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RESUMEN

Las estatinas son un grupo de farmacos altamente efectivo que reducen los niveles de colesterol en
sangre, disminuyendo asi el riesgo de sufrir un ataque cardiaco o un derrame cerebral. La simvastatina, la
segunda estatina mds importante del mercado, es un derivado semisintético de la lovastatina, producida
industrialmente por cepas de Aspergillus terreus, generalmente por fermentacién liquida (FL), aunque

también se puede obtener por fermentacion sélida (FS).

La FS presenta muchas ventajas, como una mayor produccién y la baja actividad de agua requerida, lo que
resulta en una menor cantidad de efluentes, esto se ha relacionado con una fisiologia diferente y especial,
llamada fisiologia del medio sélido. Debido a estas ventajas este tipo de cultivo se ha vuelto cada vez mas
atractivo para la investigacion y la industria. Sin embargo, aun se trabajara en su caracterizacién y en

comprender su relacion con los estimulos que los organismos perciben al estar en un sistema o en otro.

Los organismos son capaces de detectar y responder a una amplia variedad de estimulos del entorno.
Entre las vias clave de la percepcidon de estas sefiales se encuentran las vias de las MAPK cinasas conocidas
como casadas de sefializacién activadas por mitdgenos (MAPK). Estas vias implican activaciones de varias
moléculas de sefalizacién membranal seguidas de una estimulacidn secuencial de varias proteinas cinasas

citoplasmaticas que generan una respuesta a su entorno.

MpkB es una MAP cinasa de la via de sefializacidn de crecimiento filamentoso que ha sido relacionada con
el metabolismo secundario en la sintesis de aflatoxinas en Aspergillus flavus, por lo que se ha considerado

su posible relacién con la produccidn de lovastatina y un papel importante en la fisiologia del medio sélido.

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar el papel de mpkB en A. terreus. Se silencid el gen con un
vector de ARN de interferencia (ARNi), y se compard la produccién de lovastatina en ambos sistemas, FL
y FS, asi como otros parametros relacionados, para analizar su interaccion con otras vias MAPK. Las
mutantes simpkB de A. terreus mostraron una mayor sensibilidad al estrés oxidativo, osmatico y de pared
celular, presentaron una disminucion en la produccién de lovastatina, tanto en FL como en FS. Ademas,
exhibieron una menor esporulacién y formacién tardia del biofilm. En este proyecto se determind que
MpkB esta relacionado con el metabolismo secundario, como la biosintesis de lovastatina en A. terreus,

asi como con funciones asociadas con la fisiologia del medio solido (formacién de biofilm y esporulacién).



ABSTRACT

Statins are a group of highly effective drugs that lower blood cholesterol levels, thereby decreasing the
risk of heart attack and stroke. Simvastatin, the second most important statin on the market, is a semi-
synthetic derivative of lovastatin, industrially produced by strains of Aspergillus terreus, usually by liquid

fermentation (LF), although it can also be obtained by solid fermentation (SF).

SF has many advantages, such as higher production and low water activity required, resulting in a lower
amount of effluents. This has been linked to a different and special physiology, called physiology of solid
medium. Due to these advantages, this type of cultivation has become increasingly attractive for research
and industry. However, work is still being done to characterize it and to understand how it relates to the

stimuli that organisms perceive when in one system or another.

Organisms can detect and respond to a wide variety of stimuli from the environment. Among the key
pathways in the perceptions of these signals are MAPK kinase pathways, known as mitogen-activated
protein kinase (MAPKs) cascades. That involves the activation of several membrane signaling molecules
followed by a sequential stimulation of several cytoplasmic protein kinases, that generate a response to

the environment.

MpkB is a MAPKinase of the filamentous growth signaling pathway that has been linked to secondary
metabolism in aflatoxin synthesis in Aspergillus flavus. Therefore, it is considered for its potential

connection with lovastatin production and its important role physiology of solid medium.

he objective of the present work was to characterize the role of mpkB in A. terreus. The gene was silenced
using an ARN interference (ARNi) vector, and lovastatin production was compared in both systems, LF and
SF, along with other related parameters to analyze its interaction with other MAPK pathways. The simpkB
mutants of A. terreus showed increased sensitivity to oxidative, osmotic, and cell wall stress, and exhibited
a decrease in lovastatin production in both LF and SF. In addition, they showed lower sporulation and
delayed biofilm formation. In this project, it was determined that MpkB is related to secondary
metabolism, such as the biosynthesis of lovastatin in A. terreus, as well as to functions associated with

physiology of solid medium (biofilm formation and sporulation).



1. Introduccion

Los hongos filamentosos son organismos que producen distintos metabolitos secundarios (MS)
sintetizados a partir de intermediarios del metabolismo primario (aminoacidos, nucleétidos, lipidos y
carbohidratos). Los MS no juegan un papel fisiolégico durante la primera fase de crecimiento rapido
llamada trofofase, sino que son producidos en la fase de produccién subsecuente en la que el
microorganismo crece lentamente o no crece, pero sigue metabdlicamente activo en una etapa llamada
idiofase, la cual inicia cuando el crecimiento es limitado por el agotamiento de algun nutriente clave como
el carbono, nitrégeno, fosfato etc. Los MS tiene numerosas aplicaciones a nivel industrial y ambiental

(Barrios-Gonzalez et al., 2003).

Aspergillus terreus en un hongo filamentoso que se utiliza a nivel industrial para la obtencién de
lovastatina, compuesto precursor utilizado para sintetizar la simvastatina que tiene una mayor eficiencia;
esta forma parte del grupo de los fdrmacos llamados estatinas. Las estatinas son utilizadas en personas
con los niveles altos de colesterol en sangre, un padecimiento que causa enfermedades coronarias y
ataques al corazon, que son la principal causa de muerte en México y el mundo. Del colesterol total del
cuerpo, solo una tercera parte se origina de la alimentacién, mientras que las otras dos terceras partes

son producidas por el higado (Alberts et al. 1980).

La lovastatina actia como un inhibidor competitivo de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
reductasa, la cual es una enzima clave en la regulacion de la biosintesis del colesterol en humanos y

animales (Hajjaj et al., 2001).

La produccién de lovastatina a gran escala se realiza convencionalmente por fermentacion liquida (FL). No
obstante, en la actualidad se tiene un gran interés en la fermentacion sélida (FS) debido a que presenta
ciertas ventajas como: utilizar sustratos econémicos, generar una menor cantidad de efluentes y, sobre
todo, se tiene alta productividad. La fermentacion sélida es un tipo de proceso de fermentacion que se
lleva a cabo en sustratos sdlidos, por ejemplo, residuos agroindustriales, pulpa de frutas, cascaras de
cereales, entre otros. Este proceso se caracteriza porque los microorganismos se adhieren a la superficie

del sustrato y producen enzimas que degradan los componentes de este.

Para conocer la fisiologia en medio sélido se han realizado diversos estudios bioquimicos y moleculares
gue muestran que existen estimulos ambientales que el hongo detecta y traduce para generar una
respuesta. Los principales estimulos ambientales detectados por el micelio en FS han sido identificados

como estimulos que inducen la fisiologia en medio sélido, los mds importantes son: el contacto directo



con el aire y el estimulo del soporte principalmente en la produccién de lovastatina en A. terreus (Avila

Cisneros, 2009).

Se ha descubierto que las vias MAPK estan involucradas en la transferencia de la informacién recibida de
estimulos extracelulares a la célula, que ofrecen como resultado final la activacién de diferentes factores
de transcripcion que regulan la expresion de genes en respuesta a aquellos. En todas las especies de
hongos, las vias MAPK tienen importantes funciones en su fisiologia y desarrollo, por ejemplo, el control
del ciclo celular, el apareamiento, la morfogénesis, la respuesta a diferentes tipos de estrés, la resistencia
alaluz UV y a los cambios de temperatura, la formacidn e integridad de la pared celular, la degradacién

de los organulos, la virulencia, la sefializacidn célula-célula. (Martinez-Soto & Ruiz-Herrera, 2017).

Las intervenciones genéticas o técnicas de mejoramiento genético han facilitado la modificacién de las
cepas flngicas de acuerdo con nuestras demandas, ya sea para incrementar la produccién o las

caracteristicas del producto (Patel et al., 2023).

En la actualidad se han comenzado a estudiar los genes involucrados en las vias MAPK, desde su ubicacién
hasta su relacidn en la produccién de MS asi como su interaccidn entre los estimulos que percibe. En el
grupo de trabajo se estudid la influencia de la aireacién, ya que ésta es necesaria para el crecimiento y
desarrollo de muchos hongos en la produccién de metabolitos secundarios, se encontrd que la aireacion

genera especies reactivas de oxigeno.

Se ha identificado que la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (EROs) aumenta justo antes de
iniciar la biosintesis de lovastatina. La concentracién de EROs en idiofase es mayor en FL que en FS, no
obstante, en FS las EROs, mantienen un nivel mucho mas estable. Estas distinciones fisioldgicas estan

relacionadas a la alta producciéon de lovastatina en FS (Miranda et al. 2013).

En esta tesis se realizé el estudio del gen mpkB con el objetivo de analizar su papel en la via de sefializacién
celular, asi como su relacién con la produccion de lovastatina, a través de la construccién del vector de
silenciamiento y la obtencién de transformantes. Finalmente se caracterizé a diferentes tipos de estrés y

se midié la produccidon de lovastatina.



2. Antecedentes

2.1 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos se encuentran en una variedad de habitats, incluyendo suelos, agua, plantas,
animales y materia organica en descomposicion y repercuten en el ser humano de manera positiva y

negativa.

Como organismos saprofitos poseen un potente sistema secretor para hacer que los nutrientes sean
biodisponibles. Esto ha demostrado ser una ventaja del cultivo de hongos, ya que el producto se libera en
el medio circundante, lo que facilita la recuperacion del producto y el paso posterior del procesamiento

(Conesa et al. 2001).

Su sistema secretor no es la Unica ventaja, ya que previene la formacion de cuerpos de inclusién y tienen

capacidad de modificacion de proteinas de forma postraduccional. (Gerngross, 2004; Punt et al. 2002).

Por sus diversas caracteristicas permiten que sean ampliamente explotados como fabricas celulares en la
produccién de metabolitos, sustancias bioactivas, proteinas nativas y heterdlogas. Los hongos
filamentosos tienen su intervencion en casi todas las aplicaciones industriales de los bioproductos. Su
morfologia juega un papel extremadamente importante en la produccién de metabolitos a escala

industrial (Patel et al., 2023).

2.2 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son moléculas orgdnicas que no participan en el crecimiento normal y
desarrollo de un organismo. Las diferentes clases de estos compuestos a menudo se asocian a un conjunto
reducido de especies dentro de un grupo filogenético y constituyen el compuesto bioactivo en varios
medicamentos, moléculas aromaticas, colorantes y especiadas y/o alimentos funcionales (Costa et al.,

2012).

El organismo productor puede crecer en ausencia de sus sintesis, lo que sugiere que el metabolismo
secundario no es esencial. Una segunda visién propone que los genes involucrados en el metabolismo
secundario proporcionan un "campo de juego genético" que permite que la mutacidn y la seleccion
natural fijen nuevos rasgos beneficiosos a través de la evolucién. Una tercera visidon caracteriza el

metabolismo secundario como una parte integral del metabolismo y biologia celular; depende del



metabolismo primario para suministrar la cantidad necesaria de enzimas, energia, sustratos y maquinaria

celular que contribuye al largo plazo supervivencia del productor (Roze et al., 2011).

2.2.1 Rutas de biosintesis de los metabolitos secundarios

Se ha demostrado que los metabolitos secundarios se forman a través de rutas alternativas al
metabolismo primario y se originan de un nimero pequefio de puntos de ramificacién, constituyendo

unas pocas familias biosintéticas (Miranda 2013; Barrios-Gonzalez et al., 2003; Keller et al., 2005):

A. Metabolitos derivados del dcido shikimico (aminodcidos aromdticos). Ejemplos son los alcaloides

ergotamina y los antibiéticos candicidina y cloramfenicol.

B. Metabolitos derivados de aminodcidos. Esta familia abarca los antibidticos B-lactamicos (penicilina,
cefalosporinas y cefamicinas) asi como antibiéticos ciclicopeptidicos como la gramicidina, ciclosporina

utilizada como agente inmunosupresivo.

C. Metabolitos derivados del Acetil-CoA (y compuestos relacionados, incluyendo los intermediarios del ciclo
de Krebs). Esta familia puede subdividirse en policétidos y terpenos. En el grupo de los policétidos
encontramos la lovastatina, la eritromicina (antibidtico), la avermectina (compuesto insecticida-
antiparasitario) y la doxorubicina (agente antitumoral). En el grupo de los terpenos se encuentra el acido

giberélico (hormona vegetal).
D. Metabolitos derivados de azucares. a este grupo pertenece la estreptomicina y la kanamicina.

Considerando que las rutas biosintéticas secundarias estan vinculadas a las rutas metabdlicas primarias y
utilizan los mismos intermediarios, los mecanismos de regulacion como: induccién, regulaciéon por
catabolito y/o regulacién por retroalimentacion, controlan su biosintesis. Estos mecanismos regulatorios
especificos de las rutas funcionan en conjunto con un control general que esta vinculado a la velocidad de

crecimiento (Barrios-Gonzalez & Mejia, 2007).

2.3 Estatinas

El colesterol es un componente importante de las membranas celulares y un precursor de diversas
hormonas, sales biliares y vitaminas, sin embargo, su presencia en cantidades elevadas provoca un

incremento en los riesgos de padecer enfermedades coronarias (Chegwin-Angarita et al., 2012).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) informd que las enfermedades cardiovasculares son la

principal causa de muerte en todo el mundo. En 2008, alrededor de 17.9 millones de personas murieron



a causa de enfermedades cardiovasculares, lo que representa el 32% del total de muertes mundiales. La
mayoria de las enfermedades cardiovasculares pueden evitarse tratando los factores de riesgo
comportamentales como el uso de tabaco, una alimentacién poco saludable y la obesidad, la falta de
actividad fisica y el consumo perjudicial de alcohol. Es crucial identificar las enfermedades
cardiovasculares lo mas pronto posible para iniciar el tratamiento con asesoramiento y medicamentos

(World Health Organization: WHO, 2021).

Las estatinas son policétidos que forman parte de un grupo de farmacos que inhiben de manera selecta
la HMG-CoA reductasa, la enzima que regula y limita la velocidad la velocidad de la biosintesis de
colesterol. De esta forma, estos compuestos reducen los niveles de colesterol; particularmente
lipoproteina de baja densidad (LDL) (“colesterol malo”); mientras que incrementa ligeramente el
colesterol (HDL) de lipoproteinas de alta densidad ("colesterol bueno"), evitando asi la formacién de placa

dentro de las arterias (Barrios-Gonzalez y Miranda, 2009).

La caracteristica estructural comun de las estatinas es una cadena lateral que existe como una lactona
inactiva o como un acido es su forma activa. La lactona es activada in vivo por carboxiestereasas en el

higado y en el plasma sanguineo (Prieto-Macias et al., 2015).

En el dambito clinico hay cinco estatinas utilizadas divididas en tres grupos: dentro del primer grupo
encontramos las naturales (lovastatina y compactina), en el segundo grupo las semisintéticas
(simvastatina y pravastatina) y finalmente en el tercer grupo las sintéticas (atorvastatina y fluvastatina)

(Barrios-Gonzalez y Miranda 2010).
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Figura 1. Estructura molecular de diferentes estatinas.
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Figura 2. Modelo que describe la gran diversidad de efectos bioldgicos de las estatinas; y, por tanto, los usos actuales y
potenciales. La inhibicion de la HGM-CoA, no sélo ayuda a reducir los niveles de colesterol, también los intermediarios
isoprenoides, afectando la prenilacion de las proteinas G (i.e., Ras). Esto puede derivar en la modulaciéon de la transduccién de
sefiales de los receptores hacia la expresion de los genes, que directa o indirectamente afectan el balance proliferacion/apoptosis,
quimiosinas inflamatorias, y mensajeros citogenéticos, todos mediados por proteinas G (Barrios- Gonzalez y Miranda 2010).

Investigaciones clinicas han demostrado que las estatinas también pueden tener un efecto beneficioso en
diversos drganos y en distintos estados de ciertas enfermedades, independientemente de la reduccién en
los niveles de colesterol (Soubrier, 2006). Este comportamiento permitié introducir el concepto de "efecto
pleiotrépico”. Las estatinas no inhiben solamente la sintesis de colesterol sino también un ndmero
importante de intermediarios isoprenoides como es el caso del farnesilpirofosfato y el
geranilgeranilpirofosfato, los cuales son intermediarios importantes de los lipidos para la produccion de

moléculas de sefializacién intramoleculares (Barrios-Gonzalez y Miranda, 2010).

Un conjunto diferente de estudios ha evidenciado que la terapia con estatinas posee efectos bioldgicos
gue trascienden el nivel de colesterol LDL. Estos nuevos estudios han identificado multiples actividades
biolégicas (farmacoldgicas) novedosas de las estatinas; lo que supone una posible utilizacién en patologias
como el cancer, la demencia de Alzheimer y la pérdida ésea asociada con la edad (Barrios-Gonzalez y

Miranda, 2009).



2.4 Lovastatina

La historia de las estatinas inicié en 1987 cuando la lovastatina recibié la aprobacién de la Food and Drug

Administration (FDA) en EE. UU. (Manzoni and Rollini, 2002).

La lovastatina (mevinolina o monacolina K y acido mevinolinico cuando estd en su forma acida) cuya

férmula molecular es Cx4H360s, teniendo un peso molecular de 404.54 g mol™ y su estructura se presenta

en la Figura 3.

;

Figura 3. Estructura molecular de la lovastatina.

El mevalonato es un componente necesario para la biosintesis del colesterol, la lovastatina interfiere con

su produccion al actuar como un agente reversible inhibidor competitivo de la HMG-CoA que se une a la

HMG-CoA reductasa (Goswami, et al., 2013).

La simvastatina es la segunda estatina lider en el mercado, es un derivado semisintético de la lovastatina.

Se sabe que la simvastatina es mas potente que la pravastatina y la lovastatina (Veillard y Mach 2002).



