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"Dos sendas se separaban en un bosque dorado;
apenado por no poder recorrer las dos

al ser el Unico viajero, largo tiempo estuve
mirando a una tan lejos como alcanzaba mi vista,

hasta el recodo donde en la maleza se adentraba.

Después tome la otra, igualmente buena,

por el atractivo que a mis ojos le daba

la abundante maleza y la falta de uso,

aunque desde donde me encontraba era cierto

que no era mucho lo que las diferenciaba.

Que en aquella mafana igualmente intactas se posaban
las hojas que ambas sendas cubrian.

iAsi pues, guarde la primera para el otro dia!

Y sin embargo, sabiendo que una senda a otra conduce,

dude si alguna vez deberia volver.

Algun dia, en algun lugar lejano,

sin duda diré con un suspiro de alivio:

"Dos sendas separaban en un bosque, y yo

tome la menos usada”.

En eso estara la diferencia. Robert Frost (1874-1963)

El camino mas transitado es el que te permitira encajar,

sentirte seguro e incluso integrado, pero jamas te dejara destacar.

Es el verdadero amor de lo que anhelas quien te hace elegir hacia donde iras.

A mi familia.
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RESUMEN

Acremonium chrysogenum es un hongo filamentoso del grupo de los Ascomicetos,
usado a nivel industrial en la produccion de cefalosporina C, un antibiético de la familia de
los beta-lactamicos. La cefalosporina C ha demostrado ser activa frente a bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, y se sintetizan a partir de la misma derivados semisintéticos

gue se utilizan principalmente como antibiéticos de amplio espectro.

En el presente trabajo se estudiaron dos aspectos relacionados con la produccion
de cefalosporina en A. chrysogenum: 1) cdmo afecta la expresion heterdloga del
regulador global del metabolismo secundario LaeA la produccion de cefalosporina C, y 2)
el papel de la via de transduccién de sefiales de las proteinas G heterotriméricas en la

biosintesis de cefalosporina C.

El regulador LaeA forma parte del complejo velvet de los hongos filamentosos, que
regula procesos como la esporulacion. La funcién especifica de LaeA es la regulacion
global del metabolismo secundario, actuando probablemente mediante remodelacion de la
cromatina. Se obtuvieron transformantes de Acremonium chrysogenum con el gen laeA
de Aspergillus terreus, y se analiz6é la produccién de cefalosporina en los mismos. En
varios de los transformantes se obtuvieron aumentos significativos de los niveles de
produccién, si bien no pudo corroborarse la presencia del gen en los transformantes
mediante PCR.

Las proteinas G heterotriméricas constan de tres subunidades: a, By v, ¥ su ciclo
de activacion/inactivacion esta regulado por la subunidad Ga, la cual es una GTPasa.
Cuando Ga se encuentra unida a GDP las tres subunidades estan unidas y la via esta
inactiva. El intercambio de GDP por GTP separa la subunidad Ga del dimero Gy para
activar la via, que vuelve a quedar inactiva por la hidrélisis de GTP a GDP causada por la
actividad GTPasa de Ga, uniéndose entonces nuevamente las tres subunidades para
formar el trimero inactivo. En hongos filamentosos esta via regula procesos como el
desarrollo, conidiacion, virulencia en especies patégenas, y el metabolismo secundario
(pigmentos, toxinas, antibidticos). Recientemente en nuestro laboratorio se ha clonado el
gen codificante de una subunidad Ga. de Acremonium chrysogenum, al que se ha dado el
nombre de agal. En este trabajo se realizaron ensayos de produccion de cefalosporina de

cepas de A. chrysogenum que expresan un alelo mutado de agal, el cual codifica una
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subunidad Ga. constitutivamente activa (Agal®**®

), Y en cepas que expresan un alelo
mutado que codifica una subunidad Go constitutivamente inactiva (Agal®®). Se
realizaron asi mismo andlisis de PCR tiempo real (RT-gPCR) del gen cefD1,
perteneciente a la ruta de biosintesis de cefalosporina C, con el propoésito de analizar la
expresion relativa de dicho gen en las cepas G42R y G203R respecto a la cepa control
WT. Tanto en los bioensayos de produccion de cefalosporina como en el analisis de
expresion de cefD1 se observé que las cepas G203R no expresaban el gen y por tanto no
produjeron antibiético. Las cepas G42R presentaron una expresion relativa del gen cefD1
ligeramente menor que el control WT, y la produccion de beta-lactdmicos también fue
ligeramente menor en los bioensayos. Las cepas control (WT y PC43) y las cepas G42R
presentaron mayor produccién a las 48 h, y en medio de cultivo tamponado a pH 7.0-7.5
se logro prolongar la producciéon hasta las 120 h. Las cepas G203R presentaron una
morfologia micelial muy diferente al control y la cepa G42R, presentando una elevada

esporulacion en medio sélido.

ABSTRACT

Acremonium chrysogenum is a filamentous fungus belonging to the group of
Ascomycetes. It is used in the industry for cephalosporin C (CPC) production, an antibiotic
of the B-lactam family. CPC is active against both gram-positive and gram-negative
bacteria, and semisynthetic derivatives are obtained from it which are clinically used

mainly as broad spectrum antibiotics.

In this work, two aspects related to the CPC production in A. chrysogenum were
studied: 1) how CPC production is affected by the heterologous expression of the
secondary metabolism global regulator LaeA, and 2) the role of the heterotrimeric G

protein signal transduction pathway in CPC biosynthesis.

LaeA is part of the velvet complex of filamentous fungi, which regulates processes
such as sporulation. The specific function of LaeA is the regulation of the secondary
metabolism, probably acting through a chromatin remodeling mechanism. A. chrysogenum
transformants were obtained which contained the Aspergillus terreus laeA gene. Some of

the transformants showed a significant increase in CPC production level, however,
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integration of the laeA gene in the genome of the transformants could not be confirmed by
PCR.

Heterotrimeric G proteins consist of three subunits: o, pand y, and their
activation/inactivation cycle is regulated by the Ga subunit, a GTPase. When Ga is bound
to GDP the three subunits are bound together and inactive. Upon exchange of GDP by
GTP the Ga subunit is separated from the Gy dimer, activating G protein signaling. The
signaling pathway is inactivated when GTP is hydrolyzed to GDP by the GTPase activity of
the Ga subunit, which causes binding of the three subunits to form again the inactive
trimer. In filamentous fungi this pathway regulates several important processes, including
development, conidiation, virulence in pathogenic species, and secondary metabolism
(pigments, toxins, antibiotics). Recently, we have cloned the gene encoding a Ga subunit
of A. chrysogenum, which was named agal. In this work, CPC production was analyzed in
A. chrysogenum strains expressing a mutated allele of agal, encoding a constitutively

active Ga subunit (Agal®*®

), and in strains expressing a mutated allele encoding a
constitutively inactive Ga subunit (Agal®®). Also, real time gPCR analyses were
performed to study expression of the cefD1 gene, belonging to the CPC biosynthesis
pathway, in the strains with different agal genetic background. In both the CPC production
studies and the cefD1 expression analyses it was observed that the G203R strains did not
expressed the gene and therefore did not produce antibiotic. The G42R strains showed a
cefD1 expression slightly lower than the wild type, and their CPC production was
accordingly lower. The control strains (WT and PC43) and the G42R strains showed
higher CPC production at 48 h of cultivation. In media buffered at a pH of 7.0-7.5 CPC
production was extended to 120 h. The G203R strains showed a mycelial morphology very

different to the control strains and G42R, being highly sporulated in solid medium.
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1. INTRODUCCION

1.1 Historia de los antibioticos

Los antibioticos (del griego anti, "en contra"; bios, "vida") son compuestos quimicos
que se utilizan para eliminar o inhibir el crecimiento de organismos
infecciosos. Originalmente, el término antibidtico se refiere sélo a compuestos organicos,
producidos por bacterias u hongos, que son toxicos para otros microorganismos. Todos
los antibidticos comparten la caracteristica de toxicidad selectiva; algunos son mas téxicos
para un organismo invasor de lo que son a un huésped animal o humano (Garcia et al.,
1997).

Los mecanismos de accion de los antibidticos a nivel molecular se dilucidaron
durante las Ultimas décadas del siglo XX, aunque la utilizacién de compuestos organicos
para combatir las infecciones se conocia desde la antigliedad. La primera observacion de
lo que ahora se llamaria un efecto antibiético fue realizada en el siglo XIX por el quimico
francés Louis Pasteur, que descubrié que ciertas bacterias sapréfitas pueden matar el
bacilo del antrax. En la primera década del siglo XX, el médico y quimico aleman Paul
Ehrlich comenzé a experimentar con la sintesis de compuestos organicos que atacan

selectivamente un organismo infeccioso sin dafiar el organismo hospedador.

El primer antibiético fue descubierto en 1897 por Ernest Duchesne, en Francia,
donde se describe el hongo de la especie Penicillium con dichas propiedades, aunque su
trabajo paso sin mucha atencion por la comunidad cientifica. Debido a que el hongo era
del género Penicillium el producto se le llamé penicilina (Garcia-Rodriguez, 1997). En la
década de 1920 el bacteridlogo britanico Alexander Fleming, a quien més tarde se le
atribuy6 el descubrimiento de la penicilina, pudo hacer una interpretacion correcta cuando
accidentalmente fue contaminada una placa de medio de cultivo para bacterias
(Staphylococcus aureus) por un hongo que estaba secretando algun tipo de sustancia que

inhibia el crecimiento de las bacterias (Fleming, 1929).

Mas de 10 afos después, Ernst Chain y Howard Florey se interesaron en el trabajo

de Fleming y produjeron una forma purificada de la penicilina. Fueron los primeros en



utilizar la penicilina en seres humanos por lo que los dos investigadores, junto con A.

Fleming, recibieron el Premio Nobel de Medicina en 1945.

Debido a la gran necesidad de tratar infecciones provocadas por heridas durante
la Segunda Guerra Mundial, se invirtieron muchos recursos en investigacién para purificar
penicilina, y el equipo liderado por Howard Florey tuvo éxito en producir grandes
cantidades del ingrediente activo puro en 1940. Los antibiéticos pronto llegaron a ser

ampliamente utilizado desde 1943 (Garcia et al., 1997).

Con la llegada de la segunda guerra mundial, el ejército americano planteé la
necesidad de contar con nuevos medicamentos para tratar las infecciones de sus heridos.
Mientras que la penicilina resultaba ser un excelente farmaco contra bacterias Gram-
positivas, era necesario hallar alternativas eficaces de combatir microorganismos Gram-

negativos.

En 1943, Albert Schatz, Elizabeth Bugie y Selman Waksman obtuvieron un nuevo
antibidtico, la estreptomicina, con ayuda de técnicas de irradiaciébn y mutacion en cepas
de Streptomyces griseus aisladas de la garganta de un pollo. Su actividad resulté ser
altamente eficaz sobre Mycobacterium tuberculosis, por lo cual Waksman recibié en 1952
el premio Nobel de Medicina. La estreptomicina fue el primer antibiético descubierto del
grupo de los aminoglicésidos (Schatz et al, 1944). En 1957, Umezawa y colaboradores
aislaron otro aminoglicésido a partir de Streptomyces kanamyceticus: la kanamicina que
resultdé ser de amplio espectro, eficaz contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y
Mycobacterium (Umezawa et al, 1957). Durante los siguientes afios continué el
descubrimiento de aminoglicésidos, tales como paromomicina (1959), gentamicina (1963),

nebramicina (1967), sisomicina (1970), dibekacina, amikacina (1972) y netilmicina.

1.2 Los antibioticos beta-lactamicos

Después de casi 70 afios de uso clinico, los antibiéticos beta-lactamicos son los
antimicrobianos mas prescritos en la actualidad y los mas potentes y menos toxicos de
todos los antibiéticos conocidos (Lofty, 2006). Ademas, son los mas importantes desde el

punto de vista econémico.



Varios hongos filamentosos, como Aspergillus nidulans, Acremonium
chrysogenum, Penicillium chrysogenum, algunos Estreptomicetos y un pequefio nimero
de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, son capaces de producir este tipo de
antibiéticos (Brakhage, 1998).

En 1961 aparecié comercialmente la ampicilina, pero carecia de actividad frente a
Pseudomonas y algun otro bacilo Gram-negativo oportunista. La carbenicilina, descubierta
en 1967, resolvié alguno de estos problemas. La amoxicilina, descubierta por Nayler y
Smith en 1964 y comercializada en 1972, aportaba ventajas farmacocinéticas y pronto se

convirtié en el antibiético mas utilizado.

En 1973, G. Brown detect6 un potente efecto inhibidor en un caldo de
Streptomyces clavuligerus, aislando el acido clavulanico. A mediados de los afios 80 del
pasado siglo se introdujo en clinica la asociacién de acido clavulanico con amoxicilina

para su administracién por via intravenosa y por via oral (Brown, 1986).

A principios de la década de los 80 se descubrieron los monobactamicos
(Monocyclic bacterially produced beta-lactam). Su hallazgo se debi6 a R. Sykes y
colaboradores (1982). Este tipo de antibi6ticos derivan de eubacterias, la obtencién del
acido 3-aminobactamico (3-AMA) facilité la preparacion de un gran niumero de derivados.
El monobactdmico natural mas abundante fue la sulfazecina, aislado de cepas de
Gluconobacter y de Pseudomonas acidophila. ElI Aztreonam, obtenido por sintesis
guimica, es por el momento el mejor antimicrobiano del grupo, con una potente accion

frente a bacilos gram-negativos, incluyendo Pseudomonas (Garcia-Rodrigez, 1997).

1.2.1 Clasificacion y estructura quimica de los antibioticos beta-lactamicos

Estructuralmente, los antibidticos beta-lactamicos son esencialmente péptidos no
ribosomales modificados que tienen rutas biosintéticas cuyos pasos iniciales son
comunes. El grupo se define basicamente por la presencia de un anillo beta-lactdmico de
cuatro 4tomos y, a excepciébn de unos cuantos antibidticos de tipo monolactama,

contienen en su estructura un sistema biciclico (Figura 1) (Marin y Gudiol 2003).

Las penicilinas, poseen un anillo beta-lactdmico unido a un anillo de tiazolidina, lo

cual da origen al acido 6-aminopenicilanico (6-APA). Ademas tienen una cadena lateral,
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que varia de una penicilina a otra, en la posicion 6 del anillo beta-lactamico, la cual define

muchas de las propiedades de estos antibidticos (Marin y Gudiol 2003).

Las cefalosporinas son farmacos estructuralmente similares a las penicilinas,
cuya estructura basica esté constituida por el nlcleo cefem, que consiste en la fusion de
un anillo dihidrotiazinico (en lugar del anillo tiazolidinico caracteristico de las penicilinas) y
un anillo beta-lactamico. La introduccion de modificaciones en las cadenas laterales

origina las diversas cefalosporinas (Marin y Gudiol 2003).

Las cefamicinas son antibidticos beta-lactdmicos similares estructuralmente a las
cefalosporinas, diferenciandose de éstas por la presencia de un grupo metoxi (-OCHz;) en
lugar del &tomo de hidrégeno de la posicién 7 del anillo beta-lactamico. Son producidas
por bacterias el grupo de los actinomicetos, género Streptomyces. El grupo 3-carbamoilo
les concede una gran estabilidad ante las enzimas hidroliticas presentes en los tejidos. A
partir de la cefamicina C obtenida de Streptomyces lactamdurans se sintetizaron las

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

El acido clavulanico (producido por Streptomyces clavuligerus), un inhibidor de
las beta-lactamasas, tiene un nucleo similar al &cido penicilanico de las penicilinas, con la
sustitucion del &tomo de azufre en paosicién 3 por un atomo de oxigeno que incrementa la
reactividad de la molécula y proporciona una afinidad mayor por las beta-lactamasas. Le
falta la cadena lateral acilamino en posicién 6 que tienen las penicilinas. El sulbactam y el
tazobactam son ejemplos de sulfonas semisintéticas del acido penicilanico (Marin y
Gudiol 2003).

La estructura basica de las carbapenemas consiste en un anillo beta-lactamico
fusionado a uno pirrolidinico compartiendo un nitrégeno. Esta modificacion y las cadenas
laterales, asi como la posicién espacial de éstas, proporcionan mayor afinidad por las
proteinas de unién a penicilina (PBP), con un incremento de la potencia, del espectro
antibacteriano y de la resistencia a las beta-lactamasas, siendo los beta-lactdmicos de
mas amplio espectro y actividad (Marin y Gudiol 2003). Se obtienen a partir de
Streptomyces clavuligerus, S. olivaceus, Erwinia carotovora y Setia sp. (O’Sullivan and
Sykes 1989).

Los monobactamicos tienen una estructura beta-lactamica sencilla con una
estructura monociclica en la que el anillo beta-lactamico no est4 fusionado a otro
secundario (Marin y Gudiol 2003). Algunos microorganismos productores de
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monobactamas son Nocardia uniformis, Agrobacterium radiobacter y Pseudomonas
acidophila (O’Sullivan and Sykes 1989).

NUCLED DEL ANTIBIOTICO BETALACTAMICO GRUPO ANTIBIOTICO
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Figura 1. Principales grupos de antibidticos beta-lactamicos. Se muestran los principales grupos de compuestos beta-
lactdmicos (Marin y Gudiol, 2003).
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1.2.2 Mecanismo de accion de los antibioticos beta-lactamicos

Los antibidticos funcionan inhibiendo la sintesis de diferentes macromoléculas,
bloqgueando asi procesos esenciales en la célula como la replicacion del ADN, la

transcripcioén, la sintesis de proteinas o la sintesis de la pared celular bacteriana,.

En el caso de los antibiéticos beta-lactamicos, su modo de accion es la inhibicion
de la ultima etapa de la sintesis del peptidoglicano de la pared celular bacteriana,

induciendo un efecto autolitico.

El peptidoglicano esta constituido por largas cadenas de glucidos (-glucano),
formadas por la repeticion de moléculas de acido N-acetimuramico y N-
acetilglucosamina. El acido muramico fija cadenas de tetrapéptidos que se unen entre si
para formar una malla, bien directamente (Gram-negativos) o mediante un pentapéptido
de glicina (Gram-positivos). Los beta-lactamicos inhiben precisamente esta uniéon o
transpeptidaciéon, dltima etapa de la sintesis de la pared celular. De este modo, la pared
gueda debilitada y puede romperse por la presiébn osmoética intracelular. Para que actien
los beta-lactamicos es necesario que la bacteria se halle en fase de multiplicacion, ya que
es cuando se sintetiza la pared celular. En el espacio periplasmico existen enzimas
transpeptidasas y carboxipeptidasas encargadas de formar los tetrapéptidos unidos. Estas
enzimas fijan a las penicilinas y otros beta-lactamicos, por lo que se las denomina
proteinas de unién a penicilina (PBP). La funcion de las PBP es alargar, dar forma y dividir
la bacteria. Los anillos de los beta-lactdmicos poseen una estructura similar a los dos
ultimos aminoéacidos del pentapéptido (D-alanina-D-alanina) y eso permite una union
covalente en el lugar activo de la transpeptidasa. También pueden inhibir a las
carboxipeptidasas y algunas endopeptidasas. Los beta-lactdmicos también actian
activando una autolisina bacteriana endégena que destruye el peptidoglicano. La lisis se
produce con concentraciones que superan entre 4 y 10 veces la CIM (concentracion
inhibitoria minima) de un determinado microorganismo. Las bacterias que carecen de
autolisina son inhibidas pero no destruidas, por lo que se dice que son tolerantes. Se
define el fendbmeno de tolerancia como la necesidad de una concentracion al menos 32
veces mayor a la CIM para que un antimicrobiano destruya una cepa bacteriana (Marin y
Gudiol 2003).



1.3 La cefalosporina C. Historia y su importancia

Giuseppe Brotzu (Profesor de la Universidad de Cagliari, Italia) se percaté de que
la incidencia de tifus en la ciudad de Cagliari era inferior a otras zonas, incluso entre los
bafistas que acudian a una bahia donde se vertian las aguas residuales de la ciudad.
Precisamente a partir de muestras tomadas de esas aguas G. Brotzu aisl6 un hongo
capaz de inhibir en cultivos el crecimiento de Salmonella typhi y otras bacterias Gram-
negativas (Brotzu, 1949; Paracchini, 1992). Le dio a este hongo el nombre de
Cephalosporium  acremonium  (rebautizado  posteriormente como  Acremonium
chrysogenum), pero no pudo continuar sus estudios sobre el nuevo antibiético en ltalia, y
envié una muestra del mismo y copia de sus resultados a la escuela William Dunn de
Patologia de la Universidad de Oxford. Aqui se descubrié que este hongo podia producir
al menos cinco diferentes antibiéticos. El primero que se encontré fue un antibiético que
puede ser extraido al igual que la penicilina (en un disolvente organico) y fue llamado
cefalosporina P. Este compuesto no fue el descrito originalmente por Brotzu, ya que sélo
mostrd actividad frente a ciertas bacterias Gram-positivas. En 1949, un segundo
antibidtico se encontr6 en los cultivos liquidos de Acremonium, el cual permanecia en la
fase acuosa y era activo frente a bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Se le llamoé
cefalosporina N, y su actividad de tipo beta-lactdmica se confirmé cuando se elimin6
después del tratamiento con una penicilasa obtenida a partir de Bacillus subtilis (Burton y
Abraham, 1951).

Guy Newton y Abraham Edward encontraron un segundo antibiético hidrofilico en
los caldos de cultivo de A. chrysogenum que fue nombrado cefalosporina C (Newton y
Abraham, 1954). El nuevo compuesto se obtuvo con facilidad en su forma de sal de sodio
y mostré actividad antibidtica frente a Salmonella typhi y Escherichia coli. Aunque su
actividad especifica contra estos microorganismos correspondié sélo al 10% de la
obtenida con la cefalosporina N (actualmente conocida como penicilina N), tenia algunas
propiedades que la hacian interesante. Su estabilidad en un medio &cido diluido y su
resistencia a la accion penicilinasa de B. subtilis sugirié que la estructura quimica de la
cefalosporina C diferia de la postulada para la penicilina. Posteriormente, estudios de
resonancia magnética nuclear y analisis espectroscopicos de rayos X (Hodgkin y Maslen,
1961) confirmaron la estructura de la cefalosporina como un sistema beta-lactamico
dihidrotiazinico heterociclico, mientras que la penicilina posee un anillo beta-lactdmico

tiazolidinico heterociclico (Abraham y Newton, 1961).



En 1955 se demostré que la cefalosporina C posee un amplio espectro de
actividad, incluyendo muchas cepas de Staphylococcus aureus. El antibiético demostro
ser inocuo cuando se administraba por via intravenosa en dosis altas, y se observé que
protegia a los ratones contra la infeccion causada por estreptococos. Posteriormente se
demostré también que podia proteger a los ratones de las infecciones por estafilococos
resistentes a penicilina (Florey et al., 1956).

La investigacion y desarrollo para la produccién industrial de cefalosporina difirid
del caso de la penicilina. Las patentes se emitieron con respecto a su ndcleo, y empresas
farmacéuticas como Glaxo del Reino Unido y Ely Lilly de Estados Unidos se interesaron

en las primeras etapas de la investigacion.

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

et al., 2008). En la figura 2 se muestran sus estructuras.
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Figura 2. Estructura del 7-ACA (A) y el 7-ADCA (B), precursores usados para sintetizar cefalosporinas desde la primera
hasta la quinta generacion de estas.



1.4 Acremonium chrysogenum

El género Acremonium contiene actualmente entre 20 y 200 especies reconocidas
segun los diferentes autores (Robert, et al. 2005). La base de datos taxonémica de
hongos administrada por la Asociacion Internacional de Micologia tiene 205 variedades
registradas, de las cuales 197 son especies con nombre.

Acremonium chrysogenum es un hongo filamentoso, perteneciente al grupo de los
Ascomicetos, clase Euascomicetos, orden Hypocreales. Se reproduce asexualmente por
haber perdido su capacidad de reproducirse sexualmente o bien ésta es desconocida
(Schmitt et al. 2004b).

Fisiol6gicamente, Acremonium requiere condiciones muy humedas (una actividad
de agua: AW = 0.90-0.98). La mayoria de las especies no crecen a 37°C (EMLAB, 2007).
Acremonium crece bien en medios generales de hongos, esporulando dentro de los 5
dias. Las colonias pueden crecer lentas cuando se cultivan a 25°C; suelen ser compactas,
alcanzando menos de 2.5 cm de diametro en 5 a 10 dias (Germain y summerbell, 1996).

La textura de las colonia es de tipo glabrosa, compacta, plana o plegada. Con la
edad se recubre con hifas sueltas: en esta etapa, las colonias tienen una textura tipo
gamuza o flocosa (delicadamente algodonosa). En la morfologia microscépica las hifas
son septadas, filamentosas, aglomeradas y muy delicadas. Las hifas conididgenas son
alargadas y rectas, solitarias, en su mayoria en forma de lezna, simple, erecta, y se
levanta de entre el micelio (INSPQ. 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Morfologia de Acremonium spp. Se muestra la morfologia del genero Acremonium spp. Hifas hialinas
septadas, delgadas. Conidios fusiformes, agrupados rodeados de un material gelatinoso (falsas cabezas). Tangarife,
2011.



Figura 4. Variedad silvestre de Acremonium chrysogenum vista al microscopio 6ptico a 40X y 100X.

La morfologia micelial se ve influenciada por factores nutricionales, efectos de
esfuerzo de corte (en cultivo liquidos por agitacion), calidad del in6culo y tasa de dilucion.
Entre estos factores, la calidad del in6culo (es decir, tamafio, edad y tipo) es de primordial
importancia en la determinacion de las caracteristicas de la fermentaciéon de cultivos
sumergidos (Lee et al. 2001). Considerando la edad del inéculo, la morfologia de
Acremonium chrysogenum en cultivos sumergidos se clasifica en tres tipos; hifas
hinchadas, fragmentos de hifas y artrosporas (ver figura 5). Se ha reportado que la
diferenciacion morfologica de las hifas en fragmentos muy hinchados ocurre antes del
inicio de la produccion de CPC, y que los fragmentos de hifas muy hinchados poco a poco
van diferenciandose en artrosporas durante la produccion de CPC (Matsumura et al.,
1980).

Figura 5. Morfologia del micelio de Acremonium chrysogenum. Se muestra de izquierda a derecha: fragmentos de
hifas, hifas hinchadas y artrosporas.
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1.5 Biosintesis de cefalosporina C en Acremonium chrysogenum

1.5.1 Ruta biosintética de la cefalosporina C

La ruta biosintética de la cefalosporina se conoce hoy en dia en su totalidad
(Figura 6) (Liras y Martin, 2006). Ademas se ha identificado un transportador involucrado
en la secrecion del antibiético (Ullan et al. 2002a) y dos en el trasporte intracelular de
intermediarios (Teijeira et al. 2009; 2010), asi como varios factores que regulan
transcripcionalmente a los genes biosintéticos (Jekosch et al. 2000; Schmitt et al. 2001
Schmitt et al. 2004a).

Los dos primeros pasos de la ruta son comunes en todos los microorganismos
productores de beta-lactamas. La ruta inicia con la formacién del tripéptido o-(L-a-
aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV) a partir de tres aminoacidos precursores: L-a-
aminoadipico (un aminoacido no proteinogénico cuyo precursor es la L-lisina), L-cisteina y
L-valina, reaccion catalizada por la ACV sintetasa, una enzima multimodular perteneciente

a la familia de las péptido sintetasas y codificada por el gen pcbAB.

El tripéptido ACV es ciclado para formar la isopenicilina N (IPN) por la enzima
isopenicilina N sintasa, codificada por el gen pcbC. La isopenicilina N es transformada a
penicilina N (PN) mediante la actividad de dos enzimas (Ullan et al. 2002b); una acil-CoA
sintetasa de cadena larga codificada por el gen cefD1, y una acil-CoA racemasa

codificada por el gen cefD2.

La penicilina N es transformada en desacetoxicefalosporina C (DAOC) por la
enzima DAOC sintasa (0 expandasa), que convierte el anillo tiazolidinico caracteristico de
las penicilinas en un anillo dihidrotiazinico de seis miembros tipico de cefalosporinas y
cefamicinas. La DAOC es hidrolizada por la accion de la misma enzima (DAOC
sintasa/DAC hidroxilasa), codificada por el gen cefEF, formandose desacetilcefalosporina
C (DAC). El ultimo paso de la ruta es la acetilacion de la DAC a cefalosporina C (CPC),

catalizado por la enzima acetil-CoA DAC acetiltransferasa, codificada por el gen cefG.
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1.5.1 Organizacion estructural de los genes de biosintesis de CPC en A.
chrysogenum

Al igual que otros genes del metabolismo secundario en hongos, los genes de
cefalosporina estan agrupados, pero en dos cluster diferentes: el “cluster temprano” que
agrupa los genes de las primeras etapas de la biosintesis y genes de proteinas
transmembranales de trasporte de CPC, y el “cluster tardio” que contiene los genes de
los pasos finales: cefEF y cefG. Estos clusters se ubican en cromosomas diferentes,

respectivamente en el VIl y el | (Gutiérrez et al. 1999) como se puede ver en la figura 7.

