio (papel filtro
Whatman No. 41). En el caso de muestras destinadas al analisis protedmico, la biomasa
recuperada fue liofilizada y almacenada hasta la extraccion de proteina intracelular. Los
extractos proteicos obtenidos fueron almacenados a -20 °C hasta su uso en la cuantificacion

de actividad enzimatica y de la concentracion de proteina.

8.6.2. Cultivo en medio sélido

La proteina extracelular en CMS fue recuperada por percolacion de la siguiente manera: se
adicionaron 60 mL de Tris-HCI 20 mM (pH 7.2) conteniendo 20 pL de coctel inhibidor de
proteasas a cada columna en dos pasos secuenciales, primero usando 35 mL y después
25 mL de buffer de extraccion. Los extractos obtenidos en cada paso fueron mezclados y
almacenados a -20 °C hasta ser utilizados en la cuantificacion de actividad enzimética, y
concentracion de proteina. En el caso de muestras destinadas al andlisis protedmico, la
biomasa recuperada junto con el soporte fue liofilizada y almacenada hasta la extraccion

de proteina intracelular.

8.7. Concentracidén y dialisis de proteina extracelular

Los extractos proteicos obtenidos en CMS y CML fueron descongelados a 4 °C e
inmediatamente centrifugados a 7,000 rpm, 4 °C durante 15 minutos con la finalidad de
eliminar restos insolubles en las muestras. A continuacion, fracciones de cada muestra de
15 mL fueron centrifugadas en tubos Amicon (Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit, 10
kDa MWCO) en pasos secuenciales a 7,000 rpm, 4 °C durante 15 minutos. Las fracciones
de cada muestra que fueron retenidas en cada paso de centrifugacion fueron mezcladas en
un tubo Amicon y dializadas en tres ocasiones con 10 mL de buffer Tris-HCI 20 mM (pH
7.2) a las mismas condiciones de centrifugacion. El volumen de extracto proteico
concentrado y dializado recuperado por muestra fue cercano a 2 mL. Se cuantifico la
concentracion de proteina en el extracto proteico concentrado (seccion 8.14.3). Se
prepararon fracciones con 50 ug de proteina extracelular, las cuales fueron liofilizadas y

utilizadas para la separacion de proteinas en geles SDS-PAGE (seccion 8.9.1).
8.8. Ruptura celular y procesamiento de proteina intracelular

8.8.1. Extraccidn de proteina intracelular en CML
La extraccion de proteina intracelular se realiz6 siguiendo la metodologia de Nandakumar

y Marten (2002). Se utilizaron 0.3 gramos de biomasa liofilizada por muestra. Las muestras

46



fueron molidas en mortero utilizando nitrégeno liquido. ElI material molido fue suspendido
en 5 mL de buffer de extraccién (Tris-HCI 200mM conteniendo EDTA 20mM, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM vy Ditiotreitol (DTT) 10 mM). Las muestras se dejaron 30
minutos a -20 °C con agitacion en Vortex de 1 minuto al inicio, a la mitad y al final de la
incubacion. Se centrifugd a 7,000 g, 4 °C durante 20 minutos y se recupero el sobrenadante.
Para precipitar la proteina, se adicionaron 0.8 gramos de &cido tricloroacético (TCA). Las
muestras se dejaron 30 minutos a -20 °C con agitacion en Vértex de 1 minuto al inicio, a la
mitad y al final de la incubacién. Se centrifugd a 7,000 g, 4 °C por 20 minutos y se recupero
el precipitado. Para eliminar restos de TCA, el precipitado fue lavado en dos ocasiones con
5 mL de acetona fria (-20 °C) con 2-mercaptoetanol al 1%. En cada paso de lavado se
centrifugd a 7,000 g, 4 °C durante 20 minutos. El sobrenadante fue descartado y la proteina
intracelular precipitada fue solubilizada con 1.4 mL de buffer Tris-HCI 20 mM (pH 8). Se uso
jeringa de 0.5 mL y se succiond en repetidas ocasiones (10 veces) y posteriormente se
dieron 15 minutos de sonicacion. La proteina fue dializada (Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal
Filter Unit, 10 kDa NMWL) y fue concentrada 4.6 veces hasta obtener un volumen final de
0.3 mL. Finalmente, la proteina intracelular fue cuantificada por el método de BCA y
repartida en viales con 50 pg para su posterior separacion electroforética.

8.8.2. Extraccion de proteina intracelular en CMS

El procesamiento para la obtencién de proteina intracelular en CMS se realizé siguiendo la
misma metodologia que en CML. La diferencia fue que se utilizaron 3 g de biomasa y
soporte liofilizados. Por lo tanto, las muestras fueron suspendidas con mayor volumen de
buffer de extraccién (15 mL) y precipitadas con 2.4 gramos de TCA. El resto de la

metodologia se mantuvo igual que en CML (seccién 8.8.1).
8.9. Separacion de proteina por SDS-PAGE

8.9.1. Proteina extracelular (secretoma)

Se procesaron viales con 50 pg de proteina extracelular liofilizada (CMS y CML) con el kit
de limpieza “ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit” (1632130, Bio-Rad). Las muestras de proteina
fueron solubilizadas en 40 pL de buffer de Laemmli (2x Laemmli Sample Buffer 1610737,
Bio-Rad) con B-mercaptoetanol al 5%. Se uso una jeringa de 0.5 mL y se succiond en
repetidas ocasiones (10 veces). Posteriormente los viales se agitaron en vértex durante 1
min, entonces fueron calentados durante 5 minutos a 95 °C en un agitador “Termomixer

comfort” (Eppendorf) y centrifugados a 10,000 rpm por 5 minutos. Las muestras de proteina
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ya desnaturalizada fueron pipeteadas en geles SDS-PAGE al 12% (Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast Gels, Bio-Rad). Para tener una referencia del peso molecular, en un carril
de cada gel, se adicionaron 5 pL de marcador de pesos moleculares (Precision Plus
Protein™ All Blue Prestained Protein Standards 1610373, Bio-Rad). Cada electroforesis
corrié a 300 V en una camara Mini-PROTEAN® (Tetra Cell, 2-Gel System, Bio-Rad) y una
fuente de poder PowerPac™ Universal (Bio-Rad) de 500 V hasta que el frente de corrida
alcanzo 3 cm de distancia. Los geles fueron lavados en tres ocasiones de 5 minutos con
agua destilada y posteriormente, las proteinas se fijaron durante 30 minutos con 50 mL de
solucion fijadora (10% &acido acético; 45% etanol; 45% agua destilada). Transcurrido el
tiempo de fijacion, se realizaron dos lavados de 15 minutos con 50 mL de agua destilada,
inmediatamente después, los geles fueron tefiidos durante 2 horas con 50 mL de colorante
Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (1610436, Bio-Rad). Para quitar el exceso
de colorante posterior a la tincion, se realizaron tres lavados de 30 minutos con 50 mL de
agua destilada en agitacion suave. Los geles se digitalizaron en un fotodocumentador
“GelDoc EZ” de Bio-Rad con el software ImageLab. Cada carril de los geles fue fraccionado
en tres secciones de 1 cm de longitud (Anexo 3). Cada fraccién fue depositada en
microtubos y almacenadas a 4 °C hasta su digestion con tripsina.

8.9.2. Proteina intracelular (proteoma intracelular)

La separacion de proteina intracelular (CMS y CML) se realiz6 en geles SDS-PAGE al 12%.
Debido a la metodologia de extraccion, el volumen de muestra con 50 pg de proteina
intracelular fue diferente. Este volumen fue llevado hasta 30 pyL con buffer de Laemmli.
Entonces la proteina intracelular fue separada siguiendo el mismo procedimiento que con

la proteina extracelular (seccion 8.9.1).

8.9.3. Zimogramas de actividad inulinasa e invertasa

Se realizaron zimogramas en geles de poliacrilamida al 8% siguiendo el sistema discontinuo
y semi-nativo reportado por Laemmli (1970). Una cantidad de proteina equivalente a 0.25
U de inulinasa o invertasa fue cargada por carril del gel. La electroforesis corrié a 4 °C y
100 V durante 3 horas. El peso molecular aparente de la inulinasa y la invertasa fue
estimado a través de su movilidad electroforética (Rf), el cual fue comparado con el Rf del
marcador de pesos moleculares “Precision Plus Protein” de Bio-Rad. Los geles fueron
procesados siguiendo la metodologia de Rehm et al. (1998). Los restos de dodecilsulfato
de sodio (SDS) fueron removidos lavando los geles durante 15 minutos con una solucién

de acetato de sodio 50 mM (pH 5.6) que contenia Triton X-100 al 0.5 % (v/v). Los geles
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fueron incubados con su sustrato correspondiente (inulina al 1 % o sacarosa 1M)
solubilizado en acetato de sodio 50 mM (pH 5.6) a 50 °C durante 30 minutos. Pasado este
tiempo, los geles se lavaron repetidamente con agua destilada se sumergieron en
iodoacetamida 0.1 M durante 5 minutos. Los AR fueron tefiidos con una solucién de cloruro
de 2,3,5-trifenilterazoleo (TTC) al 0.1% (w/v) en hidréxido de sodio 1 N hasta que bandas
de color rojo fueron observadas (5 minutos en oscuridad). La solucién de TTC fue cambiada
al 0.1% (w/v) en hidréxido de sodio 0.5 N y los geles fueron calentados a 95 °C por 1.5

minutos. La reaccion de tincién fue parada adicionando acido acético al 7.5% (v/v).

8.10. Digestion triptica

La digestion triptica se realizé en el Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad
(LANGEBIO) perteneciente al Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN
(CINVESTAV), Unidad Irapuato. El protocolo desarrollado para la digestion se basé en la
metodologia descrita por Shevchenko et al. (2007). Para esto, se tomaron piezas de gel de
1 cm (Anexo 3). Cada pieza de gel se seccion6 en pedacitos de aproximadamente 1 mm
por lado (geles con proteina extracelular). En el caso de los geles con proteina intracelular,
cada fragmento de 1 cm fue seccionado en dos partes, de las cuales se tomd una para
fraccionarla en trocitos de 1 mm de lado. Los trocitos de gel fueron lavados en dos
ocasiones con 200 pL de agua destilada, manteniendo agitacion suave durante 15 minutos.
Para destefiir las piezas de gel, se adicionaron 50 pL de acetonitrilo (ACN)
100%/bicarbonato de amonio (NHsHCO3) 100 mM (1:1 v/v), con agitacién durante 15
minutos. A continuacion, se adicionaron 50 uL de ACN al 100% y se agité hasta que los
trocitos de gel estuvieron deshidratados (15 minutos) en este momento, se retiré el ACN y
se sec6 al vacio (Centrivap, Labconco). Las piezas de gel fueron rehidratadas con 50 pL de
DTT 10 mM en NHsHCO3; 100 mM, se incubaron a 56 °C con agitacion durante 45 minutos.
El exceso de liquido fue removido y se agregaron 100 uL de ACN al 50% en NH4sHCO3 100
mM (1:1 v/v) y se incub6 con agitacién a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Posteriormente, se removi6 toda la solucién y las proteinas fueron alquiladas adicionando
50 uL de iodoacetamida 55 mM en NHsHCO3; 100 mM. La reaccion se llevo a cabo a
temperatura ambiente, en condiciones de oscuridad durante 30 minutos. Pasado el tiempo
de incubacion, se cambié la solucién por ACN al 50% en NHsHCO3; 100 mM (1:1 v/iv) y se
incubo con agitacion durante 15 minutos. Finalmente, el liquido fue removido y las piezas
de gel se deshidrataron con 50 pL de ACN 100%. Después de 15 minutos, éstas fueron

secadas al vacio. Las piezas de gel fueron rehidratadas con 10 pL de solucién de tripsina
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grado secuenciacion (Promega) con concentracion de 10 ng/uL en NHsHCO3; 50 mM. Se
incubaron a 4 °C durante 1 hora. A continuacion, se agregaron 20 uL de NH4HCO3 50 mM
y se incub6 toda la noche a 37 °C. Para recuperar los péptidos, se retird el sobrenadante
de la digestion, el cual se colocé en tubos de 0.6 mL. Para maximizar la extraccion de los
péptidos, las piezas de gel se lavaron dos veces con 50 puL de ACN 50% con acido férmico
5% y posteriormente con 50 uL de ACN 100% con acido férmico 5% (2:1 v/v). Entre cada
paso de lavado, las muestras se incubaron con agitacién por 15 minutos y el sobrenadante
fue recuperado y depositado en los tubos de 0.6 mL. Las muestras de péptidos fueron
secadas al vacio y almacenadas a -20 °C hasta su analisis por LC-MS/MS. En CML se
procesaron y analizaron 4, 4 y 3 réplicas bioldgicas de proteina extracelular (cada carril de
gel corresponde a una réplica biolégica) para las condiciones de 20, 40 y 60 g/L,
respectivamente. En CMS se procesaron 2, 4, 4, 4 y 4 réplicas biolégicas de proteina
extracelular para las condiciones de 20, 40, 60, 120 y 60 g/L, respectivamente. El proteoma
intracelular de CML y CMS se procesO y analiz6 por duplicado en cada una de las

condiciones.
8.11. LC-MS/MS

8.11.1. Proteina extracelular (secretoma)

Los péptidos obtenidos de la digestion triptica fueron solubilizados con 16 pL de solucién
de ACN 3% en acido férmico al 0.1%. Para la separacion de los péptidos se utilizé un
sistema de cromatografia liquida de nano-flujo (nanoAcquity UPLC® Waters®) acoplado a
un espectrometro de masas de tipo trampa de iones lineal (LTQ Velos, Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany) y equipado con una fuente de iones nanoelectrospray (nano-
ESI). Se emplearon dos solventes para la separacién de los péptidos con un método de
gradiente. Solvente A: acido formico al 0.1% y solvente B: ACN al 100% en &cido férmico
al 0.1%. Los péptidos (8 pL de muestra) fueron pasados a través de una pre-columna
(Symmetry® C18, 5 ym, 180 ym x 20 mm, Waters) usando un flujo de solvente A de 10
ML/min durante 1 minuto. Posteriormente, el flujo se cambié a una columna capilar de UPLC
de 100 um de didmetro interno y 1.7 um de tamafio de particula (ACQUITY UPLC M-Class
Peptide BEH C18 Column, 130A, 1.7 um, 100 pm X 100 mm, 1/pk, Waters) con temperatura
de la columna controlada a 35 °C. Los péptidos fueron separados con un método de
gradiente con flujo de 0.4 yL/min. El gradiente fue programado para que la solucion B pase
de 3 a 40% en 60 minutos, seguido de 2 minutos para llegar al 85%. Se mantiene constante

durante 10 minutos. Después, en 2 minutos desciende al 3% y se mantiene asi durante 26
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minutos. Los péptidos se eluyeron en la fuente de iones del espectrometro de masas a
través de una punta estdndar revestida de silice (NewObjective, Woburn, MA). El
espectrémetro de masas fue operado en modo de adquisicion dependiente de datos para
alternar automaticamente entre el escaneo completo (400-1600 m/z) y los siguientes
escaneos (Top 5 MS/MS) en la trampa de iones lineal con exclusién dinamica habilitada.
La CID fue realizada usando helio como gas de colisién, con energia de colisién del 35% y
tiempo de activacién de 10 ms. La adquisicion de datos fue realizada con “Xcalibur 2.0.7

software” (Thermo Fisher Scientific).

8.11.2. Proteina intracelular (proteoma intracelular)

Los péptidos obtenidos de la digestion triptica fueron solubilizados con 12 pL de solucion
de ACN 3% en &cido férmico al 0.1%. Para la separacion e identificacion de los péptidos se
utilizaron los mismos instrumentos que con el secretoma. Los peptidos (8 UL de muestra)
fueron pasados a través de una pre-columna (Symmetry® C18, 5 um, 180 um x 20 mm,
Waters) usando un flujo de 10 pL/min de solvente A durante 1 minuto. Con la finalidad de
tener una mejor separacion que en las muestras del secretoma, el flujo se cambié a una
columna capilar de UPLC de 75 um de diametro interno y 1.8 um de tamafio de particula
(ACQUITY UPLC M-Class HSS T3 Column, 100A, 1.8 um, 75 pm X 150 mm, 1/pk, Waters)
con temperatura de la columna controlada a 35 °C. Los péptidos fueron separados con un
método de gradiente con flujo de 0.3 pL/min. El gradiente fue programado para que la
solucion B pase de 3 a 40% en 60 minutos, seguido de 5 minutos para llegar al 85%. Se
mantiene constante durante 5 minutos. Después, en 5 minutos desciende al 3% y se
mantiene asi durante 25 minutos. Los péptidos se eluyeron en la fuente de iones del
espectrémetro de masas y el proceso continud siguiendo la metodologia desarrollada en

las muestras del secretoma.

8.12. Analisis bioinformatico

Los archivos (.RAW) con los espectros de masas fueron convertidos a formato abierto
(.mzXML) con el programa MSConvertGUI v3.0.19113-cee25beOb de ProteoWizard
(Kessner et al., 2008). Se descargé el proteoma de Aspergillus brasiliensis (12982
secuencias, 08/09/2019) a partir de UniProtKB. Algunos autores recomiendan usar los
proteomas depositados en UniProtKB, ya que es una base de datos ligada a mdultiples
fuentes de informacion funcional y favorece la anotacion de proteinas (Carvalho et al.,
2016). Posteriormente, se construyd una base de datos de secuencias “objetivo-sefiuelo”

(Target-Decoy) invirtiendo las 12,982 secuencias del proteoma y se concatenaron con el
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proteoma original. Todos los espectros MS/MS fueron comparados contra la base de datos
“objetivo-sefiuelo” con el motor de busqueda Comet 2018.01rev.4 (Eng et al., 2015). Los
parametros usados para los espectros fueron: se permitio la pérdida de 2 sitios de corte,
tolerancia de péptidos de 50 ppm, tolerancia de iones de fragmentos de 0.8 Da, madificacion
fija para carboxi-amidometilacién de cisteina (+57 Da) y modificaciones variables de
oxidacién de metionina (+16 Da) y desamidacion de asparagina o glutamina (+0.98 Da). Se
determiné una significancia estadistica para todas las proteinas de todas las muestras con
una tasa de deteccion falsa (False Discovery Rate, FDR) de 1% usando el programa Trans-
Proteomic Pipeline (TPP, v5.2.0 Flammagenitus) (Keller et al., 2005). Como parte inicial del
analisis funcional, a cada proteina identificada se le asignaron identificadores Unicos que
ligan a las proteinas y genes a las bases de datos de UniProtKB (https://www.uniprot.org/),
EsembleFungi (proyecto a cargo de EMBL: European Bioinformatics Institute (EBI) y el
Wellcome Trust Sanger Institute (WTSI)) (https://www.ensembl.org/index.html), la base de
datos del genoma de Aspergillus (AspGD) (http://www.aspergillusgenome.org/) y KEGG
(https://www.genome.jp/keqa/).

Las proteinas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML presentan
nombre (“Protein name”) o son no caracterizadas (“Uncharacterized”), de acuerdo con su
funcion segun la base de datos UniProtKB. Para reclasificar a las proteinas no
caracterizadas se realizé un BLASTp contra una base de datos personalizada construida
con 107 proteomas de hongos filamentosos del orden Eurotiales descargados de
UniProtkKB. Después del BLASTp, se seleccionaron aquellas proteinas con mejores
resultados, basados en un conjunto de parametros optimizados (“length”: longitud del
alineamiento, “glen”: longitud de la proteina “query”, “nident”: numero de aminoacidos
idénticos, “mismatches”. numero de aminoacidos no idénticos, “pident”: porcentaje de
identidad y “evalue”). A partir de estos resultados, a cada proteina no caracterizada se le
asignd un nuevo nombre (segun la funcion de los ortélogos en otras especies) elegido por

consenso y predominancia en proteinas de otros hongos filamentosos.

Para confirmar la presencia de proteinas secretadas y predecir la via de secrecion, los
identificadores se mapearon contra todas las proteinas de A. niger reportadas por Vivek-
Ananth et al. (2018). La localizacion subcelular y la via de secrecion fue sustentada en la
identificacion de péptido sefial, dominios transmembrana, sefal de retencion en reticulo
endoplasmico y anclajes GPI (glicosilfosfatidilinositol) usando herramientas como SignalP
4.1, (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), Phobius (http://phobius.sbc.su.se/), TMHMM
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMMY/), big-PI

(https://mendel.imp.ac.at/gpi/fungi_server.html), PredGPI
(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/predgpi/). WoLF PSORT 0.2 (https://wolfpsort.hgc.jp/),
Protcomp 9 (http://www.softberry.com/), FunSecKB2
(http://proteomics.ysu.edu/secretomes/fungi2/index.php) y TargetP 1.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP-1.1/index.php). La siguiente parte del analisis

funcional consistid en la identificacion de las vias metabdlicas asociadas a las proteinas
identificadas (KEGG), seguido de una clasificacion de las enzimas que participan en el
metabolismo de carbohidratos (CAZy) (http://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php) y la anotacion

funcional basada en Ontologia genética (GO) (http://geneontology.org/).

8.13. Clasificacién y regulacion de proteinas identificadas en el
proteoma

Las proteinas identificadas en el proteoma de CMS y CML fueron clasificadas como Unicas,
abundantes no reguladas y reguladas. Se consideraron proteinas Unicas todas las que
fueron identificadas solo en una concentracién de sacarosa en cualquiera de los dos
sistemas de cultivo. Debido al niumero de proteinas (en CMS mucho mayor que en CML) y
la baja abundancia de las proteinas dentro de cada proteoma, fueron consideradas para los
resultados y discusion Unicamente las proteinas por encima del percentil 50 y 25 del total
de proteinas identificadas en CMS y CML, respectivamente. La abundancia y la regulacién
de las proteinas se estim6 con base en la cuenta espectral ponderada (CEP) por mL de
medio. La CEP se calculé siguiendo la metodologia reportada por Volke-Sepulveda et al.
(2016) y Salgado-Bautista et al. (2020):

CEP=(SpCIL);

Donde: SpC corresponde al niumero de espectros de masa por mL de extracto proteico
(para la proteina i) y L corresponde a la longitud (nGmero de aminoacidos) de la proteina i.
Para conocer el nivel de regulacién de cada proteina, se graficaron los valores normalizados
de la CEP obtenidos con cada concentracién de sacarosa estudiada contra los valores
normalizados de la concentracion de sacarosa (Anexo 4). La normalizacion fue realizada
de acuerdo con el maximo valor de la CEP y la maxima concentracion de sacarosa,
respectivamente. Para el ajuste de los datos se utilizé el modelo de regresién por minimos
cuadrados. Las proteinas con R?>0.75 fueron consideradas reguladas. Todas las proteinas

con pendiente positiva se definieron como sobre-reguladas, mientras que las proteinas con
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pendiente negativa fueron definidas como bajo-reguladas. Las proteinas abundantes
reguladas encontradas por encima del percentil 90 y 75 del total de proteinas identificadas,
fueron consideradas para la discusion de resultados en CMS y CML, respectivamente. Las
proteinas de CMS y CML con R2<0.75, pero incluidas por encima del percentil 90 del total
de proteinas identificadas fueron consideradas como abundantes no reguladas e incluidas

en la discusion de resultados.
8.14. Métodos analiticos

8.14.1. Cuantificaciéon de azlUcares
La concentracion de azUlcares totales en el medio al inicio y al final de los CMS y CML fue
determinada mediante el método del fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956) utilizando sacarosa

como estandar (2.5 g/L).

Se pipeted 1 mL de muestra (con la dilucién necesaria para que la absorbancia medida
estuviera dentro de la curva) en tubos de ensayo perfectamente limpios. Los tubos se
dejaron reposar en bafio de hielo durante 15 minutos. Se adicionaron 2 mL de reactivo
fenol-sulfirico (1 mg/mL) por las paredes de cada tubo. Los tubos fueron agitados
manualmente en bafio de hielo y se incubaron en bafio maria a 92 °C durante 8 minutos.
Al final, los tubos se enfriaron al abrigo de la luz y se midi6 la absorbancia a 480 nm
empleando un blanco con 1 mL de agua destilada que fue procesado de la misma manera

gue las muestras.

8.14.2. Determinacion de actividad inulinasa e invertasa

Los ensayos de actividad enzimética fueron realizados con extractos crudos (proteina
extraida de CMS y CML y almacenada a -20 °C) midiendo la concentracion de azlcares
reductores (AR) liberados debido a la actividad enzimatica. La mezcla de reaccion consistio
en adicionar 0.1 mL de extracto proteico en un tubo de ensayo y 0.9 mL de sustrato,
sacarosa 0.1 M (Aranda et al., 2006), o inulina al 1% (Abd El Aty et al., , 2014), solubilizado
en buffer acetato (0.1 M pH 5). La mezcla de reaccion fue incubada a 50 °C durante 15
minutos y la reaccién fue detenida adicionando 1.5 mL de 3,5-acido dinitrosalicilico (DNS).
Los AR liberados fueron cuantificados por el método de Miller et al. (1960). La unidad de
actividad inulinasa o invertasa (U) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para

liberar 1 ymol de AR por minuto, bajo las condiciones del ensayo.
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8.14.3. Cuantificaciéon de proteina

La concentracion de proteina en los extractos crudos de CMS y CML fue determinada
utilizando el método del acido bicinconinico (BCA protein assay kit 23227, Thermo Fisher
Scientific) utilizando albumina de suero bovino como estandar. Para esto, la proteina
extracelular fue diafiltrada (Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter Unit, 10 kDa NMWL), y el
retenido fue disuelto en buffer Tris-HCI 20 mM (pH 7.2). El contenido de proteina en las
muestras concentradas también fue determinado por BCA. En ambos casos se siguieron

las indicaciones establecidas en el protocolo del proveedor.

8.14.4. Cuantificacion de biomasa
La biomasa recuperada en CML por filtracion (Whatman No. 41) fue lavada con 100 mL de
agua destilada y cuantificada por gravimetria (60 °C, 24 horas).

8.14.5. Cuantificacién de pH
Los valores de pH en CML fueron medidos con potenciometro (PHS-3BW, BANTE

Instruments).

8.14.6. Cuantificacion de humedad
El contenido de humedad en CMS fue determinado con una termobalanza (MB45, OHAUS).
Se colocé 1 g de materia humeda que fue llevada a peso constante a 130 °C.

8.15. Andlisis estadistico

Las diferencias entre los tratamientos fueron analizadas usando andlisis de varianza de dos
factores (ANOVA). La comparacion entre medias fue realizada con la prueba de Tukey
(a=0.05). Los analisis fueron realizados con el software SPSS statistics, version PASW22
(IBM SPSS-IBM Corp).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se estudié el proteoma de A. brasiliensis en dos diferentes sistemas
de cultivo con diferentes concentraciones de sacarosa. Para ello, primero se evaludé un
amplio rango de concentraciones. El crecimiento de A. brasiliensis fue cuantificado de forma
indirecta a través de la medicién en linea de la producciéon de CO,. Se determinaron
parametros asociados con la produccién de CO2, asi como las actividades inulinasa e
invertasa por ser enzimas asociadas al crecimiento de A. brasiliensis e inducidas por la
presencia de sacarosa en el medio. Con base en la informacién obtenida, se definieron la
concentracion inicial de sacarosa y el tiempo de muestreo para los cultivos destinados al
analisis del proteoma: primero fue obtenido e identificado el secretoma y posteriormente se
identificé el proteoma intracelular obtenido a partir de la biomasa producida en los CMS y
CML. El secretoma y el proteoma intracelular obtenidos en cada sistema de cultivo fueron
unidos para hacer el andlisis bioinformatico como el proteoma completo para CMS y CML,

respectivamente.

9.1. Cinéticas de crecimiento de A. brasiliensis en CMS 'y CML

El crecimiento y la produccion de enzimas por hongos filamentosos estan influenciados por
diferentes factores, incluyendo el sistema de cultivo, el pH y temperatura, el tipo y
concentracion de nutrientes; asi como, la fuente de carbono (Alves et al., 2013). Todos
estos factores cambian con el tiempo en cultivos en lote, por lo tanto, es importante
caracterizar los cultivos cinéticamente; tal caracterizacién permite establecer criterios de
muestreo para la produccién de enzimas asociadas al crecimiento, biomasa y metabolitos
(Volke-Sepulveda et al., 2016).

Debido a que las hifas de los hongos crecen unidas sobre y dentro del soporte sélido,
estimar la biomasa en CMS es una tarea dificil e imprecisa. La medicion de la produccién
de CO; es un enfoque Util para estimar de forma indirecta el crecimiento de hongos ya que
la produccion de CO; es proporcional al crecimiento desde el inicio hasta el final de la fase
de crecimiento exponencial (Saucedo-Castafieda et al., 1994). Por lo tanto, el crecimiento
de A. brasiliensis en CMS y CML fue evaluado indirectamente a través de la medicion en
linea de la produccién de CO; (Figura 9). La medicion en linea permitié calcular parametros
cinéticos para determinar el efecto de la concentracion de sacarosa y del sistema de cultivo
sobre el crecimiento del hongo. El tiempo de fase Lag, estimado a partir de la grafica del
logaritmo natural de la produccién de CO; en funcion del tiempo fue de 1.5 a 1.7 veces

mayor en CML que en CMS (Figura 9A), y resultd independiente de la concentracion de
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sacarosa en CMS, mientras que aumentd con la concentracion de sacarosa en CML. En
especies del género Aspergillus, tiempos de fase Lag cortos (<24 horas) ocurren a 25-30
°C y aw>0.94 (Astoreca et al., 2007). Para A. niger se reportaron tiempos de fase Lag
mayores en CML que en CMS durante la produccién de invertasa (Balasubramaniem et al.,
2001).
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Figura 9. Parametros cinéticos estimados a partir de la produccién de CO: por A. brasiliensis

en CMS y CML. A) tiempo de fase Lag, B) tasa especifica de produccion de CO2 (UCOz), C) tasa

méaxima de produccion de CO2z y D) produccion final de COs-.

La JMCO3 resultd de 3.6 a 10 veces mayor en CMS comparada con la obtenida en CML para
todas las concentraciones de sacarosa evaluadas (20 a 210 g/L y 20 a 80 g/L en CMS y
CML, respectivamente). La JCO: fue 4 veces mayor en CMS que en CML cuando la
concentracion inicial de sacarosa en ambos tipos de cultivo fue de 60 g/L (Figura 9B). Se
registré una reduccion del 40% en la MCO: debido al incremento en la concentracion inicial

de sacarosa debido a inhibicidn por sustrato. Se estimo la constante de inhibicién (Ki) de
acuerdo con la ecuaciéon de Andrews para inhibicion por sustrato en cultivos en lote
(Andrews, 1968). La K; obtenida en CMS (118 + 3 g/L) fue 3 veces mayor que la obtenida
en CML (39 £ 1 g/L), lo cual significa que la inhibicién por sustrato en CMS fue 3 veces
menor que en CML. La TMPC en CMS es hasta 20 veces mayor que en CML (Figura. 9C).

En CMS, la TMPC aument6 hasta 12 veces debido al incremento en la concentracion inicial
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de sacarosa, mientras que en CML fue casi independiente de la concentracién de sacarosa.
Ademas, el tiempo de cultivo en el que se alcanza la TMPC (Anexo 2) dependi6é de la
concentracion de sacarosa y fue, al menos, 50% menor en CMS que en CML. Estos
resultados muestran que el crecimiento de A. brasiliensis, estimado a partir de la medicion
en linea de la produccién de CO;, cambia dependiendo del sistema de cultivo y corroboran
que la inhibicién por sustrato es menor en CMS que en CML. Por ejemplo, Paecilomyces
fumoroseus produce 61% mas biomasa en menos tiempo (70 horas vs 100 h) en CMS
comparado con CML, usando glucosa (20 g/L) como fuente de carbono en ambos sistemas
de cultivo (Asaff et al., 2006). Del mismo modo, datos del crecimiento de A. niger en CMS
y CML, utilizando sacarosa (100 g/L) como fuente de carbono, mostré 67% mas biomasa y
mayor velocidad de crecimiento en CMS que en CML (Romero-Gomez et al., 2000). El
mejor crecimiento de A. brasiliensis en CMS puede estar relacionado con una mayor
transferencia de oxigeno a las células y baja inhibicion por sustrato. En CMS, las hifas
fungicas crecen unidas sobre y dentro del soporte sélido que esta cubierto por una fina capa
de liquido, y las células microbianas estan en estrecho contacto con el oxigeno gaseoso
que fluye en el espacio entre particulas del reactor (Thibault et al., 2000). Por tanto, los
espacios entre particulas facilitan la transferencia de oxigeno a las células (Oostra et al.,
2001) y reducen la inhibicion por sustrato (Viniegra-Gonzélez et al., 2003).

La produccion final de CO, en CMS aument6 hasta 26.5 veces desde la concentracion
inicial de sacarosa de 20 a 210 g/L (Figura 9D). El efecto de la elevada concentracion de
sustrato sobre la produccién de CO; por A. brasiliensis bajo condiciones de CMS se reportd
previamente (Volke-Sepulveda et al., 2016). Por otro lado, incrementar la concentracién de
sacarosa en CML afecta negativamente la produccion final de CO», ya que el valor mas alto
en CML (29.52 + 5.42 g/L) se obtuvo en el medio con 60 g/L de sacarosa (Figura 9D) y este

valor es 4.7 veces menor gue el maximo alcanzado en CMS.

El consumo de sacarosa y la produccion de proteina por A. brasiliensis son dependientes
del sistema de cultivo y de la concentracion inicial de sacarosa en el medio (Tabla 5). En
CMS A. brasiliensis consumioé mas del 99% del sustrato en todas las concentraciones de
sacarosa evaluadas. Mientras que en CML A. brasiliensis consumi6 el 98% del sustrato,
Unicamente cuando la concentracion inicial de sacarosa en el medio fue de 20a 60 g/L y el
81% del sustrato fue consumido después de 110 horas de cultivo en medios con 80 g/L de
sacarosa inicial. La velocidad de consumo de sacarosa, calculada desde el final de la fase

Lag hasta el final del cultivo, también fue sensible a cambios en la concentracién de
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sacarosa (Tabla 5). Esta fue hasta 5.8 veces mayor en CMS que en CML cuando

comparamos la misma concentracion de sacarosa inicial (60 g/L).

Tabla 5. Consumo de sacarosa y produccion de proteina por A. brasiliensis cultivado
en CMS y CML con diferente concentracion inicial de sacarosa*.
. Velocidad de Proteina
Cultivo ch_arosa Tlen_1p0 de Consumo de consumo de extracelular
inicial (g/L) cultivo (h) sacarosa (%) z?carosa (g/L (g/L)

CML20 20.032 +1.04 84.60° +1.84 99.03*+0.10 0.542 £0.12 0.032 £0.02
CML40 39.57° +0.62 84.73¢® +0.42 98.81P+0.12 1.342 £0.05 0.082 £0.01
CMLG60 63.38¢ £2.92 109.57'+0.05 98.19*+0.28 1.072 £0.04 0.152 +£0.03
CML80 82569 +4.46 109.70+0.05 81.582+ 3.68 1.272 £0.18 0.162° + 0.04
CMS20 21.142 £0.21 36.962 +0.05 99.18°+ 0.09 7.17° +3.70 0.39° +0.04
CMS40 43.53° +1.83 42.97° +0.05 99.43°+0.05 2.892 + 0.38 0.94¢ +0.04
CMS60 62.93° +0.53 48.83° +£0.05 99.39°+0.03 2.80% +0.11 1.249 +0.08
CMS140 136.78°+1.69 59.97¢ +£+0.05 99.48°+0.03 4.142 + 0.05 1.03¢%d + 0.05
CMS210 206.82+0.86 61.57¢ +0.05 99.60°+ 0.08 6.25° +0.10 1.18%¢ + 0.10

* Letras diferentes indican diferencias significativas entre las concentraciones de sacarosa (p<0.05,
prueba de Tukey). El andlisis de varianza (ANOVA) fue realizado considerando los datos de
ambos sistemas de cultivo.

La concentracion de proteina extracelular fue hasta 7.3 veces mayor en CMS que en CML
con la mayor concentracion de sacarosa evaluada en cada sistema de cultivo (Tabla 5).
También, resulté 8.2 veces mayor en CMS que en CML cuando comparamos la misma
concentracion de sacarosa inicial (60 g/L). La elevada produccién de proteina extracelular
obtenida en CMS puede correlacionarse con el elevado nivel de ramificacion de A.
brasiliensis en condiciones de CMS (Salgado-Bautista et al., 2020). Por otro lado, con base
en los resultados de consumo de sacarosa y produccion de CO al final de los cultivos, se
calculo el rendimiento molar de CO»/sacarosa (Ycozss) para cada sistema de cultivo (Figura
10). El Ycozs depende fuertemente del tipo de cultivo y la concentracion inicial de sacarosa,
mientras que en CMS el Ycozs incrementa cerca de 3 veces a medida que la concentracion
de sacarosa aumenta de 20 a 210 g/L; en CML disminuye alrededor de 1.5 veces a medida
que la concentracién de sacarosa aumenta de 20 a 80 g/L. En CMS, el maximo valor de
Ycous (0.66 + 0.10) se obtuvo con 210 g/L de sacarosa, lo cual es muy cercano al maximo
rendimiento tedrico (0.66 Cmol/Cmol) estimado cuando biomasa, CO; y agua son los Unicos
productos metabdlicos finales. Un incremento en Ycozs debido al incremento en la
concentracion de glucosa se observo durante un CMS de Mucor bacilliformis (Lareo et al.,
2006). Elincremento en el Ycozs en CMS puede ser explicado por el hecho de que la elevada

concentracion de glucosa favorece las actividades catabdlicas y mejora el flujo de carbono
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a través de la via de las pentosas fosfato (Volke-Sepulveda et al., 2016). Se sabe que los
cambios en el metabolismo de la fuente de carbono estan sujetos a diferentes niveles de
regulacién, por ejemplo, regulacién transcripcional y de metabolitos durante el crecimiento
normal y en respuesta al estrés oxidativo (Stincone et al., 2015). En CML, el valor mas alto
de Ycozs (0.49 + 0.08) se obtuvo con 20 g/L y su disminucion no puede ser explicada a
través del Yxs ya que la produccién de biomasa también disminuye a medida que la
concentracion de sacarosa incrementa en el medio, similar a lo observado durante la

produccién de invertasa por A. niger (Robledo-Olivo et al., 2009).
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Figura 10. Rendimiento molar de producciéon de CO:2 y consumo de sacarosa (Ycozs) en
funcion de la concentracion inicial de sacarosa.