2.4.1 Biosintesis
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Figura 4. Ruta biosintética de la lovastatina.

Los genes biosintéticos de lovastatina estan organizados en 64- grupo kb clauster, formado por 18 genes

(Figura 5) (Kennedy et al. 1999). Destacan dos policétido sintasas, codificadas por genes lovB y lovF. La

enzima multifuncional LovB también conocida como lovastatina nonacétido sintasa, ya que incorpora 9

moléculas de acetato (Moore et al. 1985; Wagschal et al. 1996), mientras que LovF se conoce como

lovastatina dicétido sintasa, ya que incorpora 2 moléculas de acetato al policétido. De esta forma, la

molécula de lovastatina se forma mediante la fusidn de estos dos policétidos.
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Figura 5. Via biosintética de lovastatina (parte superior) y grupo de genes biosintéticos en Aspergillus terreus (parte inferior). lovB
codifica la lovastatina nonacétida sintasa (LNKS) que sintetiza dehidromonacolina L con la participacion de los productos de de
lovCy lovD. El producto de LovA transforma la monacolina L en monacolina J. En la otra rama, el producto de LovF (lovastatina
dicétida sintasa) (LDKS)) sintetiza la cadena lateral 2-metilbutiril-S. lovD codifica una esterasa que une ambos policétidos para
formar lovastatina. lovE y lovH son genes regulares, mientras que los productos de lovT y lovR estan involucrados en transporte
y resistencia (Barrios-Gonzalez et al., 2020).

La producciéon de estatinas obtenida en la fermentacion en estado sélido fue relacionada con una

transcripcion mas intensa de los genes lovE y lovF (Barrios-Gonzalez et al. 2008).

Ademas de los estimulos nutricionales, investigaciones recientes han identificado diversos factores
inesperados, sefiales ambientales que inducen el metabolismo secundario. Asimismo, investigaciones han
identificado procesos mediante los cuales estas sefales son detectadas y transmitidas para poner en

marcha las redes regulatorias (Barrios-Gonzalez 2018).

2.4.2 Produccion industrial de lovastatina

La produccion convencional de lovastatina se ha llevado a cabo mediante fermentacion liquida. Sin
embargo, en la actualidad, los investigadores han mostrado un reciente interés por la fermentacion sdlida,
considerandola una alternativa potencial a la FL dado que puede emplear sustratos econémicos (como
residuos agricolas), se requiere poco procesamiento y las etapas de transmisidon continua (como la
agitacion) utilizan menos potencia y genera menos efluentes. Ademas, la FS posee una alta productividad

y ofrece una mejor estabilidad de producto (Rollini 2002).

2.5 Fermentacion sdlida

La evolucion de los hongos superiores y los actinomicetos se produjo sobre sustratos sélidos. En otras
palabras, estos organismos pasaron su historia evolutiva como terrestres. Estos organismos produjeron

productos fungicos de interés biotecnoldgico, es decir, enzimas, metabolitos secundarios y esporas.
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Fueron desarrollados para su uso en sustratos sélidos humedos, pero no en liquidos. En consecuencia, el
cultivo de microorganismos en suspensiones acuosas puede mds bien perjudicar su eficiencia metabdlica.

(Barrios-Gonzalez, 2012).

Se define cultivo en estado sélido o fermentacién en estado sélido como un cultivo microbiano que se
desarrolla en la superficie y en el interior de una matriz sélida y en ausencia de agua libre (Lonsane et al.,

1985).

Para la industria farmacéutica, la fermentacidon en medio solido hay un interés en estos procesos ya que
ahora son conscientes de muchos casos en los que nuevas moléculas bioactivas importantes solo pueden
ser obtenido a través del medio sélido, pero no por la fermentacidn convencional (Barrios-Gonzalez,

2012).

La fermentacién en estado sélido es un proceso en el que se puede utilizar una amplia gama de residuos
agricolas y polimeros para cultivar muchas especies de hongos. Debido a la facilidad de los parametros de
optimizacidn, la maxima utilizacidon del sustrato y los sencillos pasos de procesamiento posteriores, se

eligid la fermentacién en estado sdlido para el crecimiento de bacterias y hongos (Pandey et al., 2001).

Biocon es la primera empresa hindd que produjo un compuesto farmacéutico a partir de fermentacién.
Biocon habia recibido la aprobacion adecuada de la FDA (Administracién de Alimentos y Medicamentos)
para la produccion de lovastatina, que fue patentada en el afio 2001. Se utilizé un plafactor (biorreactor)
a gran escala como matriz sélida para la produccién de lovastatina (Vk, 2012). Esto tiene algunas ventajas
notables al operar tanto en el proceso de fermentacion sélida como sumergido y, a su vez, reduce los

problemas de procesamiento posteriores (Radha & Lakshmanan, 2013).

Las cepas de hongos que producen lovastatina tienen la capacidad de crecer en una amplia gama de
sustratos sélidos en condiciones dptimas. La produccion maxima de lovastatina se observé cuando A.
terreus se cultivd en salvado de trigo (982.3 pg/g). Tiene la capacidad de crecer y producir en diversos
sustratos como sorgo, salvado de arroz y paja de arroz, que también mostraron actividad (Jaivel &

Marimuthu, 2010).

Monascus sp. se ha demostrado que produce lovastatina mediante un proceso de fermentacion en estado
sélido, en el que se analizaron varios sustratos para la produccion y se encontré que el salvado de arroz

daba un mayor rendimiento al optimizar varios sustratos (Panda et al., 2009).
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2.6 Vias MAPK

En los microorganismos eucariotas, las vias de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK)
desempeiian un rol fundamental en la regulacién de la fisiologia celular. En hongos, las vias MAPK tienen
funciones establecidas en las respuestas de apareamiento a través de feromonas, manteniendo la
integridad de la pared celular, respondiendo a los cambios en la osmolaridad y la deteccidn de nutrientes.

(May et al., 2005).

Las MAP cinasas son proteinas cinasa terminales en una cascada de cinasas que regula las respuestas
celulares a cambio medioambiental. Estas cascadas de cinasas consisten en tres proteinas cinasas que
funcionan de manera secuencial. Las cinasas son una MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK), una MAP cinasa
cinasa (MAPKK) y una MAPK (Figura 6). Cuando se activa una cascada MAPK, el MAPKKK fosforila la
MAPKK, que a su vez fosforila la MAPK. Esta activacion secuencial de cinasas en la cascada da como
resultado una amplificacion de la sefial iniciadora. En muchas rutas MAPK, los objetivos posteriores son
factores de transcripcidon que conducen a cambios en la expresidon genética (Gustin et al., 1998) (Millar,

1999).

Stimulus
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TRENDS in Microbiology

Figura 6. Via de sefializacion MAPK generalizada. Sefializacion MAPK las vias consisten en un sistema sensor cuya sefial se
transduce a través de una proteina cinasa que conduce a la activacion del médulo MAP cinasa, lo que resulta en la fosforilacion
de sustratos MAPK (Romdn et al., 2007).
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2.7 Papel de mpkB en otros hongos

El gen mpkBy como proteina MpkB, ha sido estudiado en otros hongos (ortdlogos) principalmente en los

organismos modelo como levadura y en otros hongos filamentosos.

2.7.1 Levadura

Las levaduras S. cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe son excelentes sistemas modelo que han
ayudado a definir las vias de sefializacion MAPK conservadas evolutivamente en hongos, asi como los
eventos bioquimicos clave de estas vias. Si bien existe una conservacién considerable de esta transduccion
de sefiales MAPK entre las levaduras y los hongos filamentosos, existen diferencias significativas que
reflejan la diversidad de este amplio grupo de microorganismos. Debido a esta diversidad, es importante
también investigar cdmo las vias de sefializacion de MAPK contribuyen al crecimiento y la biologia de los

hongos filamentosos (May, 2007).

El crecimiento filamentoso es un comportamiento de diferenciacién fungica que ocurre en respuesta a
estimulos extracelulares. Un estimulo que desencadena el crecimiento filamentoso es la limitacidon de
nutrientes, y se cree que representa una respuesta de eliminacién de otros hongos. Muchas especies
diferentes experimentan un crecimiento filamentoso, incluidos patégenos de plantas, animales y
levaduras como las levaduras de panaderia (o de cerveza) Saccharomyces cerevisiae. Dos MAP cinasas
(Fus3 y Kss1) se descubrieron casi al mismo tiempo en busquedas genéticas para reguladores de la ruta
de apareamiento. La proteina cinasa Fus3 se establecid desde el principio como un regulador de la ruta
de apareamiento, porque se requeria para detener el crecimiento inducido por feromonas y porque su
sobreexpresion resulté en una mayor sensibilidad a las feromonas (Elion et al. 1990). Los estudios
realizados indican que Fus3 es la MAPK para la ruta de apareamiento, mientras que Kss1 es la MAPK para

la ruta de crecimiento filamentoso en levadura (Cullen & Sprague, 2012).
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Figura 7. Tres vias MAPK en levadura comparten componentes comunes y también contienen factores especificos de la via
(Cullen & Sprague, 2012).

2.7.2 Hongos fitopatdgenos
Se ha demostrado que las cinasas (MAP) desempefian un papel esencial en las etapas tempranas de

infeccién en varios hongos fitopatégenos (Xu, 2000).
a) Magnaporthe grisea

Muchos patégenos fungicos invaden las plantas utilizando estructuras de infeccidon especializadas
llamadas “appressoria” que se diferencian de las puntas de hifas fungicas que entran en contacto con la
superficie de la planta. El gen PMK1 de M. grisea es homdlogo a las cinasas MAP FUS3/KSS1 de
Saccharomyces cerevisiae, y una proteina de fusién GST-Pmk1 tiene cinasa actividad in vitro. Xu y Hamer
(1996) obtuvieron mutantes pmk1 de M. grisea y encontraron que no logran formar appressoria y no
crecen de forma invasiva en las plantas de arroz, y sugieren que PMK1 no es esencial para el crecimiento

vegetativo y la reproduccion sexual y asexual en cultivo (Xu & Hamer, 1996).
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b) Alternaria brassicicola

Este hongo es un agente causal de la enfermedad de la mancha negra de Brassicas cultivadas y también

ha sido ampliamente utilizado como patégeno necrotréfico de Arabidopsis.

En un estudio realizado por Cho et al. (2007) interrumpieron el gen por knock-out de la cinasa Amk1 MAP,
un homologo de las cinasas Fus3/Kss1 MAP en Saccharomyces cerevisiae. Las mutantes amk1 incluyen
conidiacién incompleta, desarrollo incompleto del appressorium, retraso en la germinacién, crecimiento

vegetativo lento y pérdida casi completa de patogenicidad.
¢) Claviceps purpurea

Es un patdégeno comun de una amplia gama de gramineas y cereales que es capaz de establecer una
interaccion estable y equilibrada con su planta hospedera. Para estudiar los procesos de sefalizacion
implicados en esta especial interaccién hospedero-patdégeno Mey et al. (2002) interrumpieron el gen
cpmk1, que codifica una proteina cinasa activada por mitégenos (MAP) que muestra una homologia
significativa con Fus3 de Saccharomyces cerevisiae y con pmk1 de Magnaporthe grisea. Las pruebas de
infeccion en el centeno mostraron que el mutante es incapaz de colonizar el tejido del centeno, es decir,

parece ser completamente no patégeno.

2.7.3 Otros hongos filamentosos

a) Aspergillus nidulans

La MAPK comprende un sistema de transduccion de sefiales que podria detectar y reaccionar ante el
estrés o sefial de ambientes en células vivas (Johnson & Lapadat, 2002). Se sabia que la MAP cinasa MpkB
de A. nidulans tenia un papel en anastomosis durante el desarrollo sexual y se especulé que tiene muchas
otras funciones desconocidas. El gen mpkB de Aspergillus nidulans codifica una MAP cinasa homdloga a
Fus3 de Saccharomyces cerevisiae que interviene en el proceso de conjugacion. En un estudio realizado
en A.nidulans donde realizaron la delecién de mpkB por Kang (2013) menciona que se requiere MpkB para
completar el desarrollo sexual. Encontraron que la delecion de mpkB provocd una precoz germinacion de
conidios y reduccion de la viabilidad de las esporas. Esto sugieren que MpkB debe tener multiples
funciones en la germinacion y viabilidad de los conidios, la conidiacion y la autdlisis a través de la

regulacion la expresion de vosA y briA (Kang et al., 2013).

El médulo de feromonas en el hongo modelo A. nidulans es una cascada MAPK que se activa en respuesta

a la sefializacién de feromonas, que ocurre entre hifas vecinas y es fundamental para iniciar eventos de
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fusidn hifal. En esta via, actdan tres cinasas SteC, MkkB y MpkB estdn unidas a la membrana y las puntas

de las hifas a través de interacciones del adaptador SteD. MkkB y MpkB estan unidas por la proteina de

andamiaje HamE y esto permite una fosforilacién eficiente de la cinasa en respuesta a un estimulo

detectado. La fosforilacion y translocacién de MpkB al nucleo da como resultado la activacion de varios
’

factores de transcripcién, asi como la interaccién del complejo velvet (VeA-VelB-LaeA) que ha sido

2012; Frawley et al., 2018)

relacionado con el metabolismo secundario. En consecuencia, el médulo de feromonas esta involucrado
en la regulacion del desarrollo asexual y sexual, asi como en el metabolismo secundario (Bayram et al
. .

Carrasco-Navarro y Aguirre (2021) en A. nidulans utilizando anticuerpos fosfoespecificos indican que el

metabolismo del nitrégeno y el carbono y la expresion genética
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Figura 8. H,0, induce al estrés y activacion de las vias de sefializacion MAPK. (Carrasco-Navarro & Aguirre, 2021)
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b) Aspergillus flavus

Jun et al. (2020) realizaron un estudio donde eliminaron el gen mpkB y observaron que esta asociado con
la conidiacién, la morfogénesis de conidiéforos, la esclerotiogénesis y la biosintesis de aflatoxinas,
sugiriendo que la sefializacién de MpkB MAP cinasa regula la conidiacién de A. flavus a través de la
represion de la expresion de brlA, aunque la regulacion de la expresidon de brlA no es tan consistente y
fuerte como la de A. nidulans. La morfogénesis de conidiéforos también requiere MpkB. También se ha
demostrado que la MAP cinasa MpkB es esencial para la produccién de esclerocios. Sugieren que la
sefializacion de MpkB MAP cinasa esta directa o indirectamente involucrada en el desarrollo y regulacion

del metabolismo secundario en A. flavus. (Jun et al., 2020).

Recientemente se han identificado un mddulo de feromonas homélogo en el patdgeno vegetal y humano
A. flavus. Este complejo consta de las tres cinasas SteC, MkkB y MpkB, asi como del adaptador SteD.
Demostraron que esta via es fundamental para la regulacion de la esporulacidn asexual, el desarrollo de

esclerocios y la produccidon de aflatoxina B1 (Frawley, Greco, et al., 2020).
c) Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus es un hongo saproéfito que es ubicuo en el medio ambiente y es un patégeno
humano oportunista. Frawley et al. (2020) identificaron los homdlogos de las proteinas del médulo de
feromonas (SteC, MkkB, SteD, MpkB y HamE) en A. fumigatus. Utilizando un enfoque genético y
protedmico, detectaron interacciones fisicas entre estas proteinas. Sugieren que estas proteinas forman
un modulo de feromonas cinasas MAP en el citoplasma y que MpkB entra en el nucleo, de forma similar
a lo que se observa A. nidulans y A. flavus. Mencionan que el médulo de feromonas es critico para la
regulacion de la esporulacion asexual, las respuestas al estrés celular y el metabolismo secundario.
Sugieren que el médulo de feromonas es una via de sefializacién altamente conservada que es critica para
la regulacién del desarrollo y el metabolismo secundario en las especies de Aspergillus (Frawley et al.,

2020).

2.8 ARN de interferencia (ARNi)

El ARN de interferencia es un mecanismo evolutivamente conservado, de regulacion a nivel
postranscripcional es decir, después que el ARN mensajero ha sido sintetizado, permite silenciar genes
por reconocimiento de la secuencia nucleotidica especifica y que esta presente en multiples organismos.
Aunque han surgido muchas clases de ARN pequefios, varios aspectos de sus origenes, estructuras,

proteinas efectoras asociadas, y roles biolégicos han llevado al reconocimiento general de tres categorias
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principales: ARN de interferencia cortos (ARNSsi), microARN (miARN) y ARN que interactian con piwi
(piARN). Estos ARN sdlo estdn presente en eucariotas, aunque las proteinas Argonaute que funcionan en
el silenciamiento eucariético también se pueden encontrar en especies bacterianas y arqueas dispersas

(Carthew & Sontheimer, 2009).

El silenciamiento de genes pos-transcripcional o knock-down génico, se ha vuelto una de las mejores
herramientas biotecnolégicas para examinar la funcionalidad de los genes. El silenciamiento se produce a
partir de una doble hebra de ARN (dsARN) que es cortado por la enzima Dicer y segmenta en fragmentos
mas pequefios, usualmente de 20 a 25 nucledtidos de longitud, una de sus cadenas (cadena guia) se
integra a un complejo proteico denominado RISC (Complexo de Silenciamiento Inducido por ARN). La otra
cadena (cadena “pasajera”) es degradada. El siARN, en el complejo RISC, busca un ARN mensajero (mARN)
especifico que tenga una secuencia complementaria a la secuencia guia del siARN. Cuando este ARN
mensajero es identificado, el complejo RISC se acopla a él y se empareja con la secuencia complementaria,
se pone en marcha una enzima conocida como Argonauta (integrante del complejo RISC) que segmenta
el ARN mensajero en lugares determinados. Esta degradacién impide la transformacién del mARN en

proteina, lo que conlleva a la disminucidn o "silenciamiento" de la expresidn del gen.
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Figura 9. Representacion de la expresidon genética que conduce a la sintesis de proteinas en "condiciones normales" en
comparacion con el mecanismo que conduce a la degradacion del ARNm antes de la sintesis de proteinas en presencia de siARN.
(Ali et al., 2022).
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3. Justificacion

Los hongos son organismos eucariotas de gran interés biotecnoldgico. A. terreus es un hongo filamentoso
que por sus estudios en el medio sélido y liquido se ha convertido en un modelo fisiolégico para el estudio

de los factores involucrados en el metabolismo secundario.

Se conoce poco sobre los estimulos que el hongo percibe en condiciones de un medio sélido, y que
inducen una fisiologia diferente: fisiologia del medio sdlido, la cual suele reflejarse en una mayor

produccién de metabolitos secundarios y enzimas (Barrios-Gonzalez, 2012).

En nuestro grupo de trabajo se han encontrado que los principales estimulos que el hongo reconoce en
medio soélido, y que inducen la fisiologia en medio sélido, es el contacto directo con el aire y el estimulo

del soporte (Avila Cisneros, 2009).