A diferencia de lo observado en el mejoramiento genético de Penicillium
chrysogenum para la produccién de penicilina (Fierro y col., 1995, Newert y col., 1997), no
hay reportes disponibles que establezcan que el nimero de copias de los genes
biosintéticos se haya incrementado en las cepas de Acremonium chrysogenum con alta
produccién de cefalosporina. Sin embargo, varias investigaciones han mostrado que los
niveles de trascripcién de los genes de biosintesis de estas cepas son mayores (Walz y
Kick, 1993; Velasco y col., 1994; Jekosch y Kick, 2000a; Schmitt y col., 2001), de tal
forma que los cambios deben haberse producido preferentemente a nivel de la regulacion

transcripcional de los genes estructurales (Schmitt y col., 2004c; Cuadra Tania, 2008).

1.6 Compartimentalizacion de la biosintesis de cefalosporina C

La mayoria de los pasos de la ruta biosintética de CPC en A. chrysogenum tienen
lugar en el citoplasma (Van de Kamp et al., 1999; Evers et al., 2004). Sin embargo, es
probable que la epimerizacion de la cadena lateral de la IPN a PenN (Ullan, 2002),
catalizada por la accion conjunta de las enzimas CefD1 y CefD2, tenga lugar en los
peroxisomas o microcuerpos. La proteina CefD1 presenta similitud con acil-coenzima A
sintetasas de Acidos grasos y posee la sefial PTS-1 “PRL”, mientras que la proteina
CefD2 es similar a a-metilacil-coenzima A racemasas y tiene tanto la sefial PTS-1 “EKL”
como la sefal peroxisomal PTS-2, que es un nonapéptido de la regiébn amino terminal
cuya secuencia consenso es (RK) (LVI) Xs(HQ) (LAF) (Reumann, 2004) “**KLVVELAGL".
El hecho de que ambas proteinas presenten sefiales de localizacion peroxisomal, junto

con su similitud con enzimas del metabolismo de acidos grasos, sugiere la posible
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localizacién peroxisomal o en microcuerpos de este paso limitante de la ruta (Vaca-
Cerezo, 2008; Teijeira 2009).

“Cluster temprano” cromosoma VI

—{ cefP> cefT MRF?» }—< PpcbAB ‘ P ‘ pchMresz ‘ p { cefD1> cefM%

2598 pb 1745 pb 1047 pb 11136 pb 1233 pb 1229 pb 1515 pb
1014 pb 1146 pb 2193pb 1446 pb

“Cluster tardio” cromosoma |

996 pb 1300 pb
P2 938 pb P

Figura 7. Organizacion de los genes biosintéticos de cefalosporina C. Se muestran los dos clusters ubicados en los
cromosomas VIl y |, con los genes que contiene cada uno de ellos, indicandose el nimero de pares de bases de cada
gen implicado en la sintesis y trasporte de CPC ubicados (Schmitt et al. 2004b; Tejeira et al. 2010). La letra P seiiala
regiones intergénicas donde se ubican los promotores de dos genes orientados en direcciones opuestas.

Agrupados con los genes biosintéticos en el “cluster temprano” se encuentran tres
genes: cefT, cefM y cefP, cuyos productos corresponden a proteinas transmembranales, y
cuya funcién se ha establecido como de transporte. El producto del gen cefT seria un
transportador de cefalosporina C al exterior de la célula (Ullan et al. 2002a), y los
productos de los genes cefP y cefM serian transportadores de intermediarios; de
isopenicilina N hacia el interior de microcuerpos y de penicilina N desde los microcuerpos

al citoplasma, respectivamente, tal y como se muestra en la figura 8.

La disrupcion del gen cefM bloquea la produccion de cefalosporina y provoca la
acumulacion del intermediario penicilina N (Teijeira et al. 2009), mientras que la disrupcién
del gen cefP también bloquea la produccion de cefalosporina y provoca una acumulacion

y secrecion de isopenicilina N (Teijeira et al. 2010).
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Figura 8. Compartimentalizacion celular de la ruta biosintética de CPC en A. chrysogenum. Se muestra la ubicacion de
las proteinas de trasporte de intermediarios entre el citoplasma y microcuerpos, asi como de transporte de CPC al
exterior celular (Teijeira et al. 2009).

1.6.1 Papel de los peroxisomas y las vacuolas en la ruta de biosintesis de
penicilinas y cefalosporinas

Los microcuerpos (glicosomas, glioxisomas y peroxisomas) son organulos
importantes que estan presentes en las células eucariotas que cumplen diversas
funciones en rutas especificas tanto del metabolismo primario como del secundario
(Parsons et al. 2001).

Los microcuerpos estan formados por una matriz proteica envuelta por una
membrana simple que tiene un bajo contenido en ergosterol (Heiland y Erdmann, 2005).
En hongos filamentosos los microcuerpos participan en funciones como la B-oxidacion de
los acidos grasos y el desarrollo sexual (van der Lende et al., 2002). En la biosintesis de
penicilina en P. chrysogenum los microcuerpos parece que albergan el paso final de la
sintesis de penicilina G (Mdiller et al., 1991), y en la biosintesis de cefalosporina C por A.
chrysogenum probablemente la epimerizacion de IPN a PenN, proporcionando un
microambiente propicio para que ocurran dichas reacciones (Vaca-Cerezo, 2008). Por
ualtimo, cabe indicar que existe una correlacion positiva entre el nimero de peroxisomas y

la produccion de penicilinas en P. chrysogenum (Kiel et al., 2005).

15



1.7 Niveles de control de la regulacion de la biosintesis de CPC en A.
chrysogenum

La biosintesis de antibioticos estd muy regulada, principalmente a nivel de la
transcripciéon de los genes responsables de la biosintesis, que se activan sélo en
determinadas condiciones y estan sujetos a un estricto control por parte de circuitos
reguladores generales (regulacion por fuente de carbono, fuente de nitrégeno, por pH,
etc.) y frecuentemente también por factores transcripcionales especificos de la via. A
continuacién se sefialan los principales mecanismos reguladores descritos en la

biosintesis de cefalosporina por A. chrysogenum.

1.7.1 Influencia de la metionina, el fosfato y el oxigeno en la produccion de CPC

Los niveles altos de metionina, en particular del isobmero D, estimulan
significativamente la sintesis de antibidticos beta-lactamicos en A. chrysogenum. En
cultivos suplementados con metionina se obtuvieron incrementos del 200 a 300% de la
produccién de cefalosporina C (Velasco et al., 1994). Asimismo, un aumento en el pool
endoégeno de metionina previo a la formacién de cefalosporina C y la produccién
especifica, parecen ser proporcional a la concentracion de D-metionina intracelular
(Gygax et al., 1980)

Se ha observado que un exceso de fosfato tiene un efecto negativo sobre la
produccion de CPC en A. chrysogenum, posiblemente debido a que el fosfato incrementa
la tasa de consumo de glucosa, acelerando por lo tanto la represion catabdlica por fuente
de carbono. También se ha sugerido que el fosfato podria actuar sobre las enzimas IPN y
DAOC sintetasa/DAC hidroxilasa formando complejos con hierro requerido para la
actividad enzimética (Lubbe et al., 1984). La cepa C-10 (sobreproductora de CPC) ve
reducida su produccion con concentraciones de fosfato de 100 a 215 mM, siendo la
concentracion éptima para la produccion de antibiético por esta cepa de alrededor de 25
mM. Las enzimas IPN y DAOC sintetasa/DAC hidroxilasa estan sujetas a represion e

inhibicion por fosfato (Jinyou et al., 1988).

La disponibilidad de oxigeno es muy importante para la produccién de antibiéticos

beta-lactamicos. Una buena aireacion es importante para la ruta probablemente debido a
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que las enzimas IPN y DAOC sintetasa/DAC hidroxilasa requieren también de oxigeno

para llevar acabo su actividad (Hilgendorf et al., 1987).

1.7.2 Regulacion a nivel transcripcional

Tanto en organismos eucariotas como en procariotas, la regulacion de la expresion
génica se produce principalmente a nivel transcripcional, ya que es la transcripcion la

primera etapa del proceso de expresion génica.

La biosintesis de penicilina en P. chrysogenum esta regulada por diversos circuitos
nutricionales, como la regulacion catabélica por fuente de carbono, nitrégeno y fésforo, asi
como por pH, y los genes biosintéticos de penicilina estan sujetos al control de diferentes
factores transcripcionales generales como PENR1, Ptal, PacC y CreA (Martin y col.,
1999, Chang et al. 1990; Aharonowitz et al 1992; Feng et al. 1994; Brakhage, 1998,
Martin, 2000b; Brakhage et al. 2004; Cepeda-Garcia et al. 2014). Ni en P. chrysogenum ni
en A. chrysogenum parecen existir factores transcripcionales especificos que regulen de
manera exclusiva los genes de penicilina y cefalosporina respectivamente (Brakhage et al.
2004)

Se han descrito varios factores de transcripcién implicados en la regulaciéon de los
genes de biosintesis de cefalosporina en A. chrysogenum. Dos de estos factores son
reguladores de amplio dominio, y controlan multiples genes en la célula; son el factor
Crel, responsable de la represion por fuente de carbono (Jekosch et al. 2000), y el factor
PacC, responsable de la regulaciébn por pH (Schmitt et al. 2001). Otro factor
transcripcional que ha sido descrito es CPCR1 (Schmitt y Kick, 2000), el cual

posiblemente est4 dentro también de la categoria de reguladores de amplio dominio.

1.7.2.1 Regulador transcripcional CPCR

CPCRL1 pertenece a la familia de los factores de transcripcionales RFX de humanos
(Schmitt y Kuck, 2000). CPCRL1 se une a secuencias reguladoras en la regién promotora
intergénica pcbAB-pcbC, e interacciona con la proteina AcFKH1, un factor transcripcional

de la familia Forkhead (cabeza de horquilla) (Schmitt et al. 2004c). La localizacion del sitio
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de unién del factor transcripcional es aproximadamente 350 pb corriente arriba del lugar
de inicio de la transcripcion del gen pcbC. La disrupcion del gen cpcR1 provoca una
fuerte reduccion de la expresion del gen pcbC y de la acumulacién del intermediario
penicilina N (Schmitt et al. 2004c), asi como la eliminacibn de la produccién de
artrosporas (Hoff et al. 2005).

1.7.2.2 Regulacion por fuente de carbono, factor transcripcional Crel

La regulacion por la fuente de carbono es un mecanismo general conocido en
bacterias y hongos que impide la sintesis y/o la actividad de enzimas necesarias para la
asimilaciéon de las diversas fuentes de carbono cuando esté presente una fuente de
carbono facilmente utilizada, como puede ser la glucosa. Desde el punto de vista
fisiol6gico, este tipo de regulacién es beneficioso para el microorganismo ya que se utiliza
la fuente de carbono mas energética y no se desperdicia energia en la sintesis de otros
sistemas catabolicos para fuentes de carbono alternativas. Los genes sujetos a represion
por fuente de carbono pueden dividirse en tres grupos: los que codifican enzimas
implicadas en el metabolismo de fuentes de carbono menos favorables, los que codifican
enzimas implicadas en la gluconeogénesis y en el ciclo del glioxilato y los relacionados

con el metabolismo secundario.

En P. chrysogenum, Gutiérrez y colaboradores (1999b) demostraron que los
niveles de ARN mensajero de los genes pcbAB, pcbC y penDE estan drasticamente
reducidos en presencia de glucosa. Esta regulacién se ha demostrado recientemente que
esta mediada por el factor transcripcional de tipo dedo de zinc CreA (Cepeda-Garcia et al.
2014), homologo a otros factores similares responsables de la represion catabdlica por

carbono en hongos y levaduras.

En A. chrysogenum, un factor transcripcional homélogo de CreA, denominado
Crel, es el responsable de la regulaciébn por fuente de carbono. Crel regula
negativamente la biosintesis de cefalosporina C y la expresion de los genes cefEF y pcbC
de la ruta biosintética (Jekosch K. y Kick U., 2000).
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1.7.2.3 Regulador transcripcional PacC. Regulacion por pH

Muchos hongos filamentosos son capaces de sobrevivir y crecer en un amplio
intervalo de pH ambiental, el cual puede ser tan acido como 2 o tan alcalino como 10.
Aparte de su capacidad homeostatica, estos organismos tienen que adaptar la secrecién
de enzimas y de metabolitos secundarios en respuesta al pH ambiental. Tanto las
penicilinas como las cefalosporinas se producen en cantidades elevadas siempre a pH
ambiental alcalino (Schmitt et al. 2004b).

PacC es un factor de transcripcién importante en la expresion génica en respuesta
al pH ambiental en los hongos filamentosos. Contiene tres dedos de zinc Cys2-Hys2, de
los cuales solamente dos hacen contacto con el sitio de unién al ADN. PacC se une a
sitios consenso de union 5’GCCAAG-3’ en las regiones promotoras de los genes que
regula (Espeso et al. 1993). En condiciones éacidas predomina la forma PacC™, el
producto de traduccion de 72 KDa, que esta conformado por 674 aminoacidos. Con el
cambio de pH a neutro y/o alcalino, PacC’® experimenta dos roturas proteoliticas
sucesivas. La primera es dependiente de la sefial de transduccién por pH, en la que una
proteasa sefializadora rompe PacC’? eliminando aproximadamente 180 amino&cidos del
extremo C-terminal, para formar un producto conocido como el intermediario PacC*? (Diez
et al. 2002). La siguiente rotura es independiente del pH ambiental y es catalizada por el
proteasoma, que elimina aproximadamente otros 245 residuos del extremo C-terminal,
dejando intacta la regién de los dedos de zinc (dominio de unién al ADN) y dando lugar a

la forma funcional PacC?%, de alrededor de 250 residuos.
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Figura 9. Procesamiento proteolitico de PacC. El Procesamiento proteolitico de PacC se lleva a cabo en dos pasos, el
primero es en respuesta al pH mediante una proteasa seiializadora y el segundo independiente del pH pudiendo
ocurrir solo cuando el segmento A de PacC esta libre (Pefialva et al. 2008).
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PacC? se une entonces al sitio blanco de los promotores de genes expresados
preferencialmente a pH alcalino para activar su expresion, y etiqueta sitios en los
promotores de los genes expresados preferentemente a pH acido para prevenir su
expresion. La activacion del factor de transcripcion PacC mediada por la sefializaciéon de

pH ambiental se resume en la figura 9.

1.7.3 Regulacion a nivel de la estructura de la cromatina. Regulador global LaeA

La biosintesis de antibiéticos beta-lactamicos es controlada también por
reguladores globales del metabolismo secundario. El gen laeA, que codifica una proteina
nuclear con dominio metiltransferasa, regula de forma positiva la produccién metabolitos
secundarios, la pigmentacion y la esporulacién en P. chrysogenum (Kosalkova et al.,
2008).

LaeA se describié inicialmente en Aspergillus nidulans. LaeA controla la sintesis de
esterigmatocistina (una micotoxina carcinogénica), lovastatina (un
antihipercolesterolémico), penicilina y pigmentos de las hifas (Keller et al., 2005), como se

muestra en la figura 10.

/ Proteina G G — IAdeniato cit:%\
F‘KA( y
RasA
&=
nuckeus
e
AfIR =— LaeA
4 rFe ’ " S~
Esterigmagtocistina Lovastatingd Penicilina  Gliotoxina Pigmentos

Figura 10. Sistema de regulacion por LaeA en Aspergillus ssp. Se muestra como las proteinas quinasas tipo A (PKA) y
RasA regulan, a nivel transcripcional, de forma negativa a LaeA, mientras que LaeA regula de forma positiva la
biosintesis de esterigmatocistina, lovastatina, penicilina, gliotoxina (solo en A. fumigatus) y pigmentos. Ademas las
Proteinas G heterotriméricas estan relacionadas con LaeA actuando corriente arriba en la transduccion de seiales,
activando a la adenilato ciclasa para aumentar los niveles de AMP ciclico, el cual activa a PKA (Keller et al., 2005).
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La proteina LaeA no actla sola sino junto a otras dos proteinas, VelB y VeA,
formando un complejo heterotrimérico llamado velvet como se muestra en figura 11. Se
sabe que, en Aspergillus nidulans, velvet regula el desarrollo y el metabolismo secundario
del hongo (Bayram, et al., 2008). VeA es un regulador dependiente de luz que controla el
desarrollo sexual y asexual en A. nidulans. Este regulador VeA se ha demostrado que
esta involucrado en la regulacion de la biosintesis de B-lactamicos en A. chrysogenum
(Dreyer et al., 2007). EI complejo velvet al parecer actia remodelando la heterocromatina
a eucromatina, proceso en el cual posiblemente juega un papel la actividad
metiltransferasa de LaeA (Keller et al., 2005).

Luz/ Oscuridad
. Luz Oscuridad

Citoplasma

)
L)
Nucleo Ve Desarrollo
/ sexual
Menor produccion de Produccion de metabolismo
metabolismo secundario secundario

Figura 11. Complejo heterotrimérico velvet. En presencia de luz la proteina VeA es retenida en el citoplasma en una
conformacion inactiva unida a VelB, LaeA muestra una baja actividad. En la oscuridad aumenta la cantidad de VeA
que se importa al nticleo por una proteina que se une denominada KapA y compatible con la proteina VelB. VeA/VelB
controlan el desarrollo, mientras que LaeA controla la actividad por formacion del complejo velvet que afecta la
expresion de genes del metabolismo secundario (Bayram, et al., 2008).

T. Pérez, del grupo del Dr. J. Barrios cloné el gen laeA de A. terreus completo (con
promotor y terminador), construyendo el vector pUAMTPIlaeA. Al transformar este hongo
con dicha construccién, se obtuvieron transformantes con incrementos en la produccion
de lovastatina de hasta 111% (Pérez-Aguirre 2009 y manuscrito en preparacion). El vector
pUAMTPIlaeA fue amablemente proporcionado por el Dr. Barrios, de manera que J. Cruz
lo transformé en A. chrysogenum (Cruz 2009). El gen homélogo a laeA de A.

chrysogenum no ha sido clonado aun.
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1.7.4 Regulacion por proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas son un componente central en las vias de
transduccibn de sefales que controlan varias respuestas celulares a estimulos
ambientales en organismos eucariotas. Estas proteinas transmiten la sefial que se origina
en un receptor de membrana (G Protein-Coupled Receptor) a una variedad de efectores
intracelulares (Neer, 1995), entre ellos la adenilato ciclasa, modificando asi las
concentraciones de AMP ciclico. Las proteinas G heterotriméricas se componen de tres
subunidades: a, B y y. En su estado inactivo la proteina se encuentra formando un
trimero, asociada a la membrana plasmatica, y la subunidad a tiene una molécula de
GDP. Cuando el receptor de membrana es activado por la seial, la subunidad a sufre un
cambio conformacional que provoca su separacion del dimero By y el intercambio de GDP
por GTP (Hamm, 2001). La subunidad a y el dimero By por separado son entonces
activos y pueden interaccionar con sus efectores correspondientes. Pero esta activacion
es temporal, la subunidad a posee una actividad GTPasa enddgena que hidroliza GTP
produciendo GDP, cuando esto sucede la subunidad vuelve a unirse al dimero By para
formar el trimero inactivo. En la figura 12 se muestra el ciclo completo de activacion y

desactivacion de las proteinas G heterotriméricas.

Ligando Figura 12. Ciclo de activacién/inactivacion de las

\ proteinas G heterotriméricas. La unién del ligando con

GPCR el receptor de membrana (GPCR: G Protein-Coupled

PM Receptor) provoca un cambio conformacional en la

activos para interaccionar con efectores corriente
abajo (downstream). La inactivacion se produce
mediante hidrodlisis de GTP por una actividad GTP
hidrolasa intrinseca. Las proteinas RGS (Regulator of
G Protein Signaling) son estimuladoras de la actividad
GTPasa de las subunidades a. Una vez que la
subunidad a esta unida nuevamente a GDP vuelve a
asociarse con el dimero By para formar el trimero

:_—(GTP ' inactivo (reproducido de Li et al. 2007).

Efectores
corriente abajo

@. _@ subunidad a, la cual intercambia GDP por GTP y se
/GDP '& separa del dimero By, quedando entonces ambos

Una vez que la subunidad Ga se disocia del dimero By interactia con la enzima

adenilato ciclasa (AC), la cual cataliza la sintesis de AMPc a partir de ATP. El AMPc se
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une a la subunidad reguladora de la proteina kinasa A (PKA-R), resultando en la
liberacion de la subunidad catalitica (PKA-C), que a su vez fosforila proteinas blanco para
continuar con la transduccién de sefal. El resultado final es la activacion o represion de la
transcripcion de ciertos genes y otros efectos regulatorios en la actividad de enzimas,
provocando asi una respuesta celular (figura 13a).

a b
Aminodcidos Fuentes de carbono Feromonas Ligando
\ / l \ Receptor de
CnGpr4 ? ? NCGPR 4 feromonas ?
2 ~ A A - A A

ey ey gh "
\ ¥ s

Proteinas Ga

U=

AT

cAMP
B Cascada Sefializacion
P Crecimient . oA
Fee et ecimiento/ Apareamiento Detfe'ccmn de feromonaf/
Desarrollo asexual Formacidn de cuerpos fructiferos

Figura 13. Respuesta a deteccion de nutrientes y feromonas de las proteinas G heterotriméricas en los hongos. (a)
Deteccion de nutrientes mediante las proteinas G heterotriméricas de tipo |, tipo Il y tipo Ill. AC (adenilato ciclasa)
cataliza la produccion de AMPc a partir de ATP. El AMPc se une a PKA-R dando como resultado la liberacion de la
subunidad catalitica de la proteina kinasa A (PKA-C), la cual puede fosforilar proteinas corriente abajo. (b) Respuesta a
feromonas. La feromona se une a GPCRs, tanto la subunidad Ga tipo | como el dimero Gy activan la cascada de las
MAP kinasas, provocando la respuesta celular de formacion de cuerpos fructiferos. La subunidad Ga tipo Ill regula los
niveles de AMPc y actua en la regulacidn de los genes que tienen que ver con el apareamiento del hongo (Li et al.
2007).

Las subunidades a de las proteinas G heterotriméricas se clasifican en tres grupos
denominados |, Il y Ill. Las proteinas Ga | estan altamente conservadas entre hongos
filamentosos y hay evidencia suficiente que sugiere que este grupo de proteinas regulan
multiples rutas metabdlicas como patogénesis, crecimiento y desarrollo sexual, formacion
de cuerpos fructiferos, etc.. El grupo de proteinas Ga Il no son tan conservadas como las
del grupo | o lll y sus funciones no han sido tan claras. El grupo de la proteinas Ga Il son
altamente conservadas y se han designado como proteinas Gas (grupo analogo) porque

muchas de estas influyen positivamente en los niveles de AMP, (Li et al. 2007).

Mutaciones en los genes de las subunidades Ga de los grupos | o lll pueden

conducir a cambios en la concentracion intracelular de AMPc; se ha observado que
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adicionando AMPc al medio a menudo se corrigen los defectos observados en los
mutantes, de lo que se deduce que el AMPc es un mediador en la ruta de transduccion de
sefial de las proteinas G heterotriméricas. La pérdida del dimero GBy puede dar como
resultado niveles bajos de las subunidades Ga, ocasionando un descenso en los niveles
de AMPc (Li et al. 2007).

El dimero Gy, cuando esta disociado de la subunidad Ga, también interactia con
ciertas proteinas de sefalizacibn denominadas kinasas actividades por mitégenos, o MAP
kinasas, como se muestra en la figura 13b. La sefializacion en cascada de las MAP
kinasas consiste en tres kinasas que se fosforilan consecutivamente, comenzando con
MAPKKK, seguido de MAPKK vy finalmente MAPK. MAPK entonces fosforila una serie de
efectores finales (enzimas, factores de trascripcion y otras proteinas reguladoras). La via
de las MAP kinasas también puede ser activada por receptores de membrana tipo RTK
(Receptor Tirosina Kinasa), que transducen la sefial a través de proteinas RAS en hongos
filamentosos. La via de sefializacion de las MAP kinasas esta involucrada en la respuesta
a feromonas, osmorregulacion e integridad celular (Li et al. 2007).

Se han descrito mutaciones en el gen que codifica la subunidad o de tipo | de los
hongos que alteran el ciclo de actividad de la proteina G heterotrimérica. EI cambio del
residuo Gly en la posicién 42 por una Arg (G42R) en la subunidad a de A. nidulans (FadA)
tiene como consecuencia la pérdida de la actividad GTPasa, generandose asi una
subunidad a constitutivamente activa (FadA®**F) (Yu et al. 1996). De manera inversa, una
mutacién que cambia el residuo Gly de la posicion 203 por una Arg (G203R) impide los
cambios conformacionales que se producen por la union del GTP, evitando la disociacién
de la subunidad a del dimero By, lo que resulta en una proteina G heterotrimérica
constitutivamente inactiva (Kurjan, 1991). Los alelos G42R y G203R son dominantes, se
denominan respectivamente alelo de activacién constitutiva (0 dominante activador) y de
inactivacion constitutiva (o dominante inactivador), y han sido utilizados en varios hongos
para estudiar la funcion de las subunidades a, entre ellos P. chrysogenum (Garcia-Rico et
al. 2007; 2008a; 2008b, 2011).

En hongos filamentosos, las subunidades a de tipo | regulan la produccién de
metabolitos secundarios (Calvo et al. 2002: Li et al 2007). En Aspergillus nidulans la
subunidad a FadA regula negativamente la produccién de esterigmatocistina; la expresion

de un alelo de activacion constitutiva del gen fadA (fadA®**®

) bloguea tanto la conidiacion
como la produccion de la micotoxina (Hicks et al.1997). Sin embargo otros metabolitos
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secundarios se regulan de forma diferente; Tag y col. (2000) encontraron que el alelo de

G42R
A

activacion constitutiva fad estimula la produccién de penicilina y la expresion del gen

pcbC en A. nidulans.

En Penicillium chrysogenum, la subunidad a Pgal regula positivamente le
biosintesis de 3 compuestos diferentes: penicilina, roquefortina y crisogenina (Garcia-Rico
et al. 2008b). Pgal regula la biosintesis de penicilina mediante el control de la

transcripcién de los genes biosintéticos: pcbAB, pcbC, y penDE.

En Acremonium chrysogenum, nuestro grupo investigador ha clonado el gen agal,
que codifica la subunidad a de la proteina G heterotrimérica homologa de FadA y Pga1.

Se han llevado a cabo mutaciones de dicho gen para obtener un alelo de activacion

G42R G203R
1 1

constitutiva (aga ) y un alelo de inactivacion constitutiva (aga ), los cuales han
sido transformados en Acremonium chrysogenum para obtener cepas que expresan una
subunidad a constitutivamente activa y constitutivamente inactiva respectivamente. El
efecto de estas mutaciones sobre la produccion de cefalosporina C y la expresion de
genes implicados en la biosintesis de cefalosporina sera objeto de estudio en este

proyecto.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar la regulacién de la biosintesis de cefalosporina C por la ruta de
transduccion de sefiales de la proteina G heterotrimérica que contiene la subunidad o
Agal de Acremonium chrysogenum, asi como el efecto de la expresién heteréloga del

gen laeA de Aspergillus terreus en Acremonium chrysogenum.

2.2 Objetivos particulares

1. Analizar la produccién de cefalosporina C en transformantes de Acremonium
chrysogenum con el gen laeA de Aspergillus terreus.
2. Determinar el papel de la subunidad a Aga1 de Acremonium chrysogenum en la

regulacién de la produccién de cefalosporina C.
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3. Estudiar la expresion de los genes cefD1 y cefG en cepas de Acremonium
chrysogenum que expresan subunidades o Agal mutantes (constitutivamente

activa e inactiva).

3. JUSTIFICACION

La regulacion global de genes del metabolismo secundario no ha sido descrita

completamente en hongos filamentosos, y en particular en Acremonium chrysogenum.

Las rutas de transduccion de sefiales que controlan la expresion de los genes de
cefalosporina C, y en Ultima instancia su biosintesis, son casi totalmente desconocidas en
Acremonium chrysogenum. La via de las proteinas G heterotriméricas no ha sido
caracterizada aun en Acremonium chrysogenum. Teniendo en cuenta que esta via se ha
descrito en otros hongos como reguladora del metabolismo secundario, y en particular
como reguladora de la biosintesis del antibidtico B-lactdmico penicilina en Penicillium
chrysogenum, resulta de gran interés su estudio en Acremonium chrysogenum y su

relacion con la biosintesis de cefalosporina C.

Por otra parte, el regulador global del metabolismo secundario LaeA, caracterizado
entre otros en los hongos productores de penicilina Aspergillus nidulans y Penicillium
chrysogenum, no ha sido estudiado aun en Acremonium chrysogenum. Existe la
posibilidad de que LaeA sea un regulador del metabolismo secundario también en este

hongo, y por tanto un posible regulador de la biosintesis de cefalosporina C.
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. HIPOTESIS

La expresion heteréloga de la proteina reguladora LaeA de Aspergillus terreus en
Acremonium chrysogenum tendrd como consecuencia un aumento en los niveles
de produccion de cefalosporina C en este hongo.

La subunidad a Aga1 de Acremonium chrysogenum, perteneciente a una proteina
G heterotrimérica, regula la biosintesis de cefalosporina C. Por tanto, la expresion
de alelos mutantes (constitutivamente activo e inactivo) de Agal puede resultar en

un incremento en la produccién de cefalosporina C.

. DISENO DE INVESTIGACION

Determinar el papel de el gen laeA (de Aspergillus terreus) como posible regulador

global de CPC en A. chrysogenum.

1.2 Transformar Acremonium chrysogenum con el gen laeA homdlogo de

Aspergillus terreus (Cruz R. 2009).

1.3 Realizacibn de bioensayos en medio liquido de la cepa silvestre de
Acremonium chrysogenum (ATCC 11550) y transformantes resultantes.