Con base en los resultados anteriores, la reduccion en Ycozs Y Yxs en CML a medida que
la concentracién de sacarosa aumenta de 20 a 80 g/L puede estar relacionada con la
produccién de metabolitos extracelulares, como acidos organicos (acido citrico y acido
oxalico) y polioles (glicerol y eritritol) (Steiger et al., 2019). Adicionalmente, el Ycozs de A.
brasiliensis obtenido en CML es similar al reportado para Yarrowia lipolytica en CML donde
los rendimientos Yxs ¥ Ycozs (C-mol) fueron 0.67 y 0.30, respectivamente, sin acumulacion

de metabolitos (Timoumi et al., 2017).
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9.2. Produccioén de inulinasa e invertasa en CMS 'y CML

La produccion de inulinasa e invertasa en CMS y CML fue evaluada con diferente
concentracion inicial de sacarosa. La actividad enzimatica en ambos sistemas de cultivo fue
determinada al final de los cultivos (Tabla 5), cuyo tiempo de muestreo fue establecido
basado en el analisis en linea de la produccién de CO,. La actividad enzimatica fue 7 veces
(invertasa) y 5 veces (inulinasa) mayor en CMS que en CML, respectivamente. La
produccion de estas dos enzimas fue fuertemente dependiente de la concentracion de
sacarosay del sistema de cultivo (Figura 11). En CMS la produccion de inulinasa e invertasa
incrementd 1.78 y 3.76 veces, respectivamente, cuando la concentracion de sacarosa
aumento6 de 20 a 210 g/L, alcanzando la maxima actividad (5.88 + 0.78 U/mL para inulinasa
y 41.69 £ 3.60 U/mL para invertasa) en el medio con 210 g/L. Por el contrario, en CML la
concentracion de sacarosa no tuvo efecto significativo en la produccién de inulinasa,
obteniendo la maxima actividad de 1.13 + 0.02 U/mL. Similar a lo observado en CMS, la
produccién de invertasa aumentdé 1.5 veces con el aumento de la concentracion de
sacarosa, obteniendo la maxima actividad (5.84 + 0.12 U/mL) con 60 g/L. La produccién de
enzimas en CMS indic6 que bajo las condiciones estudiadas no hay represién catabdlica,
ya que la produccion de ambas enzimas aumenta al intensificar la concentracion de
sacarosa de 20 a 210 g/L. En este estudio, la ay inicial en CMS disminuy6 de 0.99 a 0.96
con el aumento en la concentracion de nutrientes (sacarosa, 20-210 g/L), sin perjudicar la
produccién de inulinasa o invertasa.

Los resultados anteriores muestran que los cambios en la humedad inicial y valores de aw
debido al incremento en los componentes del medio de cultivo no afectan el crecimiento
fungico o la produccion de enzimas. Un contenido de humedad similar (58.5-64.3%) fue
usado para la produccion de amilasa por A. niger (Carrillo-Sancen et al., 2016). Es bien
aceptado que los niveles de humedad en procesos en CMS varian entre 20 y 80 %, y
especificamente para hongos filamentosos la humedad debe estar entre el 20 y 70%
(Krishna, 2005). La humedad debe mantenerse durante todo el proceso de cultivo, ya que
niveles muy bajos pueden obstaculizar el crecimiento de hongos al reducir la difusion de
nutrientes, mientras que niveles muy altos pueden limitar el intercambio de gases y
promover el crecimiento bacteriano. Ajustando el valor de actividad de agua de 0.99 a 0.96
se registroé un incremento en la actividad invertasa (de 1.65 a 8.10 U/mL en CMS de A. niger
con 100 g/L de sacarosa (Montiel-Gonzélez et al., 2004). Se ha demostrado que los valores
de aw bajos (0.94) activan la sefalizacion para la activacion del gen de la glucoamilasa en

A. oryzae, lo que produce un aumento de la actividad enzimética (Ishida et al., 2000).
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La actividad inulinasa de A. brasiliensis, expresada como unidades por gramo de soporte
seco (6.48 U/gss) fue 1.5 veces mayor que la reportada por A. terreus usando hojas de
achicoria como sustrato sélido. Sin embargo, bajo condiciones optimizadas, A. terreus
produjo 21.05 U/gss (Abd El Aty et al., 2014). La actividad inulinasa producida por A. flavus
var. flavus en CMS aumentd de 3.48 a 8.57 U/gss después de la optimizacién del medio
(Das et al., 2019), y la optimizacién de algunos parametros del proceso permitié a Trivedi
et al. (2012) alcanzar titulos de inulinasa tan altos como 257.20 U/gss cultivando A.
tubingensis en CMS con salvado de trigo y licor de maiz fermentado como sustratos.
Aunqgue la produccion de inulinasas es comunmente reprimida por la presencia de glucosa
en el medio (Garuba y Onilude, 2020), los resultados de la actividad inulinasa e invertasa
obtenidos en CML muestran que no hubo represion catabodlica en las condiciones probadas
(Figura 11). El bajo nivel de inulinasa registrado en CML puede atribuirse al hecho de que
la inulina (el mejor inductor de inulinasa) no esta presente en el medio de cultivo (Al-
Dabbagh y Mahmood, 2015).

O CMS CML
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Figura 11. Produccion de invertasa e inulinasa por A. brasiliensis cultivado en condiciones de
CMS y CML con diferente concentracion inicial de sacarosa.
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Valores de I/S superiores a 0.01 indican mayor produccion de inulinasa que de invertasa
(Das et al., 2019). Los valores I/S (0.07 y 0.19) obtenidos en ambos tipos de cultivo (CMS
y CML, respectivamente) mostraron el predominio de la inulinasa, independientemente de
la concentracion inicial de sacarosa (Tabla 6). Los resultados de I/S obtenidos con A.
brasiliensis coinciden con los reportados para diferentes microorganismos en diferentes
condiciones de cultivo, donde la inulinasa es siempre la enzima predominante (Tabla 3). La
magnitud de esta relacion depende de la actividad catalitica de ambas enzimas, es decir,
cuanto mayor es el tamafio molecular del sustrato, menor es la eficiencia catalitica
(Rouwenhorst et al., 1988). Los valores I/S mayores a 1 descritos en la Tabla 3 fueron
obtenidos usando medios complejos con mezclas de diferentes fuentes de nitrégeno (Jing
et al., 2003; Abd Allah AbdAl-Aziz et al., 2012; Dinarvand et al., 2013; Singh y Chauhan,
2017; Singh et al., 2018). Esta reportado que las fuentes de nitrdgeno organico (peptona y
extracto de levadura) son mejores que las fuentes inorganicas para la produccion de

inulinasa por A. niger (Germec et al., 2020).

Tabla 6. Relacion I/S estimada a partir de los resultados de actividad invertasa e
inulinasa obtenidos en CMS y CML de A. brasiliensis con diferente concentracion inicial de
sacarosa *.

. I/S

Concentracién inicial de sacarosa (g/L) CMS oML

20 0.072 £0.04 0.18°+0.01
40 0.142° + 0.02 0.19° + 0.00
60 0.16° +0.04 0.19° + 0.00
80 ND 0.19° + 0.00
140 0.14% + 0.00 ND

210 0.14% + 0.01 ND

* Letras diferentes indican diferencias significativas entre concentraciones de sacarosa
(p<0.05, prueba de Tukey). El analisis de varianza (ANOVA) fue realizado considerando
ambos tipos de cultivo.

ND: no determinado.

Aunque la relacion I/S es usada como parametro para determinar la predominancia de cada
actividad enzimatica, deben hacerse estudios adicionales para caracterizar las enzimas
involucradas. La electroforesis en condiciones nativas es Util para separar e identificar
inulinasas extracelulares (Jing et al., 2003). Por lo tanto, se realizaron zimogramas en
condiciones semi-nativas de extractos enzimaticos diafiltrados producidos en ambos
sistemas de cultivo con la misma concentracion inicial de sacarosa (60 g/L). A. brasiliensis
produce una banda de inulinasa y dos bandas de invertasa en condiciones CMS y CML

(Figura 12). EI Rf de las inulinasas fue similar en los extractos de CMS y CML, mientras que
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resultd méas bajo para las dos invertasas obtenidas en CML, comparado con las invertasas
producidas en CMS. Las diferencias en el Rf de las bandas de invertasa observadas en
CMS y CML pueden indicar de modificaciones postraduccionales diferenciales
dependiendo del sistema de cultivo. Aunque no hay estudios comparativos relacionados al
efecto del sistema de cultivo en la glicosilacion de proteinas, las vias de N-glicosilacion y
O-glicosilacion son altamente conservadas en hongos (Deshpande et al., 2008). De hecho,
esta reportado que la glicosilacién de proteinas en A. oryzae depende de las condiciones y
tipo de cultivo (Wang et al., 2010). El analisis zimogréafico mostr6 que A. brasiliensis produce
al menos dos enzimas involucradas en la hidrdlisis de inulina y sacarosa. Sin embargo, se
han reportado tres enzimas modificadoras de inulina en A. niger (Yuan et al., 2006), y los
genes homologos para las tres enzimas estan presentes en el genoma de A. brasiliensis.
Estas enzimas no se separaron en el zimograma debido a que sus pesos moleculares son
similares (55-68 kDa). También, una banda de elevado peso molecular (>250 kDa) con
actividad invertasa se observd en ambos sistemas de cultivo, sugiriendo que la invertasa,
pero no la inulinasa, puede formar estados oligomeéricos activos. Estudios adicionales con
extractos proteicos purificados deberian realizarse para caracterizar de forma separada
cada una de las actividades enziméticas.

Inulinasa Invertasa
kDa M CMS CML CMS CML

250
150

100
75 .

Figura 12. Analisis zimogréfico de actividad inulinasa e invertasa obtenida de cultivos de A.
brasiliensis en CMS y CML. Linea M: marcador de pesos moleculares. En todos los casos 0.25 U de
actividad enzimética fueron cargadas por linea.
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9.3. Proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML

Una vez caracterizado el crecimiento de A. brasiliensis en cada uno de los sistemas de
cultivo, se definieron la concentracién inicial de sacarosa y el tiempo de muestreo para los
cultivos destinados al andlisis del proteoma. Todas las muestras fueron tomadas en el
tiempo en el que se alcanza la TMPC. Este criterio es util para garantizar la reproducibilidad
en el muestreo al tomar las muestras en un estado fisiolégico definido (Volke-Sepuleda et
al., 2016). A continuacion, se presentan los resultados obtenidos del andlisis y comparacion
del proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML y en las siguientes secciones se describe el
proteoma de forma individual en CMS y CML, respectivamente.

9.4. Comparacion del proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML

Con la finalidad de conocer el efecto que tiene la concentracion de sacarosa en el proteoma
de A. brasiliensis en CMS y CML, asi como el papel que tienen las proteinas durante el
crecimiento de este hongo bajo las diferentes condiciones de cultivo evaluadas, se analizé
y discuti6 todo el proteoma obtenido (proteinas Unicas, abundantes no reguladas y
reguladas). Lo anterior, con base en la abundancia relativa de todas las proteinas

clasificadas segun el metabolismo principal en el que estan involucradas (Figura 14).
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Figura 13. Clasificacion del proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML basada en la cuenta
espectral ponderada de las proteinas Unicas, abundantes no reguladas y abundantes reguladas
segun el metabolismo o proceso biol6gico en que participan.
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El proteoma en CMS es 3.3 (de 20 a 60 g/L) y 4.8 (de 60 a 180 g/L) veces mas abundante
gue en CML. En CMS se encontraron proteinas involucradas en un mayor nimero de
procesos que en CML, en donde no se encontraron proteinas involucradas en el
metabolismo de lipidos. Ademas, la CEP de las proteinas sin caracterizar, asociadas al
transporte, del metabolismo de nucle6tidos y aminoacidos es tan baja que podemos
considerarla despreciable en CML. El metabolismo de carbohidratos es el mas abundante
en CMS (49.98 y 80.42 Sp/mL con concentracion de sacarosa de 20 a 60 g/L y de 60 a 180
g/L, respectivamente). La suma de la CEP de todas las proteinas involucradas en este
metabolismo es casi 12 y 19 veces mas abundante que en CML donde ocupa el sexto lugar
en términos de abundancia. El grupo de proteinas clasificadas como miscelaneas son el
segundo grupo mas abundante en CMS (40.89 y 59.66 Sp/mL con concentraciones de
sacarosa de 20 a 60 g/L y de 60 a 180 g/L, respectivamente). Este grupo de proteinas en
CML ocupa el tercer lugar en términos de abundancia. En el proteoma obtenido en CMS
con 20 a 60 g/L de sacarosa, el tercer grupo de proteinas mas abundante es el clasificado
como componente/proceso celular (40.44Sp/mL), mientras que con 60 a 180 g/L de
sacarosa, el tercer grupo de proteinas mas abundante es el clasificado como redox/estrés
(57.63 Sp/mL). En menor medida se encuentran los metabolismos proteinas/protedlisis y el
de aminoé&cidos. A continuacion, se discuten y comparan los metabolismos mas abundantes
encontrados en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con los encontrados en el proteoma
en CML.

9.4.1. Proteinas asociadas al metabolismo de carbohidratos

Este es el grupo de proteinas mas abundante en el proteoma de A. brasiliensis en CMS,
mientras que en CML ocupa el sexto lugar (Figura 14). En CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa,
42 pertenecen a este grupo (13 Unicas, 12 abundantes no reguladas y 17 abundantes
reguladas) y, con 60 a 180 g/L de sacarosa 52 proteinas (21 Unicas, 18 abundantes no
reguladas y 13 abundantes reguladas) participan en el metabolismo de carbohidratos. En
CML, solo 35 proteinas son del metabolismo de carbohidratos (16 son Unicas, 11 son
abundantes no reguladas y 8 son abundantes reguladas). En ambos tipos de cultivo se
encontraron proteinas extracelulares que participan en la degradacion de carbohidratos
complejos. Los resultados del nivel de regulacion basados en la CEP permitieron inferir el
grado de represién catabodlica en CMS y CML. Aunque esta reportado que en CMS hay
menor 0 nula represion catabdlica comparado con CML (Viniegra-Gonzalez y Favela-

Torres, 2006), los resultados obtenidos en este trabajo demuestran el bajo efecto represor
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de la glucosa o fructosa en CML. Por ejemplo, en CML la exo-inulinasa se encuentra
presente de forma abundante, mientras que una isoforma de la endo-inulinasa esta sobre-
regulada. Ambas enzimas participan en el metabolismo de la inulina y de la sacarosa
(Guerrero-Urrutia et al., 2021). El hecho de que la endo-inulinasa se sobre-regula bajo
condiciones de CML demuestra que A. brasiliensis es resistente a la represion catabolica
aun cuando la concentracion de sacarosa es tan alta como 60 g/L. Esta demostrado que
enzimas como las tanasas (Aguilar et al., 2001), pectinasas (Diaz-Godinez et al., 2001) e
invertasas (Giraldo et al., 2012) son reprimidas en CML por la presencia de glucosa (= 20
g/L), sacarosa (=40 g/L) y glucosa/fructosa (= 10 g/L) en el medio, respectivamente. Aunque
la glucosa es considerada como un represor de los genes que codifican para enzimas
degradadoras de polisacéaridos (Adnan et al., 2018), en el proteoma de A. brasiliensis se
encontraron enzimas como la endo-1,4-beta-xilanasa, la 1,4-beta-D-arabinoxilano
arabinofuranohidrolasa axhA y la endoglucanasa A en abundancia, mientras que la
arabinan endo-1,5-alfa-L-arabinosidasa se encontré sobre-regulada en el proteoma de A.
brasiliensis en CML (Tabla A13). Por lo tanto, la alta abundancia de estas enzimas
demuestra el bajo efecto represor de la glucosa y la poca o nula represiéon catabdlica, lo
cual es algo novedoso ya la glucosa (10 g/L) tiene efecto represor durante la sintesis de
enzimas (Viniegra-Gonzalez y Favela-Torres, 2006). En CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa
también fueron abundantes y sobre-reguladas las enzimas degradadoras de carbohidratos
complejos. Sin embargo, con 60 a 180 g/L de sacarosa, la beta-xilanasa, la 1,4-beta-D-
arabinoxilano arabinofuranohidrolasa axhA y la endoglucanasa A fueron bajo-reguladas. La
invertasa, que es la encargada de la hidrdlisis de sacarosa, se encontré bajo-regulada en
el proteoma con 20 a 60 g/L de sacarosa y con 60 a 180 g/L no esta presente. Aunque la
invertasa es bajo regulada en CMS, el resultado no se ve reflejado en términos de actividad
enzimatica (Figura 15) ya que fueron sobre-reguladas la endo-inulinasa (con 60 a 180 g/L
de sacarosa) y la exo-inulinasa (con 20 a 60 g/L de sacarosa) en este sistema de cultivo.
Ademas, la exo-inulinasa actlla en conjunto con la invertasa para hidrolizar a la sacarosa
(Guerrero-Urrutia et al.,, 2021). Es probable que las enzimas sufran modificaciones
postraduccionales dependiendo del sistema de cultivo, lo cual podria modificar los
parametros cinéticos de las enzimas y verse reflejado en la actividad enzimatica obtenida
con cada sistema de cultivo, lo que abre la puerta a futuros estudios comparativos. La
represion catabdlica en hongos filamentosos como A. oryzae y A. nidulans ha sido
estudiada a través de los factores de transcripcién CreA y CreB, demostrando que estos

mecanismos de regulacion son dependientes del tipo de cultivo (Tamayo et al., 2008;

67



Ichinose et al.,, 2018). Sin embargo, los resultados obtenidos permiten inferir que la
expresion de los genes de las enzimas degradadoras de carbohidratos en A. brasiliensis no
necesariamente estan regulados por represion catabdlica mediada por estos factores de
transcripcién. De este modo todas estas enzimas pueden ser candidatas para estudiar

mecanismos de regulacion alternos a la represion catabdlica mediada por CreA.
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Figura 14. Produccion de invertasa e inulinasa por A. brasiliensis cultivado en condiciones de
CMS y CML con diferente concentracion inicial de sacarosa. Las actividades enzimaticas fueron
cuantificadas en el tiempo en el que se alcanza la tasa maxima de produccion de COa.

Tanto el sistema de cultivo como la concentracién de sacarosa tienen influencia sobre la
abundancia de las proteinas, ya que en CMS las proteinas asociadas al metabolismo de
carbohidratos son casi 12 (proteoma obtenido con 20 a 60 g/L) y 19 veces (proteoma
obtenido con 60 a 180 g/L) mas abundantes que en CML. Esto puede atribuirse, en parte,
a la morfologia fangica ya que en CMS hay mayor nivel de ramificacion de las hifas que en
CML (Salgado-Bautista et al., 2020). Ademas, el CMS favorece la interaccion entre el
micelio y el substrato, lo que mejora el crecimiento apical sobre las particulas solidas

asemejando el habitat natural de los hongos y, en consecuencia, favorece una mayor
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secrecion, concentracion y diversidad de proteinas (Salgado-Bautista et al., 2020). En el
proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa se identificaron 15 enzimas
involucradas en el metabolismo central de la glucosa (Tablas A5, A7 y A9). De forma Unica
y con 60 g/L de sacarosa se encontrd una proteina del ciclo de Krebs (subunidad alfa de
piruvato deshidrogenasa, 0.2 Sp/mL). De forma abundante y no reguladas se encontraron
dos isoformas de malato deshidrogenasa (3.2 y 2.8 Sp/mL), glucosa-6-fosfato isomerasa
(1.9 Sp/mL) y la transaldolasa (4.3 Sp/mL) del ciclo de Krebs, glucolisis y fase no oxidativa
de la via de las pentosas, respectivamente. La isocitrato deshidrogenasa (0.2 Sp/mL) y la
ATP citrato liasa (0.3 Sp/mL) son enzimas del ciclo de Krebs que se encontraron sobre-
reguladas, la trancetolasa (0.2 Sp/mL) y la ribosa/galactosa isomerasa (0.2 Sp/mL) son
enzimas de la via de las pentosas que se encontraron sobre-reguladas, mientras que la
enolasa (1.5 Sp/mL) y la triosa fosfato isomerasa (3.8 Sp/mL) son las enzimas sobre-
reguladas de la glucaolisis.

En el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa se identificaron 14
proteinas del metabolismo central de la glucosa (Tablas A6, A8 y A10) que difieren en
abundancia y regulacion con las proteinas obtenidas con 20 a 60 g/L de sacarosa. La triosa
fosfato isomerasa (0.5 Sp/mL), quinta enzima de la glucolisis fue producida de forma Unica
con 180 g/L de sacarosa. De forma abundante y no regulada se encontraron la piruvato
quinasa (0.2 Sp/mL), la hexoquinasa (0.2 Sp/mL) y la triosa fosfato isomerasa (2.3 Sp/mL),
todas enzimas de la glucdlisis. Del ciclo de Krebs se encontraron de forma abundante la
isocitrato deshidrogenasa (0.2 Sp/mL), la ATP citrato liasa (0.3 Sp/mL) y dos isoformas de
malato deshidrogenasa (1.3 y 3.7 Sp/mL), mientras que de la via de las pentosas fosfato se
encontraron de forma abundante no regulada la ribosa/galactosa isomerasa (0.2 Sp/mL) y
la trancetolasa (0.3 Sp/mL). Las enzimas reguladas presentes en el proteoma de A.
brasiliensis con 60 a 180 g/L de sacarosa son la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(0.2 Sp/mL, sobre-regulada) y la enolasa (1.4 Sp/mL bajo-regulada), ambas enzimas de la
glucolisis. De la via de las penosas fosfato, se encontraron sobre-reguladas la ribosa 5-

fosfato isomerasa (1.5 Sp/mL) y la transaldolasa (12.6 Sp/mL).

En CML se identificaron 10 enzimas del metabolismo central de la glucosa (Tablas All,
Al12 y A13). De forma Unica y con baja concentracion de sacarosa (20 g/L) se encontraron
proteinas del ciclo de Krebs (dos isoformas de isocitrato deshidrogenasa, 7.31 x103 y 4.97
x10® Sp/mL, respectivamente) y de la via de las pentosas fosfato (6-fosfogluconato

deshidrogenasa y transaldolasa 6.27 x10° y 1.63 x102 Sp/mL, respectivamente).
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Solamente fue abundante la piruvato carboxiltransferasa (0.4 Sp/mL) que participa en la
transformacion del piruvato en oxalacetato dando inicio del ciclo de Krebs. Por otro lado, la
fosfoglicerato mutasa (0.01 Sp/mL) y la enolasa (0.6 Sp/mL) fueron sobre-reguladas
mientras que la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (0.1 Sp/mL) y la fosfoglicerato
quinasa (0.1 Sp/mL) fueron bajo-reguladas. La suma de la CEP de las enzimas del
metabolismo central de la glucosa en CMS corresponde al 37 y 31% de la CEP total del
grupo de metabolismo de carbohidratos con 20 a 60 g/L y 60 a 180 g/L de sacarosa,

respectivamente. Este porcentaje es similar al observado en CML (30%).

Este andlisis demuestra la presencia de las proteinas de las vias glucolitica, de las pentosas
fosfato y ciclo de Krebs en el proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML. Aungque no se
identificaron todas las proteinas de estas vias metabdlicas, no necesariamente significa que
las vias estén inactivas si no que los niveles de expresioén disminuyen a medida que la
concentracion de la fuente de carbono se va agotando en el medio (Maeda et al., 2004).
Aunque hay enzimas de la glucdlisis bajo-reguladas en CML, no son enzimas clave en la
regulacion de esta via y, aunque su regulacién, puede estar asociada con represion
catabdlica (implicada en la disminucion de la expresion de genes de estas rutas) debida al
incremento de la concentracién de sacarosa, también podria estar asociada con la
activacion de otros genes involucrados en la degradacién de polisacaridos (Maeda et al.,
2004).

9.4.2. Proteinas clasificadas como misceldneas

Este es el segundo grupo de proteinas mas abundante del proteoma de A. brasiliensis en
CMS, mientras que en CML ocupa el tercer lugar (Figura 14). En CMS con concentracién
de sacarosa de 20 a 60 g/L, 32 proteinas pertenecen a este grupo (15 Unicas (Tabla A5), 7
abundantes no reguladas (Tabla A7) y 10 abundantes reguladas (Tabla A9)). Con 60 a 180
g/L de sacarosa, 43 proteinas (26 Unicas (Tabla A6), 14 abundantes no reguladas (Tabla
A8) y 3 abundantes reguladas (Tabla A10)) pertenecen al grupo llamado miscelaneas;
mientras que en CML, 30 proteinas son miscelaneas (11 son Unicas (Tabla All), 13 son
abundantes no reguladas (Tabla A12) y seis son abundantes reguladas (Tabla A13)). La
mayoria de las proteinas en CMS y CML clasificadas en esta categoria estan involucradas
en multiples metabolismos vy, por lo tanto, resulta dificil categorizarlas. No obstante, el
andlisis del proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML demostré que, bajo las condiciones
de cultivo evaluadas, se producen proteinas asociadas al metabolismo secundario,

involucradas en la degradacién de hidrocarburos (proteina que contiene el dominio EHN,
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las enzimas 4-nitrofenil fosfatasa, lactonizante 3-carboxi-cis, cis-muconato, entre otras),
biosintesis de antibiéticos (proteina con dominio ABM) y patogenicidad (proteina de union
a inmunoglobulina E, proteina que contiene dominio Cupin_2, proteina que contiene
dominio AlcB, entre otras), habiendo mayor variedad de éstas en CMS (Tabla 7). Aspergillus
brasiliensis sintetiza proteinas asociadas con el metabolismo de hidrocarburos
independientemente del sistema de cultivo o la concentracion de sacarosa empleada. En
CMS con 60y 120 g/L de sacarosa, se producen dos isoformas de la proteina que contiene
el dominio EHN involucrada en el metabolismo de epoxidos (Tabla 7). En este mismo
sistema de cultivo (con 180 g/L de sacarosa) se produce la 4-nitrofenil fosfatasa,
involucrada en la biodegradacién de lindano. Ademas, con 60 g/L de sacarosa se produce
una proteina que contiene el dominio dienelactona hidrolasa (DLH). Proteinas con dominio
DLH catalizan la hidrdlisis de dienelactona a maleilacetato, que desempefia un papel clave
en la degradacion microbiana de compuestos cloroaromaticos a través de la via del
clorocatecol (Park et al., 2010). En Fusarium pseudograminearum, la dienelactona hidrolasa
se ha encontrado involucrada en la virulencia en cereales huésped (Gardiner et al., 2012).
Por otro lado, la enzima lactonizante 3-carboxi-cis, cis-muconato es producida en CML por
A. brasiliensis de forma extracelular con concentracion de sacarosa de 40 g/L (Tabla 7).
Esta es una enzima de la rama principal del protocatecuato de la via B-cetoadipato que
participa en el metabolismo de compuestos aromaticos derivados de lignina (Kajander et
al., 2002). La via B-cetoadipato es utilizada para la mineralizacion de contaminantes téxicos
tales como nitrofenoles, organofosfatos e hidrocarburos (Wells y Ragauskas, 2012).
Aunque la degradacion de hidrocarburos aromaticos clorados ha sido muy estudiada en
bacterias (Gallart-ayala et al., 2014), Fusarium floccieferum, Graphium sp. y A. fumigatus
han sido citados por su potencial de degradar fenol a través de la via B-cetoadipato
(Yemendzhiev et al., 2009). Ademas, se sabe que A. brasiliensis es un hongo con capacidad
para degradar altas concentraciones de hexadecano en CMS y CML (Volke-Sepulveda et
al., 2003). Aunque no parece haber relacion de la presencia de la proteina que contiene el
dominio EHN vy las enzimas 4-nitrofenil fosfatasa, lactonizante 3-carboxi-cis, cis-muconato
y la dienelactona hidrolasa en el proteoma de A. brasiliensis debido a la concentracion de
sacarosa, es posible que los genes que codifican para estas proteinas se expresen de forma
constitutiva independientemente de las condiciones de cultivo. Basados en la presencia de
estas proteinas degradadoras de hidrocarburos, puede enfatizarse la idea de que A.

brasiliensis tiene una elevada capacidad y futura aplicacion con fines de biorremediacion.

71



Tabla 7. Proteinas “miscelaneas” involucradas en el metabolismo de hidrocarburos,
biosintesis de antibiéticos y patogenicidad en CMS y CML

CEP ¢
Proteina ID-EF 2 ID-KEEG b Sacarosa  pneign o Locd x10% Reg !
g/L
(Sp/mL)

Proteinas Unicas en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa
Proteina que contiene } Degradacion de Extra
dominio DLH 01769906 60 hidrocarburos /Intra 179.0 NR
Proteina de unién a .
inmunoglobulina E (IgE) 0JJ74863 ANI_1 810014 60 Patogénesis Extra  42.9 NR
Proteina que contiene Regula
dominio cupin_2 0JJ67868 ANI 1 192174 40 patogenicidad Extra 41.7 NR
Proteina que contiene Resistencia a
dominio VOC 0JJ72168 ANI 1 166144 60 antibioticos Extra 15.1 NR
Proteina que contiene 0JJ68494  ANI 1 1290034 20 Factor de virulencia ~ Intra  13.9 NR
dominio AlcB
Proteinas abundantes no reguladas en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa
Proteina que contiene 0166778 ANI 1 222114 20,40,60 Dlosintesis de Extra 52500 NR
dominio ABM antibioticos /Intra
Proteinas abundantes reguladas en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa
Proteina gue contiene 01169362  ANI 1 1516084  20,40,60 omesisde Extra 41490.0 SR
dominio Pyr_redox_2 micotoxinas /Intra
Morjoomgenasa de unién a 01373792 R 20, 40, 60 D_egradauon de Intra 547.0 SR
flavina _ hidrocarburos
Proteina que contiene 0JJ72956  ANI 1 1196064  20,40,60 esistencia Intra  247.0 SR
dominio CS patogénica
Proteinas Unicas en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa
Protgma que contiene 01366283 ANI 1 8064 60 degradacpn del etil Extra 607.0 NR
dominio EthD terc-butil éter /Intra
Proteina que contiene 03369918  ANI 1 1072104 60 Metabolismo de Bxtra 3160 NR
dominio EHN epoxidos /Intra
4-nitrofenil fosfatasa 01175673  ANI 1 3104024 180 Degradacion de Exta 315 NR

lindano /Intra
Proteina que contiene 0JJ72085  ANI 1 312144  60/120 Metabolismo de Exta 1950 NR
dominio EHN epoéxidos /Intra
Proteina que contiene 0JJ75093  ANI 1 1182024 120 degradacion del etil g,y 1360 NR
dominio EthD terc-butil éter
Proteina de unién a 0JJ74863  ANI 1 810014 60 Patogénesis Extra  42.9 NR
inmunoglobulina E (IgE)
Proteina de respuesta a 0JJ72464  ANI 1 450064 180 Patogénesis Intra 205 NR
antibiéticos similar a CipC
Proteina que contiene Resistencia a
dominio N-acetiltransferasa 0JJ74019 ANI_1_180074 60 antibiéticos Intra 18.4 NR
Proteinas abundantes no reguladas en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa
Proteina que contiene 60, 120, Biosintesis de Extra
dominio ABM 0166778 ANL 1 222114 180 antibiéticos /Intra 34900 NR
MOQOOX|genasa de unién a 01373792 R 60, 120, D_egradamon de Intra 374.0 NR
flavina = 180 hidrocarburos
Proteina que contiene 01J72956  ANI 1 1196064 60, 180 Resistencia Intra  170.0 NR
dominio CS patogénica
Proteinas abundantes reguladas en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa
Proteina que contiene 01369362 ANI 1 1516084 60, 120, Sintesis de Extra 4860.0 BR
dominio Pyr _redox 2 180 micotoxinas /Intra
Proteinas Unicas en CML con 20 a 60 g/L de sacarosa
Proteina que contiene Biosintesis de Extra
dominio ABM 0166778 ANL 1 222114 60 antibiéticos /intra 875.0 NR
Enzima lactonizante 3- 0JJ74833  ANI_1 2640014 40 Metabolismo de Extra 2.2 NR
carboxi-cis, cis-muconato hidrocarburos
Proteinas abundantes no reguladas en CML con 20 a 60 g/L de sacarosa
Proteina de respuesta a 0JJ72464  ANI 1 450064  20,40,60  Patogénesis Intra  768.0 NR
antibiéticos similar a CipC
Proteinas abundantes reguladas en CML con 20 a 60 g/L de sacarosa
Proteina pequefia secretada  0JJ75514 ANI_1 1878024 20,40,60 Patogénesis Extra  20.7 SR

2 |dentificador del gen de A. brasiliensis en la base de datos EsemblFungi. ° Identificador del gen de A. niger
(ortdlogo de A. brasiliensis), compatible con base de datos KEGG y NCBI. ¢ Funcion de las proteinas. ¢
Localizacion de las proteinas: (Extra) extracelular, (Intra) intracelular, (Extra/lntra) extracelular e intracelular. ©
CEP= cuenta espectral ponderada, representa la sumatoria del nUmero de espectros por mL de medio de cultivo
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67868
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_192174
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72168
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_166144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68494
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1290034
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66778
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_222114
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69362
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1516084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73792
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72956
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1196064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66283
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_8064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69918
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1072104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75673
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_3104024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72085
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_312144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75993
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1182024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74863
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_810014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72464
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_450064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74019
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_180074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66778
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_222114
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73792
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72956
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1196064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69362
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1516084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66778
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_222114
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74833
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2640014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72464
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_450064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75514
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1878024

de cada proteina en las tres condiciones de concentracién de sacarosa estudiadas. ' Regulacion de las
proteinas: (NR) no regulada, (SR) sobre-regulada, (BR) bajo-regulada.

Con 40 g/L de sacarosa, A. brasiliensis produce de forma intracelular proteinas que
participan en la biosintesis de vitaminas. En CMS produce la proteina que contiene dominio
de tipo PCMH de unién a FAD (involucrada en la biosintesis de vitamina C). En CML
produce biotina sintasa, que es una enzima intracelular que participa en la ruta de
biosintesis de biotina, vitamina esencial y cofactor de enzimas (Fugate y Jarrett, 2012). Por
otro lado, en CMS se produce de forma Unica la proteina con dominio similar a Snoal,
obtenida con 180 g/L de sacarosa. Dicha proteina participa en la biosintesis de
nogalamisina que impide el desarrollo, crecimiento, o proliferacion de células tumorales
malignas al interactuar con la topoisomerasa, inhibiendo la replicacion de ADN (Sultana et
al., 2004). También se producen proteinas involucradas en la patogenicidad (proteina que
contiene dominio Cupin_2 (40 g/L), proteina con domino VOC y proteina de unién a
inmunoglobulina E (60 g/L), proteina de respuesta a antibiodticos similar a CipC y proteina
Cap20 (180 g/L), inmunidad y adhesion (proteina de unién a microtibulos HOOK3 (60 g/L),
también encontrada de forma abundante no regulada con 60 a 180 g/L de sacarosa) y
produccion de pigmentos como melanina e indigoidina (tirosinasa (20 g/L) y proteina con
dominio IdgA (180 g/L), respectivamente). Mientras que en CML se produce una proteina
con dominio ABM (60 g/L), que patrticipa en la biosintesis de antibiéticos (She et al., 2010),
aungue podria estar implicada en la patogenicidad (Schweizer y Goossens, 2016). La
proteina con dominio ABM también es producida en CMS, pero de forma abundante y no
regulada con 20 a 60 g/L y 60 a 180 g/L de sacarosa. Ademas, en CML A. brasiliensis
produce de forma abundante y no regulada una proteina de respuesta a antibidticos similar
a CipC (encontrada de forma Unica en CMS con 180 g/L de sacarosa) (Tabla 7) cuya funcién
también puede estar relacionada con la patogenicidad como ocurre en A. fumigatus en
respuesta al incremento en presencia de CO; durante un proceso infectivo (Canela et al.,
2017).