Bafios y col. (2007) demostraron que los estimulos oxidantes en medio sélido tienen un papel importante
sobre la produccidn de lovastatina por Aspergillus terreus. Los investigadores lograron aislar mutantes
resistentes a este tipo de estimulo, observaron que un alto porcentaje de éstas eran sobreproductoras de
lovastatina en fermentacion sdélida. Posteriormente, Miranda y col. (2013) encontraron una acumulacién
de EROs durante la idiofase, en fermentacion sélida y liquida, sugiriendo una posible regulacién de la

biosintesis por las EROs, demostrado en 2014. (Miranda y col 2014).

El segundo estimulo principal del medio sélido es el “estimulo del soporte”. Se han desarrollado cultivos
modelo para estudiar el efecto, sobre la produccidn de lovastatina, donde el micelio obligado a fijarse
(adhesion), explorar y colonizar un medio sélido (con incremento de produccidn especifica). Hasta ahora
solo se tienen algunos indicios de su funcionamiento, en consecuencia, se requiere, investigar los procesos

por los cuales estos estimulos son interpretados y como influyen en la fisiologia del hongo.

Por lo tanto, en el grupo de trabajo se ha trabajado principalmente con el estrés oxidante, no obstante,
se busca analizar otros tipos de estimulos como el estrés osmoético y de pared, ademas de los genes

involucrados en la respuesta a estos, buscando el nexo entre estos y el metabolismo secundario.

En este proyecto se analiza la participacion del gen mpkB en el metabolismo secundario y principalmente
la produccidn de lovastatina. Una vez que se encuentre silenciado el gen mpkB se podra entender el
papel de MpkB en el metabolismo secundario y en procesos como la adhesién, exploracién y esporulacion.

También su posible papel en la resistencia a estrés.
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Con estos resultados permitird una compresién mas amplia, integrada y profunda de la fisiologia del
medio sdlido, asi como ciertos aspectos de la fisiologia y mecanismos moleculares en medio liquido que
aun no se comprenden. Estos hallazgos aclararian e integraria el vinculo entre los estimulos del medio
sélido con los cambios fisioldgicos y genéticos que llevan a la fisiologia del medio sélido, y por ende a una
mayor produccién de lovastatina. Muy posiblemente estos principios también se apliquen en Ia
produccién de otros metabolitos secundarios por este y otros sistemas de fermentacion sélida, asi como

en algunos otros hongos filamentosos de relevancia biotecnoldgico.
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4. Hipotesis

El gen mpkB esta involucrado como un activador en el metabolismo secundario de A. terreus, por lo tanto,
las cepas silenciadas del gen mpkB presentaran disminucion en la produccidn de lovastatina con respecto
a la cepa parental en FL y FS, presentara menor esporulacion y las mutantes obtenidas seran sensibles a
estrés de pared y otro tipo de estreses. Las mutantes también mostraran cambios en la formacién de

biofilm e hidrofobicidad.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Establecer el papel de mpkB con el estimulo de soporte y su efecto en la produccién de lovastatina, asi

como evaluar su fisiologia en medio sdlido y liquido en A. terreus.

5.2 Objetivos especificos

e |dentificar y clonar el gen mpkB en A. terreus TUBF-514.

e Disefar y construir el vector de silenciamiento pGpdPki-ARNi-mpkB y obtener las
transformantes de A. terreus.

e Evaluar la produccidon de lovastatina en medio sélido y liquido.

e Realizar pruebas para caracterizar las transformantes, con relacién a su resistencia a

estrés y capacidades propias del medio sdlido.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Aparatos y equipos

Autoclave Lorma Electrénico Digital AV28L, LORMA
Balanza analitica Explorer OHAUS

Balanza granataria ADP

BioPhotometer, eppendorf

Cdmaras de electroforesis: Mini-Sub-Cell GT, BIO-RAD.
Campana de flujo laminar, VECO

Centrifuga refrigerada PrO-Research By Centurion Scientific Ltd.
DTX 8800 Multimode Detector

Estufa 50, 80°C, Proveedor Cientifico S.A.

Fuente de alimentacién para electroforesis Power-PAC 300, BIO-RAD
Gel DOC EZ Imager BIO-RAD

HPLC WatersTM 600.

Incubadora SI-600R

Microcentrifuga 5415 C, Eppendorf

Microcentrifuga Sorvall Legend Micro 17, AccesolLab
Microscopio Olympus CH30.

NanoDrop2000 Thermo Scientific

Potenciémetro Conductronic pH120.

Sonicador Branson 120

Termoblock myBLOCK Mini Dry Bath, Benchmark
Termociclador T100TM, BIORAD.

Termociclador Real Time, Tianlong

Thermomixer, Eppendorf

Transiluminador de luz UV, UVP.

Ultracongelador -86°C Thermo Scientific.

UV Crosslinker UVC 500, Arnet Sham

Vortex Thermo Scientific
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6.2 Microorganismos

6.2.1 Cepa fangica: Aspergillus terreus TUBF-514

Esta cepa se obtuvo del suelo, fue aislada en el desierto de Irak por el Dr. Gyorgy Szakacs y corresponde a
la coleccién de la Technical University of Budapest en Hungria. Aunque se trata de una cepa silvestre se
considera que tiene alta produccién de lovastatina. Las cepas se conservaran en glicerol al 40% a -20°C.

(Szakacs et al., 1998).

6.2.2 Cepa bacteriana: Escherichia.coli DH5a.

Esta cepa obtenida por Douglas Hanahan se utiliza en experimentos de transformacién bacteriana, ya que
posee una alta eficiencia de transformacién hasta 5x10% transformantes/ug de ADN. Se utilizé para la
clonacién de las construcciones plasmidicas. Su crecimiento se realizara a través de medio sélido y liquido
en Luria Bertani (LB) a 37°C durante 12 h. La cepa se caracteriza por una delecién en el gen Z del operdn
lacZ, teniendo asi una manera de seleccionar por medio de color que resulta facilmente identificar las
células transformantes que contengan un plasmido capaz de originar la a-complementacién de dicha

mutacion. Las cepas transformadas se conservaran en glicerol al 40% a -20°C (Sambrook & Russell, 2001).

6.3 Antibidticos

6.3.1 Ampicilina

Para la seleccién de transformante en medio y mantenimiento del plasmido, se utilizé ampicilina de la
marca Sigma®. Se prepard una solucidn stock de 100 mg/mL con agua inyectable, una vez disuelta se
esterilizé por filtracién con jeringa a través de una membrana Millipore ™de 0.22um de didmetro de poro,
se guardd en alicuotas de 500 mL a -20°C hasta su uso. El medio LB fue suplementado con ampicilina en

una concentracion de 100 pg/mL.

6.3.2 Fleomicina

Para seleccionar las transformantes que contenian el vector de silenciamiento, se prepard una solucién
stock de 20 mg/mL a partir de Fleomicina Powder invivoGen® se esterilizd por filtracion con jeringa a
través de una membrana Millipore™ de 0.22 um de didmetro de poro y se mantuvo a -20°C hasta su uso.

Sera empleada durante la seleccion de transformantes de A. terreus a una concentracion de 50 pug/mL.
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6.4 Medios de cultivo y amortiguadores

6.4.1 Medio para Escherichia coli DH5a

Medio Luria-Bertani

Bacto-Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
NacCl 10g
Agua destilada 1L

Agar al 2% para medio sélido
Los componentes se disolvieron en agua destilada, se ajustd pH 7.5 con NaOH al 10 % y se anadié agua

destilada hasta 1L, se esterilizd en autoclave 120°C por 15 min.

6.4.2 Medio para A. terreus

Para propagacion de esporas y mantenimiento de la cepa:

Medio Power g/L
Sacarosa 15
Lactosa 2.5
Bacto peptona 2.5
Sélidos de maceracién de maiz 0.5
NaCl 2
NaNOs 1
K;HPO, 0.28
MgS04-7H,0 0.275
FeSO4-7H,0 0.005
FeCls-6H,0 0.0015
CuS0O4-5H,0 0.0005
Agar bacterioldgico 15
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Los componentes se disolvieron en agua destilada, se ajustd e pH a 6.5 con NaOH 2 N, se llevé hasta 1Ly

se esterilizé en autoclave 120°C por 20 min (Bafios, 2005).

Obtencién de micelio:

Medio completo

SS20X

SET

Glucosa

Bacto peptona

Extracto de levadura

Para 100 mL
5mL

100 pL

lg

lg

0.05¢g

Los componentes se disolvieron en agua destilada, se ajusté el pH a 6-5 con KOH al 10% se llevé a 100 mL

de volumen. Se esterilizé en autoclave 120°C durante 15 min.

Solucidn de sales SS20X

NaNOs

KCl
MgS0.-7H,0
K2HPO4

Solucion de elementos traza (SET)

ZnS047H,0

H2BO3

MnCl»-4H,0
FeS047H,0
CoCl,-5H,0
CuS04-5H,0
(NH4)sM07024-4 H,0
NasEDTA

g/L
120
10.4
10.4
30.4

g/100 mL

2.2
11
0.5
0.5
0.16
0.16
0.11
5
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Se fueron adicionando los sdlidos en orden, a 80 mL de agua destilada, disolviendo cada uno

completamente antes del siguiente. Se calentd a ebullicidn, se dejé enfriar y se ajustd el volumen a 100

mL.

Solucion para la regeneracion de los protoplastos:

Czapek/Sorbitol: g/L

Sacarosa 30

NaNOs 2

K2HPO4 0.5

MgS04:7H,0 05

FeSO4-7H,0 0.01

Agar 10 (para 1%) o 20 (para 2%)
Sorbitol 182.17

Los componentes se disolvieron en 900 mL de agua destilada, se ajustd el pH 6.5 con NaOH 2 N, se llevd

hasta 1 Ly se esterilizé en autoclave a 120°C por 20 min.

Soluciones para protoplastos:

PCM g/L KCM

CaCl, 5.55 KCI (0.7M)

MES 1.952 CaCly(50mM)

PEG 6000 30% MES (10mM)
Medio PDA

g/L SP2X g/L
52.2 KCI (1.1 M) 82.005
5.55 Ac.citrico (0.1) 10.4
1.952

Fue utilizado el medio PDA BioxonM? 39 g de polvo por cada litro de medio. Se ajustd el pH a 6.5 con

NaOH 2 Ny se esterilizé en autoclave a 120°C durante 15 min.
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Medio de produccién FS (2X) FL (1X)

g/L g/L
Glucosa 6 15
Lactosa 34 85
Harina de soya 3 7.5
KNO3 2 5
K:HPO4 3 7.5
NaCl 0.5 1.25
MgS0.-7H,0 0.5 1.25
SET-P (mL) 1.25 3.125

Para la FL se utilizd medio 1 x y para FS 2.5X (Bafios et al, 2005)

Los componentes se disolvieron en 900 mL de agua destilada, se ajustd el pH a 6.5 con NaOH 2 N y se

esterilizé en autoclave a 120°C por 15 min.

Solucion de elementos traza para g/L

medio de produccion (SET-P)

ZnS047H,0 3.4
FeSO4-7H,0 5
MnSO4 1.6
CaCl,-6H,0 2

Se incorporaron secuencialmente, disolviendo cada uno por completo. Se calenté a ebullicidn, se ajusto

el volumen, posteriormente se dejé enfriar. Se debe guardar a 4°C (Bafios et al., 2005).
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6.4.3 Amortiguadores

Buffer TB g/L
MnCl,-4H,0 10.88
CaCl,-2H,0 2.22
KCl 18.65
PIPES 0.5 M pH 6.7 20

Se esterilizo por filtracion en 0.45 pum

PIPES 0.5 M pH 6.7 g/100mL

Piperazina-N, N'-bis(2-acido etanosulfénico) 15.1

Ajustar pH con KOH 5 My esterilizar por filtracién 0.45 um
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6.5 Vector de silenciamiento

El vector pGpdPki-ARNi (Fig. 10) fue obtenido del pldsmido pJL43-ARNi (U

lan et al. 2008) y modificado
por Marcial et al. 2011. El vector pGdpPki-ARNi contiene el promotor del gen gliceraldehido-3-P-
deshidrogenasa A (gdh) de Aspergillus nidulans asi como un terminador del gen que codifica la citocromo
oxidasa 1 (cyc1) de Saccharomyces cerevisiae y el gen de resistencia a fleomicina (ble). Este vector se
caracteriza por contener los promotores de los genes gpd (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y pki
(piruvato cinasa), en direcciones contrarias y enfrentados, con un sitio de restriccién Ncol entre ellos,

donde se inserté el fragmento de ADN (298 pb gen mpkB).

BspQIL, SapL Acch5I,Kpnl, PspOML, Apal,PaeR7I,PspXI, T1iI, +3
Af1III,Pcil Pstl
DrdI BstZ171
BciVI Spel
Spel,Bsu36l, Ahdl
Bael
MauBI,Zral, AatIl
TspML, Xmal, +2
BmgBI
SexhAl
Fsel
Eagl,+1
RsrlI
Stul
EcoRV
PpuMI

BspHI

AhdI
+2

+1
Mlul
+3
+1
Apal
+1
¥mnI

FspI

pGpdPki-RNAL

Puul 6269 bp

- Cerevisiae

Bcgl BamHI

Teye

Mper

XmnL BbsI
Bsml
Bsu36L
BfuAl
BspML
PagCI

A

Sspl
BspHI,BciVI
CspCI, Sspl
Psil
Alol
BsaAl,Dralll,DrdI

BpmI,Sacll
TspML
XmaI, Smal

BbsI
Ncol
Alel

Pwul PfLFL, TthlllI

Eagl.Bsgl,BsmBI,Esp3L, Agel, +2 Bfual

BspMI, PpuMI, BbvCI, Bpul®lI,5all,Bsgl, Bpul@l, +3

Fspl

Figura 10. Vector pGpdPki-ARNi, disefiado en BENCHLING (benchling.com)
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6.6 Condiciones de cultivo

6.6.1 Esporulacién de Aspergillus terreus.

En un matraz de 125 mL se agregaron 20 mL de medio Power, Se inocularon 10 pL de la suspensién
de esporas en glicerol de A. terreus de primera generacién. Previamente se humedecié el medio para
conseguir una distribucion homogéneo sobre toda la superficie. Finalmente, la incubacidn se realizé

30°C por 5 dias hasta observar las esporas de color café caracteristico (Bafios et al, 2005).

6.6.2 Conteo de esporas

Mediante el raspado con el uso de perlas de vidrio se recolectaron las esporas del matraz con medio
Power. Se colocd en el matraz 5 g de perlas de vidrio estériles mas 5 mL de Tween 80 al 0.02%.
Posteriormente se agitd sutilmente con movimientos circulares hasta lograr que se desprendieron las
esporas y de esta manera colectarlas en un tubo estéril. Se realizé una diluciéon 1:1000 para colocar
200 pL de la suspension en la cdmara de Neubauer y proceder al célculo del nimero de esporas por
mL aplicando la siguiente férmula derivada de las especificaciones de la cdmara (Sambrook & Russell,

2001).

esporas  _
——— =X X 10000 x 25 X FD
mL

X: Promedio del conteo en 5 cuadros representativos

FD: factor de dilucién

6.6.3 Obtencion de micelio joven de A. terreus
En 30mL de medio completo se inocularon esporas frescas de A. terreus en matraces Erlenmeyer

estériles con tapdén de algoddn. Las condiciones de incubacién se realizaron sin agitacion a 30°C

durante 20h (Bafios et al, 2005).

6.6.4 Crecimiento de esporas y micelio en medio PDA de A. terreus

Para realizar conteo de colonias y/o crecimiento de micelio en ciertas condiciones se realizé en cajas
Petri con medio PDA. La inoculacién para el conteo de colonias se realizé distribuyendo masivamente
100 pL de la suspensién de 1x10% esporas/mL usando una varilla de vidrio estéril. Para el desarrollo
de micelio se inoculd una alicuota de 10 uL de la concentracidén de esporas correspondiente sobre el
centro de la superficie del medio solidificado, se esperé hasta que la gota haya sido impregnada para

conservar la forma y se trasladé con cuidado a la incubadora a 30°C por 24h.
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6.6.5 Crecimiento Escherichia coli DH5a.

Las placas Petri con medio sdlido inoculadas con la cepa correspondiente se incubaron a 37°C por 16
h. En los cultivos liquidos se utilizaron matraces con las mismas condiciones de tiempo, temperatura

y con una agitacion de 250 rpm.

6.7 Técnicas microbioldgicas

6.7.1 Determinacién de la concentracién minima inhibitoria de A. terreus por

fleomicina

Utilizando placas Petri de 60x15 mm con medio Czapek 1% agar, se inocularon 10 pL de esporas frescas
de A. terreus de las diluciones 107, 10°, 10° y 10 recolectadas anteriormente, en dos puntos diferentes de
la placa. Cada unidad experimental contd con una concentracidn de fleomicina especifica entre 40y 130
ug/mL, se realizd por duplicado. La unidad control sin felomicina contenia la misma siembra de esporas.

Se incubd por cuatro dias a 30°C (Bafios, 2010).

6.7.2 Siembra por cobertera para la obtencidn de transformantes de A. terreus

Utilizando medio Czapek/Sorbitol con agar 2% preparado anteriormente con su correspondiente
concentraciéon de fleomicina, se midié empleando tubos falcén estériles de 50 mL, para verter 5 mL en
placas Petri chicas de 60 mm, cuando se encontré a 50°C. De forma similar, en otros tubos se agregd el
medio Czapek/Sorbitol con agar 1% preparado anteriormente con su concentracién de fleomicina mas
300 pL de mezcla de transformantes por cada 5 mL de medio. El preparado se vacid sobre la capa de
medio ya solidificado en la base de las cajas hechas anteriormente y de la misma manera se dejé

solidificar. La incubacidn se realizé a 30°C por 5 dias, monitoreando crecimiento diariamente.

6.7.3 Obtencion de transformantes de A. terreus con nucleo completamente

transformado

Segln Bibian-Ledn (2015), el proposito fue obtener transformantes estables, impidiendo que las
transformantes finales tuvieran heterocarion es decir, con dos diferentes tipos de nucleos. Las
transformantes inicialmente muestran nucleo transformado y no transformado, en cuanto estos
protoplastos se fusionan unos con otros resultan dicariones. El micelio de las transformantes se picé con
un palillo estéril y se sembré en medio Power por picadura, las cajas se incubaron a 30°C por 3-4 dias. De
este modo se realizd el primer pase, eliminando el micelio dicaridn en el cual las esporas que se formen

solo llevaran un ntcleo. Con este paso se tienen esporas con nucleo transformado y esporas con nucleo
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no transformado. El segundo pase se realizé inoculando las esporas en medio de seleccién de fleomicina
(Czapek) por estria abierta con incubacién a 30°C. Una vez que se observé el desarrollo de una colonia
aislada, ésta se lavé con solucién isotdnica de NaCl 0.9% estéril y se sembrd en medio de esporulacién
(Power) para posteriormente realizar la cosecha de las esporas y su conservacion en glicerol. Las pruebas
de fermentacidn y caracterizacion de las transformantes se llevaron a cabo con la tercera generacidn (las
esporas conservadas en glicerol) se propagaron las esporas en el medio correspondiente, se recolectaron

y finamente se sembraron en los respectivos medios para cada andlisis requerido.