1.4 Andlisis e la expresién mediante RT-PCR punto final de laeA, cefD1 y cefG.

Determinar el papel de la subunidad a Agal de Acremonium chrysogenum en la

regulacion de la produccion de cefalosporina.

2.1 Transformar Acremonium chrysogenum (ATCC 11550) con los diferentes

y aga

42R 203R
1G 1G 03 .

fondos genéticos aga
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2.2 Realizacibn de bioensayos en medio solido de la cepa silvestre de

Acremonium chrysogenum (ATCC 11550), y de las cepas con el alelo agal de

accion constitutiva (aga

G42R
1

) e inactivacion constitutiva (aga

16203R).

2.3Estudiar la expresion relativa del gen cefD1 y cefG en las cepas de

Acremonium chrysogenum con diferentes fondos genéticos de agal y la ATCC
11550 mediante RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR) utilizando el gen gpd

como control de normalizacion.

Transformar A.
chrysogenum con un vector
de sobre expresion del gen

laeA de A. terreus.

Realizacion de bioensayos
en medio liquido de la cepa
silvestre de Acremonium

"\ chrysogenum (ATCC 11550)
y transformantes
resultantes.

Andlisis de la expresion laeA,
cefD1y cefG.

Trasformacion de la cepa
ATCC 11550 de Acremonium
chrysogenum con los
diferentes fondos geneticos
de agal.

Realizacion de bioensayos
en medio solido y liquido.

h 4

Cepa ATCC 11550

(silvestre), Aga1®™®y

Aga 1G203R

Estudiar la expresion de los
genes cefD1y cefG con
deferentes fondos genéticos
agal y un control gen gpd
mediante
PCR de tiempo real

v

Redaccion de la tesis

Figura 14. Diagrama de flujo del disefio de investigacion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas

Acremonium chrysogenum ATCC 11550: Cepa silvestre, productora de
cefalosporina C, desacetoxicefalosporina C y penicilina N [CBS 779.69, DSM 880, IMI
49137].

Cepas transformadas:
* Acremonium chrysogenum laeA.
* Acremonium chrysogenum PC43.
«  Acremonium chrysogenum agal®®® .
«  Acremonium chrysogenum agal®?®R,

Escherichia coli ESS 22-31. Cepa sensible a antibiotico B-lactamicos, utilizada

para la cuantificacion de cefalosporina C por bioensayo.

6.2 Medios de cultivo

6.2.1 Medios de cultivo para bacterias

Medio LB o Luria-Bertani (Medio de cultivo para E. coli, Miller, 1972). El medio de
cultivo LB (Luria Bertani) es el medio utilizado para el mantenimiento de las cepas de

E.coli

Tabla 1. Medio LB. Composicién en g/L

Bactotriptona 10
Extracto de levadura 5
NacCl 10
Agar (medio sélido) 20

AjustarpHa 7.5
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6.2.2 Medios de cultivo para hongos

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

para crecer el hongo.

Tabla 2. Medio CCM. Composicion en g/L. En medio solido se usa 2% de agar.

Caldo de triptocaseina de soya 5
Sacarosa 3
Extracto de levadura 11
Extracto de carne 1
Glucosa 15
NacCl 0.5
K:HPO, 0.5
MgS0Q,.7H,0 0.5
FeSO, 0.01

Ajustar pHa 7.0

Medio MSMA (Medio semilla modificado de Acremonium chrysogenum,
Adinarayana et al, 2003). Medio rico en azUcares para activar el metabolismo aerobio del

hongo.

Tabla 3. Medio MSMA. Composicion en g/L

Glucosa 10
Sélidos de maceracién de maiz 5
Almidoén soluble 15
Extracto de levadura 4
KoHPO, 1
MgS0,.7H,0 1
CaCOs 1

Ajustar pHa 7.0

Medio MCFA (Medio complejo de fermentacién de Acremonium chrysogenum,

Caltrider y Niss, 1966). Medio disefiado con alto contenido de nitrégeno y melaza de cafa.
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Tabla 4. Medio MCFA. Composicion en g/L

CaCO; 15
Sélidos de maceracion de maiz 5

Melaza de cafia 30
Extracto de carne 30

Ajustar pH a 6.8

Medio TSB (caldo de soya y triptocaseina). También conocido como Soybean-
Casein digest medium, el medio TSB esta formulado para enriquecimiento de varios

microorganismos como son bacterias y hongos.

Tabla 5. Medio TSB. Composicién en g/L

Peptona de caseina 16
Peptona de soya 3
Glucosa 2.5
NacCl 6
KoHPO, 2.5
Agar 20

AjustarpHa 7.0

6.3 Crecimiento de los microorganismos

6.3.1 Crecimiento de Escherichia coli

Se utiliz6 medio LB o TSB en matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de
60 mL de medio, el cual se inoculé con 50 uL de glicerol de E. coli ESS 22-31. Las
condiciones de cultivo fueron: agitacién orbital a 250 rpm, a 37°C aproximadamente y 14

h, para alcanzar una ODgoonm = 1.

6.3.2 Crecimiento de Acremonium chrysogenum

Para el crecimiento en medio soélido, en placas con aproximadamente 25 mL de
medio CCM se inocularon 100 pL de las cepas de A. chrysogenum crecidas previamente

en matraces con medio CCM liquido.
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Para el crecimiento en medio liquido, se inocularon 100 uL de gliceroles de las

cepas de A. chrysogenum en medio CCM liquido, y se incubaron a 27°C durante una

semana.

6.3.3 Mantenimiento de microorganismos

Las cepas de E. coli se conservaron en placas de Petri selladas a 4°C durante un

periodo maximo de un mes, o en glicerol al 40% a -20°C durante varios meses. Es

necesario reactivar las cepas cada 3 a 6 meses, resembrando en medio LB y preparar

nuevos stocks de glicerol.

Las cepas de A. chrysogenum se conservaron de manera similar pero utilizando medio

CCM.

6.4 Bioensayo de produccion de cefalosporina

6.4.1 Bioensayo medio solido

1.

Una vez crecidas las cepas en medio CCM se agregd 1 mL de solucién salina
de NaCl al 0.9% y se recuper6 por raspado todo el micelio de las cajas para
colocarlo en tubos Falcon con perlas de vidrio (previamente tarados), se tomo
como peso estandar el peso de la cepa que pes6 menos (0.74 g), la cual fue la
cepa G42R-6, y se ajustaron a éste los pesos del resto de las cepas. Después
se agregaron 5 mL de solucién salina de NaCl al 0.9% y 50 mL de glicerol al
80%, y se macero el micelio en vortex hasta que se considerd que ya estaba
homogéneo. En el caso de las cepas G203R no se pudo romper demasiado el
micelio debido a las caracteristicas que presentaron estas cepas. Las
suspensiones asi obtenidas se almacenaron a 4°C, y se utilizarian para
inocular los cilindros de agar.
Se sacaron con un sacabocados cilindros de aproximadamente 6 mm de
diametro de placas con medio MCFA (medio complejo de fermentacién de
Acremonium). Esto se hizo una vez por dia durante 6 dias, comenzando con
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los cilindros que se incubarian por un tiempo de 120 h y terminando con los de
24 h.

3. En placas Petri de 50 mm de diametro se colocaron por triplicado los cilindros
de medio MCFA y se inocularon con 2 pL de suspension de Acremonium. Se
sellaron las placas con parafim®y se incubaron durante 24-120 h a 25°C. (ver
figura 15).

4. En una placa de bioensayo se agregaron aproximadamente 220 ml de medio
TSB al 1% de agar. Una vez fundido el medio se esper6é hasta que su
temperatura alcanz6 45°C, se inocul6 con 15 ml de suspension de E. coli 2231
(ver crecimiento de E. coli) y se vertié sobre las placas

5. Los cilindros incubados segun lo descrito en el punto 3 se colocaron sobre las
placas de bioensayo. Se pusieron también controles de cefalosporina C de
concentraciones conocidas (2.5, 5, 10, 15, 25 ug/ml), de los cuales se agregé
un volumen de 60 pL en pozos previamente hechos en la placa de bioensayo.

6. Las placas de bioensayo se incubaron durante 12 y 15 hrs. a 37°C. Se midi6 el
halo de inhibicién producido por lo cilindros y por los controles de CPC.

7. Se construy0 una curva estandar con los diametros de inhibicion vs
concentracion conocida de los estandares, y se interpolaron los diametros de
inhibicion de los cilindros para hacer una estimacion de la concentracion de

beta-lactdmicos totales producidos por Acremonium chrysogenum.

Figura 15. Bioensayo en medio sélido. En las cajas Petri chicas se dispusieron tres cilindros de agar de medio MCFA
inoculados con 2 pL de suspension del homogeneizado cada uno. Se comenz6 con el tiempo de 120 h y asi cada 24 h
hasta llegar a las 0 horas, momento en que se hizo el bioensayo.
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6.4.2 Cultivos en medio liquido para produccion de antibioticos por Acremonium
chrysogenum

Debido a las dificultades que presenta el determinar el nimero de esporas en
cultivos crecidos en medio sélido, se optd por estandarizar la cantidad de in6culo a partir
de micelio crecido en placas con medio CCM. Se rasparon las placas y se tomaron
aproximadamente 0.7 g de micelio que se transfirieron a tubos Falcon, cada uno con 15
perlas de vidrio en su interior, previamente tarados. El micelio se maceré en vortex con
medio semilla MSMA estéril en un volumen de 20 mL, con el fin de obtener una
suspension homogénea para inocular con esos 20 mL matraces Erlenmeyer de 250 mL
que contenian 30 mL de medio liquido MSMA. El tiempo de vortex utilizado en cada uno
de los tubos fue variable, y solo se determind por aspecto de la emulsion. Se incubé el
micelio inoculado en el medio MSMA durante 36 h a 27°C y una agitacion orbital de 250

rpm.

El medio de cultivo para produccion de cefalosporina, MCFA, se distribuyé en
matraces indentados Erlenmeyer de 250 mL de capacidad, afiadiéndose un volumen de
50 mL de MCFA por matraz. Se inocularon en cada matraz 5 mL del cultivo en medio
semilla MSMA, y se mantuvieron en un agitador orbital a 27°C y 250 rpm. Se usaron tres
matraces para cada tiempo, cada cepa y replica bioldgica, para determinar la produccién
de CPC, biomasa (peso seco de micelio) y para realizar las extracciones de ADN y ARN.
Debido a que el pH varia a lo largo del cultivo, se usé el agente amortiguador MOPS
(acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico) en los dltimos cultivos realizados, y se determiné

la concentracion adecuada como se describe en los resultados.

6.4.3 Bioensayo de cultivos en medio liquido

1. Se realizaron cultivos de Acremonium chrysogenum como los descritos en el
apartado 6.4.2.

2. Cada 24 hrs. se tomaron matraces y se filtr6 la biomasa. Se tomé del liquido
fitrado una alicuota de 2 mL como muestra para cada pozo de la placa de
bioensayo. Las muestras se conservaron a -20°C hasta terminar los 6 dias de

cultivo.
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3. La caja de bioensayo se preparé igual que el punto 4 para el bioensayo en
medio sélido. Se hicieron pozos con la ayuda de un sacabocado para agregar
las concentraciones conocidas de cefalosporina C y las muestras del liquido
filtrado.

Se construy6 una curva estandar similar a la del bioensayo en medio sélido.
Una vez cargadas con los estandares y muestras las placas de bioensayo, se
incubaron a 4°C durante al menos una hora, tiempo en el que el antibidtico
difundio6 a través del medio.

6. Después las placas de bioensayo se incubaron 12-15 horas a 37°C. El
antibidtico presente en el medio inhibié el crecimiento del microorganismo
inoculado, dando lugar a halos de inhibicion de crecimiento. Los halos de

inhibicién obtenidos se encuentran entre 15y 28 mm.

6.4.4 Preparacion de estandares de cefalosporina C.

Se pesOd exactamente una cantidad de estandar equivalente a 100 mg de
cefalosporina C sal de zinc (base seca). Se coloc6 en un matraz aforado de 100 mL,

disolviendo con solucion EDTA 0.01 M hasta llevar al volumen.

De la solucion anterior se tomo6 una alicuota de 25 mL, se colocd en un matraz
aforado de 50 mL y se llevé a volumen con agua destilada. Esta solucién stock tenia una

concentracion de 500 ug de cefalosporina C sal de zinc/mL.

De la solucién stock se tomaron alicuotas de 0.5 ml hasta 5 ml que se aforaron con
agua destilada en matraces volumétricos para obtener las concentraciones estandares de

5, 10, 20, 35y 50 pg de cefalosporina C sal de zinc/mL. Se usa la formula C,V;=C,V,.

Los controles con diferentes concentraciones de cefalosporina C sal de zinc nos
permitieron realizar una curva patron que relacionaba directamente el logaritmo de la
concentracion de cefalosporina C con el diametro del halo de inhibicién de crecimiento en
el bioensayo. La interpolacién en esta curva de los didmetros de los halos de inhibicion de
las muestras problema permitié determinar la concentracion de antibiotico en los caldos
de cultivo (Cruz J., 2009). Una alternativa es usar una correlacion que mejor ajuste los
resultados de dicha curva patron. La hoja de célculo Excel de OFFICE tiene varias

herramientas.
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6.5 Extraccion de ADN total de A. chrysogenum

6.5.1 Pasos generales de la extraccion

Todos los métodos de extraccion pueden dividirse en una serie de pasos generales,

de tal forma que la necesidad de cada paso depende del microorganismo y del tipo de

muestra (Cultek, 2006). En general estos pasos consisten en:

1.

Liberacién de los acidos nucleicos. Hay una gran variedad de métodos para la
liberacion de los acidos nucleicos de diferentes microorganismos, entre los que se
encuentran el hervir en agua destilada o tampdn de PCR, el uso de detergentes
con o sin calor, hidréxido sédico con calor, ciclos de congelacidn-descongelacion,
SDS-proteinasa K, acido perclérico, enzimas (lisozima), sonicacioén, etc.
Proteccidén (evitar rotura fisica) y estabilizacién de los &cidos nucleicos frente a
la degradacién (uso de EDTA)

Eliminacion de inhibidores de la amplificacion.

Extraccion con solventes y desproteinizado del ADN (fenol-cloroformo o CIA,
acetato de potasio)

Concentracion de la muestra: mediante precipitacion (isopropanol o etanol).

Almacenamiento en condiciones adecuadas el ADN (buffer TE).

Algunos métodos de extraccion acidos nucleicos que pueden usarse son:

a rc e

Cromatografias de afinidad, intercambio iénico o exclusidon molecular.
Ultrafiltracion

Bolas magnéticas

Extraccion por solventes (Fenol-CIA)

Extraccion mediante un kits comerciales (Cultek, 2006).

Se utilizaron dos métodos de extraccion de ADN en el presente trabajo. El primero

mediante un kit de una marca comercial y el segundo mediante Fenol-CIA descrito por
Speacht et al. (1982), modificado por Fernandez (1997).
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6.5.2 Extraccion de ADN con el kit Wizard® de PROMEGA

Se agregaron 40 mg de micelio pulverizado en tubos eppendorf. Se afiadieron 600
puL de solucién de lisis y se agitd en vértex 1-3 seg. Se incubd a 65°C por 15 min. Se
afiadieron 3 pL de solucién RNasa y se mezcld por inversion 2-5 min. Después se incub6
a 37°C por 15 min y se dejé la muestra que se enfriara a temperatura ambiente por 5 min.
Se afiadieron 200 yL de solucién de precipitacién de proteina (precipitation protein). Se
agitdé en vortex vigorosamente por 20 seg. y se centrifugé por 3 min a 13,000-16,000xg.
Se recuperé en sobrenadante y se transfiri6 a otro tubo. Se afadieron 600 pL de
isopropanol y se mezclé suavemente por inversion, después se centrifugé a 1300-1600 x
g un minuto a temperatura ambiente. Se retir6 el sobrenadante y se afiadieron 600 pL de
etanol al 70%. Se invirtid el tubo varias veces para lavar el ADN y nuevamente se
centrifugd a 13,000-16,000 x g un minuto. Con cuidado se retird el etanol, y se dejé secar
en papel absorbente por 15 min. Se afiadieron 100 pL de solucién hidratante de ADN y se
incubo a 65°C por 1 hora. Periddicamente se mezclé la solucién golpeando suavemente el
tubo y se volvié a incubar toda la noche a temperatura ambiente o a 4°C (opcional). Se
afadieron finalmente 50 puL de H,O estéril y se dej6 a 4°C toda la noche para

almacenarse posteriormente a -20°C.

6.5.3 Obtencion de ADN total de A. chrysogenum con FENOL-CIA

Se recogio micelio resultante de 100 mL de medio MCFA a través de papel filtro, el
cual fue lavado con solucion estéril de NaCl al 0.9% (p/V). Se filtr6 y posteriormente se
congel6 inmediatamente a -70°C con nitrégeno liquido. En un mortero estéril se pulverizo
y parte del polvo se recogio en tubos eppendorf de 1.5 mL la cantidad aproximada de 25

mg.

A continuaciéon se le afiadieron 0.5 mL de amortiguador de lisis I' vy se

homogeneiz6 suavemente. Posteriormente se le afiadieron 0.5 mL de fenol neutro® y 0.5

! Amortiguador de lisis |I: EDTA 100 mM pH8, SDS 1% (p/V), Tris-HCI 0.2 M; se ajusta a 8.2 con HCI. Solucién
de lisis= (10 ml Tris-HCI 1M + 10 ml EDTA 0.5M + 5 mL SDS 10% + H,0 cbp 50ml).

’ Fenol neutro: se mezcla por agitacion 4 volimenes de fenol acido con un volumen de Tris-HCl 1 M pH 8.
Posteriormente se deja reposar hasta que se separen claramente las fases. Los lavados se repiten hasta
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mL de CIA% Se mezcl6 lentamente por inversién y se incubd a 50°C durante 20 minutos
(con mezclas por inversion cada 5 minutos). Trascurrido el tiempo de incubacion se
centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente y se recupero la fase
acuosa, la cual contiene el ADN total extraido. Posteriormente se eliminaron las proteinas
por tratamiento con fenol y el ARN por tratamiento con RNasa. La figura 16 muestra el
diagrama de flujo de la extraccién del ADN con FENOL-CIA.

PRE-TRATAMIENTO Afadir 0.5mL FENOL neutro Centrifugar _14000
25me de micelio + D.5mL + 0.5mL CIA. Temp. ambiente FENOLIZACION
& . L Mezclar ¢/Smin. 10min. Agregar 1lvol. FENOL neutro.
amortiguador lisis I. .
. Incubar 50°C Recuperar fase acuosa Mezclar
20min. en otro tubo. 2-5min.
Ag'egzg g\';‘l'c'(':'l;ENO“ Mezclar 1vol. CIA la fase PRECIPITACION
Centrifugar 14000rpm . i - acuosa. 2-5min. Mezclar 2.5vol. Et-OH
. Mezclar. 2-5min. .
Smin. ; X Centrifugar Absoluto y 0.1vol. acetato
Centrifugar 14000rpm 5Smin. 3
Recuperar fase acuosa e N 14000rpm. de sodio.
en otro tubo. g Trasferir fase acuosa en otro Incubar a -20°C 12hrs &
otro tubo. X . i
. tubo. centrifugar a 4°C 20min.
Repetir 2-5 veces

Decantar sobrenadante. Decantar sobrenadante.
Lavar con 0.5mL de Et-OH Dejar secar 15min. A 24°C. -
al 70% Re-suspender en S0ULTE 6 LESESRTENICIRNSSS
Centrifugar 14000rpm 5min. 50pL de H,O

Figura 16. Diagrama de flujo extraccion de ADN con FENOL-CIA.

que el fenol alcance un pH neutro (El fenol acido se prepara con 1 volumen de fenol en cristales fundido a
65°C con 1 volumen de H,0, se agita y se deja reposar, luego se retira la fase acuosa).
3 ., . e

CIA: Se mezclan 24 volumenes de cloroformo con 1 volumen de alcohol isoamilico.

Tris-HCl 1 M (NH,C(CH,0H); HCI): Pesar 39.4 g y disolver en 250 ml H,0 pH 8.2. No tratar con agua DEPC.

Fenol acido: se mezclan 500 mL de fenol sélido con 500 mL de H,0 a 65°C, se agita y se deja reposar.
Posteriormente se retira la fase acuosa.
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6.5.3.1 Extraccion con fenol

La fase acuosa con el ADN extraido se homogeneizé con 1 volumen de fenol
neutro, se mezclé suavemente por inversion durante 2-5 minutos y después se centrifugo
a 14,000 rpm durante otros 5 minutos. Se recupero la fase acuosa y se transfirié a otro
tubo eppendorf estéril; donde se le agregd 1/2 volumen de fenol neutro y 1/2 volumen de
CIA, se mezcl6 suavemente por inversion 2-5 minutos y se centrifugé en las mismas
condiciones del paso anterior. Se repitio la extraccion con Fenol-CIA hasta que se obtuvo
una interface limpia (no fueron necesarias mas de cinco extracciones). La fase acuosa se
recuperd y se homogeneiz6 solamente con un volumen de CIA; se mezcld por inversion 2-

5 minutos y se centrifug6 en las condiciones antes descritas.

Existen reactivos de marcas comerciales que contienen los componentes en la

proporcion adecuada para la extraccion, por ejemplo de SIGMA.

6.5.3.2 Precipitacion del ADN

Se transfirio la fase acuosa a otro tubo estéril para precipitar el ADN, agregando
2.5 volumenes de etanol absoluto frio y 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2.
Se dejo precipitar toda la noche a -20°C. Posteriormente, se centrifugé a 14,000 rpm
durante 20 minutos a 4°C; se decant6 el sobrenadante y el precipitado se lavé con 0.5 mL
de etanol al 70 % (v/v); se centrifugé nuevamente a 14,000 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se descarté el sobrenadante. El precipitado se dej6é secar durante
aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente (con la tapa abierta). EI ADN,
obtenido como un precipitado blanco, se resuspendié en 50 pL de TE* o en 50 pL de H,O

destilada estéril y se conservo a 4°C.

4 TE: EDTA 1 mM pH 8.0 y Tris-HCI 10 mM pH 8.0.
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6.5.3.3 Tratamiento con RNasa

A cada muestra de ADN se le agregé RNasa’. La mezcla se incub6 a 37°C durante
90 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se elimind la RNasa con una extraccion de
FENOL-CIA y otra de CIA. EI ADN se precipit6 como en el apartado anterior, y el

resultado se visualizd en un gel de agarosa al 0.7%, cuantificandose posteriormente.

6.6 Extraccion de ARN de Acremonium chrysogenum

6.6.1 Consideraciones generales en el manejo del ARN

Se deben mantener en todo momento condiciones asépticas y el uso de material
exclusivo para trabajar con ARN. Las micropipetas debe ser limpiadas con solucién
DEPC® 0.1% (v/v). La mesa de trabajo se limpia con etanol y cloroformo o bien etanol y
solucion DEPC 0.1%. Debe usarse material nuevo y libre de RNasa. Se usan guantes de
nitrilo. Se debe almacenar en agua libre de RNasas (con 0.1 M EDTA) o TE a -80°C
cuando es por corto tiempo. EI EDTA, que es un agente quelante, evitara que el ARN se
degrade cuando se calienta en presencia de iones divalentes como Ca* y Mg*. Para
mantener el ARN almacenado por periodos largos de debe de conservar precipitado con
etanol absoluto a -20°C. Las bajas temperaturas y la presencia de alcohol inhiben toda
actividad enzimatica

> RNasa: Se disuelve RNasa en Tris-HCl 10 mM pH 7.5 y NaCl 15 mM a una concentracién de 10 mg/mL.
Hervir durante 15 minutos, se enfria lentamente, se reparte en alicuotas y se conserva a -20°C o0 -70°C.) en
una concentracién final de 100 pg/mL.

® DEPC (dietilpirocarbonato): Se prepara una solucién al 0.1% (v/v), la cual se deja en agitacion toda la
noche tapada. Debido a que es carcinégeno se deben usar guantes. Esterilizar en auto clave 2 veces a 15
Lb/PIg2/15min. Esta solucion se puede emplear para las muestras de ARN. El DEPC elimina la actividad
enzimatica modificando —NH, -SH y —OH de RNAsas y otras proteinas.
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6.6.2 Extraccion de ARN con TRIzol®

Se utilizé la técnica de extraccion del ARN total del TRIzol® debido a que es una
técnica que da alto grado de pureza en el ARN y es muy sencilla de utilizar. Los pasos de

la técnica se describen a continuacion:

1. Homogeneizado: se adicion6 1 mL de TRIZOL® por cada 50-100 mg de micelio
liofilizado.

2. Separacion: Se incubo el homogeneizado por 5 min a 15-30°C y se afiadieron 0.2
mL de cloroformo, se agit6 en vortex 15 segundos. Se incubd 3 min y se centrifugd
a 1200 g, 15 min a 2-8°C. El ARN se encuentra en la fase acuosa.

3. Precipitacion del ARN: Se paso la fase acuosa a un tubo nuevo y se precipito el
ARN con 0.5 mL de alcohol isopropilico. Se incub6 entre 15-30°C 10 min. Se
Centrifug6 a 12,000 g, 10 min entre 2-8°C. Se form6 un precipitado gelatinoso de
ARN.

4. Lavado del ARN: Se eliminé el sobrenadante y se lavé el precipitado con 1 mL de
etanol al 75%, se mezcldé con ayuda del vortex y se centrifugé a 7500 g, 5 min,
entre 2-8°C.

5. Resuspencion del ARN: Se retiré el etanol y se dej6 secar el ARN al aire libre 10
min, posteriormente se disolvié en 150 uL agua libre de RNasa (agua inyectable).
También se puede redisolver en 100% de formamida y ser almacenado a -70°C.

6.6.3 Tratamiento con DNasa

Se realiz6 con el kit de la casa comercial PROMEGA® RQ1 RNase-free. La cual es

una DNasa tipo | que degrada ADN de doble cadena y de cadena sencilla.

Se prepard primero una mezcla de DNasa y buffer considerando el error de
pipeteo. Después se adicion6 a cada tubo la cantidad calculada y se incubé a 37°C
durante 30 min. Finalmente se agregaron 2.7 pL de la solucién RQ1 DNase Stop y se

incub6 a 65°C por 10 min.

Condiciones utilizadas por muestra:
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Tabla 6. Condiciones utilizadas por muestra tratamiento DNasa kit PROMEGA® RQ1 RNase-free.

Reactivo Cantidad Observaciones

ARN 15 L Conc.: 646 ng/uL

(15*646)= 9690 ng; entonces:

DNasa | 10x 10t 1 L — 1000 ng como;
9690 ng — X =9.69 uL
1 yuL — 10uL como;
Buffer 10x 2.75 L 25 uL(10+15) — X= 2.5
RQ1 DNase Stop 2.75 L Mismo calculo que Buffer 10x

6.7 Electroforesis de acidos nucleicos

Los tamafios de fragmentos o acidos nucleicos totales pueden ser determinados
por electroforesis en gel de poliacrilamida o de agarosa. Debido a la estructura de la
subunidad del nucleétido del ADN, con un grupo fosfato por nucleétido, el ADN tiene una
carga esencialmente constante por unidad de masa. De este modo, las velocidades de
migracion de fragmentos de ADN durante una electroforesis proporcionan estimaciones
precisas de sus longitudes, con la velocidad de migracién siendo inversamente
proporcional a la longitud. El gel de poliacrilamida o de agarosa simplemente actia como
un tamiz molecular, con los fragmentos mas pequefios capaces de pasar por el tamiz mas
rapidamente que las moléculas grandes. La agarosa trabaja algo mejor que la
poliacrilamida para los fragmentos grandes ya que tiene tamafio de poro ligeramente
superior; los geles de poliacrilamida proporcionan una mejor resolucion para fragmentos

cortos.

Un gel con alto porcentaje de agarosa tiene mejores cualidades para separar
pequefios fragmentos de ADN. Para separa grandes fragmentos de ADN es mejor utilizar

porcentajes mas bajos de agarosa (por ejemplo para el ADN total se utiliza 0.8%).

Para correr el gel de agarosa’, se sumerge en una solucién tampén de TAE 1x%.
Las muestras se cargan en pequefias depresiones del gel denominados pozos junto con

un buffer de carga®, el cual le da densidad a la muestra y color.

’ Gel de agarosa al 0.8, 1.5y 2 %: Disolver 0.8, 1.5y 2 gr respectivamente en 98 mL de H,O y
2 mL de TAE 50x (concentracion final TAE 1x).
42



A continuacion se aplica una corriente eléctrica entre los electrodos situados en los

extremos opuestos del gel.

El eje azlcar fosfato produce ADN cargado negativamente por lo que el ADN
migra hacia el anodo (el polo positivo) y es repelido por el catodo (polo negativo) cuando

se le aplica un campo eléctrico.

Al acabar el tiempo deseado de electroforesis, el ADN que hay en el gel se tifie
utilizando colorantes como bromuro de etidio'®, que se intercala entre las pares de bases
del ADN. Este colorante se vuelve fluorescente cuando se exponen a la luz ultravioleta,
entonces se obtiene un registro permanente del gel fotografiandolo mientras esta

expuesto a la luz ultravioleta (Gardner J., 2005).

El bromuro de etidio tiene una absorbancia a 302 y 366 y emision a 590 nm.
Detecta hasta 10 ng de DNA.

La metodologia que se empled fue la siguiente (Revisada en Sambrook y Russell,
2001):

Se prepararon geles de agarosa de 0.8%-1.0% Yy Buffer TAE 1x.