La concentracion inicial de sacarosa produce cambios en el nivel de regulacion de las
proteinas clasificadas como miscelaneas dependiendo del sistema de cultivo. En CMS con
20 a 60 g/L de sacarosa, todas las proteinas de esta categoria son sobre-reguladas. La
proteina con dominio cianovirina (CVNH) destaca por su posible capacidad antiviral (Xiong
et al., 2010) y en menor medida la proteina Ecm33 cuya funcién en hongos filamentosos es
variada: esta involucrada en la integridad de la pared celular, conidiacién y respuesta multi

estrés (Chen et al., 2014). Aunque no se conoce su funcién con precision, es importante en
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la morfologia de la pared celular y la virulencia de C. albicans (Monteoliva, 2016). En cuanto
a las proteinas que son abundantes y reguladas en CML, A. brasiliensis produce la proteina
pequeia secretada (sobre-regulada). De esta proteina se sabe que esta presente en los
hongos de todos los grupos filogenéticos, comprende el 40-60% de todo el secretoma
fungico y participa en la regulacidn de procesos bioldgicos ademas de tener implicacion en
la patogenicidad al participar en la supresion de la respuesta de defensa del huésped y en
la alteracion de su fisiologia (Feldman et al., 2020). También se encontraron sobre-
reguladas la proteina de la familia de incompatibilidad de heterocariontes que desencadena
muerte celular y la mucina-7 que confiere resistencia a compuestos con actividad fungicida
(Gurgel et al., 2019). De forma intracelular se encontraron bajo-reguladas proteinas que
participan en el metabolismo secundario, el cual estd acompafiado con un cambio en el
flujo de energia y carbono desde la produccion de biomasa hacia la producciéon de
metabolitos secundarios (Ruiz et al., 2010).

La presencia de proteinas del metabolismo secundario en el proteoma de A. brasiliensis en
CMS y CML, puede ser debida a que el metabolismo secundario también esta asociado con
un cambio morfolégico o de desarrollo en el organismo productor (Flardh y Buttner, 2009).
La proteina con dominio Pyr_redox_2, bajo-regulada en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa
y la proteina que contiene el dominio de policétido sintasa (PKS_ER) bajo-regulada en CML
son un claro ejemplo de proteinas que desempefian un papel importante en el metabolismo
secundario de los microorganismos. Las PKS_ER son enzimas modulares que utilizan
precursores relativamente simples para producir una variedad de compuestos diferentes
que pueden tener actividades farmacoldgicas interesantes o0 proporcionar nuevos
andamiajes quimicos para el desarrollo de nuevos farmacos (Joyce et al., 2011). Otras
proteinas bajo-reguladas en CML gque fueron clasificadas como miscelaneas comprenden
la proteina antigénica que contiene el dominio Rick de 17 kDa y la proteina que contiene el
dominio de unién a subunidades periféricas (PSBD) que participa en el metabolismo de

cofactores y vitaminas.

9.4.3. Proteinas clasificadas como componente/proceso celular

Este es el tercer y cuarto grupo de proteinas mas abundante del proteoma de A. brasiliensis
en CMS con 20 a 60 g/L y 60 a 180 g/L de sacarosa, respectivamente, mientras que la
suma de la CEP de las proteinas relacionadas con componentes y procesos celulares en
CML, indica que es el grupo mas abundante dentro del proteoma de A. brasiliensis (Figura

14). En CMS con concentracién de sacarosa de 20 a 60 g/L, 52 proteinas pertenecen a este
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grupo (16 unicas (Tabla A5), 20 abundantes no reguladas (Tabla A7) y 16 abundantes
reguladas (Tabla A9)); con 60 a 180 g/L de sacarosa, 82 proteinas (41 Unicas (Tabla A6),
30 abundantes no reguladas (Tabla A8) y 11 abundantes reguladas (Tabla A10)) estan
clasificadas como componente/proceso celular; mientras que en CML, 104 proteinas son
de componentes o procesos celulares (44 son Unicas (Tabla A11), 26 son abundantes no
reguladas (Tabla Al12) y 34 son abundantes reguladas (Tabla A13)). La proteina que
contiene el dominio SUN es la Unica proteina extracelular abundante no regulada
encontrada en CMS con concentracion de sacarosa de 20 a 60 g/L. En A. brasiliensis,
puede estar involucrada en la biosintesis de pared celular y formacién de septos (Gastebois
et al., 2013). Mientras que en CML la proteina de pared celular PhiA es la mas abundante
no regulada de forma extracelular, en CMS esta proteina se encuentra sobre-regulada con
concentracion de sacarosa de 20 a 60 g/L y abundante no regulada cuando la concentracion
de sacarosa es de 60 a 180 g/L. La proteina PhiA es esencial para el desarrollo de
estructuras celulares conidiébgenas (Kniemeyer, 2011) y al ser abundante en el proteoma
de A. brasiliensis también pudo actuar como proteina de defensa contra el estrés generado
por las condiciones de cultivo (Svanstrom et al., 2013).

La mayoria de las proteinas intracelulares abundantes no reguladas en CMS son de
caracter estructural y forman parte del ribosoma, lo cual puede estar relacionado con la
elevada sintesis de proteinas en este sistema de cultivo. La histona H2B y la proteina de
resistencia a cobre Crd2 son abundantes independientemente del sistema de cultivo. La
histona H2A, la proteina con dominio HABP4_ PAI-RBP1 y la proteina que contiene el
dominio PH son de las proteinas mas abundantes intracelulares en CML, mientras que en
CMS con concentracién de sacarosa de 20 a 60 g/L la proteina con dominio PH se
encuentra sobre-regulada. La presencia de histonas en el proteoma de A. brasiliensis es un
indicador de replicacion del ADN o probable reparacion del mismo en ambos sistemas de
cultivo (Linger y Tyler, 2007). Las histonas también pueden estar relacionadas con la
proteina con dominio HABP4_PAI-RBP1 que probablemente esta asociada al remodelado
de la cromatina y regulaciéon de la transcripcion (Nery et al., 2004, 2006). Por otro lado, en
CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa fueron bajo-reguladas dos proteinas extracelulares
(proteina con dominio de la familia del factor de transcripcion especifico de hongos y
proteina quinasa activada por mitégeno hogl), ambas implicadas en la transduccién de
sefiales. Un nimero mayor de proteinas son bajo-reguladas en CMS con 60 a 180 g/L de
sacarosa (proteina que contiene dominio de la regiébn TPR, la proteina de resistencia a

cobre Crd2 y dos isoformas de la proteina 14-3-3). La 1,3-beta glucanosil transferasa es la
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Unica proteina extracelular sobre-regulada en CML, cuya actividad enzimética es esencial
durante la morfogénesis de hongos y levaduras (Bruneau et al.,, 2001). Esta proteina
también fue sobre-regulada en CMS con 20 a 60 y 60 a 180 g/L de sacarosa y se encuentra
tanto extracelular como intracelular. Lo anterior sugiere que el incremento de la
concentracion de sacarosa incide de forma negativa en las vias de sefalizacién de A.
brasiliensis en CMS, pero, en los dos sistemas de cultivo promueve la sintesis de pared
celular.

Proteinas implicadas en la regulacion de procesos bioldgicos (dos isoformas de disulfuro
isomerasa, tropomiosina, subunidad 4 del complejo proteico relacionada con la actina y
proteina reguladora SUAPRGAL) son de las proteinas intracelulares sobre-reguladas en
CMS. Las proteinas con dominio RRM y Sm y una proteina con dominio YL1_C se
encontraron sobre-reguladas en el proteoma de A. brasiliensis en CML vy tienen estrecha
relacion en sus funciones. Mientras que la proteina YL1_C participa en la remodelacion de
la cromatina, que es importante para la expresion de los mecanismos transcripcionales
necesarios para la regulacion del crecimiento en respuesta a la disponibilidad de nutrientes
y oxigeno (Yao et al., 2015), las proteinas con dominios RRM y Sm participan activamente
en el procesos post transcripcionales (Afroz et al., 2015).

La proteina con dominio YL1_C forma parte de la familia de proteinas YL1 involucradas en
la regulacion de la transcripcion (Horikawa et al., 1995). En especifico forma parte del
complejo del remodelamiento de la cromatina INO80 que esta involucrado en diferentes
procesos celulares como transcripcion, reparacién de ADN y replicacion (Yao et al., 2015).
Las proteinas con dominios RRM y Sm forman parte del espliceosoma, la primera es una
ribonucleoproteina encargada del reconocimiento y procesamiento del ARN (Afroz et al.,
2015) y la segunda patrticipa en el ensamblaje del espliceosoma (Matera y Wang, 2014).
Aunqgue se sabe que la regulacion del ensamblaje y actividad del espliceosoma esta dada
por diferentes modificaciones postraduccionales como la fosforilacion, ubiquitinacién y
acetilacion (Wahl et al., 2009). De forma interesante, dentro de las proteinas bajo-reguladas
en CML, se encontrd una isoforma de la proteina con dominio RRM lo cual puede significar
gue el incremento en la concentracion de sacarosa regula alguno de los complejos del
espliceosoma de A. brasiliensis. El espliceosoma esta compuesto por cinco diferentes
complejos de ribonucleoproteinas que son los responsables de remover la mayoria de los
intrones en el ARN inmaduro (Matera y Wang, 2014). Al haber varios complejos con
diferentes ribonucleoproteinas, es probable que éstas sean bajo-reguladas inmediatamente

después de cumplir su funcién, como en el procesamiento de la maduracién del extremo 3
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de la telomerasa (Box et al., 2008), donde el espliceosoma se regula negativamente
después de hacer el primer paso de corte de intrones (Wahl et al., 2009).

Dentro de las 21 proteinas bajo-reguladas de A. brasiliensis en CML, se encontraron dos
histonas (H2A y H4, la tltima sobre-regulada en condiciones de CMS) cuya bajo-regulacion
probablemente sea empleada como mecanismo de regulacion de la transcripcién de genes.
En hongos del género Aspergillus se ha demostrado la presencia altamente conservada de
las cinco familias de histonas H1, H2A, H2B, H3 y H4 (Vries et al., 2017). En el nlcleo
celular, el ADN (147 pares de bases) se enrolla en un octamero de histonas compuesto de
dos dimeros de H2A-H2B y un tetrdmero de H3-H4 formando nucleosomas que son unidos
por la histona H1 dando lugar a la cromatina (Wolffe y Hayes, 1999). Esta forma de
organizacion de la cromatina permite la compactacion de genes y restringe la accesibilidad
al dafio o a la transcripcion del ADN (Celona et al., 2011), lo cual permite la creacién de un
mecanismo en el que las modificaciones postraduccionales en las histonas y el nivel de
compactacion de los nucleosomas (heterocromatina y eucromatina) pueden regular la
accesibilidad a los genes y de este modo modificar la expresion génica (Stefanelli et al.,
2018). En células de mamiferos, la inhibicién de la sintesis de ADN vy la radiacion ionizante
induce a la bajo-regulacion a nivel del ARNm que codifica para histonas (Su et al., 2004).
También se ha comprobado en células de levaduras que la ausencia de la proteina Nhp6a/b
conduce a la disminucion de la abundancia de histonas y nucleosomas en un 20-30%. La
limitacién en nucleosomas incrementa el riesgo de dafio al ADN, contribuye a un incremento
global en la transcripcion, sobre todo en la transcripcion de genes que no quedaron
empaguetados (Celona et al., 2011). Por lo tanto, la disminucion en el contenido de histonas
en el proteoma de A. brasiliensis contribuye a una forma de regulacion de la transcripcién
génica (Mejia, 2011).

Finalmente, una proteina con caracter estructural en el ribosoma (L23eN) y la proteina 14-
3-3 fueron bajo-reguladas en CML. Esta Ultima pertenece a un grupo de proteinas altamente
conservadas en eucariontes de las cuales hay variedad de isoformas (dos isoformas
abundantes no reguladas en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa y bajo reguladas con 60 a
180 g/L de sacarosa) que pueden interactuar y unirse con otras proteinas (Heusden, 2009).
En levaduras, los ortélogos de las proteinas 14-3-3 estan involucrados en casi todos los
procesos celulares (Heusden y Steensma, 2006). Las proteinas 14-3-3 de A. nidulans
participan en la morfogénesis de las hifas al prevenir la formacion de septos (Kraus et al.,
2002). Ademaés, tienen rol durante la esporulacion, desarrollo esclerotial y regulan

negativamente la sintesis de aflatoxinas en A. flavus (Ibarra et al., 2018). En T. reesei estas
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proteinas tienen rol en la secrecion de proteinas (Vasara et al., 2002) mientras que en CMS
de A. brasiliensis se asume que las proteinas 14-3-3 tienen influencia en la ramificacién de
las hifas y la secrecion vesicular (Salgado-Bautista et al., 2020). Por lo tanto, la bajo-
regulacién de la proteina 14-3-3 en CML de A. brasiliensis sugiere que tiene nula o muy
baja funcion en la ramificacion, ya que en CML el nivel de ramificacion es 1.4 veces menor
gue en CMS y es independiente de la concentracién de sustrato (Salgado-Bautista et al.,
2020). Aun se necesitan mas estudios para comprobar la funcion de las proteinas 14-3-3
en CMS Y CML de A. brasiliensis, especialmente con baja concentracion de sacarosa que

es en la condicién donde hay mayor produccién de la proteina.

Como resultado del analisis de proteinas reguladas en el proteoma de A. brasiliensis, puede
deducirse que en CMS no se presentan condiciones de estrés osmotico asociado al
incremento en la concentracion de sacarosa. La bajo-regulacion de la proteina MAPK hogl
sugiere que se inactiva la transduccién de sefiales implicada en la sefializacion del estrés
(Mollapour et al., 2007). Tambien es posible deducir que los procesos celulares que estan
activos bajo las condiciones de CML evaluadas son la replicacién del ADN y la transcripcion,
junto con una constante sintesis de pared celular, lo que significa que el metabolismo de A.
brasiliensis esta principalmente dirigido al crecimiento. Adicionalmente, la bajo-regulacion
de las proteinas con dominio de la familia del factor de transcripcion especifico de hongos
y la proteina que contiene el dominio ATPasa similar a la actina (implicada en la citocinesis)
junto con la sobre-regulacién de la proteina de ensamblaje del nucleosoma Napl que
sugiere un alto nivel de compactacion del ADN bajo estas condiciones, lo cual restringe la
replicacion del ADN (Celona et al., 2011). Los elevados valores de produccién de CO; en
CMS (seccibén 9.1) refuerzan la idea la idea de que en CMS est4 activo el catabolismo por
parte de A. brasiliensis (Volke-Sepulveda et al., 2016); mientras que en CML, se encuentran

activos los procesos anabdlicos asociados a la biosintesis de biomasa.

9.4.4. Proteinas asociadas al metabolismo redox y al estrés

Las proteinas pertenecientes al metabolismo redox y al estrés son el cuarto grupo de
proteinas mas abundantes del proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML con 20 a 60 g/L
de sacarosa, pero el tercer grupo mas abundante en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa
(Figura 14). En CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa, 20 proteinas pertenecen a este grupo
(12 Unicas (Tabla A5), 4 abundantes no reguladas (Tabla A7) y 4 abundantes reguladas
(Tabla A9)). En concentraciones de 60 a 180 g/L, 24 proteinas asociadas al metabolismo

redox y al estrés estan presentes en el proteoma, (12 Unicas (Tabla A6), 6 abundantes no
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reguladas (Tabla A8) y 6 abundantes reguladas (Tabla A10)). En CML, 23 proteinas son
redox/estrés (18 son Unicas (Tabla All), 2 son abundantes no reguladas (Tabla A12) y 3
son abundantes y reguladas (Tabla A13)). En este grupo se encuentran principalmente
proteinas que participan como defensa contra especies reactivas de oxigeno (ERO) cuya
abundancia en términos de la CEP (Figura 14) es un indicador de un eficiente sistema
antioxidante por parte de A. brasiliensis durante la fase temprana de crecimiento en CMS
y, en menor medida, en CML (Salgado-Bautista et al., 2020). La presencia, abundancia y
nivel de regulacién de algunas proteinas redox/estrés en CMS cambia dependiendo de la
concentracion de sacarosa. Isoformas de la tiorredoxina y la glutation s-transferasa que son
Unicas con 180 g/L de sacarosa, también son abundantes y no reguladas con 20 a 60 g/L
de sacarosa. Por otro lado, la dioxigenasa de 6xido nitrico, la peroxirredoxina y la Cu/Zn
SOD se encontraron sobre-reguladas con 20 a 60 g/L de sacarosa, pero Unicamente
abundantes con 60 a 180 g/L de sacarosa. El sistema de cultivo también tiene efecto sobre
la presencia, abundancia y nivel de regulacién de algunas proteinas redox/estrés. En el
secretoma de CML, de forma Unica, se encontraron la tiorredoxina (60 g/L), la glutation
reductasa (60 g/L), la flavodoxina (40 g/L) y la tiorredoxina reductasa (60 g/L), todas sin
evidencia de péptido sefial. Mientras que la dioxigenasa del metabolismo de la taurina
(40g/L) y la superoxido dismutasa [Cu] (40 g/L) si presentaron evidencia de péptido sefial.
De forma Unica intracelular se encontraron dos isoformas de la glutarredoxina (40 y 60 g/L,
respectivamente), una isoforma de tiorredoxina (40 g/L) y la glutatién s-transferasa (20 g/L)
y en el grupo de proteinas unicas “Extra-Intra”, se encontré una isoforma de la Cu/Zn SOD
(60 g/L), la peroxirredoxina (60 g/L) y la catalasa (20 g/L). Una isoforma de la Cu/Zn SOD
fue abundante y no regulada, mientras que una isoforma de catalasa junto con la diflavina
oxidorreductasa 1 dependiente de NADPH fueron sobre-reguladas; asimismo, una

monooxigenasa de unién a flavina fue bajo-regulada.

Los resultados anteriores indican que el sistema antioxidante expresado de A. brasiliensis
es diferente dependiendo del sistema de cultivo y la concentracion de sacarosa: en CMS
con 20 a 60 g/L de sacarosa esté sobre-regulada la peroxirredoxina y con 60 a 180 g/L de
sacarosa la peroxirredoxina y dos isoformas de catalasa estan sobre-reguladas, mientras
gue en CML solo esta sobre-regulada una isoforma de la catalasa. La produccién de ambas
enzimas por A. niger para degradar el peroxido de hidrogeno producto de la respiracion
celular depende de las condiciones de cultivo y la fuente de carbono empleada (Lu et al.,

2010). La regulacion de las enzimas en el proteoma de A. brasiliensis puede estar asociada
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con un incremento en la concentracion de ERO como resultado del incremento en la
concentracion de sacarosa (Salgado-Bautista et al., 2020). La identificacion de las
principales enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa y
peroxidasas) es utilizado como marcador de estrés oxidativo (Grintzalis et al., 2014). Los
resultados demuestran que el CML resulta un sistema de estrés para A. brasiliensis y, por
lo tanto, es de esperarse que se encuentre activo su sistema antioxidante (Li et al., 2013).
De hecho, se demostré6 que la concentracion de ERO y la expresion de superéxido
dismutasa en CML por A. terreus es hasta 10 veces mayor que en CMS (Miranda et al.,
2013). Estas condiciones de estrés estan relacionadas con el metabolismo secundario,
donde el estrés oxidativo regula aspectos del desarrollo fungico tales como el crecimiento,
la diferenciacion y la sintesis de aflatoxinas por A. flavus (Miranda et al., 2013; Grintzalis et
al., 2014). Las superoxido dismutasa junto con la catalasa tienen un rol importante en la
proteccion contra el dafio oxidativo, estan vinculadas ya que debe existir un balance en la
produccion de peréxido de hidrogeno y su remocion (Lu et al., 2010). Su presencia de forma
extracelular esta dada por la presencia de péptido sefial o por secrecién no convencional
que ya han sido reportadas en levaduras y hongos del género Aspergillus (Li et al., 2013).

9.4.5. Proteinas asociadas con la sintesis de proteinas o protedlisis

Este resultd el quinto grupo mas abundante dentro del proteoma de A. brasiliensis en CMS
y CML (Figura 14). En CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa, 20 proteinas pertenecen a este
grupo (8 unicas (Tabla A5), 5 abundantes no reguladas (Tabla A7) y 7 abundantes
reguladas (Tabla A9)) y con 60 a 180 g/L de sacarosa 37 proteinas (29 Unicas (Tabla A6),
5 abundantes no reguladas (Tabla A8) y 3 abundantes reguladas (Tabla A10)) estan
involucradas en la protedlisis o sintesis de proteinas. En CML, 14 proteinas pertenecen a
este grupo (3 son Unicas (Tabla Al11), 4 son abundantes no reguladas (Tabla A12) y 7 son
abundantes reguladas (Tabla A13)). En CMS hay presencia de proteinas componentes del
proteasoma (subunidad alfa del proteasoma, componente de proteasoma PRE2, proteina
con dominio conjugador de ubiquitina E2, poliubiquitina y proteina de la familia de proteinas
de dedos de zinc de tipo C3HC4), chaperonas (isoformas de la proteina de choque térmico
70, una proteina de choque térmico 60 y chaperona de reticulo endoplasmico BiP),
proteinas involucradas en modificaciones (peptidil-prolil isomerasa, proteina con dominio
quinasa y peptidil-prolil cis-trans isomerasa) y tres peptidasas (peptidasa Al, peptidasa
S53, serina proteasa, carboxipeptidasa y proteina con dominio peptidasa M24). En CML se

producen proteinas involucradas en la modificacion de proteinas (con el dominio MPN y
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con el dominio Pafl), chaperonas (proteina de choque térmico 70, chaperona A), proteinas
asociadas al proteasoma (poliubiquitina) y peptidasa S53 junto con peptidasa Al. El
plegamiento de proteinas es un proceso crucial para la actividad biolégica y esta acoplado
a una amplia gama de procesos dentro de la célula, que van desde el trafico de proteinas
a organulos especificos hasta la regulacion del crecimiento y la diferenciacion celular
(Dobson, 2004). Por lo tanto, la presencia de proteinas de choque térmico en el proteoma
de A. brasiliensis en ambos sistemas de cultivo es un resultado esperado, ya que estan
involucradas en el plegamiento de proteinas. En CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa se sobre-
regula una isoforma de la proteina de choque térmico 70; estas proteinas, ademas de
participar en el plegamiento de proteinas también estan involucradas en el transporte de

proteinas y como activadoras de protedlisis (Cohen et al., 2020).

Por otro lado, hay evidencia de que A. brasiliensis mantiene activa la via de ubiquitinacion.
En CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa hay varias proteinas asociadas con el proteasoma,
entre éstas, la proteina con dominio conjugador de ubiquitina E2 se encontrd sobre-
regulada. Esta proteina junto con la ubiquitina (sobre-regulada en CML) son intermediarios
en el proceso de regulacion proteica mediado por la ubiquitina, que marca el destino de las
proteinas para su degradacién por el proteasoma 26S, para iniciar cascadas de
sefializacién o para ser ingresadas en organelos (Komander, 2009). A pesar de que los
cultivos de A. brasiliensis fueron balanceados para mantener los niveles de nitrégeno
requeridos para la sintesis de proteinas, en el proteoma se identificaron cinco diferentes
proteasas, las cuales pudieron ser producidas en respuesta a limitacién de la fuente de
carbono, nitrégeno o azufre (Katz et al., 2008). En CMS se producen de forma unica (60 g/L
de sacarosa) una proteina con dominio metalopeptidasa de la familia 24 y la
carboxipeptidasa. La peptidasa Al y peptidasa S53 fueron producidas en ambos sistemas
de cultivo y encontradas de forma extracelular. Sin embargo, en CMS con 20 a 60 g/L de
sacarosa se sobre-regulé la peptidasa S53 y con 60 a 180 g/L la serina proteasa y la
proteasa Al fueron sobre-reguladas, pero la peptidasa S53 fue bajo-regulada; mientras que
en CML solo la peptidasa Al fue sobre-regulada. Las proteasas fungicas secretadas
hidrolizan proteinas extracelulares en péptidos y aminoacidos que posteriormente son
absorbidos por las células (Souza et al., 2015). Estas también estan asociadas con la
virulencia de microorganismos patdgenos y participan en procesos de adherencia y
penetracion de tejidos (Monod et al., 2002). La peptidasa S53 resulté abundante en las tres

concentraciones de CML (20, 40, 60 g/L), mientras que la peptidasa Al fue abundante en
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las tres condiciones de CMS (20, 40, 60 g/L de sacarosa). La peptidasa S53 pertenece a la
familia de la sedolisina (serina-carboxil peptidasas) que incluye proteasas de naturaleza
acida (Oda, 2012). La peptidasa Al pertenece a la familia de las endopeptidasas asparticas
de pepsina (Reichard et al., 2006) que son secretadas de forma abundante por A. fumigatus
dependiendo de la composicion del medio de cultivo (Regula et al., 2005). Por lo tanto, la
presencia y abundancia de las proteasas en el proteoma de A. brasiliensis estan

influenciadas por el sistema de cultivo y la concentracién de sacarosa.

9.4.6. Proteinas del metabolismo de aminoacidos

Las proteinas del metabolismo de aminoacidos son el sexto grupo de proteinas mas
abundantes en CMS y en CML, ocupan el décimo lugar de abundancia en el proteoma de
A. brasiliensis (Figuras 14). Diecisiete proteinas de CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa
corresponden al metabolismo de aminoacidos (3 Unicas (Tabla A5), 9 abundantes no
reguladas (Tabla A7) y 5 abundantes sobre-reguladas (Tabla A9)) y, con 60 a 180 g/L de
sacarosa, se encontraron 28 proteinas en este grupo (15 Unicas (Tabla A6), 8 abundantes
no reguladas (Tabla A8) y 5 abundantes reguladas (Tabla A10)). En CML solo cinco
proteinas pertenecen al metabolismo de amino&cidos, todas fueron Unicas y con
abundancia menor a 0.02 Sp/mL (Figura 14 y Tabla All). Las proteinas unicas en CMS
también se encontraron en baja abundancia (0.28 y 1.10 Sp/mL con 20 a 60 g/L y 60 a 180
g/L de sacarosa, respectivamente) comparada con el resto de los metabolismos. Sin
embargo, son 14 y 55 veces mas abundantes que las proteinas del metabolismo de
amino&cidos encontradas en CML. En CMS se encontraron dos enzimas involucradas en
la biosintesis de metionina, ambas abundantes y no reguladas (adenilil-sulfato quinasa y
metionina sintasa) con 20 a 60 g/L y con 60 a 180 g/L de sacarosa. Los residuos de
metionina pueden actuar como antioxidantes cataliticos, protegiendo tanto a la proteina
donde se encuentran como a otras macromoléculas del estrés oxidativo (Luo y Levine,
2009). Lo anterior sugiere que la biosintesis de metionina por A. brasiliensis puede estar
implicada en algin mecanismo de respuesta a estrés. Con 20 a 60 g/L de sacarosa, se
encontraron dos enzimas abundantes y no reguladas relacionadas con la biosintesis de
arginina (aspartato aminotransferasa y glutamato deshidrogenasa). La presencia de estas
enzimas y la sobre-regulacién de argininosuccinato liasa en el proteoma de A. brasiliensis
con 20 a 60 g/L de sacarosa son indicador de elevada demanda de este aminoacido,
probablemente porque es intermediario para la sintesis de prolina y glutamato y otros

compuestos (Morris, 2006). La argininosuccinato liasa fue bajo-regulada en el proteoma de
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A. brasiliensis con 60 a 180 g/L de sacarosa y su regulacion puede deberse a que la arginina
es un aminoacido muy versatil que puede ser producido por diferentes isoenzimas cuyo
nivel de expresidon cambia rapidamente dependiendo de diferentes estimulos (Knowledge y
Morris, 2007). La fenilalanina, tirosina, triptéfano y lisina son aminoacidos cuya biosintesis
se encuentra activa en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa.
Bajo estas condiciones son sobre-reguladas la corismato mutasa que patrticipa en la via del
shikimato para la produccion de los aminoacidos esenciales fenilalanina, triptofano y tirosina
(Khanapur et al., 2017) y la proteina con dominio Iso_dh (homoisocitrato deshidrogenasa),
que participa en la tercera reaccion de la via alfa-aminoadipato para la biosintesis de lisina
(Bulfer et al., 2012). No obstante, con 60 a 180 g/L de sacarosa se bajo-regulan ambas
enzimas, lo que sugiere que la concentracién de sacarosa incide en la biosintesis de los
aminoacidos previamente mencionados.

El resto de las proteinas sobre-reguladas en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa, fueron
enzimas involucradas en la biosintesis de cisteina (cistationina beta sintasa), y en el
metabolismo de la tirosina. Dos de las cinco proteinas reguladas en CMS con 60 a 180 g/L
de sacarosa fueron sobre-reguladas (la proteina con dominio PABS y la glutamato
deshidrogenasa). Las proteinas del metabolismo de aminoacidos sobre-reguladas en el
proteoma de A. brasiliensis en CMS estan involucradas en la biosintesis de la arginina,
cisteina, y triptéfano que son considerados aminoacidos funcionales ya que ademas de ser
los componentes basicos de proteinas y polipéptidos, regulan vias metabdlicas clave que
son necesarias para el mantenimiento, el crecimiento, la reproduccion y la inmunidad (Wu,
2009). Este analisis protebmico comprueba que la expresion de proteinas asociadas con el
metabolismo de aminoacidos de A. brasiliensis cambia dependiendo de las condiciones de
cultivo (Oda et al., 2006).

9.4.7. Proteinas del metabolismo energético

Las proteinas del metabolismo energético resultaron mas de 1.5 veces mas abundantes en
CML que en CMS y en CMS es uno de los grupos menos abundantes. En CML son el
segundo grupo de proteinas mas abundantes del proteoma de A. brasiliensis. (Figura 14).
Doce proteinas del CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa son del metabolismo energético (5
Unicas (Tabla A5), 4 abundantes no reguladas (Tabla A7) y 3 abundantes reguladas (Tabla
A9)). Todas son proteinas de los complejos de la cadena respiratoria excepto la sulfito
reductasa (abundante con 20, 40 y 60 g/L de sacarosa) y la carbonato deshidratasa (Unica

con 20 g/L de sacarosa). Con 60 a 180 g/L de sacarosa, 22 proteinas (15 unicas (Tabla
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A6), 6 abundantes no reguladas (Tabla A8) y 1 abundante regulada (Tabla A10))
pertenecen al metabolismo energético. En CML, 29 proteinas pertenecen al metabolismo
energético (9 Unicas (Tabla A11), 12 abundantes no reguladas (Tabla A12) y 8 abundantes
reguladas (Tabla A13)). Todas son proteinas de los complejos de la cadena respiratoria
excepto la subunidad G de la ATPasa-V. Esta junto con la subunidad F de ATPasa de
protones de tipo V fueron sobre-reguladas en CML y CMS (con 20 a 60 g/L de sacarosa),
respectivamente. La ATPasa vacuolar es responsable de controlar el pH intracelular y
extracelular y, en el proteoma de A. brasiliensis, podria estar relacionada con la modulacién
del trafico vesicular (Pamarthy et al., 2018). Dos proteinas del complejo Ill de la cadena
respiratoria fueron sobre-reguladas en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa: la subunidad del
complejo citocromo b-cl Rieske y la proteina central del complejo ubiquinol-citocromo C
reductasa 2; con 60 a 180 g/L de sacarosa, Unicamente se sobre-regul6 la pirofosfatasa

inorgénica involucrada en la fosforilacién oxidativa.

Por otro lado, en CML cuatro proteinas pertenecientes al citocromo ¢ oxidasa (complejo V)
son sobre-reguladas y las subunidades b y d de la ATP (complejo V) son bajo-reguladas.
Cuando se bajo-regula o se inhibe la expresion de los complejos de la cadena respiratoria
se obstaculiza el metabolismo energético de A. niger y resulta en un incremento de ERO,
lo que provoca dafio en la membrana y proteinas y, finalmente, conduce a la muerte celular
(Wang et al., 2021). Aunque el conocimiento sobre el ensamblaje de la ATP sintasa es un
tanto hipotético porque no es facil su estudio a nivel bioquimico (Jonckheere y Smeitink,
2012), se sabe gque la subunidad d de este complejo es parte de la estructura del tallo
estatico que conecta las subunidades F1 y FO e impide que la parte estatica F1 gire junto
con el rotor (Neupane et al., 2019). Se conoce poco de la regulacién de las subunidades de
todo el complejo de la ATP sintasa. Sin embargo, en Arabidopsis thaliana la bajo-regulacion
de la subunidad d del complejo perjudica la funcién de la ATP sintasa y la planta es mas
sensible a estrés por calor, con bajo crecimiento comparado con plantas donde no es bajo-
regulada la subunidad d de la ATP sintasa (Liu et al., 2021). La ATPasa-V es fundamental
para una gran cantidad de procesos celulares, incluido el procesamiento y la secrecion de
proteinas, endocitosis, trafico de vesiculas y la autofagia (Hayek et al., 2019). La actividad
de la ATPasa-V es importante en procesos tales como el direccionamiento y la modificacion
postraduccional de proteinas en el aparato de Golgi (Vasanthakumar y Rubinstein, 2020),
ademas de que participa en el transporte de hidrolasas del aparato de Golgi hacia los

lisosomas o vacuolas (Pamarthy et al., 2018). En levaduras forma parte de un complejo con
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TORC1, Sch9, Sch9p, Snflp (ortélogo de AMPK) para controlar el cambio entre
catabolismo y anabolismo en respuesta al agotamiento y reposicion de glucosa (Hayek et
al., 2019). Cambios en el nivel de acidificacién de organelos o extracelular pueden ser
necesarios para tolerar situaciones de estrés, responder a cambios en la disponibilidad de
nutrientes, conservar energia en condiciones de baja concentracién de nutrientes o para
mantener la homeostasis celular (Vasanthakumar y Rubinstein, 2020). Estos cambios
pueden lograrse alterando el nivel de expresion de la ATPasa-V que estd sujeta a un
sistema de regulacién reciproco con la via glucolitica en el que la presencia de glucosa
sefaliza para mantener el ensamblaje y trafico de la ATPasa-V, mientras que el
agotamiento de la fuente de carbono sefializa su inactivacién mediante el des ensamblaje
del complejo (Hayek et al., 2019). De este modo, la sobre-regulacion de la ATPasa-V en el
proteoma de A. brasiliensis puede estar asociada con varias de las funciones antes
mencionadas y, ademas, puede estar sujeta al sistema de regulacion mediado por glucosa
en el que probablemente las condiciones favorecen la sefializacion para un cambio de
anabolismo a catabolismo. Esto explicaria la bajo-regulacion de las subunidades b y d de
la ATP sintasa y la sobre-regulacion del complejo IV de la cadena respiratoria que sufre
regulacion alostérica basada en la elevada (bajo-regulacion) o baja (sobre-regulacién)
relacion ATP/ADP (Fontanesi et al., 2006). Ademas de que la sobre-regulacion de la
citocromo ¢ oxidasa puede estar asociada con la necesidad de oxidacion de NADH (toxico
en exceso) y la reduccion del oxigeno molecular a agua durante la respiracién celular
(Pierron et al., 2012), o a la respuesta a estimulacion apoptética mediante la activacion de

caspasas (Chandra et al., 2002).

9.5. Descripcién del proteoma de A. brasiliensis en CMS

EL proteoma de A. brasiliensis en CMS fue analizado de 20 a 60 g/L y de 60 a 180 g/L de
sacarosa (el proteoma en CMS de 20 a 60 g/L de sacarosa se compard y discutié con el
proteoma en CML). En total 1471 proteinas fueron identificadas en el proteoma de A.
brasiliensis en CMS, de las cuales, 212 proteinas fueron extracelulares, 807 proteinas
fueron encontradas de forma intracelular, mientras que 452 proteinas fueron encontradas
tanto en forma extracelular como intracelular y por lo tanto fueron clasificadas en el grupo
denominado “Extra-Intra”. Mientras que en CML el 79% de las proteinas extracelulares
presenta evidencia de secrecion, en CMS el 62% de las proteinas presenta evidencia de
secrecion lo cual respalda la idea que se tiene de que en CMS hay presencia en el

secretoma de proteinas con funciones “moonlighting” (Salgado-Bautista et al., 2020)
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independientemente de que pueda existir lisis o fuga celular (Cohen, Chirico and Lipke,
2020). El 44% (92 proteinas) de las proteinas extracelulares son secretadas con
concentracion de sacarosa de 120 y 180 g/L, mientras que el 15% (124 proteinas) de las
proteinas intracelulares son producidas con concentracién de sacarosa de 120y 180 g/L.

El nimero de proteinas extracelulares Unicas en CMS obtenidas con 20 a 60 g/L de
sacarosa (Figura 16A) es menor que el observado en CML (Figura 27A) y al igual que en
CML, la mayoria de las proteinas se obtiene con la concentracion de 60 g/L de sacarosa
(39 y 29 proteinas Unicas en CML y CMS, respectivamente). Por otro lado, el nUmero de
proteinas extracelulares Unicas en CMS aumenta con el incremento en la concentracion de
sacarosa. En total 74 proteinas extracelulares Unicas son obtenidas en CMS con
concentracion elevada de sacarosa (31 proteinas con 120 y 43 con 180 g/L de sacarosa).
La distribucion de proteinas intracelulares unicas en CMS demuestra que el mayor numero
de proteinas se obtiene con 180 g/L de sacarosa (143 proteinas). El proteoma intracelular
de 20 a 60 g/L de sacarosa en CMS es similar al de CML ya que en ambos sistemas de
cultivo es con 20 g/L de sacarosa con la concentracion que se obtiene el mayor nimero de
proteinas intracelulares Unicas (Figura 16B) y (Figura 27B) con 108 y 178 proteinas en CMS
y CML, respectivamente. Estos resultados confirman lo que es muy conocido: que el
proteoma es dinamico y cambia dependiendo de las condiciones de cultivo o cambios en la
fuente de carbono (Lu et al., 2010). Bajo las mismas condiciones de concentracion de
sacarosa (20, 40 y 60 g/L), el perfil de proteinas de A. brasiliensis en CML es mas
abundante que en CMS (Figuras 16 y 27). Sin embargo, al incrementar la concentracién de
la fuente de carbono en CMS se ha observado que el secretoma de A. brasiliensis se vuelve
mas abundante y mas complejo que en CML, lo cual puede ser debido a cambios en la

morfologia del hongo vy el nivel de ramificacién (Salgado-Bautista et al., 2020).