6.8 Produccién de lovastatina en fermentacién liquida y sélida

Utilizando medios de cultivo y las condiciones de crecimiento de la cepa Aspergillus terreus TUB F-514,
correspondiente a la coleccidn de cepas de la Technical University of Budapest, se inculd sobre medio
POWER durante 6 dias a 30°C para obtener esporas, estas fueron colectadas con una solucién de Tween
80 al 0.05% y posteriormente utilizadas para inocular las fermentaciones de lovastatina. Para FL se utilizd
50 mL de medio de produccidn de lovastatina 1x (Szackacs et al., 1998), y modificado (Bafios et al., 2005),
fueron distribuidos en matraces Erlenmeyer de 250 mL estériles sellados con tapones de algoddn. Los
cultivos se inocularon con una concentracidn de 2x10° esporas/mL y se incubados a 30°C, con agitacion

contante de 200 r.p.m. hasta llegar a las 96 horas.

Para el cultivo en medio sélido (FS), se empled una concentracién de 2.5x del medio de produccién de
lovastatina, el cual fue inoculado con esporas de A. terreus con una concentracién 2x10°® esporas/mL,
utilizado para impregnar el soporte solido inerte a un contenido de humedad del 85%. Se utilizé espuma
de poliuretano de alta densidad, la cual fue previamente tratada con una soluciéon de NaOH al 40% y HCI
al 10%. Los cubos de 1 cm?3, fueron impregnados con el medio inoculado y 6 g de este medio sélido fue
distribuido en cada matraz Erlenmeyer de 250 mL, estos fueron sellados con papel aluminio y Parafilm
(Pechiney Plastic Pacaging, Menasha, Wi, USA) como lo describié Bafios et al. (2005). Es decir, 0.21 g de

cubos de poliuretano impregnados uniformemente con 6 mL de medio 2.5X inoculado.

6.9 Técnicas analiticas

6.9.1 Fermentacion sélida

Se utilizé 1 g de soporte himedo y se le agregd 10 mL de acetonitrilo grado HPLC (J.T. Baker®) al 50% con
agua destilada, se colocd en agitacién durante 30 min a 250 rpm y posteriormente 30 min en el sonicador
(Branson 120), con una membrana de 0.45 um se filtré la muestra. Finalmente, todas las muestras se

colocaron en microtubos de 1.5 mL a -20°C hasta que se cuantificaron.
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6.9.2 Fermentacion liquida

Se recolecté dos tipos de muestra: una proveniente del caldo de fermentacidn, del cual se tomaron 2 mL
de caldo y se agregaron 2 mL de acetonitrilo grado HPLC J.T. Baker® al 50 %; la otra recolectada del micelio.
Se tomé 1 g de micelio himedo y se transfirié a un tubo con 5 g de perlas de vidrio y 10 mL de acetonitrilo
al 50 % (grado HPLC J.T. Baker®), posteriormente se agité en el vortex durante 2 min. Los tubos fueron
sometidos a sonicacion durante 30 min, la muestra se filtro a través de una membrana Millipore® de 0.45
um de poro. Todas las muestras fueron almacenadas en microtubos de 1.5 mL a -20°C hasta que se

cuantificaron.

6.9.3 Cuantificacion de lovastatina

Se llevé a cabo por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidon (HPLC), empleando una columna
Novapack C-18 (150 x 3.9 mm, 4 mm), se utilizé acetonitrilo: dcido fosfdrico 0.1 % 70:30 como fase movil,

con un flujo de velocidad de 1.2 mL/min, la forma B-hidroxiacida de la lovastatina se determind a 238 nm.

6.9.4 Curva Patrén a partir de la conversion de la lovastatina a su forma B-
hidroxiacida

Se tomaron 20 mg de lovastatina (Fermic S.A. de C.V.) se disolvieron en 50 mL de NaOH 0.1N que fue
preparado con 25% de acetonitrilo. La solucién se ajusté a pH 7.7 con HCI 0.1 N (en acetonitrilo), y se
incubd a 45 °C durante 1 hora. Posteriormente se ajustd el volumen a 100 mL y finalmente se almacend
en alicuotas de 1 mL a -20°C. Segun Yang & Hwang (2006), este proceso asegura un 98% de conversion de
la forma lactona a la forma B-hidroxiacida. Sin embargo, fue necesario confirmarlo mediante HPLC, para

obtener una curva patrén con las concentraciones reales de la forma B-hidroxidcida, de esta manera

realizar una curva patrén a partir de la concentracidn conocida de las alicuotas y analizar en HPLC.

6.9.5 Determinacién de biomasa y humedad

En FL, tanto la biomasa como la humedad se determinaron por peso seco, se filtré todo el contenido de
un matraz a través de un papel filtro de 90mm WhatmanTM (seco por 48 h hasta peso constante y

conocido).

En FS la humedad se midid por peso seco dejando secar 1 g de soporte himedo a 80°C durante 48 h, hasta

obtener peso constante.
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6.9.6 pH

En FS, se tomd 1 g de soporte himedo en 10 mL de agua destilada. La mezcla se agitd en vortex durante

2 min, el pH fue medido directamente en el liquido residual.

En FL, se midié directamente del caldo de fermentacién después de haber filtrado el micelio.

6.9.7 Cuantificacién de especies reactivas de oxigeno (EROs)

La oxidacién de la sonda H,DCF-DA (Sigma-Aldrich) por las EROs, seevalud a las 48 horas. Se prepard una
solucion de una concentracién de 20 mM H,DCF-DA en 10 mL de PBS, se le agregaron a 100 mg de micelio
de FLy 1 g de cultivo sélido de en el caso de la FS. La reaccién se incubd en condiciones de oscuridad y
sobre hielo durante 30 min. Posteriormente cada muestra se filtrd, se congeld y se molié con N2 liquido
(con ayuda de mortero y pistilo). Con aproximadamente 500 mg del polvo (micelio molido y congelado),
se colocaron en un microtubo de 1.5 mL negro (o @mbar) y se le agregd 1 mL de PBS frio. Los tubos se
agitaron en vortex durante 20 segundos y centrifugado a 12000 x g a 4 °C por 15 min, a 200 ul del
sobrenadante se distribuyd sobre una placa de 96 pozos para fluorescencia, la cual se registré en el lector
multimodal DTX 880 Multimode Detector (Beckman-Coulter, Inc, Brea, CA, USA), empleando 485 nm de
excitacién y 530 nm de emision. Se siguié el mismo procedimiento, omitiendo la sonda H,DCF-DA (control
negativo), al final a la fluorescencia emitida en las muestras tratadas con la sonda, se les restd la
fluorescencia del control negativo. La normalizacién de la fluorescencia expresada en Unidades Relativas
de Fluorescencia (URF) se calculé dividiendo este resultado entre el contenido de biomasa peso seco.

(Miranda, 2013).

6.10 Técnicas moleculares

6.10.1 Extraccién de ADN gendmico de A. terreus

El micelio joven obtenido segun las condiciones descritas en el apartado 6.6.3 se recolecté con ayuda de
una espatula, se secd con papel absorbente, se trituré hasta obtener un polvo usando nitrégeno liquido y
se conservo en microtubos a -70°C hasta su procesamiento. A un microtubo con micelio pulverizado se
afiadieron 800 L de Buffer de extraccion (EDTA 50mm y SDA 0.2%) y la mezcla se incubo a 68°C durante
30 min. Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Al
sobrenadante se le agregaron 100 uL de acetato de potasio 2.5M pH 4.2, se mezclé cuidadosamente y la
muestra se mantuvo en hielo durante 10 min. Se centrifugd 5min. Del sobrenadante se tomaron 700 pLy

se le agregd 700 pL de isopropanol. Se centrifugd a 14000 rpm 5 min desechando el sobrenadante y se
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resuspendio el pellet en 400 pL de TE pH 8 (EDTA 1 mM-Tris-HCI 10 mM, 1:1), se afiadieron 40 uL de
acetato de sodio 3M pH 7 y la mezcla se sometid a una temperatura de 68°C por 60 min con agitacién a
300 rpm. Para favorecer la solubilizacion, se mezclé por agitacién en vortex. A continuacién, se agrego 1
mL de etanol al 95% frio y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min. La mezcla se lavd dos veces con 800
uL de etanol al 70% frio. EI ADN se resuspendié en 100 uL de TE pH 8 con 1 uL de solucién ARNsa 100
mg/mL. La mezcla se incubd a 37°C durante 1.5h. Posteriormente, se afiadieron a 300 pL adicionales de
TE pH 8 y la muestra se sometid a extraccion con un volumen de (cloroformo-alcohol isoamilico, 24:1). Se
centrifugd a 14000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente, tomando la fase que se encontraba en la
parte superior. Se afiadié 10% del volumen total de acetato de sodio 3 M pH 5.2, mas 700 uL de etanol
absoluto frio (2.5 vol.). Se centrifugd durante 20 min a 14000 rpm a 4°C. El precipitado de ADN se lavo con
etanol al 70% frio, se secd sobre una superficie de papel absorbente y se resuspendié en 30 pL de H,0O

grado biologia molecular y finalmente se almacend a -20°C (Miranda Labra, 2008).

6.10.2 Extraccidon de ARN

Se realizé siguiendo el protocolo de Trizol Reagent (Invitrogen, Catdlogo: 15596018). Para la ruptura

celular se siguieron los mismos pasos establecidos para la extraccion de ADN gendmico.

6.10.3 Sintesis de ADNc

Se llevé a cabo de acuerdo con las especificaciones del protocolo del producto SuperScript™ IV Reverse

Transcriptase. (Invitrogen, Catalogo: 18090050)

6.10.4 Identificacién de mpkB en Aspergillus terreus TUBF-514

A partir de “Aspergillus terreus NIH2624 mitogen-activated protein kinase (ATEG_03316) se disefiaron un

juego de primers con cortes Ncol. Los detalles se pueden encontrar en el Anexo |.

6.10.5 PCR

Para obtener del fragmento mpkB, se realizé un PCR utilizando un gradiente de temperatura con los
primers disefiados y de esta manera determinar la temperatura éptima de obtencién del fragmento del
gen mpkB de A. terreus en el termociclador (T100TM Thermo Cycler de Biorad), con las siguientes

condiciones:
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Tabla 1. Reaccidon de PCR con Taq Polimerasa para obtener el fragmento de mpkB

Volumen (uL)

H,0 grado biologia molecular 56.5

5x GoTaq Flexi Buffer 20

MgCl, 25mM 10

dNTPs 10 uM 2

mpkB Primer forward 10uM 5

mpkB Primer Reverse 10uM 5

ADNg A. terreus 1

GoTagq Flexi ADN polimerasa (Promega) 5u/L 0.5

Tabla 2. Reaccion de PCR con Taq Polimerasa para obtener el fragmento de mpkB.

Desnaturalizacion inicial

95°C; 1 min

Desnaturalizacion

95°C; 30s

Alineamiento

Gradiente 55-68°C; 30 s (63.5 tm 6ptimo)

Extension 72°C; 1 min

Goto Paso 2 por 30 ciclos
Extension final 72 °C5 min
Guardar 4°C

Tabla 3. Condiciones PCR para amplificar mpkB.

CloneAmp Hifi PCR Premix 12.5 uL
Primer Forward 0.5 uL
Primer Reverse 0.5uL
DNAg Aspergillus terreus 1puL
H,0 biologia molecular 10.5 uL
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Tabla 4. Reaccion de PCR con HIFI Polimerasa de alta fidelidad para obtener fragmento de mpkB.

98°C; 10s

55°C; 30s

72°C;15s

6.10.6 RT-qPCR

Una vez que se obtuvo el ARN se sintetizé ADNc para realizar una PCR en tiempo real, a continuacion, se

muestran los oligonucleétidos utilizados, asi como las reacciones utilizadas:

Tabla 5. Oligonucleotidos qPCR

Oligonucleétido Secuencia

Actina-F 5’-CGAGCCTGAAGACCATTACTT -3’
Actina-R 5'-TTGGACCGCAATGTAGAGAC -3’
mpkB-F 5’-CTGAGCGGAAAGCCCTTATT-3’
mpkB-R 5'-GGACTTGATGCCGTAGTAGTC-3’

Tabla 6. Reaccidn de qPCR para la expresion relativa.

Volumen (uL)
H,0 grado biologia molecular 3.5
SYBR green PCR Master Mix 5.0
gmpkB Primer forward 10uM 0.5
gmpkB Primer Reverse 10uM 0.5
CDNA (100ng) 0.5
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Tabla 7. Condiciones de de RT-gPCR

Preincubacién 95°C; 30 s 1 ciclo
Amplificacién paso 1 95°C; 10 s

40 ciclos
Amplificacion paso 2 62°C; 30s
Curva Melt paso 1 95°C 1 min
Curva Melt paso 2 60°C; 15s 1 ciclo
Curva Melt paso 3 98°C; 0.05s

6.10.7 Células ultracompetentes de E. coli DH5a

Se prepard un preindculo con 25 mL de medio LB y 12 colonias de células DH5a el cual, se incubd a 37°C
durante 8-10 h. Se inocularon 250 mL de medio LB con 2.5 mL del preinéculo. Los cultivos se incubaron ¢
con agitaciéon constante (180-250 rpm) a 18°C hasta alcanzar una densidad dptica de 0.55 a 600 nm.
Posteriormente el matraz se colocd en un bafio de hielo y se mantuvo durante 10 min. El medio se
centrifugd a 5000 rpm por 10 min a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en 80 mL de Buffer TB frio, y se
mantuvo en hielo durante 10 min. Seguida de una segunda centrifugaciéon a 5000 rpm por 10 min a 4°C.
El pellet se resuspendié en 20 mL de TB y 1.4 mL de DMSO, se dejé en hielo durante 10 min. El volumen
final se distribuyé en alicuotas de 100 pL en microtubos de 1.5 mL, sumergiéndose en el fondo del

nitrégeno liquido. Finalmente se almacenaron a -70°C para su posterior uso (Sambrook & Russell, 2001).

6.10.8 Transformacion bacteriana

Se coloraron 50 pl de células ultracompetentes en un microtubo de 1.5 mL y se le adicionaron 5 ulL de
pldasmido. La mezcla se resuspendié ligeramente y se dejé en hielo durante 30 min. Posteriormente se
colocd a 42°C durante 2 min y se enfrid rapidamente en hielo (choque térmico) para inducir a las células
la toma de ADN exdgeno. Se agregaron 800 pL de medio LB previamente calentado a 30-37 °C, se mezcld
por inversion y se incubé a 37°C durante 1 h. Se sembrd una alicuota de 100 pL en la superficie de una
placa LB-Agar mas ampicilina a una concentracion final de 100ug/mL. Finalmente, se incubé a 37°C por

12-16 horas (Sambrook & Russell, 2001).

6.10.9 Extraccién de ADN plasmidico por minipreps.

Se eligieron 10 colonias del centro de la placa obtenida en el punto 6.10.8 y se analizé el ADN plasmidico

obtenido de minipreps por método boiling. Las colonias elegidas se hicieron cultivos en 2 mL de medio LB
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adicionado con Amp por 12-16 h a 37 °Cy 220 rpm. Posteriormente se tomaron 1 mL de cada cultivo y se
centrifugd a 5000 rpm por cinco min. Se anadieron 350 plL de solucién STET (10 mL de EDTA 50 mM pHS,
1 mL de Tris-HCl 10 mM pH8, 8 g de sacarosa, 500 pL de Tritdn X-100 y H,0 hasta 100 mL) y 20 uL de
lisozima 10 mg/mL al pellet seco. La mezcla se homogeneizd en vortex hasta lograr la resuspension de las
células. Posteriormente las muestras sometieron a ebullicién por un minuto e inmediatamente se
centrifugaron a 14000 rpm por 10 min. Al sobrenadante se le agregd 45 uL de acetato de sodio 3M y 600
uL de isopropanol, se mezcld por inversidn y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 15 min.
Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm por 10 min y se lavé el pellet con etanol 70% frio, nuevamente
se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min. Finalmente, el pellet se resuspendié en 30 uL de H,0 y se

conservo a -20°C.

6.10.10 Purificacidon a gran escala de ADN plasmidico por midipreps.

Se utilizé el kit Plasmid Midi de QIAGEN®, siguiendo el protocolo que a continuacidn se describe. La colonia
elegida se incubd en 100 mL de medio LB + Amp a 37°C, 220 rpm por 12-16 h. Luego, se recolecté el cultivo
por centrifugaciéon a 6000xg por 15 min a 4°C. Se resuspendié el pellet en 4 mL del buffer P1 (ARNsa). Se
agregaron 4 mL del buffer P2, se homogeneizd por inversién 4-6 veces y se incubé 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 4 mL del buffer P3 frio se homogeneizd por inversion y se coloco
en hielo durante 15 min. Se centrifugd a 20000x g por 30 min a 4°Cy después por 15 min. La columna (100
QIAGEN-tip) se equilibré aplicando 4 mL del buffer QBT permitiendo que se vacie por gravedad. El
sobrenadante del centrifugado se aplicé a la columna, dejando que entre a la resina por gravedad. En
seguida se lavd la columna con 10 mL del buffer QC dos veces. Posteriormente se eluyd con 5 mL del
buffer QF en otro tubo. Se precipitéd el ADN agregando 0.7 volumen de isopropanol y se centrifugd a
15000x g por 30 min a 4°C. Después se lavd el pellet de ADN plasmidico con 2 mL de etanol 70% y se
centrifugd nuevamente a 15000 g por 10 min. Finalmente, el pellet se secd y se disolviéd en un volumen

adecuado.

6.10.11 Digestion de ADN plasmidico.

Se llevd a cabo la digestidn al fragmento de mpkB con la enzima de restriccién Ncol Thermo Scientific™ y

del vector de silenciamiento, incubando por 3 h a 37°C bajo las siguientes condiciones:
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Tabla 8. Condiciones de digestion de ADN.

