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Resumen

El pH ambiental juega un papel importante en la determinacion de los niveles de
trascripcion de muchos genes fungicos cuyos productos finales deben funcionar
extracelularmente o en las fronteras celulares, y existe evidencia de que entre los genes
regulados por pH ambiental se incluyen los que codifican para antibidticos B-lactamicos.

A pesar de la importancia de Acremonium chrysogenum como el unico
microorganismo productor de cefalosporina C (CPC), la comprension acerca de los
mecanismos moleculares que regulan la biosintesis de este compuesto es todavia limitada.
Dada la relacion observada entre el pH ambiental y la produccion de CPC, tanto en cultivos
sumergidos (FL) como en cultivos en estado solido (FS), en el presente trabajo se considerd
importante estudiar desde un punto de vista molecular la expresion de distintos genes que
pudieran estar implicados en este fendmeno, bajo diferentes condiciones de pH y en los dos
sistemas de cultivo mencionados.

Se encontraron similitudes y diferencias que caracterizan la produccion de CPC por A.
chrysogenum bajo condiciones variables de pH ambiental y contenido de nutrientes en FS y
FL, evidenciadas mediante parametros tales como produccion de CPC, pH, crecimiento,
consumo de aztcares y niveles de expresion de varios genes involucrados directa o
indirectamente en la produccion de CPC. Se encontraron, asimismo, indicios de que solamente
algunos genes involucrados en la biosintesis del antibidtico pudieran estar regulados por el pH
ambiental, al aumentar su transcripcion con el pH del medio.

Finalmente, se realiz6 la transformacion de dos cepas de A. chrysogenum con
secuencias del gen pacC disefiadas para estudiar su efecto en en la expresion de genes cuya
transcripcion es regulada por el pH ambiental. Estos experimentos mostraron aumento de la
produccion de CPC, pero especialmente aumento exponencial de los antibioticos formados en
los primeros pasos de su biosintesis; lo cual sugiere la hipdtesis de que uno de, o los primeros
cinco genes pertenecientes a esta ruta de biosintesis estan regulados por el pH ambiental. Estos
resultados confirman a esta estrategia de ingenieria genética como una prometedora alternativa

para mejorar la produccion del antibidtico.
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Abstract

Environmental pH plays an important role on determining transcription levels of
several related fungal genes related which final products should function outside of the cell
environment or at the cell surface. There is also available evidence supporting the fact that
among environmental pH-regulated genes those encoding B-lactam antibiotics biosynthesis
can be included.

Although the importance of Acremonium chrysogenum as the only cephalosporin C
(CPC) producer microorganism, there is still a limited understanding about molecular
mechanisms regulating this antibiotic biosynthesis. Based on the relationship between
environmental pH and CPC production, as well as in liquid cultures (FL) as in solid state
cultures (FS), we consider important to study from the molecular point of view, the gene
expression related with this phenomena, under different pH conditions in the culture systems
mentioned.

It is reported by the first time many similarities and differences characterizing CPC
production by A. chrysogenum under variable pH and nutrient content conditions in FS and
FL. This characterization is supported by parameters like CPC production, pH, growth, and
sugar uptake and expression levels of several genes involved in a direct or indirect way to
CPC production. Available observations suggested that just some of the genes involved with
the antibiotic biosynthesis could be regulated by environmental pH (regulation mediated by
the transcription factor PACC) because of their increased transcription along the media pH.

Finally, the genetic transformation of two A. chrysogenum strains with pacC sequences
designed to study their effect on the genes whose transcription is regulated by ambient pH.
These experiments offered more data, which suggest the hypothesis that, at least one or the
five of the firsts genes belonging to the CPC biosynthesis route are regulated by ambient pH,
giving evidence to confirm this genetic engineering strategy as a promising alternative to

improve antibiotic production.
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1. Introduccion

A diferencia de lo observado en el mejoramiento genético de Penicillium chrysogenum
para la produccion de penicilina (Fierro y col., 1995, Newert y col., 1997), no hay reportes
disponibles que establezcan que el numero de copias de los genes biosintéticos se haya
incrementado en las cepas de Acremonium chrysogenum con alta produccion de cefalosporina.
Sin embargo, varias investigaciones han mostrado que los niveles de trascripcion de los genes
de biosintesis de estas cepas son mayores (Walz y Kiick, 1993; Velasco y col., 1994; Jekosch
y Kiick, 2000a; Schmitt y col., 2001), de tal forma que los cambios deben haberse producido
preferentemente a nivel de la regulacidn transcripcional de los genes estructurales (Schmitt y
col., 2004c¢).

El pH juega un papel importante en la determinacion de los niveles de transcripcion de
muchos genes fingicos cuyos productos finales deben funcionar extracelularmente (o en las
fronteras celulares), y existe evidencia de que entre los genes regulados por pH ambiental se
incluyen los que codifican para antibioticos B-lactamicos (Suéarez y Penalva, 1996).

En hongos filamentosos se ha encontrado que el factor de trascripcion PACC es
importante para la expresion génica en respuesta al pH del ambiente. Para determinar el efecto
del pH en la expresion de los genes de biosintesis de CPC en A. chrysogenum, Schmitt y col.,
(2001) analizaron los niveles de transcripcion de los genes pcbC y cefEF en diferentes cultivos
realizados en medios amortiguados entre valores de pH de 5 a 8, encontrandolos diferentes
para dos cepas de Acremonium. En la cepa silvestre 14553, el gen pchC es expresado en
niveles apreciables solamente por encima de pH 5, mientras que el transcrito del gen cefEF no
es detectable mediante hibridacion de Northern atn a pH 8. En contraste con esto, la cepa
semiproductora A3/2 expresa ambos genes a lo largo del intervalo completo de pH evaluado.
Este fendmeno sugiere una correlacion entre el mejoramiento genético de las cepas y una
posible desregulacion del factor de trascripcion PACC.

Estudios realizados en nuestro laboratorio, utilizando la cepa A. chrysogenum C10 en
fermentacion en medio sélido en soporte impregnado, indicaron que existe un intervalo de
valores de pH dentro del cual la produccion de CPC es favorecida. Ademas del pH, se ha
especulado con que en este tipo de cultivo los microorganismos reaccionan produciendo

enzimas especiales, que son mas eficientes en un medio con difusion restringida, o incluso que



la estructura de las membranas varia, de tal forma que las c€lulas se adaptan a un medio bajo
condiciones diferentes de consumo de nutrientes y secrecion de productos (Barrios Gonzélez y
Mejia, 1996). Todas estas diferencias podrian, de alguna forma, favorecer la produccién de un
metabolito exportable, como lo es la cefalosporina C.

Dada la relacion observada entre la regulacion del pH ambiental y la produccion de CPC,
tanto en cultivos sumergidos como en cultivos en estado so6lido, se considerd importante
estudiar desde un punto de vista molecular la expresion de distintos genes que pudieran estar
implicados en este fenomeno, bajo diferentes condiciones de pH y en sistemas de cultivo en
medio so6lido y liquido.

Para el estudio de los aspectos moleculares de la regulacion por pH en A. chrysogenum, se
utilizaron diferentes técnicas, desde mediciones fisioldgicas convencionales (pH, peso seco,
azucares totales, etc) hasta mediciones mas sofisticadas, como la cromatografia de gases para
la estimacion del crecimiento en cultivo en medio solido. También, se amplificaron, clonaron
y secuenciaron los segmentos de ADN apropiados para servir como sondas y evaluar la
expresion mediante Northern blot de los genes de la ruta de biosintesis de cefalosporina C.

Se realizaron cultivos de A. chrysogenum en medio sélido y liquido utilizando diferentes
concentraciones de nutrientes, lo que nos permitié determinar las caracteristicas y efectos de
las variaciones de este pardmetro en ambos sistemas. Asimismo, dichos cultivos posibilitaron
determinar la condicién para hacer una comparacion mas idonea, pudiendo establecerse con
mas certeza las similitudes, diferencias, ventajas y desventajas presentadas en cada uno de los
cultivos, y en especial aquellas relacionadas con la regulacion por pH ambiental.

Por otro lado, para conocer el efecto de una mutacion de mimetismo alcalino en la
produccion de CPC se amplificd por PCR el gen pacC, tanto en su configuracion normal como
en la forma en la que produciria una proteina constitutivamente activa (mimetismo alcalino),
para luego transformar la cepa silvestre ATCC11550 y la cepa mejorada C10 (ATCC48272) y
verificar el efecto de un mayor niumero de copias, la disrupcion del gen y/o el mimetismo
alcalino sobre el proceso de produccion de CPC por estas cepas.

Finalmente, se determinaron las condiciones para llevar a cabo un cultivo a valor de pH
acido constante, con el cual se evalud el efecto producido por la transformacion con las

construcciones mencionadas.



Este trabajo presenta resultados interesantes de los estudios fisiologicos y de expresion
génica en los dos sistemas de cultivo estudiados. Se sefialardn en ¢l las similitudes encontradas
entre la FS y la FL, pero también las diferencias, siendo lo mas relevante las diferencias en los
niveles de expresion de los genes relacionados con la transformacion de isopenicilin-CoA a
penicilin-CoA (cefD2), la exportacion de CPC (cefT) y la expresion de la acetilhidrolasa
(cahB), pasos que afectan, directa o indirectamente, a la produccion de CPC.

Finalmente, los resultados de la transformacion de A. chrysogenum con el objeto de
producir mimetismo alcalino en la cepa ofrecieron mas datos que apoyaron la hipotesis de que
solo una parte de los genes pertenecienes a la ruta de biosintesis de CPC estan regulados por el
pH ambiental y, ademas, proporciond evidencia de que esta estrategia de ingenieria genética

puede ser una valiosa alternativa para mejorar la produccion del antibidtico.



2. Antecedentes

En 1945, Acremonium chrysogenum fue aislado por primera vez del agua marina cerca
de la zona de salida de aguas residuales de Cagliari. Los estudios de Giuseppe Brotzu
demostraron que secretaba un producto que inhibia el crecimiento de una gran variedad de
bacterias gram-positivas y gram-negativas (Brotzu, 1948). Algunos afios mas tarde se
determinaria la estructura del compuesto activo: la cefalosporina C (Newton y Abraham,
1954).

A. chrysogenum es el microorganismo de eleccion para la produccion de cefalosporina
en cultivos sumergidos, a pesar de que pocas especies de hongos filamentosos han sido usadas
para la produccion industrial del antibidtico. Aproximadamente 40 afos de ciclos de mutacion
y seleccion separan las cepas industriales actuales de las cepas originales de este hongo, y
aunque las técnicas tradicionales utilizadas para su mejoramiento son aun herramientas
indispensables para este proceso, en el cual no es necesario el conocimiento de los
mecanismos moleculares de regulacion involucrados en la producciéon de CPC. Sin embargo,
la aplicacion de las técnicas de ADN recombinante para otros hongos filamentosos ha
permitido incrementos en la produccion y el disefio de nuevas rutas biosintéticas (Diez y col.,
1997). Por esta razdn, el desarrollo de mejores cepas para la produccion de CPC, con base en
los avances en el conocimiento de la biologia molecular de la biosintesis del compuesto, surge

como una posibilidad interesante.

2.1 Biosintesis de cefalosporinas

La mayoria de los pasos implicados en la biosintesis de las cefalosporinas en A.
chrysogenum han sido caracterizados bioquimicamente (Fig. 1). En primer lugar, el tripéptido
0-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (en su forma abreviada, ACV) se forma por
condensacion de los aminoacidos L-a-aminoadipico, L-cisteina y L-valina por medio de la
enzima ACV sintetasa, codificada por el gen pcbAB (Gutiérrez y col., 1991). Este tripéptido es
posteriormente ciclado para formar isopenicilina N, debido a la accion de la enzima
isopenicilina N sintasa, que es codificada por el gen pcbC (Samson y col., 1985).