A 20 g/L B 20 g/L
11 108
7 3 42 25
49 304
29 13 8 57 90 56
60 g/L 40 g/L 60 g/L 40 g/L
Figura 15. Distribucién de proteinas del proteoma de A. brasiliensis en CMS en funcion de la

concentracion de sacarosa (20 a 60 g/L). A) proteinas extracelulares, B) proteinas intracelulares.
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El nimero de proteinas “Extra-Intra” en el proteoma de A. brasiliensis en CMS fue 10 veces
mayor al observado en el proteoma obtenido en CML. La distribucion de las proteinas
“Extra-Intra” en funcion de la concentracion de sacarosa (20, 40 y 60 g/L de sacarosa) fue
diferente segun su localizacion dentro o fuera de la célula (Figura 17 Ay B), lo cual sugiere
que en CMS muchas de esas proteinas pueden tener funcién “moonlighting” dependiendo
de su ubicacién en la célula (Jeffery, 2020). De las 452 proteinas “Extra-Intra”, 347 son
enzimas de las cuales 82 cuentan con péptido sefal, lo cual respalda su presencia

extracelularmente.

A 20 g/L B 20 g/L
20 35
17 9 19 8
111 315
30 25 5 9 28 10
60 g/L 40 g/L 60 g/L 40 g/L
Figura 16. Distribucién de proteinas “Extra-Intra” del proteoma de A. brasiliensis en CMS en

funcion de la concentracién de sacarosa (20 a 60 g/L). A) distribucion extracelular, B) distribucién

intracelular.

El proteoma de A. brasiliensis en CMS difiere del proteoma en CML en cuanto a nimero de
proteinas y distribucion segun su funcion o proceso bioldgico (Figuras 18 y 29). El nimero
de proteinas del proteoma obtenido en CMS con concentraciéon de sacarosa de 20 a 60 g/L
es menor que el nimero de proteinas obtenido con 60 a 180 g/L de sacarosa, no obstante,
la distribucion de proteinas segun el proceso biolégico en que participan es similar
independientemente de la concentracion de sacarosa. Mas del 49% del proteoma de A.
brasiliensis en CMS estd comprendido por proteinas de componentes celulares,
metabolismo de carbohidratos y proteinas/protedlisis; mientras que el metabolismo
energético y de nucledétidos son los menos representados con un porcentaje menor al 7%
(Figura 18).
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Figura 17. Clasificacion del proteoma de A. brasiliensis obtenido en CMS con 20 a 180 g/L de

sacarosa en funcién del metabolismo o proceso bioldgico en que participan las proteinas.

Basados en la CEP, las diez proteinas mas abundantes representan el 26 y 27% de toda la
CEP del proteoma de A. brasiliensis obtenido en CMS con concentracion de sacarosa de
20 a 60 g/L y de 60 a 180 g/L, respectivamente (Figura 19). Todas son proteinas que se
encuentran tanto extracelular como intracelular (“Extra-Intra”) a excepcién de una proteina
que contiene un dominio de hidrolasa 4, la cual es extracelular independientemente de la
concentracion de sacarosa y cuya CEP (8.54 Sp/mL) es 1.5 veces mayor en el proteoma
obtenido con 60 a 180 g/L de sacarosa que con 20 a 60 g/L de sacarosa. De esta proteina
no se tiene informacién acerca del metabolismo en que participa. Ocho de las diez proteinas
mas abundantes en el proteoma de A. brasiliensis en CMS son comunes en el proteoma
con concentracion de sacarosa de 20 a 180 g/L. Unicamente la proteina con dominio
Pyr_redox_2 y una isoforma de la proteina 14-3-3 son propias del proteoma con 20 a 60
g/L de sacarosa mientras que la proteina con dominio Aldo_ket_red y la glucosa oxidasa
son propias del proteoma con 60 a 180 g/L de sacarosa. Mientras que en CML las 10
proteinas mas abundantes estan asociadas principalmente a procesos celulares,
metabolismo redox/estrés y metabolismo energético y solo una proteina es sobre-regulada
(subunidad de citocromo ¢ oxidasa), en CMS 7 y 5 de las 10 proteinas mas abundantes
estan sobre-reguladas (proteoma obtenido con 20 a 60 g/L de sacarosa y 60 a 180 g/L de

sacarosa, respectivamente). El nivel de expresion de las proteinas en el proteoma de A.
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brasiliensis en CMS cambia dependiendo de la concentracién de sacarosa. Con baja
concentracion de sacarosa (20 a 60 g/L), la proteina Ecm33, la proteina con dominio
Hydrolase_4, la exo-inulinasa, la superdxido dismutasa y la isomerasa putativa YbhE son
sobre-reguladas. Sin embargo, con elevada concentracion de sacarosa (60 a 180g/L) estas
proteinas solo son abundantes y no estan reguladas. La transaldolasa es la Unica proteina
dentro del top diez proteinas mas abundantes que se sobre-regula con elevada

concentracion de sacarosa (60 a 180 g/L).

Las proteinas del top diez proteinas mas abundantes del proteoma en CMS estan
asociadas a componentes y/o procesos celulares (dos isoformas de la proteina 14-3-3),
miscelaneas (isomerasa YbhE, proteina Ecm33 y la proteina con el dominio Pyr_redox_2),
Redox/estrés (Cu/Zn SOD y peroxirredoxina) y metabolismo de carbohidratos
(transaldolasa y exo-inulinasa). Las dos isoformas de la proteina 14-3-3 se encuentran de
forma abundante pero no regulada con concentracion de 20 a 60 g/L de sacarosa. Sin
embargo, una de las dos isoformas es bajo-regulada con concentracion de 60 a 180 g/L de
sacarosa (8.33 Sp/mL). La proteina 14-3-3 esta asociada a diversos procesos celulares y
cumple diferentes funciones, desde interacciones proteina-proteina (Heusden, 2009),
transduccién de sefales, apoptosis, adhesion, proliferacion celular, diferenciacion y
supervivencia (Ibarra et al., 2018) hasta secrecién de proteinas (Vasara et al., 2002).
Mientras que en CML la proteina 14-3-3 es bajo-regulada, en CMS (con 20 a 60 g/L de
sacarosa) es la proteina mas abundante del proteoma de A. brasiliensis (14.55 Sp/mL) y su
elevada abundancia puede estar asociada con la ramificacién de las hifas y la secrecién
vesicular (Salgado-Bautista et al., 2020).

Entre las proteinas clasificadas como miscelaneas destaca la proteina con el dominio
Pyr_redox_2 (Piridina nucleétido-disulfuro oxidorreductasa). Esta es una sulfidril oxidasa
cuya funcién enzimatica y participacion en el metabolismo depende de su especificidad por
el sustrato, que va desde pequefios compuestos de tiol como el ditiotreitol a grupos tiol en
proteinas. De forma intracelular ha sido objeto de estudio por su participacion en el
plegamiento de proteinas mientras que no esta clara su funcién de forma extracelular
(Faccio, Nivala and Kruus, 2011). Por su parte, la proteina Ecm33 anclada a
glicosilfosfatidilinositol (GPI) es conocida por estar involucrada en la integridad de la pared
celular, conidiacién y respuesta multi estrés de hongos filamentosos (Chen, Zhu, and Ying
2014). En C. albicans se encuentra de forma abundante en la pared celular, la membrana,

vesiculas extracelulares y en el medio extracelular. Aunque no se conoce su funcion, es
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importante en la morfologia de la pared celular y la virulencia de este microorganismo
(Monteoliva, 2016). También, activa la ruta de sefializacion del complejo TOR-quinasa 1
(TORC1) lo cual permite una captacion eficiente de glucosa y activacion de la proliferacion
celular en S. cerevisiae (Umekawa et al., 2017). La proteina Ecm33 es abundante (5.17
Sp/mL) y sobre-regulada en el proteoma de A. brasiliensis bajo condiciones de CMS con
baja concentracion de sacarosa (20 a 60 g/L); pero con elevada concentracion de sacarosa
(60 a 180 g/L), esta proteina no se encuentra regulada (8.86 Sp/mL). Sin embargo, en CML
su abundancia es tan baja (menor a 9.1x10%) que probablemente participe en la asimilacién

de la fuente de carbono del medio Unicamente en CMS.
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Figura 18. Top 10 proteinas mas abundantes del proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a

180 g/L de sacarosa en funcién de su CEP.

Tanto en CML como en CMS, la Cu/Zn SOD es una de las diez enzimas mas abundantes
en el proteoma de A. brasiliensis. Aunque es conocida como una enzima antioxidante,
también es considerada como factor de virulencia en A. fumigatus (Lambou et al., 2010).
Esta oxidorreductasa junto con la peroxirredoxina y la transaldolasa han sido reportadas
por ser expresadas de forma abundante (Huberts and Klei, 2010) y por tener funciones
moonlighting relacionadas con la adhesién en la superficie celular a matrices solidas,
proteinas solubles o células huésped (Amblee and Jeffery, 2015; Salgado-Bautista et al.,
2020). Por lo tanto, es probable que estas enzimas abundantes cumplan mas de una

funcion dependiendo de su localizacion en el proteoma de A. brasiliensis. Finalmente, la
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exo-inulinasa (8.68 Sp/mL) se encuentra sobre-regulada con concentracion baja de
sacarosa (20 a 60 g/L), mientras que es abundante no regulada (10.16 Sp/mL) con
concentracion elevada de sacarosa (60 a 180 g/L). Este es un resultado esperado ya que
esta enzima esta asociada al metabolismo directo de la sacarosa y sabemos que en CMS
se minimiza o nulifica la represion catabodlica ademas de que este sistema de cultivo mejora

la produccion enzimética (Behera and Ray, 2016).

Para tener una mejor comprension biolégica y bioquimica del proteoma de A. brasiliensis
en CMS y poder compararlo con el proteoma obtenido en CML, cada grupo de proteinas
extracelulares, intracelulares y “Extra-Intra” fue analizado en tres niveles:
1. Proteinas Unicas, abundantes no reguladas y abundantes reguladas de acuerdo con
Su presencia en una 0 mas concentraciones de sacarosa y el valor de su cuenta
espectral ponderada (CEP).
Enzimas, no enzimas y proteinas sin caracterizar.
3. Funcién principal o proceso en el que estdn involucradas: proteinas no
caracterizadas, componente/proceso celular, miscelaneas, metabolismo de
carbohidratos, proteinas/protedlisis, transporte y transporte mediado por vesiculas,

redox/estrés, energia, aminoacidos, lipidos y nucleétidos.

9.5.1. Proteinas unicas en CMS

El proteoma de A. brasiliensis en CMS cambia dependiendo de la concentracién de
sacarosa. Con concentracion de sacarosa de 20 a 60 g/L se identificaron 88 proteinas
Unicas, mientras que al analizar el proteoma con concentracién de sacarosa de 60 a 180
g/L se identificaron 195 proteinas Unicas, lo cual demuestra que el incremento en la
concentracion de sacarosa incide en el aumento en el nUmero de proteinas y variedad de
funciones destacando una proteina interesante (proteina con dominio similar a Snoal)
producida con 180 g/L de sacarosa. Dicha proteina participa en la biosintesis de
nogalamisina que impide el desarrollo, crecimiento, o proliferacion de células tumorales
malignas (Sultana et al., 2004). En las Tablas A5 y A6 (Anexos 5y 6) estan listadas las 88
y 195 proteinas Unicas del proteoma de A. brasiliensis en CMS. De las 88 proteinas Unicas
obtenidas en el proteoma con 20 a 60 g/L de sacarosa, 35 son extracelulares (10 proteinas
de 20 g/L, 4 pertenecen a 40 g/L, mientras que 21 proteinas son Unicas de 60 g/L de
sacarosa) y, 27 son proteinas intracelulares de las cuales, la mayoria se encontraron con

20 g/L de sacarosa (15 proteinas). En el grupo de proteinas denominado “Extra-Intra” se
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encontraron 26 proteinas Unicas de las cuales 8 se obtienen con 20 g/L, 6 en 40 g/L y 12
en 60 g/L, respectivamente (Figura 20 A).
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Figura 19. Distribucién de proteinas Unicas del proteoma de A. brasiliensis en CMS en funcién

de la concentracion de sacarosa y ubicacién en la célula. A) Proteoma de 20 a 60 g/L de sacarosa,
B) Proteoma de 60 a 180 g/L de sacarosa.

En el proteoma obtenido con concentracion elevada de sacarosa (60 a 180 g/L) predominan
proteinas intracelulares (Figura 20 B) de las cuales, 69 proteinas son obtenidas con 60 g/L,

5 pertenecen a 120 g/L, mientras que 49 proteinas son Unicas de 180 g/L de sacarosa.

En CMS hay mayor variedad de proteinas unicas que en CML ya que 57 de las 88 proteinas
Unicas son propias de CMS, mientras que en CML solo 39 de las 128 proteinas Unicas son
propias de CML. La mayoria de las proteinas Unicas extracelulares en CMS cuentan con
secuencia péptido sefal (23 proteinas) mientras que ninguna de las 27 proteinas
intracelulares presenta evidencia de secreciébn como se observé en CML. Seis de las
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proteinas unicas del grupo “Extra-Intra” también cuentan con péptido sefial y dos proteinas
MAas son secretadas por mecanismos no convencionales (proteina con dominio fumaril
acetoacetato hidrolasa y nucleésido difosfato quinasa). La fumaril acetoacetato hidrolasa
es la dltima enzima en la via del catabolismo de la tirosina y fenilalanina. Hidroliza el
acetoacetato de fumarilo en fumarato y acetoacetato (Bateman et al. 2001). La presencia
de esta enzima en el proteoma de A. brasiliensis en CMS puede estar relacionada con la
produccién de compuestos derivados de la tirosina como hormonas, polioles y pigmentos
gue funcionan como factores de tolerancia a condiciones ambientales de estrés (Carollo et
al., 2010) o como factores de virulencia, tal es el caso de la piomelanina de A. fumigatus
(Greene et al., 2014). La nucledsido difosfato quinasa, otra enzima encontrada tanto
intracelular como de forma extracelular (secretada por mecanismos no convencionales)
aparte de ser requerida para la homeostasis de nucleétidos ha sido reportada como enzima
encargada de fosforilar la histidina, lo que a su vez es un mecanismo comun de regulacién
de funciones celulares (Attwood and Wieland, 2015). Aunque de forma extracelular se
desconoce la funcion de estas enzimas, ambas podrian estar asociadas a funciones

moonlighting en el proteoma de A. brasiliensis en CMS.

Aunque en el presente trabajo se minimizo la posibilidad de obtener proteinas tipicamente
intracelulares en el secretoma, en la clasificacion de proteinas Unicas se encuentra un
namero importante de proteinas secretadas que tipicamente son intracelulares (27 y 35
proteinas con concentraciobn de sacarosa de 20 a 60 g/L y de 60 a 180 gL,
respectivamente). Mientras que en CML, las proteinas secretadas que cominmente son
intracelulares aumentan con el aumento en la concentracion de sacarosa, en CMS con baja
concentracion de sacarosa no parece haber influencia directa en el nimero de proteinas
secretadas que comunmente son intracelulares (6 proteinas de 20 g/L, 4 proteinas de 40
g/L y 17 proteinas de 60 g/L). Sin embargo, el nimero de proteinas extracelulares que son
tipicamente intracelulares incrementa en funciéon de la concentracion de sacarosa (60 a 180
g/L). Las proteinas secretadas con 60 g/L de sacarosa que comunmente son intracelulares
participan en mayor cantidad de metabolismos o procesos celulares que las obtenidas con
20 y 40 g/L de sacarosa, principalmente miscelaneas y redox/estrés, donde destacan la
proteina con dominio DLH que participa en la degradacion de clorocatecol, la proteina que
contiene el dominio VOC que confiere resistencia a bleomicina y fosfomicina y
oxidorreductasas con funciones asociadas a la respuesta a estrés (proteina con dominio

nitroreductasa, proteina con dominio Ahal_ N y la superdxido dismutasa). En CMS existe
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mayor variedad de proteinas/enzimas que participan en diferentes metabolismos que en
CML. La presencia de enzimas antioxidantes en el proteoma en CMS es indicador de una
red antioxidante mas eficiente que en CML durante las primeras etapas del crecimiento
fungico. La presencia de enzimas antioxidantes también podria estar relacionada con una

mayor produccién de ROS en este sistema de cultivo (Salgado-Bautista et al., 2020).

Por otro lado, el 41% y el 48% de las proteinas Unicas son enzimas (de 20 a 60 g/L de
sacarosa y de 60 a 180 g/L de sacarosa, respectivamente). Dieciocho proteinas estan
implicadas en el metabolismo de carbohidratos, de las cuales, doce, unay cinco (de 20, 40
y 60 g/L, respectivamente) estan involucradas en el metabolismo de carbohidratos
(clasificacion CAZy). En el proteoma con alta concentracion de sacarosa, veintitrés
proteinas Unicas estan implicadas en la clasificacion CAZy. (10, 2 y 11 proteinas de 60, 120
y 180 g/L de sacarosa, respectivamente). Dentro de las enzimas CAZy obtenidas con baja
concentracion de sacarosa, ocho estan clasificadas como actividades auxiliares (AA) del
metabolismo de carbohidratos, tres son carbohidrato esterasas (CE) y siete glicosil
hidrolasas (GH) las cuales estan implicadas en la degradacion de polisacaridos (Figura 21
A). De las enzimas CAZy obtenidas con alta concentracién de sacarosa (Figura 21 B),
cuatro estéan clasificadas como AA del metabolismo de carbohidratos, cuatro son CE, once
son GH, tres son glicosil transferasas (GT), y solo una es una polisacérido liasa (PL). A
diferencia de CML donde la glucosa oxidasa es la enzima CAZy Unica con mayor
abundancia (0.29 Sp/mL) producida con 40 g/L de sacarosa (Figura 32, Tabla A11), en CMS
las enzimas CAZy Unicas de mayor abundancia fueron la endo-arabinasa (0.85 Sp/mL)
producida con 20 g/L de sacarosa (Tabla A5) y la endo-inulinasa (1.53 Sp/mL) producida
con 180 g/L de sacarosa (Tabla A6). El perfil de produccion de enzimas CAZy en CMS y
CML da evidencia de que las enzimas Unicas implicadas en el metabolismo de
carbohidratos son principalmente asociadas a la degradacién de polisacaridos en CMS
mientras que en CML estan involucradas en el metabolismo de carbohidratos menos

complejos (disacaridos y monosacaridos).
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Figura 20. Clasificacion CAZy de las enzimas Unicas del proteoma de A. brasiliensis en CMS.

A) Proteoma de 20 a 60 g/L de sacarosa, B) Proteoma de 60 a 180 g/L de sacarosa.

En CMS, la distribucion de las proteinas Unicas segun la funcion principal es diferente
dependiendo de la concentracion de sacarosa (Figura 22A). Con concentracion baja de
sacarosa (20 a 60 g/L), los metabolismos con mayor ndamero de proteinas son
componente/proceso celular, miscelaneas y carbohidratos con 16, 15 y 13 proteinas,
respectivamente. Mientras que, con concentracion alta de sacarosa (60 a 180 g/L) los
metabolismos con mayor numero de proteinas son componente/proceso celular,

proteinas/protedlisis y miscelaneas con 41, 29 y 26 proteinas, respectivamente. Por otro
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lado, los metabolismos donde hay menor niUmero de proteinas son el de nucleétidos y
aminoacidos (1 y 3 proteinas, respectivamente con 20 a 60 g/L de sacarosa) y el de lipidos
y transporte (6 y 8 proteinas, respectivamente con 60 a 180 g/L de sacarosa). Las proteinas
Unicas clasificadas como componente/proceso celular estan asociadas a componentes
(ndcleo, ribosoma, membrana, pared celular) o procesos celulares (transcripcién y
regulacién). Algunas de las proteinas clasificadas como miscelaneas estan implicadas en
varios metabolismos (proteina con dominio WSC, proteina con dominio PKS_ER (policétido
sintasa)), mientras que otras participan en la resistencia a antibioticos (proteina que
contiene dominio VOC), patogenicidad (proteina con dominio Cupin_2 y proteina de unién
a inmunoglobulina E), adhesion (proteina de unién a microtibulos HOOK3) y sintesis de
pigmentos (tirosinasa). Con baja concentraciobn de sacarosa (20 a 60 g/L), todas las
proteinas Unicas asociadas al metabolismo de carbohidratos (13 proteinas, 15%), son
enzimas degradadoras de polisacaridos excepto por la piruvato deshidrogenasa que es la
dnica enzima con participacion en las vias metabdlicas centrales. Mientras que con alta
concentracion de sacarosa (60 a 180 g/L), hay mayor variedad de enzimas degradadoras
de polisacaridos y mayor numero de proteinas del metabolismo de carbohidratos
involucradas en las vias metabdlicas centrales. La piruvato deshidrogenasa es encargada
de la descarboxilacién oxidativa del piruvato producido generando acetil-CoA que es
incorporada en el ciclo del &cido citrico o utilizado para la sintesis de acidos grasos (Milne
and Institutes, 2013). La piruvato deshidrogenasa también juega un papel importante en la
resistencia a estrés incluyendo especies reactivas de oxigeno (Tram et al., 2021). Por lo
tanto, su presencia en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 g/L de sacarosa
también puede estar relacionada con la respuesta al estrés oxidativo ya que las especies
reactivas de oxigeno incrementan en funcién de la concentracién de sustrato (Salgado-
Bautista et al., 2020). Doce proteinas Unicas tienen participacion en procesos redox y de
respuesta a estrés. Entre estas destacan dos isoformas de superéxido dismutasa que
también esta presente en CML, la flavodoxina, la alcohol deshidrogenasa y la tiorredoxina
que son conocidas por tener funciones moonlighting asociadas a la adhesién en la
superficie celular (Huberts and Klei, 2010; Amblee and Jeffery, 2015). De forma interesante
en CML las proteinas Unicas clasificadas como proteinas/protedlisis estan involucradas en
el plegamiento y modificacion de proteinas y son producidas con 20 g/L de sacarosa.
Mientras que en CMS las proteinas de la misma clasificacion no solo estan involucradas en
el plegamiento y modificacién de proteinas, sino que también estan involucradas en el

catabolismo de proteinas mediado por el proteasoma (componente PRE2 del proteasoma)
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0 peptidasas (proteina con dominio peptidasa_M24) que son producidas con 60 g/L de

sacarosa.

Basandonos en la abundancia, la distribucion de proteinas Unicas segun el metabolismo o
proceso es diferente que si solo nos basamos en el numero de proteinas. Este
comportamiento es similar a lo que ocurre con el grupo de proteinas Unicas en CML. A
pesar de que las proteinas clasificadas como componente/proceso celular comprenden un
namero elevado de proteinas (Figura 22A), la suma de su CEP es menor que la suma de
la CEP de otros metabolismos como el de carbohidratos y proteinas/protedlisis que son de
los mas abundantes junto con el metabolismo de nucle6tidos en el grupo de proteinas
Unicas obtenidas con 20 a 60 g/L de sacarosa (Figura 22B) bajo estas condiciones de
concentracion de sacarosa, la nucledsido difosfato quinasa (4.25 Sp/mL) es la Unica enzima
del metabolismo de nucleétidos. Es la proteina mas abundante del grupo de proteinas
Unicas (de 20 a 60 g/L de sacarosa) y su CEP es casi 4 veces mayor a la suma de la CEP
de las 11 proteinas del metabolismo de nucle6tidos obtenidas con 20 a 60 g/L de sacarosa.
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Figura 21. Clasificacién de las proteinas Unicas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS. A)

numero de proteinas en funcién del metabolismo o proceso bioldgico en que participan, B) cuenta
espectral ponderada de las proteinas en funcién del metabolismo o proceso biolégico en que

participan.

Comparando CMS y CML con la misma concentracion de sacarosa (20 a 60 g/L)
encontramos que la alta concentracién de sacarosa (60 g/L) permite mayor secrecion y
diversidad de proteinas Unicas extracelulares en ambos sistemas de cultivo (Figuras 20 y
31; Tablas A5 y All). Mientras que, con la concentracion mas baja de sacarosa evaluada
(20 g/L) se obtiene la mayor cantidad de proteinas Unicas intracelulares. El comportamiento

es similar al comparar CMS (60 a 180 g/L de sacarosa) con CML (20 a 60 g/L de sacarosa);
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con la concentracion mas alta de sacarosa (180 y 60 g/L para CMS y CML,
respectivamente) se obtiene mayor secrecion y diversidad de proteinas Unicas
extracelulares y con la concentracién mas baja de sacarosa (60 y 20 g/L para CMS y CML,
respectivamente) se obtiene la mayor cantidad de proteinas Unicas intracelulares,
resaltando que en CMS con concentracidn alta de sacarosa hay hasta 4.5 veces mas
proteinas intracelulares que con concentracion baja de sacarosa (Figuras 20 y 31; Tablas
A6y All).

9.5.2. Proteinas abundantes no reguladas en CMS

Del mismo modo que con las proteinas Unicas, el incremento en la concentracién de
sacarosa incide en el incremento en el nUmero de proteinas abundantes no reguladas y
variedad de funciones. De 20 a 60 g/L de sacarosa se identificaron 75 proteinas abundantes
no reguladas mientras que de 60 a 180 g/L de sacarosa se identificaron 98 proteinas
abundantes no reguladas con gran variedad de funciones. El 5.1% del proteoma de A.
brasiliensis en CMS obtenido con baja concentracién de sacarosa (75 proteinas) son
proteinas abundantes no reguladas (Tabla A7). Todas las proteinas estan presentes en
cada concentracion de sacarosa evaluada (20, 40 y 60 g/L), excepto por la terpenoide
sintasa y una isoforma de la proteina con dominio 14-3-3 que de forma extracelular se
encontraron con 20 y 60 g/L de sacarosa mientras que de forma intracelular se encontraron
con las tres concentraciones de sacarosa evaluadas. Segun su ubicacién en la célula, 10
proteinas son extracelulares, 42 proteinas son intracelulares y 23 proteinas se encuentran
en el grupo denominado “Extra-Intra”. Nueve de las diez proteinas extracelulares presentan
secuencia péptido sefal que respalda su secrecion al exterior de la célula y solo una
proteina no caracterizada carece de evidencias de secrecion. De las 42 proteinas
intracelulares, solo una proteina que contiene dominio epimerasa cuenta con evidencias de
secrecion. Las epimerasas junto con las racemasas son conocidas por catalizar la inversion
de la distribucion espacial de los atomos de moléculas, lo cual es una forma eficiente para
la degradacion o sintesis de aminoacidos y azucares (Tanner, 2002). Enzimas como la
UDP-N-Acetil glucosamina 2-epimerasa y la L-ribulosa fosfato 4-epimerasa son ejemplos
de epimerasas que utilizan NAD+ como cofactor y son utilizadas para la biosintesis de
polisacéaridos de la superficie celular y para la interconversion de L- ribulosa 5- fosfato y D-
xilulosa 5-fosfato, respectivamente (Tanner, 2002). No obstante, la NAD (P)H-hidrato
epimerasa cataliza la epimerizacion de las formas S y R de NAD(P)HX, una forma dafiada
de NAD(P)H, pero ademas existe evidencia bioinformética que sugiere que esta epimerasa

tiene una segunda funcién conectada a la vitamina B6 (Niehaus et al., 218AD). Por lo tanto,
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mas estudios son requeridos para comprobar la funciéon precisa de la epimerasa de A.
brasiliensis. La ADP/ATP translocasa (también encontrada con 60 a 180 g/L de sacarosa)
y la UTP-glucosa-1-fosfato uridiliitransferasa son otras dos enzimas intracelulares que no
cuentan con secuencia péptido sefial, pero son enzimas de membrana celular. Estas dos
enzimas son indicadoras de que se mantiene activa la sintesis de ATP y de polisacéaridos
de pared celular en los cultivos en medio sélido de A. brasiliensis. La ADP/ATP translocasa
se encuentra en la membrana interna de la mitocondria y media el intercambio
transmembrana de ADP y ATP, proporcionando ADP a la ATPasa mitocondrial (complejo
V). También promueve la mitofagia de forma independiente a su actividad catalitica
(Hoshino et al., 2019). La UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa participa en la sintesis
de nucledtidos de azUcar cuyo destino puede estar asociado al almacenamiento de azlcar
en forma de glucégeno (cuando hay altos niveles de azucar en el medio) o para la sintesis
de pared celular (Vuyst, Vin and Brussel, 2007). Por otro lado, seis proteinas dentro del
grupo de proteinas “Extra-Intra” presentan evidencia de secrecién: la proteina con dominio
Peptidasa Al, una alfa/beta hidrolasa y la glucosa oxidasa cuentan con péptido sefal
mientras que la glucosa-6-fosfato isomerasa, una proteina con dominio aldehido
deshidrogenasa y la nucledsido difosfato quinasa son secretadas por mecanismos no
convencionales.

Las proteinas abundantes no reguladas (98 proteinas) en el proteoma de A. brasiliensis
obtenido con alta concentracién de sacarosa representan el 6.7% del proteoma total (Tabla
AB8). Veintiséis de las 98 proteinas estan presentes en solo dos de las tres concentraciones
de sacarosa evaluadas (60, 120 y 180 g/L). Segun su ubicacioén en la célula, 15 proteinas
son extracelulares, 64 proteinas son intracelulares y 19 proteinas se encuentran en el grupo
denominado “Extra-Intra”. Once de las quince proteinas extracelulares presentan secuencia
péptido sefal que respalda su secrecién al exterior de la célula. De las cuatro proteinas
restantes, una proteina con dominio ACB y una proteina no caracterizada presentan
evidencia de ser citosélicas, la proteina con dominio NmrA con caracter estructural forma
parte del citoesqueleto y solo una proteina con dominio de cianovirina (CVNH) carece de
evidencias de secrecion y localizacion en algin compartimento celular. Seis de las 64
proteinas intracelulares contienen secuencia péptido sefial (dos isoformas de disulfuro
isomerasa, chaperona BiP, subunidad alfa de ATP sintasa, homoserina deshidrogenasa y
subunidad Rieske del citocromo c reductasa). La presencia de proteinas intracelulares con
péptido sefial puede ser debida a que las secuencias péptido sefial no solo marcan el

destino de las proteinas al exterior de las células, también intervienen en el estado de
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plegamiento de las proteinas, la N-glicosilacion y sefializan la localizacion en
compartimentos celulares (Owiji et al., 2018). Por otro lado, ocho proteinas dentro del grupo
de proteinas “Extra-Intra” presentan evidencia de secrecion (la proteina con dominio
glucosa oxidasa, una proteina con dominio tirosinasa Cu-bdy, una glicosil hidrolasa, una
proteina con dominio Amb_all, una 1,3-beta-glucanosil transferasa, la proteina Ecm33, la
Exo-inulinasa y una isomerasa putativa YbhE) y la nucledsido difosfato quinasa es
secretada por mecanismos no convencionales.

El 52% de las proteinas abundantes no reguladas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS
obtenido con 20 a 60 g/L de sacarosa son enzimas (7 extracelulares, 17 intracelulares y 15
“Extra-Intra”), de las cuales, siete, una y dos, respectivamente estan involucradas en el
metabolismo de carbohidratos (clasificacion CAZy). El nimero de enzimas presente en el
proteoma obtenido con 60 a 180 g/L de sacarosa es similar con el obtenido en el proteoma
de 20 a 60 g/L de sacarosa (7 extracelulares, 20 intracelulares y 15 “Extra-Intra”). Seis, tres
y siete, respectivamente estan presentes en la clasificacion CAZy. Dentro de las enzimas
CAZy (Figura 23), la proteina que contiene el dominio Amb_all (pectina liasa F) esta
clasificada como polisacarido liasa (PL1_4). Dos isoformas de esta enzima estan presentes
en el proteoma con concentracion de sacarosa de 60 a 180 g/L (0.55 y 3.5 Sp/mL,
respectivamente). Esta pectina liasa es una de las enzimas degradadoras de pared celular
de plantas que actlta sobre los polimeros de pectina (Yadav et al., 2009). Tiene aplicacion
a nivel industrial, es empleada en la clarificaciébn de jugos para degradar la pectina sin
alterar el grupo éster que es responsable del aroma especifico del jugo y tampoco conduce
a la formacién de metanol que es téxico (Yadav et al., 2008) y, en la industria textil es
utilizada en el desgomado y enriado de fibras naturales como cafiamo, yute, lino (Yadav et
al., 2009; Chiliveri, Koti and Linga, 2016). Dos isoformas de malato deshidrogenasa son las
enzimas mas abundantes en el grupo de enzimas CAZy del proteoma obtenido con
concentracion de sacarosa de 20 a 60 g/L (3.2 y 2.8 Sp/mL, respectivamente) (Figura 23A).
Estas dos isoformas cambian en abundancia en el proteoma obtenido con 60 a 180 g/L de
sacarosa (1.3 y 3.7 Sp/mL) (Figura 23B). En CML se encontrdé una isoforma de malato
deshidrogenasa como enzima Unica de la concentracién de 40 g/L de sacarosa, mientras
gue en CMS se encontraron dos isoformas de forma abundante no regulada (20, 40, 60,
120 y 180 g/L de sacarosa) de las cuales probablemente una participa de forma directa en
el ciclo de Krebs y otra funciona como lanzadera de malato y oxalacetato a través de la
membrana mitocondrial (Minarik et al., 2002). En menor abundancia que la malato

deshidrogenasa, se encontraron otras tres glicosil hidrolasas en el proteoma obtenido con
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concentracion de sacarosa de 20 a 60 g/L (Figura 23A) que estan involucradas en la
degradaciéon de polisacaridos: endoglucanasa A (1.6 Sp/mL) que es 28 veces mas
abundante que en CML, proteina que contiene dominio de celulasa (0.6 Sp/mL), una beta-
xilanasa (0.3 Sp/mL) que es 6 veces mas abundante que en CML. En el proteoma obtenido
con 60 a 180 g/L de sacarosa se encontraron ocho glicosil hidrolasas aparte de las dos
isoformas de malato deshidrogenasa (Figura 23B). Estas glicosil hidrolasas son
principalmente degradadoras de polisacaridos como la inulina, celulosa, almidén y xilano.
La exo-inulinasa (GH32) es la enzima con mayor abundancia en el grupo de enzimas CAZy
(10.2 Sp/mL), seqguido de la endo-1,4-beta-xilanasa (GH11) con abundancia de 6.9 Sp/mL
(Figura 23B). Estas dos enzimas son 31y 22 veces, respectivamente mas abundantes que
las obtenidas en CML (Figura 34). La presencia de forma abundante no regulada de la
endoglucanasa A, proteina con dominio celulasa, beta-xilanasa y exo-inulinasa puede ser
explicada debido a que son enzimas inducibles por carbohidratos cuya estructura se basa
en unidades de glucosa (celulosa, celobiosa y maltosa) y de fructosa (Kumar and Naraian,
2019).

La proteina que contiene el dominio SUN (0.2 Sp/mL) es la glicosil hidrolasa (GH132)
menos abundante en el grupo de enzimas CAzy del proteoma obtenido con 20 a 60 g/L de
sacarosa. Esta enzima juega un rol importante en la biogénesis de pared celular y formacién
de septos en A. fumigatus (Gastebois et al., 2013). Tres enzimas mas estan clasificadas
como actividad auxiliar del metabolismo de carbohidratos. Entre estas, la glucosa oxidasa
(AA3_2) es la tercer enzima mas abundante (2.7 Sp/mL) en la clasificacion de enzimas
CAZy y es alrededor de 67 veces mas abundante en CMS que en CML (Figuras 23Ay 34).
El hecho de que la glucosa oxidasa sea una enzima abundante no regulada en todas las
concentraciones de sacarosa evaluadas en CMS (20 a 180 g/L), puede ser un indicador de
oxidacién extracelular de la glucosa generada después de la hidrolisis de sacarosa, lo cual
implica que la via de las pentosas es altamente activa en CMS ya que el acido glucénico
obtenido como producto de la oxidacién extracelular de la glucosa (Wohlfahrt et al., 2004)
es incorporado y metabolizado en la via de las pentosas (Lu et al., 2010; Stincone et al.,
2015). Adicionalmente la mayor abundancia de las enzimas CAZy extracelulares en CMS
respecto a CML puede ser asociada con el mayor nivel de ramificacion en CMS (Salgado-
Bautista et al., 2020).
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Figura 22. Clasificacion CAZy de las enzimas abundantes no reguladas del proteoma de A.

brasiliensis en CMS. A) Proteoma de 20 a 60 g/L de sacarosa, B) Proteoma de 60 a 180 g/L de

sacarosa.