Volumen pL
H0 libre de nucleasas 14.7
10x Buffer Tango 2
ARNsa 0.2
Ncol 0.1
ADN plasmidico 3
Total 20

6.10.12 Desfosforilacion de ADN plasmidico digerido

Con la finalidad de impedir la ligacion espontanea (reversible) del vector PGpdPki-ARNi fueron

desfosforilados los extremos del vector linearizado con las siguientes condiciones de reaccién. Se incubd

10 min a 37°C, se detuvo la reacciéon calentando a 75°C por 5 min.

Tabla 9. Condiciones de desfosforilacion de ADN plasmidico

Volumen puL
ADN lineal 1
10x Buffer FasAP 2
FastAP Fosfatasa termosensible alcalina (Thermo | 1
Scientific™) 1U/ L
H,0 grado biologia molecular 0.1

6.10.13 Construccidn del vector de silenciamiento pGpdpki-ARNi-mpkB

El del vector de silenciamiento se construyd siguiendo un protocolo establecido. Primero, se obtuvo un

midiprep (6.10.10) del vector pGpdPki, posteriormente, se digirid6 con la enzima de restriccion Ncol

(6.10.11), se desfosforilé (6.10.12) y, finalmente se colocaron las reacciones de ligacion utilizando una

proporcién vector-inserto de 5:1.
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Figura 11. Mapa de insercion de mpkB en el vector de silenciamiento pGpdPki-ARNi, disefiado en BIORENDER (biorender.com)

Tabla 10. Construccion del vector pGpdPki-ARNi-mpkB.

I. Digestion (apertura del vector)

Volumen (uL)

H,0 grado biologia molecular 14.7
10X Buffer Tango 2
ARNsa (10mmg/mL) 0.2
Ncol (10 U/ uL) 0.1
Midiprep de pGpdPki 3
Total 20

La reaccidn se incubd durante 3 h a 37°C, posteriormente se realizd una electroforesis en un gel de agarosa

1% para corte de banda y se purificd con el kit Wizard ® de Promega.

Il. Desfosforilacion

Volumen (pL)

ADN lineal de la digestion 1
10X Buffer FastAP 2
FastAP Fosfatasa termosensible alcalina (Thermo | 1
Scientific) 1 U/ uL

H,0 grado biologia molecular 16
Total 20

La reaccidn se incubd por 10 min a 37°C, se detuvo la reaccién calentando a 75°C por 5 min
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lll. Ligacién con el inserto mpkB con extremos

Ncol

Volumen (uL)

Vector pGpdPki abierto y desfosforilado

Inserto de mpkB (Ncol)

Buffer 10X

T4 ADN ligasa 1u/ uL (Promega)

= NN W

H,0 grado biologia molecular

Total

La reaccion se incub6 4°C durante toda la noche.

20

Se obtuvo la transformacion bacteriana en E. coli DH5a (6.10.8) con la construccidon del vector de

silenciamiento pGpdPki-ARNi-mpkB empleando controles especificos para verificar cada una de las

etapas.

Tabla 11. Controles positivos y negativos para la transformacién de las células de E. coli con las construcciones de
silenciamiento.

Tratamiento

Objetivo

Observaciones

E.coli DH50 medio LB

Verificar el
funcionamiento

correcto de las células

-Si crece, significa que las células son viables
-Si no hay crecimiento, las células no estan funcionando y es

necesario producir nuevas.

E. coli DH5a en medio LB +

ampicilina

Verificar el medio de
cultivo y
funcionamiento de la

ampicilina.

-Si no crece, indica que el medio contiene la ampicilina
necesaria para inhibir el crecimiento de células sin
transformar.

- Si crece, sugiere que el medio carece de la concentracion
adecuada de ampicilina para detener el crecimiento, que la
ampicilina se ha degradado y ya no es efectiva, o que las

células ya contienen resistencia a la ampicilina.

E.coli + pGpdPki sin digerir en

medio LB + ampicilina

Verificar trasformacion

y vector

-Si hay crecimiento verifica la viabilidad del vector asi
como que la trasformacién se llevd a cabo correctamente.
-Si no hay crecimiento se puede llevar a cabo la prueba con
otro vector o en otras condiciones la trasformacion para

verificar cual de estos factores esta fallando.
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Iv.

E.coli + pGpdPki digerido en

medio LB + ampicilina

Verificar la digestion

-Si no hay crecimiento, significa que todo el vector esta
lineal, esto implica que la digestidn del vector se llevé a cabo
correctamente.

El nimero de colonias que crezcan nos indica la cantidad
de vector circular ya sea por recircularizacion o no fue
digerido.

-Si hay crecimiento, significa que el vector no se digirié

correctamente o que se esta recircularizando.

V.

E. coli + pGpdPki digerido y
ligado en medio LB +

ampicilina

Verificar la ligacion

-Si hay crecimiento, significa que la ligasa

funciona correctamente, se tiene que observar la

misma cantidad de colonias que en la caja del vector sin
digerir.

-Si no hay crecimiento puede deberse a que el vector no
sea viable, se haya degenerado o que la reaccidn de la ligasa
sea deficiente. Esto puede incluir un Buffer sin

ATP, una reaccién con el tiempo insuficiente, una

temperatura indecuada o que la ligasa ya no tenga actividad

VL.

E.coli + pGpdPki digerido,
desfosforilado en medio LB +

ampicilina

Verificar la
desfosforilacion y
fondo de la ligacidn con

vector desfosforilado

-Si no hay crecimiento, indica que la desfosforilacion fue
Optima y que no hubo recircularizacién del vector.

-Si hay crecimiento, significa que el vector se recircula,

Para este caso se debe mejorar las condiciones de la
reaccién como la temperatura, tiempo de incubacién vy

concentracion.

VIL.

E.coli + pGpdPki digerido,
desfosforilado y ligado en

meidio LB + ampicilina

Verificar
desfosforilacidon y

ligacidn vector-inserto

-Si no hay crecimiento, significa que la desfosforilacién fue
efectiva y no se religa el vector consigo mismo.
Una menor cantidad de colonias nos indica

mejores condiciones para la ligacidn vector-inserto.
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6.10.14 Transformacién de A. terreus por protoplastos

Protoplastos:

Se realizaron cultivos de A. terreus en tres matraces de 250 mL con 20 mL de medio completo, se
inocularon con esporas frescas a una concentracion final de 1x10% esporas/mLy se incubaron a 30°C a 200
rpm. En un tubo Falcon de 15 mL se agregaron 10 mL de SP2X y se dejo en hielo, después se mezclé con
150 mg de enzimas liticas (Sigma-Aldrich®). Se mezclaron mediante vortex hasta homogenizar y se dejé
reposar por 5 min, se esterilizé por filtracidn por medio de una membrana Milipore® de 0.22 um. El cultivo
de micelio en medio completo se monitored a las 18 horas, hasta observarse en el microscopio escasa
ramificacidn que indica un micelio joven, posteriormente se juntd todo el micelio en un solo matraz para
después filtrarlo en un embudo estéril con Nytal ®. Se lavé con 100 mL de NaCl 0.9%. Una vez lavado el
micelio se movio del filtro al papel absorbente para secarlo colocando en contacto el papel por encimay
por debajo del micelio. Se tomé 1.5 g del micelio, se depositaron en un matraz de 250 mLy se adicionaron

10 mL de la solucién SP2X/Enzimas liticas preparada anteriormente.

La reaccidn fue incubado a 30°C con agitacién a 80 rpm y se monitored cada hora en el microscopio para
observar la formacion de protoplastos. La reaccion durd aproximadamente 3 horas: cuando se observaron
protoplastos aislados el igual que conglomerados sin pared celular. Posteriormente, se filtré nuevamente
el micelio, en el filtrado se encuentran a los protoplastos. El filtrado se centrifugd a 4000 rpm por 10 min
a temperatura ambiente, se descarta el sobrenadante dejando 5mL con el pellet del fondo que contiene
los protoplastos. Luego, se resuspendid por inversién y se distribuyd 1mL por cada microtubo; estos se
centrifugaron a 6000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. Al pellet se le afiadié 500 uL de SP2X, se
resuspendid por inversiéon y centrifugd a 6000rpm por 7 min a 4°C, se desechd el sobrenadante.
Posteriormente se agregd nuevamente 500uL de SP2X, se resuspendid por inversion y se centrifugd a
6000 rpm por 7 min a 4°C. Se lavé el pellet agregando 1 mL de KCM, se centrifugd a 6000 rpm por 10 min
a 4°C. Se desechd el sobrenadante dejando entre 100 a 200 plL para resuspender por inversion

nuevamente el pellet y agregar 20 uL de PCM (Bibian Ledn, 2015).
Transformacion de Aspergillus terreus:

Sobre hielo, se colocaron 20 puL de DNAp (construcciones de silenciamiento o vector sin inserto
purificados), en microtubos de 1.5 mLy 100 pL de protoplastos. Se mezcld por inversion y se dejé reposar
20 min en hielo. Como control se dejé uno sin ADN. A cada tubo, se agregd 600 pL de PCM, se mezcld por

inversion y se dejo reposar 20 min a temperatura ambiente. Finalmente se afiadieron 600 pL de KCM, se
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mezclé bien y se dejé a temperatura ambiente hasta la extensién de la placa. Para confirmar la
transformacion del hongo con el vector de silenciamiento sin inserto, esto para garantizar que no
confiriera ningun tipo de actividad diferente a la cepa parental en el fenotipo que se obtuvo, se realizé el
mismo procedimiento y restriccion de paso del heterocaridén con el vector pGpdPki-ARNi sin inserto

(Bibian Ledn, 2015).
Extension en placa:

Se prepararon 45 placas Petri de 60x15 mm cada una con 5 mL de medio Czapek/Sorbitol con agar 2% y
fleomicina a una concentracion final de 50 pg/mL. Posteriormente se realizd la simbra por cobertera
(6.7.2) las reacciones de transformacion, es decir, se agregaron las reacciones de transformacién al medio
Czapek/Sorbitol con agar 1% y fleomicina, se vertié en las placas anteriormente preparadas. Las
transformantes fueron incubadas a 30°C por 5 dias y se monitored el crecimiento cada dia hasta observar

crecimiento.

De acuerdo con Bibidn-Ledn (2015), La finalidad fue obtener transformantes estables, evitando que las
transformantes finales tuvieran heterocarién es decir, dos diferentes tipos de nucleos. Las transformantes
en un inicio muestran nucleo transformado y no transformado, en cuanto estos protoplastos se fusionan
unos con otros resultan dicariones. El micelio de las transformantes se tomd con un palillo estéril y se
sembré en medio Power mediante picadura, incubado a 30°C por 3-4 dia. De esta manera se realizo el
primer pase, eliminando el micelio dicarion de modo que las esporas que se formen sélo llevaran un
nucleo. En este punto se obtuvieron esporas con nucleo transformado y esporas con nucleo no
transformado. El segundo pase se llevd a cabo inoculando las esporas en medio de seleccién de fleomicina
y Czapek a través de estria abierta, incubado a 30°C. Cuando se observd el desarrollo de una colonia
aislada, ésta fue lavada con solucidn isotdnica de NaCl 0.9% estéril y se sembré en medio power para
luego realizar la recoleccidn de las esporas y almacenar en glicerol a -20°C como se muestra en la Figura

12.
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Figura 12. Secuencia para el aislamiento de las transformantes (Bibidn-Ledn, 2015).

6.11 Caracterizacion de las transformantes

6.11.1 Crecimiento radial

Los cultivos se realizaron en cajas de Petri con 20mL de medio PDA, se inocularon con 10 uL de una
suspensidon de esporas con una concentracion de 1x108 esporas/mL, esta suspension se prepard con

esporas frescas y solucion isoténica NaCl 0.9%. Se monitored el crecimiento en centimetros cada 24 horas.

6.11.2 Esporulacidn

Se obtuvieron esporas frescas usando medio power de las transformantes a analizar, la cepa parental y el
control. Las esporas obtenidas se cuantifican usando la cdmara de Neubauer. Se utilizd6 medio de
produccidn de lovastatina (2.5X) fue inoculado con esporas de A. terreus (2x10° esporas/mL), y empleado
para impregnar el soporte sélido inerte a un contenido de humedad del 85%. Se empled espuma de
poliuretano de alta densidad, el cual fue pretratado con una solucién de NaOH al 40% y HCl al 10%. Los
cubos de 1 cm?, 0.21 g de cubos de poliuretano impregnados en toda la superficie con 6 mL de medio 2.5X
inoculado. Se tomd 1 cubo de PUF y se le adicionaron 1 mL NaCl al 0.9% y tween 80 al 0.02%, se suspendio
con ayuda de vortex para suspender las esporas, finalmente se contaron en la cdmara de Neubauer a las

48 y 96h.
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6.11.3 Hidrofobicidad de la célula

Se obtuvieron esporas frescas usando medio power, estas se cuantifican usando cdmara de Neubauer, se
procede a sembrar 30 pL de 108 esporas/mL en agar PDA e incubar a 30°C por 72 h, posteriormente se
colocaron 100 pL de azul de bromofenol 0.01% en agua a una distancia de 5 mm de la colonia, se incubd
por 2-4 h a temperatura ambiente sin movimiento (si la colonia es hidrofébica, la gota conservaria su

forma) (Pérez-Nadales & Di Pietro, 2011).

6.11.4 Sensibilidad a estrés oxidante

6.11.4.1 Micelio
Con ligeras modificaciones descrito por Sakamoto et al. (2008), se evalud la sensibilidad del micelio de las
cepas fungicas a estrés oxidante inducido por peréxido de hidrégeno en placas de bioensayo estériles que
contenian medio PDA a diferentes concentraciones (1, 2, 3 y 4 mM). Se inocularon con 10 pL de
suspensiones de esporas con concentraciones 1x107, 1x10% 1x10°, 1x10* esporas/mL realizado por
duplicado. El efecto se analizd a las 72 horas de incubacién a 30°C, comparando el fenotipo de las
transformantes, la cepa control (transformante con el vector de silenciamiento sin inserto) y la cepa

parental. Se utilizé una placa control inoculada en las mismas condiciones sin H,0..

6.11.4.2 Esporas
Con el uso de H,0; en una concentracion de 100 mM se analizé la sensibilidad de las transformantes al
estrés oxidante en conidios a una concentracién de 1x10° esporas/mL, mediante una reaccién de 15 min.
Como control negativo se realizd el mismo procedimiento, pero con solucién salina isotdnica en lugar del
perdxido de hidrégeno. Pasado el tiempo de reaccién, se tomaron 100 pL y se sembraron en una caja Petri
con 30 mL de medio PDA por triplicado. Las colonias resultantes se contaron a las 48 h de incubacién a

30°C (Bafios, 2010).

6.11.5 Sensibilidad a estrés osmotico

6.11.5.1 Micelio
Con ligeras modificaciones del protocolo descrito por Sakamoto et al. (2008), se analizé la sensibilidad del
micelio de las cepas flungicas a estrés en presencia de NaCl en una concentracion de 1 mM en placas de
bioensayo estériles con medio PDA. Fueron inoculadas con 10 uL de una suspension con concentracién
de esporas 1x107, 1x108, 1x10°, 1x10* esporas/mL realizado por duplicado. El efecto se analizé a las 72

horas de incubacién a 30°C, comparando el fenotipo de las transformantes, la cepa control (transformante
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con el vector de silenciamiento sin inserto) y la cepa parental. Se utilizé la misma placa control, inoculada

solo con medio PDA.

6.11.5.2 Esporas
Se evalud la sensibilidad de las transformantes al estrés osmoético mediante la presencia de NaCl 100 mM
en conidios a una concentracién de 1x103% esporas/mL, durante 15 min. Como control negativo se realizé
el mismo procedimiento utilizando una solucidn salina isotdnica en lugar de NaCl. Una vez transcurrido el
tiempo de reaccién, se tomaron 100 pL y se sembraron en una caja Petri con 30 mL de medio PDA por

triplicado. Las colonias resultantes se contaron a las 48 h de incubacién a 30°C (Bafios, 2010).

6.11.6 Sensibilidad a estrés de pared

6.11.6.1 Micelio
Con pequefias modificaciones del protocolo descrito por Sakamoto et al. (2008), se evalué la sensibilidad
del micelio de las cepas fungicas a estrés con exposicién de rojo Congo 200 ug/mL en placas de bioensayo
estériles con medio PDA. Se inocularon con 10 pL de suspensidn de esporas de 1x107, 1x108, 1x10°, 1x10*
esporas/mL por duplicado. En efecto se analizé a las 72 horas de incubacion a 30°C, comparando el
fenotipo de las transformantes, la cepa control (transformante con el vector de silenciamiento sin inserto)
y la cepa parental. Se empled la misma placa control, inoculada en las mismas condiciones, pero sin rojo

Congo.

6.11.7 Formacién de biofilm (capacidad de adherencia)

Utilizando microplaca de 96 pozos con medio minimo liquido Czapek se inocularon 130 pL de 108, 10°, 10*
(cada una por triplicado) esporas/mL y se incubaron a 30°C por 24h y 48h. Posteriormente se realizaron
lavados con del micelio adherido tres veces con PBS. Luego se tifd el biofilm con 130 uL de cristal violeta
0.1% en agua durante 20 min a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con PBS y después el
biofilm tefido se solubilizd en etanol absoluto. Finalmente se midié la absorbancia a 590 nm en el

BioPhotometer, Eppendorf (Silva et al., 2020).
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6.12 Herramienta bioinformatica

a)

b)

d)

Analisis de la secuencia de proteina dominios. SMART (Simple Modular Architecture Research
Tool) es una base de datos en linea y un servidor web disefiado para la identificacidon y analisis
de dominios de proteinas. Proporciona herramientas para la anotacidon funcional de
secuencias de proteinas y permite la identificacion de dominios conservados y la prediccién

de estructuras y funciones basadas en datos secuenciales. http://smart.embl-heidelberg.de/#

Prediccidén de localizacidn subcelular:

Prediccidon de sitios de unidon de importinas a-dependientes de NLS con el software cNLS
Mapper El software cNLS Mapper basado en Kosugi et al. (2009) permite la prediccion de
importinas adependientes de NLS, este método predictivo permite resultados precisos,
sensibles y especificos por sobre cualquier otro método al identificar la secuencia
correspondiente al sitio de unidn de importinas en la secuencia de aminoacidos de la proteina

a analizar. https://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS Mapper form.cgi

Deeploc 2.0 predice la(s) localizacion(es) subcelular de las proteinas eucariotas. Deeploc 2.0

Modelo de interaccion de proteinas del software STRING El modelo de interaccion de una
proteina de interés asociada a otras proteinas se basa en datos experimentales disponibles
en las bases de datos. Los métodos de prediccion computacional y colecciones de
publicaciones del software STRING analizan los dominios presentes en cada proteina de lared

de interaccién. https://string-db.org/

Modelo 3D e la proteina

Para la comprension mas profunda de la proteina se realiza el modelado in silico a través de
SWISS-MODEL un servidor web utiliza el modelado por homologia a través de métodos
comparativos haciendo uso de estructuras de proteinas experimentales (plantillas) para
construir modelos de proteinas relacionadas evolutivamente.

https://swissmodel.expasy.org/
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7. Resultados

7.1 Identificacion de mpkB en A. terreus NIH2624

En NCBI (National Center for Biotechnology Information), se realizé la busqueda del gen mpkB anotado,
se encontrd “Af293 MAP kinase MpkB” de Aspergillus fumigatus, posteriormente a través de un BLASTp
utilizando como referencia dicho gen se identificd la secuencia XM_001212494.1 "mitogen-activated
protein kinase", en A. terreus NIH2624 como mpkB, con un porcentaje de identidad del 98.87% y una

cobertura del 100%.