A continuacion, la isopenicilina N es convertida en penicilina N mediante un sistema
de dos proteinas (Ullan y col., 2002): una de ellas codificada por el gen cefD1, que muestra
una alta similitud con las sintetasas de acidos grasos de cadena larga dependientes de CoA
(Turgay y col., 1992), y otra codificada por el gen cefD2, que muestra una alta similitud con

las acil CoA racemasas (Schmitz y col., 1994 y 1995). La transformacion final a penicilina N



requiere también una hidrolisis del tioester de CoA, reaccidon que ocurre en forma no

estereoespecifica, por medio de diferentes tioestearasas (Knihinicki y col., 1991).
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Fig. 1. Ruta de biosintesis de la cefalosporina C (CPC) en A. chrysogenum.
Detalle de los compuestos, genes participantes y productos de éstos en los cuadros (Schmitt y col., 2004c).



La penicilina N es transformada en desacetoxicefalosporina C por medio de una
enzima que convierte el anillo tiazolidinico de cinco miembros caracteristico de las penicilinas
en un anillo dihidrotiazinico de seis miembros (tipico de cefalosporinas y cefamicinas). La
desacetoxicefalosporina C (DAOC) es posteriormente hidroxilada por acciéon de la misma
enzima (DAOC sintasa/DAC hidroxilasa: producto del gen cefEF), formandose
desacetilcefalosporina C (Samson y col., 1987).

El ultimo paso de la ruta de biosintesis de cefalosporina es la acetilacion de la
desacetilcefalosporina C (DAC) a cefalosporina C (Fujisawa y col., 1973 y 1975) paso
catalizado por el producto del gen cefG, la acetil CoA DAC acetiltransferasa (Gutiérrez y col.,
1992).

2.1.1 Pasos limitantes en la biosintesis de cefalosporina C

La determinacion de los pasos limitantes en la biosintesis es la primera meta de una
aproximacion racional para mejorar los titulos de cefalosporina producidos. Esta
determinacion puede realizarse a través de la busqueda de intermediarios que se acumulen en
los caldos de fermentacion, la medicion de la actividad especifica de las enzimas y/o la
comparacion de cepas silvestres y de alta produccion, por ejemplo (Usher y col., 1992).

Utilizando los conocimientos disponibles acerca de la ruta biosintética de cefamicinas
y cefalosporinas en Streptomyces clavuligerus y Acremonium chrysogenum, respectivamente,
varios andlisis cinéticos apuntan a que la produccion del tripéptido ACV es un paso limitante
en la produccion de antibidticos B-lactamicos (Malmberg y Hu, 1991 y 1992). La ACV
sintetasa también ha sido postulada como una enzima limitante para la ruta por otros
investigadores (Zhang y Demain, 1991; Kennedy y Turner, 1996).

Estudios enzimaticos con la actividad IPN sintasa (Usher y col., 1988), asi como los
resultados de la amplificacion del gen pcbC (Skatrud y Queener, 1989), parecen indicar que la
actividad de esta enzima no es limitante para la velocidad en la biosintesis de antibidticos 3-
lactdmicos.

La introduccion de copias adicionales del conjunto de genes que contiene los genes
cefD1 y cefD2 llevo a un incremento del 80 al 100% en la produccion de CPC en A.

chrysogenum (Ullan y col., 2004), por lo que los autores sugieren que el proceso de



epimerizacion también es un paso limitante en la biosintesis de cefalosporina. Sin embargo,
seria importante considerar que a pesar del aumento logrado en la actividad epimerasa los
niveles de IPN (precursora de la reaccion) son bastante similares entre la cepa parental y dos
de las transformantes, mientras que los niveles del producto (penicilina N) también se
conservan aproximadamente iguales o ligeramente mayores cuando se comparan las cepas.
Esto coincide con estudios que indican que la acumulacidon de penicilina N sugiere mas bien
un cuello de botella en la siguiente reaccion de la ruta de biosintesis: la catalizada por la
expandasa/hidroxilasa (Herold y col., 1988; Skatrud y col., 1989; Rodriguez Saiz y col.,
2004). Los estudios cinéticos realizados por Malmberg y Hu (1992) también sugieren que la
actividad expandasa/hidroxilasa es limitante en la produccion de cefalosporina.

Mathison y colaboradores (1993) transformaron una cepa silvestre de A. chrysogenum
con copias adicionales del gen cefG y observaron una correlacion entre el nimero de copias de
este gen y los titulos de cefalosporina obtenidos. Concluyen, por eso, que al menos en la cepa
silvestre la actividad de la acetiltransferasa es también un paso limitante. Por otro lado,
también se ha descrito una conversion ineficiente de la DAC en CPC mediada por la expresion
limitada del gen cefG en A. chrysogenum C10, una cepa de mediana produccion (Gutiérrez y
col., 1997).

Por otro lado, existen genes que si bien no se encuentran directamente implicados en la
biosintesis de CPC, intervienen en procesos importantes relacionados con la produccion
eficiente de esta sustancia. Un problema importante durante la produccion de CPC es la
hidrolisis de este producto a deacetilcefalosporina C; Velasco y colaboradores (2001)
identificaron el gen cahB de A. chrysogenum, cuyo producto es una cefalosporin
acetilhidrolasa con baja afinidad por la cefalosporina C. Aun asi, los autores sugieren que una
disrupcion de dicho gen podria dar lugar a cepas que acumularan menos DAC. Ullan y
colaboradores (2002), por su parte, identificaron el gen cefT en A. chrysogenum C10 y
caracterizaron la proteina que produce como una bomba de flujo multisustancia. Tras la
disrupcion de este gen no observaron ningln efecto sobre la produccion de CPC, pero al
introducir copias adicionales observaron incrementos del 100% en la produccién de este
antibiotico. Este estudio tambien sugiere la posibilidad de que la proteina CEFT sea un sensor

de senales extracelulares que disparen la sintesis de CPC.



2.2 Regulacion de la biosintesis de cefalosporina C
Se ha comprobado que existen diversos elementos que influyen en el crecimiento de A.

chrysogenum y en la formacion de cefalosporina C: las fuentes de carbono y de nitrogeno, el
fosfato, el pH ambiental y el nivel de oxigeno (revisados por Brakhage, 1998). Velasco y
colaboradores (1994) describieron, ademas, un efecto precursor ¢ inductor de la metionina en
la biosintesis de cefalosporina.

Por los datos hasta ahora mencionados, la complejidad de la biosintesis de
cefalosporina C implica necesariamente diferentes niveles de regulacion. De hecho, se dispone
de evidencia para mecanismos reguladores que actuan tanto sobre los niveles de trascripcion
de los genes de la ruta de biosintesis como sobre la actividad de las enzimas involucradas.
Ademéds, investigaciones realizadas a nivel celular sugieren una fuerte correlacion entre la
biosintesis de cefalosporina y la morfologia y diferenciacion celular (Bartoshtevich y col.
1983).

En relacion con los mecanismos de regulacion de los niveles de trascripcion de los
genes de biosintesis, se han caracterizado hasta la fecha tres factores de trascripcion de A.
chrysogenum:

a) La proteina represora CRE]1 estd involucrada en la regulacion de al menos dos genes
de biosintesis. En presencia de suficiente glucosa se promueve el crecimiento, y la trascripcion
de los genes pchC y cefEF estd reprimida en la cepa silvestre. Sin embargo, en una cepa
semiproductora solamente el gen CefEF estd sujeto a represion por glucosa, mediada por el
factor CRE1 (Jekosh y Kiick, 2000a y 2000b).

b) El factor de trascripcion PACC es un mediador en la expresion génica en respuesta
al pH externo y se une al menos a cuatro sitios independientes en los promotores de los genes
de biosintesis de cefalosporina, dos en las secuencias promotoras de los genes pcbAB y pchC y
dos en las secuencias promotoras de los genes CefEF y cefG (Schmitt y col., 2001).

c¢) Finalmente, el factor CPCR1 reconoce dos sitios de union en la region promotora
entre los genes pcbAB y pcbC. En cepas en las que se ha inactivado el gen que lo codifica se
observa que el nivel de biosintesis de penicilina N se reduce a menos del 20%, lo cual indica

que este factor podria estar involucrado en la regulacion de los primeros genes de biosintesis,



mas que en la expresion de los ultimos (Schmitt y Kiick 2000; Schmitt y col., 2004a).
También se ha descrito la interaccion entre CPCR1 y el extremo carboxilo terminal de
AcFKHI, un nuevo factor de trascripcion en A. chrysogenum del tipo Forkhead (Cabeza de
horquilla). Usando anélisis con geles de retardo, FKH1 reconocié dos sitios consenso del
motivo cabeza de horquilla dentro del promotor pcbAB-pcbC de A. chrysogenum (Schmitt y
col., 2004b).

Se ha sugerido, ademds, que un miembro de las proteinas bHLH (Basic-helix-loop-
helix) podria mediar los efectos observados de induccion de la metionina (Velasco y col.,
1994), debido a que se detectaron varias secuencias consenso CANNTG en la region
intergénica de los genes pCbAB y pcbC. Estas secuencias son reconocidas por los miembros de
esta familia de proteinas, algunas de las cuales son conocidas como elementos reguladores
involucrados en el control transcripcional de la ruta del azufre en S. cerevisiae (Thomas y col.,
1989; Baker y Masison, 1990; Cai y Davis, 1990; Mellor y col., 1990).
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Fig. 2. Sitios de unién de los factores de trascripcion en las secuencias promotoras de los genes de biosintesis de cefalosporina
orientados divergentemente pcbAB-pchC, cefD1-cefD2, y cefEF-cefG (Schmitt y col., 2004c¢). Las barras indican los sitios de
reconocimiento para cada uno de los factores de trascripcion: CPCR1 (gris), CREI (negro), y PACC (blanco). Aquellos sitios
de unidén que han sido demostrados experimentalmente estan marcados con asteriscos. El resto de los sitios marcados se ha
sugerido en base a consensos en las secuencias de nucledtidos.



En la Fig. 2. se muestran las secuencias consenso de union de los tres factores
transcripcionales caracterizados en A. chrysogenum en cada uno de los promotores

bidireccionales de los genes de biosintesis de cefalosporina C conocidos hasta el momento.

2.3 Regulacion por pH ambiental mediada por el factor de transcripcion PACC en
hongos filamentosos: alternativa para el mejoramiento genético de la produccion de
antibioticos B-lactimicos

El pH juega un papel importante en la determinacion de los niveles de trascripcion de
muchos genes cuyos productos finales deben funcionar extracelularmente o en las fronteras
celulares, genes como por ejemplo aquellos que codifican para enzimas secretadas, permeasas
y enzimas intracelulares que participan en la sintesis de productos exportados como toxinas,
antibidticos y compuestos que tienen la capacidad de modificar el pH ambiental (Pefialva y
Arst, 2002).

Condiciones de crecimiento alcalinas y mutaciones que desencadenan mimetismo
alcalino (respuesta del microorganismo como si se encontrara en un ambiente alcalino,
independientemente del pH del medio) en el organismo modelo A. nidulans provocaron
incrementos sustanciales en la produccion de penicilina (Shah y col., 1991; Espeso y col.,
1993), determinandose que acvA (otro nombre para pcbAB), ipnA (pcbC) y acyA (penDE) (los
tres genes estructurales requeridos para la biosintesis de penicilina desde los aminodcidos
precursores) se encuentran bajo control positivo de PACC (Espeso y col., 1993; Pefialva y
col., 1998; Then Berg y Brakhage, 1998). Del mismo modo, se ha demostrado que mutaciones
en P. chrysogenum equivalentes a mutaciones de mimetismo alcalino provocan la
sobreproduccion de penicilina (Suarez y col., 2002). La posibilidad de que mutaciones en el
gen pacC puedan mejorar la produccion de antibidticos B-lactdmicos en un microorganismo
productor de importancia industrial podria ser muy importante desde el punto de vista
comercial, y arroja expectativas interesantes sobre la mejora en la produccion de cefalosporina
por A. chrysogenum. En este microorganismo, la determinacion de los niveles de trascripcion
de los genes de biosintesis de cefalosporina y los experimentos de retardo en gel indicaron que

la regulacion mediada por pH también parece jugar un papel importante (Schmitt y col., 2001).
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2.3.1 Regulacion por pH mediada por PACC en Aspergillus nidulans

El organismo eucariotico en el que se ha estudiado mas ampliamente la regulacion
génica mediada por el pH ambiental es el ascomiceto Aspergillus nidulans. A continuacion se
resumen los conocimientos acerca del modelo de regulacion por pH propuesto para este
organismo.
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Fig. 3. (A) Caracteristicas relevantes de PACC. (B) Modelo molecular para la activacion del factor de transcripcion PACC (detalles en el
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El factor transcripcional del tipo “dedo de zinc” PACC es el mediador de la regulacion
por pH en A. nidulans. El producto de la trascripcion y traducciéon de pacC es PACC™, que
contiene 674 aminoacidos (Tilburn y col., 1995; Mingot y col., 1999). Tres regiones que
interactuan mantienen a PACC’ en una forma aparentemente inerte, previniendo el
procesamiento proteolitico (Espeso y Arst, 2000) (Fig. 3). Cuando el pH ambiental es neutro a
alcalino, la sefializacion a través de los seis componentes de la ruta Pal (PalB inclusive) trae
consigo el procesamiento de PACC™® por una proteasa sefializadora, que elimina
aproximadamente 180 aminoacidos del extremo C-terminal y da lugar a PACC™, con
aproximadamente 495 aminoacidos. Dicho procesamiento permite, ademas, el acceso de la
proteasa procesante (Diez y col., 2002). En una reaccion independiente del pH, la proteasa
procesante elimina aproximadamente 245 aminodcidos mas del extremo C-terminal, para
producir la forma funcional PACC*’, de aproximadamente 250 amino4cidos.