La distribucién de las proteinas abundantes no reguladas segun la funcién principal de las
cambia en el proteoma dependiendo de la concentracion de sacarosa (Figura 24A). Las
proteinas asociadas a componentes (nucleo, ribosoma, membrana, pared celular) o
procesos celulares (transcripciéon y regulacién) comprenden el grupo mas numeroso (20 y
30 proteinas con concentracion de sacarosa de 20 a 60 g/L y de 60 a 180 g/L,
respectivamente), seguido de las proteinas del metabolismo de carbohidratos 12 y 18
proteinas con concentracion de sacarosa de 20 a 60 g/L y de 60 a 180 giL,
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respectivamente). Las proteinas asociadas al metabolismo de carbohidratos que son
extracelulares en CMS (20 a 60 g/L de sacarosa) son enzimas CAZy involucradas en la
degradacion de polisacéridos que también fueron encontradas en CML (beta xilanasa, y
endoglucanasa A). Mientras que las enzimas CAZy extracelulares en CMS (60 a 180 g/L
de sacarosa) que también son encontradas de forma abundante no regulada en CML son
la endoglucanasa A y la endo-1,4-beta-xilanasa. Las proteinas intracelulares abundantes
no reguladas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS que pertenecen al metabolismo de
carbohidratos, participan en el metabolismo central de forma independiente de la
concentracion de sacarosa. Por ejemplo, la fosfotransferasa (hexoquinasa) juega un rol
importante en el control de la glucdlisis. Fosforila a la glucosa y otras hexosas (manosa,
fructosa) y las hexosas 6-fosfato resultantes se pueden descomponer en piruvato mediante
glucdlisis o se pueden usar para diferentes biosintesis (Schaftingen, 2021). Se conocen
diferentes isoformas de hexoquinasas entre las cuales la hexoquinasa 1 de plantas cumple
funciones moonlighting ya que aparte de participar en la glucodlisis cumple un rol en la
sefializaciébn de glucosa (Moore et al., 2003). La piruvato carboxilasa y la malato
deshidrogenasa pertenecen al ciclo del &cido citrico. La primera, es una enzima
multifuncional que es encargada de transformar el piruvato en oxalacetato dando inicio al
ciclo de Krebs, también participa en el primer paso de la gluconeogénesis (Valle, 2017).
Adicionalmente, la piruvato carboxilasa es una enzima moonlighting que en levaduras como
Pichia pastoris es esencial para la orientacion y el ensamblaje adecuados de la proteina
peroxisomal alcohol oxidasa (Huberts and Klei, 2010). Como mencionamos anteriormente,
la malato deshidrogenasa puede tener participacién directa en el ciclo de Krebs o funciona
como lanzadera de malato y oxalacetato a través de la membrana mitocondrial (Minarik et
al., 2002). En cuanto a las proteinas “Extra-Intra” que son del metabolismo de carbohidratos
(20 a 60 g/L de sacarosa), destacan también enzimas de las vias metabdlicas centrales:
glucosa-6-fosfato isomerasa (glucodlisis), malato deshidrogenasa (ciclo de Krebs) vy
transaldolasa (via de las pentosas). Estas tres enzimas son conocidas por tener funciones
asociadas con la adhesion cuando se encuentran en el exterior de la célula (Amblee and
Jeffery, 2015; Salgado-Bautista et al., 2020). Mientras que las proteinas “Extra-Intra” que
son del metabolismo de carbohidratos (60 a 180 g/L de sacarosa) son degradadoras de
polisacaridos (endo-1,3-beta-glucosidasa, pectina liasa F y exo-inulinasa) y también
enzimas del metabolismo central (lactoil glutation liasa (metabolismo de piruvato), triosa

fosfato isomerasa (glucdlisis) y malato deshidrogenasa (ciclo de Krebs)).
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El tercer grupo de proteinas mas numeroso en el proteoma obtenido con 20 a 60 g/L de
sacarosa es el del metabolismo de amino&cidos, mientras que en el proteoma obtenido con
60 a 180 g/L de sacarosa es el cuarto grupo mas numeroso. A diferencia de CML donde no
estuvo activo el metabolismo de aminoacidos en CMS estan presentes nueve y ocho
enzimas, respectivamente. Esto confirma que el proteoma es dinamico y que el sistema de
cultivo y la concentraciéon de fuente de carbono tienen influencia en la expresién de
proteinas (Oda et al., 2006). La 3-hidroxi isobutirato deshidrogenasa es la Unica enzima
abundante no regulada que participa en el catabolismo de aminoacidos (valina, leucina e
isoleucina) lo cual puede estar relacionado a que A. brasiliensis fue sometido a condiciones
de estrés por ejemplo agotamiento de la fuente de carbono y por lo tanto, oxid6 estos
amino&cidos para incorporarlos en la cadena respiratoria y producir ATP (Schertl, Danne
and Braun, 2017). Segun la base de datos KEEG, el resto de las enzimas abundantes no
reguladas involucradas en el metabolismo de aminoacidos participan en la biosintesis de
metionina y cisteina (adenilil sulfato quinasa), lisina (dihidrodipicolinato sintasa y
homoserina deshidrogenasa), L-homocisteina (adenocil homocisteinasa), arginina
(aspartato aminotransferasa y glutamato deshidrogenasa) y metionina (metionina sintasa
independiente de cobalamina y S-adenosil metionina sintasa). Las proteinas abundantes
no reguladas clasificadas como miscelaneas (cumplen funciones variadas) son el curto
grupo de proteinas mas numeroso en el proteoma obtenido con 20 a 60 g/L de sacarosa y
el tercer grupo mas numeroso en el proteoma obtenido con 60 a 180 g/L de sacarosa.
Dentro de este grupo de proteinas destaca la proteina con dominio ABM que es producida
de forma Unica en CML con 60 g/L de sacarosa mientras que en CMS es producida con 20,
40, 60, 120 y 180 g¢/L de sacarosa. El dominio ABM es un dominio de monooxigenasa que
participa en la sintesis de antibiéticos (She et al., 2010). No obstante, en A. brasiliensis
puede estar implicado en la patogenicidad como en el caso de Magnaporthe oryzae (hongo
patdgeno de plantas) que posee la monooxigenasa de biosintesis de antibiéticos la cual
convierte jasmonatos (hormonas vegetales de tipo oxilipina que estan implicadas en
diversos aspectos del desarrollo del crecimiento de las plantas y su respuesta al estrés) en
su version hidroxilada 12-OH-JA (Schweizer and Goossens, 2016) y de este modo facilita
la colonizacién al atenuar la respuesta de defensa de las plantas (Patkar et al., 2015). Los
cuatro grupos de proteinas previamente descritos (Componente/proceso celular,
Carbohidratos, aminoacidos y miscelaneas) cambian su orden si nos basamos en su
abundancia determinada a partir de su CEP (Figura 24B). El resto de las proteinas

clasificadas como proteinas/protedlisis, redox/estrés, sin caracterizar, energia, lipidos,
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nucleotidos y transporte tienen un namero similar de proteinas (Figura 24A). La suma de su
CEP cambia denotando mayor abundancia de unos metabolismos sobre otros. Proteinas
abundantes no reguladas del metabolismo de lipidos (Figura 24A) son producidas por A.
brasiliensis en CMS, mientras que en CML no se encontraron proteinas abundantes de este
metabolismo comprobando que hay mayor produccion de lipasas en CMS que en CML
(Falony et al., 2006), ademas de que en CMS no solo el secretoma sino el proteoma
completo es mas complejo que en CML con mayor diversidad de proteinas implicadas en

numerosos metabolismos (Salgado-Bautista et al., 2020).
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Figura 23. Clasificacion de las proteinas abundantes no reguladas en el proteoma de A.
brasiliensis en CMS. A) nimero de proteinas en funcidn del metabolismo o proceso bioldgico en que
participan, B) cuenta espectral ponderada de las proteinas en funcién del metabolismo o proceso

bioldgico en que participan.
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9.5.3. Proteinas abundantes reguladas en CMS

Con el incremento en la concentracion de sacarosa disminuye el nimero de proteinas
abundantes reguladas. De 20 a 60 g¢g/L de sacarosa se identificaron 74 proteinas
abundantes reguladas mientras que de 60 a 180 g/L de sacarosa se identificaron 50
proteinas abundantes reguladas. El 5% del proteoma de A. brasiliensis en CMS (74
proteinas) son proteinas abundantes y estan reguladas (Tabla A9). Todas las proteinas se
encuentran presentes en las tres concentraciones de sacarosa evaluadas (20, 40, 60 g/L)
excepto por la cistationina beta-sintasa y la proteina con dominio glicosil hidrolasa (GH26)
gue estan presentes con 40 y 60 g/L de sacarosa. De acuerdo con su ubicacién en la célula,
12 proteinas son extracelulares, 39 proteinas son intracelulares y 23 proteinas se
encuentran en el grupo denominado “Extra-Intra”. Todas las proteinas extracelulares
presentan evidencia de secrecion (péptido sefial) a excepcion de una proteina con dominio
de cianovirina (CVNH) que se encuentra sobre-regulada y probablemente fue secretada a
través de vesiculas o por fuga celular (Cohen, Chirico and Lipke, 2020). Cinco de las 39
proteinas intracelulares presentan evidencia de secrecion, de las cuales dos proteinas de
choque térmico 70 (Hsp70) son secretadas por mecanismos no convencionales. En el
interior de la célula, las chaperonas participan en el plegamiento y maduracion de las
proteinas (Pobre, Poet and Hendershot, 2019). Sin embargo, en el exterior de la célula es
bien sabido que las Hsp funcionan como sefiales de alerta ante condiciones de estrés y se
ha propuesto que son secretadas mediante la translocacion a través de la membrana
plasmaéticay la liberacion asociada con vesiculas lipidicas y por via endolisosomal (De Maio,
2014). De esto podemos inferir que las condiciones de CMS provocan alguna clase de
estrés en A. brasiliensis, lo cual influye en la sobre regulacion de estas Hsp. Por otro lado,
15 proteinas dentro del grupo de proteinas “Extra-Intra” presentan evidencia de secrecion:
14 proteinas cuentan con péptido sefial mientras que una proteina con dominio aldehido
reductasa es secretada por mecanismos no convencionales. Las proteinas abundantes y
reguladas (50 proteinas) en el proteoma de A. brasiliensis obtenido con alta concentracion
de sacarosa representan el 3.4% del proteoma total (Tabla A10). Nueve de las 50 proteinas
estan presentes en solo dos de las tres concentraciones de sacarosa evaluadas (60, 120y
180 g/L). Segun su ubicacion en la célula, 7 proteinas son extracelulares, 16 proteinas son
intracelulares y 27 proteinas se encuentran en el grupo denominado “Extra-Intra”. Todas
las proteinas extracelulares presentan evidencia que respalda su secrecion al exterior de la
célula (péptido sefial). La UTP-glucosa-1-fosfato uridil transferasa es la Unica proteina

intracelular asociada a la membrana celular. Por otro lado, 12 proteinas dentro del grupo
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de proteinas “Extra-Intra” cuentan con péptido senal y de igual forma que en el proteoma
con baja concentracién de sacarosa (20 a 60 g/L), una proteina con dominio aldehido
reductasa es secretada por mecanismos no convencionales. El 57% de las proteinas
abundantes reguladas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS obtenido con 20 a 60 g/L
de sacarosa son enzimas (7 extracelulares, 18 intracelulares y 17 “Extra-Intra”), de las
cuales, cinco, tres y ocho, respectivamente estan involucradas en el metabolismo de
carbohidratos (clasificacion CAZy). El nimero de enzimas presente en el proteoma obtenido
con 60 a 180 g/L de sacarosa cambia respecto al obtenido en el proteoma de 20 a 60 g/L
de sacarosa (5 extracelulares, 10 intracelulares y 23 “Extra-Intra”). Cuatro, una y cinco,
respectivamente estan presentes en la clasificacion CAZy. Dentro de las enzimas CAZy
(Figura 25A), una isoforma de la proteina que contiene el dominio Amb_all (pectina liasa F)
esta clasificada como polisacarido liasa (PL1_4). Dos isoformas de esta pectina liasa estan
presentes en el proteoma de A. brasiliensis en CMS de forma abundante pero no estan
reguladas. Esto es un indicador de que hay regulacién diferencial entre isoenzimas como
previamente se ha observado en isoenzimas antioxidantes de plantas donde condiciones
de estrés sobre-regulan o bajo-regulan los niveles de isoformas de catalasa, ascorbato
peroxidasa, superoxido dismutasa y glutatién reductasa (Parida, Das and Mohanty, 2004).
La subunidad de la ATP-citrato liasa cuya clasificacion CAZy es médulo de unién a
carbohidratos (CBM27) se encuentra sobre-regulada en el proteoma de A. brasiliensis en
CMS obtenido con 20 a 60 g/L de sacarosa. En A. niger el complejo enzimatico completo
es encargado de la produccion de acetil-CoA y regula el crecimiento, desarrollo y biosintesis
de acido citrico (Chen et al. 2014) por lo que probablemente también este implicado de la
misma forma en el metabolismo de A. brasiliensis. La proteina de fusién vesicular Secl17 es
otra de las proteinas CAZy (obtenida con 20 a 60 g/L de sacarosa) de la familia glicosil
transferasa (GT41). Esta proteina sobre-regulada estad directamente involucrada en el
transporte intracelular de proteinas y transporte mediado por vesiculas entre el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi (Brunger, 2001). Aunque parece no estar implicada en
el metabolismo de carbohidratos, esta chaperona esta dentro de la clasificacion CAZy GT
41 por lo cual probablemente participe en la transferencia de N-acetil glucosamina durante
glicosilacion de las proteinas. Tres enzimas CAZy en el proteoma de A. brasiliensis en CMS
obtenido con 20 a 60 g/L de sacarosa participan como actividades auxiliares del
metabolismo de carbohidratos (dos enzimas de la familia AA3_1 y una enzima de la familia
AA3_2). Estas oxidorreductasas ayudan a la actividad de otras enzimas de la familia AA a

través de sus productos de reaccién o apoyan la accion de las glicosil hidrolasas en la

108



degradacion de la lignocelulosa (Sutzl et al., 2018). La exo-inulinasa es la glicosil hidrolasa
mas abundante (8.7 Sp/mL) en el grupo de enzimas CAZy (Figura 25A y Tabla A9). Esta
enzima es sobre-regulada en CMS y en CML es abundante no regulada ademas de que en
CMS es 26 veces mas abundante que en CML. La endo-inulinasa (1.5 Sp/mL) esta presente
en el proteoma de A. brasiliensis obtenido con 60 a 180 g/L de sacarosa (Figura 25B y Tabla
A10). Esta enzima esta sobre-regulada y es mas de 130 veces mas abundante que en CML
donde también es sobre-regulada. La invertasa (1 Sp/mL) que es otra enzima que participa
en la hidrdlisis de sacarosa, es bajo-regulada en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa mientras
que en CML no se encuentra de forma abundante. Por lo tanto, este resultado da soporte
a las afirmaciones de la seccion (9.2) donde mencionamos que A. brasiliensis produce
inulinasa e invertasa con sacarosa como Unica fuente de carbono e inductora en medio
minimo bajo condiciones de CMS y CML con inulinasa como enzima predominante como
lo indica la relacion 1I/S. Por otro lado, la glucosa oxidasa (10.7 Sp/mL) es la enzima CAZy
mas abundante en el proteoma de A. brasiliensis obtenido con 60 a 180 g/L de sacarosay
se encuentra sobre-regulada (Figura 25B). Estos resultados demuestran que en CMS con
baja concentracion de sacarosa (20 a 60 g/L), A. brasiliensis produce principalmente exo-
inulinasa para la asimilacion de la fuente de carbono mientras que con elevada
concentracion de sacarosa (60 a 180 g/L) A. brasiliensis produce glucosa oxidasa para la
oxidacion extracelular del sustrato. El resto de glicosil hidrolasas de la clasificacién de
enzimas CAZy (Figuras 25A y B) son enzimas degradadoras de polisacéaridos (celulosa,
almidon, xilano) donde destacan varias isoformas de xilanasa (1,4-beta-D-arabinoxilano
arabinofurano hidrolasa, beta-xilanasa, endo-1,4-beta-xilanasa). Previamente Salgado-
Bautista y col. (2020) demostraron que la endo-1,4-beta-xilanasa A es la enzima mas
abundante del secretoma de A. brasiliensis en CMS mientras que en CML una beta-xilanasa
fue sobre-regulada (sin represién catabdlica) debido al incremento de la concentracién de
glucosa por lo cual estas enzimas podrian tener un mecanismo de regulacion diferente al
conocido mediante CreA. En nuestro trabajo se encontraron isoformas de xilanasas en CML
de forma abundante no regulada mientras que en CMS con baja concentracién de sacarosa
(20 a 60 g/L) todas las isoformas son sobre-reguladas; pero, con alta concentracién de
sacarosa (60 a 180 g/L) son bajo-reguladas. Por lo tanto, el sistema de cultivo, el tipo y la
concentracion de la fuente de carbono tiene influencia directa sobre la produccion de

xilanasas de A. brasiliensis.
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Figura 24. Clasificacion CAZy de las enzimas abundantes reguladas del proteoma de A.
brasiliensis en CMS. A) Proteoma de 20 a 60 g/L de sacarosa, B) Proteoma de 60 a 180 g/L de
sacarosa.

De acuerdo con la pendiente resultante de graficar los valores normalizados de la CEP
(Tablas A9 y A10), 69 proteinas tienen regulacion positiva (sobre-reguladas) y 5 proteinas
tienen regulacion negativa (bajo-reguladas) en el proteoma obtenido con 20 a 60 g/L de
sacarosa mientras que el numero de proteinas bajo-reguladas aumenta en el proteoma
obtenido con 60 a 180 g/L de sacarosa (27 proteinas son sobre-reguladas y 23 son bajo-
reguladas). Segun la funciéon principal de las proteinas abundantes (Figura 26A), el
metabolismo de carbohidratos es el mas abundante en cuanto a nimero de proteinas (17
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y 13 proteinas en el proteoma obtenido con 20 a 60 g/L y 60 a 180 g/L de sacarosa,
respectivamente) lo cual es el doble de proteinas sobre-reguladas que en CML. A diferencia
de CML donde la endo-inulinasa fue sobre-regulada sin presencia de represion catabdlica,
en CMS no se encontré presente con concentracion de 20 a 60 g/L de sacarosa. No
obstante, con 60, 120 y 180 ¢g/L de sacarosa es sobre-regulada la endo-inulinasa
demostrando que esta enzima solo se induce en CMS cuando la concentracién de sacarosa
es mayor a 60 g/L. Mientras que en CML las enzimas reguladas del metabolismo de
carbohidratos son enzimas de la glucolisis (Tabla A13), en CMS con concentracién de
sacarosa de 20 a 60 g/L estan sobre-reguladas enzimas de la via de las pentosas
(transcetolasa y ribosa/galactosa isomerasa), del ciclo del acido citrico (ATP citrato liasa y
la isocitrato deshidrogenasa) y de la glucdlisis (enolasa y triosa fosfato isomerasa; y. con
concentracion de sacarosa de 60 a 180 g/L se bajo-regulan la oxalacetato acetil hidrolasa
y la enolasa del ciclo de Krebs y la glucdlisis, respectivamente. Que todas las enzimas
mencionadas estén reguladas, son un indicador de que las vias estan activas y no se ve
afectada la regulacion global de cada una de las vias ya que no son enzimas de sus puntos
de regulacion (Nelson et al., 2009).

El segundo grupo de proteinas més numeroso es el de las proteinas que estan asociadas
a componentes (nucleo, ribosoma, membrana, pared celular) o procesos celulares
(transcripcion y regulacion). Las proteinas de esta categoria obtenidas con baja
concentracion de sacarosa (20 a 60 g/L) incluyen la proteina de pared celular PhiA, esencial
para el desarrollo de conidios(Ferreira de Oliveira et al., 2011), la proteina quinasa activada
por mitégenos hogl, la proteina con dominio de factor de transcripcién especifico de
hongos, la tropomiosina, proteina que contiene dominio NAP, la proteina con dominio PH,
la histona H4, proteina con dominio de unién a ARN y la 1,3-beta-glucanosiltransferasa que
juega un papel importante en la biosintesis de pared celular fingica (Bruneau et al., 2001).
Todas esta proteinas varian en funcién, desde conferirle estructura al ADN (cromatina) y
regular la expresién génica, hasta participar en el proceso de division celular, transcripcion
y biosintesis de pared celular que parece ser un proceso dindmico esencial y relacionado
con el crecimiento, ya que la remodelacion de la pared celular ocurre continuamente
durante la morfogénesis (Latgé et al., 2005). Las proteinas asociadas a componentes o
procesos celulares que son obtenidas con 60 a 180 g/L de sacarosa tienen caracter
estructural en el ribosoma (proteina que contiene dominio ribosomal S13 y proteina que

contiene dominio ribosomal L23eN) y en el citoesqueleto (subunidad 4 de un complejo
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proteico relacionado con la actina y la tropomiosina). Algunas proteinas estan implicadas
en la biosintesis de pared celular (1,3-beta-glucanosiltransferasa, proteina con dominio de
unién a FAD y NAD(P)), sefializacion (dos isoformas de la proteina 14-3-3, proteina Crd2
de resistencia a cobre) y control del ciclo celular (proteina con dominio de la region TPR).
El grupo de proteinas clasificado como miscelaneas es el tercer grupo mas numeroso
obtenido con 20 a 60 g/L de sacarosa. Consta de diez proteinas todas sobre-reguladas que
cumplen funciones variadas, de las cuales la proteina con dominio cianovirina destaca por
su posible capacidad antiviral (Xiong, Fan and Kitazato, 2010). Aunque se requiere mayor
investigacion acerca de esta proteina, su biosintesis por A. brasiliensis esta ligada al
sistema de cultivo (CMS). Con 60 a 180 g/L de sacarosa el tercer grupo de proteinas mas
numeroso es el redox/estrés. Este grupo cuenta con seis proteinas, todas sobre-reguladas
destacando dos isoformas de catalasa que es una enzima no producida con concentracion
de 20 a 60 g/L.

La categoria proteinas/protedlisis mantiene un namero bajo de proteinas abundantes
reguladas (con 20 a 60 g/L de sacarosa, 7 proteinas y con 60 a 180 g/L de sacarosa, 3
proteinas). Las 7 proteinas obtenidas con baja concentracién de sacarosa son sobre-
reguladas. De éstas la mayoria son chaperonas que participan en el plegamiento de
proteinas y dos participan en el catabolismo de proteinas (proteina con dominio peptidasa
S53 y una proteina con dominio similar a la ubiquitina. Las 3 proteinas obtenidas con alta
concentracion de sacarosa son peptidasas de las cuales la proteina con dominio peptidasa
S53 es bajo-regulada. El resto de los metabolismos contiene un nimero bajo de proteinas

reguladas (menor a 7).

En términos del nivel de abundancia (basada en la CEP) de las proteinas segun el
metabolismo o proceso (Figura 26B) encontramos que las proteinas del metabolismo
redox/estrés son altamente abundantes. Aunque el nimero de proteinas redox/estrés
reguladas en CMS (4 y 6 con 20 a 60 g/L y 60 a 180 g/L de sacarosa, respectivamente) y
CML (3) es similar, este grupo de proteinas en CMS es mas de 100 veces mas abundante
gue en CML (Figuras 26B y 36B). Por lo tanto, podemos inferir que el sistema antioxidante
expresado en A. brasiliensis es diferente dependiendo del sistema de cultivo y mas eficiente
en CMS ya que para la degradacion de perdxido de hidrogeno producto de la respiracion,
en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa se sobre-regula la peroxirredoxina (5.42 Sp/mL) y con
60 a 180 g/L de sacarosa se sobre-regula la peroxirredoxina (1.2 Sp/mL) y adicionalmente

dos isoformas de catalasa (1.2 y 1.3 Sp/mL, respectivamente) mientras que en CML se
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sobre-regula la catalasa (0.03 Sp/mL). La induccion de sistemas antioxidantes que
mantienen el equilibrio redox en respuesta a la mayor disponibilidad de oxigeno, asi como
al aumento en el nivel de ramificacion y el incremento en las especies reactivas de oxigeno
en funcién de la concentracion inicial de la fuente de carbono en CMS pueden ser causa de
un mejor sistema antioxidante de A. brasiliensis en CMS que en CML (Salgado-Bautista et
al., 2020). Esto esta comprobado en CMS de A. terreus, donde se encontré hasta 10 veces
menor la concentracion de especies reactivas de oxigeno en comparacion con CML
(Miranda et al., 2013). Por otra parte, las proteinas cuya presencia en el proteoma de A.
brasiliensis disminuyd por efecto de la concentracién de sacarosa (bajo-reguladas) son
principalmente asociadas a procesos y componentes celulares (proteina quinasa activada
por mitdgenos hogl, proteina de la familia del dominio del factor de transcripcion especifico
de hongos y proteina que contiene el dominio ATPasa similar a la actina). Las dos primeras
proteinas estan involucradas en la transduccion de sefiales en la cascada de sefializacion
de las MAP quinasas. Su bajo-regulacion en el proteoma de A. brasiliensis sugiere que el
incremento en la concentracion de sacarosa incide en toda la cascada de sefializacion

regulando de este modo el desarrollo celular de A. brasiliensis (Lengeler et al., 2000).
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Figura 25. Clasificacion de las proteinas abundantes reguladas en el proteoma de A.

brasiliensis en CMS. A) nimero de proteinas en funcién del metabolismo o proceso biolégico en que
participan, B) cuenta espectral ponderada de las proteinas en funcién del metabolismo o proceso

biolégico en que participan.

9.6. Descripcion del proteoma de A. brasiliensis en CML

En total 953 proteinas fueron identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CML, de las
cuales, 186 proteinas son extracelulares, mientras que 727 proteinas son encontradas de
forma intracelular. EI 21% de las proteinas extracelulares no presenta evidencia de
secrecion por mecanismos convencionales o no convencionales. Basandonos en el hecho
de que no cuentan con secuencia de péptido sefial, no necesariamente son proteinas que
se liberan por dafio en la membrana, lo cual conduce a fuga celular, si no que podrian tener
funciones extracelulares como sefializacién, modulacion a respuesta inmune o funciones
“moonlighting” diferentes de su funcion intracelular (Cohen, Chirico and Lipke, 2020). Se

observo que el incremento en la concentracion de sacarosa favorece la secrecion de un
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mayor nimero de proteinas extracelulares Unicas en cada concentracion de sacarosa
estudiada. Con 60 g/L de sacarosa, 39 proteinas fueron secretadas lo cual es 2.8 veces
mas proteinas respecto a 20 g/L de sacarosa (Figura 27A). La distribucion de proteinas
intracelulares no se encuentra en funcion de la concentracion de sacarosa, ya que 178
proteinas intracelulares Unicas de 20 g/L de sacarosa son obtenidas, mientras que con 40
y 60 g/L de sacarosa se producen 47 y 73 proteinas Unicas, respectivamente (Figura 27B).
Se ha observado que el secretoma de A. niger es muy sensible a cambios en la fuente de
carbono pero no el proteoma intracelular, el cual es principalmente afectado por cambios
en las condiciones de cultivo tales como pH o aireacién (Lu et al., 2010). El incremento en
la concentracién de glucosa tiene efecto directo en variables asociadas con el crecimiento
de A. brasiliensis y la complejidad del secretoma, ademas de que el incremento en la
secrecion de proteinas esta asociado con la morfologia del hongo y cambios en el nivel de
ramificacion (Salgado-Bautista et al., 2020).

A 20 g/L B 20 g/L
14 178
6 T 24 68
79 347
39 25 16 73 45 47
60 g/L 40 g/L 60 g/L 40 g/L
Figura 26. Distribucién de proteinas del proteoma de A. brasiliensis en CML en funcién de la

concentracion de sacarosa. A) proteinas extracelulares, B) proteinas intracelulares.

Un tercer grupo de proteinas fue denominado proteinas “Extra-Intra”, ya que se trata de
proteinas que se encontraron extracelular e intracelularmente. A este grupo pertenecen 40
proteinas de las 953 proteinas totales, cuya distribucion en funcion de la concentracion de
sacarosa fue diferente segun su localizacion dentro o fuera de la célula (Figura 28 Ay B).
De las 40 proteinas, 23 son enzimas de las cuales 18 cuentan con péptido sefal, lo cual

respalda su presencia extracelular.
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Figura 27. Distribucién de proteinas “Extra-Intra” del proteoma de A. brasiliensis en CML en

funcion de la concentracion de sacarosa. A) distribucion extracelular, B) distribucién intracelular.

El proteoma completo de A. brasiliensis en CML fue clasificado de acuerdo con la funcion
y proceso bioldgico en el que participan las proteinas que fueron establecidos mediante la
informacién obtenida en bases de datos (Figura 29). El 60% del proteoma esta agrupado
en tres categorias principales: componente/proceso celular (262), miscelaneas (203) y
carbohidratos (109). Mientras que el 40 % del proteoma restante esta distribuido en
proteinas/protedlisis (83), sin caracterizar (80, de las cuales 12 son proteinas que fueron
renombradas al tener ortdlogos en otros microorganismos, pero no hay informacion
funcional de estas), redox/estrés (63), transporte y transporte mediado por vesiculas (60),
energia (46), aminoacidos (27), lipidos (13) y nucleétidos (7).
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Figura 28. Clasificacion del proteoma de A. brasiliensis en CML en funcién del metabolismo o

proceso bioldgico en que participan las proteinas.
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Basados en la CEP, las 10 proteinas méas abundantes representan el 29 % de toda la CEP
del proteoma de A. brasiliensis obtenido en CML (Figura 30). Todas son proteinas
intracelulares, excepto por la superoxido dismutasa (Cu/Zn SOD) (2.37 Sp/mL) que fue
localizada tanto extracelular como intracelular. De forma extracelular, fue encontrada como
proteina Unica de la concentracibn de 60 g/L de sacarosa mientras que, de forma
intracelular fue encontrada en todas las concentraciones de sacarosa evaluadas., sin
embargo, no fue sujeta a regulacion. La Cu/Zn SOD es la Unica proteina (enzima) con
funcién oxidorreductasa dentro del grupo de las 10 proteinas mas abundantes. Participa en
la reduccién de radicales superéxido que son toxicos para las células dando lugar a la
generacién de peréxido de hidrogeno (H202) y aunque la SOD no esta asociada a la
detoxificacion de H20-, se ha encontrado que la actividad de la SOD de A. niger incrementa
debido a la presencia de H,O- (Li, McNeil and Harvey, 2008). Ademas, la Cu/Zn SOD junto
con el citocromo ¢ oxidasa y enzimas glucoliticas son consideradas proteinas con funcion
moonlighting que cominmente son expresadas en niveles relativamente altos (Huberts and
Klei, 2010; Salgado-Bautista et al., 2020).

Proteina de resistencia al cobre Crd2 * I_ 3.01
Histona H2A # 2.55

Histona H2B # 2.51

Superoxido dismutasa [Cu-Zn] (EC 1.15.1.1) # 2.37

Subunidad de citocromo c oxidasa 2.18

Proteina que contiene el dominio... 2.01

Proteina ribosomal 605 L6 * # 1.85

Poliubiquitina * 1.76

Proteinas

Proteina que contiene el dominio de la... 1.52

Proteina que contiene el dominio PH ﬁ 1.47 . .

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Cuenta espectral ponderada (Sp/mL)

Figura 29. Top 10 proteinas méas abundantes del proteoma de A. brasiliensis en CML en funcion
de su CEP.

Dos proteinas encontradas dentro del top 10 proteinas mas abundantes del proteoma estan
asociadas al metabolismo energético (la subunidad del citocromo c oxidasa y la proteina
que contiene el dominio de la cadena E de la ATP sintasa. La subunidad del citocromo ¢

oxidasa (2.18 Sp/mL) es la Unica proteina que fue abundante y con regulacién positiva, lo
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cual significa que incrementa su concentracién con el incremento en la concentracién de
sacarosa en el medio. Esta proteina junto con 12 subunidades méas conforman el complejo
citocromo ¢ oxidasa ubicado en la cadena respiratoria de la mitocondria, que en su forma
activa es el encargado de catalizar la transferencia de electrones a partir del citocromo ¢
reducido hacia el oxigeno molecular (Shoubridge, 2001). La proteina que contiene el
dominio de la cadena E de la ATP sintasa (1.52 Sp/mL) es parte del dominio estructural FO
de la ATP sintasa, que contiene el canal de protones de la membrana. El complejo de la
ATP sintasa sintetiza ATP al usar el potencial electroguimico a través de la membrana
interna generado por los complejos de la cadena respiratoria (Wittig and Schagger, 2008).
No se conoce el rol fisiol6gico de su forma dimérica o0 monomérica., sin embargo, esta
asociado con la morfologia de la mitocondria ya que en condiciones de desestabilizacion
del complejo de la ATP sintasa hay perdida de formacion de crestas mitocondriales
(Paumard et al., 2002). Por lo cual, podria funcionar como un mecanismo regulador del
metabolismo energético de las células (Wittig and Schagger, 2008). Cinco de las proteinas
mas abundantes del proteoma estan asociadas a procesos y componentes celulares: las
histonas H2A (2.55 Sp/mL) y H2B (2.51 Sp/mL) estéan involucradas en la formacion de
nucleosomas y estructura de la cromatina (Stefanelli et al., 2018). La proteina ribosomal
60S L6 (1.85 Sp/mL) cuyo homodlogo en bacterias se encuentra altamente conservado
evolutivamente y participa en el ensamblaje del ribosoma (Gulati et al., 2014). La proteina
gue contiene el dominio PH (1.47 Sp/mL) esté involucrada en la transduccién de sefiales
(Suelmann, Sievers and Fischer, 1997). La proteina de resistencia a cobre Crd2 es la mas
abundante del proteoma de A. brasiliensis en CML (3.01 Sp/mL). Aungue la homeostasis
del cobre es un proceso poco estudiado en hongos filamentosos, se sabe que esta proteina
es una metalotioneina que tiene alta afinidad por el cobre (Cu) y otros metales como el Zinc
(Zn) o mercurio (Hg) (Antsotegi-Uskola, Markina-Ifarrairaegui and Ugalde, 2017). En
presencia de niveles elevados de Cu* en el interior de la célula, se activan los genes de
diferentes metalotioneinas que se unen al Cu* o remueven el exceso de éste (Raffa,
Osherov and Keller, 2019). Otra de las diez proteinas mas abundantes en el proteoma de
A. brasiliensis es la poliubiquitina (1.76 Sp/mL). Esta sirve como sefial de reconocimiento
para el proteasoma, el principal regulador de la abundancia de proteinas en las células
(Zhang and Li, 2018). La elevada concentracion de la poliubiquitina en el proteoma de A.
brasiliensis puede ser un indicador de elevada actividad proteolitica en el proteasoma, que
a su vez puede estar asociado a la homeostasis general de las proteinas, la respuesta al

estrés, el control del ciclo celular, replicacién de ADN, transcripcion y la transduccion de
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sefiales (Bard et al., 2018). La décima proteina en el grupo de proteinas mas abundantes
del proteoma es la proteina que contiene el dominio HABP4_PAI-RBP1 (2.01 Sp/mL). El
dominio HABP4_PAI-RBP1 es un dominio de unién a hialuronano (glucosaminoglicano) y a
ARN. En mamiferos, el hialuronano tiene rol en cambios estructurales en el citoesqueleto y
la matriz nuclear durante la division celular (Huang et al., 2000). Basandonos en que la
fosfoproteina Ki-1/57 contiene el dominio HABP4 y esta asociada al remodelado de la
cromatina y regulacion de la transcripcién (Nery et al., 2004, 2006), podemos sugerir que la
probable funcion de la proteina de A. brasiliensis que contiene el dominio HABP4_PAI-
RBP1 es similar a la de Ki-1/57 y también podria participar en la estabilidad del ARNm.
Para tener una mejor comprension biolégica y bioquimica del proteoma de A. brasiliensis
en CML, cada grupo de proteinas (extracelulares, intracelulares y “Extra-Intra” fue analizado
en tres niveles:

1. Proteinas Unicas, abundantes no reguladas y abundantes reguladas (de acuerdo
COoN su presencia en una o0 mas concentraciones de sacarosay el valor de su cuenta
espectral ponderada (CEP).

Enzimas, no enzimas y proteinas sin caracterizar.

Funcion principal o proceso en el que estan involucradas: proteinas no
caracterizadas, componente/proceso celular, miscelaneas, metabolismo de
carbohidratos, proteinas/protedlisis, transporte y transporte mediado por vesiculas,

redox/estrés, energia, aminoacidos, lipidos y nucledtidos.

9.6.1. Proteinas unicas

Ciento veintiocho proteinas del proteoma de A. brasiliensis en CML se encuentran
presentes en solo una de las tres concentraciones de sacarosa evaluadas (Tabla A11). La
distribucion de éstas en funcion de la concentracién de sacarosa es dependiente de su
ubicacién en la célula (Figura 31). De las 128 proteinas Unicas, 27 son extracelulares (11
pertenecen a 40 g/L, mientras que 16 proteinas son Unicas de 60 g/L de sacarosa) y, 85
son proteinas intracelulares de las cuales, la mayoria se encontraron con 20 g/L de
sacarosa (60 proteinas). En el grupo de proteinas denominado “Extra-Intra” se encontraron
16 proteinas Unicas de las cuales 8 se encuentran en 40 g/L y 4 en 20 y 60 g/L,

respectivamente.
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Figura 30. Distribucién de proteinas Unicas del proteoma de A. brasiliensis en CML en funcion

de la concentracién de sacarosa y ubicacién en la célula.