Tabla 12. Analisis BLAST de proteinas de los ortélogos de mpkB y la secuencia putativa en el genoma de Aspergillus terreus
NIH2624 (taxid 341663).

Organismo Acceso Identidad Aminodacidos Cobertura
Aspergillus fumigatus XP_751160.1 98.87% 354 100%
Aspergillus mulundesis XP_026609229.1 98.87% 353 100%
Aspergillus niger XP_001393171.1 98.59% 354 100%
Aspergillus oryzae XP_001819586.1 99.15% 354 100%
Aspergillus flavus XP_041142854.1 99.15% 371 100%
Aspergillus vadensis XP_025564490.1 98.84% 347 97%
Aspergillus nidulans XP_661323.2 98.87% 354 100%

La secuencia del gen mpkB en el género Aspergillus estd altamente conservado lo que llevd a la

comparacion de la identidad de mpkB en otras especies.

Tabla 13. Analisis BLAST de proteinas de la secuencia putativa mpkB en el genoma de Aspergillus terreus NIH2624 (taxid
341663) en otros organismos.

Nombre organismo Acceso Identidad Aminoacidos Cobertura
FUS3 protein Saccharomyces AAA34613.1 61.32% 353 96%
cerevisiae
uncharacterized protein Penicillium XP_0565652  96.33% 354 100%
N7489_011829 chrysogenum 00.1
serine/threonine protein Claviceps purpurea KAG613222 34.54% 394 83%
kinase 9.1
MAP kinase Alternaria AAU11317.1  56.07% 416 89%
brassicicola
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CMGC/MAPK/ERK protein Pyricularia oryzae XP_0037121 91.29% 356 100%
kinase 75.1

CMGC/MAPK protein Fusarium Oxysporum XP_0182441 93.12% 355 99%
kinase 17.1

CMGC/MAPK/ERK protein | Magnaporte oryzae ~ XP_0037121 91.29% 356 100%
kinase 75.1

Mitogen-activated Mycosarcoma maydis XP_0113897  74.14% 354 98%
serine/threonine-protein 11.1

kinase
Mitogen-activated protein Candida albicans KAF6071657  78.39% 406 98%
kinase 2 1

7.2 Analisis bioinformatico de mpkB
Con lafinalidad de analizar la secuencia de la proteina MpkB de A. terreus, se emplearon diversas técnicas

y herramientas bioinformdticas para obtener informacién de su estructura y funcion.

7.2.1. Dominios cataliticos

Utilizando SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) se analizd mpkB y se identific6 un dominio

catalitico de las proteinas cinasas Serina/treonina, lo que indica que MpkB puede estar fosforilado o
desfosforilado. Este proceso puede activar o desactivar las proteinas, afectando una variedad de aspectos
celulares, como su ubicacién dentro de la célula, su crecimiento, division, desarrollo y la activacién de la

transcripcion genética (detalles en el Anexo |).

7.2.2 NLS (sefial de localizacién nuclear) identificada

Se analizé la ubicacidon subcelular in silico por cNLS Mapper (https://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-

bin/NLS Mapper form.cgi) y DeeplLoc (DeeplLoc 2.0) donde se encontraron predicciones que indican que

MpkB se puede encontrar tanto en el ntcleo como en el citoplasma (Tabla 14) (detalles en el Anexo ).
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Tabla 14. Localizacion subcelular de MpkB obtenido de Deeploc-2.0

Secuencia
Localizaciones predichas: Citoplasma, Nicleo
Sefiales predichas: Sefial de localizacion nuclear, Sefial de exportacion nuclear

Membrana Reticulo Aparato
Localizacion ~ Citoplasma  Nicleo  Extracelular  celular Mitocondria  Plasto  endoplasmatico Lisosoma/Vacuola  de Golgi Peroxisoma
Probabilidad ~ 0.6270 ﬂ 0.0274 0.1097 0.1194 0.0118  0.1659 0.0630 0.0871 0.0394

7.2.3 Andlisis de las interacciones de la proteina MpkB

Utilizando el software STRING (https://string-db.org/) se encontré que la MAPK de A. terreus mpkB tiene

interacciones tedricas con distintas proteinas como SteA, SteC, SepA, MkkB, PbsA, SfaD asi como otras
proteinas que podrian participar en las cascadas de sefializacidn celular como las vias de crecimiento
filamentoso de osmotolerancia y en metabolismo secundario. Muchas de las proteinas con las que
interactla no se han caracterizado aun en la cepa de referencia de A. terreus, por lo que se identificaron
a través de un BLASTp en cepas donde ya han sido caracterizadas y comparando con sus dominios se
pudieron determinar su posible nombre y funcién de algunas de estas proteinas que se analizan mas

adelante (detalle en el Anexo ).

SLFY ATEG_02052

Figura 13. Interactoma in silico utilizando el servidor STRING 12.0 MpkB en color rojo
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7.2.4 Modelo 3D de la proteina SWISSMODEL

Figura 14. Simulacion de la proteina MpkB en 3D. Modelo de base de datos AlphaFold DB de proteina cinasa activada por
mitégeno de AOASN7AFU6_9EURO (gen: AOSN7AFU6_9EURO, organismo: Aspergillus caelatus) identidad: 99.15%

Figura 15. Simulacion proteina MpkB en 3D, sitios de posible fosforilacion en aminodcidos Serina/ Treonina marcados en azul.
Modelo de base de datos AlphaFold DB de proteina cinasa activada por mitégeno de AOASN7AFU6_9EURO (gen:
AO5N7AFU6_9EURO, organismo: Aspergillus caelatus) identidad: 99.15%
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7.3 Perfil de expresion de mpkB

Se obtuvo el perfil de expresidon por RT-gPCR del gen mpkB en A.terreus, durante la fermentacion liquida
de lovastatina (FL) y durante la fermentacidn solida de lovastatina (FS), donde la expresién de este gen se

compard con la biosintesis de lovastatina Figura 16y 17.
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Figura 16. A: Perfil de expresion de mpkB (RT-qPCR) B: produccién especifica de lovastatina en fermentacion liquida
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Figura 17. A: Perfil de expresion de mpkB (RT-qPCR) B: produccidn especifica de lovastatina en fermentacion sélida
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Las figuras 16 y 17 se puede observar que, la expresién de mpkB es mas alta en FL. Aun asi, se observa
gue incrementa al inicio de la idiofase (24h) en FL, pero también al inicio de la idiofase en FS (36 h). En FS
hay una mayor expresion durante la idiofase (alin con valores bajos), mientras que en FL hay expresién
relativamente alta en trofofase e idiofase. Por otro lado, se considerd el tiempo de 48 y 72 horas para

futuros experimentos (de un tiempo), donde se tenga certeza de la expresién de mpkB durante la FLy FS.

7.4 ldentificacion y amplificacion del fragmento de gen mpkB en el

genoma de Aspergillus terreus TUBF-514

Se identificd el gen mpkB en la cepa TUBF-514, a partir de la secuencia en la cepa de referencia, se disefié
un par de primers con el sitio de corte Ncol (C|CATGG), basado en la secuencia de ADN de “Aspergillus
terreus NIH2624 predicted protein (ATEG_03316) partial mARN (XM_001211156.1)" (detalles en el Anexo

). La estructura final y se muestran a continuacion:

Forward 5°----- 3" TACCATGGCGTGATTCGTACCCAA

Reverse 5" ----- 3’ CGTCCATGGCTTTGGTGTAT

7.4.1 Gradiente de temperatura para encontrar Tm
Se determind la temperatura de hibridacién (Tm) 6ptima de los primers disefiados a través de una PCR
con gradiente de temperatura. Se eligid la temperatura dptima de 63.5°C, puesto que es mas cercana ala

tedrica y en todo el gradiente se obtuvo solo un amplicon especifico, como se muestra en la Figura 18.

68°C 66.2°C | 63.5°C | 60.3.°C 57.7°C

20,000
- ..

1,000
- ~298 pb

100

Figura 18. Gel de agarosa 1% PCR, gradiente de temperatura para amplificar mpkB, Tm 63.5°C
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7.5 Construccion del vector de silenciamiento pGpdPki-ARNi-mpkB

Con la finalidad de obtener el fragmento de mpkB con los extremos Ncol se realizd una PCR. El producto
de la PCR se purificé con el Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System posteriormente el fragmento

obtenido se digiridé con la enzima Ncol.

NGO caTGGa 1P9pd _AmpR __ _ Pgdh ble Teyc Ppki scp
A, P C5" M 3'GGTAC
9(7/7

caTaga Papd _AmpR Pgdh ble Teye Ppki 5C

cs' 5! H 3'GGTAC
CATGG3‘E"BS'CP

pCS' 3'GGTAC

pGpdPki-RNAi
6269 pb

T4 Ligasa I

/ ydwy

Pgpd

Ncol

2%

pGpdPki-RNAi-mpkB
6567 pb

ko)

/ ydwy

Pgpd

mpkB

Figura 19. mapa para de construccién del vector pGpdPki-ARNi-mpkB. Digestion del vector con la endonucleasa Ncol,
desfosforilacion y ligacion del inserto mpkB con cortes Ncol

La construccion del vector de silenciamiento se realizé siguiendo el esquema de la Figura 19. En primer
lugar, el vector pGpdPki se purificé a gran escala (midiprep), posteriormente se digirié con la enzima Ncol
para abrir el vector en el sitio entre los promotores encontrados Pgpd y Ppki, se desfosforild para evitar
su recircularizacién. Finalmente se realizd la ligacién con el fragmento de mpkB de A. terreus en las

condiciones de la Tabla 10.

Una vez que se construyd el vector pGpdPki-ARNi-mpkB, se transformd E.coli DH5a ultracompetentes

(6.10.8) empleando los controles de la (Tabla 11), para la clonacién del plasmido.
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1. E. coli DHSa
Medio LB
Crecimiento “césped”

I1. E. coli DH5a
Medio LB + Amp
Sin crecimiento

IIl. E. coli transformada con
un vector que tenga
resistencia a Amp

IV. E. coli+ pGpdPki sin
digerir
Medio LB + Amp

4

Medio LB + Amp Crecimiento “colonias*

Crecimiento “colonias”

VIIl. E. coli + pGpdPki digerido,
desforsforilado y ligado con
mpkB con cortes Ncol
Medio LB + Amp
Crecimiento “colonias”

V. E. coli + pGpdPki digerido y
desfosforilado
Medio LB + Amp
Crecimiento pocas “colonias”

VI. E. coli + pGpdPki VII. E. coli + pGpdPki
digerido y ligado digerido, desforsforilado y
Medio LB + Amp ligado

Crecimiento “colonias” Medio LB + Amp
Sin crecimiento

Figura 20. Controles para construccion del vector pGpdPki-ARNi-mpkB validando cada elemento transformando E.coli
ultracompetentes. I: Se verificd la viabilidad de las células ultracompetentes; Il: no presentan resistencia a ampicilina; Ill: aptas
para transformar; IV: buen estado del vector y ampicilina V: fondo de recircularizacidn bajo; VI: ligasa funcional; VII: fosfatasa
funcional (sin recircularizacién) VII: construccidn correcta

A continuacién, en la Figura 20, en el carril 1 y 2 se encuentra el marcador de peso molecular de 1 kb y
100 pb respectivamente. En el carril 3 se observa la integridad y limpieza del ADN plasmidico, asi como
las 2 formas del plasmido: super-enrollada y circular abierto. En el carril 4 se observa el vector pGpdpki-
ARNi linearizado con la enzima Ncol. En el carril 5 el vector pGpdpki-ARNi-mpkB. En el carril 6 el producto
de PCR para confirmar que el vector contuviera el fragmento. Finalmente, en el carril 7 fragmento de

mpkB para corroborar el tamafo del fragmento del carril 6.
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Figura 21. Gel de agarosa 1%. 3: pGpdPki 4: pGpdPki-Ncol 5; pGpdPki-ARNi-mpkB 6: pGpdPki-ARNi-mpkB PCR 7: mpkB

Posteriormente para verificar que las colonias de E.coli contenian el vector de la ligacién pGpdpki-ARNi-
mpkB, se analizaron colonias aisladas y se comprobd por PCR de colonia que tuvieran el inserto mpkB.
Después se purificd una colonia a gran escala (midiprep) 6.10.9 y se analizd en un gel de electroforesis

(Figura 22), donde se observo el tamaio de banda esperado (298pb).

Figura 22. Gel de agarosa al 1% PCR de colonia
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El fragmento que se obtuvo producto de la PCR se secuencidé con el objetivo de corroborar que los
fragmentos amplificados correspondientes al gen mpkB. Se realiz6 un BLAST en NCBI con la secuencia
obtenida el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, resultando que el fragmento de mpkB coincidié con el
gen mpkB de A. terreus NIH2624 con un porcentaje de identidad del 92.00%. La secuencia obtenida de

mpkB y el Blastn se encuentra en el Anexo lIl.

7.6 Transformacion de A. terreus con el vector de silenciamiento

pGpdPki-ARNi-mpkB
Se transformd nuestra cepa de A. terreus TUBF-514 por la técnica de protoplastos, utilizando fleomicina

como marcador de seleccion.

7.6.1 Obtencion de transformantes A. terreus con pGpdPki-ARNi-mpkB por

protoplastos

Después de verificar las condiciones de la generacion de protoplastos, en donde se confirmé que son
viables y no cuentan con resistencia a fleomicina (Figura 23), se transformd con el vector de
silenciamiento. Se logrd observar un crecimiento de las transformantes en medio con fleomicina entre el

cuarto y quinto dia. En total se obtuvieron 10 transformantes resistentes a fleomicina (Figura 24).

Figura 23. Controles de transformacion. A: protoplastos sin transformar en medio Czapek/sorbitol sin fleomicina. B:
Protoplastos sin transformar en medio Czapek/sorbitol con 50 pg/mL de fleomicina
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1

CZAPEK/S +F

3

CZAPEK+F

Figura 24. Transformantes de A. terreus con el vector de silenciamiento pGpdpki-ARNi-mpkB, 1: medio Czapek/sorbitol con 50
ug/mL de fleomicina; 2: Medio power; 3: medio Czapek con 50 pug/mL de fleomicina; 4: medio power.

De acuerdo con Bibidan-Ledn (2015), el objetivo es obtener transformantes estables, es decir, evitar que
las transformantes finales fueran heterocariones (con dos diferentes tipos de nucleos). Las
transformantes inicialmente muestran un nucleo transformado y no transformado, en cuando estos
protoplastos se fusionan entre si, resultan dicariones. Como se observa en la Figura 24 se muestra que,
con el primer pase, se limitd el paso de micelio dicarion, las esporas que se formen a partir de este llevaran
un solo tipo de nucleo. En este paso se obtienen esporas con nucleo transformado y esporas con nucleo
no transformado. Con el segundo pase se obtuvieron solamente las esporas con nucleo transformado y

con ellas se realizo la cosecha para conservarlas en glicerol.
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7.7 Pruebas de sensibilidad a estrés oxidante, osmético y de pared
7.7.1 Estrés oxidante
A) Micelio

Se analizd la sensibilidad de las transformantes obtenidas a estrés oxidante causado por el peréxido de
hidrogeno (H.03), a continuacidn, se muestra una alta sensibilidad de las transformantes en micelio

(Figura 25).

PDA + H202 2mm

Figura 25. Sensibilidad a estrés oxidante en micelio. a: PDA b: PDA + H,0, 2mM. concentracion de 1x107, 1x10°, 1x10°, 1x10*
esporas/mL P: Parental C: transformante con el vector sin el inserto. T1-10: transformantes obtenidas

B) Esporas

En el andlisis de la sensibilidad de las esporas, a continuacidn, se muestra el efecto del H,0,, en las
transformantes obteniendo una disminucion entre un 20-30% de esporas/caja con respecto a la cepa

parental (Figura 26). Es decir, las transformantes mostraron sensibilidad a estrés oxidativo, en esporas.
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Esporas sin estrés

Esporas con estrés

@00
N - \ b @

Figura 26. Sensibilidad a estrés oxidante en esporas; medio PDA: esporas sin estrés y medio PDA+ H,0,. esporas con estrés

7.7.2 Estrés osmotico

A) Micelio
Se analizd la sensibilidad de las transformantes obtenidas a estrés osmotico causando por el NaCl, a

continuacién, se muestra una ligera sensibilidad de las transformantes (Figura 27).

PDA + NaCl 4200mm
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Figura 27. Sensibilidad a estrés osmético a: PDA b: PDA + NaCl 400mM. concentracion de 1x107, 1x106, 1x10°, 1x10* esporas/mL

P: Parental C: transformante con el vector sin el inserto. T1-10: transformantes obtenidas
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B) Esporas

En el andlisis de la sensibilidad de las esporas, a continuacién, se muestra el efecto del NaCl, en las
transformantes, obteniendo una disminucién entre un 10-15% de esporas/caja con respecto a la cepa

parental (Figura 28). Es decir, las transformantes mostraron sensibilidad a estrés osmotico en esporas.