Dentro de PACC?’ se localiza el dominio de union al ADN, que tiene tres dedos de zinc.
La secuencia consenso de uniéon en el ADN es 5’-GCCARG-3’ y se encuentra en los
promotores de los genes expresados preferencialmente a pH ambiental alcalino. PACC?’ se
une a ellos, para activar la expresion de los genes correspondientes, pero también se une a
sitios blanco en los promotores de genes expresados preferentemente a pH ambiental acido,
aunque en este caso para prevenir su expresion (Tilburn y col., 1995; Espeso y Pefialva, 1996;
Mingot y col., 1999; Espeso y Arst, 2000; Fernandez Martinez y col., 2003).

Los productos de seis genes (palA, palB, palC, palF, palH y pall) transmiten la sefial de
pH ambiental alcalino a PACC (Caddick y col., 1986; Arst y col., 1994; Denison y col., 1995;
Maccheroni y col., 1997; Denison y col., 1998; Negrete-Urtasun y col., 1997 y 1999;
Calcagno-Pizarelli y col., 2007). PalB, una proteasa de cisteina de la familia de las calpainas
(Denison y col., 1995; Futai y col., 1999; Sorimachi y Suzuki, 2001) parece ser la proteasa
sefalizadota, mientras que el proteosoma se ha propuesto como la proteasa procesante
(Hervas-Aguilar y col., 2007)

A pesar de que pacC es expresado a pH alcalino (Tilburn y col., 1995), la aparicion de
niveles de trascripcion constantes de los seis genes de transduccion de pH dificulta la

evidencia de la regulacion por pH (Denison y col., 1995 y 1998; Negrete-Urtasun y col., 1997
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y 1999; Maccheroni y col., 2000; Maki y col., 2002). En consecuencia, la respuesta al pH debe
llevarse a cabo después de la trascripcion (Pefialva y Arst, 2004).

2.3.1.1 Mutaciones en el gen pacC de Aspergillus nidulans

El gen pacC ha sido analizado a fondo, y la caracterizacion molecular de sus mutaciones
ha sido crucial para el entendimiento de su activacion mediada por proteolisis (Orejas y col.,
1995; Tilburn y col., 1995; Espeso y col., 1997 y 2000; Mingot y col., 2001; Diez y col.,
2002). La tabla 1 resume las mutaciones realizadas tanto en pacC como en los genes pal,
involucrados en la regulacion por pH ambiental y sus efectos.

Tabla 1. Descripcion de las mutaciones estudiadas en los genes involucrados en el sistema de regulacion por pH

en Aspergillus nidulans, y sus efectos (Pefialva y Arst 2004).

m::;)gigses Gi‘l}:zt(;ue Descripcion de la mutacion Fenotipo Descripcion del fenotipo
Expresion alta de los genes
Cualquier . - Mimetismo (tipo silvestre) expres,ad'os
Nula en pal Perdida de la funcion del gen acido preferentemente a pH acido,
genp expresion baja de los genes
expresados a pH alcalino
Cambios en el marco de lectura, . . .
. Crecimiento criosensible y
Nula acC truncando PACC corriente obre y conidiacion baja, atin a
(pacC) P arriba o dentro del dominio de p Y 14,
union al ADN temperaturas permisivas
Eliminacion o sustitucion de Expresion alta de los genes
aminoacidos, eliminando una o (tipo silvestre) expresados
acCe acC mas de las regiones Mimetismo | preferentemente a pH alcalino
P P interactuantes y permitiendo el alcalino en pH acido, expresion baja de
procesamiento constitutivo de los genes expresados a pH
PACC acido
Proteinas truncadas corriente Expresion alta tanto de los
arriba de la caja de union de la penes (tipo silvestre)
proteasa sefial, de tal manera S g P
o- . . Mimetismo | expresados preferentemente a
pacC pacC que el procesamiento (si ocurre) tcid lcali
se realiza independientemente neutro pH acido como a pH alcalino,
del pH y de la sefial de varia considerablemente el
transduccion fenotipo
Algunas de estas mutaciones
muestran un fenotipo
PacC"" pacC Perdida de la funcion del gen indistinguible de las
mutaciones nulas de los genes
pal

2.3.1.2 Reconocimiento de la regulacién por pH ambiental mediada por el factor de

trascripcién PACC

Los criterios para el reconocimiento de la regulaciéon por pH han sido especificados
recientemente (Arst y Pefialva, 2003a y b):
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a) En la cepa tipo silvestre, el nivel de expresion de un gen debe variar en una progresion
uniforme a medida que el pH ambiental progresivamente disminuya o aumente.

b) Tanto las mutaciones de mimetismo acido (pal’, pacC, paCC+/') como las de mimetismo
alcalino (pacC®) deben afectar a los niveles de expresion de los genes, pero en formas
opuestas. Las mutaciones de mimetismo acido deben tener un efecto similar al de un pH
ambiental 4cido en la cepa silvestre, mientras que las mutaciones de mimetismo alcalino deben
tener un efecto similar al de un pH ambiental alcalino en dicha cepa.

¢) La mayoria de las mutaciones pacC deben ser epistaticas en sus efectos sobre la expresion
de los genes con mutaciones en los genes pal sefializadores del pH. En particular, el fenotipo
de las mutaciones de fuerte mimetismo alcalino no debe ser afectado por la presencia de una
mutacion de mimetismo acido pal.

Si alguno de los criterios anteriores no se cumple, estaria indicando que no hay una
regulacion del proceso mediada por PACC. El pH ambiental puede afectar alternativamente la
eficiencia de permeasas y enzimas extracelulares cuyos sustratos (o productos) puedan estar
involucrados en la regulacion génica. Las consecuencias de un pH oOptimo marcadamente
acido o alcalino sobre una permeasa, por ejemplo, no deben ser confundidas con la regulacion

mediada por pH.

2.4 Regulacién por pH en Acremonium chrysogenum

En principio, el factor de trascripcion PACC es un regulador positivo sobre la expresion
de genes cuyos productos finales deben funcionar extracelularmente (p. ej., los genes de
biosintesis de antibidticos [-lactamicos). El conocimiento limitado de este factor de
trascripcion en A. chrysogenum (especialmente en los cultivos en medio s6lido), determina la
necesidad de estudios moleculares que expliquen la relacion entre las variaciones del pH
observadas en cultivos para la produccion de cefalosporina y su relacion con la expresion de
los genes biosintéticos. Los resultados obtenidos mostraran si en el futuro este tipo de
experimentacion puede contribuir al mejoramiento de los niveles de produccion de
cefalosporina.
2.4.1 Cultivos en medio s6lido

Existen varios estudios acerca de la produccion de cefalosporina C en medio solido
(Wang y col., 1984; Jermini y Demain, 1989; Adinarayana y col., 2003). En ¢l caso de los

estudios de Wang y Adinarayana, a pesar de presentar resultados de produccion relativamente
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altos (6,420 y 22,281 pg de CPC/g de sustrato, respectivamente) ninguno de ellos detalla las

variaciones en los parametros de la fermentacion. En el caso del estudio de Jermini y Demain,
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Fig. 4 pH, crecimiento y produccion de cefalosporina por a) Streptomyces clavuligerus NRRL 3585 y bgiﬁ’@ﬂﬁalosporium acremonium
C10 sobre cebada y bajo las condiciones Optimas de cultivo encontradas para cada microorganismo por Jermini y Demain (1989).

se observa un aumento mas marcado de los valores de pH en el cultivo de A. chrysogenum que
en los cultivos de Streptomyces clavuligerus, debiéndose posiblemente a diferencias en los
medios de cultivo que se utilizan, aunque también existen diferencias significativas en los
niveles de produccion (Fig. 4).

g Estudios previos realizados en
| nuestro laboratorio sobre la produccion de
CPC en fermentacion sélida en soporte

impregnado (Cuadra, 2004), indicaron

: ::: que al mantener el cultivo dentro de
60- ciertos valores de pH (6.4-8.0) durante los
551 dias de produccion se alargaba el tiempo

wo] y nivel de produccién de CPC (Fig. 5).

5000

Se considera que el pH global de

4000 o

la fase liquida de los cultivos en medio
- — solido puede ser considerablemente
] i/ - diferente a los valores de pH sobre la
] / B superficie solida donde el crecimiento se

o

. . . . . esta llevando a cabo, debido al efecto de

3000

2000

microgramos de CPC/gss

tiempo (dias) la carga superficial y al equilibrio idnico
Fig. 5. Cinéticas de pH (a) y produccion de CPC (b) en .

experimentos con diferente valor de pH inicial. Es importante notar modlﬁcado a traVéS del efecto del
que a un pH inicial de 5.8 la produccion es ligeramente mas alta y

se alarga durante un dia mas en comparacién con el pH mayor.

Iniciando el experimento a un pH menor ser retrasa un dia la

produccion de CPC.
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transporte de solutos (Mudgett y col., 1986). Ademas, se ha especulado que en fermentaciones
en medio solido los microorganismos reaccionan produciendo enzimas especiales que son mas
eficientes en un medio con difusion restringida, o incluso que la estructura de las membranas
varia de tal forma que se adapta a un medio bajo condiciones diferentes de consumo de
nutrientes y secrecion de productos (Barrios Gonzalez y Mejia, 1996). Sin embargo, no se han

realizado estudios que puedan comprobar estas teorias.

2.4.2 Cultivos en medio liquido

De acuerdo a lo reportado por Elander (2003), el pH de los cultivos para la produccion
de CPC en medio sumergido (liquido), se suele mantener entre valores de 6.2 y 7.0. Por otro
lado, también se ha reportado la inestabilidad del anillo -lactdmico en condiciones bésicas, lo
que acoplado a la presencia de otros sitios reactivos en la CPC da como resultado la completa

degradacion de la molécula a pH alcalino (Peberdy, 1987).

Niveles de trascripcion (Unidades relativas)

300
250
200

e —— ﬂ 1[[[[

ATCC ATCC ATCC ATCC A3
pHS pHE pH7 pHE pH5 pHE pH7  pHB8

Fig. 6. Expresion de los genes de biosintesis de cefalosporina en las cepas de A. chrysogenum ATCC 14553 y A3/2. El ARN proviene de
cultivos que crecian en medios amortiguados a pH 5, 6, 7, y 8. Para la calibracion, se hibridéo un ARNr con una sonda de ADNr marcada con
2P (Verbeet y col., 1983) como control de carga. Los niveles de trascripcion estan dados en unidades relativas basados en una cuantificacion
densitométrica. La cantidad de transcrito expresado a pH 8 por cada cepa fue asignada como 100 unidades para facilitar las comparaciones.

Las barras grises representan los niveles de trascripcion del gen pchC, y las barras negras los del gen cefEF (Schmitt y col. 2001).