La mayoria de las proteinas Unicas extracelulares presentan evidencia que respalda su
secrecion al exterior de la célula. Quince proteinas tienen secuencia péptido sefal, 2
proteinas son secretadas por mecanismos no convencionales (glutatibn reductasa y
glucosamina 6-fosfato N-acetil transferasa) y una proteina méas estd asociada a la
membrana (subunidad Duol del complejo DASH). De forma contraria, solo tres proteinas
Unicas intracelulares presentan péptido sefial, cuatro estan asociadas a la membrana y una
proteina de choque térmico puede ser secretada mediante mecanismos no convencionales.
La mitad de las proteinas unicas del grupo “Extra-Intra” también cuentan con péptido senal.
Las proteinas secretadas por mecanismos no convencionales, generalmente son
citosdlicas (enzimas del metabolismo y chaperonas) y pueden cumplir funciones
moonlighting fuera de la célula (Reindl et al., 2019). Muchas de estas proteinas cumplen
funciones celulares importantes asociadas a supervivencia, desarrollo, sefalizacion, o
virulencia y en la mayoria de los casos, la secrecion no convencional de éstas es
desencadenada por estrés (Dimou and Nickel, 2018). El estrés puede causar deterioro en
la integridad funcional de la via de secrecion clasica; por lo tanto, se incrementa la
necesidad de vias alternativas de secrecion. Las proteinas secretadas por vias no
convencionales se dividen en dos categorias: las que carecen de péptido sefial (tienen
algun otro mecanismo de sefializacion) que son secretadas a través de poros en la
membrana plasmatica, a través de un transportador denominado “ABC” (transporta
péptidos acetilados y proteinas de apareamiento en levaduras) y por el sistema auto
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fagosoma/endosoma. La segunda categoria comprende proteinas con péptido sefial y/o
dominios transmembrana que pasan por el reticulo endoplasmico, pero evitan el aparato de
Golgi para ser secretadas (Rabouille, 2017). Diferentes proteinas han sido reportadas
extracelulares aun sin tener evidencia de péptido sefial. Por ejemplo, la proteasa aspartica
(PepN) de Aspergillus niger es secretada por mecanismos no convencionales cuando existe
limitacion por fuente de carbono (Wang et al., 2008). Aunque los mecanismos de secrecion
de PepN son desconocidos, se descarta la secrecibn no convencional mediada por
autofagosomas como en el caso de la proteina de unién a acil-CoA (acbl) en levaduras
(Burggraaf, Punt and Ram, 2016).

La glutation reductasa es responsable de mantener el suministro de glutation reducido. En
su estado reducido, el glutation es clave para mantener el control de las especies reactivas
de oxigeno dentro de la célula (Couto, Wood and Barber, 2016). Esta enzima tiende a
acumularse en regiones donde hay alto flujo de electrones (donde las especies reactivas
son generadas). En bacterias, es comun encontrar glutation reductasa en el espacio
periplasmico asociada a la membrana interna y también de forma extracelular (Couto et al.,
2015). En hongos es comun encontrarla en el citoplasma y en organelos como la
mitocondria (Couto et al., 2013), y reticulo endoplasmico (Chakravarthi, Jessop and Bulleid,
2006). Sin embargo, se ha encontrado secretada por diferentes hongos del género
Aspergillus: A. niger (Lu et al., 2010), A. brasiliensis (Salgado-Bautista et al., 2020), A.
terreus (Adav, Ravindran and Sze, 2013), etc., y aunque se desconoce su funcién en el
exterior de la célula, al acumularse en el reticulo endoplasmico de A. brasiliensis, su
secrecion pudo haber sido inducida por estrés en este organelo. También, se ha reportado
que su presencia puede estar asociada a lisis celular (Lu et al., 2010) y asociada a otras
oxidorreductasas extracelulares (peroxidasas y celobiosa deshidrogenasa) durante la
hidrdélisis de lignina por A. terreus en cultivos sélidos con aserrin como sustrato (Adav,
Ravindran and Sze, 2013). La glucosamina 6-fosfato N-acetil transferasa cataliza la sintesis
de N-acetilglucosamina-6-fosfato, molécula intermediaria en la via de la Uridina difosfato N-
acetil glucosamina cuyo producto final es usado para la sintesis de quitina (Hurtado-
Guerrero et al., 2008). Al ser una enzima clave para mantener la estructura de la pared
celular (Latgé et al., 2005), pudo ser secretada por A. brasiliensis debido a la constante
sintesis y remodelado de la pared celular durante el crecimiento del hongo (Salgado-
Bautista et al., 2020).

A pesar de que esperamos que todas las proteinas extracelulares deben tener una

secuencia péptido sefial o que son secretadas por mecanismos no convencionales, es
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comun encontrar en el secretoma proteinas que tipicamente son intracelulares cuya
explicacion esta dada por probable ruptura celular (Li, Peng and Chen, 2013). En el
presente trabajo se minimiz6 la posibilidad de obtener proteinas tipicamente intracelulares
en el secretoma siguiendo la metodologia descrita por Salgado et al. (2020) que consistié
en tomar las muestras en un estado fisiolégico de no envejecimiento celular y siendo
cuidadosos durante el procesamiento de las muestras. Sin embargo, en la clasificacion de
proteinas Unicas es donde se encuentran proteinas secretadas que tipicamente son
intracelulares (16 proteinas). De forma interesante, la concentracion de sacarosa tiene
influencia directa en el nUmero de proteinas secretadas que comunmente son intracelulares
(1 proteina de 20 g/L, 3 proteinas de 40 g/L y 12 proteinas de 60 g/L). La transaldolasa
(enzima Unica de 20 g/L de sacarosa) participa en la fase no oxidativa de la via de las
pentosas (Samland et al., 2012). La malato deshidrogenasa (enzima Unica de 40 g/L de
sacarosa) cataliza la Inter conversién de malato y oxalacetato utilizando las coenzimas
NAD/NADH. En células eucariotas existen al menos dos isoformas de esta enzima, una que
participa de forma directa en el ciclo de Krebs y otra citosélica que funciona como lanzadera
de malato y oxalacetato a través de la membrana mitocondrial (Minérik et al., 2002).
Mientras que con 20 y 40 g/L de sacarosa se secretan proteinas tipicamente intracelulares
asociadas al metabolismo central de carbohidratos, con 60 g/L de sacarosa las proteinas
secretadas que comunmente son intracelulares son principalmente antioxidantes
(tiorredoxina, proteina de unién a FAD/NAD, tiorredoxina reductasa, Cu/Zn SOD vy
peroxirredoxina). De este modo, podemos interpretar que con concentracion baja de fuente
de carbono (20 g/L) el metabolismo se dirige hacia la generacion de intermediarios para la
sintesis de ADN a través de la via de las pentosas (6-fosfogluconato deshidrogenasa al
igual que la transaldolasa es producida con 20 g/L de sacarosa; solo que la primera se
encontrd de forma intracelular). Cuando la concentracién de sacarosa se duplica (40 g/L),
el metabolismo se dirige hacia la generacion de energia y produccion de intermediarios para
la sintesis de aminoacidos. Cuando la concentracién es de 60 g/L de sacarosa, el
metabolismo es dirigido hacia la proteccién celular del estrés oxidativo. No debemos
descartar la posibilidad de que todas estas proteinas carentes de péptido sefial y que no
fueron secretadas por mecanismos no convencionales pudieron haber sido transportadas
al exterior de la célula mediante vesiculas o exosomas (Kowal, Tkach and Théry, 2014) y
una vez fuera de la célula pueden también tener funciones moonlighting involucradas en la
adhesion a células huésped durante la patogenicidad o como receptores de proteinas en la

superficie celular (Amblee and Jeffery, 2015).
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Por otro lado, el 35% de las proteinas Unicas son enzimas (15 extracelulares, 19
intracelulares y 11 “Extra-Intra”). De las cuales, nueve, cuatro y seis, respectivamente estan
involucradas en el metabolismo de carbohidratos (clasificacion CAZy). Dentro de las
enzimas CAZy, ocho con funcién oxidorreductasa estan clasificadas como actividades
auxiliares (AA) del metabolismo de carbohidratos y siete glicosil hidrolasas (GH) de las
cuales, una invertasa (GH32) y la malato deshidrogenasa (GH4) estan directamente
asociadas al metabolismo de la sacarosa (Figura 32). La glucosa oxidasa es la enzima con
mayor concentracién en el grupo de enzimas CAZy (0.28 Sp/mL). Se encontré en el
proteoma de A. brasiliensis en el grupo “Extra-Intra”. Sin embargo, es una enzima que
cuenta con péptido sefial y el gen que codifica para esta enzima es homadlogo a uno de los
tres genes de A. niger que codifican para glucosa oxidasa extracelular (Pel et al., 2007). La
glucosa oxidasa participa en la oxidacion extracelular de la glucosa, especificamente
cuando la concentracion de la fuente de carbono (maltosa) es superior a 20 g/L (Lu et al.,
2010). Como productos de la oxidacion extracelular de la glucosa se obtienen &cido
gluconico y peroxido de hidrogeno (Wohlfahrt et al., 2004). El &cido gluconico
posteriormente es incorporado y metabolizado en la via de las pentosas (Lu et al., 2010;
Stincone et al., 2015), mientras que la remocién del peréxido de hidrégeno es mediada por
la catalasa y peroxidasas (Li, McNeil and Harvey, 2008), lo cual respalda la presencia de
catalasa y peroxirredoxina en el proteoma de A. brasiliensis. La malato deshidrogenasa
(0.04 Sp/mL) y la invertasa (0.01 Sp/mL) estan 7 y 28 veces menos concentradas que la
glucosa oxidasa, respectivamente (Figura 32). En este contexto, se puede interpretar
nuevamente que la via de las pentosas esta activa ya que la invertasa es la primera enzima
que participa en el metabolismo de la sacarosa, hidroliza el enlace fructosa-glucosa de la
sacarosa (Nadeem et al., 2015) y una vez que se encuentra disponible la glucosa en el

medio, esta es oxidada a acido glucénico.
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Figura 31. Clasificacion CAZy de las enzimas Unicas del proteoma de A. brasiliensis en CML.

Segun la funcién principal de las proteinas Unicas (Figura 33A), el 34% (44 proteinas) esta
asociado a componentes (nucleo, ribosoma, membrana, pared celular) o procesos celulares
(transcripcion y regulacién). El 14% (18 proteinas) tienen funcién asociada a procesos redox
y respuesta a estrés. Entre las proteinas asociadas al metabolismo de carbohidratos (14
proteinas, 11%), la invertasa esta directamente asociada al metabolismo de la sacarosa y
algunas enzimas participan en las vias metabdlicas centrales: la isocitrato deshidrogenasa
y la malato deshidrogenasa (ciclo de Krebs) y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa y la
transaldolasa (via de las pentosas fosfato). El 7% (9 proteinas) estan asociadas al
transporte, el 9% (11 proteinas de las cuales tres son dominios con funcién desconocida
(DUF) son proteinas no caracterizadas, el 7% (9 proteinas) son proteinas de los complejos
de la cadena respiratoria, asociadas al metabolismo energético , el 9% (11 proteinas) fueron
clasificadas como miscelaneas por tener funciones diversas, asociadas a metabolismos
como el de antibidticos (proteina que contiene el dominio ABM), vitaminas (biotina sintasa)
e hidrocarburos (enzima lactonizante 3-carboxi-cis, cis-muconato). Un namero bajo de
proteinas (12) correspondiente al 9% del total de proteinas Unicas estd asociado a
diferentes metabolismos como el de aminoacidos, proteinas/protedlisis, lipidos y
nucleétidos. La distribucién de proteinas Unicas en términos de su abundancia segun el
metabolismo o proceso es diferente que si solo nos basamos en el nimero de proteinas

(Figura 33B). A pesar de que componente/proceso celular comprende el mayor nUmero de
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proteinas (Figura 33A), éstas no son realmente abundantes. Basandonos en la abundancia,
el grupo de proteinas Unicas mas abundante es el asociado al metabolismo redox/estrés
seguido de las proteinas del metabolismo energético. Con 60 g/L de sacarosa hay mayor
abundancia de proteinas Unicas del metabolismo redox/estrés, lo cual sugiere que bajo
estas condiciones hay elevada concentracion de especies reactivas de oxigeno y esta
asociado con la elevada concentracion de la fuente de carbono (Salgado-Bautista et al.,
2020).

A Componente/proceso celular 44,
Redox/estrés 13
Carbohidratos |[Se e
Sin caracterizar |
Miscelaneos [l
Transporte |[lscul
Energia [SSSSSl
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Figura 32. Clasificacién de las proteinas Unicas en el proteoma de A. brasiliensis en CML. A)
numero de proteinas en funcién del metabolismo o proceso bioldgico en que participan, B) cuenta
espectral ponderada de las proteinas en funcién del metabolismo o proceso biol6gico en que

participan.

La alta concentracion de sacarosa (60 g/L) permite mayor secrecion y diversidad de
proteinas Unicas extracelulares (Tabla A11l). Mientras que, con la concentracién mas baja
de sacarosa evaluada (20 g/L) se obtiene la mayor cantidad y diversidad de proteinas
Unicas intracelulares (60 proteinas) principalmente asociadas a procesos y componentes
celulares. Lo cual sugiere que con concentracién baja de sustrato es muy activo el
crecimiento y duplicacion celular de A. brasiliensis. Pero, con concentracion alta de sustrato,
se activan otros metabolismos principalmente asociados a la respuesta a estrés y procesos

redox.
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9.6.2. Proteinas abundantes no reguladas

El 7.7% del proteoma de A. brasiliensis en CML (73 proteinas) son proteinas abundantes
no reguladas (Tabla A12). Todas las proteinas estan presentes en las 3 concentraciones
de sacarosa evaluadas (20, 40, 60 g/L). Segun su ubicacion en la célula, 14 proteinas son
extracelulares, 54 proteinas son intracelulares y 5 proteinas se encuentran en el grupo
denominado “Extra-Intra”. Todas las proteinas extracelulares presentan evidencia que
respalda su secrecidn al exterior de la célula: 13 tienen secuencia péptido sefial (una glicosil
hidrolasa est4 anclada a la membrana celular) y solo una proteina es secretada por
mecanismos no convencionales. Por el contrario, ninguna de las 54 proteinas intracelulares
cuenta con evidencias de secrecion. La Cu/Zn SOD es la Unica de las proteinas del grupo
“Extra-Intra” que no cuenta con evidencias de secrecion. En mamiferos la Cu/Zn SOD es
extracelular y previene del dafio por especies reactivas de oxigeno a las células y tejidos
(Fattman, Schaefer and Oury, 2003). Dada su importancia bioldgica, se ha estudiado el rol
de las SODs en A. fumigatus y se cree que podrian ser factores de virulencia putativos de
éste patdogeno (Lambou et al., 2010). Por lo tanto, La Cu/Zn SOD extracelular de A.
brasiliensis podria tener funcién moonlighting y estar asociada a la patogenicidad aparte de
detoxificar a las células de los aniones superoxido.

El 26% de las proteinas abundantes no reguladas en el proteoma de A. brasiliensis en CML
son enzimas, (11 extracelulares, 4 intracelulares y 4 “Extra-Intra”). De las cuales, nueve,
una y una, respectivamente estan involucradas en el metabolismo de carbohidratos
(clasificacion CAZy). Dentro de las enzimas CAZy (Figura 34), una oxidorreductasa GMC
(ortélogo de glucosa oxidasa en otras especies de Aspergillus) esta clasificada como
actividad auxiliar (AA3_2) del metabolismo de carbohidratos. Las 10 enzimas restantes son
glicosil hidrolasas de las cuales, la exo-inulinasa (GH32) es la tercera enzima mas
abundante de este grupo y esta directamente asociada al metabolismo de la sacarosa. La
exo-inulinasa al ser una enzima abundante pero no regulada en el proteoma de A.
brasiliensis en CML, da soporte a las afirmaciones de los resultados de actividad enzimatica
(seccién 9.2) donde mencionamos que no hay efecto negativo en la actividad inulinasa
debido al incremento en la concentracion de sacarosa y, por lo tanto, no hay represion
catabdlica de la inulinasa en CML bajo las condiciones estudiadas. El resto de las enzimas
CAZy participan en el metabolismo de carbohidratos complejos (almidon, xilano y
glucosaminoglicano). La glucoamilasa (GH15) se encontr6 tanto extracelular como
intracelular. La glucoamilasa es la enzima mas eficientemente secretada por A. niger y el

gen que codifica para su sintesis (glaA) es inducido principalmente por almidon y sus
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productos de hidrdlisis (entre ellos la glucosa) (Ganzlin and Rinas, 2008). Basados en lo
anterior, es probable que en el proteoma de A. brasiliensis, la glucoamilasa fuera inducida
por glucosa. Del mismo modo, estd comprobado que diferentes carbohidratos cuya
estructura se basa en unidades de glucosa (celulosa, celobiosa y maltosa) y la fructosa son
efectivos inductores de xilanasas y glucanasas (Kumar and Naraian, 2019). Por lo tanto,
esto ayuda a explicar la presencia abundante pero no regulada de las xilanasas (GH11 y
GH10), la 1,4-beta-D-arabinoxilano arabinofuranohidrolasa (GH62) y endoglucanasa
(GH12).

Como ya mencionamos, la enzima que contiene el dominio HABP4_PAI-RBP1, miembro
de las glicosil hidrolasas familia 13 (GH13_25) es una de las 10 proteinas mas abundantes
en todo el proteoma. Es una proteina intracelular que est4 presente en las tres
concentraciones de sacarosa evaluadas (20, 40 y 60 g/L). Por lo tanto, su participacion
durante la divisién celular, transcripcion y estabilidad de ARNm es requerida en los cultivos
de A. brasiliensis independientemente de la concentracion de sacarosa en el medio.

GH13 25 I—

GH15
GH32
GH11
GH17

GH5_5

GH62
GH10
GH12
AA3 2

GH13 1

Familiade enzimas (CAZy)

0.0 0.5 1.0 15 2.0
Cuenta espectral ponderada (Sp/mL)

Figura 33. Clasificacion CAZy de las enzimas abundantes no reguladas del proteoma de A.

brasiliensis en CML.

Segun la funciéon principal de las proteinas abundantes no reguladas (Figura 35A), las
proteinas extracelulares abundantes no reguladas son principalmente del metabolismo de
carbohidratos, mientras que las intracelulares son asociadas principalmente a procesos y
componentes celulares. El 36% (26 proteinas) esta asociado a componentes (nucleo,
ribosoma, membrana, pared celular) o procesos celulares (transcripcion y regulacion). El
18% (13 proteinas), el 16% (12 proteinas) y el 15% (11 proteinas) son proteinas con
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funciones miscelaneas, del metabolismo energético y de carbohidratos, respectivamente.
Las proteinas clasificadas como miscelaneas tienen funciones diversas, asociadas a
patogenicidad (Proteina de respuesta a antibiéticos similar a CipC) y el metabolismo de
acidos grasos (Acil-CoA tioesterasa Il). Todas las proteinas que participan en el
metabolismo energético forman parte de los complejos de la cadena respiratoria
(citocromos y ATP sintasa). De las proteinas asociadas al metabolismo de carbohidratos,
la exo-inulinasa participa en el metabolismo directo de la sacarosa y la piruvato carboxil
transferasa (enzima del ciclo de Krebs) es la encargada de transformar el piruvato en
oxalacetato dando inicio al ciclo de Krebs. Mientras que el 15 % restante corresponde con
proteinas asociadas al metabolismo de proteinas/protedlisis (4 proteinas), transporte (3

proteinas), redox/estrés (2 proteinas) y 2 proteinas sin caracterizar.

A Componente/proceso celular .ﬁ
Miscelaneos #
Energia #

Carbohidratos
Proteinas/protedlisis

Transporte
Sin caracterizar
Redox/estrés

Metabolismo/Proceso

Aminodcidos 0
Lipidos 0
Nucledtidos 0

0 5 10 15 20 25 30
Numero de proteinas

Componente/proceso celular 21.29
Energia

Misceldaneos
Carbohidratos
Redox/estrés
Proteinas/protedlisis
Transporte
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Metabolismo/Proceso

Aminodcidos
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0 4 8 12 16 20 24
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Figura 34. Clasificacion de las proteinas abundantes no reguladas en el proteoma de A.
brasiliensis en CML. A) numero de proteinas en funcién del metabolismo o proceso biolégico en que
participan, B) cuenta espectral ponderada de las proteinas en funcién del metabolismo o proceso

biologico en que participan.
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Aunque el nimero de proteinas abundantes no reguladas de algunos metabolismos es
menor que en otros, basandonos en la CEP (Figura 35B) podemaos comprobar que las
proteinas del metabolismo energético son mas abundantes que las proteinas clasificadas
como miscelaneas. De esto se puede interpretar que el crecimiento y respiracion de A.
brasiliensis se encuentran activos en mayor medida que el resto de los metabolismos. Del
mismo modo ocurre con las proteinas de procesos redox/estrés que, aunque son solo dos,
son un grupo de proteinas abundantes siendo la Cu/Zn SOD una enzima antioxidante

importante durante el crecimiento de A. brasiliensis.

9.6.3. Proteinas abundantes reguladas

El 8% del proteoma de A. brasiliensis en CML (76 proteinas) son proteinas abundantes y
estan reguladas. 70 de las 76 proteinas se encuentran presentes en las tres
concentraciones de sacarosa evaluadas (20, 40, 60 g/L). De acuerdo con su ubicacion en la
célula, 11 proteinas son extracelulares, 63 proteinas son intracelulares y solo 2 proteinas
se encuentran en el grupo denominado “Extra-Intra”. De las 11 proteinas extracelulares, 8
son enzimas y todas cuentan con secuencia péptido sefial que respalda su secrecion al
exterior de la célula. Adicionalmente, la 1,3-beta-glucanosiltransferasa es una enzima
asociada a la membrana celular. De las 65 proteinas restantes solo la proteina de
transferencia de fosfatidilinositol presenta evidencia de secrecion y sélo 10 son enzimas.
Segun la funcion principal de las proteinas abundantes reguladas (Figura 36A), el 45% (34
proteinas) esta asociado a componentes (ndcleo, ribosoma, membrana, pared celular) o
procesos celulares (transcripcion y regulacion). Las proteinas de esta categoria incluyen la
1,3-beta-glucanosiltransferasa, Histonas H4 y H2A, la proteina que contiene el dominio
ribosomal L23eN, la purina-citocina permeasa, la proteina que contiene el dominio Sm, la
proteina que contiene el dominio 14-3-3, la proteina que contiene el dominio YL1 _C y dos
isoformas de la proteina que contiene el dominio RRM el cual es un dominio de unién a
ARN (Shepard and Hertel, 2009). Todas estas proteinas varian en funcion, desde conferirle
estructura al ADN (cromatina) y regular la expresion génica, hasta participar en el proceso
de division celular, transcripcién y procesamiento del ARN. El 11% (8 proteinas) son
proteinas del metabolismo energético, principalmente componentes de los citocromos
(sobre-reguladas) y la ATP sintasa de la cadena respiratoria (bajo-regulada) excepto por la
subunidad G de la ATPasa vacuolar (ATPasa-V) (sobre-regulada) que es un complejo

proteico de membrana que funciona como bomba de protones al hidrolizar ATP. Esta es
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encargada de acidificar compartimentos intracelulares en células eucariotas lo que la vuelve
fundamental en diferentes procesos celulares (Vasanthakumar and Rubinstein, 2020).
Otro 11% (8 proteinas) corresponde con el metabolismo de carbohidratos. Aunque esta
reportado que en CML la sintesis de las enzimas inducibles es reprimida cuando la
concentracion de azlcar es mayor a 10 g/L, (Viniegra-Gonzalez and Favela-Torres, 2006),
la endo-inulinasa de A. brasiliensis esta sobre regulada, lo cual demuestra que bajo las
condiciones de CML evaluadas (20 a 60 g/L de sacarosa) no hay represion catabdlica en la
sintesis de ésta enzima aun cuando los productos de hidrdlisis de sacarosa son de mas
facil asimilacion y son considerados como represores (Rubio and Navarro, 2006). Cuatro
enzimas asociadas al metabolismo de carbohidratos participan en la glucdlisis. La
fosfoglicerato mutasa (reaccion 8) y enolasa (reaccion 9) son sobre-reguladas, mientras
que la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (reaccion 6) y fosfoglicerato quinasa
(reaccion 7) son bajo reguladas. El nivel de regulacién en estas 4 enzimas probablemente
este dado por acumulacion de su sustrato y mediante modificaciones postraduccionales
como la acetilacion-des acetilacion observada en enzimas de diferentes vias metabdlicas y
en la fosfoglicerato mutasa-1 (Hallows, Yu and Denu, 2012). Por lo tanto, la regulacién de
las cuatro enzimas no afecta la regulacién global de la via de la glucdlisis que esta dada en
las reacciones 1, 3y 10 (Nelson et al., 2009).

La categoria proteinas/protedlisis ocupa el 9% del total de proteinas con 7 proteinas
reguladas de las cuales tres participan en el catabolismo de proteinas y son sobre reguladas
(dos peptidasas y una proteina con dominio similar a la ubiquitina), otras dos proteinas
participan en el plegamiento de proteinas (una sobre-regulada y la otra bajo-regulada),
mientras que la subunidad beta del complejo asociado al polipéptido naciente (bajo-
regulada) previene de la interaccién inadecuada de los polipéptidos emergentes con otras
proteinas citoplasmaticas (Beatrix, Sakai and Wiedmann, 2000) y participa como sensor de
proteostasis que permite a la célula un mecanismo de regulacién en el que la traduccion es
controlada por el estado de plegamiento del proteoma celular y la respuesta celular al estrés
(Kirstein-Miles et al., 2013). El resto de las proteinas reguladas (24%) comprende proteinas
miscelaneas, sin caracterizar, redox/estrés, transporte y del metabolismo de nucleétidos.
Entre estas destacan la proteina antigénica que contiene el dominio Rick, asociada a
patogenicidad (bajo-regulada), la mucina-7 de resistencia a antifingicos (sobre-regulada),
una catalasa (sobre-regulada) relacionada con la respuesta a estrés y la adenilato quinasa

(sobre-regulada) que participa en el metabolismo de nucleétidos.
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La Figura 23a nos da un panorama general del nimero de proteinas abundantes reguladas
dependiendo del metabolismo o proceso. Sin embargo, en términos del nivel de abundancia
de las proteinas segun el metabolismo o proceso (Figura 36B) encontramos que las 7
proteinas clasificadas como proteinas/protedlisis en conjunto son ligeramente mas
abundantes que las 8 proteinas del metabolismo de carbohidratos. Aunque las proteinas
clasificadas como proceso/componente celular son las mas abundantes, recordemos que
el grupo comprende 34 proteinas, lo que significa que de forma individual su abundancia es
relativamente menor que las proteinas de otros grupos, por lo tanto, otros metabolismos
pueden estar mas activos.

De acuerdo con la pendiente resultante de graficar los valores normalizados de la CEP
(Tabla A13), 40 proteinas tienen regulacion positiva (sobre-reguladas) y 36 proteinas tienen
regulacion negativa (bajo-reguladas). Todas las proteinas extracelulares son sobre-
reguladas, lo cual significa que su presencia en el proteoma de A. brasiliensis incrementa
con la intensificacion en la concentracion de sacarosa. De estas proteinas destacan la
proteina con dominio peptidasa Al, la 1,3-beta-glucanosiltransferasa y la catalasa. Las
proteinas intracelulares sobre-reguladas pertenecen al citocromo ¢ oxidasa, la enolasay la
fosfoglicerato mutasa de la glucdlisis, la subunidad 2 del complejo de preplegamiento, la
proteina que contiene el dominio RRM, la subunidad G de la ATPasa-V, la adenilato

guinasa, entre otras.
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Figura 35. Clasificacibn de las proteinas abundantes reguladas en el proteoma de A.
brasiliensis en CML. A) nimero de proteinas en funcion del metabolismo o proceso biolégico en que
participan, B) cuenta espectral ponderada de las proteinas en funcién del metabolismo o proceso

biolégico en que participan.

Por otra parte, las proteinas cuya presencia en el proteoma de A. brasiliensis disminuye por
efecto de la concentracibn de sacarosa (bajo-reguladas) son todas intracelulares y
principalmente asociadas a procesos y componentes celulares (histonas H4 y H2A, la
proteina que contiene el dominio ribosomal L23eN, la proteina que contiene el dominio 14-
3-3 y una isoforma de la proteina que contiene el dominio RRM) lo cual sugiere que la
concentracion de sacarosa incide en el crecimiento de A. brasiliensis a través de la
transcripcion de genes y procesamiento del ARNm (Celona et al., 2011; Afroz et al., 2015).
Otras proteinas bajo-reguladas involucradas en otros metabolismos son la subunidad beta
del complejo asociado al polipéptido naciente, la ribosa/galactosa isomerasa y la proteina

antigénica que contiene el dominio Rick.
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10. CONCLUSIONES

10.1. Conclusion general

La identificacion y analisis del proteoma de Aspergillus brasiliensis permitié explicar las
diferencias fisioldgicas y enzimaticas por efecto del sistema de cultivo y la concentracion de
sacarosa; en particular, se demostré mayor complejidad en el proteoma de A. brasiliensis
en CMS, asi como mayor secrecion de proteinas. Este estudio demostré alta abundancia y
sobre-regulacion de enzimas degradadoras de carbohidratos en CMS. También permitié
corroborar que la produccién de inulinasa por A. brasiliensis es mayor a la de invertasa y
que la sintesis de inulinasa no esta sujeta a represion catabdlica ni en CMS ni en CML,
mientras gue la sintesis de invertasa es bajo-regulada en CMS. Mientras que en CMS el
metabolismo central de la glucosa esta activo, en CML, predominan procesos celulares
asociados con la replicacién y transcripcion de ADN, y la sintesis de pared celular. Este
hallazgo, junto con la regulacién de proteinas asociadas con componentes y procesos
celulares y los elevados niveles de produccion de CO, presentan nuevas evidencias para
proponer que en CMS el catabolismo predomina sobre el anabolismo.

10.2. Conclusiones parciales

e Aspergillus brasiliensis produce inulinasa e invertasa en medio minimo con sacarosa
como Unica fuente de carbono en CMS y CML, siendo la inulinasa la enzima
predominante.

e El incremento en la concentracibn de sacarosa aumenta la produccion y
productividad de inulinasa e invertasa sin represion catabdlica en ambos tipos de
cultivo.

e Latasa de produccion de CO, en CMS aumenta significativamente con el aumento
en la concentracion de sacarosa; la constante de inhibicién por sustrato demuestra

gue en CMS la inhibicién por sustrato es menor que en CML.
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El nimero de proteinas bajo-reguladas debido al aumento en la concentracion de
sacarosa es significativamente mayor en CML que en CMS.

La sintesis de enzimas que degradan polisacéridos es bajo-regulada en CMS con
60 a 180 g/L de sacarosa, mientras que con concentraciones menores a 60 g/L éstas
no son afectadas por la concentracion de sacarosa en ninguno de los sistemas de
cultivo.

El incremento en la concentracion de sacarosa favorece la regulacion positiva
(sobre-regulacién) de la endo-inulinasa y exo-inulinasa del proteoma de A.
brasiliensis en CML y CMS, respectivamente.

En CMS hay mayor produccion de enzimas antioxidantes que en CML y su sobre-
regulacion esta asociada con el incremento en la concentracion de ERO debida al
aumento en la concentracion de sacarosa.

A. brasiliensis mantiene activa la via de la ubiquitinacion en ambos sistemas de
cultivo, pero solo en CMS hay evidencia de que ésta activa la degradacion proteica
mediada por el proteasoma.

En CMS y CML hay presencia extracelular de proteinas que tipicamente son
intracelulares. Estas proteinas probablemente tienen funciones moonlighting

asociadas con la adhesion a soportes sélidos.

11. PERSPECTIVAS

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se sugieren las siguientes

perspectivas para la realizacion de estudios posteriores con A. brasiliensis.

Estudiar la ruta biosintética de nogalamicina en CMS.

Producir y caracterizar cianovirina en CMS.

Estudiar modificaciones postraduccionales de inulinasa en CML y CMS.

Estudiar la degradacion de cloro aromaticos en CMS y CML.

Caracterizar la mucina-7 para conocer como participa en la resistencia a

compuestos con actividad fungicida.

134



e Caracterizar la proteina 14-3-3 que es una de las proteinas mas abundantes en
CMS.
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13. ANEXOS

13.1. Anexo 1

Tabla Al.1. Produccion de acidos organicos por cultivo en medio solido y cultivo en medio liquido.

Produccion
) ) ) CMS: mg/g )
Producto Microorganismo Cultivo Sustrato Referencia
CMLSSS: g/L
CML: g/L
Acido citrico Aspergillus niger Céascara de yuca 49 g/L (Ajala et al., 2020)
o o Consorcio de Aspergillus ) )
Acido citrico ) ) ) Céscara de naranja 7.7¢g/L (zafar et al., 2020)
niger-Rhizopus stolonifer @
o o ) ) CMS Salvado de trigo: bagazo de cafia
Acido citrico Aspergillus awamori i 106.8 (Dezam et al., 2017)
de azlcar
Acido giberélico Fusarium moniliforme Pulpa de naranja 7.6 (De Oliveira et al., 2017)
Acido lactico Rhizopus oryzae Residuos de Sophora flavescens 40.8 g/L (Ma et al., 2020)
Acido oxalico Aspergillus niger ° Olote de maiz 123.0 mg/g (Mai, Lee and Choi, 2016)
. o Gibberella fujikuroi CMLSSS *  Pulpa de citricos y cascara de soja 0.3 (Camara et al., 2020)
Acido giberélico ) N ) ) o
Gibberella fujikuroi Pulpa de naranja 0.3 (De Oliveira et al., 2017)
Acido citrico Aspergillus niger Cascara de yuca 1.7 (Ajala et al., 2020)
Acido giberélico Gibberella fujikuroi Pulpa de naranja 0.2 (De Oliveira et al., 2017)
Lactobacillus amylovorus Licor de maiz/bagazo de mandioca 31.6 (Carpinelli Macedo et al., 2020)
Acido lactico ) CML Hidrolizados de residuos de )
Bacillus coagulans o 62.2 (Alexandri et al., 2020)
panaderia y jugo de alfalfa
Acido succinico Actinobacillus succinogenes @ Glucosa 17.5 (Gonzales et al., 2020)
Acido 3-hidroxipropiénico Pseudomonas denitrificans ® Acetato de sodio 1.7 (Zhou et al., 2020)

* CMLSSS: cultivo en medio liquido con sustratos soélidos suspendidos. a: Resultados reportados con condiciones de cultivo optimizadas. b:
microorganismo modificado (mutante).
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Tabla A1.2. Produccion de antibioticos y farmacos por cultivo en medio sélido y cultivo en medio liquido.

Producto Microorganismo Cultivo Sustrato Produccion Referencia
Lovastatina Aspergillus terreus 2 CMS Salvado de trigo 8.7 mg/gss (Al-Saman et al. 2021)
. . o . Salvado de arroz suplementado )
Griseofulvina Penicillium griseofulvum 2 9732.4 pg/g (Saykhedkar and Singhal, 2004)
con sacarosa
. o . Salvado de trigo y residuos de )
Compactina Penicillium brevicompactum 2 815 ug/g (Shaligram et al., 2008)
coco
CMS

. . . . (Kagliwal, Survase and Singhal,
Cefamicina C Nocardia lactamdurans Harina de soja 15.8 mg/g 2009)

- ; ; (Asagbra, Sanni and Oyewole,
Tetraciclina Streptomyces sp. Céascaras de mani 13.2 mg/g 2005)
Ciclosporina A Aspergillus fumigatus Maltosa 31.2 mg/L (Ismaiel, 2017)
Lovastatina Aspergillus terreus ° Almidoén soluble 952.7 mg/L (Jia et al., 2010)
Ciclosporina A Penicillium fellutanum Glucosa 16.2 pg/mL (Anjum, Azam and Irum, 2012)

. . - ) (Venkata Dasu, Panda and
Griseofulvina Penicillium griseofulvum 2 CML Sacarosa 1.2g/lL )
Chidambaram, 2003)

Compactina Penicillium citrinum 2° Glucosay glicerol 456.0 mg/L (Chakravarti and Sahai, 2002)
Pravastatina Penicillium chrysogenum 2° Glucosa 6.0 g/L (McLean et al., 2015)

Cefamicina C

Streptomyces clavuligerus

Sacarosa y glicerol

3640.0 ug/mL

(Martinez-Burgo et al., 2014)

a: Resultados reportados con condiciones de cultivo optimizadas. b: microorganismo modificado (mutante).
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Tabla A1.3. Produccién de biocombustibles por cultivo en medio sélido y cultivo en medio liquido.
Produccién

Producto Microorganismo Cultivo Sustrato @/ Referencia
g
Etanol Saccharomyces cerevisiae Astillas de morera de papel 63.9 (Wang et al., 2020)
Asociacion: Saccharomyces
cerevisiae, Scheffersomyces Residuos de frutas y i
Etanol * L . 0.3 (Estrada-Martinez et al., 2019)
stipitis, y Schwanniomyces CMS vegetales
occidentalis.
) Residuos de paja de )
Etanol Kluyveromyces marxianus 7.5 (da Silva et al., 2018)
carnauba
Butanol Clostridium sp. Desechos de comida 16.6 (Zhang et al., 2020)
Clostridium i (Kumar, Gujjala and Banerjee,
Butanol L Bambu 6.5
Beijerinckii 2 2017)
Acetona L . L CML 1.7
Asociacion: Clostridium beijerinckii- )
Butanol ) - Glucosa 4.8 (Cui et al., 2020)
Bacillus subtilis ®
Isopropanol 0.9
Biodiesel Rhodosporidium toruloides Cascara de naranja y glicerol  18.1 (Carota et al., 2020)

*. Resultados reportados en términos de mL de producto por g de sustrato (mL/g). a: Resultados reportados con condiciones de cultivo
optimizadas. b: microorganismo modificado (mutante).
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Tabla Al.4. Produccion de otros metabolitos por cultivo en medio sélido y cultivo en medio liquido.