Esporas sin estrés

Figura 28. Sensibilidad a estrés osmotico en esporas; medio PDA: esporas sin estrés y medio PDA+ NaCl: esporas con estrés

7.7.3 Estrés de pared

Se analizd la sensibilidad de las transformantes obtenidas a estrés de pared causando por el rojo Congo,
a continuacion, se muestra las transformantes, se observa que son sensibles a este tipo de estrés. (Figura

29).
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PDA + Rojo Congo 200 ug/mL

Figura 29. Sensibilidad a estrés de pared a: PDA b: PDA + Rojo Congo 200 pg/mL concentracion de 1x107, 1x106, 1x10%, 1x104
esporas/mL P: Parectal C: transformante con el vector sin el inserto. T1-10: transformantes obtenidas

Perfil de sensibilidad de estrés en micelio
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Figura 30. Resumen grafico de la sensibilidad de micelio a distintos tipos de estrés. A cada cepa se le asignd un valor en una
escala de 0 a 4, donde: 4 indica el mayor crecimiento micelial (menor sensibilidad al estrés), 0 indica ausencia de crecimiento
(alta sensibilidad al estrés). La cepa Parental (P) y control (C) mostraron los valores maximos de crecimiento, las transformantes
(T1 a T10) mostraron distintos niveles de tolerancia. Los valores reflejan una estimacion semicuantitativa.

En la Figura 30 se observa que las transformantes que muestran una mayor sensibilidad a los distintos

tipos de estrés (micelio) son T1, T2, T4, T6, T9, T10.
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7.8 Evaluacion de otras caracteristicas fenotipicas importantes

para el medio sélido

Se analizaron otros posibles efectos del silenciamiento del gen mpkB en funcién del micelio relacionadas

al crecimiento en medio sélido: crecimiento radial, esporulacién, formacién de biofilm e hidrofobicidad.

7.8.1 Crecimiento radial

Se midi6 el crecimiento radial en medio PDA. No se observaron diferencias significativas en la velocidad
crecimiento radial entre las transformantes analizadas, la cepa parental y control (vector sin inserto)

(Figura 31).

Crecimiento radial medio PDA

tk

Crecimiento radial { mm)

T9
T0

Tiempo (h)

tte %

Figura 31. Crecimiento radial en medio PDA P: cepa parental C: cepa con el vector sin inserto T1-10 transformantes con el vector
de silenciamiento

Sin significativas con respecto a la cepa parental

Como se observa en la figura 31 no hay diferencias significativas en la velocidad de crecimiento de las

cepas analizadas en medio PDA.
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7.8.2 Esporulacion

Se midid la esporulacién a las 48 y 96 horas, observandose una disminucién de concentracion de esporas

en las transformantes (Figuras 32 y 33).
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Figura 32. Medio Power P: cepa parental C: cepa con el vector sin inserto T1-10 Transformantes con el vector de silenciamiento
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Figura 33. Esporulacion A: 48 horas B: 96 horas: P cepa parental C: cepa con el vector sin inserto T1-10 Transformantes con el
vector de silenciamiento

*Diferencias significativas con respecto a la cepa parental. One way ANOVA asumiendo distribucién normal e igualdad de varianza en una prueba
POST-HOC de Tukey con p<0.05
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7.8.3 Formacion de Biofilm

Se midid la formacidn de biofilm en medio minimo liquido Czapek por tincion de cristal violeta, se observé
que, a las 24 horas, en las transformantes hay una menor formacién de biofilm en comparaciéon con la
cepa parental y control. Sin embargo, a las 48 horas, se observa que llegan (tardiamente) a formar el

biofilm comparando la cepa parental y control (Figuras 34 y 35).

Formacion de biofilm 24h
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Figura 34. Porcentaje de formacion de biofilm a las 24 horas P: cepa parental C: cepa con el vector sin inserto T1-10
Transformantes con el vector de silenciamiento

Las transformantes que muestran una menor formacion de biofilm a las 24 horas son: T1, T3, T4, T5, T6,

T8, T10.
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Formacion de biofilm 48h
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Figura 35. Porcentaje de formacién de biofilm a las 48 horas P: cepa parental C: cepa con el vector sin inserto T1-10
Transformantes con el vector de silenciamiento

7.8.4 Hidrofobicidad
Se midié la hidrofobicidad en las transformantes y se observé que no pierden su hidrofobicidad es decir
la gota no se absorbié ni perdié su forma, lo cual nos indica que las transformantes mantienen su

hidrofobicidad (Figura 36).

Figura 36. Hidrofobicidad P: cepa parental C: cepa con el vector sin inserto T1-10 transformantes con el vector de silenciamiento
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7.9 Produccion de lovastatina

Para conocer el efecto del silenciamiento de mpkB en el metabolismo secundario, se analizé la produccién
de lovastatina (a las 96 horas), en la cual, se observé una disminucidn en medio liquido y sélido (Figura
38). Ademas, en FL se encontraron diferencias morfolégicas como disminucidn en el tamafio de pellet y

cambio de coloracién (Figura 37).
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Figura 37. Tamaio de pellet; A: pellet en cuadro de 1mm de hoja milimétrica. Matraces de fermentaciéon en medio liquido, P:
cepa parental C: cepa con el vector sin inserto T1-10 transformantes con el vector de silenciamiento
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Figura 38. Produccién de lovastatina a las 96 horas A: medio liquido B: Medio sélido P: cepa parental C: cepa con el vector sin
inserto T1-10 transformantes con el vector de silenciamiento
*Diferencias significativas con respecto a la cepa parental. One way ANOVA asumiendo distribucion normal e igualdad de varianza en una
prueba POST-HOC de Tukey con p<0.05
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7.10 Comprobacion del silenciamiento por RT-gPCR

Considerando la sensibilidad de las transformantes, esporulacién y formacidn de biofilm se seleccionaron
4 transformantes que mostraron los cambios esperados en el fenotipo debido al silenciamiento de mpkB,

a las cuales se midié la expresidn relativa del gen mpkB (72 h) para comprobar el silenciamiento (Figura

39).
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Figura 39. RT-gPCR P: Cepa parental T1, T2, T6, T8: transformantes con el vector de silenciamiento A: Fermentacion liquida B:
Fermentacion sdlida a las 72h en A. terreus

*Diferencias significativas con respecto a la cepa parental. One way ANOVA asumiendo distribucion normal e igualdad de varianza en una
prueba POST-HOC de Tukey con p<0.05

Se observa que las transformantes seleccionadas tienen un alto grado de silenciamiento del gen en ambos

medios.

7.11 Cinética de produccién de lovastatina de las transformantes

seleccionadas.

Tanto en FL como en FS a las 20,24,48 y 72 horas no se observan cambios significativos en la produccion
de lovastatina, en cambio, a las 96 horas cuando se observan cambios significativos (P<0.05) entre la cepa
parental y las transformantes donde se observa una disminucién de lovastatina en ambos sistemas de

fermentacidn en comparacion con la cepa parental y el control (Figura 40).
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Figura 40. Cinética de produccion de lovastatina de las SimpkB elegidas P: Cepa parental T1, T2, T8: transformantes con el
vector de silenciamiento A: Fermentacion liquida B: Fermentacion sdlida en A. terreus

7.12 Especies reactivas de oxigeno (EROs)

Con el objetivo de analizar la relacién de mpkB con la acumulacién de EROS caracteristica del metabolismo
secundario, se cuantificaron las EROS a las 48 horas, utilizando una sonda fluorogénica no fluorescente
(H2DCF-DA), la cual es oxidada por las EROs, y de esta manera, detectada a los 485 nm de excitacién y 530

nm de emision.
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Figura 41. EROs a las 48 horas P: Cepa parental C: Control (vector sin inserto) T1, T2, T8: transformantes con el vector de
silenciamiento A: Fermentacion liquida B: Fermentacion sélida en A. terreus

Se observa en la Figura 41, que en FL las EROs aumentan, mientras que, en caso contrario en FS,

disminuyen en comparacién con la cepa parental y el control.
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8. Discusion

8.1 Analisis bioinformatico

Como se observa en los BLAST en la Tabla 12 y 13, el gen mpkB esta conservado en varios organismos, lo
gue sugieren una funcién esencial a lo largo de la evolucién, esto destaca la importancia de investigar su
homologia. Por otro lado, en cuanto a su localizacién subcelular, en la Tabla 14 sugiere que se encuentra
tanto en el nucleo (fosforilado) como el citoplasma (desfosforilado) esto debido a que MpkB es una MAPK
gue pertenece a las vias de transduccién de sefiales, la fosforilacién juega un papel clave en la activacidn

e inactivacion de ciertas proteinas que en conjunto generan una respuesta celular.

Para que una célula pueda desencadenar una respuesta celular, implica la activacién de varias moléculas
de sefializacién de membrana seguida de una estimulacién secuencial de diversas proteinas cinasas
citoplasmaticas, conocidas colectivamente como cascada de sefializacién de proteinas cinasas activadas
por mitégenos (MAPK). Hasta seis niveles en esta cascada participan en la amplificacidn y especificidad de
las sefiales transmitidas que al final activan varias moléculas reguladoras en el citoplasma y en el nucleo
para iniciar procesos celulares como la proliferacién, la diferenciacion y el desarrollo (Seger & Krebs,

1995).

En el interactoma in silico (Figura 13), se indica que MpkB puede interactuar con varias proteinas, de
acuerdo con las predicciones computacionales de secuencia en bases de datos e investigaciones
registradas. Algunas de las proteinas que arroja no se han caracterizado aun, aparecen proteinas como
SteC, MkkB, SteA (Stell, Ste7 y Stel2 en levadura). Lo cual sugiere que la secuencia de mpkB esta
relacionada con la cascada de sefializacién de la via de crecimiento filamentoso que incluye a SteC
(MAPKKK) fosforila a MkkB (MAPKK) posteriormente MkkB, MpkB (MAPK) para que, finalmente se

fosforile el factor de transcripcion SteA.

Originalmente, se descubrié que la proteina Stel2 en Saccharomyces cerevisiae, era un objetivo de la
cascada de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK) Fus3 que regula el apareamiento (Errede &
Ammerer, 1989). Ste12 también se identificé como un importante regulador del crecimiento invasivo de

levaduras y el desarrollo de pseudohifas, como objetivo de la cascada Kss1 MAPK.

Sin embargo, en Hongos filamentosos, existen pocos estudios sobre la relacién de SteA en la cascada de
sefializacion celular. En el caso del organismo modelo A. nidulans Se han identificado homadlogos de los

componentes centrales del médulo Fus3 como SteC (Stel1), MkkB (Ste7), MpkB (Fus3), SteD (Ste50) y
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SteA (Stel2). Se ha demostrado que estas proteinas desempefian funciones en la regulacion del desarrollo
asexual y sexual, asi como su relacién con la expresidn de los genes del complejo velvet y los genes de la

produccién de esterigmatocistina y otros metabolitos secundarios. (Frawley et al., 2018).

Adicionalmente, en el interactoma también se encuentra la proteina PsbA (Pbs2 en Saccharomyces) que

es una MAPKKK que fosforila a HogA una MAPK de la via de defensa a estrés osmético.

Por otro lado, SepA se requiere para el mantenimiento de la polaridad celular durante el crecimiento de

las hifas y la morfogénesis asexual (Harris, 1997).

También nos sugiere que MpkB interacciona con SfaD que se ha encontrado es la subunidad B de una
proteina G heterotrimérica que pueden activas distintas vias de sefalizacién como la osmotoletacia,

crecimiento filamentoso e integridad de pared.

8.2 Perfil de expresién

Como se observo en las figuras 16 y 17, el gen mpkB se expresa tanto en medio solido como el liquido. En
el caso de la FL con mayor intensidad en la fase de crecimiento o trofofase y con menor intensidad en la
idiofase o fase de produccidn. En el caso contrario en FS se expresa con menor intensidad en la trofofase
y con mayor intensidad en la idiofase, se debe considerar que MpkB para que esté en su estado activo y
transducir la sefiar, necesita estar fosforilado. Esto podria indicar que en FS mpkB participa
principalmente en la produccidon de metabolitos secundarios, mientras que en FL tiene un papel en el

crecimiento y desarrollo principalmente.

8.3 Sensibilidad de estrés oxidante, osmatico y de pared de las

SimpkB
Se ha observado que en organismos patdgenos la eliminacidn de ortélogos de mpkB da como resultado
hipersensibilidad a agentes que dafian la pared celular, como el rojo Congo (CR) o el blanco de calcofltor
(CFW), asi como a compuestos de defensa de las plantas, como quitinasas, glucanasas, péptidos
antimicrobianos o fitoalexinas (Hou et al., 2002; Joubert et al., 2011; Mehrabi et al., 2006; Mey et al.,
2002a; Ramamoorthy et al., 2007; Valiante et al., 2015; Xuet al., 1998).

Los resultados obtenidos de las SimpkB de la prueba de sensibilidad a estrés (micelio) indicaron que las
transformantes fueron hipersensibles a estrés oxidante, sensibles a estrés de pared y ligeramente

sensibles a estrés osmatico.
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En cuanto al estrés en esporas con H,0; se observé una disminucion del 20-30% y en el caso del estrés
osmotico con NaCl del 10-15%. Esto puede indicar sefiales compartida, llamadas cominmente como
“entrecruzamiento” o “Crosstalk” con otras vias principalmente con la via de defensa a estrés de pared
(MpkA) y alta osmolaridad (HogA). Aunque cada via MAPK tiene funciones celulares distintas, cada vez
hay mas evidencia que sugiere que la comunicacion cruzada entre diferentes MAPK es esencial para la
generacion de una respuesta orquestada de manera 6ptima (Fey et al., 2012; Frei dit Frey et al., 2014;

Igbaria et al., 2008; Niba et al., 2013; Saito, 2010).

Por otro lado, se han establecido que Fmk1, la MAPK de F. oxysporum ortéloga a Fus3/Kssl de S.
cerevisiae, asi como su factor de transcripcidn Stel2, son esenciales para el crecimiento invasivo de hifas
y la infeccién de las plantas, funciones que nos recuerdan a las que se desarrolla en un micelio en medio

sélido. (Di Pietro et al., 2001; Rispail y DiPietro, 2009).

8.4 Crecimiento y esporulacién

En el caso del crecimiento radial no se observa diferencias significativas, sin embargo, se debe considerar
gue se llevé unicamente en medio PDA, posiblemente se requiera otros medios para descartar que no se
tiene relacién con el crecimiento radial, por otro lado, también puede influir la cantidad de esporas

utilizadas para la inoculacién y la duracién de la incubacidn.

Jun et al. (2020) sugieren que la sefializacion de MpkB MAP cinasa que regula la conidiacion de A. flavus a

través de la represion de la expresién de briA.

En el caso de las SimpkB se encontré una disminucion entre el 40-60% en la esporulacidn, esto es
observable desde su fenotipo, lo cual nos indicaria que mpkB en A. terreus podria estar actuando como
regulador positivo de la esporulacién y, por lo tanto, estar estrechamente relacionado con el factor de

transcripcién briA.

8.5 Formacion de biofilm e hirofobicidad

Muchos tipos de células producen biofilm una matriz extracelular que proporciona integridad estructural

y proteccion.

En un estudio elaborado por Manfiolli et al. (2019) se realiz6 la delecién del gen mpkBy mpkA de manera
individual y posteriormente ambos genes en Aspergillus fumigatus con el objetivo de encontrar su funciéon
en la produccion de DHN-melanina un tipo de metabolito secundario, se observé que la eliminaciéon de

mpkB aumento la sensibilidad al inhibidor de glucano caspofungina inhibidor de glucano, lo que sugiere
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un papel en la biosintesis de la pared celular. Ademas, se observé un incremento de pigmentos oscuros
durante el crecimiento de medio liquido que estaba relacionado con la produccién de DHN-melanina. Las
melaninas son una clase de pigmentos marrén oscuros a menudo asociados con la pared celular. Su papel
principal es proteger a los organismos de los estresantes exdgenos, contribuyendo asi a la primera linea
de defensa contra los peligros externos. Sugieren que MpkA regula positivamente la biosintesis de DHN-

melanina mientras que MpkB afecta negativamente su produccién (Manfiolli et al., 2019).

En el caso de SimpkB se observé que hay una disminucién de la formaciéon de biofilm en las 10
transformantes a las 24 horas, con respecto a la cepa parental. Sin embargo, a las 48 horas no hay
diferencia con la cepa parental lo cual nos indicaria que, hay una disminuciéon en la velocidad de
produccién de biofilm, con estos resultados se considera que posiblemente mpkB tiene un
entrecruzamiento de sefial con la via de integridad de pared (MpkA) en A. terreus, la cual juega un papel

importante en la defensa a estrés ya que sirve como proteccién y soporte.

En el caso de la hidrofobicidad no se observé que las transformantes perdieran su capacidad de repeler el
agua esto se observa porque al colocar la gota de azul de bromofenol no se absorbe ni se deforma,
pasando el tiempo del analisis en algunas transformantes se observa una ligera deformacién, pero en
general las colonias repelen la gota. Los hongos el género Aspergilli la hidrofobicidad es una caracteristica

de vital importancia para su supervivencia y propagacion.

8.6 Produccion de lovastatina

Con los resultados obtenidos se determind que mpkB participa en la regulacién de la biosintesis de
lovastatina en A.terreus debido a que las cepas silenciadas presentan una disminucién de lovastatina tanto

en FL como en FS.

Se observo que la cepa con el vector sin el inserto, denominada como cepa control (C), se comportaba
como la cepa parental. Esto indica que el vector no le confiere caracteristicas especiales y, por lo tanto,
los efectos mostrados en las transformantes se deben al silenciamiento del gen mpkB por ARN de

interferencia.

A las 20, 24, 48 y 72 horas no hay diferencia significativa en la produccidon de lovastatina entre las
transformantes elegidas con respecto a la cepa parental y el control (vector vacio) es hasta las 96 horas

donde se observa una disminucién en la produccién de lovastatina.
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Al estar relacionado con la produccién de lovastatina se considera que la MAP cinasa mpkB es un regulador

positivo el metabolismo secundario en A. terreus tanto en medio liquido como el sélido.

8.7 Comprobacion del silenciamiento

Las transformantes de SimpkB que fueron mds sensibles a los distintos tipos de estrés fueron T1, T2, T4,

T6, T9, T10.

En las transformantes T1, T6, T8 de SimpkB se observa una notable disminucién en la esporulacién.
Ademads de una Menor formacion de biofilm en T1, T3, T4, T5, T6, T8, T10. A partir de estos resultados
para fines practicos se eligieron las transformantes T1, T2, T6, T8 para comprobar el silenciamiento por
RT-gPCR. Las transformantes elegidas se comprobd el silenciamiento, en FL la T8 se observa un mayor
silenciamiento y T6 un menor silenciamiento en el caso de FS el grado silenciamiento entre las

transformantes es similar.