Para determinar el efecto del pH en cultivo sumergido, sobre la expresion de los genes
de biosintesis de CPC en A. chrysogenum, Schmitt y colaboradores (2001) analizaron los

niveles de transcripcion de los genes para cultivos en crecimiento en medio amortiguado
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(valores de pH entre 5 y 8). El analisis mostré que en la cepa silvestre ATCC 14553 el gen
pcbC (que codifica para la proteina IPNS) es expresado a niveles apreciables solamente por
encima de pH 5, mientras que el transcrito del gen cefEF (que codifica para la DAOC
sintetasa/DAC hidroxilasa) no es detectable por hibridaciéon de Northern atn a pH 8. En
contraste con esto, la cepa semiproductora A3/2 expresa ambos transcritos en el intervalo
completo de pH estudiado. Los niveles més altos de transcripcion fueron observados para
cultivos que crecian entre pH 6 y pH 7 (Fig. 6).

Los autores caracterizaron asimismo el gen pacC de A. chrysogenum, mostrando
mediante ensayos de retardo en gel que la proteina que codifica (PACC) se unia de forma
especifica a todas las secuencias consenso presentes en las dos regiones intergénicas conocidas
(pcbAB-pchC y cefEF-cefG) de los genes de biosintesis de CPC. Ademas, mediante un estudio
de deleciones secuenciales de la region promotora del gen pcbC acopladas al gen lacZ, en esta
investigacion se encontr6 una secuencia responsable de la activacion transcripcional de este
gen, ya que al eliminarse la misma se produce una disminucion de aproximadamente el 55%
de la actividad B-galactosidasa, dentro de esta secuencia estaba presente un sitio de union de
PACC.

Aun no existen estudios, sin embargo, que describan los efectos causados por

mutaciones en los genes involucrados en la regulacion por pH sobre la biosintesis de CPC.
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3. Justificacion

Las cefalosporinas son antibioticos P-lactamicos de actualidad, cuyas caracteristicas
bactericidas le ofrecen al médico y a los pacientes diversas ventajas: pocos efectos adversos,
efectividad contra las infecciones causadas por microorganismos resistentes a otros
antibidticos y disponibilidad de diferentes formas de administracion, entre otras. Las
caracteristicas mencionadas hacen de las cefalosporinas productos de alto valor agregado, que
actualmente implican aproximadamente el 21% de las ventas anuales del mercado mundial de
antibacterianos, alcanzando aproximadamente 10 billones de dolares (Barber y col., 2004).

Todas las cefalosporinas comerciales son semisintéticas y derivan principalmente del
acido 7-amino cefalosporanico (7-ACA), compuesto producido por diferentes métodos a partir
de la cefalosporina C, siendo éste el antibiotico B-lactdmico producido normalmente por
fermentacion en medio liquido de cepas industriales del hongo Acremonium chrysogenum.

A pesar de que se han logrado mejoras significativas en la produccién de CPC a través
de diversos estudios de fisiologia y mediante modificaciones moleculares de A. chrysogenum,
se observa que ésta aiin se encuentra a un nivel muy por debajo del alcanzado en la produccion
de penicilina por P. chrysogenum (Brakhage, 1998). Es mas, mientras que el mejoramiento
genético en P. chrysogenum es debido en buena parte a la amplificacion de los genes de
biosintesis de antibioticos B-lactdmicos, tal rearreglo del genoma no ha sido aun reportado
para A. chrysogenum (Barredo y col., 1989; Smith y col., 1989; Walz y Kiick, 1991; Fierro y
col., 1995; Newert y col., 1997). Se ha sugerido, por lo tanto, que el mejoramiento genético en
este hongo podria estar correlacionado con la alteracion de los mecanismos regulatorios, lo
que tendria como resultado un incremento de la transcripcion (Walz y Kiick, 1993; Jekosch y
Kiick, 2000b).

En principio, el factor de transcripcion PACC es un regulador positivo sobre la
expresion de genes cuyos productos finales deben funcionar extracelularmente. Es, por lo
tanto, un candidato prometedor para su uso en el mejoramiento molecular de los
microorganismos productores. El conocimiento limitado de este factor de trascripcion en A.
chrysogenum (especialmente en los cultivos en medio sélido) determina la necesidad de

estudios moleculares que expliquen la relacion entre las variaciones del pH observadas en
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cultivos para la produccion de cefalosporina y su relacion con la expresion de los factores de
transcripcion.

Tomando en cuenta que se ha observado que existe un intervalo de valores de pH
dentro del cual la produccion de CPC es favorecida en fermentacion en medio sélido en
soporte impregnado, y que ademas se han observado variaciones en la expresion de los genes
biosintéticos en medio liquido que sugieren la existencia de regulacion por pH mediada por
PACC, a través del presente trabajo se estudiard desde un punto de vista molecular la

regulacion por pH mediada por este factor sobre la biosintesis de CPC.

4. Hipotesis
Los genes de biosintesis de CPC en A. chrysogenum C10 estan regulados por el pH
ambiental a través del factor de transcripcion positivo PACC, por lo que una mutacion de

mimetismo alcalino aumentaria la produccion total de CPC.
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5. Objetivos

Objetivo general
Caracterizar la regulacion por pH mediada por el factor de transcripcion PACC durante

la produccion de CPC por Acremonium chrysogenum.

Objetivos particulares
1. Determinar los niveles de expresion de los genes relacionados con la biosintesis de
CPC en diferentes condiciones de pH, en cultivos liquidos y solidos de Acremonium
chrysogenum C10.
2. Clonar el gen pacC de Acremonium chrysogenum C10 y modificarlo para poder crear
condiciones de mimetismo alcalino.
3. Verificar el efecto de una mutacion de mimetismo alcalino en las cepas ATCC11550 y

C10 de A. chrysogenum sobre la produccion de cefalosporina C en cultivos liquidos.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Cepas

Acremonium chrysogenum ATCC 11550 (Brotzu): Cepa silvestre de A. chrysogenum,
productora de cefalosporina C, desacetilcefalosporina C y penicilina N. Alcanza una
produccion de 200 pg/mL en matraz.

Acremonium chrysogenum ATCC 48272 (C10): Cepa de mediana-alta produccion de
cefalosporina C (2000 pg/mL en medio definido) liberada por PANLABS (Demain, 1983).

Escherichia coli DHSa: Cepa utilizada para experimentos de transformacion y
amplificacion de ADN plasmidico. Permite la obtencion de células competentes con alta
eficiencia de transformacion (hasta 1 x 10® transformantes/ug de ADN. Ademas posee una
delecion en el gen Z del operon lac lo que hace que sean facilmente seleccionables en ella los
plasmidos capaces de originar a.-complementacion, como por ejemplo pBluescript.

Escherichia coli XL1-Blue: Cepa utilizada para experimentos de transformacion y
amplificacion de ADN plasmidico. Permite la obtencion de células competentes por el método
quimico y electrocompetentes con alta eficiencia de transformacion (hasta 1x 10° y 7.5 x 10°
transformantes/pug de ADN respectivamente). También permite la seleccion por el mecanismo
de a.-complementacion.

Escherichia coli ESS2231: Cepa supersensible a antibioticos B-lactamicos, utilizada

para la cuantificacion de cefalosporina C por bioensayo.

6.2. Vectores plasmidicos

pGem®T-Easy: Vector plasmidico para la clonacion de ADN distribuido por
corporacion Promega, la caracteristica principal de este vector es contener un sitio de corte
EcoRYV digerido al cual se le han agregado timinas a los extremos 3’ lo que lo hacen un vector
de clonacion idoneo para productos de PCR obtenidos con Taq polimerasa que presentan
adeninas en los extremos 5°.

pULC43 (S. Gutiérrez, no publicado): Plasmido de 4.9 kpb. Contiene el gen de
resistencia a fleomicina de Streptoalloteichus hindustanus expresado bajo el control de las

regiones promotoras del gen pcbC de P. chrysogenum. Contiene, asimismo la region de
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terminacion de la transcripcion del gen cycl de S. cerevisiae y un gen de resistencia a
cloranfenicol.

pSPUAM?2 (Sierra, 2005): Plasmido derivado de pULC43, diferenciandose de este
solamente por la ausencia de un sitio de corte Pstl y un sitio Xbal, ambos ubicados

originalmente en la parte media del promotor del gen pchC.

6.3 Medios de cultivo
6.3.1 Medios de cultivo para bacterias:

Medio Luria Bertani (LB; Miller, 1972) (g/L)

Bactotriptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10

Se ajusta a pH 7.5 con NaOH

Para medio solido se afiaden 20 g/L de agar y se le llama medio LA

Medio Luria Bertani con ampicilina (LB; Miller, 1972) (g/L). Se permite que el medio LA enfrie a 50 °C antes de
adicionar una solucion de ampicilina de 50 mg/mL de tal forma de que el medio tenga una concentracion final de
este antibidtico de 100 pg/mL Se vierten de 20- 25 mL de medio en cajas de petri de 90 x 15 mm. y se deja
solidificar el agar.

Medio SOC (g/L)

Bactotriptona 20
Extracto de levadura 5
NaCl1 M 10 mL
KCI1M 2.5mL
SIn. stock de Mg** 2 M estéril por filtracion 10 mL
Slin. stock de glucosa 2 M estéril por filtracion 10 mL

Se agrega la bactotriptona, el extracto de levadura, el NaCl y KCl a 970 mL de agua destilada. Se disuelve por
agitacion. Se esteriliza en autoclave y se deja enfriar a temperatura ambiente. Se agregan las soluciones stock de
Mg?* y glucosa indicadas y se lleva el volumen a 1 L. con agua destilada estéril. El pH final debe ser de 7.0

Solucion stock de Mg®* 2 M (g/L)

MgCl,.6H,0 203.3
MgS0,.7H,0 246.5
Se agrega agua destilada para un volumen final de 100 mL y se esteriliza por filtracion.

6.3.2 Medios de cultivo para Acremonium chrysogenum
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LPE (Medio de esporulacién y mantenimiento, modificado de Le Page y col., 1946) (g/L)

Glucosa 1
Extracto de Levadura 2
NaCl 1.5
CaCl, 10
Agar 20

Se ajusta a pH 6.8 con NaOH 6 HCl

MMC (Medio definido de crecimiento, modificado de Queener y col., 1985) (g/L)

Sacarosa 31.6
Glucosa 2.2
Solidos de maceracion de maiz 0.5
L-asparragina 7.5
Acetato amonico 0.22
KH,PO, 15
K,HPO, 21
NaQSO4 0.75
MgS0,4.7H,0 0.18
CaCl, 0.06
Solucién de sales 1mL

La composicion de la solucion de sales en g/L:

FC(NH4)2(SO4)2.6H20 15
MHSO4.4H20 3
ZHSO4.7H20 3
CuS0,4.5H,0 0.8

Se ajusta el pH a 7.0 con NaOH

MC (Medio completo, Vialta y col., 1997) (g/L)

Sacarosa 20
Extracto de levadura 4
Bactopeptona 4
NaNO3 3
K,HPO, 0.5
KH,PO, 0.5
KCl 0.5
FeS0O,4.7H,0 0.01

Se ajusta a pH 7.2 con NaOH

MSMA (Medio semilla modificado, Adinarayana y col., 2003) (g/L)

Glucosa 10
Solidos de maceracion de maiz 5
Almidon soluble 15
Extracto de levadura 4
K,HPO, 1
CaCO; 1

Se ajusta a pH 7.0 con NaOH 6 HCl



MCFA (Medio complejo de fermentacion para A. chrysogenum, Caltrider y col., 1966.) (g/L)

CaCO; 1.5
Solidos de maceracion de maiz 5
Melazas de cafa 30
Extracto de carne (Difco) 30

Se ajusta a pH 6.8 o al pH ensayado con NaOH 6 HCI, En el caso de los cultivos amortiguados a pH constante se
sustituird el CaCO; de este medio por MES 100 mM.

MFAF (Medio de fermentacion para A. chrysogenum con amortiguador de fosfatos 0.075M)

(g/L)

KH,PO, 5.105
K,HPO, 6.13
Solidos de maceracion de maiz 5
Melazas de caia 30
Extracto de carne (Difco) 30

Se ajusta a pH 6.8 o al pH ensayado con KOH 6 H;PO,.