Produccién
Producto Microorganismo Cultivo Sustrato CMS: mg/g Referencia
CML: g/L

Quercetina 0.2
Isébmero de catequina Aspergillus niger Céscara de manzana 0.6 (Gulsunoglu et al., 2020)
Eriodictiol 6.4
Isémero de catequina ) ) . i 1.4

o Aspergillus tubingensis Cascara de manzana (Gulsunoglu et al., 2020)
Eriodictiol 0.8
Acido galico 1.0
Catequina ) ) ) ) ) 0.4 )

) . Aspergillus niger CMS Harina de hoja de moringa (Feitosa et al., 2020)
Epicatequina 0.1
Galato de epigalocatequina 0.1
Quercetina ) 5.3

Monascus anka Hojas de morera (Guo et al., 2020)
Kaempferol 1.9
Acido 5-O-cafeoilquinico Lactobacillus helviticus @ Haba de soja 11.4 (Akpabli-Tsigbe et al., 2021)
o Pulpa de citricos y melaza de )
Aromas afrutados* Ceratocystis fimbriata . . 99.6 (Rossi et al., 2009)
cafia de azlcar
Pigmentos Aspergillus tamarii Glucosa 2.5 mg/L (Saravanan et al., 2020)
Eritritol Yarrowia lipolytica P Glucosa 148.0 (Qiu et al., 2020)
o ) ) ) Cascara de ragi y residuos de ) )
Polihidroxialcanoato Bacillus megaterium 2 iorviolf 0.4 (Israni and Shivakumar, 2020)
ajonjoli
CML
Surfactina Bacillus subtilis Residuos de mosto cervecero 0.2 (Nazareth et al., 2020)
) o Bacillus amyloliquefaciens ) )

Lipopéptidos A Glicerol 2.0 (Sharma, Singh and Verma, 2020)
Lipopéptidos Bacillus subtilis 2 Glucosa 2.4 (Sharma, Singh and Verma, 2020)

*. Resultados reportados en términos de pumol de producto por L de espacio vacio del reactor por g de sustrato (umol /L g). a: Resultados

reportados con condiciones de cultivo optimizadas. b: microorganismo modificado (mutante).
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13.2. Anexo 2
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Figura A2. Tasa de produccion de CO2 de A. brasiliensis cultivado en CMS y CML. Las flechas
rojas son el indicador del tiempo en el que se alcanza la tasa de maxima de produccion de CO:2 en
cada sistema de cultivo (tiempo de muestreo en cultivos para andlisis del proteoma). Las flechas
grises son el indicador del tiempo final del cultivo (tiempo de muestreo en cultivos para caracterizar
el crecimiento de A. brasiliensis y la produccién de inulinasa e invertasa en CMS y CML).

192



13.3. Anexo 3
1cm
1cm

1cm

Figura A3. Ejemplo de corte de cada carril de los geles SDS-PAGE previo a su digestion triptica.
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13.4. Anexo 4
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Figura A4. Ejemplo del procedimiento seguido para identificar la regulacion y el nivel de regulacion
de las proteinas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS y CML. a) Invertasa, R?
0.93; pendiente 1.14. Como R2>0.75 y la pendiente es positiva, la invertasa esta sobre-regulada. b)
a-L-arabinofuranosidasa B, R? 0.97; pendiente -0.43. Como R?>0.75 y la pendiente es negativa, la
a-L-arabinofuranosidasa B esta bajo-regulada. c) Proteina con dominio de unién a quitina tipo 1,
como R? <0.75, entonces no esta regulada.
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13.5. Anexo 5

Tabla A5. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa.

- — o =
Proteina ID-EF = ID-KEEG Proceso Funcion = Péptido go0e | oct Enzima CAzys  EC CEP " x10
biolégico ¢ molecular sefal (Sp/mL)
Proteinas extracelulares (20 g/L)
Proteina que contiene un dominio similar a la 0JJ74942 ANl 1 2538014  Redox OA - - - E AAB 1652  34.04
flavodoxina
Proteina no caracterizada 0JJ66775 - - - PS - Extra - - - 32.90
Tirosinasa * 0170280  ANI 1 82184 Shntesis de PsS . Exta  E B ; 31.03
pigmentos
Glicosil hidrolasa de pared celular YteR * 0JJ77241 ANI 738124 CMP HA PS CE Extra E GH105 - 24.74
Proteina no caracterizada 0JJ78081 - - - PS - Extra - - - 21.90
Hidrofobina 0JJ72436 ANI 412064 - SMA PS CE Extra - - - 20.81
Proteina que contiene dominio de ipo PCMH de 3577054 ANl 1 1304124 Redox oA PS CE - E AA7 - 19.45
unioén a FAD
Unién a
Proteina que contiene el dominio EF 0JJ70482 ANI 388164 iones de - PS CE - - - - 17.36
calcio
frotema de la familia dedos de zinc de tipo C3HC4 03367940 ANI 1 1376034 PCP : PS CE Extra ) B : 12.75
Alfa-1,3-glucanasa / mutanasa extracelular * 0JJ73318 ANI 1304074 CMP HA PS CE Extra E GH71 - 7.43
Proteinas extracelulares (40 g/L)
Regula
patogenicid
ad en
Proteina que contiene el dominio Cupin_2 0JJ67868 ANI_1 192174 hongos de - - - - - - - 41.71
plantas
(quercetinas
a)
Proteina no caracterizada 0JJ72271 ANI_1 160064 - - PS CE - - - - 24.68
Alfa-galactosidasa (EC 3.2.1.22) 0JJ73063 ANI 6054 CMP HA PS CE Extra E GH27 2'2'1'2 14.50
Proteina que contiene el dominio NACHT 0JJ66926 ANI 1698134 RBP PhA - - - - - - 9.35
Proteinas extracelulares (60 g/L)
Metiltransferasa dependiente de S-adenosil-L-
metionina * 0JJ72618 ANI 1822064 - TrA - - - - - - 137.50
Proteina que con,tlene el dominio de barril A/B de 01376704 . RS : : ) ) } B : 62.70
respuesta al estrés —_—
Proteina de unién a microtabulos HOOK3 * 073027  ANIL 1200064  AGeSOM PB PS CE Extta - - - 46.44
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74942
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2538014
http://www.cazy.org/AA6.html
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https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_82184
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http://www.cazy.org/GH105.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78081
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72436
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_412064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77054
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1304124
https://prosite.expasy.org/doc/PS51387/deshidrogenación%20de%20una%20variedad%20de%20metabolitos,%20en%20la%20transferencia%20de%20electrones%20desde%20y%20hacia%20los%20centros%20redox,%20en%20la%20emisión%20de%20luz,%20en%20la%20activación%20de%20oxígeno%20para%20las%20reacciones%20de%20oxidación%20e%20hidroxilación
http://www.cazy.org/AA7.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70482
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_388164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67940
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1376034
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73318
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1304074
http://www.cazy.org/GH71.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67868
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_192174
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72271
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_160064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73063
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_6054
http://www.cazy.org/GH27.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66926
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1698134
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72618
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1822064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76704
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73027
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1290064

Tabla A5. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa
(continuacion).

. Proceso Funcion Péptido . CEP N x10°
R N b f
Proteina ID-EF @ ID-KEEG biolégico © molecular ¢ sefal Sec ®© Loc Enzima CAZy9 EC (Sp/mL)
Proteina de unién a IgE * 0JJ74863 ANI_1 810014 Patogénesis PB PS CE Extra - - - 42.87
Proteina de la superfamilia facilitadora principal * 0JJ69686 - Tr TraA PS - Extra - - - 34.55
Proteina que contiene el dominio ACB 0JJ76458 ANI_1 400024 ST/RBP TrA - - Cito - - - 29.03
Proteina que contiene el dominio de tipo 4 que se 3374349 ANI 1 3184014 CMP HA PS CE Extra E AALE - 27.96
une a la quitina
Proteina no caracterizada (fragmento) 0JJ71776 - - - - - Mito - - - 26.46
Proteina que contiene el dominio SGNH_hydro 0JJ67146 ANI_1 1388184 LMP HA PS CE Extra E CE12 - 24.21
Proteina que contiene el dominio piridox_oxase_2 0JJ76984 ANI_1 358124 VMP OA - - Mito - - - 24.12
Proteina que contiene el dominio Sod_Cu 0JJ73793 ANI_1 1888074 RS OA PS CE Extra - - - 22.35
Factor de elongacion de traslacion subunidad 01374574 ANl 1 1304014 CPMP TRA : ) Mito ) B : 19.09
gamma eEF-1B *
Proteina gue contiene dominio de tipo PCMH de 03J75349  ANI_1 2110014  Redox OA PS CE Extra E AAT7 - 15.69
unién a FAD
Respuesta
Proteina que contiene dominio VOC 0JJ72168 ANI_1 166144 a - - - Mito - - - 15.14
antibidticos
Proteina que contiene el dominio DUF953 0JJ78129 ANI_1 2334094 - - - - Mito - - - 13.66
Proteina que contiene el dominio PKS_ER 0JJ68644 ANI_1 76154 CAAMP OA - - Cito - - - 12.15
Proteina que contiene el dominio Lipasa_GDSL 0JJ67907 - LMP HA PS - Extra E CE16 - 11.74
Proteina que contiene el dominio CBM1 0JJ77008 ANI_1 1252124 CMP - PS CE Extra E AA9 - 10.32
Endoglucanasa * 0JJ69424 ANI_1 634084 CMP HA PS CE Extra E AA11 - 10.1
Proteina que contiene el dominio WSC 0JJ66131 ANI_1 924034 RS/O0 - PS CE Extra - - - 9.33
Proteina que contiene el dominio Aamy 0JJ67685 ANI_1 1524104 CMP HA PS CMC Extra E (13H13 - 7.61
Proteinas intracelulares (20 g/L)
Proteina que contiene el dominio OO/RBP/V .
WD_REPEATS_REGION 0JJ71475 ANI_1 162184 MT/Tr SMA - - Cito - - - 55.82
Anhidrasa carbonica (EC 4.2.1.1) (Carbonato 0JJ68512  ANI 1 1308034 - LyA - - Mito E - 4211  47.90
deshidratasa)
ATP sintasa subunidad f * 0JJ78222 ANI_1 1176094 EM - - - Mito - - - 40.52
Dihidroxiacido deshidratasa * 0JJ70575 ANI_1 546164 CAAMP LyA - - Cito E - 4219 31.61
Deshidrogenasa de cadena corta * 0JJ69454 ANI_1 592084 LMP OA - - Cito E - - 26.43
Arginasa (EC 3.5.3.1) 0JJ76100 ANI_1 998024 CAAMP HA - - - E - 3531 24.88
Transportadora de fosfato * 0JJ72117 ANI_1 254144 Tr - - - - - - - 23.21
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https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_76154
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67907
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http://www.cazy.org/AA11.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66131
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_924034
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67685
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1524104
http://www.cazy.org/GH13_1.html
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68512
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1308034
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Tabla A5. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa
(continuacion).

Protefna ID-EF ID-KEEG ® Eirglgzsig e Z“JTSC%T o Eg’g;ildo Sece  Loc! Enzima CAZy9 EC (CsiF/)n: 510'3
ATP sintasa subunidad d, mitocondrial 0JJ69086 ANI 1 292134 EM TraA - - Mito - - - 21.50
;lé)'tjeiina que contiene el dominio HABP4_PAI- 01376144 ANl 1 920024 R RB : ) Nucl E 2-113 : 18.60
Proteina que contiene el dominio S10_plectina 0JJ73219 ANI_1 238054 - RB - - Mito - - - 17.92
ATP sintasa mitocondrial subunidad 4 * 0JJ71686 ANI_1 962144 EM TrA - - Mito - - - 17.79
Proteina ribosomal 60S L36 0JJ71330 ANI_1 384184 T SMA - - Mito - - - 17.71
Glutaredoxina 0JJ71492 ANI_1 136184 RBP/CH OA - - Mito - - - 16.32
Proteina que contiene el dominio PKS_ER 0JJ75401 ANI_1 2078024 - OA - - - - - - 16.61
Proteina que contiene el dominio AlcB 0JJ68494 ANI_1_1290034 patogénesis  TrA - - Pero - - - 13.90
Proteinas intracelulares (40 g/L)

Proteina que contiene el dominio SBDS 0JJ73284 ANI_1 1336074 RMP - - - - - - - 26.55
Subunidad alfa de la proteina protectora F actina 0JJ77910 ANI_1 722094 RBP PB - - - - - - 19.64
Proteinas intracelulares (60 g/L)

Cadena ligera de dineina 0JJ75068 ANI_1 500014 DMP HA/MA - - - - - - 62.93
Proteina relacionada con la autofagia 0JJ73023 ANI_1 1284064 (o]0} - - - Nucl - - - 57.29
Peptidilprolil isomerasa (EC 5.2.1.8) 0JJ76831 ANI_1 146124 CPMP 1A - - - E - 52138 44.47
Proteina ribosémica 40S S6 * 0JJ70964 ANI_1 960184 T SMA - - Mito - - - 28.97
zgff;?gnqg;’pcifa’;tif_“se&ggmi”io dehomologiade 55570013  ANI 1 906104  VMT/TY - - - - - - - 1857
Glutation peroxidasa 0JJ76007  ANI 1 1152024 RS OA ; ; Cito E - 1'511'1' 17.51
Proteina que contiene el dominio 4HBT 0JJ66669 - LMP - - - Mito - - - 17.32
Proteina del dominio R3H * 0J3J72119 ANI_1 250144 - RB - - Nucl - - - 16.73
Proteina que contiene el dominio peptidasa_M24 0JJ66387 ANI_1 992084 PCP PeA - - Nucl - - - 14.70
V-SNARE pggﬁg;’;go‘:ﬁ;“fié” de proteina A de 01167163  ANI 1 1364184 - . - - - - - - 14.70
Extra-intra (proteinas que se encuentran en 20 g/L de sacarosa de forma extracelular)

Glioxilato reductasa * 0JJ74804 ANI_1 924014 - OA - - Cito E - é.l.l.Z 632.24
Proteina que contiene el dominio aldo_ket_red 0JJ71865 ANI_1 680144 - OA - - Pero E - - 479.40
Glutatiéon S-transferasa * 0JJ65896 ANI_1 134064 SR TrA - - Mito E - 5'5'1'1 282.16
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69086
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_292134
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76144
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_920024
http://www.cazy.org/GH13_25.html
http://www.cazy.org/GH13_25.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73219
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_238054
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71686
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_962144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71330
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_384184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71492
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_136184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75401
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2078024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68494
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1290034
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73284
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1336074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77910
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_722094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75068
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_500014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73023
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1284064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76831
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_146124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70964
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_960184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70013
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_906104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76007
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1152024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66669
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72119
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_250144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66387
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_992084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67163
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1364184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74804
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_924014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71865
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_680144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ65896
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_134064

Tabla A5. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A.

(continuacion).

brasiliensis en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa

. Proceso Funcion Péptido . CEP N x10°
R N b f
Proteina ID-EF @ ID-KEEG biolégico © molecular ¢ sefal Sec ®© Loc Enzima CAZy9 EC (Sp/mL)
Aril-alcohol deshidrogenasa * 0JJ70406 ANI_1 268114 - OA - - - E AA3 2 - 262.20
Componente proteasoma PRE2 * 0JJ77579 ANI_1 246094 PCP HA/PeA - - - E - i'4'25' 129.75
Extra-intra (proteinas que se encuentran en 40 g/L de sacarosa de forma extracelular)
Proteina relacionada con Ras rab-11A * 0JJ74881 ANI_1 780014 RBP HA - - - E - - 470.00
Lisofosfolipasa (EC 3.1.1.5) 0JJ66342 ANI_1 126084 LM HA/LIA PS CMC Extra E - 3.1.15 261.79
Extra-intra (proteinas que se encuentran en 60 g/L de sacarosa de forma extracelular)
Nucleoésido difosfato quinasa (EC 2.7.4.6) 0JJ69367 ANI_1 746084 DMP TrA/IPKA - NCE - E - 2.7.4.6 4254.18
Chaperona molecular Hsp70 * 0JJ73019 ANI_1 2182064 PF/VMT/RS PB/HA PS CE Cito - - - 1243.16
Proteina de choque térmico 60, mitocondrial * 0JJ67308 ANI_1 642104 PF HA - - Mito - - - 1122.44
Superéxido dismutasa (EC 1.15.1.1) 0JJ71046  ANI 1 840184 - 0A ; ; Mito E ; 1'15'1' 350.87
Proteina que contiene el dominio de unién al hemo
del citocromo b5 0JJ77823 ANI_1_596094 - - - CMC - - - - 330.76
Proteina que contiene el dominio Ahal_N 0JJ71021 ANI_1 880184 RS ERA/PB - - - - - - 274.73
Proteina que contiene el dominio FAA_hidrolasa 0JJ75701 ANI_1 1620024 CAAMP HA - NCE Mito E - - 225.22
Proteina de la familia similar a GLE1 * 0JJ73815 ANI_1 506074 RBP PB - - Cito - - - 224.50
Subunidad reguladora de proteina quinasa
dependiente de AMPc 0JJ71961 ANI_1 524144 RBP ERA - - - - - - 208.63
Proteina que contiene dominio nitroreductasa 0JJ77397 ANI_1 972124 RC/RS OA - - - - - - 202.30
Subunidad alfa del componente piruvato . .
deshidrogenasa E1 (EC 1.2.4.1) 0JJ72971 ANI_1 1206064 CMP Acetil TrA - - Mito E - 1.24.1 200.14
Degradacio
Proteina que contiene el dominio DLH 0JJ69906 - n_de HA - - Mito - - - 178.92
hidrocarbur
0s
Bab GTPasa monomérica pequefia Rab7, putativo 01368194 ANI 1 264164 VMT HA : ) ) E ) : 143.40
Extra-intra (proteinas que se encuentran en 20 g/L de sacarosa de forma intracelular)
Endo-arabinasa * 0JJ68942 ANI_1 1374134 CMP HA PS CE Extra E :?(;_'43 - 845.40
Proteina que contiene el dominio NmrA 0JJ69032 ANI_1 1284134 CPMP/RBP PB - - - - - - 353.55
Proteina de la familia nuclear YL1 * 0JJ75468 ANI_1 1954024 TDT DB - - - - - - 124.21
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70406
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_268114
http://www.cazy.org/AA3_2.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77579
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_246094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74881
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_780014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66342
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_126084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69367
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_746084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73019
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2182064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67308
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_642104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71046
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_840184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77823
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_596094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71021
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_880184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75701
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1620024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73815
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_506074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71961
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_524144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77397
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_972124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72971
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1206064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69906
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68194
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_264164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68942
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1374134
http://www.cazy.org/GH43_30.html
http://www.cazy.org/GH43_30.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69032
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1284134
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75468
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1954024

Tabla A5. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60 g/L de sacarosa
(continuacion).

Protefna ID-EF ID-KEEG ® Eirglgzsig e Z“JTSC%T o Eg’g;ildo Sece  Loc! Enzima CAZy ¢ EC (CSE;n: L><)10'3
Extra-intra (proteinas que se encuentran en 40 g/L de sacarosa de forma intracelular)

Xilanasa D * 0JJ77705 ANI_1 432094 CMP HA PS CE - E (;fi - 274.35

Proteina de dominio F5 / 8 tipo C * 0JJ65941 ANI_1 1404064 CMP - PS CE Extra E CE14 - 146.62

Proteina due contiene dominio de ipo PEMH de 63065770 ANI 1 772034 VMP oA PS CE Pero  E AA7 - 113.77

-: Sin informacién. 2 Identificador del gen de A. brasiliensis en la base de datos EsemblFungi. ° Identificador del gen de A. niger (ortdlogo de A. brasiliensis),
compatible con base de datos KEGG y NCBI. ¢ Proceso biolégico en el que participan las proteinas, basado en ontologia genética (GO): (PF) plegamiento de
proteinas,(ST) transduccion de sefiales, (CAAMP) metabolismo de aminoé&cidos, (RMP) metabolismo de ARN, (OO) organizacion de organelos, (VMP) metabolismo
de vitaminas, (RBP) regulacion, (PCP) catabolismo de proteinas, (CMP) metabolismo de carbohidratos, (CPMP) modificacion de proteinas, (LMP) metabolismo de
lipidos, (RC) respuesta a quimicos, (CO) organizacién del citoesqueleto, (RS) respuesta a estrés, (DMP) metabolismo de ADN, (T) traduccion, (VMT) transporte
mediado por vesiculas, (TDT) transcripcion de ADN, (Tr) transporte, (CH) homeostasis celular. ¢ funcion molecular de las proteinas, basado en ontologia genética
(GO): (TraA) actividad de transporte, (PKA) actividad proteina quinasa, (SMA) actividad estructural, (ERA) regulador de actividad enzimatica, (OA) actividad
oxidorreductasa, (DB) unién a ADN, (PhA) actividad fosfatasa, (HA) actividad hidrolitica, (MA) actividad motora, (IA) actividad isomerasa, (PeA) actividad peptidasa,
(TRA) actividad reguladora de la traduccidn, (PB) unién a proteinas, (TrA) actividad transferasa, (RB) union a ARN, (LigA) actividad ligasa, (LiA) actividad lipasa,
(LyA) actividad liasa, (NA) actividad nucleotidil transferasa. ¢ Sec=Tipo de via de secrecion basado en “Pipeline computacional” de Vivek-Ananth y col. (2018): (CE)
secrecion clasica extracelular, (NCE) secrecion no clasica extracelular, (CMC) secrecion clasica membrana celular. f Loc= localizacion celular basada en el algoritmo
WoLF PSORT: (Extra) extracelular, (Cito) citosol, (Mito) mitocondria, (Nucl) nucleo, (Plas) membrana plasmatica, (Cis) citoesqueleto, (Ribo) ribosoma, (Pero)
peroxisoma. ¥ CAZy= Familias de enzimas CAZymes: (GH) glicosil hidrolasa, (AA) actividades auxiliares, (CBM) mddulos de union a carbohidratos, (PL) polisacarido
liasas, (CE) carbohidrato esterasas. " CEP= cuenta espectral ponderada, representa la sumatoria del nimero de espectros por mL de medio de cultivo de cada
proteina en las tres condiciones de concentracion de sacarosa estudiadas.
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77705
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_432094
http://www.cazy.org/GH43_34.html
http://www.cazy.org/GH43_34.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ65941
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1404064
http://www.cazy.org/CE14.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ65770
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_772034
http://www.cazy.org/AA7.html

13.6. Anexo 6

Tabla A6. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa.

- — - =
Proteina ID-EF @ ID-KEEG b Proceso Funcion -~ Péptido goie | oct Enzima  CAZys  EC CEP " x10
bioldgico ¢ molecular sefial (Sp/mL)
Proteinas extracelulares (60 g/L)
Metllt(an'sferasa dependiente de S-adenosil- 031J72618 ANI 1 1822064 ; A ) ) ) ) : } 137.50
L-metionina *
Proteina no caracterizada 0JJ73064 - - - PS - Extra - - - 80.38
Proteina que contiene el dominio
HEME_HALOPEROXIDASE 0JJ73116 ANI_1 422054 Redox OA PS CE Extra - - - 55.63
Proteina de union a IgE * 0JJ74863 ANI_1 810014 Patogenesis PB PS CE Extra - - - 42.87
Proteinas extracelulares (120 g/L)
Degradacion
Proteina que contiene el dominio EthD 0JJ75993 ANI_1 1182024 del etil terc- OA - - - E - - 136.10
butil éter
Proteina no caracterizada 0JJ65714 - - - - - Cito - - - 127.18
Proteina que contiene el dominio . 3541
desaminasa de tipo CMP / dCMP 0JJ75087 ANI_1 544014 ) B ) . Cito E . 3.5.4.21 75.41
Glucosido hidrolasa * 0JJ68513 ANI_1 444034 CMP HA - - - E GH1 3.2.1.21 53.80
Proteinas extracelulares (180 g/L)
Proteina no caracterizada 0JJ66434 - - - PS - Extra - - - 205.51
Proteina que contiene el dominio ACB 0JJ73307 ANI_1 1084034 ST/RBP TrA - - - - - - 155.88
Rrotelna que contiene el dominio del 01376544 ANI 1 250024 : oA ) : ) : : ) 124.42
citocromo ¢
Proteina que contiene un dominio similara 357494 AN 1 2538014  Redox oA - - - E AAG 1.6.5.2 112.62
la flavodoxina
Proteina que contiene el dominio EF-hand 0JJ76965 ANI_1 324124 ;ngggljolones - - - Nucl - - - 100.49
Protgma dela fainllla de la prolina 01368162 R CAAMP OA PS ; ) ; : ) 03.32
deshidrogenasa _—
Ribonucleoproteina nuclear pequefia Sm
D1 (proteina del nicleo SNRNP D1) 0JJ77865 ANI_1 666094 RMP - - - - - - - 74.96
Arabinogalactano endo-beta-1,4- 01J70722  ANI 1 798164  CMP HA PS CE Extra - GH53 32189 5226

galactanasa (EC 3.2.1.89) -
Proteina no caracterizada 0QJJ77419 ANI_1 1454134 - - - - - - - - 51.38
Proteina con dominio de la familia del factor

L p . 0JJ75261 ANI_1 2280014 DT - PS CE Extra - - - 48.90
de transcripcion especifico de hongos
Proteina de la familia del dominio tipo .
GIOES de alcohol deshidrogenasa * 0JJ72107 ANI_1 274144 Redox OA - - Cito - - - 43.97
Glutation S-transferasa * 0JJ72356 ANI_1 294064 RS/Redox TrA - - - - - - 41.38
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72618
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1822064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73116
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_422054
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74863
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_810014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75993
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1182024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ65714
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75037
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_544014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68513
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_444034
http://www.cazy.org/GH1.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66434
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73307
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1084034
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76544
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_250024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74942
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2538014
http://www.cazy.org/AA6.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76965
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_324124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68162
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77865
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_666094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70722
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_798164
http://www.cazy.org/GH53.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77419
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1454134
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75261
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2280014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72107
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_274144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72356
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_294064

Tabla A6. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa

(continuacion).

. Proceso Funcién Péptido ; CEP " x103
- N b f

Proteina ID-EF 2 ID-KEEG biolégico © molecular ¢ seal Sec ¢© Loc Enzima CAzZy9 EC (Sp/mL)
Proteinas intracelulares (60 g/L)
Proteina no caracterizada 0JJ74906 ANI_1 748014 - - - - - - - - 71.61
Malato sintasa (EC 2.3.3.9) 0JJ69071 ANI_1 320134 CMP TrA - - Pero E - 2.3.39 68.60
Proteina que contiene el dominio
GMC_OxRdtase N 0JJ70676 ANI 712164 - OA - - Pero E AA3 3 1.1.3.13 64.61
Acil-CoA deshidrogenasa mitocondrial * 0JJ74299 ANI_1 1752014 - OA - - Mito E - - 61.74
Proteina relacionada con la autofagia 0JJ73023 ANI_1 1284064 (I?éfﬂgpuauon - - Nucl - - - 57.29
Histona H3 0JJ73516 ANI 976074 - DB/PB - - Nucl - - - 55.92
Proteina de biogénesis de la pared celular * 0JJ76962 ANI_1 322124 - - PS CMC Extra - - - 53.56
Proteina de unién al ARN del dominio KH * 0JJ77844 ANI_1 1970094 DT RB - - - - - - 51.21
Proteina de union a puntos calientes de 0JJ76006  ANI 1 1150024 RMP DB/RB - - - - - - 50.34
recombinacion *
Subunidad épsilon del coatémero 0JJ73585 ANI_1 886074 VMT/Tr SMA - - - E GT41 - 45.83
Peptidilprolil isomerasa (EC 5.2.1.8) 0JJ76831 ANI 1 146124 CPMP 1A - - - E - 5.2.1.8 44.47
Coronina 0JJ76609 ANI_1 148024 VMT/Tr PB - - Mito - - - 41.18
Proteina que pontiene el dominio de unién 03371894 ANI 1 1726144 } R ) ; ) ; : ) 38.16
al hemo del citocromo b5
Proteina que contiene el dominio PKS_AT 0JJ75389 ANI_1 2056014 LMP OA/HA/TTA - - - E - 2.3.1.86 38.04
Pantoato - beta-alanina ligasa * 0JJ68212 ANI 1 232164 VMP LigA - - Mito E - 6.3.2.1 34.82
Proteina que contiene el dominio 0JJ73684  ANI 1 724074  LMP TrA - - - E - 2.3.1.7 33.80
carn_acyltransf
Proteina que contiene el dominio 0JJ77366  ANI 1 926124 - HA/LYA - - - E - - 33.09
amidohidro-rel
Proteina que contiene el dominio MSP 0JJ71384 ANI_1 292184 - - - - - - - - 32.50
Proteina que contiene el dominio DUF2433 0JJ78109 ANI_1 1024094 - - - - - - - - 32.45
quunldad de 21*kDa de NADH-ubiquinona 03176758 ANI 1 12124 : oA ) : ) : : ) 31.46
oxidorreductasa
SET proteina que contiene dominio 0JJ69166 ANI_1 1148134 CPMP TrA - - - E - 21.1.- 29.38
Proteina que contiene el dominio 0JJ73682  ANI 1 728074  CMP - - - - E GH9 - 29.10
Thioredox_DsbH
TENIA superfamilia hidrolasa * 0JJ77493 ANI 1572094 CAAMP HA - - - E - 3.1.3.96 28.94
Fn3_like proteina que contiene dominio 0JJ77452 ANI 24094 CMP HA PS CE Extra E GH3 3.2.1.21 28.72
Subunidad 5 del factor de especificidad de 03372112 ANl 1 1518144 RMP RB ) ) Cito ) : ) 27.45

escision y poliadenilacion
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74906
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_748014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69071
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_320134
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70676
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_712164
http://www.cazy.org/AA3_3.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74299
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1752014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73023
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1284064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73516
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_976074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76962
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_322124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77844
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1970094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76006
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1150024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73585
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_886074
http://www.cazy.org/GT41.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76831
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_146124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76609
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_148024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71894
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1726144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75389
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2056014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68212
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_232164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73684
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_724074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77366
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_926124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71384
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_292184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78109
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1024094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76758
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_12124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69166
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1148134
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73682
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_728074
http://www.cazy.org/GH9.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77493
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1572094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77452
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_24094
http://www.cazy.org/GH3.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72112
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1518144

Tabla A6. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa

(continuacion).

. Proceso Funcién Péptido ; CEP " x103
-| | b f
Proteina ID-EF 2 ID-KEEG biolégico © molecular ¢ seal Sec ¢© Loc Enzima CAzZy9 EC (Sp/mL)
Peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PP1asa) 43369935 ANI 1 1046104  PF/CPMP A - - Cis E - 52.18 26.08
(EC5.2.1.8)
Proteina de dominio La de unién a ARN * 0JJ73667 ANI_1 752074 RMP RB - - - - - - 25.54
Carboxipeptidasa * 0JJ74092 ANI 44074 CPMP TrA - - Cis E - - 23.92
. . . . 1.2.1.16
Succinato-semialdehido deshidrogenasa 01J71251  ANI 1 530184  CAAMP OA - - Cito E - 12179 2385
(EC 1.2.1.16) 15120
Subqnldad catalitica de acetiltransferasa N- 03374788 ANI 1 952014 CPMP TIA ) : ) E T4l ) 2333
terminal Natl *
Proteina gue contiene el dominio 0JJ77140  ANI 1 580124  VMP oA - - Plas E - 1435 22.84
PNP_phzG_C
Proteina que contiene el dominio 01070849  ANI 1 2024184 Tr PB - . - . - - 22.43
Thiamine_BP
(P;gtg’g"irg')" cis-trans isomerasa (PPIasa) 3566500  ANI 1 64104 CPMP IA/RB - - Nucl E - 52.18 21.85
Proteina de homeostasis de fosfato de 01176803  ANI 1 1044124 CH - - - Mito - - - 21.67
piridoxal (proteina de homeostasis PLP)
Proteina que contiene el dominio 01J71701  ANI 1 938144  CMP HA/TIA - - Mito E - 3121 20.92
acetilCoA_hyd_C
Dihidroxiacido y 6-fosfogluconato
deshidratasa * 01166921 ANI 1 908134 " - - - - E - 4.2.19 20.74
Proteina que contiene el dominio .
IU_nuc_hydro 0JJ73784 ANI 580074 - HA - - Cito E - - 20.07
Proteina que contiene el dominio suf 0JJ76140 ANI_1 2636024 RMP - - - - - - - 19.88
Proteina que contiene el dominio
aldo_ket_red 0JJ73575 ANI_1 906074 - OA - - Pero - R . 19.31
Proteina que contiene el dominio CinA 0JJ67476 ANI_1 54044 DMP HA - - Mito E - - 19.20
Proteina guinasa activada por mitbgenos ST/RBP/CPM ) : :
(EC 2.7.11.24) 0JJ73234 ANI 1432074 p PKA/TrA Nucl E 2.7.11.24 19.10
Ornitina aminotransferasa (EC 2.6.1.13) 0JJ71111 ANI 1 746184 CAAMP TrA - - Cito E - 2.6.1.13 18.41
Proteina que contiene el dominio de N- Relsislt,e_ncia a .
acetiltransferasa 0JJ74019 ANI 180074 ﬁl/lngbmtlcos/D TrA - - Cis E - 2.3.1.255 18.37
Proteina que contiene el dominio W2 0JJ67336 ANI_1 590104 T/RBP RB - - - - - - 17.89
Complejo de transcripcion CCR4-NOT, 0JJ72651  ANI_1 738064  RBP/TDT - - - - - - 17.86
subunidad 3 *
Proteina spliceosomal DIB1 0JJ76005 ANI_1 1148024 RMP - - - - - - 17.73
Proteina que contiene el dominio SurE 0JJ70562 ANI_1 524164 RS HA - NCE Cito - - - 17.71
Médulo Surp * 0JJ78278 ANI 2520094 RMP RB - - Mito - - - 17.63
Proteina que contiene el dominio 01368613  ANI 1 24154 TrA ; ; ; E ; 23223 1717

UBIQUITIN_CONJUGAT_2
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69935
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1046104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73667
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_752074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74092
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_44074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71251
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_530184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74788
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_952014
http://www.cazy.org/GT41.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77140
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_580124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70849
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2024184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66589
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_64104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76803
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1044124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71701
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_938144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66921
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_908134
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73784
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_580074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76140
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2636024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73575
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_906074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67476
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_54044
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73234
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1432074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71111
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_746184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74019
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_180074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67336
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_590104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72651
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_738064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76005
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1148024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70562
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_524164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78278
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2520094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68613
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_24154

Tabla A6. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa
(continuacion).

. Proceso Funcién Péptido ; CEP " x103
- -| b f
Proteina ID-EF 2 ID-KEEG biolégico © molecular ¢ seal Sec ¢© Loc Enzima CAzZy9 EC (Sp/mL)
'i"g“ie;g)*"ah'dmfo'am reductasa (EC 01169369  ANI 1 1512084 CAAMP oA - - - E - 15120  16.92
Proteina del dominio R3H * 0JJ72119 ANI_1 250144 - RB - - Nucl - - - 16.73
Proteina que contiene dominio de 01J75596  ANI 1 1768024 CH - - - - - - - 16.70
hemeritrina
Proteina que contiene el dominio 01J74243  ANI_1 1842014  Redox OA - - - - - - 16.19
Flavin_Reduct
Cistationina beta-sintasa (EC 4.2.1.22) 0JJ67492 ANI_1 354044 CAAMP LyA - - Cito E - 4.2.1.22 15.88
Proteina SEY1 (EC 3.6.5.-) 0JJ73730 ANI_1 652074 (e]e} HA - - - E - 3.6.5.- 15.76
Hidrolasa de ubiquitina carboxilo terminal :
(EC 3.4.19.12) 0JJ74456 ANI_1 1506014 CPMP HA/PeA - - Cis E - 3.4.19.12 15.70
Proteina que contiene el dominio PCI 0JJ73230 ANI_1 1440074 PCP/ST/RBP - - - - - - - 15.52
2.7.1.28
Dihidroxiacetona quinasa * 0JJ77344 ANI_1 890124 CMP TrA - - Cito E - 2.7.1.29 15.21
4.6.1.15
Proteina que contiene dominio AAA 0JJ76769 ANI_1 32124 RBP/PCP HA - - - - - - 15.21
Proteina que contiene dominio AAA 0JJ70754 ANI_1 826164 RBP/PCP HA - - - - - - 15.05
gi‘}tgﬂde elongacion de la transcripcion 0JJ71186  ANI 1 632184  RBP - - - Nucl - - - 14.96
Proteina gue contiene el dominio 01166387  ANI 1 992084 - PeA - - Nucl E - - 14.70

peptidasa_M24
Proteina que contiene dominio MUERTO * 0JJ78390 ANI_1 2604094 DMP HA/DB - - Nucl E - - 14.40

f’rotelna que contiene el dominio DUF1750 0JI77577 ANl 1 242094 : ~ R R R R B B 13.98
Proteina de degradacioén de fusién de

ubiquitina Ufd1 * 0JJ74911 ANI_1_ 740014 PCP - - - - - - - 13.85
Z’égﬁ:”a gue contiene dominio G de tipo 0JJ75500  ANI 1 1898024  Citocinesis - - - - - - - 13.83
Triptéfanil-tRNA sintetasa * 0JJ69524 ANI_1 1374084 .CI_:AAMP/RMP/ LigA - - - E - 6.1.1.2 13.63
Proteina que contiene dominio AAA 0JJ75610 ANI_1 1748024 RBP/PCP HA - - - - - - 13.47
Proteina que contiene el dominio 0J1J67340  ANI 1 582104  LMP - - - - E CEl2 - 13.00
SGNH_hydro

Proteinas intracelulares (120 g/L)

Citocromo c oxidasa chaperona de cobre 0JJ75616 ANI 1 3162024 Tr ~ R R R R R R 122.30
Cox17 *

Proteina que contiene el dominio CHCH 0JJ72383 ANI_1 1618064  Tr OA - - Mito - - - 65.31
Proteina de dominio UBX * 0JJ71385 ANI_1 290184 CPMP PB - - Nucl - - - 26.53
?fbunldad 7 del complejo del citocromo b- 03J71396 ANI 1 274184 : ~ R R R R R R 14.84
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69369
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1512084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72119
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_250144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75596
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1768024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74243
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1842014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67492
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_354044
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73730
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_652074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74456
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1506014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73230
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1440074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77344
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_890124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76769
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_32124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70754
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_826164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71186
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_632184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66387
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_992084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78390
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2604094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77577
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_242094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74911
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_740014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75500
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1898024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69524
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1374084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75610
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1748024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67340
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_582104
http://www.cazy.org/CE12.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75616
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_3162024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72383
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1618064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71385
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_290184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71396
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_274184

Tabla A6. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa

(continuacion).