Se dejo solidificar el gel en el molde 10 minutos aproximadamente

3. Se agregd buffer TAE 1x a la camara de electroforesis y una vez que se
incorporo el gel en esta se quitd el peine del molde de los pozos.

4, Se cargaron 2 L del buffer de carga® en parafilm y se mezclé con 5 uL de
muestra.

® TAE 50x: 57.1 mL Ac. Acético glacial, 100 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0, 242 g de Tris base y
agua destilada hasta completar un litro (57.1%:0.05 M:1.9 M).

° Buffer de carga 6X: 25 mg azul de bromofenol, 25 mg xilenocianol, 4 g de sacarosay TAE
1x cbp 10 mL (0.25:0.25:40%). Se esterilizay se conserva a 4°C.

1% Solucién_stock bromuro_de etidio (10 mg/mL): Pesar 100 mg de bromuro de etidio y
disolver en 10 mL de H,O destilada. Para ARN tratar el agua con DPCE.

Solucién de trabajo bromuro de etidio (1 yg/mL). Tomar 10 pyL del stock y disolver en 100 mL
de H,O destilada.
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5. Se adicionaron 2.5 pL del marcador de peso molecular (ladder PROMEGA®) en

el primer pozo de la camara de electroforesis.

6. Se adicionaron en los otros pozos las muestras.
7. Se corri6 el gel. Los Volts a los que se corre es aprox. 8 Volts/ cm largo.
8. Se dejaron correr aproximadamente 1 h. El tiempo varia de acuerdo al tamafio

y concentracion de agarosa en el gel.

9. Después los geles se colocaron en bromuro de etidio (1 pg/mL) y se dejaron
tefiir durante aproximadamente 10 minutos.

10. Se pasaron a una charola de agua para quitar restos de bromuro de etidio.

11. En un fotodocumentador finalmente se coloco el gel y se visualizaron las

bandas. Se utiliz6 un equipo Gel Doc Il (Bio-Rad®).

6.8 Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacion de acidos nucleicos puede ser realizada por espectrometria y
puede verificarse la pureza, de acuerdo con Sambrook y Russell (2001).

Se preparan diluciones en agua y se miden sus absorbancias y longitudes de onda
de 203, 260 y 280nm, utilizando agua como blanco (0 agua tratada con DPCE para ARN).
Después se realizan los calculos pertinentes. Es importante tener integros los acido
nucleicos ya que el método absorbe las bases nitrogenadas del material genético pero no
indica si este esta degradado o no. Para determinar la integridad del ARN se corre un gel
de agarosa en el cual deben de verse dos bandas bien definidas las cuales corresponden
a los ARNSs ribosomales, 18S (1.9 kb) y 28S (4.7 kb). Si se ve una mancha al final del gel
muy marcada y no se aprecian las del 18S y 28S el ARN indica que se ha degradado,
como se muestra en la figura 17. Por otra parte deben hacerse las diluciones adecuadas
para que puedan cumplir la ley de Lambert y Beer (A=abc), asi entonces una lectura de
Azs0=1 indica que hay 40 ug/mL de ARN o 50 pg/mL de ADN basado en el coeficiente de
absortividad del ARN o ADN en agua. Las absorbancias medidas no discriminan entre
ADN y ARN por lo que es muy importante usar un método de extraccion que sea lo mas

eficiente para evitar contaminaciones (QUIAGEN, 2008).
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Figura 17. ARN intacto vs degradado. Gel de agarosa al 1.5% desnaturalizante. En el primer carril se muestra el
marcador de peso molecular, el segundo carril un ARN degradado y el tercer carril un ARN intacto.

Para determinar la cantidad de ARN inicial cuando este se resuspende en 150 L
de agua libre de RNasas. Se toma una alicuota de 40 L y se diluye en 500 pL de Tris-
HCIl 10 mM, pH 7.5. Se trasfiere a una celda de 1 cm®. Se determina la ODgsonm €N €l
espectrometro calibrandolo previamente con Tris-HCI, pH 7.5 como blanco. La cantidad

de ARN se calcula usando la siguiente formula:
Ejemplo:

Sea: ODyonm= 0.188; Factor de dilucién 500/40 = 12.5; Vol. total de la muestra =

0.15 mL. Entonces:

Total ARN (ug) = 0.188 x [40ug / (1 ODggonm X 1mL)] x 12.5 x 0.15 = 14.1ug
(Invitrogen, 2010).

En el presente trabajo se determiné la concentracion de ARN mediante el sistema
de retencion de muestras de Nanodrop 2000c, el cual tiene como fundamento lo descrito
anteriormente, usando la tension superficial de los liquidos para mantener y medir
muestras entre dos pedestales 6pticos sin el uso de cubetas o capilares. Se coloca 1 uL
de muestra en la superficie optica inferior, el cual es unido por tension superficial con el

otro pedestal formando una columna Optica vertical. Debido a que la altura de esta
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columna es muy corta permite cuantificar acidos nucleicos sin la necesidad de hacer

diluciones (Desjardins y Conklin, 2010).

6.8.1 Determinacion de la pureza de acidos nucleicos

La relacibn entre absorbancias a las longitudes de onda mencionadas

anteriormente da una estimacion en la pureza de los acidos nucleicos (Lopez A, 2010).

El cociente A,so/Azgo debe estar préximo a 1.8 (ADN) y 2.0 (ARN) si estan libres de
impurezas. Cocientes menores se debe a contaminacién por proteinas, fenol o materiales

insolubles.

El cociente Ase/Aszp debe ser mayor que 2 y menor que 2.4 tanto para ADN y
ARN. Cocientes menores se deben a contaminaciones de una sal de guanidina o por

beta-mercaptoetanol.

6.9 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR Fue inventada por Kary Mullis a mediados de los afios 80, y consiste en la
amplificacién de un fragmento de ADN flanqueado por dos primers mediante una serie de
ciclos, basandose en el proceso de replicacién del ADN y el uso de ADN polimerasas. Los
componentes de la PCR son (Cortazar y Silva, 2004): nucleétidos, ADN molde, primers,
enzima Polimerasa, concentraciéon de Mg*?, un buffer para PCR, concentraciones de NaCl

o KCl, gelatina o albumina bovina y detergentes ionicos.

6.9.1 Nucleodtidos

Se diluyen en una solucién amortiguadora'* ya que un pH acido promovera la
hidrolisis del dNTP en dNDP y dNMP. Los stocks son diluidos a 10 mM, alicuotados y

" solucién amortiguadora stock 10mM de Tris a pH 7.7-8.0, concentracion final.
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almacenados a -20 °C. Es recomendado usar un stock de trabajo que contenga 1 mM de
cada dNTP.

Concentraciones entre 20 y 200 pM resultan en un balance O6ptimo entre
rendimiento, especificidad y fidelidad. Por ejemplo, 20 uM de cada dNTP en una reaccion
de 100 pL es suficiente para sintetizar 2.6 ug de DNA o 100 pM de una secuencia de 400
pb (Cortazar y Silva, 2004).

6.9.2 ADN molde

El criterio esencial es que la muestra contenga al menos una cadena de ADN
intacta que abarque la region que va a ser amplificada (Cortazar y Silva, 2004).

6.9.3 Primers

6.9.3.1 Diseiio de primers

Los oligonucledtidos iniciadores o primers son fragmentos complementarios que se
van a unir a cada una de las dos cadenas separadas del templado de ADN. La seleccion
de oligonucledtidos iniciadores es muy importante en la reaccion en cadena de la
polimerasa. En la tabla 7 se muestran los criterios principales a considerar para la
seleccién adecuada de los primers (Cortazar y Silva, 2004). Un residuo de G o de C en el
extremo 3' de los primers ayuda a asegurar el correcto enlace en el extremo terminal 3.
La temperatura de asociacion de los primers es uno de los factores méas determinantes de
la reaccién. La secuencia de los primers debe ser elegida de tal forma que no haya
regiones de poliG o de poliC que pueden promover el reconocimiento no especifico. Los
primers necesitan ser disefiados con menos de 3 pares de bases de homologia entre ellos
para evitar autocomplementariedad. La especificidad de los primers es en parte
dependiente de su longitud. Los primers deben ser elegidos de modo que tengan una

secuencia Unica dentro del DNA que sera amplificado (Cortazar y Silva, 2004).
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Tabla 7. Criterios principales para el disefio de primers.

Tamano 1deal: 20-25 nucledtidos de longitud

Tamano generalmente: 18-30 nucleotidos de longitud
Base en el extremo 3' Debe ser una G ouna C

Temperaturas de fusion 50-65 °C

(Tm)

contenido GC 40-60%

Debe ser evitada
auto-complementariedad Para minimizar la formacion de estructuras secundarias y
los dimeros de primer

Similaridad Debe tener un 100% de apareamiento con el molde

Las concentraciones Optimas de los primers son generalmente entre 0.1 y 0.5 uM.

Existen muchos métodos para estimar el valor de la temperatura de fusion. Para

secuencias de 20 pb 0 menos, existen las siguientes aproximaciones:
(1) Tm=2°C (A +T) + 4°C (G + C); con una concentracién de sal 0.9 M.

(2) Tm = 815 + 0.41 (%GC) - 500/L + 16.6 log [M]; donde L= longitud oligo., y

[M]=concentracion de cationes monovalentes.

En RT-PCR cundo se usa como método de deteccion SYBR® Green se deben disefiar
primers que se extiendan como un puente sobre un intrén y/o flanquee a un intrén
(Eurogentec, 2013).

Existen programas disponibles en la red que ayudan al disefio de primers. El
programa Primer 3 v0.4.0 se utiliz6 como herramienta para el disefio de primers para
ADN y ARN. Primer 3 funciona pegando la secuencia la cual se quiere amplificar y se
seleccionan los parametros que mejor convengan para el disefio de primers. Primer 3 da
una serie de opciones de pares de primers que se ajustan a los parametros establecidos.
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

Para verificar la eficiencia de amplificacion del par de primers que genera Primer 3
se utiliza otra herramienta en linea que permite predecir la eficiencia de amplificacion
(PCR efficiency Calculator). Es importante que el valor que nos indique el programa sea
>2 para que sean aceptados los primers. En PCR en tiempo real un criterio que debe
cumplirse es que la eficiencia de amplificacion debe estar entre 90-100% cuando se usa
el método AACt, ya que usa formulas matematicas para normalizar y calcular las

concentraciones de las muestras con el gen endégeno. Ademas los amplicones no deben
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ser muy grandes, siendo estos alrededor de 100 pb. En general se pueden generar
primers que generen amplicones de entre 100-300pb dependiendo su uso. Amplicones

muy grandes disminuyen la eficiencia de amplificacion.

Cuando no se sabe la secuencia del gen que se quiere amplificar del
microorganismo en estudio se puede usar la herramienta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) con algun gen de otros organismos que tenga gran similitud con el gen que
se desea clonar o amplificar. Existen bases de datos en linea como NCBI, EBI, Esembl,
OMIM, ACT (Artemis Comparison Tool), etc. que tienen la herramienta BLAST. Cuando
se obtienen las secuencias, se seleccionan las que tengan mayor similitud, se guardan en
un tipo de formato FASTA y con ayuda de un programa como MEGA 5.2 (software libre),
Lasergene 7, etc. se alinean las secuencias para seleccionar sitios conservados de estas
y asi poder disefiar primers degenerados que permitan la amplificacion del gen de interés

en el microorganismo en estudio.

Los primers degenerados son primers que tienen un nimero de opciones en varias
posiciones en la secuencia para permitir el alineamiento y la amplificacion de una

variedad de secuencias relacionadas (Cortazar y Silva, 2004). Por ejemplo:
5-TCG AAT TCI CCY AAY TGR CCN T-3’
Donde: Y = pirimidina = C / T (degeneracién = 2X)
R = purina = A/ G (degeneracion = 2X)
| = inosina

N = nucleétido =C/ G/ A/ T (degeneracion = 4X)

6.9.4 Enzimas polimerasas

Cuando se optimiza un PCR, se recomienda probar rangos de concentracién de
enzima de 0.5 a 5 unidades/100ul. Si la concentracién de la enzima es muy alta se
acumulan productos no especificos, y si es muy baja se formara una cantidad insuficiente
del producto deseado. En la tabla 8 se muestran algunas caracteristicas importantes en la

seleccion de enzimas para PCR (Cortézar y Silva, 2004).

49



Tabla 8. Caracteristicas de algunas polimerasas termoestables de DNA. a es el porcentaje de conversion de templado
a producto por ciclo, b es la frecuencia de error por pares de bases incorporadas, c es el nimero promedio de
nucleétidos adicionados antes de la disociacién y d es el nimero promedio de nucleétidos adicionados por segundo.
n.d. = no determinado.

Enzima Eficiencia | Tasa de error” Procesividad © Tasa de 3’ay 5’a3
Relativa® Extension® X0 €X0
Tag Pol 38 2x107 55 75 10 si
Tli Pol (Vent) 70 4x10” 7 67 si no
Pfii Pol 60 7x10” n.d. n.d. si no
Ruth n.d. n.d. 30 60 no si

6.9.5 Composicion del buffer de PCR y como afecta a la misma

El buffer recomendado para PCR es de 10-50 mM de Tris-HCI (pH entre 8.3-8.8).
El Tris es un buffer iénico bipolar que tiene un pKa de 8.3 a 20°C. Sin embargo el
verdadero pH de una buffer 20 mM de Tris (pH 8.3 a 20 °C) varia entre 7.8 y 6. 0 durante
las condiciones tipicas del termociclador (Cortazar y Silva, 2004).

La enzima Tag polimerasa requiere magnesio libre en la unién con el templado, los
primers y los dNTPs. Los PCR deben contener 0.5 a 2.5 mM de Mg?* sobre el total de la
concentracion de dNTP. La presencia de EDTA u otros quelantes en el stock del primer o
del templado puede alterar la concentracion éptima aparente de Mg?* (Cortazar y Silva,
2004).

El buffer recomendado para PCR es de 10-50 mM de Tris-HCI (pH entre 8.3 -8.8).
El Tris es un buffer idnico bipolar que tiene un pKa de 8.3 a 20°C. Sin embargo el
verdadero pH de una buffer 20 mM de Tris (pH 8.3 a 20°C) varia entre 7.8 y 6.0 durante

las condiciones tipicas del termociclador (Cortazar y Silva, 2004).

Hasta 50 mM de KCI puede ser incluido en la mezcla de reaccion para facilitar el
alineamiento de los primers. NaCl a 50 mM o KCI arriba de 50 mM inhibe la actividad de la

Taq polimerasa (Cortazar y Silva, 2004).

La gelatina o la albumina bovina (100 pg/ml) y detergentes no idnicos como el
tween 20 o laureth 12 (0.05 a 0.1%) pueden ser incluidos para ayudar a estabilizar la
enzima, sin embargo muchos protocolos trabajan bien sin estos componentes (Cortazar y
Silva, 2004).
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6.9.5.1 Inhibidores de 1a PCR

Los inhibidores de la PCR son contaminantes organicos e inorganicos incluidos en
la muestra de ADN que interfieren atenuando o inhibiendo completamente la reaccién de
amplificacién por PCR. Debido a que muchos de ellos exhiben una solubilidad similar al
ADN no son removidos eficientemente durante el proceso de extraccion Fenol-
Cloroformo. Los inhibidores pueden actuar directamente inhibiendo la accion de
la Tag polimerasa o como en el caso de las proteinas y carbohidratos pueden unirse los
iones de magnesio no dejandolos disponibles para la polimerasa. Afortunadamente, existe
una amplia gama de métodos y Kits comerciales que permiten deshacerse de los
distintos inhibidores de la PCR. Algunos inhibidores de la PCR se muestran en la tabla 9
(Moreira, 1998).

Tabla 9. Inhibidores de la PCR. Los compuestos que cominmente se presentan en la purificacion del ADN pueden
inhibir a la PCR (Cortazar A. y Silva E., 2004).

Compuesto Conc. de inhibicién
SDS >0.005%
Fenol >0.2%
Etanol >1%
Acetato de sodio >5mM
NacCl >25mM
EDTA >0.5mM
Hemoglobina >1GM/m
Heparina >0.15 Ui/ml
Urea >20mM
Mezcla de reaccion >15%

6.9.6 Condiciones tipicas de la PCR

Todos los protocolos de PCR estan determinados con base a la actividad de las
polimerasas empleadas, disefio de primers y a los fragmentos que se quieren amplificar.
Esto a su vez en considerado en el disefio experimental por lo que puede tomarse los

siguientes parametros de operacién como punto de partida:
1. Desnaturalizacion; 95°C, 30 seg 0 97°C 15 seg.
2. Hibridacién; 5°C por debajo de la Tm de los primers.
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3. Extension; 72°C, 1min.

4. Ciclos 2"; donde n es igual al nimero de ciclos, que como méaximo es de en torno
a 35.

6.10 RT-PCR

En la técnica de RT-PCR el ARN mensajero es copiado a ADN complementario
por la transcriptasa reversa usando primers selectivos o dTs. Se adiciona una mezcla de
PCR que incluya una polimerasa termoestable, los primers especificos para el gen de
interés, los desoxinucleétidos y un buffer conveniente (Cortazar y Silva, 2004). Los pasos
de la RT-PCR son:

1. Transcripcion reversa: Union del primer a la secuencia de ARN objetivo.

2. Transcripcion reversa: La polimerasa rTth cataliza la extension del primer
mediante la incorporacion de nucle6tidos complementarios.

3. Fin de transcripcion reversa, se obtiene la hebra del cDNA complementario al
ARN.

4. PCR.

El ADN complementario llamado cDNA es estable al calor y puede resistir las
condiciones de la metodologia PCR (Cortazar y Silva, 2004). EI cDNA se desnaturaliza a
mas de 90°C (~94°C), las dos hebras se separan. A 50 o0 60°C los primers especificos se
alinean con el sitio complementario en cada cadena. Los sitios de union a los primers
deben estar separados 400 bases, pero generalmente se encuentran a 100 bases de
distancia especialmente cuando se usa el PCR en tiempo real. A 72°C la polimerasa

extiende el ADN desde los primers. Se obtienen 4 cadenas de cDNA.

Después de 30 o 40 ciclos de sintesis de cDNA, los productos de reaccion son
analizados usualmente por electroforesis en gel de agarosa. Los geles de agarosa para
analizar los productos de cDNA de la RT-PCR no permiten hacer un andlisis cuantitativo
ya que el bromuro de etidio es muy insensible y cuando una banda es perceptible

sobrepasa la etapa logaritmica de amplificacion.

52



Para poder hacerse un analisis semicuantitativo con RT-PCR debe estandarizarse
la técnica de PCR para poderse comparar la expresion génica. La estandarizacion
consiste en encontrar las condiciones Optimas de amplificacion del gen problema y el gen
de expresion constitutiva con el cual se van a normalizar las muestras (gen 18S o gpd por
ejemplo). Pero a menudo presenta baja reproducibilidad (Cortazar y Silva, 2004;
Rodriguez y Rodriguez, 2006).

En el presente trabajo las condiciones iniciales en esta técnica fueron:

Tabla 10. Condiciones de termociclado RT-PCR.

Ciclos Proceso Temperatura Tiempo
I
1 Activacion PCR 95°C 15’

Desnaturalizacion 94°C 307

Hibridacién (Tm) 55°C 457
% Polimerizacion 72°C 1
1 Polimerizacion 72°C 10

6.10.1 Comprobacion de ARN libre de ADN

Fue necesario comprobar que el ARN estuviera libre de ADN para realizar el
andlisis de RT-PCR de las cepas con los fondos genéticos de los genes laeA y agal. Se
verificd en un gel de agarosa la integridad y pureza del ARN, y a continuacién se realizé
una RT-PCR usando ARN como molde y primers disefiados para unirse en un intron del
gen gpd. Como el ARN no contiene intrones, si se produce amplificacion nos esta
indicando la presencia de ADN contaminante. Se utiliz6 el kit Taq PCR Master Mix de la

marca QIAGEN®. Las condiciones de termociclado fueron las siguientes:
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Tabla 11. Condiciones de termociclado para comprobacion de ARN libre de ADN.

Ciclos Proceso Temperatura Tiempo
1 desnaturalizacion 95°C 5’
Desnaturalizacion 95°C 30~
Hibridacion (Tm) 59.1°C 45"
30
Polimerizaciéon 72°C 1207
1 Polimerizacién 72°C 8’

6.11 RT-qPCR en tiempo real o PCR cuantitativa

6.11.1 Fundamento

La PCR en tiempo real permite cuantificar reacciones de amplificacion a medida
que ocurre la reaccién. Hay varias maneras de realizar las reacciones de PCR en tiempo
real, pero el procedimiento basico implica el uso de termocicladores especializados que
utilizan un rayo laser que escanea la parte inferior de cada tubo de PCR. Cada tubo de
reaccion contiene una sonda marcada con fluorocromo o un colorante que se une al ADN
y emite luz fluorescente cuando es iluminado por el laser. La luz emitida por estos
colorantes se correlaciona con la cantidad de producto amplificado por la PCR. Un
detector captura la luz y suministra la informacién a un computador que proporciona la
lectura sobre la cantidad de fluorescencia que hay después de cada ciclo, la cual se
puede graficar y analizar para cuantificar la cantidad de productos de la PCR producidos

después de cada ciclo (Rodriguez y Rodriguez, 2006).

Para que la PCR en tiempo real sea un método de cuantificacion necesita tener las

siguientes caracteristicas basicas (Life technologies, 2012):

% Especifico: La especificidad esta dada por los primers y sonda que reconoce un

sitio especifico de secuencia.

3

%

Exacto: Veracidad del valor medido en una muestra.

.0

Preciso: Presentar poca dispersiéon en los datos obtenidos, es decir, ser

reproducible, “muestras de igual concentracion daran siempre el mismo valor”.
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Sensible: una solo molécula de ADN puede ser detectada por PCR en tiempo real.
La sefial fluorescente obtenida es significativamente mayor al ruido de fondo o
background.

Amplio rango dindmico: Amplio rango de cantidades en la que el blanco puede ser
medido con exactitud y precision.

Al observar el proceso de amplificacion se distinguen tres fases: geométrica, lineal y

estacionaria (ver figura 18) (Life technologies, 2012):

K/
0‘0

7
0.0

Florescencia

Fase Geométrica: Durante esta fase todos los reactivos de la reaccion se
encuentran en abundancia; en esta etapa la eficiencia de amplificacién bajo las
condiciones experimentales es muy cercana al 100%, en esta fase la eficiencia de
amplificacién tiene un comportamiento 2".

Fase Lineal: los primers, dNTP’s y/o la enzima comienzan a ser factores
limitantes ademas de la generacion de pirofosfato y decaimiento de la actividad
enzimatica que afecta la eficiencia de amplificacion de manera constante, por lo
que no es posible llevar acabo un ensayo cuantitativo en esta parte.

Fase Estacionaria o Plateum: en este punto se detiene la amplificacion, la
cantidad de producto obtenida es constante sin importar cuantos ciclos mas se

prolongue la reaccion.

1071 g
10°0 5 Fase Estacionaria
1 Fase Lineal
10°-1 o
1 Fase Geométrica
10°-2 g
] T p Y=
. =\|k- » f n » ‘\ - Wit
1F AR 3 .3;]}1. <L s
E n [ s s - H 5
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Ciclos

Figura 18. Fases de reaccion de la PCR. Se observa la fase geométrica, que nos da una linea recta en la escala
logaritmica, donde la eficiencia de amplificacion es cercana al 100%, la fase lineal donde se va perdiendo la eficiencia,
y la fase estacionaria donde se detiene la amplificacién (Life technologies, 2012).

Utilizando la técnica de gPCR es posible calcular la concentracion inicial de

templado incluso en muestras que analizadas por PCR de punto final aparentan tener la

misma concentracion (ver figura 19A). De igual forma mediante qPCR se pueden
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discriminar con precision muestras que en PCR de punto final se observan de igual
concentracion, pero que al analizar la regibn geométrica de la reaccion se ve
indiscutiblemente de la misma concentracion (Figura 19B) (Life technologies, 2012).

Figura 19. Comparacion en la precision en cuantificacion lograda por qPCR y PCR de punto final. A) Muestras de
concentracion inicial diferente alcanzan la misma cantidad de producto amplificado en la fase estacionaria (circulo
azul), por lo que al analizarse en el gel de agarosa se ven de la misma concentracidn. B) En el caso opuesto, muestras
que en la fase geométrica (circulo azul) se ven de igual concentracion, en el gel de agarosa aparentan ser de diferente
concentracion (Life technologies, 2012).

6.11.2 Métodos de deteccion

Dos de los métodos que mas se utilizan en tiempo real implican el uso de un
colorante llamado SYBR® Green y sondas TagMan®.

6.11.2.1 SYBR® Green

SYBR® Green es un colorante no especifico que se une a cualquier molécula de
doble cadena que encuentre como en la figura 20, y a medida que lo hace aumenta
proporcionalmente la cantidad de luz fluorescente. SYBR® Green emite fluorescencia a
una longitud de onda de 520 nm y puede ser relacionada con la cantidad de muestra de
ADN o ARN que se tiene.

El inconveniente de esta técnica es que SYBR® Green se une a cualquier ADN de
doble cadena amplificado. En consecuencia, los dimeros de primers o productos
inespecificos introducen un error en la cuantificacion. Sin embargo, es posible comprobar
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la especificidad del sistema mediante la ejecucion de una curva de disociacion (curvas
melting) al final de la corrida de PCR donde se incrementa la temperatura gradualmente
hasta los 96°C registrando la intensidad de fluorescencia durante este proceso
(Rodriguez y Rodriguez, 2006; Life technologies, 2012).

Figura 20. Colorante SYBR® Green unido al ADN de doble cadena. SYBR® Green es un colorante no
especifico que se une a dimeros de primers y ADN de doble cadena por lo que se debe hacer un buen
disefio de primers y evitar contaminaciones por ADN genémico cuando se hacen ensayos de analisis
de expresion génica.

Al incrementar la temperatura, las cadenas de ADN se desnaturalizan
gradualmente, disminuyendo la intensidad de fluorescencia registrada, al llegar a la Tm
del amplicon, la velocidad de disociacion se incrementa drasticamente dado que el 50%
del producto de amplificacion se encuentra desnaturalizado, la curva de disociacion
presentara un punto de inflexién a esta temperatura como se muestra en la figura 21. El
principio es que cada producto tiene una temperatura de disociacion diferente
dependiendo del tamafio y contenido de bases. Para validar los ensayos con SYBR®
Green se debe producir un Unico y bien definido pico en las curvas melting (Life
technologies, 2012).
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Figura 21. Curvas de disociacion. También conocida como curva melt. En ambos graficos se muestra el punto de
inflexion cuando el producto de amplificacion llega a su Tm. El eje de las X representa la temperatura y el eje Y la
fluorescencia. Aplicando la derivada negativa (dF/dT) resulta un pico que corresponde precisamente a la Tm del
producto de amplificaciéon (grafico B). Picos antes del producto especifico normalmente son dimeros de primers. Dos
picos distintos co-amplificados indican la presencia de ADN genémico y ADN complementario (cDNA) o a productos
no especificos (Life technologies, 2012).
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En el presente trabajo se utiliz6 SYBR® Green como método de deteccién para los
ensayos de andlisis de expresion de los genes cefD1 y cefG de la ruta de biosintesis de
CPC.

Para validar el amplicon que se estaba formando experimentalmente en el RT-
gPCR se realiz6 un ensayo in silico mediante HRM (high resolution melting) con el
software en linea POLAND, el cual predice la temperatura de fusion (Tm) de ARN de
doble cadena, ADN o productos de amplificacion (Poland, 2013). Las principales
aplicaciones de HRM incluyen el escaneo de genes (busqueda de la presencia de
variantes desconocidas en amplicones de PCR), SNP genotipificacién, andlisis de la
metilacion del ADN, mapeo de ADN y huellas dactilares de ADN (fingerprinting)
(Eurogentec, 2013).

6.11.2.2 Sondas TaqMan®

Las sondas TagMan® son sondas complementarias a regiones especificas del ADN
diana situadas entre las posiciones donde se unen los primers directo y reverso para la
PCR. Las sondas TagMan® contienen un fluoréforo reportero localizado en el extremo 5°
de la sonda que emite luz fluorescente cuando el rayo de laser lo excita. En el extremo 3°
de la sonda se encuentra el quencher, que es un inhibidor de la fluorescencia emitida por
el fluoréforo. Cuando el fluoréforo y el quencher estan cerca uno del otro, el quencher
interfiere con la luz fluorescente emitida por el fluoréforo via FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer). A menudo el par FRET es el fluor6foro FAM y el quencher
TAMRA. En un buen disefio de una sonda TagMan®, FAM no emite fluorescencia a
medida que pasa su energia a TAMRA. Como la fluorescencia de TAMRA es detectada a
una longitud de onda diferente (aprox. 580 nm) a la de FAM (aprox. 520 nm) el nivel de
fondo de FAM es bajo (nivel background). Cuando la Taqg ADN polimerasa extiende un
primer para sintetizar una cadena de ADN separa el fluorocromo de la sonda debido a su
actividad exonucleasa 5’-3’ intrinseca permitiendo que emita fluorescencia. Cada ciclo de
PCR subsiguiente libera mas moléculas de fluorocromo, de modo que un computador
puede capturar mas luz emitida para producir una lectura de intensidad de fluorescencia
de cada ciclo como se muestra en la figura 22 (Thieman, 2010; Life technologies, 2012;
Eurogentec, 2013).
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Figura 22. Deteccion de la amplificacion del ADN por sondas TaqMan® y principio FRET (Life technologies, 2012).