MDFAM/MES (Medio definido de fermentacion para A. chrysogenum, Caltrider y col., 1966.)

(g/L)

Sacarosa 1.5
Glucosa 5
DL-Metionina 30
Solucion de Sales N° 1 8 mL
Solucion de Sales N° 2 144 mL

Se ajusta a pH 5.7 con NaOH.

Solucidén de sales N°1 (g/L):

Fe(NH4)2(SO4)2.6H20 2
Solucioén de sales N°2 (g/L):

MES (CsH35NO,4S.H,0) 185.1
Na2804. 10H20 11.5
ZHSO4.7H20 0.2
MnS0,.4H,0 0.2
CuS0,.5H,0 0.05
CaCl, 0.34

6.4 Crecimiento de los microorganismos
6.4.1 Crecimiento de E. coli.
Para el crecimiento en medio liquido se utilizo medio LB, y para medio s6lido LB con

agar al 2% (p/v).
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6.4.2 Crecimiento de Acremonium chrysogenum

6.4.2.1 Condiciones para la obtencién de inéculo primario

Para la obtencion de indculo primario se cultivo A. chrysogenum en el medio LPE, en
cajas de Petri con aproximadamente 25 mL de medio, durante 7 dias a 28 °C. A continuacion,
se colectd el contenido de cada caja con 3-5 mL de MSMA, raspando con una pipeta invertida
para obtener la suspension que se utilizo para inocular el medio semilla.

6.4.2.2 Condiciones para la produccién de inéculo

Se inoculd un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 45 mL de MSMA con el contenido
procedente de 3 placas de medio LPE (previamente triturado con perlas de vidrio de 0.3-0.5
mm de didmetro). Se incub6 a 25 °C durante 38 horas, con agitacion de 200 rpm.

6.4.2.3 Produccién de CPC

Condiciones generales

Temperatura: 25°C

pH inicial: Variable de acuerdo al experimento

Inoculo cultivo sélido: 0.1% peso seco biomasa/peso de soporte humedecido, procedente de
cultivo de 38 h de MSMA

Indculo cultivo liquido: 10 mL de MSMA o variable (procedente de un cultivo de 38 h) para

90 mL de MCFA en la concentracion indicada para cada experimento
Aireacion: (Cultivo s6lido) 28 mL/min
Agitacion: (Cultivo liquido) 250 rpm.

% de Humedad: 70% en bagazo de caia.

6.4.3 Cultivo en bagazo de cana

Pretratamiento del bagazo. Antes de tamizar el bagazo, éste se hirvid durante 5 minutos en

agua destilada para eliminar residuos de azlcar u otras sustancias solubles en agua. Se tamizé
con las mallas N° 30 y 50, utilizando la fraccién que quedd retenida entre las dos (para todo
este trabajo se utilizd el mismo lote de bagazo de cafia). El bagazo tamizado se mezcld con
aproximadamente el 35% del agua total a utilizar en el cultivo, se tapo con papel de aluminio y
se sometid a vaporizacion en autoclave (valvula abierta) durante 30 minutos, procediéndose

después de esto a la esterilizacion durante 15 min. a 15 Ib/pulg® de presion.
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Preparacién del medio. Se calcularon los componentes del medio de acuerdo al agua total a

utilizar en la fermentacion, aunque se disolvieron en el 60% de dicha cantidad de agua. Se
ajusto el pH, tomando en cuenta el volumen utilizado para luego agregar la cantidad necesaria
de agua para completar el 64% del agua total.

Inoculacién. Se centrifugd durante 3 minutos a 2700 rpm (= 1300 - 2500 x @) en rotor
oscilante un volumen de medio semilla de 38 horas que contenia la cantidad necesaria de
micelio para inocular la fermentacion, con una relacion del 0.1% peso seco de biomasa/peso
de soporte humedecido. Se decantd el sobrenadante y el residuo se mezcld con el medio de
fermentacion, se agitd durante 1 min. y se mezcld con el bagazo de cana estéril hasta lograr
una coloracion homogénea de la mezcla. Se consider6 que este indculo aportaba
aproximadamente el 1% del agua requerida para el cultivo.

Empacado de las columnas. Se llen6 la columna de fermentacion con 12 g de bagacillo de

cafia, estéril e inoculado de la manera indicada. Las columnas se marcaron previamente,
indicandose la longitud hasta la que debian llenarse para tener una densidad de empaque de
0.26 g/mL
6.4.4 Cultivo en medio liquido

Se inocul6 con 10 mL de MSMA de 38 h un matraz triplemente indentado de 500 mL
que contenia 90 mL del medio de fermentacion seleccionado (2.5% o variable) y se incubd de

acuerdo a las condiciones indicadas en el apartado 6.4.2.3.

6.5 Condiciones de pH en los diferentes experimentos

Dependiendo del tipo de cultivo se tomaron tres columnas o tres matraces para cada
tiempo de muestreo.

6.5.1 Cultivo preliminar en medio liquido (FL) y s6lido (FS).

Se realizd una fermentacion en los dos sistemas estudiados, utilizandose MCFA 2.5x
sin amortiguador e iniciandose el cultivo a pH 5.8. En este cultivo se midieron los siguientes
pardmetros: crecimiento, CPC, pH, azlcares, % de humedad y expresion del gen pacC y de los
genes de biosintesis y transporte de CPC (pcbAB, pcbC, cefD1, cefD2, cefEF, cefG y cefT), al

menos durante cuatro dias de cultivo (dia 2 - dia 5).
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6.5.2 Cultivos liquidos y sélidos con valores de pH amortiguados

Las cepas fueron cultivadas en medio liquido, utilizando MCFA 2x amortiguado con
MES 100 mM y fosfato monosdédico 750 mM, asi como en MDFA con diferentes
concentraciones de MES y ajustados a pH 5.7. En estos cultivos se midieron los siguientes

parametros: crecimiento, CPC, pH y azucares.

6.6 Mantenimiento de los microorganismos

E. coli. Se conservo en glicerol a —20 °C, en una concentracion final del 20%.

A. chrysogenum. El micelio se conservé a =70 °C en DMSO al 10%, a —20 °C en
glicerol al 40%, y a 4° en medio completo de Vialta y colaboradores (1997).

6.7 Técnicas analiticas
6.7.1 Toma de muestras

En el caso de los cultivos en medio liquido, 10 mL de cada uno de los matraces se
filtraron sobre filtros de nylon de 30 um de didmetro de poro. El micelio se lavo tres veces con
10 mL de NaCl al 0.9% (p/v) y una vez con 10 mL de acetona. Se recogio el micelio y se secd
a 80 °C en papel de filtro de peso conocido, hasta alcanzar un peso constante. De esta forma se
determind la cantidad de biomasa. La cantidad de penicilina, pH y azlcares se determinaron
en el filtrado. Se utiliz6 el micelio filtrado procedente de un matraz para extraer el ARN.

Para el muestreo en FS, se tomd 1 g de la columna para la determinacion de pH, 1 g
para extraer la cefalosporina producida y para cuantificar los azlcares totales, 2 g se secaron
sin lavar para determinar la humedad del medio y 6 g se utilizaron para la extraccion de ARN
de las muestras.

6.7.2 Extraccion de CPC.

Cultivo en medio solido: Se peso 1 g de la muestra del cultivo so6lido y se afiadieron 6
mL de amortiguador de fosfatos de potasio (pH 5.5, 0.01 M). Se agité y centrifugd a 2700 rpm
(= 1000 x Q) durante 20 min. El sobrenadante se separd y se utilizd para determinar la
concentracion de CPC por medio de HPLC.

Cultivo en medio liquido: Se tomaron 100 pL del caldo de cultivo y se precipitaron

las proteinas por adicion de 100 pL de metanol, centrifugandose a 10000 rpm (= 9500 x @)
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durante 5 min. El sobrenadante se diluy6 diez veces y se utiliz6 para el andlisis mediante
HPLC.
6.7.3 Cuantificacion de CPC.

Se realizé la cuantificacion por bioensayo y por HPLC. La cuantificacion por
bioensayo se realiz6 de la forma descrita en el Anexo 1.

Para la cuantificacion por HPLC se utilizd6 una columna pBondapack C18 (300 x 4
mm). La CPC se eluyo6 con una mezcla de solventes: A (acido acético/acetato de sodio 10 mM,
pH 4.5) y B (Acetonitrilo al 100%), utilizando un gradiente 0%-3% de solvente B (0% al
tiempo cero, 3% a los 2 min., y 3% entre los 2 min. y 15 min.) con un flujo constante de 1.3
mL/min. Bajo estas condiciones, la CPC eluy6 con un tiempo de retencion de 8.3 min. Se

identifico este compuesto por coelucion en el HPLC con un estandar de CPC (sal de zinc).

6.7.3.1 Método de cilindros de agar para la seleccién de cepas de A. chrysogenum.

Se prepararon cajas de Petri de 100 x 15 mm con 35 mL de medio MCFA (1x) y agar
al 2%. Cuando el medio se solidific6 completamente se hicieron cilindros con un sacabocados
de 8 mm de didmetro. Cada cilindro se inoculd en toda su superficie, con la ayuda de un
palillo de madera, con una suspension de micelio de Acremonium chrysogenum preparada
disolviendo una colonia pequefia del microorganismo en 20 pL de soluciéon salina. Se
incubaron los cilindros a 25 °C y se hicieron bioensayos a los cuatro y cinco dias de
incubacion, de acuerdo al procedimiento descrito en el Anexo 1.

6.7.4 Cuantificacion de azlicares totales.

Utilizando los filtrados del cultivo liquido y los extractos de las muestras de cultivo
solido, se realizd la cuantificacion de aztcares totales por el método de DNS modificado,
descrito en el Anexo 2.

6.7.5 Determinacion de pH.

La determinacion del pH en las muestras de cultivo liquido se realizé directamente
sobre el medio antes de filtrar.

Para las muestras de cultivo so6lido, se mezcld 1 g de muestra del cultivo con 10 mL de
agua destilada, agitdndose durante 10 min. con agitador magnético antes de la determinacion

de pH con un potenciometro.
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6.7.6 Determinacion de humedad (FS).

Se tomo6 una muestra de 2 g del sistema de fermentacion y se peso, luego se secd en
una estufa a 60 °C hasta alcanzar peso constante, determindndose el porcentaje de humedad de
acuerdo a la siguiente formula:

peso himedo de la muestra — peso seco de la muestra 100

peso himedo de la mmestra

6.7.7 Determinacion del crecimiento (FS)

Para la cuantificacion de la concentracion de oxigeno y bidxido de carbono durante las
fermentaciones se utilizé un cromatdgrafo de gases GOW-MAC con muestreo automatico. Las
muestras analizadas en el cromatografo fueron previamente secadas haciendo pasar el aire

hiimedo por columnas con silica gel con indicador de humedad.

6.8 Técnicas moleculares
6.8.1 Obtencion de ARN total de Acremonium chrysogenum

1. Se incubo el hongo en el medio, condiciones y tiempo determinados como Optimos para
la realizacion de los estudios con el ARN.

2. Una vez incubado durante el tiempo adecuado, el micelio se recogié por filtracion a
través de filtros de nylon estériles de 30 um de diametro de poro y se lavo con un volumen de
NacCl al 0.9% (p/v) estéril.

3. Inmediatamente se congel6 el micelio en nitrégeno liquido y se guard6 a —20 °C 6 —70
°C hasta su uso.

Para la realizacién de los siguientes pasos del procedimiento debe tenerse cuidado de
cumplir los siguientes puntos:

a) Conectar la centrifuga y refrigerar a 4 °C

b) Limpiar espatula y pinzas con cloroformo.

c¢) Poner N, en un contenedor que mantenga la temperatura

d) Rotular tubos de 2 mL y echarlos a flotar en el N, y enfriar la punta de la espatula en un

vaso de plastico conteniendo N liquido.
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e) Poner un poco de N; en el mortero con tallo

4. El micelio congelado se machac6 en un mortero de porcelana (previamente lavado con
etanol y cloroformo, y conservado en todo momento muy frio con nitrogeno liquido), hasta
que se convirtiod en polvo.