El grado de silenciamiento es variable entre las transformantes debido a que el vector de silenciamiento
no es especifico al integrarse al genoma, puede integrarse en lugares distintos donde afecta en la
expresion del gen de distinta manera y en diferente grado, no obstante, con los resultados obtenido se
puede asegurar que los cambios de las transformantes con respecto a la cepa parental se deben a la

disminucién de la expresion de mpkB.

8.8 Especies reactivas de oxigeno

Las vias Fmk1 y Mpk1 regulan la produccién de ROS al controlar la expresion de los genes de la NADPH
oxidasa (Nox) en el hongo filamentoso Fusarium Oxysporum (Dirschnabel et al., 2014; Lalucque et al.,

2012; Segmuller et al., 2008).

Como se observa en la Figura 40. La cepa parental y el control (vector vacio) tienen un mismo
comportamiento, pero en FL y FS existe un comportamiento contrario en las transformantes
seleccionadas y comprobadas. Las especies reactivas de oxigeno aumentan en la fermentacién liquida lo
cual nos podria indicar que puede existir una relacién en la produccién de lovastatina y las EROs. En FS
hay una disminucién de las EROs que podria estar relacionado con la baja produccidn de lovastatina, en
futuros experimentos se tendria que normalizar las EROs durante la fermentacion para poder analizar de
manera mas completa la participacion de mpkB con la produccién de MS ya que las EROs se ha
demostrado que tienen un papel como segundos mensajeros en la transduccidn de sefiales y que las cepas

de A.terreus resistentes a este estrés son superproductoras, esto nos podria sugerir que el efecto de la
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disminucién de lovastatina ambos medios se debe al silenciamiento de mpkB pero que existe una relacion

con la regulacién de las EROs.

Por otro lado, en FL el aumento podria estar relacionado a la ausencia de mpkB y su papel en la defensa

a estrés oxidativo a través de un entrecruzamiento de sefiales.

En el caso de FS hay una disminucién de las EROs, el hongo podria activar vias alternas para regular la
presencia de estas, un comportamiento caracteristico de la fisiologia en medio sélido, influyendo también
una disminucién en la produccidn, incluso debido a que en FS mpkB esta relacionado con la esporulacion,

por lo tanto, en la diferenciacién celular, podria implicar que exista una menor produccion de EROs.
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9. Conclusiones

Se consigui6 realizar la identificacidon y amplificacion mediante PCR del fragmento codificante del gen
mpkB en Aspergillus terreus, con un 92 % de identidad, lo que confirma su conservacion funcional.
Después, se construyd exitosamente el vector de silenciamiento pGpdPki-ARNi-mpkB, el cual fue utilizado
para obtener transformantes estables. Posteriormente, se verifico el silenciamiento efectivo del gen mpkB
en las cepas transformadas, lo que valida la funcionalidad del sistema de ARNi empleado y establece una

base sélida para estudios posteriores sobre el papel de esta cinasa MAPK en A. terreus.
Finalmente se logrd caracterizar el fenotipo de las SimpkB obtenidas que mostraron:

e Sensibilidad a estrés oxidante (alto), de pared (medio) y osmdtico (bajo) en micelio,
ademas de sensibilidad a estrés oxidante y osmético en esporas, lo que indicaria un
posible entrecruzamiento de sefiales con las vias de defensa a estrés oxidante (HogA) y
de pared (MpkA).

e Presentaron una disminucién en la esporulacién, lo que indica una relacién del este factor
con el metabolismo secundario y la biosintesis de esporas.

e Presentaron una disminucién en la formaciéon de biofilm que, indicaria un posible
entrecruzamiento con la via de MpkA.

e Disminucién en la produccién de lovastatina lo que indica que mpkB es un regulador

positivo en la produccion de lovastatina tanto en FLy FS.

El presente trabajo arroja evidencia suficiente para afirmar que mpkB participa en la cascada de
sefializacion del metabolismo secundario en respuesta al estrés oxidante, osmético y de pared, asi como
su participacion en la esporulacidn y la biosintesis de lovastatina en medio liquido y sélido, la informacion
obtenida, ademds de ser un aporte cientifico, servird para poder disefiar en un futuro, mejores y
novedosos sistemas de produccidn tanto en FS y FL esperando contribuir con las nuevas problematicas

medio ambientales que se enfrenta la sociedad actual y las futuras generaciones.
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10. Perspectivas

Para seguir el estudio de mpkB se propone realizar un Western blot y un pull-down, el primero para
analizar su fosforilacion ya que juega un papel importante en la activacién e interaccién con otras
proteinas. La técnica de pull-down serviria para obtener las proteinas con las que mpkB interactua de
manera experimental, de esta manera se tendria un panorama mas claro de su participacion en las vias
de defensa a estrés y la fisiologia del medio sdlido.

Por otro lado, con la cepa silenciada, seria interesante estudiar el rol de otras MAP cinasa como HogA'y
MpkA, asi como otros fatores de transcripcion como BrlA, SteA, HotA. Ademas, la proteina de membrana
MsbA, implicada en la transducciéon de sefial a respuesta estrés, podria tener relacién directa o indirecta
con MpkB. Analizar estas interacciones permitiria descubrir el nexo en la transduccion de sefiales y la
produccién de metabolitos secundarios en A. terreus. Estos conocimientos podrian aplicarse para conocer
y mejorar el proceso de produccién industrial de metabolitos secundarios, por mejoramiento genético,
como la expresion y fosforilacidon constitutiva de MpkB ya que es un regulador positivo el metabolismo
secundario. Esto también podria ser aplicado a multiples microorganismos de interés industrial ya que
estas vias estan presentes e intervendrian en el metabolismo secundario. En cuanto al silenciamiento
genes por ARNi, ha sido una herramienta muy valiosa en el estudio molecular de distintos organismos, no
obstante, actualmente con ayuda de los avances tecnolégicos y el uso bioinformatico se pueden disefar
nuevas técnicas y estrategias para el estudio de las vias de transduccién de sefiales, por ejemplo, el uso
de la herramienta CRISPR-Cas9 para modificar ADN de una manera precisa y especifica para descubrir los

genes y mecanismo que regulan la produccién de metabolitos secundarios.
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Anexo |. Analisis bioinformatico mpkB

>XP 001212494.1 mitogen-activated protein kinase

NIH2624]
MVQOLPPQGGSRKISENVSDQYEIQDVIGEGAYGVVCSATHKPSGOKVAIKKITPEFDHSMEFCLRTLREMK
LLRYFNHENIISILDIQRPRNYESFNEVYLIQELMETDMHRVIRTQDLSDDHCQYFIYQTLRALKAMHSA
NVLHRDLKPSNLLLNANCDLKVCDEFGLARSAASTDDNSGFMTEYVATRWYRAPEIMLTFKEYTKAIDVIWS
VGCILAEMLSGKPLFPGKDYHHQLTLILDVLGTPTMEDYYGIKSRRAREYIRSLPFKKKIPFKALFPKSN
ELALDLLERLLAFNPAKRITVEEALRHPYLEPYHDPDDEPTAPPIPEGFFDFDKNKDALSKEQLKILIYE

EIMR

e SMART

Dominio S-TKc

ANEXOS

Este es un dominio SMART S-TKc (anotacion completa).

[Aspergillus terreus

Posicion: 22a310
Valor E: 3.40448815256868e-99 (HMMER2ZHMMERZ2)
e Prediccidon de localizacién subcelular por Deeploc 2.0
XP_001212494.1
Predicted Signals: Nuclear localization signal, Nuclear export signal
1.00
0.75
0.50
0.25
SSRRTSFIVS] y . . [STLITORPR .
10 20 50 60 70 80 90 100
1.00
0.75
€ 050
k=]
£ 0.254
2,
£ 0007 RVIR . ANV HRDLKPS : 3 ARCAA . ATRV/RAP .
E 100 110 120 140 150 160 170 180 190 200
2 100
20754
5 0501
w
0.25
000 ALTVVE AFIL . [GIKSRRARCY (R [ . RILAFTPARRIT
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0.25
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Sequence position
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e Prediccidn de sitios de unién a importinas Score 4
Un score de 8, 9 0 10 habla de localizacidn exclusivamente en el nucleo, un escore de 7 u
8 es localizacién parcial en el ndcleo, mientras que un score de 3 a 6 se refiere a
localizacién tanto en el ndcleo como en el citoplasma, y aquellos con un scorede 1 0 2 es

localizacién exclusiva en el citoplasma.

cNLS Mapper Result

Predicted NLSs in query sequence

MVQQLPPQGGSRKISFNVSDQYEIQDVIGEGAYGVVCSAIHKPSGQKVAL 5@
KKITPFDHSMFCLRTLREMKLLRYFNHENIISILDIQRPRNYESFNEVYL 108
IQELMETDMHRVIRTQDLSDDHCQYFIYQTLRALKAMHSANVLHRDLKPS 150
NLLLNANCDLKVCDFGLARSAASTDDNSGFMTEYVATRWYRAPEIMLTFK 200
EYTKAIDVWSVGCILAEMLSGKPLFPGKDYHHQLTLILDVLGTPTMEDYY 258
GIKSRRAREYIRSLPFKKKIPFKALFPKSNELALDLLERLLAFNPAKRIT 30@
VEEALRHPYLEPYHDPDDEPTAPPIPEGFFDFDKNKDALSKEQLKILIYE 358
EIMR 354

Predicted monopartite NLS

Pos. | Sequence | Score

Predicted bipartite NLS

Pos. Sequence Score

269 | KIPFKALFPKSNELALDLLERLLAFNPAKRIT | 4.2
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e STRING

Dominios proteinas que interaccionan con mpkB obtenido de STRING

Cédigo

Dominios

ATEG_03316
Mitogen-activated
protein kinase. 354
aa

) 100 200 300

Dominio Serina/treonina fosfotransferasa

ATEG_08950
Protein kinase
domain-containing
protein. 516 aa

° 100 200 300 400 500

Dominio Serina/treonina fosfotransferasa

ATEG_09411
Factor de
transcripcidén SteA.
690 a. a

|
“anzo Az
TZHzo Az

o 100 200 200 400 500 800

Factor de transcripcién

ATEG_06903
Uncharacterized
protein. 703 a

DSPc

100 200 200 400 500 800 700

DSPc desfosforilaciéon de proteinas

ATEG_03736
Uncharacterized
protein. 1013 a. a

/2
“RING = { Ig
1
L

o 100 200 200 400 500 ‘800 700 200

RING Los dominios de dedos de zinc (Znf) son motivos proteicos relativamente
pequefos que contienen multiples protuberancias en forma de dedos que hacen
contactos en tdndem con su molécula objetivo.

PH Los dominios de homologia de Pleckstrin (PH) son pequefios dominios
modulares que se encuentran en una gran variedad de proteinas. Los dominios
pueden unirse al fosfatidilinositol dentro de membranas biolégicas y proteinas
como las subunidades beta/gamma de las proteinas G heterotriméricasy la
proteina cinasa C. A través de estas interacciones, los dominios PH desempefan
un papel en el reclutamiento de proteinas a diferentes membranas, dirigiéndolas
asi a los compartimentos celulares apropiados o permitiéndoles interactuar con
otros componentes de las vias de transduccién de sefiales.
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VWA En las proteinas eucariotas extracelulares median la adhesion a través de
sitios de adhesion dependientes de iones metalicos (MIDAS).

ATEG_02763
Uncharacterized
protein. 722 a. a

-ﬁﬁ@ PTPc
—
Rhodanese una sulforrtransferasa implicada en la desintoxicacion del cianuro
PTPc desfosforilacion de proteinas

400 500 600 700

ATEG_05187

Dual specificity
mitogen-activated
protein kinase
kinase dSOR1. 625
aa

[t} 100 200 300 400 500 8

Serina/treonina fosfotransferasa

ATEG_05683
Cytokinesis protein
sepA. 1795 a.a

= -t -E@( Drf_FH3 77::] a — 7 FH2
Drf_GBD organizacion del citoesqueleto de actina

Drf_FH3 organizacién de componentes celulares

FH2 Desempena un papel crucial en la reorganizacién del citoesqueleto de
actina, que media varias funciones de la corteza celular, incluida la motilidad, la
adhesiony la citocinesis.

ATEG_09389
Uncharacterized
protein. 891 a.a

Ras ™,

< Qboo2 /

0 100 200 300 400 500 600 700
SAM Mddulo de interaccion proteico putativo presente en una amplia variedad de
proteinas

RAS es una proteina cinasa especifica de Ser/Thr que actlia como mediadora de
sefiales para la diferenciacién sexual en S. pombe iniciando un médulo MAPK,
que es un elemento altamente conservado en eucariotas.

Serina/treonina fosfotransferasa

ATEG_01619
MADS-box domain-
containing protein.
601 aa

Actividad de dimerizacion de proteinas

ATEG_02052
Guanine nucleotide-
binding protein beta
subunit.

s i e [ o

0 100 200 300

Las repeticiones WD-40 UNION DE PROTEINAS
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Anexo Il. Disefio de primers

El disefio de los primers se hizo sobre el exdn de mayor longitud

>XM 001212494.1 Aspergillus terreus NIH2624 mitogen-activated protein kinase

(ATEG_03316) partial mARN
ATGGTGCAACAGCTACCTCCTCAGGGGGGCTCGCGCAAGATCTCCTTCAACGTCTCCGACCAATATGAAA
TCCAGGATGTCATCGGCGAGGGCGCCTACGGGGTTGTCTGCTCTGCCATCCACAAACCGTCCGGCCAGAA
GGTCGCCATCAAGAAGATCACTCCCTTCGACCACTCCATGTTCTGCCTGCGAACGCTGCGGGAGATGAAG
CTGCTCCGATACTTCAACCACGAGAACATTATTTCCATCCTAGATATCCAGCGGCCCCGCAACTACGAGA
GCTTCAACGAAGTGTATCTGATTCAGGAATTGATGGAAACCGACATGCATCGCGTGATTCGTACCCAAGA
CCTGTCCGACGACCACTGCCAATACTTCATCTACCAGACTCTGCGGGCGCTGAAAGCCATGCATTCCGCC
AACGTTCTTCACCGTGATCTCAAGCCATCCAACCTTCTTCTCAACGCCAACTGCGACCTGAAAGTCTGCG
ACTTTGGTCTCGCCCGCTCGGCCGCGTCGACCGACGACAACTCGGGCTTCATGACGGAATACGTGGCGAC
TCGGTGGTACCGTGCCCCGGAGATCATGCTGACCTTCAAGGAATACACCAAAGCCATCGACGTGTGGAGC
GTGGGCTGCATTCTGGCCGAGATGCTGAGCGGAAAGCCCTTATTTCCTGGGAAAGACTACCACCATCAAT
TGACCCTGATTCTGGACGTTCTGGGCACCCCGACCATGGAGGACTACTACGGCATCAAGTCCCGLCCGLGL
GCGCGAATACATCCGGTCCCTCCCGTTCAAGAAGAAGATCCCGTTCAAGGCGCTGTTCCCGAAGAGCAAC
GAGCTGGCATTGGATCTCCTGGAGAGACTGCTGGCGTTCAACCCAGCTAAGCGCATCACCGTCGAGGAGG
CGCTGCGCCATCCGTACCTGGAGCCGTACCACGACCCGGACGATGAGCCCACGGCGLCCGLCCGATCCCGGA
GGGCTTCTTCGACTTTGACAAGAACAAGGATGCGCTCAGCAAGGAGCAGTTGAAGATCCTGATCTACGAG
GAGATCATGCGGTAA

Se disefiaron sobre el exdn mas amplio y se agregaron los sitios de corte Ncol

GAATTGATGGAAACCGACATGCATCTACCATGGCGTGATTCGTACCCAAGACCTGTCCGACGACCACTGC
CAATACTTCATCTACCAGACTCTGCGGGCGCTGAAAGCCATGCATTCCGCCAACGTTCTTCACCGTGATC
TCAAGCCATCCAACCTTCTTCTCAACGCCAACTGCGACCTGAAAGTCTGCGACTTTGGTCTCGCCCGCTC
GGCCGCGTCGACCGACGACAACTCGGGCTTCATGACGGAATACGTGGCGACTCGGTGGTACCGTGCCCCG
GAGATCATGCTGACCTTCAAGGAATACACCAAAGCCATgGACGTGTGGAGCGTGGGCTGCATTCTGGCCG

AGATGCTGAGCGGAAAGCCCTTATTTCCTGGGAAAGACT

El
fragmento amplificado es de =298pb
Forward 5°------ 3 Reverse 5°------ 3’
Silencing Ncol [taccatgGCGTGATTCGTACCCAA CGTCcATGGCTTTGGTGTAT
CYCATGG
GGTACAC
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Anexo Ill. Secuenciacion

BLAST

- Scientific =~ Max = Total Query E Per.
Description Acc. Len Accession
v Name Score Score Cover walue  Ident -
A4 b v A4 A A4

Aspergillus terreus NIH2624 mitogen-activated protein kinase (ATEG_033... Aspergillus__. 377 377 96% 3e-100 9151% 10656 XM_001212494 1

Score Expect Identities Gaps Strand
377 bits(204) Je-100 237/259(92%) 2/259(0%) Plus/Flus

Query 180  CACTG-CAATACTTCATCTACCAGACTCTGCGGGCGCTGTAAAGCCATGCATTCCGCCAA 68

LELLE TEEEEETRETREEE R P L L e eEe e er e errern
Sbjct 364 CACTGCCAATACTTCATCTACCAGACTCTGCGGGCGCTG-AAAGCCATGCATTCCGCCAA 422

Query 69  CGTTCAGRRRAGRGATCTCAAGCCATCCAACCTTCTTCTCAACGCCAACTGCRAMRTGAA 123

|
S5bjct 423 CGTTCTTCACCGTGATCTCAAGCCATCCAACCTTCTTCTCAACGCCAACTGCGACCTGANA 482

Query 129 AGTCTGCGACTKKGGKCTCGCCCGCTCGGCCKYKTCGACCGACGACAACTCGGGCTTCAT 188
ERLECEEEEE L TR EE e FRER R e e LT

Sbjct 483 AGTCTGCGACTTTGGTCTCGCCCGCTCGGCCGCGTCRACCGACGACAACTCGGGCTTCAT 542

Query 189 GACGGAATACGTGGCGACTCGGTGGTACCGTGCCCCGGAGATCATGCTGMCCYTCAMGGA 2438

LERLECLEELTETEEEEECEELEE e LR L e e e et 11 1l 11
Sbjct 543 GACGGAATACGTGGCGACTCGGTGGTACCGTGCCCCGGAGATCATGCTGACCTTCAAGGA 602

o Ny

Sbjct 683 ATACACCAAAGCCATCGAC 621
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