6.11.3 Referencia pasiva ROX (5-carboxi-x-rodomina succidimidil éster)

ROX es un colorante fluorescente que se utiliza como una referencia pasiva para
algunos termocicladores (Eppendorf, ABI Prism ®, Stratagene, StepOnePlus™). Este
colorante por lo general se adiciona en la mezcla maestra y la fluorescencia reportada es

normaliza a la sefal de ROX.

La sefial reportada normalizada llamada Rn se calcula dividiendo la sefal de
florescencia reportada por la sefial de ROX. Esta sefial corrige errores de pipeteo,
variacion en el volumen de la muestra, las burbujas en la muestra, etc. Cuando se
requiere corregir las variaciones de fondo (background), se utiliza el ARn (normalizacion
contra el ruido de fondo). El ARn se calcula restando la linea de base normalizada de la

sefal reportada normalizada.
ARn = Rn-Bn donde:
Rn = (sefal reportada / sefal de referencia pasiva ROX)
Bn = (sefial de base (baseline) / sefial de referencia pasiva ROX)

Una variaciébn menor en la referencia pasiva ROX causara un cambio en el flujo de
Rn, Bn, ARn, umbral de deteccion de fluorescencia (threshold) y el valor Ct. Por lo cual se

recomienda el uso de mezclas maestras que contengan referencia pasiva ROX.

59



6.11.4 Consideraciones generales para ensayos de RT-qPCR

Se ha descrito que el disefio de primers es uno de los puntos importantes para un

buen ensayo de PCR y por lo tanto también lo es para RT-qPCR.

Es conveniente disefiar primers que se extiendan como un puente sobre un intron y/o
flanqueen a un intrén (Eurogentec, 2013). Para primers que se extienden sobre un intrén,
la primera mitad del primer debe hibridar al final del primer exén y la otra mitad al inicio del
segundo exdén como se ve en la figura 23. Con esta estrategia se evita que se amplifique

el ADN gendmico que pueda estar contaminado en las muestras de ARN a analizar.

Para primers que flanquean a un intron, cada primer debera estar en un exén para
que pueda determinarse por diferencias de bases en un gel de agarosa la posible

contaminacién por ADN genémico, o mediante analisis de curvas de disociacion melting.

Primer F Primer R
ADN
Exon 1 Exon 2 Exon 3 ..
Genomico
No amplifica
Primer F Primer R
—_—p —
DN
Exon 1 Exon 2 Exon 3 A .
l Complementario

Si amplifica

Figura 23. Estrategia de disefio de primers para ARN (Eurogentec, 2013).
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Existen otras consideraciones que debe tomarse en cuenta, las cuales se describen a

continuacion (Eurogentec, 2013):

N o o bk~ w0 DbdPRE

o

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

17.

18.

19.
20.

Temperatura de la trascripcion reversa: entre 46-50°C.

Temperatura de hibridacion: 58-62°C.

Cantidad de ARN para las muestras: 0.01- 10ng.

Cantidad de ARN para curva estandar: <500ng.

Amplicones <150pb, la eficiencia disminuye si son mayores.

Hacer una buena extraccion de ARN.

Cuantificar la concentracion: Importante que esté integro el ARN para tomar
lecturas verdaderas.

Checar la integridad: antes de cuantificar y después del tratamiento con DNasa.
Tratamiento con DNasa (si es requerido).

Estandarizar concentracion de ARN (stock).

Las diluciones de ARN se hacen en fresco, nunca se debe congelar/descongelar
las diluciones. Se deben hacer diluciones seriales para evitar variaciones.
Descongelar el stock de ARN en hielo y no por choque térmico.

Mantener siempre en hielo las muestras, diluciones y la mezcla de reaccion.

Usar primers especificos para RT-gPCR en un solo paso.

Concentracion final de primers: 100-300 nM para SYBR® y 100-900 nM para
sondas Tagman.

Volumenes finales de reaccion de 10-25 pL.

Usar un gen housekeeping (gen de expresién constitutiva) para normalizar la
expresion del gen problema: puede ser el 18S, 28S, ACTB, GAPD (gpd), UBC,
B2M, etc. Debe tener una expresion constante en todas las condiciones.

Usar controles negativos (NTC: mezcla de reaccion sin ARN) y positivos (mezcla
de reaccion sin enzima)

Usar la referencia pasiva ROX para ensayos cuantitativos.

Tomar en cuenta las consideraciones del apartado “Consideraciones generales en

el manejo del ARN” del presente trabajo.
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6.11.5 Métodos de analisis de RT-qPCR

Existen dos métodos de analisis de datos en un ensayo de RT-qPCR:

1. Analisis de datos mediante curva estandar.
2. Analisis de datos mediante AACt.

En el presente trabajo los datos se analizarbn mediante curva estandar, la cual nos
permite interpolar las concentraciones problema de ARN en dos curvas estandar, una
para el gen problema (cefD1 o cefG) y otra para en gen endégeno o calibrador (gpd) con
la finalidad de normalizar los datos y finalmente obtener la expresion relativa. La
desventaja que tiene este método es que en cada ensayo se deben meter las dos curvas
estandar para que puedan analizarse los datos lo cual lleva mas gasto de reactivos y
tiempo, sin embargo, la ventaja que tiene es que puede dar resultados aceptables (de alta
precision) si la RT-gPCR no ha sido optimizada, esto es cuando la eficiencia de
amplificacién no esta entre 90-110% Y las pendientes de las dos curvas estandar no estan
en -3.3 con variaciéon de +10%. Estos criterios son importantes ya que garantizan una

buena amplificacion de los genes tratados.

Las variaciones en los dos parametros antes mencionados puede deberse a diversas

variaciones como son:

Errores de pipeteo y pipetas descalibradas.

Calidad de templado (ADN o ARN extraido).

Mal disefio de primers (Tm'’s, estructuras secundarias).
Concentraciones de primers no adecuadas.
Condiciones de termociclado.

Tamafio del amplicon (a menor tamafio mayor eficiencia).

N o o s~ w D

Concentracién de reactivos.

Una pendiente > -3.32 por ejemplo puede deberse a la formacién de estructuras

secundarias y/o a un mal disefio de primers.

En el caso de analisis por AACt los calculos de la expresion relativa se realiza
mediante célculos matematicos arieticos de las dos curvas estandar, pero implica que el

gen blanco y el control endbégeno tengan eficiencias de amplificacion del 100% (+10). Es
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muy importante validar las amplificaciones antes de comenzar a cuantificar muestras

reales.

La ventaja que tiene es que una vez validada la amplificacion no se requieren mas
curvas estandar en cada ensayo, lo cual implica ahorro de reactivos, tiempo y espacio
dentro de la placa de reaccién. Es Util se quieren cuantificar muchos genes blanco de

forma simultanea.

Los resultados se obtienen empleado la siguiente formula: (Kenneth J., 2001)

2—AACt

En los ensayos de expresion relativa que se llevaron a cabo en este trabajo se
consider6 a la cepa WT (silvestre) como calibrador o muestra de referencia, a las cepas
G42R y G203R como muestras problema, se us6 como control endégeno (housekeeping)
el gen gpd, y los genes blanco (target) fueron cefG y cefD1. Se realizaron dos curvas
estandar por cada experimento o plato de reaccion, una para un gen blanco y otra para el
gen endodgeno, con el fin de interpolar y normalizar los resultados obtenidos en el ensayo.
Para hacer las curvas estandar se utilizé el ARN de la cepa WT y se hicieron diluciones
seriadas 10x (1:10). Un Ct es el ciclo en el cual una muestra consigue llegar al umbral de
deteccion (Threshold). En la figura 24 se muestran los detalles (Eurogentec, 2013).

ARn vs Numero de ciclos
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Figura 24. Grafica de amplificaciéon de diluciones seriales 10x usando SYBR . El eje vertical representa la cantidad de
fluorescencia normalizada, y el eje horizontal el nimero de ciclos. La Baseline o linea base se refiere a los ciclos
iniciales en los que no hay cambios detectables en la cantidad de fluorescencia, y sélo se detecta la fluorescencia
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basal. Threshold es el umbral en el que se produce un cambio significativo en la fluorescencia, y el corte entre el
Threshold y la curva de amplificacion determina el Ct o ciclo umbral que se emplea para la cuantificacion. El calculo
del Ct siempre se realiza en la fase exponencial de la curva. El control negativo NTC amplifica después del ciclo 30
debido a que en ese tiempo es posible que se hayan formado dimeros de primers. Diluciones seriadas 10x (1:10) dan
ACts cada 3.2 ciclos entre dilucién y dilucion. (Eurogentec, 2013).

6.11.6 Condiciones de termociclado y mezcla de reaccion

Se utiliz6 el equipo de deteccion de tiempo real StepOnePlus™ de life
technologies. Las condiciones de termociclado iniciales fueron las que se indican en la
tabla 12:

Tabla 12. Condiciones de termociclado RT-qPCR.

Ciclos Proceso Temperatura Tiempo
Transcripcion o ,
1 reversa (RT) S0°C S
Activacion PCR 95°C 2
Desnaturalizacion 94°C 157
40 Hibridacién (Tm) 60°C 307
95°C 157
1 Curva melting 60°C 15”7
95°C 157

Se us6 el kit comercial One-Step® SYBR® de Invitrogen™ para RT-gPCR. La

mezcla de reaccion fue la indicada en la tabla 13:

Tabla 13. Mezcla de reaccion RT-qPCR. Se hace una mezcla maestra de los componentes en comun dependiendo del
numero de reacciones que se van a hacer considerando el error experimental. Al final se agrega el ARN.

Componente Vol. para 20 pL de rxn
SuperMix Universal 10 pL

ROX 0.4 uL
Super script 0.5 puL

H,O inyectable 3.7 uL
Primer F 10 uM (concentracion final 100 nM) 0.2 uL
Primer R 10 uM (concentracion final 100 nM) 0.2 uL

ARN (0.1 ng/pL equivalente a 0.5 ng de ARN) 5L
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6.11.7 Disefio experimental

Se prepard una mezcla maestra para 100 reacciones de las cuales 42+42 fueron

para el gen problema y el gen endégeno, 3+3 para los controles sin ARN (NTC) y el resto

se reparti6 5+5 considerando el error por pipeteo. Se consideraron 42 reacciones de

acuerdo al siguiente disefio experimental:

Tabla 14. Diseiio experimental de RT-qPCR.

Replicas Replicas

Muestra Biol6gicas técnicas
Muestra de referencia WT para gen problema (cefD1) 3 3
Muestra problema G42R para gen problema (cefD1) 3 3
Muestra problema G203R para gen problema (cefD1) 3 3
Muestra de referencia WT para gen enddgeno (gpd) 3 3
Muestra problema G42R para gen endégeno (gpd) 3 3
Muestra problema G203R para gen enddgeno (gpd) 3 3
Muestra de referencia WT para curva patrén para gen
problema (cefD1) 0 3% 5
(concentraciones 100, 10,1, 0.1y 0.01 ng/pL)
Muestra de referencia WT para curva patrén para gen
endoégeno (houseKeeping) (gpd) 0 3% 5
(concentraciones 100, 10,1, 0.1y 0.01 ng/uL)
Control negativo para gen problema (cefD1) NTC 0 3
Control negativo para gen endégeno (houseKeeping)
(gpd) NTC 0 3

Total de reacciones en el plato

90 reacciones
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En el analisis estadistico se tomaron replicas técnicas y replicas biolégicas, todas
por triplicado. En cada ensayo de RT-gPCR se obtuvieron las desviaciones estandar para

cada grupo de muestras.

6.12 Transformacion de Acremonium chrysogenum

En la figura 25 se muestra un diagrama de flujo con la metodologia para llevar a cabo

la transformacion de Acremonium chrysogenum.
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Figura 25. Diagrama de flujo para transformacion de A. chrysogenum. TPC (NaCl 0.8 M, tampon fosfato potasico 50

mM pH 7. MgS0O, 0.02 M) NCM (NacCl 0.8 M, CaCl, 50 mM, MOPS 10 mM pH 7). CCM (CaCl, 50 mM, MOPS 10 mM pH
7, PEG 8000 18% (p/v))

6.12.1 Crecimiento del micelio

Se inocularon 100 mL de medio CCM con micelio procedente de seis placas de
medio LPE que habian sido incubadas durante seis dias a 28°C, y se incubd el cultivo 20
horas, a 25°C y 200 rpm.

66



Se centrifugo el micelio durante 8 minutos a 4000 rpm (= 1300 x g) y se decanto el
sobrenadante. Se afiadié6 100 mL de NaCl 0.9% y se recogi6é el micelio bajo las mismas

condiciones.

6.12.2 Obtencion de Protoplastos

Se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Skatrud et al. 1987. Se resuspende el
micelio en 100 mL de TPC'? suplementado con DTT (Ditiotreitol) 0.1 M, se incub6 2 hrs. a
28°C, con agitacion fuerte (250 rpm). Esta incubacion con DTT se realizé para reducir las
uniones disulfuro de la pared del hongo y de esta forma facilitar el proceso de liberacion

de los protoplastos.

Se recogi6 el micelio correspondiente a 15 mL de cultivo, centrifugando igual que
en el apartado anterior, y se resuspendié en 4 mL de TPC.

En otros 4 mL de TPC se disolvieron 160 mg (concentracion final 20 mg/mL) de
Driselase® (se pueden usar enzimas liticas de Trichoderma harzianum), y se centrifugé 1
minuto a 4000 rpm (= 1300 x g). Se recogio el sobrenadante, el cual se adicioné al micelio
resuspendido en TPC. La mezcla se incub6 en un matraz de 100 mL durante el tiempo
necesario para la obtencion de protoplastos (no mas de 5 horas), a 28°C con agitacion
orbital de 100 rpm. Se observé al microscopio cada hora la liberacion de protoplastos

como se muestra en la figura 26.

Figura 26. Protoplastos de Acremonium chrysogenum vistos al microscopio. Se observan los protoplastos liberados a
partir del micelio alas 3.5y 5.8 h.

2 TPC: NaCl 0.8 M, amortiguador fosfato potdsico 50 mM pH 7, después de esterilizar, afiadir MgS0, 0.02 M
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Posteriormente se filtrd la suspension protoplastos/restos de micelio a través de un
filtro de nylon (Nytal, Suiza) de 30 um de didmetro de poro, convenientemente colocado
sobre un embudo y esterilizado, con el fin de separar los restos de micelio de los
protoplastos. Se precipitaron los protoplastos por centrifugacion a temperatura ambiente
durante 4 minutos y 2500 rpm (= 1000 x g). Se lavé el precipitado obtenido con 5 mL de
NaCl 0.8 M y se sedimentaron los protoplastos como en el paso anterior. Se repitio este

lavado con agitacién lenta con NaCl tres veces consecutivas.

Se lavo el precipitado obtenido de la ultima centrifugaciéon con 5 mL de tampon
NCM?® y se centrifugd nuevamente, bajo las mismas condiciones. Se resuspendieron los
protoplastos en NCM a un concentracion de 1 x 10® protoplastos/mL (aproximadamente 5
veces el volumen del precipitado) y se afiadié 1/10 del volumen total de tampén CCM™.
Se mantuvieron en esta suspension los protoplastos en hielo hasta que se realizé la
transformacion.

6.12.3 Transformacion de Protoplastos

Se mezcl6 en el fondo de un tubo de 10 mL los siguientes componentes:

Suspensién de protoplastos 100 pL
ADN plasmidico 1-10 uL (1-10 pg)

Se mezclé suavemente y se mantuvo en hielo 20 min. Se afiadieron 50 uL de
amortiguador CCM, se mantuvieron a temperatura ambiente otros 20 min. Antes del
plaqueo se le agregé 600 uL de NCM. Se mantuvo esta mezcla de transformacion a

temperatura ambiente hasta el momento del plaqueo.

Y Amortiguador NCM: NaCl 0.8 M, CaCl, 50 mM, MOPS 10 mM pH 7.
" Amortiguador CCM: CaCl, 50 mM, MOPS 10 mM pH 7, PEG (polietilen glicol) 8000 18% (p/v).
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6.12.4 Plaqueo

En primer lugar se preparé la base de las placas de transformaciéon (60 mm de
didmetro) extendiendo 5 mL de medio CCMS' con 5 pL de fleomicina a una
concentracion final de 20 pg/mL. Una vez que el medio base solidificé se plaqueé la

transformacion en forma de cobertera mezclando en un tubo estéril de 10 mL lo siguiente:

Mezcla de transformacion 300 pL
Fleomicina stock (20 mg/mL en agua) Variable
Medio TSAS/CCMS mantenido a 48°C 5mL

Se extendid la mezcla sobre la base anteriormente preparada. Se dejo solidificar y

se incubaron las placas a 27-28°C durante 7 dias (Cruz J., 2009).

Para la segunda seleccion de transformantes se prepar6 medio CCM (sin
sacarosa) con 2% de agar y el doble de fleomicina (40 pg/ml). Se debe poner la fleomicina
una vez que el medio no este demasiado caliente ya que es sensible al calor. Se dejo
solidificar y se inocularon estas placas con palillos estériles picando las colonias que

crecieron en las primeras placas. Se incubaron 7 dias.

En la tercera seleccion se tomaron nuevamente las transformantes que crecieron
en la primera y segunda seleccion. Y se repitié igual que en la segunda selecciéon. Se
prepararon 100 ml de medio CCM con 80 pL de fleomicina, que se tomo de un stock de

50 mg/ml para tener una concentracion de 40 pg/mL.

Finalmente se seleccionaron las cepas que tenian similar apariencia y se crecieron

en medio CCM sdélido.

6.13 Secuenciacion

Hoy en dia hay disponibles muchos métodos diferentes para la secuenciacion del
ADN, incluyendo técnicas para secuenciar los <ciclos> de la PCR y técnicas de
secuenciacion automatica. EI método mas utilizado tradicionalmente en secuenciacion es

el método por terminacion de cadena, un método manual desarrollado en 1977 por

> cCMS: Medio CCM con 103 g de sacarosa por litro.
69



Frederick Sanger y a menudo conocido como método Sanger. En esta técnica un primer
hibrida con un ADN desnaturalizado molde, y se utiliza una pequefia cantidad de
nucleétidos modificados llamados didesoxirribonucleotido (ddNTP), que se mezclan
con los componentes de reaccion. Un ddNTP se diferencia de un dNTP en que tiene un
grupo hidrégeno en lugar de un grupo hidroxilo en el carbono 3" del azlUcar desoxirribosa.
Cuando se incorpora un ddNTP en una cadena de ADN, la cadena no puede alargarse
porque la ausencia de un 3-OH evita la formacion de un enlace fosfodiéster con un

nucleétido nuevo; de ahi se dice que la cadena esta terminada (Thieman, 2010).

Posteriormente se disponen cuatro tubos de ensayo por separado. Cada tubo
contiene una muestra del ADN que se va a secuenciar, un cebador, los cuatro dNTP, y
una pequefia cantidad de uno de los ddNTP (en un tubo ddATP, en otro ddGTP, otro con
ddCTP y el dltimo con ddTTP). En cuanto comienza la sintesis de una nueva cadena de
ADN a partir del cebador, la ADN polimerasa inserta aleatoriamente un ddNTP en la
secuencia en lugar de un dNTP, evitando que se sintetice una cadena complementaria.
Con el tiempo, habrd un ddNTP incorporado en todas las posiciones en las cadenas de
nueva sintesis creando una serie de fragmentos de longitudes variadas que terminan en
residuos didesoxi. El método de Sanger solo puede ser utilizado para secuenciar de 300 a

500 nucledtidos debido a la dificultad de correr un gel de secuenciacion muy grande.

6.13.1 Método de secuenciacion automatica de ADN

Este método es capaz de secuenciar largos fragmentos de ADN (mas de 500
pares de bases en una sola reaccion). Las reacciones de secuenciacion asi realizadas
utilizan ddNTP, cada uno marcado con un fluorocromo diferente. Se usa un solo tubo de
ensayo y el enfoque original utilizando geles de poliacrilamida seguido de la
autorradiografia se ha sustituido por la separacién de las reacciones en un gel de tubo de
diametro ultrafino denominado gel capilar. A medida que los fragmentos de ADN se
mueven por el gel, son escaneados con un rayo laser. El laser estimula el fluorocromo de
cada fragmento de ADN, que emite distintas longitudes de onda de luz para cada ddNTP.
Un detector recoge la luz emitida amplificAndola y suministra esta informacién a un
computador para que la procese y, convirtiendo los patrones de luz, pueda revelar la

secuencia de ADN.
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La secuenciacion de el gen agal se llevé a cabo en un secuenciador ABI PRISM
3100 Avant Genetic Analyzer, por electroforesis capilar con el método BIG DYE
(Terminator fluorescence based sequencing) en el laboratorio de biologia molecular de la
UAM-Iztapalapa.

Purificacion: Se purificé la banda obtenida del gel de agarosa con el kit Montage™
Genomic.

1. Se agreg6 a un tubo de microcentrifuga con filtro milipore una mezcla de 380
pL de H,O + 20 uL de muestra.
Se centrifugd a 1000 g (equivalente a 1000 ref) por 15 min.
Se lavo con 20 uL de H,0.

Se centrifugd durante 2 min a 1000 G.
Secuenciacion:

Se llevd a cabo la reaccion de PCR con los ¢oNTPs y ¢NTPs y la enzima ADN
polimerasa contenidos en el kit BigDye® Terminator v3.1 con las siguientes condiciones: 2
pL de Big Dye, 2 pL de Buffer 2x, 1 pL de primer (F y R), 3 pL de muestra de ADN y 2 pL
de agua.

Las condiciones utilizadas fueron las siguientes:

Tabla 15. Condiciones de termociclado secuenciacion gen agal.

Ciclos Proceso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95°C 10"
25 Hibridacion (Tm) 50°C 57
Polimerizacion 60°C ’

1. Ala muestra de ADN se le agregaron 10 puL de H,O estéril para completar 20 pl de

solucion.

2. Se agreg6 a una columna Centri-sep™ un volumen de 800 pl de Sephadex®®. Se
quité la tapa inferior de la columna Centri-sep™ y se coloc6 en tubo colector hasta
que drend el agua sobrante del Sephadex.

16 Sephadex: Se prepara con 2.6 g de Sephadex g50 y 400 ml de H,0 dejando hidratar durante 2 h.
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3. Se centrifugd a 2800 rpm/ 3 min.

4. Se agreg6 la muestra de ADN de 20 pl cuidando de no partir la columna de

Sephadex.

5. Se paso tubo Centri-sep™ a tubo de microcentrifuga. Se centrifugé la muestra a
2800 rpm/ 3 min.

6. Se protegi6 de la luz a la muestray se pusieron 10 pl de formamida.

7. Se colocd la muestra en la placa de secuenciacion y se llevé al secuenciador 3100

Genetic Analyzer.
8. Las secuencias obtenidas se analizaron en el programa CHROMAS LITE (v.2.01).

9. Se llevo a cabo un Blast (en la pagina de NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para

determinar la amplificacién secuenciada.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Produccion de cefalosporina C en transformantes laeA

Se realizaron 4 bioensayos para analizar la produccién de B-lactamicos totales de
cepas de Acremonium chrysogenum transformadas con el gen laeA de Aspergillus
terreus, insertado previamente en el vector pC43 (Cruz J, 2009), utilizando como controles
la propia cepa silvestre sin transformar (ATCC 11550) y transformantes con el vector
pC43 sin inserto, el cual contiene el gen de resistencia al antibiético fleomicina como

marcador de seleccion.

7.1.1 Bioensayo 1 laeA

El primer cultivo para analizar la produccion de cefalosporina C en cepas
transformantes LaeA se realizé tal y como se describe en la seccion 6.4.2 de Materiales y
Métodos, dejando crecer el micelio en el medio semilla MSMA durante 38 h previo a la

inoculacién del medio de produccién MCFA. Se pusieron 3 matraces de cada una de las
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cepas en estudio. Cada una de las muestras tomadas durante el cultivo (cada 24 h hasta
un total de 120 h) se inocularon por triplicado en placas de bioensayo, junto con los
estandares de cefalosporina C. En la figura 27 se muestran los halos de inhibicion
obtenidos.

Figura 27. Bioensayo 1 laeA. Placa 1. Muestras de 24 hy 72 h. Las claves son: 1-6 LaeA, 7 es control sin inserto y 8 WT,
del 9-16 son duplicados de las mismas muestras. Los nimeros 5, 10, 20, 35 y 50 son las concentraciones conocidas de
cefalosporina C para elaborar la curva patrén. Placa 2. Muestras de 48 h sin diluir y diluidas 1:5 (centro). Placa 3.
Muestras de 120 y 96 h respectivamente.

Las concentraciones de B-lactdmicos totales se obtuvieron mediante interpolacion
del diametro del halo de inhibicion producido por cada muestra en una curva patron
realizada con concentraciones conocidas de cefalosporina C como se muestra en la figura
28.

Curva patron de cefalosporina C
55 ~ === Curva patron
45 - l _
] Potencial
E‘ ] (Curva
35 5
% ] v = 102.09In(x) - 67.642 patron)
= ] 2 - 0.901 Logaritmica
o 25 - R . (Curva
S / y = 0.1376:x54119 patron)
- 2 -
15 R? = 0.9963
5 4 = ; . . . . . . . .
1.93 2.43 2.93
Diametro

Figura 28. Curva patron bioensayo 1. Se muestra el resultado con una correlacion lineal logaritmica y tipo potencial.

P .z s . 2 . <
Con esta ultima se determind la concentracion de B-lactamicos totales, ya que una R" de 0.99 predice mas el
comportamiento de la fermentacion bajo esas condiciones.
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Los resultados del primer bioensayo muestran una mayor produccion de [-
lactamicos totales a las 48 horas, siendo las cepas con mayor produccién respecto a los
controles las laeA 3y 6. En la figura 29 se muestra el resultado.
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Figura 29. Produccién de B-lactamicos totales de las cepas en estudio correspondiente al primer bioensayo. Las barras
de error representan la desviacidn estandar de 3 repeticiones en el bioensayo de cada muestra de un duplicado en el
cultivo.

7.1.2 Bioensayo 2 laeA

En el segundo cultivo de produccién de B-lactamicos se descartaron las cepas
transformantes 1 y 5 debido a que su produccion en el primero de los bioensayos fue
similar a la de las cepas 2 y 4. Asi mismo se redujo el tiempo de cultivo hasta las 96
horas, ya que a partir de este punto la actividad antibidtica practicamente desaparece del
medio, y también se tomo el tiempo cero. Ademas se midio el pH del medio a lo largo del

cultivo (figura 30).
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Figura 30. pH del bioensayo 2 de laeA. Se muestra una tendencia hacia pH alcalino en todas las muestras del caldo de
fermentacion MCFA.

Para conocer las concentraciones de B-lactamicos producidos por cada cepa se
procedié igual que en el bioensayo 1, utilizdndose una curva exponencial (Y =
0.0883e21466X R2 = 09773) realizada a partir de concentraciones estandar de

cefalosporina C e interpolando los didmetros producidos por las muestras.

Los resultados de produccion obtenidos se muestran en la figura 31, en la que se
observa una tendencia similar del comportamiento de las cepas con respecto al bioensayo
1, aunque con mayor productividad en general en los tiempos de 72 y 96 h. Es importante
notar que los controles Pc43 y WT tienen su produccion mas alta a las 72 h, mientras en

las cepas transformantes ésta se da a las 48 h.
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Figura 31. Produccion de B-lactamicos totales bioensayo 2. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3
repeticiones en el bioensayo de cada muestra de un duplicado en el cultivo.
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Se midi6 el peso seco de la biomasa de las cepas para obtener la produccién
especifica de B-lactdmicos totales. En la figura 32 se muestra el peso seco obtenido en
cada cepa cada 24 h.

Peso seco volumetrico bioensayo 2
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24 48 72 96 e \WT
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Figura 32. Peso seco de la biomasa en el medio de produccion MCFA.

La biomasa obtenida vari6 en un intervalo de 5-20 mg/mL. Obteniéndose mayor
biomasa en la cepa laeA 6 a las 72 h. Los resultados de produccion especifica de -
lactdmicos pueden observarse en la figura 33. En general se observa un patron de
produccion especifica similar a la produccién absoluta que se muestra en la figura 31; con
la cepa laeA 6 como mayor productora, que alcanza su pico de produccién a las 48 h,

mientras las cepas control pC43 y WT alcanzan su mayor nivel de produccién a las 72 h.

5 Produccion especifica de B-lactamicos totales bioensayo /aeA 2
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Figura 33. Produccion especifica de B-lactamicos totales bioensayo 2.
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7.1.3 Bioensayo 3 laeA

Para este cultivo se descarto la cepa silvestre ya que se comportd de forma similar
al control sin inserto en los experimentos anteriores. El tiempo de crecimiento de las

cepas en el medio semilla MSMA se aument6 a 50 h.

Como se observa en la figura 34, se obtiene ya una produccion apreciable de (8-
lactdmicos totales a las 0 y 24 h de cultivo, lo cual no sucedia en los dos primeros
bioensayos. Esto puede ser debido a que un mantenimiento por mas tiempo en el medio
MSMA, que fue de 50 h, indujo la produccién de antibiético. El medio MSMA es un medio
complejo con abundante fuente de carbono que activa el metabolismo del hongo y su
crecimiento, sin embargo si se mantiene el crecimiento en este medio durante 50 h parece

estarse iniciando el metabolismo secundario del hongo.
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Figura 34. Produccion de B-lactamicos totales bioensayo 3 laeA. Se observa como las cepas laeA 3 y 6 son las de mayor
tasa de produccién de B-lactamicos totales, asi como una mayor produccion a las 48 horas.