5. Sin dejar que se descongelara, se sacd un tubo con pinzas y se abri6. Con la espatula fria
se metio el polvo en el tubo, una cantidad de micelio machacado que ocupaba
aproximadamente 500 pL. Se utiliz6 un tubo en el caso de la extraccion de muestras de cultivo
sumergido y 4 tubos en el caso de los cultivos en medio sélido.

6. Se agreg6 1 mL de Trizol y se mezcld vigorosamente en vortex, mientras se fue
descongelando la muestra.

7. Se dejo reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente, en el caso del cultivo en
medio liquido. En el caso de las muestras de cultivo solido, se centrifugd a 12000 rpm (=
13500 % g) durante 5 min., separando el sobrenadante y colocandolo en un nuevo tubo a
temperatura ambiente.

10. Se agregaron 200 pL de cloroformo, agitindose vigorosamente a mano durante 15 seg
e incubandose a temperatura ambiente durante 3 minutos.

11. Se centrifugo6 a 4 °C, a 14000 rpm (= 15300 x g) durante 15 min. colectandose la fase
clara acuosa (superior).

12. A la fase acuosa se le agregaron 500 pL de isopropanol, agitandose por inversion y
guardandose la mezcla a -20 °C durante toda la noche.

13. Al dia siguiente, se centrifugd a 4 °C y 14000 rpm (= 15400 % g) durante 30 min.
tirandose el sobrenadante y lavandose el precipitado con 1 mL de etanol al 75% mediante
agitacion con vortex.

14. Se centrifugd a 4 °C y 8000 rpm ((= 5000 X @) durante 5 min. Se tir¢6 el etanol y se secd
el precipitado con una linea conectada a vacio, o al aire, durante 5-10 min.

15. El ARN se resuspendi6 en 11 pL de agua libre de ARNasa, se dejo en hielo durante 10
min. y se calentd a continuacion a 65 °C durante 10 min., con agitacion. En el caso de las

muestras de cultivos solidos se junto el producto de los cuatro tubos en uno solo.

Tratamiento de soluciones con dietilpirocarbonato (DEPC). Es importante que todas las soluciones que se usen en el proceso de
extraccién de ARN, excepto aquellas que lleven en su composicion Tris-HCL, sean tratadas con DEPC con el fin de inactivar las
ARNasas. Para ello se afiade 0.1 % de DEPC a la solucién que se desea tratar, se mezcla por agitacién con una barra magnética
durante 2-4 h 6 se deja reposar a 37 °C toda la noche (12-16 h), finalmente se esteriliza en autoclave para eliminar el DEPC
completamente.
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6.8.2 Obtencidn de sondas

Los cebadores utilizados para la amplificacion de las sondas de los genes de la ruta de
biosintesis de CPC se disenaron con la ayuda del programa Primer Select 4.0, del Paquete
DNASTAR para Windows, y se describen en la tabla 2.

La mezcla de reaccion para los cebadores disenados para todos los genes de la tabla 2

fue:

Volumen total de reaccién 50 pL

Agua destilada estéril 27 uL
Amortiguador 10x para polimerasa Taq (comercial) S5uL
MgCl; [50 mM] 1.5 uL
Mezcla de nucleotidos dATP, dGTP, dCTP, dTTP

[10 mM] cada uno 2 ulL
Cebador 20 uM 2 ulL
Cebador r 20 uM 2 uL
ADN molde 10 uL
Taq polimerasa (5 U/uL) 0.5 uL

Las mezclas para las sondas 1 a 7 se sometieron a amplificacion con termociclador
Eppendorf bajo las siguientes condiciones: 5 minutos a 94°C; 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30
segundos a 62°C (hibridacion) y 1 minuto a 72°C; seguido de un ciclo de 7 minutos a 72°C;
para finalmente llevar a 4°C.

Tabla 2. Oligonucleotidos seleccionados para la amplificacion de las sondas y genes.

Sonda  Oligonucleétido  Secuencia de cebadores (5°— 3°) Especificidad Secuencia de origen

n pacCf GTCTCCCCAGTCCAGGCACAGC pacC (pos 2289-2310) AI251521
pacCr GTCACCCGGCATACGCAGCAT pacC (pos 2842-2862)

9 actAf CCTTCAACGCCCCTGCCTTCTACG actA (pos 1662-1685) AF056976
actAr GTGGATGCCGCCGCTCTCG actA (pos 2092-2110)

3 pchbABf  CGAAGAGCCGGCAGAGTGAAAC pcbAB (pos 7286-7307) Gutiérrez y col.,
pcbABr GTCCGAGGCGCAGCAGAAGC pcbAB (pos 7790-7809) 1991

4 pcbCf GCGCGACACAGGCTTCTTTTAC pcbC (pos 114-135) M33522
pchCr CGTCGTCGGCCGTCTTGATG pchC (pos 603-622)

5 cefD1f CACCGCCGCCGCTGCCTACC cefD1 (pos 3571-3590)
cefD1r GATATCCCGAAGCCGCTCACCAAC cefD1 (pos 4037-4060) ATS07632

6 cefD2f GTCCGCCCCGTCCAATCACC cefD2 (pos 887-906)
cefD2r CTTCCCGCCGGCCAACATCC cefD2 (pos 1449-1468)

7 cefTf GCCTTCTCCGCGCCGATGAC cefT (pos 1116-1135) AJ4R7683
cefTr CAGCACGCCGAGAGCACGACAC cefT (pos 1648-1669)

8 cefEFf ATGGGCATCGGCGGCAACCTGT cefEF (pos 5348-5369) AJA04737
cefEFr CCGCCAAGCCACTCCCTGAACG cefEF (pos 582-600)

9 cefGf CCCAAGTGGCCCGTCTAAA cefG (pos 582-600) M91649
cefGr CGTCGTGCGAGGAAACTTG cefG (pos 1093-1111)

10 cahBf CGCTGGTGTCATCGCTGGTA cahB (pos 940-959) BD267703
cahBr ACTGGCCGTTGTTGATGAGAAGGT cahB (pos 1434-1457)
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Las mezclas para las sondas 8, 9 y 10 se sometieron a amplificacion en las mismas
condiciones que las usadas con las otras sondas, con excepcion de la temperatura de

hibridacién de los cebadores, que fue de 65 °C, 54 °C, y 58 °C, respectivamente.

6.8.2.1 Clonacién de productos de PCR en el plasmido pGEM®-T Easy.

Este sistema es conveniente para la clonacién de productos de PCR. El vector ha sido
preparado cortando el plasmido pGEM®-T Easy con ECORV y adicionando una timina 3’
terminal en ambos extremos (Fig. 7). Estas protuberancias sencillas 3’ en el sitio de insercion
incrementan la eficiencia de ligacion en los plasmidos de los productos de PCR obtenidos con
Taq polimerasa, impidiendo la recircularizacion del vector (Mezei y col., 1994; Robles y
Doers, 1994) La Taq polimerasa a menudo adiciona una desoxiadenosina, de manera
independiente de molde, a los extremos 3’ de los fragmentos amplificados (Clark, 1988;

Newton y Graham, 1994).
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Fig. 7. Estructura y mapa de restriccion del vector pGEM®-T
Easv

6.8.2.2 Protocolo de ligacidn.

1. Se centrifugd brevemente el tubo del vector pGEM®-T Easy para recoger el

contenido en el fondo del tubo.

2. Se hizo la mezcla de reaccion en un tubo de microcentrifuga, como se indica en la

tabla 3. Se mezclo6 en vortex el buffer de ligacion rapida 2x antes de cada uso.
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Tabla 3. Composicion de la mezcla de reaccion para ligar

productos de PCR con el vector pPGEM®-T Easy.

Reactivos Cantidad
Buffer de ligacion rapida para ligasa T4 SuL
Vector pGEM®-T Easy (50 ng) 1 uL
Producto de PCR 2-3 uL
Ligasa T4 (3 unidades Weiss/uL) 1 uL
Agua desionizada para un volumen final de 10 uL

3. Se mezclaron las reacciones mediante pipeteo y se incubd 1 hora a temperatura
ambiente. Alternativamente, se pueden incubar las reacciones toda la noche a 4 °C, para

obtener el maximo numero de transformantes.

6.8.2.3 Transformacion de Escherichia coli

Los acidos nucleicos no entran en E. coli por sus propios medios, necesitan
disponibilidad de la bacteria para permitir que éstos atraviesen la membrana celular y lleguen
al espacio en el cual puedan expresarse y replicarse. El estado que permite el ingreso de ADN
a las células se denomina “competencia” y las células que lo presentan se denominan células

competentes.

6.8.2.3.1 Preparacion de células competentes

La preparacion de células electrocompetentes se realizé de acuerdo a lo descrito por
Sambrook y Russell (2001). Este método implica los siguientes pasos:

1. Se sembro una caja de Petri de medio LB solido con E. coli DH5a o XL-Blue, de tal
forma que se obtuvieran colonias aisladas, y se incub6 a 37 °C durante 16 h.

2. Se inoculd con una colonia aislada un matraz de 250 mL con 50 mL de medio LB,
incubandose a 37 °C con agitacion de 250 rpm hasta el dia siguiente.

3. Se inocularon 4 alicuotas de 125 mL de medio LB previamente temperado a 37 °C
en matraces de 500 mL con 6.5 mL del cultivo de E. coli previamente obtenido, agitindose a

300 rpm hasta que el cultivo alcanzo6 una densidad 6ptica a 600 nm entre 0.35 y 0.4.
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4. En dicho momento, los matraces se transfirieron rapidamente a un bafio de agua con
hielo durante 15-30 min. El cultivo se agitd ocasionalmente, para asegurar que el enfriamiento
ocurriera uniformemente.

5. Se recogieron las células por centrifugacion a 1000 x g en un rotor Beckman durante
15 minutos, a una temperatura de 4 °C. Los tubos de centrifuga fueron enfriados previamente a
4°C.

6. Se decant6 el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado de células en 125 mL de
agua purificada, enfriada previamente en un bafio de agua y hielo (con agitacién suave y
manteniendo una temperatura no mayor a 4 °C).

7. Se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones descritas en el paso 5, durante
20 minutos. El sobrenadante se decantd y las células se resuspendieron en 60 mL de glicerol al
10% (v/v) enfriado en hielo.

8. Se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones descritas en el paso 7. El
sobrenadante se decant6 (cuidadosamente, ya que con el glicerol el precipitado pierde
adherencia) y las células se resuspendieron en 2.4 mL de glicerol al 10% (v/v) enfriado en
hielo. Las células se reunieron en este punto en un solo tubo de centrifuga.

9. Se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones descritas en el paso 7,
decantandose con cuidado el sobrenadante y usando una pipeta Pasteur conectada a una linea
de vacio para eliminar cualquier gota remanente de glicerol. Se resuspendio el precipitado en 1
mL de medio GYT enfriado en hielo.

10. Se midi6 la densidad optica de una dilucion 1:100 de la suspension de células,
ajustando la concentracion final de la suspension a 2 x 10'°- 3 x 10'° células/mL (una unidad
de densidad 6ptica a 600 nm equivale a aproximadamente 2.5 x 10® células/mL) con medio
GYT enfriado en hielo.

11. Las células competentes asi preparadas se usaron inmediatamente, o bien se
conservaron a -70 °C, distribuidas previamente en alicuotas de 50 uL congeladas en nitrégeno

liquido o en un bafo de hielo seco/etanol.

GYT: Glicerol al 10%(v/v), Extracto de levadura .125% (p/v), tristona 0.25% (p/v)
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6.8.2.4 Procedimiento de transformacion de £. coli

Se siguieron los pasos descritos por Sambrook y Russell (2001), que se detallan a
continuacion:

1. Se descongelaron las células competentes en un bafio de hielo y agua, donde también
se colocaron un numero apropiado de cubetas de electroporacion y el tubo conteniendo el
ADN a electroporar.

2. En un tubo de microcentrifuga frio se mezclaron 50 pL de células
electrocompetentes con 10 pg — 25 ng del ADN a electroporar (contenido en un volumen de 1
a2 ul).