. Proceso Funcién Péptido ; CEP " x103
- -| b f

Proteina ID-EF 2 ID-KEEG biolégico © molecular ¢ seal Sec ¢© Loc Enzima CAzZy9 EC (Sp/mL)
Proteina ribosomal 50S L12 * 0JJ70834 ANI_1 1168184 T SMA - - Mito - - - 14.68
Proteinas intracelulares (180 g/L)
Anhidrasa carbonica (EC 4.2.1.1) 01168512  ANI 1 1308034 - LyA ; ; Mito E ; 4211 149.53
(Carbonato deshidratasa)
Proteina similar a PRTasa * 0JJ69866 ANI_1 2240104 - - - - Cito E - 2429 70.70
Protglna de}fusipn de citosina desaminasa- 01368797 ANI 1 356154 } R ) ) ) E : 2429 57.78
uracilfosforribosiltransferasa *
Proteina que contiene el dominio dUTPasa 0JJ74975 ANI_1 640014 - HA - - Cito E - 3.6.1.23 55.80
SMP-30/ Gluconolaconasa / proteinade la 55574080 ANl 1 60074 CHIRSIRC - - - - E - - 50.80
familia de la region similar a LRE *
Proteina ribosémica 60S L35a * 0JJ75660 ANI_1 1684024 T SMA - - Mito - - - 47.71
Receptor de importacion de proteinas 01073485  ANI 1 1036074 Tr - PS CE - - - - 43.59
MAS20 *
Péptido hidrolasa (EC 3.4.-.-) 0JJ68625 ANI 46154 PCP HA/PeA PS CE - E - - 40.27
Proteina que contiene el dominio KOW 0JJ78189 ANI_1 1142094 T SMA - - Mito - - - 40.00
Subunidad de 299 kDa de NADH- 0JJ76214  ANI 1 810024 - 0A ; ; Mito ; ; ; 39.49
ubiquinona oxidorreductasa
Proteina Cap20 * asociada a patogenia 0JJ70643 ANI_1 658164 - - - - Cito - - - 38.72
Factor de iniciacion de la traduccion 0JJ75149  ANI 1 366014  RBP/T TIRB - - - - - - 35.97
eucariota 5A (elF-5A)
Proteina gue contiene el dominio DAO 0JJ71941 ANI_1 552144 - OA PS CE Extra E AA3 2 igg% 35.37
Proteina que contiene el dominio de la 01J71579  ANI 1 1146144 Tr TraA - - Mito - - - 33.91
cadena E de la ATP sintasa *
Proenzima S-adenosilmetionina 01J69351  ANI 1 778084 - LyA ; ; ; E - 41150  32.30
descarboxilasa *
Subunidad reguladora de quinasas
dependientes de ciclina 0JJ71512 ANI 1258144 RBP ERA - - Nucl - - - 31.93
Calmodulina * 0JJ70863 ANI 1116184 ST/RBP - - - Nucl - - - 31.41
Proteina ribosémica S19 * 0JJ71852 ANI 1 702144 T SMA/RB - - - - - - 30.59
Proteina ribosomal 60S L36 0JJ71330 ANI 1 384184 T SMA - - Mito - - - 29.71
Proteina ribos6mica 60S L11 * 0JJ71297 ANI 446184 T SMA - - Mito - - - 29.55
Proteina que contiene dominio de 0JJ78073  ANI 1 984094  RBP/CH OA - - Mito E - 111115  29.32
tiorredoxina
Subu_nldad alfa de la proteina que capsula 03377910 ANI 1 722094 RBP PB ) : ) : : ) 28.36
F-actina
Proteina que contiene el dominio HMA 0JJ71810 ANI_1 766144 Tr - - - Cis - - - 27.37
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70834
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1168184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68512
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1308034
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69866
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2240104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68797
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_356154
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74975
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_640014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74082
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_60074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75660
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1684024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73485
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1036074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68625
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_46154
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78189
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1142094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76214
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_810024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70643
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_658164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75149
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_366014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71941
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_552144
http://www.cazy.org/AA3_2.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71579
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1146144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69351
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_778084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71512
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1258144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70863
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1116184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71852
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_702144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71330
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_384184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71297
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_446184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78073
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_984094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77910
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_722094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71810
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_766144

Tabla A6. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa

(continuacion).

Protefna ID-EF ID-KEEG ® E{gﬁ)‘;g e Equor:glc?ﬂ o Spsggldo Sece  Loc Enzima CAZy9 EC (CsiF/)n: 510'3
ngrgiigf gue contiene un dominio similar 03170824 ANI 1 540074 : R ) : Extra : : } 26.33
NADH-Ublauinona oxidorreductasa 2LKDa - 03y78201  ANIL 1174004 - oA , - Mito - - . 26.12
Aldehido reductasa * 0JJ72775 ANI 1986064 CMP OA - - Pero - - - 25.82
GTPasa relacionada con la secrecion * 0JJ76753 ANI_1 124 VMT/Tr HA - - - - - - 25.62
?;Z‘;’;ﬁi%ﬂggffoswm reductasa de 0JJ77376  ANI 1 944124 - OA - - Cito E - 11741 22.32
z\lEit(::otzih;r;if)a-nucleétido adenililtransferasa 03377990 ANI 1 870094 : TrA/NA ) : ) £ : ;;;is 2291
proteina que cortiene el dominio de 0JJ68566  ANI 1 1348034 - HA - - Mito - - - 21.88
Glutamato descarboxilasa (EC 4.1.1.15) 0JJ73357 ANI 1 1216074 CAAMP LyA - - - E - 4.1.1.15 21.20
Proteina no caracterizada 0JJ73914 - - - - - - - - - 21.01
ng};“g‘f de respuesta a antibioticos similar 5575464 ANI 1 450064  Patogenesis - - - - - - - 20.47
Hidantoina racemasa * 0JJ73574 ANI_1 908074 CAAMP - - - - E - - 19.46
Agmatinasa * 0JJ75464 ANI 1960024 - HA PS - - E - 3.5.3.11 18.48
Proteina que contiene el dominio SBDS 0JJ73284 ANI_1 1336074 RMP - - - - - - 18.41
Subunidad de ATP sintasa f * 0JJ78222 ANI_1 1176094 Tr - - - Mito - - - 16.99
Proteina que contiene el dominio 4HBT 0JJ76797 ANI 1 88124 LMP HA - - Mito E - 3.1.2.- 16.25
Proteina de dominio IdgA * 0JJ75436  ANI 1 3344024 - HA/TIA - - Mito E - g:g:i:;g 15.98
Homdlogo de proteina GrpE 0JJ76551 ANI_1 238024 PF ERA/PB - - Mito - - - 15.17
Proteina gue contiene dominio de caja HMG  0JJ76086 ANI_1 1024024 T/RBP DB - - Nucl - - - 15.15
Proteina que contiene el dominio de 0JJ71814  ANI 1 760144 - TrA - - - E - 3L 1as
Proteina que contiene el dominio de la

cadena épsilon de ATP sintasa mitocondrial 0JJ67307 ANI_1 644104 Tr TraA/TrA - - Mito - - - 14.05
*

Proteina ribosémica 60S L38 * 0JJ71284 ANI_1 472184 T SMA - - Nucl - - - 13.87
;’g‘;‘g’r;aaﬁ_ufzgg”“e“e el dominio 03369249  ANI 1 14134 T SMA - - Mito - - - 13.59
';Lﬁ)?‘:i;‘:éqggmingdO”ed“Ctasa 01172089 AN 1 304144 - TraA - - - - - - 13.11
$L°§_'23Eg‘|‘g,\°l°”“e“e el dominio 0JJ74771  ANI 1 986014  RBP . ; ; ; E GT4l - 13.03
gg’m‘j%‘ﬁfo”“e”e el dominio 0JJ73996  ANI 1 1680074 LMP - - - - E CE3 - 13.00
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70824
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_540074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78221
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1174094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72775
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1986064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76753
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77376
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_944124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77990
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_870094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68566
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1348034
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73357
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1216074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73914
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72464
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_450064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73574
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_908074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75464
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1960024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73284
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1336074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78222
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1176094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76797
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_88124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75436
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_3344024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76551
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_238024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76086
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1024024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71814
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_760144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67307
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_644104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71284
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_472184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69249
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_14134
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72089
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_304144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74771
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_986014
http://www.cazy.org/GT41.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73996
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1680074
http://www.cazy.org/CE3.html

Tabla A6. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa

(continuacion).

. Proceso Funcién Péptido ; CEP " x103
- | b f
Proteina ID-EF 2 ID-KEEG biolégico © molecular ¢ seal Sec ¢© Loc Enzima CAzZy9 EC (Sp/mL)
Glicosil hidrolasa * 01J72091  ANI 1 300144  CMP HA - - - E ol 12.97
Extra-intra (proteinas que se encuentran en 60 g/L de sacarosa de forma extracelular)
Proteina que contiene el dominio ADF-H 0JJ77148 ANI_1 596124 CPMP PB - - Cito - - - 367.00
Extra-intra (proteinas que se encuentran en 120 g/L de sacarosa de forma extracelular)
Proteina que contiene un dominio similara 3576179 ANI 1 964024 T SMA - - Nucl . . . 1051.95
la ubiquitina
Proteina no caracterizada 0JJ73826 ANI_1 488074 - TRA/RB - - Cito - - - 1030.67
1P_:otema que contiene el dominio G de tipo 01376227 ANI 1 790024 T HA ) : Cito B B ) 762.67
(P;gt;’g"fg')" cis-trans isomerasa (PPIasa) 5379859  ANI 1 1026064  PF/CPMP IA - - Cito E - 5.2.1.8 756.32
Proteina que contiene un dominio similar a ;
la guanilato quinasa 0JJ74104 ANI_1 1580074 - TrA - - Mito E - 27438 411.45
Proteina que contiene el dominio 0JJ71865  ANI 1 680144 - oA - - Pero E - - 311.08
aldo_ket_red
ggﬁema due contiene el dominio de union @ 3377481 ANI 1 76094 - TrA - - - E - 2338 208.37
Glutatién S-transferasa * 0JJ65896 ANI_1 134064 RS TrA - - Mito E - 2.5.1.18 202.73
Degradacion
Proteina que contiene el dominio EHN 0JJ72085 ANI_1 312144 de éteres de HA - - Mito E - 3.3.29 192.45
hidrocarburos
Proteina que contiene el dominio de
pribosiltrano 0JJ67239 ANI_1 2124184 - TrA - - - E - 2.4.2.10 189.39
?S"ibgg'f;‘d beta del proteasoma (EC 0JJ66751  ANI 1 174114  PCP HA/PeA - - - E - 34251 18524
Proteina que contiene el dominio HIT 0JJ73221 ANI_1 242054 - HA - - Pero E PL6 - 185.15
Extra-intra (proteinas que se encuentran en 180 g/L de sacarosa de forma extracelular)
Proteina que pontlene el dominio de unién 03171458 ANI 1 186184 : R ) : ) : : ) 54203
al hemo del citocromo b5
;'gzgel)s“b“”'dad alfa del proteasoma (BC 15576116 ANl 1 070024  PCP HA/PeA - - - E - 34251  466.25
;'gzgel)s“b“”'dad alfa del proteasoma (EC 5579306 ANl 1 246064  PCP HA/PeA - - - E - 34251  408.04
Proteina similar a HAD * 0JJ66415 ANI_1 952084 CAAMP/RC HA - - - - - - 376.48
Proteina ribosémica S13 * 0JJ73363 ANI_1 1206074 T SMA/RB - - Mito - - - 347.42
Proteina de la familia NAP * 0JJ69449 ANI_1 600084 00 - - - - - - - 321.91
Anhidrasa carbonica (EC 4.2.1.1) 0JJ69632  ANI_1 1282084 - LyA - - Mito E - 4211 257.01

(Carbonato deshidratasa)
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72091
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_300144
http://www.cazy.org/GH5_12.html
http://www.cazy.org/GH5_12.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77148
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_596124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76119
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_964024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73826
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_488074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76227
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_790024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72859
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1026064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74104
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1580074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71865
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_680144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77481
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_76094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ65896
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_134064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72085
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_312144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67239
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2124184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66751
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_174114
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73221
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_242054
http://www.cazy.org/PL6.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71458
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_186184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76116
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_970024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72326
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_246064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66415
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_952084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73363
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1206074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69449
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_600084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69632
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1282084

Tabla A6. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa

(continuacion).

. Proceso Funcién Péptido ; CEP " x103
- N b f

Proteina ID-EF 2 ID-KEEG biolégico © molecular ¢ seal Sec ¢© Loc Enzima CAzZy9 EC (Sp/mL)

Proteina que contiene el dominio ADF-H 0JJ75191 ANI_1 302014 RBP PB - - Nucl - - - 177.34

Acetil-coenzima A sintetasa (EC 6.2.1.1) 0JJ70986 ANI_1 924184 MCP LigA - - Cito E - 6.2.1.1 172.13

Extra-intra (proteinas que se encuentran en 60 g/L de sacarosa de forma intracelular)

Proteina que contiene el dominio GH26 0JJ67015 ANI_1 1806134 CMP HA PS CE Extra E GH26 3.2.1.78 1180.46

Tiorredoxina 0JJ75173 ANI_1 326014 RBP/CH OA - - Cito - - - 955.53
Degradacion

Proteina que contiene el dominio EthD 0JJ66283 ANI_1 8064 del etil terc- OA - - - - - - 607.38
butil éter

Proteina que contiene el dominio NTF2 0JJ71897 ANI_1 626144 Tr HA - - - - - - 422.15

Proteina de dominio DUF1348 * 0JJ69948 ANI_1 1020104 - - - - - - - - 387.79

Desaminasa de porfobilinégeno * 0JJ70469 ANI_1 364164 CPMP TrA - - Mito E - 25.161 368.21

Nucledfilo aminohidrolasa N-terminal * 0JJ70791 ANI_1 896164 PCP HA/PeA - - - E - 3.4.25.1 360.55

Proteina de dominio DUF967 * 0JJ77808 ANI_1 1932094 - - - - Pero - - - 356.51

Proteina hidrolasa dependiente de metales CMP/CAAMP/ .

. 0JJ74089 ANI_1 50074 PCP/LM/NM HA - - Mito E - - 341.31
Degradacion

Proteina que contiene el dominio EHN 0JJ69918 ANI_1 1072104 de eteres de HA - - Cito E - - 315.68
hidrocarburos

Proteina que contiene el dominio 01J72322  ANI 1 240064  PCP HA/PeA - - Cito E - 3.4.24.- 290.15

peptidasa_M3

Aldosa 1-epimerasa * 0JJ78365 ANI_1 2584094 CMP 1A - - - E - 5.1.33 24477

Leucotrieno A (4) hidrolasa (LTA-4 ) : . :

hidrolasa) (EC 3.3.2.10) (EC 3.4.11.-) 0JJ67501 ANI_1 10044 PCP HA/PeA Mito E 3.3.2.6 229.01

Proteina que contiene dominio de tipo : R

PCMH de unién a FAD 0JJ75281 ANI_1 2250014 OA PS CE Extra E AA7 223.29

Proteina que contiene el dominio 0JJ69656  ANI 1 1246084  PCP HA/PeA - NCE - E CEl0 - 198.74

peptidasa_S9
Degradacion

Proteina que contiene el dominio EHN 0JJ72085 ANI 1 312144 de eteres de HA - - Mito E - 3.3.29 192.45
hidrocarburos

RmmmqwcmmmddmmmAB 03J78030 ANl 1 938094 LM HA ) : ) E : ) 190.03

hidrolasa-1

Alfa-L-arabinofuranosidasa B * 0JJ69042 ANI_1 372134 CMP HA PS CE Extra E GH54 3.2.1.55 178.96

Extra-intra (proteinas que se encuentran en 180 g/L de sacarosa de forma intracelular)

Inulinasa * 0JJ73755 ANI_1 1796094 CMP HA PS CE Extra E GH32 3.2.1.7 1532.46

Proteina que contiene un dominio similar a 03376119 ANI 1 964024 T SMA ) : Nucl : : ) 1051.95

la ubiquitina
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75191
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_302014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70986
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_924184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67015
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1806134
http://www.cazy.org/GH26.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75173
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_326014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66283
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_8064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71897
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_626144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69948
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1020104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70469
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_364164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70791
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_896164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77808
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1932094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74089
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_50074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69918
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1072104
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72322
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_240064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78365
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2584094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ67501
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_10044
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75281
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2250014
http://www.cazy.org/AA7.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69656
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1246084
http://www.cazy.org/CE10.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72085
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_312144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78030
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_938094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ69042
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_372134
http://www.cazy.org/GH54.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73755
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1796094
http://www.cazy.org/GH32.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76119
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_964024

Tabla A6. Clasificacion de proteinas Unicas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 60 a 180 g/L de sacarosa
(continuacion).

Protefna ID-EF a ID-KEEG b EI’;’IEZSIE . Funcion | Peplido gece  Loc!  Enzima  CAZys  EC (CSiF/’n: 510'3
Proteina que contiene el dominio PepX_C 0JJ76621 ANI_1 2212024 PCP HA/PeA - - - E CE7 - 773.51
Glucésido hidrolasa * 031373817 ANI_1_502074 CMP HA PS CE Extra E GH17 3.2.1.58 678.05
Proteina de la familia nuclear YL1 * 0JJ75468 ANI_1 1954024 TDT DB - - - - - - 593.71
Exo-beta-1,3-glucanasa * 031374339 ANI_1 1686014 CMP HA PS CE Extra E GH55 - 491.50
Triosafosfato isomerasa (EC 5.3.1.1) 031176463 ANI_1 392024 CMP IA - NCE Mito E - 5.3.1.1 449.88
glf;’g_i;’f‘d beta del proteasoma (EC 01170789  ANI 1 890164  PCP HA/PeA ; - ; E - 34251 42829
Proteina que contiene el dominio DJ-1_Pfpl 0JJ72207 ANI_1 114144 PCP HA/PeA - - Cito - - - 384.63
Proteina similar a HAD * 0J1J66415 ANI_1 952084 CAAMP/RC HA - - - - - - 376.48
2;%?;?;%22;“"”6 el dominio 01J78234  ANI 1 1104094 CAAMP OA/PB ; ; ; E ; 12111  360.77
Alfa-1,3-glucanasa * 01168845 ANI_1 1520134 CMP HA PS CE - E GH71 - 323.99
gfrl‘.ig_cf'f;“'fOSfatasa (PNPPasa) (EC 0JJ75673 ANI 1 3104024 RC Pha/HA - - - E - - 315.13
hjl??-.oéf;;inégeno descarboxilasa (EC 0JJ75038 ANI_1 542014 - LyA - - - E - 4.1.1.37 280.50
Manitol-1-fosfato 5-deshidrogenasa * 0JJ76220 ANI_1 802024 CMP OA - - - E - 1.1.1.17 196.56

-: Sin informacién. 2 Identificador del gen de A. brasiliensis en la base de datos EsemblFungi. ° Identificador del gen de A. niger (ortdlogo de A. brasiliensis),
compatible con base de datos KEGG y NCBI. ¢ Proceso bioldgico en el que participan las proteinas, basado en ontologia genética (GO): (PF) plegamiento de
proteinas,(ST) transduccion de sefiales, (CAAMP) metabolismo de aminoéacidos, (RMP) metabolismo de ARN, (OO) organizacion de organelos, (VMP) metabolismo
de vitaminas, (RBP) regulacion, (PCP) catabolismo de proteinas, (CMP) metabolismo de carbohidratos, (CPMP) modificacion de proteinas, (LMP) metabolismo de
lipidos, (RC) respuesta a quimicos, (CO) organizacion del citoesqueleto, (RS) respuesta a estrés, (DMP) metabolismo de ADN, (T) traduccién, (VMT) transporte
mediado por vesiculas, (TDT) transcripcion de ADN, (Tr) transporte, (CH) homeostasis celular. ¢ funcion molecular de las proteinas, basado en ontologia genética
(GO): (TraA) actividad de transporte, (PKA) actividad proteina quinasa, (SMA) actividad estructural, (ERA) regulador de actividad enzimatica, (OA) actividad
oxidorreductasa, (DB) unién a ADN, (PhA) actividad fosfatasa, (HA) actividad hidrolitica, (MA) actividad motora, (IA) actividad isomerasa, (PeA) actividad peptidasa,
(TRA) actividad reguladora de la traduccion, (PB) union a proteinas, (TrA) actividad transferasa, (RB) union a ARN, (LigA) actividad ligasa, (LiA) actividad lipasa,
(LyA) actividad liasa, (NA) actividad nucleotidil transferasa. ¢ Sec=Tipo de via de secrecion basado en “Pipeline computacional” de Vivek-Ananth y col. (2018): (CE)
secrecion clasica extracelular, (NCE) secrecién no clasica extracelular, (CMC) secrecidn clasica membrana celular. f Loc= localizacion celular basada en el algoritmo
WOoLF PSORT: (Extra) extracelular, (Cito) citosol, (Mito) mitocondria, (Nucl) nucleo, (Plas) membrana plasmatica, (Cis) citoesqueleto, (Ribo) ribosoma, (Pero)
peroxisoma. ¥ CAZy= Familias de enzimas CAZymes: (GH) glicosil hidrolasa, (AA) actividades auxiliares, (CBM) mddulos de union a carbohidratos, (PL) polisacarido
liasas, (CE) carbohidrato esterasas. " CEP= cuenta espectral ponderada, representa la sumatoria del nimero de espectros por mL de medio de cultivo de cada
proteina en las tres condiciones de concentracion de sacarosa estudiadas.
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http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76621
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_2212024
http://www.cazy.org/CE7.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73817
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_502074
http://www.cazy.org/GH17.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75468
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1954024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74339
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1686014
http://www.cazy.org/GH55.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76463
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_392024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70789
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_890164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ72207
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_114144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ66415
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_952084
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78234
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1194094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68845
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1520134
http://www.cazy.org/GH71.html
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75673
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_3104024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75038
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_542014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76220
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_802024

13.7. Anexo 7

Tabla A7. Clasificacién de proteinas abundantes no reguladas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60 g/L

de sacarosa.

Protefna ID-EF ID-KEEG ® Eirglgzsig e ;”O':;':OHT o Spsggldo Sece Locf Enzima CAZy® EC (CsiF/)n: 510'3
Proteinas extracelulares 20-60 g/L

Endoglucanasa A * 0JJ77019 ANI 1 398124 CMP HA PS CE Extra E GH12 3.2.1.151 1594.08
Proteina no caracterizada (fragmento) 0JJ71409 - - - - - Cito - - - 1012.07
Proteina no caracterizada 0JJ72114 ANI_1 260144 - - PS CE Extra - - - 706.97
Proteina que contiene el dominio de celulasa 0JJ70569 ANI_1 534164 CMP HA PS CE Extra E GH5 9 3.2.1.58 586.24
E;?gf]"’;alz%’;’ contiene dominio de tipo PCMH de 5367831 ANI 1 144174  Redox OA PS CE  Extra E AA7 ; 469.64
Proteina que contiene el dominio amb_all 0JJ66136 ANI 1 16034 CMP LyA PS CE Extra E PL1 4 4.2.2.10 445.07
Beta-xilanasa (EC 3.2.1.8) 0JJ67369 ANI_1 106034 CMP HA PS CE Extra E GH10 3.2.1.8 334.17
Proteina no caracterizada 0JJ69038 ANI_1 378134 - - PS CE Extra E AA11l - 255.93
Proteina no caracterizada 0JJ73062 ANI_1 4054 - - PS CE Extra - - - 247.99
Proteina con dominio SUN * 0JJ72381 ANI_1 330064 - PB/DB PS CE Extra E GH132 3.2.1.- 247.17
Proteinas intracelulares 20-60 g/L

Malato deshidrogenasa * 0JJ69250 ANI_1 12134 CMP OA - - Cito E GH4 1.1.1.37 3199.50
Poliubiquitina * 0JJ70905  ANI_1 1056184 PCP - - - 8“0’ nu - - 1913.34
Oxalacetato acetil hidrolasa * 0JJ67883 ANI_1 92174 CMP HA - - Cis E - - 573.77
Sslj'ff:rtlfa‘:g)e?'S'tﬁ;z?;f:éziiéictringe:gs(ﬁ)T(gAT) 0JJ78267  ANI 1 1260094  CAAMP TrA/NA - - - E - 2774 554.36
g;?%;‘cosa'l'f“faw uridilitransferasa (EC 0JJ66556  ANI_1 120104  CMP TrA/NA - cMC - E - 2779 549.45
NADH-citocromo b5 reductasa (EC 1.6.2.2) 0JJ75084 ANI_1 468014 LMP/RS OA - - - E - 16.2.2 457.73
Zﬁg;’g‘ie la familia de la dihidrodipicolinato 0JJ71649  ANI 1 1986144 - LyA - - - E - 41.3.16 407.02
ADP/ATP translocasa 0JJ70582 ANI_1 558164 Tr TraA - CMC Mito - - - 349.12
Factor de elongacion 1-alfa 0JJ70636 ANI_1 648164 - HA/T/RB - - Cito - - - 336.60
Proteina que contiene dominio de tiorredoxina 0JJ71180 ANI_1 644184 RBP/CH OA - - - E - - 296.53
Fosfotransferasa (EC 2.7.1.-) 0JJ75448 ANI_1 1984024 CMP/CH TrA - - - E - 2.7.11 291.45
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Tabla A7. Clasificacion de proteinas abundantes no reguladas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60

g/L de sacarosa (continuacion).

. Proceso Funcion Péptido ) CEP N x10°
N N b f

Proteina ID-EF 2 ID-KEEG biolégico © molecular @ sefial Sec® Loc Enzima CAZy9® EC (Sp/mL)
Adenilil-sulfato quinasa (EC 2.7.1.25) 0JJ73863 ANI_1 422074 CAAMP TrA - - Mito E - 2.7.1.25 289.27
Proteina ribosomal 60S L20 0JJ75083 ANI_1 470014 T SMA - - - - - - 277.74
Proteina ribosémica 60S L9-B * 0JJ74075 ANI_1 74074 T SMA/RB - - Mito - - - 271.46
Proteina que contiene el dominio MGS 0JJ71303 ANI_1 436184 - HA/TrA - - Cito E - ;éifo 269.76
Proteina gue contiene el dominio hemo de unién 03371697 ANI 1 944144 R : ) : Cito ) . } 267.19
a citocromo b5
Subunidad de 34 kDa del complejo Arp2/3 0JJ74930 ANI_1 700014 RBP PB - - - - - - 263.53
Proteina que contiene el dominio de epimerasa 0JJ71871 ANI_1 1740144 - OA PS - Cito - - - 257.32
Proteina que contiene el dominio RRM 0JJ75650 ANI_1 1702024 - RB - - - - - - 255.13
Proteina EB1 * 0JJ76059 ANI_1 1074024 Citocinesis PB - - - - - - 254.84
Proteina que contiene el dominio CRAL-TRIO
(fragmento) 0JJ71974 ANI_1 502144 Tr - - - - - - - 245.03
qPL?r:g'S”; gue contiene el dominio de proteina 0JJ71623  ANI 1 1076144 CPMP PKA/TIA - - - E - 2.7.11.1 245.03
Proteina que contiene el dominio
Polysacc_synt_4 0JJ71151 ANI_1 682184 - TrA - - - - - - 231.78
Proteina de resistencia al cobre Crd2 * 0JJ76801 ANI 1 96124 ST - - - - - - - 219.00
Piruvato carboxilasa (EC 6.4.1.1) 0JJ71300 ANI_1 440184 CMP LigA - - - E - 6.4.1.1 216.38
Histona H2B 0JJ78399 ANI_1 1488094 - DB/PB - - Nucl - - - 198.79
Proteina que contiene dominio de tipo FR de 0JJ77995  ANI 1 880094 - OA - - Cito E - 18.1.2 189.27
unioén a FAD
Adenilato quinasa (EC 2.7.4.3) (ATP-AMP
transfosforilasa) (ATP: AMP fosfotransferasa) 0JJ73031  ANI 1 1296064 CH TrA - - - E - 2.7.43 184.13
(Adenilato quinasa citosélica y mitocondrial)
(Adenilato monofosfato quinasa)
Fact0(3 de iniciacion de la traduccion eucariota 01374049 ANI 1 120074 T T/PBIRB ) ; Pero ) ; : 176.59
subunidad F (elF3f)
Proteina de fision mitocondrial 1 0JJ76521 ANI_1 292024 (e]6) - - - - - - - 172.16
Proteina ribosémica 60S L27 0JJ70645 ANI_1 660164 T SMA - - Mito - - - 171.55
Proteina de |a familia de la enoil-CoA 0176473  ANI 1 378024  LMP ; ; ; Mito E - 42117 167.96
hidratasa/isomerasa
Breotema LSm8 similar a Sm asociada a ARNsn 01373789 ANI 1 572074 RMP RB ) ) } ) ) : 167.30
3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa * 0JJ73437 ANI_1 1106074 - OA - - Mito E - 1.1.1.31 165.67
Proteina ribosémica 40S S1 0JJ68799 - T SMA - - Nucl - - - 165.23
Proteina ribosémica 40S S16 * 0JJ76200 ANI_1 830024 T SMA - - Mito - - - 164.69

210


http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73863
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_422074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75083
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_470014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74075
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_74074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71303
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_436184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71697
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_944144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74930
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_700014
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71871
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1740144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ75650
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1702024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76059
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1074024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71974
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_502144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71623
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1076144
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71151
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_682184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76801
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_96124
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ71300
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_440184
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ78399
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1488094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ77995
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_880094
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73031
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1296064
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ74049
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_120074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76521
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_292024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ70645
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_660164
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76473
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_378024
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73789
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_572074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ73437
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_1106074
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ68799
http://ensemblgenomes.org/id/OJJ76200
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ang:ANI_1_830024

Tabla A7. Clasificacion de proteinas abundantes no reguladas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60
g/L de sacarosa (continuacion).

. Proceso Funcion Péptido ) CEP N x10°
N N b f
Proteina ID-EF 2 ID-KEEG biolégico © molecular @ sefial Sec® Loc Enzima CAZy9® EC (Sp/mL)
Inhibidor de la disociacién de Rab GDP 0JJ76448 ANI_1 418024 ST/RBP/Tr ERA - - - - - - 162.09
Proteina que contiene el dominio ribosomal_L16 0JJ67318 ANI_1 628104 T SMA - - - - - - 151.37
Cadena ligera de dineina * 0JJ74024 ANI_1 170074 DMP HA/MA - - Cito - - - 150.42
Proteina de union a puntos de acceso de 0JJ76006  ANI 1 1150024 RMP DB/RB - - - - - - 148.81
recombinacion
Cadena ligera reguladora de miosina cdc4 * 0JJ72299 ANI_1 204064 Citocinesis il(J)rr:g:(‘?e ca - - - - - 147.07
Uridilato quinasa (UK) (EC 2.7.4.14) (ATP: UMP
fosfotransferasa) (Deoxicitidilato quinasa) (CK) - 5566670 ANl 1 534114 - TrA - - - E - 2.7.4.14 146.50
(dCMP quinasa) (Uridina monofosfato quinasa)
(UMP guinasa) (UMPK)
Extra-intra 20-60 g/L (proteinas que son abundantes no reguladas de forma extracelular)
Proteina que contiene el dominio 14_3_3 0JJ72815 ANI_1 962064 ST PB - - Cito - - - 14551.00
Proteina que contiene el dominio 14_3_3 0JJ70757 ANI_1 832164 ST PB - - - - - - 7758.77
Transaldolasa (EC 2.2.1.2) 0JJ72476 ANI_1 472064 CMP TrA - - Cito E - 2212 4261.31
Metionina sintasa independiente de cobalamina  o3571337  Anj 1 372184  CAAMP TrA - - - E - 21.1.14 3525.11
Proteina que contiene el dominio NMT1 0JJ75817 ANI_1 1450024 VMP - - - Cito - - - 2891.42
Malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) 0JJ72339 ANI_1 268064 CMP OA - - Cito E GH4 1.1.1.37 2782.57
Biosintesis
Proteina que contiene el dominio ABM * 0JJ66778 ANI 1 222114 de OA - - Nucl - - - 2715.93
antibioticos
Glucosa oxidasa * 0JJ74152 ANI_1 1992014 - OA PS - Nucl E AA3 2 - 2706.21
Glutatién S-transferasa * 0JJ67066 ANI_1 330164 RS TrA - - - E - - 2443.42
Alfa/beta-hidrolasa * 0JJ72111 ANI_1 266144 LMP HA PS CcMC Extra E - - 2219.75
Difosfatasa inorgénica * 0JJ75670 ANI_1 1668024 - HA - - Cito E - 3.6.1.1 2179.72
Glutamato deshidrogenasa 0JJ71413 ANI_1 248184 CAAMP OA - - Cito E - 14.14 2144.82
Glucosa-6-fosfato isomerasa (EC 5.3.1.9) 0JJ71817 ANI 1 754144 CMP 1A - NCE Cito E - 5.3.1.9 1872.30
Metilransferasa dependiente de S-adenosil-L- 5375617 ANl 1 1822064 - TrA - - Cito E - - 1566.91
metionina
Terpenoide sintasa * 0JJ75814 ANI_1 1456024 LMP TrA - - Cito E - 2511 1411.71
Aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1) 0JJ70915 ANI_1 1044184 CAAMP TrA - - Mito E - 26.11 1351.75
Proteina que contiene el dominio PABS 0JJ73563 ANI_1 924074 - TrA - - Nucl E - 2.5.1.16 1197.32
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Tabla A7. Clasificacion de proteinas abundantes no reguladas identificadas en el proteoma de A. brasiliensis en CMS con 20 a 60

g/L de sacarosa (continuacion).

Protefna ID-EF ID-KEEG ® Eirglgzsig e ;”O':;':OHT o Spsggldo Sece Locf Enzima CAZy® EC (CsiF/)n: 510'3
Froteina que contiene el dominio de 2 peptidasa  o5576103  ANI1 994024 PCP HA/PeA PS CE  Exta E - 342325  1062.07
Extra-intra 20-60 g/L (proteinas que son abundantes no reguladas de forma intracelular)
Proteina que contiene el dominio 14_3_3 0JJ72815 ANI_1 962064 ST PB - - Cito - - - 14551.00
Proteina que contiene el dominio 14_3_3 0JJ70757 ANI_1 832164 ST PB - - - - - - 7758.77
Transaldolasa (EC 2.2.1.2) 0JJ72476 ANI_1 472064 CMP TrA - - Cito E - 2212 4261.31
Nucledsido difosfato quinasa (EC 2.7.4.6) 01369367  ANI 1 746084 - :g}m;ggidi ; NCE - E ; 2.7.4.6 4254.18
yetionina sintasa independiente de cobalamina 03371337 ANI 1 372184 CAAMP TrA ) : : E : 21114 352511
Proteina que contiene el dominio NMT1 0JJ75817 ANI_1 1450024 VMP - - - Cito - - - 2891.42
Malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) 0JJ72339 ANI_1 268064 CMP OA - - Cito E GH4 1.1.1.37 2782.57
Biosintesis
Proteina que contiene el dominio ABM * 0JJ66778 ANI_1 222114 de OA - - Nucl - - - 2715.93
antibiéticos
Glucosa oxidasa * 0JJ74152 ANI_1 1992014 - OA PS - Nucl E AA3 2 - 2706.21
Glutatién S-transferasa * 0JJ67066 ANI_1 330164 RS TrA - - - E - - 2443.42
Alfa/beta-hidrolasa * 0JJ72111 ANI_1 266144 LMP HA PS CcMC Extra E - - 2219.75
Difosfatasa inorgénica * 0JJ75670 ANI_1 1668024 - HA - - Cito E - 3.6.1.1 2179.72
Glutamato deshidrogenasa 0JJ71413 ANI_1 248184 CAAMP OA - - Cito E - 14.14 2144.82
Glucosa-6-fosfato isomerasa (EC 5.3.1.9) 0JJ71817 ANI 1 754144 CMP 1A - NCE Cito E - 5.3.1.9 1872.30
Proteina que contiene el dominio Aldedh 0JJ73491 ANI_1 1024074 - OA - NCE Cito E - 1.2.1.3 1712.57
Metilransferasa dependiente de S-adenosi-l oy70617 AN 1822064 - TrA - - Cito - - - 1566.91
Terpenoide sintasa * 0JJ75814 ANI_1 1456024 LMP TrA - - Cito E - 2511 1411.71
Aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1) 0JJ70915 ANI_1 1044184 CAAMP TrA - - Mito E - 2.6.1.1 1351.75
Glutatién S-transferasa * 0JJ67066 ANI_1 330164 RS TrA - - - E - - 2443.42
Adenosil homocisteinasa (EC 3.3.1.1) 0JJ73949 ANI_1 302074 CAAMP HA - - Cito E - 3311 1198.60
Proteina que contiene el dominio PABS 0JJ73563 ANI_1 924074 - TrA - - Nucl E - 2.5.1.16 1197.32
Proteina de choque térmico 60, mitocondrial * 0JJ67308 ANI 1 642104 PF ATPasa - - Mito - - - 1122.44
proteina que contiene el dominio de la peptidasa 5376103 ANl 1 004024  PCP HA/PeA PS CE Extra E - 3.4.23.25 1062.07

Al
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