La biomasa de las La biomasa de las cepas laeA 2, 3, 4, 6 y Pc43, como se
muestra en la figura 35, comenz6 mas alta que en el cultivo del bioensayo 2, siendo las 48
horas el tiempo donde se registré la mayor produccién tanto de biomasa como de -
lactamicos totales. La diferencia en produccion de B-lactamicos totales de las cepas laeA

3y 6 respecto al control Pc43 sigue siendo notoria.
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Figura 35. Peso seco de la biomasa en el medio de produccién MCFA. El comportamiento del peso seco a las 48 h. del
transformante laeA 4 se sugiere que fue atipico ya que a las 48 horas la biomasa es menor y posteriormente se
recupera a las 72 horas, sin embargo la produccion de p-lactamicos no fue mayor.

Por lo tanto el mayor tiempo que permanecié el micelio creciendo en medio MSMA
provocé un aumento significativo de la biomasa.

La figura 36 muestra la produccion especifica de p-lactdmicos en este tercer
cultivo, donde se observa la mayor produccion a las 24 y 48 h, y una mayor produccion en
los transformantes laeA 3, 4 y 6 respecto al control Pc43.
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Figura 36. Produccidon especifica de B-lactamicos totales bioensayo 3 laeA.

78



En este bioensayo el pH estuvo en un intervalo de 7.6-9.0 (figura 37).

pH bioensayo 3 laeA
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Figura 37. pH bioensayo 3 laeA.

7.1.4 Bioensayo 4 laeA

Puesto que el pH tiene un efecto sobre la produccién de B-lactamicos (Schmitt et
al. 2004b), se uso6 en este ultimo cultivo de las cepas laeA el amortiguador MOPS a una
concentracion de 0.1 M, con el fin de retardar el aumento del pH durante el cultivo en el
medio MCFA. El tiempo de crecimiento de las cepas en el medio semilla MSMA se

aumento6 a 38 h.

El sistema amortiguador MOPS retras6 poco (0.5 unidades) el incremento del pH
entre las 24 y 48, si comparamos la produccion de B-lactamicos totales del bioensayo 4

con el 3 hay poca diferencia. En la figura 38 se muestra la cinética de pH.
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Figura 38. pH del bioensayo 4 de laeA. Se observa que una concentracion de MOPS de 0.1 M para amortiguar el pH no
fue suficiente.

En la figura 39 se observa que las cepas de mayor producciéon de B-lactamicos
fueron laeA 3y 6, al igual que en los anteriores cultivos, obteniéndose una mayor tasa de
produccion a las 24 y 48 horas. En la figura 40 se muestra la produccion especifica, que

se corresponde esencialmente a la produccion absoluta de la figura 39.

90.0 7 - T
Produccion de B-lactamicos totales bioensayo /laeA 4

80.0
Z 70.0
%) . HlaeA?2
£
= 60.0
§ HlaeA 3
© 50.0
§ HlaeA 4
@ 40.0
O HlaeA 6
E 300
£ H Pc43
= 20.0
=N

10.0

0.0 -
0 24 48 72 96
Tiempo [h]

Figura 39. Produccidn de B-lactamicos totales del bioensayo 4 de laeA.

80



(PN M
Produccion especifica de B-lactamicos totales bioensayo /aeA 4

s

[+2]

b

£

N

o7

= HlaeA?2
3

‘_g mlaeA3
2 HlaeA4
(7]

o

K] W laeA 6
£

i = PC43
(%}

i

A

24 48 Tiempo [h] 72 96

Figura 40. Produccidn especifica de B-lactamicos totales bioensayo 4 laeA. Se observa una mayor produccion también
alas 24y 48hrs.

En la figura 41 se muestra la biomasa de las cepas laeA y el control Pc43, con un
perfil similar, excepto las cepas laeA 3 y 6, que presentan mayor biomasa a las 72 h, sin
embargo la produccién absoluta mas alta fue a la 48 h en estas cepas. La cinética se

mantuvo relativamente mas estable en general.
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Figura 41. Peso seco de medio MCFA.

Como conclusion de los experimentos de produccién de CPC por las cepas
transformantes laeA de A. chrysogenum puede decirse que varias de las cepas mostraron
incrementos significativos tanto en la produccion total como en la produccion especifica
de CPC con respecto a las cepas control PC43 y WT, lo que apunta a un efecto positivo
del gen laeA de A. terreus en la biosintesis del antibiético. Se describen a continuacion los

analisis genéticos de las cepas laeA.
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7.2 Analisis genético de transformantes laeA

7.2.1 Extraccion y cuantificacion del ARN de transformantes laeA

Se extrajo ARN de los micelios del dltimo cultivo de produccion de las cepas laeA,
en el que se us6 MOPS como agente amortiguador, y se cuantificO en un equipo
NanoDrop. La concentraciones obtenidas oscilaron entre 645.9 y 4484.9 ng/uL, y su
relacién de absorbancia entre las longitudes de onda a 260/280 nm estuvo entre 1.84 y

2.10, lo que indica una pureza adecuada para realizar los experimentos de RT-PCR.

Las muestras de ARN fueron tratadas con DNasa, y a continuacion se realizd un
PCR para comprobar que estuvieran libres de ADN, utilizando primers del gen gpd

disefiados en un intron.

El resultado se visualizé en un gel de electroforesis (figura 42), donde se observa
que en las muestras de ARN de los transformantes laeA 3 y 4 de 48 h se amplific6 un
fragmento correspondiente a un intrén, lo que indica una contaminacion por ADN, por lo

cual estas muestras se volvieron a tratar con DNasa.

Figura 42. Resultado del tratamiento con DNasa en ARN del bioensayo 4 de laeA. Se observa en el carril 1 el marcador
de peso molecular, carril 2 ADN control de A. chrysogenum, los demas carriles son las muestras laeA 2, 3,4 6 y PC para
las 24, 48,72 y 96 hrs. respectivamente. Se observa una banda en /aeA 3y 4 de 48 hrs.
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7.2.1.1 Integridad del ARN del bioensayo 4 de laeA

Se comprobd la integridad del ARN de las muestras tratadas con DNasa mediante
una electroforesis en gel de agarosa. En la figura 43 muestra el resultado.

Figura 43. Integridad ARN extraido del bioensayo 4 de /aeA. Se observa ligeramente contaminado de ADN. También se

observan las dos bandas de ARN ribosomal 28 y 18s en buenas condiciones y un barrido de ARN que ha sido
degradado.

7.2.2 Extraccion del ADN de transformantes laeA

Se extrajo ADN de las cepas laeA del bioensayo 4 para verificar que amplificaran
con los primers disefiados para el gen laeA de A. terreus, con que fueron trasformadas.
En la figura 44 se muestra un gel de integridad del ADN extraido. Se hizo otro tratamiento

con RNasa para eliminar el ARN que tenian las muestras. En la figura 45 se muestra el
resultado.
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Figura 44. Integridad del ADN extraido con el
primer tratamiento con RNAsa.

Figura 45. Integridad del ADN extraido con el
segundo tratamiento con RNasa.

7.2.3 Analisis de PCR de transformantes laeA

Se realizaron las pruebas moleculares para verificar que el gen laeA de A. terreus
efectivamente estuviera insertado en las cepas de A. chrysogenum. Las condiciones de
PCR se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 16. Condiciones de PCR para laeA. La temperatura de hibridacion fue sacando el promedio de las dos Tm de
cada primer restando 5°. (F 63.3° R 64.9°).

Ciclos Proceso Temperatura Tiempo
1 desnaturalizacion 95°C 5
Desnaturalizacion 95°C 307
30 Hibridacién (Tm) 59.1°C 45"
Polimerizacién 72°C 45”
1 Polimerizacion 72°C 8
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El resultado se visualizé en un gel de agarosa. En la figura 46 se muestra el
resultado. Se muestra en el Carril 1 ladder, carril 2 producto amplificado del gen laeA en al
ADN de A. terreus (control positivo), carril 3-7 no se observa producto de amplificacién del
gen laeA en el ADN de las cepas laeA 2, 3, 4, 6 y PC (control negativo) de A.
crhysogenum. El Carril 8 muestra a PC tratado con agua Q; también no se observa ningun
producto de amplificacion. Por otro lado la temperatura 6ptima fue la calculada de 59.1°C

ya que el control muestra una sola banda.

e T S S S e e e

Figura 46. Producto amplificado de gen laeA con primers especificos.

Debido a que no se observo ningun producto de amplificacion de las cepas de
laeA 2, 3, 4 y 6, se realiz6 otro PCR con primers del gen 18S, gen que se expresa
constitutivamente y laeA nuevamente, para descartar que el ADN estuviera dafiado de las
cepas laeA. El resultado se muestra en la figura 47. No se observa ninguna banda

nuevamente para los primers laeA.

Figura 47. Producto de PCR del gen laeA y 18S. Se muestra el carril 1 ladder (100pb), carril 3-7 PCR de laeA; carriles 8-
12 PCR del 18S, todos amplificados con el ADN extraido de las cepas laeA 2, 3, 4,6 y PC. No se observa ninguna banda
nuevamente para los primers laeA.
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Con los resultados obtenidos no pudo confirmarse la presencia del gen laeA en el
genoma de los transformantes de A. chrysogenum. Este hecho pudo deberse a que
cuando se extrajo el ADN y el ARN de los transformantes estos hubieran sido
resembrados sucesivas veces y hubieran revertido total o parcialmente, siendo en este
ultimo caso heterocariones para este gen. Seria conveniente hacer nuevos analisis
partiendo de stocks originales de los transformantes, asi como utilizar la técnica de
Southern blot, que nos daria una informacion mas precisa sobre el genotipo de los
transformantes con respecto al gen laeA.

7.2.4 Analisis por RT-PCR de transformantes laeA

En la figura 47 se demostré que los primers laeA no amplificaron en ADN. Para
asegurar que las cepas efectivamente no tuvieran el inserto se realizd6 un RT-PCR con el
ARN extraido. Se tomaron las muestras de ARN de laeA 6(72 hrs.), 2(48 hrs.), 4(72 hrs.) y
6(48 hrs.) y se corrié un RT-PCR con los primers 18S y laeA. El resultado se muestra en

la figura 48, donde nuevamente los primers laeA no amplificaron.

Figura 48. Producto de RT-PCR con los primers 18S y laeA. Con Ladder de 100pb. Muestras: 6(72), 2(48), 4(72%),
6(48hrs). Nuevamente los primers no amplificaron.
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Nuevamente no se pudo corroborar la presencia y expresion del gen laeA en los
transformantes. Seria conveniente utilizar la técnica de Northern blot con ARN extraido a
partir de cultivos nuevos de los stocks originales. Aparentemente las cepas
transformantes fueron inestables, y por lo tanto se puede concluir que es conveniente
siempre monitorear mediante analisis genéticos a lo largo del tiempo que los
transformantes de A. chrysogenum mantienen el genotipo deseado y conservan el gen de

interés.

7.3 Busqueda in silico del gen laeA de Acremonium chrysogenum.

El gen laeA de Acremonium chrysogenum no ha sido clonado aun, y de hecho no
se sabe si este gen esta presente en su genoma. Por el interés que el gen laeA puede
tener en la produccion de cefalosporina se llevé a cabo una blsqueda in silico con el fin

de recabar informacion que pudiera ser utilizada posteriormente para clonar dicho gen.

Se parti6 del gen laeA de Gibberella fujikuroi, hongo filogenéticamente mas
préximo a Acremonium que Aspergillus, género en el cual el gen laeA fue descrito por
primera vez (Bok y Keller, 2004). Se llev6 a cabo una busqueda con la herramienta
BLAST en la base de datos del NCBI para encontrar genes laeA con una secuencia
similar a la del gen de G. fujikuroi. La secuencia codificante (CDS) de estos genes se
alined utilizando la herramienta Clustal W del programa de analisis de secuencias
DNAstar (Apéndice 1), y con los resultados de este alineamiento se construy6 el arbol

filogenético que se muestra en la figura 49.
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Figura 49. Arbol filogenético de Gibberlla fujikyroi. Se muestra la similitud del gen laeA de Gibberlla fujikyroi respecto
al gen laeA de otros hongos.

Igualmente se realiz6 un alineamiento de las secuencias de amino&cidos
deducidas a partir de las CDS de los genes ortdlogos del laeA de Gibberella fujikuroi, en
el Apéndice 2 se muestra el resultado.

Con la informacién obtenida en este analisis in silico se espera poder llevar a cabo
la clonacion del gen laeA de Acremonium chrysogenum, mediante el disefio de primers
degenerados basados en las secuencias mas conservadas. La clonaciéon del gen laeA
abrira un nuevo campo de investigacion sobre la regulacién del metabolismo secundario

de A. chrysogenum.
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7.4 Produccion de cefalosporina C en cepas mutantes de Agal

7.4.1 Bioensayo en medio solido de cepas mutantes de Agal

Se realizO6 en primer lugar un bioensayo en medio sélido con cepas
transformantesobtenidas por Cruz J., (2009) que presentan diferentes fondos genéticos
del gen agal, codificante de la subunidad o de una proteina G heterotrimérica. Seis de las

G42R
1

cepas contienen el alelo aga , Y expresan por tanto una subunidad Ga

constitutivamente activa, se hombran como G42R-1 al -6. Cuatro cepas contienen el alelo

agalGZOSR

, Y expresan una subunidad Ga constitutivamente inactiva, se nombran G203R-1
al -4. Ademas se utilizaron dos cepas control, PC43 (que contiene el vector pC43 sin
inserto), y WT (cepa silvestre ATCC 11550). En la figura 50 se muestran las cepas

crecidas en placas con medio CCM.

Figura 50. Cepas mutantes de Agal. Se muestran cepas trasformadas con alelos mutantes del gen agal, que
presentan los fondos genéticos G42R y G203R, y las cepas control PC43 y WT. Las cepas G203R presentan maxima
esporulacion.

En la figura 51 se muestran placas del bioensayo en medio sélido, con muestras

correspondientes a 120 h de crecimiento (ver Materiales y Métodos seccion 6.4.1).
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Figura 51. Bioensayo medio sélido. Se muestra el resultado del bioensayo en medio solido de las muestras crecidas
durante 120 h. Nétese que las cepas G203R no presentaron halos de inhibicion. La mancha blanca extendida se debe

al crecimiento de bacterias.

En la figura 52 se muestra la curva patrén con que se realizaron los calculos para

obtener una estimacion de la produccion de B-lactamicos totales de las cepas en estudio

en medio sélido.
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- y = 0.0176e3118%
] R?=0.9778
2 2.2 2.4 2.6
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Figura 52. Curva patrén del bioensayo solido Agal.

En la figura 53 se muestra la produccién de B-lactamicos totales de las cepas con

diferentes fondos genéticos de agal. Se observa que no hay produccion en las cepas

G203R.
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Figura 53. . Produccion de B-lactamicos totales en medio sélido de las cepas con diferentes fondos genéticos de agal.
En las cepas G42R se observa un retraso en la produccion de B-lactamicos totales y una produccion ligeramente
menor con respecto a las cepas control, mientras que en las cepas G203R no hubo produccion. La produccion mas alta
fue entre las 96 y 120 h. Las barras de error son las desviaciones estandar de cada una de las cepas por triplicado.

7.4.2 Produccion de CPC en medio liquido de las cepas mutantes de Agal.

Se realiz6 un cultivo en los medios MSMA y MCFA, tal y como se describe en la
seccion 6.4.3 de Materiales y Métodos, con las cepas G42R, G203R, y las cepas control
PC43 y WT. Se tomaron muestras cada 24 h desde 0 h hasta 120 h de cultivo. No se
control6 el pH. Se estandarizé el peso de inéculo de las placas CCM a medio MSMA, el

cual fue de 0.4556 g por matraz.

Se extrajo la biomasa de cada matraz para determinar el peso seco y extraer ARN
y ADN a partir del micelio. En las cepas G203R el micelio no permanecié en suspension,
como en los controles y las cepas G42R, mas bien se peg6 al matraz como si creciera en
forma de pellets en el fondo del mismo. Se congel6 la biomasa con nitrégeno liquido para

la posterior extraccion de ADN y ARN.

En el figura 54 se muestra la curva patrén con que se realizaron los calculos para

saber la produccion de B-lactamicos totales.
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Figura 54. Curva patrén del bioensayo 1 liquido de Agal.

En la figura 55 se muestran los niveles de produccion de B-lactdmicos de las cepas
en estudio. Los controles y las cepas G42R producen cefalosporina hasta las 48 h de
cultivo, sin embargo las cepas G203R no producen en ninguno de los tiempos.

Produccidon de B-lactamicos totales bioensayo solido Agal
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24 48 72 96 120
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Figura 55. Produccion de B-lactamicos totales en medio liquido de las cepas mutantes de Agal. Se observa una
produccién temprana en los controles y cepas G42R, sin embargo las G203R no produjeron en toda la fermentacién.
Las barras de error son las desviaciones estandar de cada una de las cepas por triplicado.

Debido a que el crecimiento de las cepas G203R fue muy diferente al de los

controles y las cepas G42R, no se tomé el micelio que creci6 alrededor del matraz, por lo
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que el peso de la biomasa obtenido en estas cepas fue inferior a las otras, como se
muestra en la figura 56.

Peso seco volumétrico bioensayo Agal

1002
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) G42R
202 e G203R
2
24 48 72 96
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Figura 56. Peso seco de la biomasa del cultivo en medio liquido de los mutantes de Agal. Se observa muy poca
biomasa en las cepas G203R.

En la figura 57 se muestra el comportamiento del pH durante el cultivo,
observandose una tendencia a un pH inferior a lo largo de todo el cultivo en las cepas
G203R.

pH bioensayo Agal

E , /,/ // w—PC43
\ : / GA42R

6 e G203R

0 24 48 72 96 120
Horas

Figura 57. pH del bioensayo 1 en medio liquido de Agal. Se observa un comportamiento diferente en el caso de las
cepas G203R.
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7.4.3 Produccion de CPC en medio liquido tamponado de las cepas mutantes de

Agal

7.4.3.1 Experimento para controlar el pH de la fermentacion

Para comprobar a qué concentracion de MOPS se lograba amortiguar el pH del

cultivo se disefié un experimento con tres concentraciones diferentes de MOPS: 0.1, 0.5y

1 M. en las siguientes figuras se muestran los resultados obtenidos.

pH con 0.1 M MOPS

8.4

6.6
24

48

72
Horas

120

166

EWT

W G42R1
[0 G42R2
B G203R1
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Figura 58. Valor de pH en cultivos de medio MCFA adicionado con MOPS al 0.1 M. Se observa mas variacion en el pH.
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Figura 59. Valor de pH en cultivos de medio MCFA adicionado con MOPS al 0.5 M. Se observa menos variacion en el

pH.
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Figura 60. Valor de pH en cultivos de medio MCFA adicionado con MOPS al 1.0 M. Se observa una estabilidad mayor

en el pH.

Se obtuvieron mejores resultados con las concentraciones de MOPS al 0.5y 1.0 M

respectivamente, sin embargo no se consider6 la concentracién de 1.0 M, ya que esta

concentracion tan elevada puede afectar la produccion de p-lactdmicos totales. A

continuacion se muestran los resultados del efecto de MOPS en la produccion (figs.61, 62

y 63).
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Figura 61. Efecto de la concentracién de MOPS al 0.1 M en la produccién de B- lactdmicos totales. No hay efecto

sobre la produccidn, pero no se controla el pH como se vio en el resultado de la figura 63.
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Figura 62. Efecto de la concentracién de MOPS al 0.5 M en la produccion de - lactamicos totales. Se observa que una
concentracion de MOPS al 0.5 M no afecta significativamente la produccién, sin embargo si controla el pH.
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Figura 63. Efecto de la concentracién de MOPS al 1.0 M en la produccién de f- lactamicos totales. Se observa que una
concentracion de MOPS al 1.0 M si afecta la produccion.

Teniendo en cuenta estos resultados, se realizé un nuevo cultivo de produccién de
CPC de los transformantes de Agal con el medio tamponado con MOPS a una
concentracion de 0.5 M.
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7.4.3.2 Cultivos para produccion de CPC en medio liquido tamponado de las
cepas mutantes de Agal

Una vez establecida la mejor concentracion de MOPS para controlar el pH sin
afectar la produccion de antibidtico se llevdo a cabo un nuevo cultivo de las cepas
mutantes de Agal, a pH controlado, para descartar el factor pH en la produccion, ya que
se ha reportado que el pH afecta la expresion de los genes de cefalosporina y la
produccion de la misma (Schmitt et al. 2001).

Con las muestras obtenidas de estos cultivos se realizaron bioensayos, teniéndose
en cuenta las réplicas biologicas y técnicas para realizar los célculos de produccion de -
lactdmicos totales. En el apéndice 3 se muestran los halos de inhibicién de las placas del

bioensayo.

En las siguientes figuras se muestran las curvas estandar en dos modalidades,
solo con fines ilustrativos, la primera de forma exponencial y la segunda en forma lineal, la
cual fue obtenida con el logaritmo natural y ajustando a una recta. Los dos modelos
matematicos que se muestran en las figuras 64 y 65 dan el mismo resultado ya que una
deriva de otra. En el caso del modelo lineal debe usarse el antilogaritmo para obtener las

concentraciones.
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Figura 64. Curva patrén del bioensayo 2 liquido de Agal.
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Figura 65. Curva patrén del bioensayo 2 liquido de Agal en forma lineal.

Los resultados del bioensayo permitieron elaborar la grafica que se muestra en la
figura 66. Se observa que la produccion de B-lactamicos totales se mantuvo por mas
tiempo en este cultivo, probablemente debido al control del pH. Como se puede observar
en la gréfica, las cepas control y G42R produjeron B-lactamicos totales, pero no hubo

produccion en las cepas G203R.

Produccidn de B-lactamicos totales bioensayo 2 Agal
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Figura 66. Produccion de PB-lactamicos totales en cultivo de las cepas Agal a pH controlado. Se observa una
producciéon de B-lactamicos por mas tiempo en los controles y cepas G42R, sin embargo las cepas G203R no
produjeron antibidtico a lo largo del cultivo.
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La figura 67 muestra el comportamiento de pH durante toda la

manteniéndose alrededor de 7.5.
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fermentacion

Figura 67. pH de los cultivos en medio tamponado de las cepas mutantes de Agal. Se observa que en el tiempo cero,
cuando las cepas estan en medio MSMA, las G203R acidifican el medio mientas que las demas lo mantienen.
Posteriormente, ya en medio MCFA con MOPS 0.5 M el pH se mantiene alrededor de 7.5.

En la figura 68 se muestra el peso seco obtenido en este cultivo en medio sélido.

Se observaron variaciones no esperadas en las cepas WT, G42R 1y 2, por lo cual se

repitieron los cultivos de estas cepas.
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Figura 68. Peso seco del cultivo en medio liquido tamponado de las cepas mutantes de Agal. Se presentaron
variaciones en las cepas WT, G42R 1y 2, por lo cual fue necesario repetir las fermentaciones de estas cepas.

En la figura 69 se muestra el peso seco de las cepas que se repitieron junto con

los pesos secos de las otras cepas (ya mostrados en la figura 68).
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Figura 69. Peso seco del nuevo cultivo en medio liquido tamponado de las cepas mutantes de Agal.

Con los resultados de peso seco se obtuvo la produccion especifica de B-
lactdmicos totales de los cultivos en medio liquido de las cepas Agal, la cual se muestra

en la figura 70.
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Figura 70. Produccion especifica de p-lactamicos totales del cultivo en medio liquido de las cepas Agal. Se observa
que la producciéon se mantiene por mas tiempo con respecto a los cultivos a pH libre (figura 60). Las cepas control
produjeron cantidades similares o ligeramente mas elevadas que las cepas G42R. Las cepas G203R no dieron
produccidn, a pesar de que se observe a las 24 h, pero esto es debido a un error cuando se toma el diametro del
boquete en la caja del bioensayo y a que se toma la biomasa para hacer el calculo.
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Tanto en el cultivo a pH libre como a pH tamponado con MOPS, las cepas G203R
no produjeron antibidtico, y las cepas G42R produjeron una cantidad ligeramente menor
gue las cepas control. Se puede por tanto concluir que es necesaria la actividad de la
subunidad o Agal para la producciéon de cefalosporina, sin embargo la activacion
constitutiva de Agal, y por tanto la sefalizaciébn constitutiva de la proteina G
heterotrimérica de la que forma parte, no resulta en un aumento de la produccion. En
contraste, en Penicillium chrysogenum, productor del antibiotico B-lactamico penicilina, la
activacion constitutiva de la subunidad o de la proteina G, Pgal, si provoca un aumento

en la produccién del antibiético (Garcia-Rico et al. 2008b).

7.5 Caracteristicas fenotipicas de las cepas mutantes de Agal

Se realizaron microcultivos de las cepas control y las transformantes de Agal
obtenidas por Cruz J. (2009), ya que al parecer las cepas G203R presentaron un fenotipo

diferente a los controles y las G42R.

Se observaron al microscopio 6ptico a 40x y 100x microcultivos crecidos durante

48, 96 y 170 h. En las figuras 71-76 las observaciones al microscopio de los mismos.
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Figura 71. Observacion al microscopio cepa WT. Se muestra la cepa WT vista al microscopio a 40 y 100x a las 48, 96 y
170 hrs. Se observa que a las 170 hrs. las hifas estan hinchadas y préximas a la fragmentacion.




Figura 72. Observacion al microscopio cepa PC43. Se muestra la cepa PC43 vista al microscopio a 40 y 100x a las 48, 96
y 170 hrs. Se observa que a las 170 hrs. las hifas estan hinchadas y proximas a la fragmentacion. También se observa
la similitud morfoldgica respecto a la cepa WT ya que es el control negativo de las transformantes.
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Las cepas trasformadas con el vector sin inserto (control negativo) mostraron
similitud morfolégica respecto a la cepa WT. Sin embargo en este trabajo no se hicieron
pases con fleomicina para determinar si realmente contenian este marcador molecular a
la hora que fueron transformadas.

En las figuras 73 y 74 se muestran las imagenes de la capas G42R1. La
morfologia de las cepas G42R fue muy similar a los controles (WT y PC43). En algunas
imagenes se observan los septos del micelio, al parecer es indicativo de la fragmentacion.
También se muestran artrosporas a las 120 hrs.

En las figuras 75y 76 se muestran las imagenes de la capas G203R.

Figura 73. Observacion al microscopio cepa G42R1. Se muestra la cepa G42R1 vista al microscopio a 40 y 100x a las 48,
96 y 170 hrs. Se observa que a las 96 hrs. las hifas estan hinchadas y préximas a la fragmentacion.
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Figura 74. Observacion al microscopio cepa G42R1. Se muestra la cepa G42R1 vista al microscopio a 40 y 100x a las 48,
96 y 170 hrs. Se observa que a las 96 hrs. las hifas estan hinchadas y proximas a la fragmentacion. También se observa
artrosporas a las 170 hrs. La cepa G42R1 también presenta mucha similitud respecto a los controles.
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Figura 75. Observacion al microscopio cepas G203R. Se muestran las cepas G203R vista al microscopio a 40 y 100x a
las 48, 96 y 170 hrs. Se observa un crecimiento morfolégico muy diferente respecto a los controles y la G42R1,
presentando muchas esporas con cuerpos fructiferos en forma de conidios. Algunas presentaron un micelio raquitico.
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Figura 76. Observacion al microscopio cepas G203R. Se muestran las cepas G203R vista al microscopio a 40 y 100x a
las 48, 96 y 170 hrs. Se observa un crecimiento morfolégico muy diferente respecto a los controles y la G42R1,
presentando muchas esporas con cuerpos fructiferos en forma de conidios. Algunas presentaron un micelio raquitico.
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En las figuras 71-76 se muestran algunas caracteristicas fenotipicas de las cepas
WT, PC43, G42R y G203R, para compararlas entre si, encontrandose diferencias muy
importantes de las cepas G203R con respecto al resto. Estas cepas mostraron una
morfologia diferente a lo que esta reportado en la bibliografia, ya que presentaron una
esporulaciéon muy fuerte de color blanco y muy hidrofobica. Vista al microscopio se
pudieron observar conidiosporas de forma redondeada y sus cuerpos fructiferos. En la
bibliografia (INSPQ, 2011; Tangarife, 2011) se describe que las variedades de
Acremonium ssp. ho presentan un tipo de reproduccion semejante, sin embargo se
utilizaron estas cepas para hacer el andlisis de expresion génica mediante tiempo real. No
se analizaron molecularmente para poder determinar si se trataba de otro

microorganismo.

Existe la posibilidad de que las cepas transformantes G203R que se han utilizado
en este trabajo no sean Acremonium chrysogenum, sSino una contaminacién por otro
hongo filamentoso de los utilizados en el laboratorio. A continuacion se muestra la

morfologia de Aspergillus terreus, uno de los hongos de los que pueda tratarse.

-.‘,» : '

Figura 77. Aspergillus terreus. Se muestra una imagen al microscopio 6ptico en 40x de Aspergillus terreus. La
morfologia es muy parecida a las cepas G203R.
http://microfungi.truman.edu/showGallery.php?div=Anamorphic&gen=Aspergillus&spec=terreus&id=157
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7.6 Analisis de expresion de los genes relacionados con la produccion
de CPC en cepas mutantes de Agal mediante RT-qPCR

7.6.1 Disefio de los primers para RT-qPCR de los genes gpd, cefD1 y cefG

Los primers se disefaron bajo las consideraciones del apartado 6.9.3.1 Disefio de
primers, tanto para el control endégeno (gpd), como para dos genes de la ruta de
Cefalosporina C, los cuales fueron cefD1 y cefG. Se analizaron dos genes para obtener
mas datos de como se esta regulando la biosintesis de CPC en las cepas con los fondos
genéticos de agal®®® y agal®®®® . Cada uno de estos genes pertenece a uno de los
clusters de biosintesis de cefalosporina; el gen cefD1 al cluster temprano, y el gen cefG al
cluster tardio, y el analisis de los dos genes aportaria informacion sobre la regulacién en

ambos.