3. Se incubd el tubo en hielo durante 30-60 seg.

4. Se ajusto el aparato de electroporacion para que proporcionara un pulso de 20 uF de
capacitancia, 2.5 kV y 200 ohm de resistencia.

5. Se pipete6 la mezcla de células/ADN en una cubeta de electroporacion fria,
asegurandose de que esta suspension quedara en el fondo de la cubeta. Se seco la
condensacion y la humedad del exterior de la cubeta.

6. Se coloco la cubeta en el aparato de electroporacion.

7. Se aplico un pulso de electricidad a las células en las condiciones indicadas en el
punto 4. El aparato debia registrar un tiempo de 1-4 mseg con una fuerza de campo minima de
8.5 kV/cm para asegurarnos que la transformacion hubiera ocurrido.

8. Rapidamente después del pulso, se retir6 la cubeta de electroporacion y se agregd 1
mL de medio SOC a temperatura ambiente.

9. Se transfirieron las células a un tubo de microcentrifuga y se incub6 el cultivo a 150
rpm durante 1.5 ha 37 °C.

10. Se plaquearon diferentes volumenes (hasta 200 pL por caja de 90 mm) de las
células electroporadas en medio LB con el antibidtico apropiado para la seleccion.

11. Se mantuvieron las cajas a temperatura ambiente hasta que el liquido fue
absorbido.

12. Las cajas fueron incubadas en posicion invertida a 37 °C. Las transformantes

aparecieron en 12-16 horas.
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6.8.3 Clonacién y mutacion de mimetismo alcalino del gen pacC

Se utilizaron cebadores especificos para amplificar el gen pacC por PCR (Tabla 4). Se
buscaban dos fragmentos distintos: uno del gen completo, es decir la secuencia que es
procesada solamente a pH alcalino (gen control), y otro con la secuencia del gen modificada
para expresar el transcrito necesario para obtenerse el factor de transcripcion constitutivamente

activo.

Tabla 4. Oligonucleotidos seleccionados para la amplificacién de pacC sin y con mimetismo alcalino

Oligonucleétido Secuencia de cebadores (5°— 3°) Especificidad Secuencia de origen
pacClF TGAGATGGTGTCTACCGTTCTTTCCC pacC (pos 1-26)
pacC2R TTAGGATCCGGACGAGGGGTCGATCTCACGG  pacC(pos 1743-1774)  AJ251521

pacCIR  CTCTCCCAAGGAATAAAAACATCAGTCTGTATA  pacC( pos 3057-3089)

La mezcla de reaccion para los cebadores disenados para todos los genes de la tabla 4 fue:

Volumen total de reaccién 50 pL

Agua destilada estéril 28.5uL
Amortiguador 10x para polimerasa Pfu con Mg (comercial) S5uL
Mezcla de nucleétidos dATP, dGTP, dCTP, dTTP

[10 mM] cada uno 2 uL
Cebador £ 20 uM 2 uL
Cebador r 20 uM 2 uL
ADN molde 10 uL
Pfu polimerasa (5 U/uL) 0.5 uL

La mezclas para la amplificacion de las diferentes secuencias de pacC se
sometieron a amplificacién con un termociclador Eppendorf bajo las mismas condiciones
mencionadas anteriormente para las sondas de hibridacion, exceptuando las temperaturas de
hibridacién (pacCl: 57 °C, pacC12: 62 °C) y el tiempo de elongacion (pacCl: 3 min., pacC12:
2.5 min.).

6.8.3.1 Obtenciéon del ADN total de Acremonium chrysogenum

El método para obtener ADN total de A. chrysogenum es esencialmente el descrito
previamente por Specht y col., (1982), con modificaciones (Fernandez, 1997).
1. Se inocularon 100 mL de MMC con esporas procedentes de 6 placas de medio LPE de A.

chrysogenum y se incubaron a 25 °C durante 48 horas.

36



2. Se recogid el micelio resultante por filtracion a través de un filtro de nylon estéril de 30
um de didmetro de poro. Se lavd el micelio retenido con 1 vol. de NaCl al 0.9% y
posteriormente con otro vol. de tampdén A. Se secod con papel de filtro, se congeld y se
liofilizo.

3. Se rompi6 con mortero 1 g. de micelio liofilizado y se recogi6 parte del polvo obtenido en
un tubo de microcentrifuga de 2.2 mL (sin que se superaran los 0.25 mL de volumen por
tubo, aproximadamente 25 mg de micelio pulverizado). A continuacion se anadieron 0.5
mL de tampon de rotura I, se homogeniz6 la mezcla y se afiadieron 0.5 mL de fenol y 0.5
mL de CIA. Se mezcld bien, pero con suavidad, y se incubd a 50 °C durante 20 minutos (a
los diez minutos de incubacion se mezclo de nuevo).

4. Transcurrido este tiempo se centrifugd la mezcla a temperatura ambiente y 14000 rpm (=
15300 x @) durante 5 minutos y se recuperd la fase acuosa. La mezcla se desproteinizo
mediante extracciones sucesivas con fenol-CIA hasta que se obtuvo una interfase limpia
(son necesarias 6 6 7 extracciones). A continuacion se hizo una nueva extraccién con un
volumen de CIA y se precipito el ADN a 4 °C durante 2-4 h con 0.7 volimenes de
isopropanol. Se centrifugd a 4 °C y 14000 rpm (= 15300 x @) durante 20 minutos; se
desecho el sobrenadante y se lavd el precipitado con 1 mL de etanol al 70% (v/v).

Finalmente el precipitado se seco y se resuspendio en 20 puL de TE.

Tamp6n de rotura I: Tris-HC1 0.2 M, SDS al 1%, EDTA 100 mM pH 8. Se ajusta el pH a 8.2 con HC1

TE: Tris-HC1 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8

EDTA: Acido etilendiaminotetracético pH 8 con NaOH

Fenol acido: Se mezclan 500 mL de fenol sélido con 500 mL de H,O, se mezcla y se retira parte de la fase acuosa. Se burbujea con N,
gaseoso durante 15 min., se guarda a 4 °C en recipiente oscuro

Fenol neutro: Se mezclan por agitacion 4 volimenes de fenol 4cido con 1 mL de Tris-HCI 1M pH 8. Se mantiene en reposo hasta que
se separen las fases. Se conserva a 4 °C en recipiente opaco

Fenol-CIA: 1 volumen de fenol neutro —1 volumen de CIA

CIA: 24 volumenes de cloroformo -1 volumen de alcohol isoamilico

6.8.3.2 Esquema general de la digestién con una endonucleasa de restriccion

1. En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL se mezclaron, en el orden mencionado, los
siguientes componentes de la reaccion.
a) Agua destilada estéril hasta completar el volumen final de la mezcla de digestion.
b) Tampon de digestion en la concentracion Ooptima descrita (generalmente la décima parte, ya

que el tampon normalmente viene en una concentracion 10x).
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¢) n ug de ADN disuelto en agua destilada estéril o en tampon TE (si el ADN fue disuelto en
TE se recomienda que el volumen utilizado en la mezcla no supere la décima parte del total de
la reaccion, para evitar modificar las caracteristicas del tampoén de digestion o inhibir la
reaccion enzimatica a causa del EDTA).
d) 2n unidades de enzima.

2. Posteriormente se incub6 a la temperatura adecuada durante 2-3 h. El ADN digerido
se utilizd para su andlisis por migracion electroforética en geles de agarosa o se limpid

mediante fenolizacion para un posterior uso.

6.8.3.3 Desfosforilacién de los extremos 5’ del ADN con fosfatasa alcalina termosensible

1. Se disolvioé el ADN (0.5 pg aproximadamente) en 44 ul. de agua destilada y se
anadieron 5 puL de tampon de reaccion (MULTICORE™ 10x buffer) para la fosfatasa alcalina
termosensible.

2. Se calent6 a 65 °C durante 10 minutos para asegurar una buena dilucién del ADN y
se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 3 minutos.

3. Como guia general, para reacciones que contenian hasta 1 pg de ADN, se agrego6 1
unidad de enzima en un volumen de reaccion total de 20-50 pL.

4. Se incubd la reaccion a 37 °C durante 15 min.

5. Se inactivo por calentamiento a 74 °C durante 15 min

6. Se limpi6 el ADN por fenolizacion y se precipitd a -20 °C con 2.5 volumenes de

etanol frio.

6.8.3.4 Ensamblaje de fragmentos de ADN con la ligasa del bacteriéfago T4.

1. A una cantidad de ADN del vector de entre 10 y 40 ng se le anadié una cantidad
equimolar de ADN del inserto (aunque normalmente la ligacion se favorece si la relacion
inserto/vector se duplica).

2. Se anadio el agua destilada necesaria para alcanzar un volumen final de reaccion de
10 uL y se calent6 la mezcla a 65 °C durante 15 s, con el fin de relajar los fragmentos de ADN

presentes en la mezcla.
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3. Se enftio6 en hielo y se anadieron 2 pL. de tampon de reaccion 5% para la ADN ligasa
Iy 1 pL (1 unidad) de ADN ligasa del bacteriotago T4.
4. Se incubo la reaccion a 4 °C durante 16 h. Las nuevas moléculas generadas durante

este proceso fueron posteriormente transformadas en la cepa de E. coli adecuada.

6.8.4 Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli

6.8.4.1 Lisis alcalina

Este procedimiento fue seguido para la obtencion de ADN plasmidico a gran escala. El
método fue esencialmente el descrito por Maniatis y col. (1982).

1. Se inocularon 100 mL de medio TB con células de E. coli portadoras del plasmido
que se pretendia amplificar. Las células bacterianas se incubaron durante 12-16 h a 37 °C, con
agitacion orbital (250 rpm). El medio TB se suplement6 con un antibiotico que permitio el
mantenimiento del plasmido dentro de E. coli. La concentracion final de estos antibidticos en
el medio de cultivo fue la descrita por Sambrook y Russell (2001): 50 pg/mL en el caso de la
ampicilina, 50 pg/mL para la kanamicina, 170 pg/mL para el cloranfenicol y 50 pg/mL para el
caso de la tetraciclina.

2. Se recogieron las células mediante centrifugacion a 5000 rpm (= 2000 x g) durante 5
min., en un rotor fijo a temperatura ambiente. El precipitado obtenido se resuspendio en 15
mL de GTE con una concentracion de lisozima de 10 mg/mL (para ayudar a la resuspension,
se rompid6 manualmente el pellet con un palillo de madera o por pipeteo hasta que no se
observaron grumos. Una completa resuspension es critica para obtener niveles Optimos de
plasmido). Se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 min.

3. Se agregaron 6 mL de solucion NS y se mezclé suave pero constantemente, por
inversion. La lisis celular se consideré completa cuando la solucion se volvio clara y viscosa
(méaximo 20 min.)

4. Se agregaron 4.5 mL de solucion, previamente enfriada a 4 °C, de acetato potasico.
Se mezclo vigorosamente y se mantuvo a 4 °C durante 10 min.

5. Se centrifug6 a 5000 rpm (= 2,000 x @) durante 15 min., a temperatura ambiente.
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6. Se transfirid el sobrenadante claro por filtraciéon a través de papel Whatman N°1 a
una probeta graduada limpia de 100 mL. Se midi6 el volumen del sobrenadante y se transfirio
a un tubo de centrifuga.

7. Se agregaron 0.6 volimenes de isopropanol a temperatura ambiente y se mezcld por
inversion, manteniéndose la mezcla a temperatura ambiente durante 20 min.

8. Se centrifug6 a 5000 rpm (= 2,000 x g) durante 15 min. a 4 °C .

9. Se descarto el sobrenadante y se lavo el precipitado con etanol al 70%. (v/v)

10. Se centrifug6 a 5000 rpm (= 2,000 x g) durante 5 min. a temperatura ambiente y se
resuspendi6 el pellet de ADN en 2 mL de TE. Se lavaron completamente las paredes del tubo
con TE para recuperar todo el ADN.

El ADN obtenido hasta este punto puede ser utilizado para verificar la identidad del
plasmido aislado por medio de la digestion con enzimas de restriccion; sin embargo, para su
utilizacion como sonda el ADN fue purificado con el sistema DNA Wizard“Maxipreps o con
el sistema QuiaEx de Quiagen (en ambos casos se siguieron los procedimientos indicados por

el fabricante).