A continuacién muestro como se disefi6 los primers gpd. Se buscé la secuencia
nucleotidica del gen gpd en la base de datos NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2171592), la cual se descargd en formato .fasta, y

se abri6 con el programa MEGA 5.2. Con ayuda de la base de datos NCBI, se pudo saber
en qué nucledtido se encuentra el primer intrén, entonces en MEGA 5.2, se peg0 otra
secuencia pero recortando el segmento del primer intrén. En diferentes casos NCBI da la
opcion de obtener la secuencia nucleotidica en forma de ARNm o CDS (secuencia
codificante) la cual es de mucha utilidad ya que no tiene los intrones, o facilita el recorte
de estos. En la figura 78 se muestra en la primera fila (de colores) la secuencia donde se
encuentra el intrén, en la segunda fila (de color amarillo) se muestra la secuencia ya sin el
intrén, y las dos dltimas filas amarillas las secuencias con ausencia de los nucleétidos de

primer intrén.

Posteriormente se tomo6 un segmento de la segunda fila de color amarillo de 120
nucleotidos aproximadamente (ver figura 78) con el fin de disefiar un par de primers, y con
ayuda del programa Primer 3 se buscé el par de primers que hibridaran mejor entre el
exon 1y el exdn 2, dando los siguientes grupos de primers como se muestra en la figura
79.
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Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
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2. sflCGTTGCTGTCAACGACCCCTITCATIGAGACCCACTATGCAGCCTACATGCTCARGTATGACTCCTCCCACGGTCTCTTCARGGGCGACATCTCCCT GACCTGTCCGT] AGGTCAAGITCTACACTG
CCTTECTETCAACGACCCCTTCATTGAGACCCAC
CETTECTETCAACGACCCOTTCATTGAGACCCACTA

Figura 78. Secuencia gpd en el primer intrén en MEGA 5.2. Se muestra la primera hilera de colores, la secuencia donde
se encuentra el intrén, en la segunda hilera se muestra la secuencia ya sin el intrén ya unida con el segundo exén y las
dos ultimas hileras amarillas las secuencias con ausencia de los nucleétidos de primer intrén.

En la figura 80 se muestra que el primer izquierdo de la figura 79 seleccionado, el
cual tiene la mitad de nucleétidos del primer exén y la otra mitad del segundo exon lo cual
llevé a escogerlos como posibles primers, sin embargo, es necesario saber la eficiencia
del par de primers (in-silico) cuando se utilizan en andlisis de expresion génica mediante
RT-gPCR, lo cual se logr6 con ayuda de la herramienta PCR efficiency Calculator. La
eficiencia in-silico fue mayor de dos lo que indica que el par de primers seleccionado van
a amplificar bien en los ensayos de RT-qPCR tal como se muestra en la figura 81.

LDDITICHAT CLIGCS

start len tm gc an 3' =seg
1 LEFT PRIMER 11 20 58.99 50.00 5.00 1.00 RACGRCCCCTTCATTGRGAC
RIGHT FEIMER az 20 239.835 S50.00 5.00 3.00 AGATGTCGUCCCITIGARAGARGH

PRCDUCT SIZE: B2, PARTR AMY CCMPL: 5.00, PATR 3" CCOMPL: 32.00

2 LEFT FRIMER 34 21 59.10 47T .62 T .00 2.00 CTATGCAGCCTACATGCTCOADR
RIGHT PERIMER 137 20 546 _33 S50.00 2,00 0.00 ARCTTGRCCTTCTTGCCGTTC
FRODUCT SIZE: 104, PATR »ANMNY CCHMPL: 4.00, BPAIR 3° CCMPTILa: 3.00

3 r=rr przvEs 33 22  ss.83  45.45 7.00 2.00
RIGHT FPRIMER 137 20 589,33 S0.00 2.00 0.00 ACTTGACCTTCTTGCCGTTC
PRCDUCT SIZE: 105, PALTR AMNY CCHMPL: 4.00, PATER 3° COMPT.: 3.00

4 LEFT FRIMER 20 22 &2.13 45.45 5.00 2.00 TTCATTGAGACCCACTATGECAG
RIGHT PERIMER 137 20 59 .33 S50.00 2.00 0.00 ACTTGACCTTCTTGCCGTTC

PFRODUCT SIZE: 118, PAIER ANY CCMPL: 3.00, PAIR 3" CCHMFPL: 1.00

Statistic

Figura 79. Primers gpd disefiados con el programa Primer 3. Se muestran diferentes opciones de primers que da el
programa Primer 3. Se tomé la opcidn 3 para evaluar la eficiencia del par de primers.

{23 M: Algnment Explorer (desing GPD primers whiout intron 1 Acremoniurro:) H ol - S
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help !
DS A% =@ WY ol [v"RmsEXx*[mE@ av [[ap8s
DNA | rotein l

species/Abbrv e e e e e e o P e e e e e e o e e e e e e e o[ e e e e e e e o e e o P e e e e T e o e e e [ e e e e <

1. gi|2171592|db|

2. Secuencia si Illl'll
ga

3. g1|2171592|db

Bacrarccacceracarcercaa A ERAEEEEERERARRATEHEEE

Figura 80. Primer gpd disefiado en la region de unién de los dos exones. Se muestra en la segunda fila como el primer
izquierdo (left) contiene secuencias pertenecientes al exén 1y al exon 2.
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Piease fill out this form; ‘Amplicon sequence’ fieid is mandatory:
Sequence name: [gpd pimers
Forward sequence: [ACTATGCAGCCTACATGCTCAA
Reverse sequence: [ACTTGACCTTICTTGCCGTTIC

CGITGCTIGT! ACTGA TTICATIGAGACCCACTATGCAGCCTACATGCTC
ARGTATGACTCCTICCCACGGTCTICTICAAGGGCGACATCTICCCTIGGACGGTA
GCGACCTIGTCCGTGAACGGCARGAAGGTCAAGTICTACACTGAGCGCG

Amplicon sequence

© Max Tm difference [ﬁ
size: 169 primers: 10
Number of GCs
Optimum prlr::‘f :]50.0 flanking primer 0
sequence
Optimum primer O primers
fength e GC content oo ]
San concentration: 50.0 DNA concentration: 50.0
Number of primer =
frale 86 ToRTE Send

Tool description

Prnmer EMdency is an open source tool which allows PCR efficiency estimation. Documentation Is
availladle

Efficiency calculator output

Forward: ACTATGCAGCCTACATGCTCAA (GC content 0.454545454545, length: 22)
Reverse: ACTTGACCTTCTTGCCGTTC (GC content 0.5, length: 20)
Expected efliciency. >2

Amplicon
ACTAIGCAGCCTACATGCTCAAGSTATGACTCCICCCACGSICICTICARGSS CAICT
ccer GG GTCOGTIGARCGGCAAGARGGTCARGT

Categories :

Ucense

Documentation

Examples

Lad’s main page

Other tools

Feeddack
Universidad

Y

de Cartagena

Figura 81. Eficiencia in silico de primers gpd. Se muestra el input y output de PCR Efficiency Calculator para calcular la
eficiencia del par de primers seleccionados. http://srvgen.upct.es/index.html .

A continuacion se realizé otro analisis in-silico con ayuda del programa Poland

para saber a qué temperatura (Tm) el amplicon de los primers obtenidos se disocia, con el

fin de predecir en los ensayos de RT-qPCR si hay presencia de dimeros de primers o

productos no especificos que pudieran interferir en los resultados o alterarlos. La figura 82

muestra el resultado obtenido con este programa.

D 3 2t 260 and 282 nm (AAdT) v temperature

Yoo wl pet the basic outpnt Som bere B ol omars (0 y yalooy) (3OS kByte)

£0.30002 0.1847859 0.1263463
€0.50000 0.209731¢8 0.1346319
£80.6999¢8 0.23579¢82 0.15451282
0.89999 0.2616660 0.17392163
€1.10001 0.2850738 0.1923817
£1.30002 0.3030106 0.2073076
£1.50000 = 0.2162407
£1.6999¢ 0.3092037 0.2165225

g1.289999 0.2919903 0.2064143

€2.10001 0.2612579 0.12862633
£2.30002 0.2205208 0.15840¢c0
82.50000 0.1756734

0.1270431

0.173497e
0.1983114
0.2244452
0.2506195
0.27456069
0.2934033
0.30373992
0.30296¢c¢e
0.286314¢
0.2570277
0.2175903
0.1737973

Figura 82. Temperatura de disociacion Tm del amplicon de los primers gpd. Se muestra la hipocromacidad 260 y 282

nm. a diferentes temperaturas siendo 0.31221 el valor mas alto lo cual corresponde a una Tm de 81.5° C.
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Los resultados obtenidos de las curvas melting de RT-gPCR deben tener

correlacion con los resultados de la figura 82.

Para los primers cefD1, la secuencia del gen fue obtenida de la base de datos del

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ507632.2). Una vez disefiados se comprobo

su eficiencia y la Tm del amplicon. La eficiencia fue >2, lo que indicaba que podian usarse
para analisis por PCR de tiempo real. La Tm del amplicon generado estaba alrededor de

80°C, segun lo calculado por el programa POLAND.

Los primers disefiados para el gen cefG presentaron problemas de hibridacion tal

y como muestra la figura 83.

Tool description

Primer Efficiency is an open source tool which allows PCR efficiency estimation. Documentation is
available.

Efficiency calculator output

e primers you provided do not hybridize within your sequence. The tool asumes they flank thel
equence you entered

Forward: TTATCTCGGGAGCCCCTTT (GC content: 0.526315789474 length: 19)
Reverse: GGCGATGAATACGAACATCA (GC content: 0.45, length: 20)

Expected efiiciency: =2

Amplican:

ITATCTCGGGEAGCCCCTTIGCGATGRATACGRACATCATCTCGRATCGTCGTIG

COCRRRGEEECTCCCGAGAT AR TTTAGGCAGAT GATGAAGTAGCGAGAGETATCGRAART GRTGTITCEIATICATICGCC

Figura 83. Eficiencia in silico de primers cefG. Se muestra el output de PCR Efficiency Calculator para calcular la
eficiencia del par de primers seleccionados. Los primers disefiados no hibridan en el amplicén tal como lo muestra la
leyenda de color azul.

Los primers cefG analizados con la herramienta Efficiency Calculator mostraron no
hibridar a pesar de tener una eficiencia >2, esto puede deberse a haber escogido un par
de primers de los obtenidos con el programa Primer 3 que no fueran el mejor de los
casos, 0 que estuvieran flanqueando la secuencia introducida por lo cual no estuvieran
hibridando a falta de estos nucleétidos. Por lo tanto los ensayos de RT-gPCR para cefG

de las cepas de AGAL no fueron representativos y se omitieron en el presente trabajo.
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7.6.2 Analisis de expresion relativa de cefDI a las 24 h de cultivo

Se realizaron los ensayos de RT-gPCR para dos genes de la ruta de CPC de A.
chrysogenum, los genes cefD1 y cefG, en dos tiempos de cultivo diferentes: 24 y 48 h. El
efecto de los alelos mutantes agal®?®® y agal®®" sobre la expresién de estos genes

estuvo en correlacion con los resultados de los bioensayos de las cepas Agal.

El ARN para los analisis de expresion por RT-gPCR se obtuvo a partir de micelio de los
cultivos en medio liquido con el amortiguador de pH MOPS (apartado 7.4.3.2). En la figura
84 se muestra la integridad del ARN extraido en un gel de agarosa al 1% sin tratamiento

con DNasa.

Figura 84. Integridad del ARN de las cepas mutantes de Agal sin tratamiento con DNasa. Se muestra la integridad
después de la extraccion del ARN de las cepas WT, G42R y G203R por replica bildgica de las 24 y 48 h. A las 48 h fue
necesario hacer una segunda extraccion de las cepas G203R ya que no se habia obtenido suficiente ARN, como se ve
en el gel de la derecha.

El ARN se cuantificé por Nanodrop 2000c, y se estandariz6 la concentracion de
ARN de las muestras antes de ser tratadas con DNasa. En la figura 85 se muestra el
resultado después del tratamiento con DNasa, correspondiente a las muestras de 24 h.
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Cuando el ARN presenta poca contaminacion de ADN, en la practica no es necesario
utilizar estrictamente la cantidad de DNasa que indica el protocolo del fabricante, ya que
una pequeia cantidad es suficiente para eliminar este ADN y un buen disefio de primers
evita que se unan al ADN.

Figura 85. Integridad de ARN cepas AGA1 con tratamiento con DNasa. Se muestra la integridad del ARN de las cepas
WT, G42R y G203R por replica bilégica de las 24 hrs.

Las muestras de ARN se cuantificaron con Nanodrop. Se midi6 cada muestra
biolégica por triplicado y se sac6 el promedio para determinar la concentracion final de
cada una de ellas. De estas concentraciones se tom6 como referencia la de menor
concentracion para hacer las diluciones y estandarizar todas las muestras. Posteriormente
se separaron en dos alicuotas, las cuales se consideraron stock para los ensayos de RT-
gPCR. Los stocks fueron los Unicos que se congelaron y descongelaron, pero aun asi
hubo pérdida por degradacion, nunca se deben descongelar por choque térmico. Cada
vez que se descongeld un stock se hizo en hielo, lo cual es mas seguro para no degradar
mucho el ARN.

Para las muestras de las 48 h también se llevd a cabo cuantificacion con
Nanodrop.
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La tabla 17 muestra la estandarizacion de las muestras de ARN, de las cuales la

de menor concentracion fue la muestra WT1.

Después de haber estandarizado la concentracion del stock se llevaron a cabo
diluciones seriales 1:10 previas al ensayo (inicial: 100 ng/uL, 10 ng/uL, 1.0 ng/uL, 0.1
ng/uL, 0.01 ng/uL y 0.001 ng/uL) equivalentes a: 500,000 pg, 50,000 pg, 5000 pg, 500 pg,
50 pg y 5 pg. A partir de la segunda dilucién solo fue necesario tomar 10 yL de la anterior

y aforar a 100 pL.

STOCK

24hrs Co[ng/ul] V1RNA [uL] C2[ng/ul] V2 [ul] Vol H20 [uL] cant RNA en [ng]

wtl 7836.1 51.7975 4058.9 100 48.2025 405890

wit2 4058.9 100 4058.9 100 0.0000 405890

wit3 8699.4 47 4058.9 100 53.3428 405890

421 8435.3 48 4058.9 100 51.8820 405890

422 8263.5 49 4058.9 100 50.8816 405890

423 9750.1 42 4058.9 100 58.3707 405890

2031 8896.1 46 4058.9 100 54.3744 405890

2032 8021.7 51 4058.9 100 49.4010 405890

2033 11696 35 4058.9 100 65.2967 405890
48hrs

2757.2 18.13 500 100 81.8657 50000

4056 12.33 500 100 87.6726 50000

3471.6 14.40 500 100 85.5974 50000

3621.3 13.81 500 100 86.1928 50000

3111.3 16.07 500 100 83.9295 50000

3374.5 14.82 500 100 85.1830 50000

3204 15.61 500 100 84.3945 50000

3190.4 15.67 500 100 84.3280 50000

3602.7 13.88 500 100 86.1215 50000

Tabla 17. Estandarizacion de las muestras de ARN de las cepas Agal.

Los primers utilizados para estos ensayos fueron los del apartado anterior.

Los primers utilizados para estos ensayos fueron los mencionados en el apartado

anterior.

Los ensayos y resultados fueron analizados con el equipo StepOnePlus y

software StepOne" v2.3, tal como se muestran a continuacion.

En el apéndice 4 se muestra la amplificacion obtenida de cefD1 y gpd de las

muestras de 24 h.

115



”
=

Sin embargo hubo algunos pozos que presentaron banderas (flags) que indicaron
gue paso algo que no fue normal. En el apéndice 5 se muestra cémo fueron ordenadas

las muestras y el resultado en el plato de reaccion.

Para un andlisis de expresion relativa, es necesario obtener las curvas estandar de
los dos genes (cefD1 y gpd) para poder interpolar las concentraciones de las muestras
problema (WT1, 2,3, G43R1, 2,3y G203R1, 2,3).

La desventaja de la técnica de cuantificacibn absoluta para el célculo de la
expresion relativa es que se deben meter al plato de reaccién las concentraciones
estandar cada vez que se realice un ensayo, ya que entre uno y otro ensayo pueden
variar las concentraciones y diferentes factores de error, como pueden ser las mezclas de
reacciéon. Sin embargo este método presenta la ventaja de que la eficiencia de
amplificacién no estrictamente debe ser cercana al 100% como es el caso del analisis por
AACt, que utiliza férmulas matematicas para determinar los niveles de expresion. En la

figura 86 se muestran las curvar estandar del ensayo cefD1 de las muestras de 24 h.

Standard Curve

Cr

a0 am a1 02 1 2 3 45 10 2 30 100 20 1000
Quantity

Legena
B standard ] Unknown Unknown (Flagged)

Figura 86. Curvas estandar del ensayo cefD1 a las 24 hrs. Se muestran las curvas de cefD1 (arriba) y gpd (abajo) con R’
de 0.989 y 0.722 respectivamente. La desviacion de la curva de gpd es probablemente a las concentraciones 5y 0.5 ng
que aparecen en medio. Los primeros puntos (de izquierda a derecha) representan concentraciones mas bajas a mas
altas. Las concentraciones estandar se tomaron del ARN de la cepa WT1.

La figura 87 muestra el resultado de la expresién relativa de cefD1 usando como
muestra de referencia a WT2, es decir con quien se comparan todas las muestras

problema (el calibrador).
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Figura 87. Expresion relativa de cefD1 a las 24 hrs. Se muestra la expresion relativa respecto a WT2 donde 1.0 de RQ
representa el 100% de la relacion con esta. Se puede observar como las cepas G203R no expresan el gen cefD1.

Los resultados de la figura 87 estdn en correlacion con los resultados de
produccién de CPC que se obtuvieron en los cultivos en medio liquido (figura 66);
mientras que las cepas G42R producian cantidades de CPC similares o relativamente
menores al control WT (variaciones poco significativas), las cepas G203R no mostraban
produccion. En la expresion de cefD1 se observan igualmente niveles similares o
ligeramente inferiores en las cepas G42R con respecto a la WT, mientras que no hay
expresion de cefD1 en las cepas G203R. Cabe mencionar que las réplicas biol6gicas para
el ensayo de RT-gPCR se tomaron de las cepas G42R2 y G203R1.

Este resultado concuerda con los datos obtenidos sobre baja/nula produccién de
CPC por parte de las cepas G203R, lo que unido a los resultados del analisis de la
morfologia micelial pone en duda que se trate de cepas transformantes de Acremonium

chrysogenum.
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7.6.2.1 Analisis de las curvas melting de 1a RT-qPCR en el ensayo cefDI 24 hrs

Una manera de saber la calidad de los primers (la especificidad), es decir, para
saber si se estan formando dimeros de primers o productos no especificos es mediante el
andlisis de las Tm’s (temperatura promedio donde la mitad del amplicon se ha
disociaciado) de los productos amplificados.

Los picos extras en las curvas melting muestran que los primers se estan uniendo
a secuencias incorrectas (que haya productos no especificos), que existe contaminacion

de ADN gendmico o que se estén formando dimeros de primers.

El andlisis de HRM (in silico) que se hizo en el apartado 7.6 Andlisis de expresion de
los genes relacionados con la produccién de CPC en cepas mutantes de Agal mediante RT-qPCR
sirve para saber a qué temperatura, la mitad del amplicon generado por los primers
escogidos tiene su Tm. Con esta referencia podemos determinar si experimentalmente en
las curvas melting del el ensayo de RT-qPCR se trata del amplicon que generamos in

silico. Esto es de gran ayuda para optimizar los ensayos de RT-qPCR.

Los picos que se encuentran antes del pico principal indican que existen dimeros
de primers, y los picos que se presentan después del pico principal indican que se estan
generando productos no especificos o contaminacion de ADN gendémico. Si los primers no
son especificos para ARN, las curvas melting presentaran picos extras hacia la derecha

debido a que los amplicones contienen exones e intrones dando productos mas largos.

A continuacion se muestran en la figura 88 los resultados de las curvas melting

para los amplicones generados con los primers gpd y cefD1.

La figura 88 muestra que existen diferencias entre las Tm’s calculadas in silico y
las obtenidas experimentalmente, sin embargo es una buena aproximacion y sirve de
orientacion para identificar el pico principal de los amplicones generados. En el grafico de
la izquierda se observa que la mayoria de las muestras tienen un solo pico, lo cual indica
gue no existen productos no especificos o dimeros de primers, mientras que el grafico de
la derecha mostr6 picos antes del pico principal lo que indica posibles dimeros de primers
debido a una contaminacion de uno o mas componentes de la reaccion, una mezcla de

reaccion inestable, un mal disefio de primers o una PCR no optimizada.
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Figura 88. Curvas melting de los productos amplificados con los primers gpd y cefD1. A la izquierda se muestra el
grafico de gpd registrando una Tm promedio de todas las muestras de 79.79°C. A la derecha se muestra el grafico de
cefD1 registrando una Tm promedio de todas las muestras de 81.88°C. Las Tm's calculadas in silico para gpd y cefD1
fueron de 81.6 y 80.25 °C respectivamente, lo cual muestra un error de 1.81 y 1.63 °C respecto a las obtenidas
experimentalmente.

7.6.3 Analisis de expresion relativa de cefD1 de las 48 hrs.

En el apéndice 6 se muestra la amplificacion obtenida en tiempo real para el gen

cefD1 a las 48 h el cual presenté un buen comportamiento.

Los resultados en el plato de reaccidon se muestran en el apéndice 7 presentando

banderas los controles y algunas muestras.

En la figura 89 se muestran las curvas estandar del ensayo. Debido a que la curva
estandar de gpd no sali6, se tomaron los datos de la curva estandar del ensayo de las 24
h, se extrajeron los datos de ensayo a las 48 h para hacer los graficos de manera manual

como se muestra en la figura 90.
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Figura 89. Curvas estandar del ensayo cefD1 a las 48 hrs. Se muestran las curvas de cefD1 (arriba) y gpd (abajo) con R’
de 0.9886 y 0.596 respectivamente. La desviacion de la curva de gpd es probablemente a las concentraciones 0.05 y
0.5 ng que aparecen al inicio, ya que son concentraciones muy bajas que posiblemente hubiera degradacion. Los
primeros puntos (de izquierda a derecha) representan concentraciones mas bajas a mas altas. Las concentraciones
estandar se tomaron del ARN de la cepa WT1.

30
.\.\ v =-2.2399x + 24.134
R?=0.9886
r— i =g enddgeno
15 e={l==blanco
y =-1.2758x + 18.269 Lineal (endd )
- R? = 0.7236 ineal (endégeno
- Lineal (blanco)
) -1 0 1 2 3

Figura 90. Curvas estandar del ensayo cefD1 a las 48 hrs. modificada. Se muestra la curva estandar de cefD1 obtenida
del ensayo de las 48 hrs. junto con la curva estandar de gpd del ensayo de las 24 hrs.

Los resultados de expresion relativa obtenidos mediante el software StepOne™ y la
extraccion de los datos para hacerlo manual se compararon, como se muestra en las
figuras 91 y 92 con los siguientes graficos.
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Figura 91. Expresion relativa de cefD1 a las 48 hrs. con el software StepOnew. Se muestra la expresion relativa
respecto a WT1, donde 1.0 de RQ representa el 100% de relacién con esta. Se puede observar como las cepas G20R no
expresan el gen cefD1. El error por la curva estandar de gpd de la figura 89, se observa con una expresion
desbalanceada respecto a WT1 de las réplicas bioldgicas de WT y G42R.

Para normalizar de manera manual los datos que se obtuvieron del ensayo de
RT-gPCR, se interpolaron los valores de Ct obtenidos en las curvas estandar de la figura
90 de la siguiente manera:

(Log cantidad de cefD1 en muestra X)

Bl li X) =
anco normalizado (muestra X) (Log cantidad de gpd en muestra X)

Donde X es: WT2, WT3, G42R1, 2, 3, G203R1, 2, 3.

Es decir que para cada muestra se analiz6 con ambos genes (cefD1 y gpd) e interpol6 es

Su respectiva curva estandar para obtener el Log de la cantidad de cada una.

Lo mismo se hizo para la muestra de referencia WT1 (el calibrador), es decir con quien se

compararon todas las muestras:

(Log cantidad de cefD1 en WT1)

Blanco normalizado (calibrador WT1) = (Log cantidad de gpd en WT1)
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Figura 92. Expresion relativa de cefD1 con la extraccidn de los datos. Se muestra la expresion relativa respecto a WT1,
donde 1.0 de RQ representa el 100% de relacidn con ésta. Se puede observar como las cepas G20R no expresan el gen
cefD1. La normalizacién usando la curva estandar de gpd del ensayo a las 24 hrs. corrige el error obtenido de la figura
126.

La diferencia de la expresion de cada blanco (expresion relativa) de la figura 92 se

obtuvo como se muestra a continuacion:

Blanco normalizado (muestra X)

Expresion relativa de la muestra X =
P Blanco normalizado calibrador (WT1)

El calibrador o muestra de referencia es normalmente aquella sin tratamiento, es
decir cudl sea de las muestras WT1, 2 o 3. Es este caso fue WT1, por tal razén en el en la
figura 92 el RQ de WT1 es 1.

El resultado de la figura 92 mostr6 que no hubo expresién de cefD1 en las cepas
G203R, y que en la cepa WT cefD1 se expres6 de manera similar o en niveles
ligeramente superiores que en las cepas G42R. Nuevamente la extraccion del ARN que
se obtuvo a las 48 h mostr6 que las cepas G203R no expresan el gen cefD1 por lo que

puede que estas cepas no se traten de A. chrysogenum.

7.6.3.1 Analisis de curvas melting de la RT-qPCR en el ensayo cefD1 48 hrs

La figura 93 muestra la comparacién de las curvas melting del ensayo de las 48 hrs
de cefD1. Se observan nuevamente picos antes del principal en el gréfico de la derecha

gue corresponde a cefD1, lo cual indicé nuevamente que los primers puedieron no ser
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totalmente especificos para ARN o se formaron dimeros de primers, pero sin descartar las
condiciones de termociclado para los dos juegos de primers, ya que esto pudo ser bueno
para un juego de primers, pero no para el otro. Por tal motivo es necesario, antes de
hacer los ensayos definitivos, hacer pruebas con diferentes juegos de primers, diferentes
controles enddgenos (genes housekeeping), concentraciones de primers o enzima en la
reaccion, temperaturas y ciclos de termociclado, y concentraciones de templado de ARN.

Las sondas TagMan presentan ventajas respecto al uso de Sybergreen, como tener
menos requerimientos a la hora del disefio y analisis previo de los primers y no
necesitarse las curvas melting. Las sondas Tagman estan disefiadas para que detecten
especificamente el amplicon correspondiente, lo que hace que los ensayos tengan menos

error cuando se analizan.

Melt Curve Melt Curve

Derivative Reporier (-R)

Derivative Reporter (-R)

050 700 750 80.0 850 00.0 050
8

Tm: 702 Tm:
Temperature (°C) Temperature (*C)

Figura 93. Curvas melting de los productos amplificados con los primers gpd y cefD1 del ensayo de las 48 hrs. A la
izquierda se muestra el grafico de gpd registrando una Tm promedio de todas las muestras de 79.2°C. A la derecha se
muestra el grafico de cefD1 registrando una Tm promedio de todas las muestras de 81.73°C. Las Tm’s calculadas in
silico para gpd y cefD1 fueron de 81.25 y 80.25 °C respectivamente.

Si bien los primers cefD1 presentaron problemas de disefio, o bien una falta de
optimizacion del método, se obtuvieron resultados satisfactorios y comparables con los
resultados de produccion obtenidos. Las cepas G203R no expresaron el gen cefD1 y su
morfologia del micelio no tuvo relacién con la cepa WT, el PC43, y las G42R. Los analisis

moleculares para asegurar que fueran transformantes no se llevaron a cabo.
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7.7 Transformacion de la cepa WT ATCC11550 de Acremonium
chrysogenum para obtener los diferentes fondos genéticos aga
G203R
y agal .

42R
IG

Debido a los problemas encontrados con las cepas transformantes obtenidas
previamente, se transformé nuevamente la cepa WT (ATCC 11550) de Acremonium
chrysogenum con vectores que contenian los alelos mutantes de activacion (agal®®) e

G203R
1

inactivacion (aga ) constitutiva del gen de la subunidad Ga agal.

Se obtuvieron los protoplastos y fueron trasformados como se indica en el
apartado 6.12.2 de Materiales y Métodos.

Se usaron dos tipos de enzimas liticas para generar los protoplastos: driselasa y
enzimas liticas de Trichoderma harzianum. En la figura 94 se muestra la cepa WT

después de ser tratadas con las enzimas liticas de Trichoderma harzianum.

Figura 94. Cepa WT después de 3.5 h con enzimas liticas de Trichoderma harzianum. Se observa el micelio muy denso
y sin protoplastos aun.

El tratamiento con dos tipos de enzimas se realizd6 para ver cual de las dos lo
hacia en menor tiempo, y asi acelerar el proceso de transformacion, ya que la obtencion
de protoplastos es lo que retarda la transformacion. En la figura 95 se muestra el

resultado con estas dos enzimas.
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Figura 95. Tratamiento con enzimas liticas. lzquierda, WT con tratamiento driselasa después de 5.8 h. Imagen
derecha, WT con tratamiento enzimas liticas para Trichoderma harzianum después de 8 horas. No se observan
muchos protoplastos. Salieron mejor los protoplastos con el tratamiento de driselasa.

Las cepas trasformadas se seleccionaron en un medio que contenia fleomicina,
siendo la primera seleccion con una concentracion de 20 pg/mL, después se continué con

concentraciones de 40 pg/mL en otras cuatro selecciones.

Después de hacer varias selecciones con fleomicina se obtuvieron 15 cepas

transformadas G203R y 13 G42R. Las figuras 96 y 97 muestran los resultados.

Figura 96. Cepas trasformadas G203R. Se muestran las cepas trasformadas G203R y duplicado después de 14 dias
incubados a 25 ° C. Son la tercera seleccion de transformantes.
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G42R

Figura 97. Transformantes de A. chrysogenum con el alelo agal™ . Se muestran las cepas transformantes G42R y
duplicado después de 14 dias incubadas a 25°C. Es la tercera seleccién en medio con fleomicina de las transformantes.

Las cepas trasformadas no han sido analizadas molecularmente para asegurar

gue tengan el inserto aun.

7.8 Secuenciacion del fragmento de ADN con el gen agal

La secuenciacion del ADN con el primer Forward dio el siguiente fragmento con longitud
de 700 bases:

GGCTTTCCTATGCGGGATAATTCTAGTGCATTATGGAGTCGCTCGAGCTTCCTCTCGAGGACCAGCGCATGGAGTACCA
CGTCCAGACCATCTTCATGCAGCCCGCTCAGATCGAGGGTGACGTTCTGCCACCCGAGGTTGGCAGCGCCATCGAGG
CTCTGTGGAAGGACCGCGGTGTGCAGGAGTGCTTCAAGCGCTCCCGCGAATACCAGCTGAACGACTCCGCGAGATAGT
AGGTCATCAGATGAGCCCAACCCTAAAAACAGTCCCTAACCCAAACGCAGCTACTTCGACAACATTGCGCGCATCGCCG
CCCCTGACTACATGCCCAACGACCAGGACGTCCTGCGGTCGCGTGTCAAGACGACTGGTATCACCGAAACCACCTTCA
TTATTGGTGACCTCACGTACCGCATGTTCGATGTCGGTGGTCAGCGATCCGAGCGGAAGAAGTGGATACACTGCTTCGA
GAACGTCACCACCATCCTCTTCCTCGTCGCCCATCTCGGAAATACGGATCAGCCTTCTGTTTCGAAGAATGGAGACGGG
TCCAACCCGTATGCAGGGAGGGTCTCCACCCTGGTTCCAACTTCATCCGCCAACTCAGGGTGGGTTATTCAAGACCATC
GAACCTTCCTGGTTCCTGAAACAAGATTGATACGCTTCAAGGAAAAAGTTGCCTGTAGCCCCTGGAAAAAACTATTTAAA
G

La secuenciacion del ADN con el primer Reverse dio el siguiente fragmento con longitud
de 684 bases:

GCCGCCTTTTCTGCAGCTGATCGATCTTGTTGAGGACAGGATGATCGATGTCTTGATGAACCACCTCGAGTTGCAGATG
GAGTCGAACAGGGTGAGAGCCTCCTGCATACGGTTGACCGTCTCATCTTCGAACAGAAGCTGATCGTATTCCGAGATG
GCGACGAGGAAGAGGATGGTGGTGACGTTCTCGAAGCAGTGTATCCACTTCTTCCGCTCGGATCGCTGACCACCGACA
TCGAACATGCGGTACGTGAGGTCACCAATAATGAAGGTGGTTTCGGTGATACCAGTCGTCTTGACACGCGACCGCAGG
ACGTCCTGGTCGTTGGGCATGTAGTCAGGGGCGGCGATGCGCGCAATGTTGTCGAAGTAGCTGCGTTTGGGTTAGGGA
CTGTTTTTAGGGTTGGGCTCATCTGATGACCTACTATCTCGCGGAGTCGTTCAGCTGGTATTCGCGGGAGCGCTTGAAG
CACTCCTGCACACCGCGGTCCTTCCACAGAGCCTCGATGGCGCTGCCAACCTCGGGTGGCAGAACGTCACCCTCGATC
TGAGCGGGCTGCATGAAGATGGTCTGGACGTGGTACTCCATGCGCTGGTCCTCGAGAGGAAGCTCGAGCGACTCCAT
GGCCTCGAGAATCACCCGCATCGACTGGACGGTGTTGCTGAAAATGATTCTTCCTTTGA
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La figura 98 muestra los resultados del BLAST de la secuencia Reverse.

Sequences producing significant alignments:

Accession Description Max score Total score Query coverage . E value Max ident
GU358701.1 Colletotrichum hanaui isolate col-68 guanine nucleotide-hinding prote 695 695 96% 0.0 85%
EU583331.1 Glomerella graminicola strain M1.001 heterotrimeric G protein (CGG) ¢ B51 651 95% 0.0 84%
AF068248.1 Sporothrix schenckii G protein alpha subunit gene, partial cds 849 649 S6% 0.0 4%
FM200411.1 Acremonium chrysogenum partial mRNA for alpha subunit of G-proteir 647 1102 89% 0.0 95%
AB238917.1 Alternaria alternata AGAL gene for G protein alpha subunit AGAL, cor 595 595 97% le-166 83%
504559184.1 Alternaria alternata G protein alpha subunit (AGA) gene, complete cc 590 590 87% Se-165 83%
AJ421531.1 Leptosphaeria maculans Tox+/A group gal gene for G protein alpha ¢ 577 577 96% 4e-161 82%
AMB204238.1 Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255 complete genome, conti 573 573 95% Se-160 82%
DO888550.1 Penicillium chrysogenum heterotrimeric G-protein alpha subunit (pgal 573 573 95% Se-160 8§2%
DQg48852.1 Penicillium chrysogenum strain NRRL 1951 hetrotrimeric G protein alpt 573 573 95% Se-160 82%

Figura 98. Resultados del blast de la secuencia reverse. La alineacion mas significativa fue la de un gen de Acremonium
chrysogenum con un E. value de 0.0 y un Max. Ident de 99%.

La figura 99 muestra los resultados del BLAST de la secuencia Forward.

Q o prod. lgnddicant al
Descry Haxscore  Istalscore  Owervcoveraae __Lvalwe  Maxkdent

i % Acremonesm chrysogenum partal mRNA for alpha subunit of G-protes p33) 9ot 85% le-147 100%
Coletotnchum hanaus molate col-68 guanmne nucleotide-binding prots S5 9% 2e-33% 3H%
Sperothrix schencks G proten alphs subunit gene, patial cds 43 475 9% 2e-130 0%
Glomerelly cramrscold strain M1,001 hetecotrmanc G proten (C6G) ¢ LPA| 7 9% Se-10 0%
Altomana Altenata AGAT gene for G oroten Alpha subunit AGAT, <ot 41l L 9% Je-it7 7%
Altomana Altemata G proten alpha subumt (AGA) Gene, comploty <¢ 414 &6 9% Fe-113 9%
Cochbobokis hatercstrophus G proten alpha subunit CGAL (CGAL) oF 323 %5 Po% %
POdosPOra INSArna S Mmat+ qancauc ONA chromosome 7, superconts aa2 3827 so% LY
Perecilium cheysoqenum Wsconsn S4-1255 comglete Genome, CONth a st 0% %
Pervcilium chrysogenum heterotrimenc G-proten alpha subunit (pgal =t 9% e
Pemclum chrysogenum stran NRRL 1951 hetrotrmenc G proten alpl b33 3 20% 7%

Figura 99. . Resultados del blast de la secuencia Forward. La alineacion mas significativa fue la de un gen de
Acremonium chrysogenum con un E. value de 3e-147 y un Max. Ident de 100%.

Los criterios para decidir cual/cuales de los alineamientos obtenidos en un analisis
BLAST tiene mayor significancia son: 1) un Query coverage bajo, 2) un E. value muy
chico o cero y 3) Un Max. ldent. elevado. Con base a los resultados obtenidos en el
analisis BLAST que muestran las figuras 98 y 99, se concluyé que el fragmento
secuenciado corresponde al gen denominado agal de Acremonium chrysogenum,

codificante de la subunidad Ga de tipo | de una proteina G heterotrimérica.
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8. CONCLUSIONES

1. Se analizé la produccion de cefalosporina C en cepas de Acremonium
chrysogenum transformadas con el gen laeA de Aspergillus terreus. Tres de las
cepas analizadas mostraron mayor produccion de cefalosporina C en los
diferentes cultivos en medio liquido realizados, alcanzandose la mayor
concentracion en los caldos de cultivo a las 48 h, y disminuyendo posteriormente
una vez que los cultivos rebasaron el nivel de pH de 8. No pudo corroborarse la
presencia del gen en los transformantes mediante PCR.

2. Se analizé la produccién de cefalosporina C en medio sélido en cepas que

expresan formas mutantes de la subunidad Ga Agal de una proteina G

G42R. G203R.
1= 1 :

heterotrimérica de A. chrysogenum (Aga constitutivamente activa; Aga
constitutivamente inactiva). Se observé una mayor produccién en las cepas control
(WT y PCA43) respecto a las cepas G42R, mientras que las cepas G203R no
produjeron cefalosporina C.

3. En cultivo sumergido, las cepas control WT y PC43 produjeron cantidades
ligeramente mayores de cefalosporina C que las cepas G42R, tanto en medio
tamponado como sin tamponar. En ninguno de los medios hubo produccion en las
cepas G203R.

4. En medio sin tamponar se produjo un aumento constante del pH a lo largo del
cultivo, obteniéndose las concentraciones mas altas de cefalosporina C en los
caldos a las 48 h. En medio tamponado con MOPS 0.5 M el pH a lo largo de la
fermentacion se mantuvo en 7.0-7.5, y la produccién de cefalosporina C se
mantuvo por mas tiempo, hasta las 120 h.

5. Se analizo la expresion del gen cefD1 en las cepas G42R y G203R mediante RT-
gPCR. Se observo una tasa de expresion ligeramente mayor en la cepa control
WT respecto a la cepa G42R, mientras que no se observé expresion en las cepas
G203R. Las cepas G203R presentaron diferencias morfologicas importantes
respecto al resto de cepas.

6. La subunidad Ga Agal es un regulador de la biosintesis de cefalosporina C y de la

expresion del gen cefD1 en Acremonium chrysogenum.
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PERSPECTIVAS

En lo referente a la caracterizacion de la funcién del gen laeA en A. chrysogenum y
su utilizacién para mejorar la produccion de CPC, se propone analizar nuevamente las
cepas transformantes laeA mediante PCR y RT-PCR, extrayendo de nuevo ARN a partir
de micelio de los transformantes originales (conservados en glicerol) crecidos una soéla
vez en placa para inocular el medio liquido, y utilizando una nueva Taq polimerasa con
actividad hot start, como la Platinum Tag de Invitrogen. Los aumentos de produccion de
beta-lactamicos observados en los bioensayos de varios de los transformantes agal
(Figs. 33, 36, 40) sugieren que el gen agal de A. terreus si debe de estar presente y
expresandose en al menos estos transformantes. Asi mismo resulta también de gran
interés continuar con la busqueda del gen laeA de A. chrysogenum, con el fin de analizar
su funcion en el hongo y utilizarlo para tratar de aumentar la produccion de cefalosporina
C.

Por otra parte, respecto a la caracterizacion del gen agal, se debera trasformar

nuevamente A. chrysogenum con el alelo mutante agal®*®R

, y deberan hacerse pruebas
moleculares (analisis de PCR) de los transformantes (tanto G42R como G203R) para
validar los resultados del efecto de la subunidad a Aga1 sobre la biosintesis de

cefalosporina C en A. chrysogenum.

Los resultados obtenidos podrian ayudar a entender mejor las vias de
transduccién que controlan la expresion de genes del metabolismo secundario de A.
chrysogenum, con la finalidad de integrarlas, asumiendo que se conozcan las reacciones
bioquimicas, tasas de expresion de genes y un estado estacionario poder generar una red
de flujo metabdlico in silico mediante una serie de ecuaciones lineales que puedan
resolverse simultdneamente. Un ejemplo serian los trabajos realizados por Baltazar et al.
(1999, 2004).
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Apéndice 1. Alineamiento de la secuencia codificante del gen laeA

Alineamiento de la secuencia codificante del gen laeA de Gibberlla fujikyroi. Las
zonas sombreadas son los sitios mas conservados. El alineamiento se hizo con ayuda de

la herramienta MegAling del programa Lasergene de DNASTAR.
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Apéndice 2. Alineamiento de la secuencia proteica deducida del gen
laeA

Alineamiento de proteina de la secuencia codificante del gen laeA de Gibberlla
fujikyroi. El alineamiento se hizo con ayuda de la herramienta MegAling del programa
Lasergene de DNASTAR.
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Apéndice 3. Placas del bioensayo 2 de transformantes Agal

Placa de bioensayo 2 de las 24, 48 y 72 horas de Agal. Se muestran los halos de
inhibicion caracteristicos, con replicas biolégicas, sin embargo las cepas G203R
nuevamente no presentaron produccion de - lactdmicos. 5,10 20,35 y 50 representan las

concentraciones conocidas (ug/mL) para la curva estandar.
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Placa de bioensayo 2 de las 96, 120 y cero horas de Agal. Se muestran los halos
de inhibicién caracteristicos, con replicas biologicas, sin embargo las cepas G203R
nuevamente no presentaron produccion de - lactdmicos. 5,10 20,35 y 50 representan las

concentraciones conocidas (ug/mL) para la curva estandar.
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Apéndice 4. Amplificacion del gen cefD1 en muestras tomadas a las
24 h de cultivo mediante PCR de tiempo real

Amplificacion de cefD1 a las 24 hrs., mediante RT-gPCR. Se muestra la
amplificacion en tiempo real de cefD1 a las 24 hrs. El threshold de cefD1 corresponde a
0.097579 y el de gpd 0.083769, es decir donde existe un incremento significativo de
fluorescencia para comenzar a cuantificar. Las leyendas A, B,... se refieren a la posicién

de la muestra en el plato de reaccion.

El grafico presentd un comportamiento adecuado caracteristico de amplificacién, lo

cual es un buen indicativo de que el ensayo fue satisfactorio.
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Apéndice 5. Organizacion del Plato de reaccion de cefD1 a las 24 hrs
y resultados

Se muestran al inicio los controles para ambos genes. Posteriormente las
muestras de concentracion desconocida para ambos genes de las réplicas biolégicas por

triplicado y finalmente los concentraciones de los estdndares para ambos genes.
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En la siguiente tabla se muestra el resultado del plato de reaccion de cefD1 a las
24 hrs. Se muestran algunas banderas (flags) que indican lo siguiente: (AMPNC)
Amplification in negative control: A1, A2, A3, A4, A5, (HIGHSD) High standard deviation in
replicate group: E7, E8, E9, (MTP) Multiple Tm peaks A6, B7, B8, B9, C1, C2, C3, C7, C8,
C9, F7, F10, F11.

1 \ 2 \ 3 \ 4 | § | 6 | 7 \ 8 \ ] L R E
1 1 1 1 1 1 [ cemt [ cemt [ cem1 [ gpa [ gpa [0 e

[ cemt [ st [ st [ oes [ ovs [ s 1459 3053 398,68 68299 364,60 505,69

A | syarMone SYBR-ione SYBRHione SYBRlone SYBRlone SYBRione SYBRllone SYBRHlone 5YBR-Hone SYBRHlone $YBRlone SYBR-llone
Tm1: 76.07 Tm1:76.07 Tm1:76.36 Tm1:78.3 Tm1: 7859 Tm1:81.58 Tm1:81.88 Tm1:81.88 Tm1:81.88 Tm1:79.49 Tm1: 79.34 Tm1:79.34
[0 cemt [ cem1 [ cemt [ o 10 ope 1 o 1 1 1 [ ape [0 gpa 0 e
164 182 167 044 06 064 [ cemr [ cemt [ st 056 044 028

B | 5YBRHlone SYBR-Hone SYBRHlone SYBRHlone $YBRlone $YBR flone: 100 112 133 SYBRHlone $YBRlone SYBR-llone
Tm1:80.99 Trm1:80.99 Tm1:81.13 Tm1:78.15 Tm1:78.44 Tm1:78.44 Tm1:80.98 Tm1:78.15 Tm1:80.83 Tm1:78.15 Tm1:78 Tm1:78

1 1 1 mgpd Egpd Egnd 1 1 1 mgpd mgpd Egnd

[ cemt [ cem1 [ cem 04 0.85 08 [ cemt [ cemn [ cemt 0.38 0.36 0.42

oo 132 115 SYBR Hone §YBR llone $YBR Nlone 067 088 092 SYBR Hone SYBRllone $YBR llone
Tm1:78.01 Tm1: 8069 Tm1:783 Tm1:78.15 Tm1: 7844 Tm1:78.29 Tm1:77.11 Tm1:77.11 Tm1:77.11 Tm1:78.15 Tm1:78 Tm1:78
[0 cemt [ cem1 [ cemt [ o 10 ope 1 o [0 cemt [ cemt [ cem1 [ ape [0 gpa 0 e
0.56 0.66 0.59 0.36 0.41 0.42 0.04 0.04 0.06 046 048 0.29

D | Y8R Hone SYBRHone SYBR-Hone SYBR Hone §YBR llone $YBR Nlone §YBR Nlone SYBRHone SYBRHone SYBR Hone SYBRllone $YBR llone
Tm1: 8099 Tm1: 8099 Tm1:81.13 Tm1:78.15 Tm1 7829 Tm1:78.29 Tm1:76.21 Tm1:7621 Tm1:76.21 Tm1:78 Tm1:77.85 Tm1:77.85
[0 cemt [ cem1 [ cem1 [ o 10 o 0 o 1 1 " [ gpe [ gpe 0 e
006 006 006 036 058 068 [ cemt [ cnt [ st 041 041 02

E | sY8RNlone SYBRHione SYBRHlone SYBRHlone $YBRlone SYBR Nlone 006 002 007 SYBRHlone SYBRlone $YBR llone
Tm1:76.07 Tm1:76.07 m1:76.21 Tm1:78 Tm1 7829 Tm1:78.29 Tm1: 76.06 Tm1:76.06 Tm1:76.06 Tm1:78 Tm1:77.85 Tm1:77.85
[ cemt [ cemt [ cemt [ cemt Ecemt H cemt 1 H cemt [ cemt 1 1 E cemt
500 500 500 50 5 5 Heent 5 5 Hcemt Hcent 05

F | sYBRMone SYBRHione SYBRHlone SYBRlone $YBRAlone $YBR Mlone 5 SY8RHlone SYBRHone 05 5 $YBRAlone
Tm1:81.73 Tm1:81.58 Tm1:81.87 Tm1:81.73 Tm1:81.87 Tm1:81.87 Tm1:81.13 Tm1:8143 Tm1:81.43 Tm1: 7845 Tm1: 78.45 Tm1:78.3
[ cemt [ cept H cemt [SES SES [SE S S S Eawe [SE [SE
0.05 0.05 0.05 500 500 500 50 50 50 5 5 5

| SYBRMone SYBRHione SYBRHlone SYBRlone $YBRAlone $YBR Mlone SYBR-llone SY8RHlone SYBRHone SYBRHlone SYBRAlone $YBRAlone
Tm1:76.22 Tm1:76.22 Tm1:76.21 Tm1: 7949 Tm1:79.79 Tm1: 79.64 Tm1:79.19 Tm1:79.19 Tm1:79:2 Tm1:78.9 Tm1. 78.75 Tm1.78.75
S (S [ apa [SET [SIE EHom
05 056 05 0.05 0.05 005

H | sYBR-None SYBR-Hone SYBR-None SYBR-Nene SYBR-None SYBR-None
Tm1:78.01 Tm1:78.01 Tm1:78.15 Tm1:78.15 Tm1.78.44 Tm1.78.29

Las banderas que aparecen en el plato de reaccion hacen referencia a AMPNC
(amplificacion del control negativo) que pudo haber sido a un mal disefio de primers,
contaminacion de uno a mas componentes de la muestra de reacciébn o una mezcla de
reaccion inestable, cuando es el caso de no usar una enzima hot-star. En el caso de
HIGHSD (desviacion estandar alta entre replicas), se puede deber a haber burbujas en el
interior del pozo, un sellado inapropiado de la placa, lo cual lleva a una condensacion e
inconsistentes volumenes, también por a un error de pipeteo, perdida de un componente

de reaccion o una mala mezcla de reaccién y, finalmente, a un escasa cantidad de
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templado ADN. En el caso de MTP (mdltiples picos Tm), puede deberse a la
contaminacion de uno o mas componentes de la reaccién, una mezcla de reaccion

inestable, un mal disefio de primers o una PCR no optimizada.

Apéndice 6. Amplificacion del gen cefD1 en muestras tomadas a las
48 h de cultivo mediante PCR de tiempo real

Amplificacion de cefD1 a las 48 hrs. mediante RT-gPCR. Se muestra la
amplificacion en tiempo real de cefD1 a las 48 hrs. El threshold de cefD1 corresponde a
0.017878y el de gpd 0.168966, es decir donde existe un incremento significativo de
fluorescencia para comenzar a cuantificar. Las leyendas se refieren a la posicion de la

muestra en el plato de reaccion.

Amplification Plot
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Apéndice 7. Resultado del plato de reaccion de cefD1 a las 48 hrs

Algunas de las posibles causa de los flags se mencionaron en el ensayo de cefD1
de las 24 hrs. Otros como BADROX y NOISE es probable por presentar gotas a los lados
de pozo, mal sellado de la placa, o errores de pipeteo. NOSIGNAL es por no presentar
mezcla de reaccion el pozo. OUTLIERRG es probable por contaminacién, mal sellado de

la placa o errores de pipeteo.
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1 2 3 4 § 8 | 7 8 \ a | o ] [
‘ 5 4 f f f Mo Mo cen e Men ced
Heeo Hen Hen [ ops [ ors o 477 49 524 453 77 467
& | svaRNone SYBR Hone SYBRNone SYERNane SVBR Nane SYER Nane S¥BRNone YRR None SYARone SYBRYone SYBRMone SYBRMlana
Tm1:67.73 Tm1:62.51 Tm1:73.68 Tm1.77.41 Tm1:78.15 Tm1:78.15 Tm1: 8143 Tm1:8143 Tm1: 8143 Tm1: 8143 Tm1:81.44 Tm1 8144
Meen caf Meen Meen e el Meen Mo caf Meen Meen el
633 59 668 593 5.66 55 506 502 484 276 253 273
B | svarfone SYARone SYBRMone SYBRMNone S5YBRNana SYBRNane SYBRNone YRR None SYARone SYBRYone SYBRMNone SYBRMana
Tm1:81.29 Tm1:81.29 Tm1:81.43 Tm1: 8143 Tm1.81.73 Tm1:81.73 Tm1: 8143 Tm1:8143 Tm1: 8143 Tm1: 8143 Tm1.81.29 Tm1.81.29
Meen Meen Meen Meen Meen Meen i Meen Meen M ow M ow Mo
0.03 0.02 002 3159 176 1568 mceﬁj 0.03 0.03 on 057 047
C | svaRNone SYARone SYBRMone SYBRMNone SYBRMlana SYBRNane 003 YRR None SYARone SYBRYone SYBRMone SYBRMlana
Tm1:75.92 Tm1:76.07 Tm1:76.07 Tm1: 8143 Tm1.81.73 Tm1:81.73 Tm1.76.07 Tm1:76.07 Tm1:76.07 Tm1:77.71 Tm1.77.71 Tm1.77.711
mnnd gnd mgpd mqnd qnd gud mgnd mnnd gnd mgpd mqnd qud
154 058 082 033 021 0.25 024 0.15 018 075 0.55 046
[ | sYBR-None 5YBR-None SYBR-None SYBR-None SYBR-None SYBR-None 5YBR-None 5YBR-None SYBR-None SYBR-None SYBR-None SYBR-None
Tm1:77.71 Tm1:77.56 Tm1:77.86 Tmi:77.71 Tm1: 78 Tm1:78 Tm1:77.71 Tm1:77.86 Tm1:77.71 Tmi:77.71 Tm1: 77.56 Tm1:77.711
[0 P o Mo @ Mo o 1 Mo o Mo @ Mo
343 125 097 051 0.37 04 mgpd 43198 43737 035 0.15 0.12
E | SYBR-None 5YBR-None SYBR-None SYBR-None SYBR-None SYBR-None 216E3 5YBR-None SYBR-None SYBR-None SYBR-None SYBR-None
Tm1:77.71 Tm1:77.56 Tm1:77.86 Tmi:77.71 Tm1: 78 Tm1:78 Tm1:78.01 Tm1:78.01 Tm1:77.86 Tmi:77.71 Tm1:77.71 Tm1:77.711
Heen Heen Heen Heen Heen Heen Heen Heen Heen EHeen Heer Heer
500 500 500 50 50 50 5 § 5 05 05 0.5
F | sYaRmone SYBRone SYBR:None SYBRHone SYBRMNone SYBRMNane SYBRNlone SYBRNlone SYBRione SYBR#one SYBRMNone SYBRAlone
Tm1: 8144 Tm1:81.29 Tm1:81.58 Tm1: 8143 Tm1:81.73 Tm1:81.73 Tm1: 8143 Tm1:8143 Tm1: 8143 Tm1:81.29 Tm1:81.14 Tm1: 80.99
1 1 3 [SE [SE [SE SE SE S [SE [SE [SE
Heen Hen Hen 500 500 500 50 50 50 5 5 5
S 005 005 SYBRHone SYBRMNone SYBRMNane SYBRMone S5YBRMNone SYBRone SYBR#one SYBRMNone SYBRAlone
Tm1:75.92 Tm1:76.07 Tm1:71.3 Tm1:78.9 Tm1:79.2 Tm1:79.2 Tm1:78.3 Tm1:783 Tm1:78.3 Tm1: 77.86 Tm1:77.71 Tm1: 77.56
E!Dﬂ Egpd Egpd Eqvﬂ Eqvﬂ Egud
05 05 05 0.06 0.05 0.05
H | 5¥8RAone SYBRNone SYBR:None SYBRHone SYBRAlone SYBRflone
Tm1:77.71 Tm1:77.71 Tm1:78.01 Tm1: 77.86 Tm1:78.15 Tm1:78.15

Los resultados de estas banderas se muestran en la siguiente tabla, donde se

sefiala la descripcion, la frecuencia y el pozo que la presenta.

Bandera Descripcion Frecuencia | Pozos

AMPNC Amplification in negative control 5 A2, A3, A4, A5, A6
BADROX Bad passive reference signal 4 Al, A2, A3, G3
OFFSCALE | Fluorescence is offscale 0

HIGHSD ::irl]:tandard deviation in replicate 0

NOAMP No amplification 0

NOISE Noise higher than others in plate 4 Al, A2, A3, G3
SPIKE Noise spikes 0

NOSIGNAL | No signal in well 4 Al, A2, A3, G3
OUTLIERRG | Outlier in replicate group 1 E7

EXPFAIL Exponential algorithm failed 0

BLFAIL Baseline algorithm failed 0

THOLDFAIL | Thresholding algorithm failed 0

CTFAIL Cr algorithm failed 0

MTP Multiple Tm peaks 5 Al, A2, C7,G1,G2

152




AT\

Casa abisrta sl tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 60184
" Matricula; 210389296

' N {
ESTUDIO DE LA FUNCION DE LA . 1 11760 B netia
. En México, D.F., se presentaron a las i00 horas de ia
SUBUNIDAD a AGA1 SOBRE LA 5 del mes de septiembre del ' afio 2014 ‘‘en 1la - Unidad
BIOSINTESIS DE Iztapalapa de. la Universidad Auténoma Metropolitahna, 'los
CEFALOSPORINA EN suscritos miembros del jurado:
Acremonium chrysogenum
DR. JAVIER BARRIOS GONZALEZ
DR. LINC MAYORGA REYES
DRA. MARIA ANGELICA GUTIERREZ NAVA
DR. HECTOR BERNARDO ESCALONA BUENDIA
.. >
Bajo la Presidencia del primero y . con’ cardcter de
(. h Secretario el Gltimo, se reunieron para proceder al Examen
de Grado «cuya denominacidén aparece al margen, para la
obtencidén del grado de:
MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA
DE: ROMEL AXEL ALTAMIRANC FLORES
vy de acuerdo con el articulo 78 fraccidén IIT del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
" resolvieron:
\. J ﬂ‘
/ PRoR AR
4 ™ .
Acto continuo, el presidente del  jurado comunicéd. al
interesado el resultado de la. evaluacidn .y, - en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
LIC.-JULIO E LARA ISASSI
DIRECTOR DE'SI AS ESCOLARES
. 7 .
<
4 - ™y 4 ™4
DIRECTORA DE LA DIVISION DE CBS PRESIDENTE
A EDITH PONCE ALQUICIRA IER BARRIOS GONZALEZ
. v \ W >

VOCAL

DR. LINO:MAYORGA

SECRETARIO

DR. HECTOR BERNARDO ESCALONA
BUENDIA