Solucion GTE: EDTA 10 mM pH 8 (ajustado a pH 8 con NaOH sélido), glucosa 50 mM y Tris-HCI 25 mM pH 8
Soluciéon NS: NaOH 0.2 N y SDS 1% (p/v)

Acetato potasico para lisis alcalina: Se mezclan 60 mL de acetato potasico 5 M, 11.5 mL de dcido acético glacial y 28.5
mL de agua destilada, la solucion resultante tiene un valor de pH de 4.8

Solucién de lavado de columna (para cuando se usa el sistema de Maxipreps de Promega.): Acetato de potasio 80 mM,
Tris.HCI 8.3 mM pH 7.5, EDTA 40 pM y etanol al 55% (v/v).

6.8.4.2 Minipreparaciones

El método seguido para obtener ADN plasmidico a pequefia escala fue una
modificacion del método descrito por Holmes y Quigley (1981).

1. Se pico una colonia con un palillo estéril y se inoculd en un tubo de microcentrifuga
estéril con 1 mL de medio LB al que se le anadi6 el antibidtico adecuado para el
mantenimiento del plasmido dentro de la bacteria. Se incub6 el tubo a 37 °C con agitacion
(250 rpm) durante 6-18 h, con el fin de permitir el crecimiento de la bacteria.

2. Tras este tiempo se recogieron las células mediante centrifugacion a 5000 rpm (=
2000 x g) en un rotor Eppendorf, durante 3 minutos. El precipitado obtenido se resuspendi6 en
350 uL de STET vy se afiadieron 10 uL de una solucidén de lisozima preparada a una

concentracion de 10 mg/mL en agua.
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3. Se mezcld durante 30 segundos y se hirvidé durante 45 segundos. Las proteinas,
restos celulares y el ADN cromosdémico bacteriano se precipitaron por centrifugacion a 14000
rpm (= 15300 x g) durante 10 minutos y se eliminaron con la ayuda de un palillo estéril. El
ADN plasmidico se precipito tras anadir 40 uL de acetato s6dico 3M pH 5.2 y 600 pL de
isopropanol, se mezcld y se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 min.

4. E1 ADN plasmidico se centrifugd a 14000 rpm (= 15300 x @) durante 5 minutos y el
precipitado se lavo con etanol al 70% (v/v). Posteriormente se secd y se resuspendio en 30 uL
de TE. Dos microlitros de esta solucion fueron suficientes para llevar a cabo cada uno de los
ensayos de digestion con endonucleasas de restriccion necesarios para el analisis de los

plasmidos recuperados.

6.8.5 Electroforesis en gel de agarosa

Para la determinacion de la integridad del ADN genomico y el ARN, y para la
verificacion de los productos obtenidos en las mini preparaciones y reacciones de PCR se
realizaron electroforesis en geles de agarosa. Se utiliz6 agarosa LE grado analitico de
Promega, en concentraciones entre 0.7 y 1.5%, siguiendo bdasicamente el siguiente
procedimiento:

1. Se prepardé una solucién de agarosa de la concentracion deseada, disuelta por
calentamiento en microondas en tampon TAE 1x. Se virtid en la cubeta correspondiente
cuando la solucion se habia enfriado a 65 °C.

2. Mientras el gel se solidificaba, se diluyeron de 1 a 5 uLL de la muestra en agua estéril
suficiente para obtener un volumen final de 18 pL.

3. En el caso de que la muestra fuera ARN se calentd a 65 °C durante 5 minutos y
luego se di6 un pulso de centrifuga para recolectar la muestra en el fondo del tubo.

4. Se agregaron 2 puL. de tampon de carga 6%, se mezcld por pipeteo y se cargd el gel.

5. Se aplico una diferencia de potencial de 1-5 voltios/cm, hasta que el frente del
colorante migro a la distancia requerida.

6. Se tifio el gel durante 10 min. con una solucidon de bromuro de etidio (concentracion

final de 0.5 pg/mL en agua).
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7. Los geles se fotografiaron con un equipo de fotodocumentacion Gel Doc II (Bio-

Rad).

TAE 50x: 57.1 mL de acido acético glacial, 100 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0, 242¢g de Tris base y agua destilada hasta completar un
litro.

Tampoén de carga 6x: Azul de bromofenol al 0.25% (p/v), sacarosa al 40% (p/v) y xileno cianol al 0.25% (p/v). Se esteriliza en una olla
a presion durante 20 minutos. Se conserva a 4 °C para evitar el crecimiento de microorganismos.

Bromuro de etidio: Se prepara una solucion 10 mg/mL en agua y se conserva a 4 °C. Para un litro de agua destilada se requieren 50
pL de esta solucién.

6.8.6 Cuantificacion de ARN y ADN

La cuantificacion se realizé por medio de espectrofotometria, y al mismo tiempo se
verifico la pureza (Serrano y col., 1993)

1. Se disolvieron 2 pL de la muestra (ARN y ADN) en 998 pL de agua (DEPC en el
caso de ARN), y se mezcl6 con vortex.

2. El blanco utilizado fue agua en el caso de ADN, y agua DEPC en el caso de ARN.
Se us6 una semimicro celda de cuarzo para todas las mediciones.

3. Se midio la absorbancia de cada una de las muestras a 230, 260 y 280 nm.

4. Se realizaron los calculos para conocer la pureza y concentracion, utilizando los
siguientes criterios y formulas:

El cociente Ajeo/Azgo debe ser 1.8 (ADN) y 2.0 (ARN) si estan libres de impurezas que
absorben en el ultravioleta. Cocientes menores se deben a contaminacion por proteinas, fenol
o material insoluble.

El cociente Axs/Az3o debe ser mayor que 2 y menor que 2.4 tanto para ADN como
para ARN. Cocientes menores se deben a contaminacion por una sal de guanidinio o por -

mercaptoetanol.

. A X4
Concentracion de ARN (ug/uL)= sz;OO :

Concentracion de ADN (pg/uL)= AbsstXSO
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6.8.7 Electroforesis de ARN en geles con formaldehido

Para que la movilidad electroforética del ARN sea dependiente del tamafio hay que
destruir las estructuras secundarias con formaldehido. Ello impide usar en la electroforesis

tampones con grupos amino como el Tris. En el presente método se utiliza MOPS.

1. Se limpi6 previamente la cubeta y tanque de electroforesis con SDS 1% (p/v) para
asegurar que se encontraran libres de ARNasas y se enjuagd luego con agua tratada con

DEPC.

2. Para preparar un gel de 11 X 14 cm se necesitaron 100 mL de solucion de agarosa al

1.2%. Se mezclaron primero 1.2 g de agarosa y 84 mL de agua.

3. Se disolvid la agarosa en un horno microondas y se esper6 que enfriara hasta

aproximadamente 60 °C, agregandose 10 mL de MAE 10x.

4. Se espero a que el gel llegara a una temperatura de 50-55 °C (hasta que se pudiera
sostener el frasco con la mano sin quemarse demasiado; en adelante se trabajo en campana de

gases para evitar los vapores de formaldehido) y se anadieron 3 mL de formaldehido al 37%.
5. Se mezclo y virtio la solucion en la cubeta para que gelificara.
6. Tras la gelificacion, se coloco en el tanque de electroforesis tampon MAE 1x.
7. Se prepar6 la muestra mezclando un volumen de ARN con 7.5 pg y agua DEPC

hasta alcanzar un volumen de 15 pL. En el caso del marcador de peso molecular se usaron

3uL de muestra (1pg/pL).

8. Se agregaron 15 puL de tampdén de carga para ARN y se calentaron las muestras
durante 5 minutos a 55 °C. Se centrifugd cada muestra con un pulso para colectar el contenido

en el fondo del tubo.

9. Se aplicaron las muestras a los pocillos y se corri6 el gel durante 2-4 h a 100 V. Se

visualizaron las bandas con luz UV.

Los geles se fotografiaron con un equipo de fotodocumentacion Gel Doc II (Bio-Rad).

MAE 10x: MOPS 0.2 M, acetato de sodio 50 mM , y EDTA 10 mM. Se ajust6 a pH 7.0 con NaOH. Se esterilizé por filtracién y se
guardoé refrigerado protegido de la luz .

Tampoén de carga para ARN: Para preparar 4 mL, se mezclaron 2.2 mL de formamida desionizada, 0.8 mL de formaldehido, 0.5 mL
de MAE 10%, 0.4 mL de glicerol al 80% (v/v), 0.1 mL de azul de bromofenol al 2% (p/v) y 20 pL de bromuro de etidio 0.1% (p/v). Se
guarda congelado.
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6.8.8 Transferencia, marcaje de sondas especificas e hibridacion de ARN

6.8.8.1 Northern Blot

La transferencia de ARN se realizdo a través del procedimiento de capilaridad y
utilizando membrana de nylon, siguiendo los pasos siguientes:

1. Se coloco una cantidad suficiente de tampon de transferencia en el recipiente (en
nuestro caso fue una cubeta de electroforesis) hasta los 2 bordes.

2. Enseguida se colocaron dos tiras de papel Whatman 3MM del ancho del gel, pero
con el largo adecuado para que colgaran bien en el recipiente (se mojaron por capilaridad). Se
evitaron las burbujas de aire entre el papel y el soporte.

3. Con mucho cuidado, se colocé el gel de ARN con la superficie inferior hacia arriba,
de manera que la transferencia se realizara desde la parte mas plana, evitando nuevamente la
formacion de burbujas de aire.

4. Se agregaron 2 60 3 mL de tampon de transferencia sobre la superficie del gel y se
colocd la membrana seca sobre el gel, la cual se marco para saber de qué lado se realizo la
transferencia (se asegurd la eliminacion de todas las burbujas de aire entre el gel y la
membrana, tratando de no mover la membrana después de este paso). La membrana debe tener
un tamafio de 2 a 3 mm mayor que el gel, para evitar una transferencia incompleta o
incorrecta.

5. Se colocaron 6 cuadrados de papel Whatman 3MM humedecidos en el tampdn de
transferencia seguidos de 5-8 cm de papel de periddico, todo ello del tamano del gel.

6. Encima del papel de periddico se colocd un vidrio cuadrado (centrado) y un libro de
250-500 gramos. Este sistema se mantuvo en reposo a temperatura ambiente durante 12-16
horas.

7. Se desmonto la transferencia, asegurandose de marcar la parte superior izquierda de
la membrana.

8. Se fij6 el ARN a la membrana con luz ultravioleta, ocupando la fuente de luz
ultravioleta de un transiluminador UVP TFM-20, exponiendo 2 minutos la membrana en
forma paralela a la alineacion de las lamparas, y otros 2 minutos con la membrana ubicada en

forma perpendicular a la alineacion de las lamparas.
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9. Terminado el ciclo, se senalaron los ARN ribosomales, y se identificd la membrana.
10. Se lavo la membrana con agua destilada por 3 minutos
11. Se envolvid la membrana con plastico autoadherible y se guardé a 4 °C, hasta su

hibridacién posterior.

Tampoén de transferencia: SSC 20x: este tampon estd compuesto por citrato sédico 0.3M y NaCl 3 M. El pH se ajusta a un valor de 7

con NaOH. Para utilizarlo en experimentos con ARN se trata la soluciéon con un 0.1% (v/v) de DEPC y se esteriliza en autoclave.

6.8.8.2 Marcaje de las sondas con digoxigenina

1. Se mezcld 1 pg. del ADN a marcar con agua suficiente para completar 16 pL

2. Se desnaturalizd el ADN calentando en un bafio de agua hirviendo durante 10
minutos y rapidamente se enfrid en un bafio de hielo, manteniéndose durante 5 minutos.

3. Se mezcldo con vortex el Dig-High Prime 5x y se afadieron 4 pL al ADN
desnaturalizado, se mezcl6 y se realizo un pulso de centrifuga para colectar todo el contenido
en el fondo del tubo.

4. Se incubd a 37 °C durante 20 horas.

5. Se detuvo la reaccion aniadiendo 2 pL. de EDTA 0.2 M pH 8.0 y/o calentando a 65

°C durante 10 minutos.

6.8.8.3 Hibridacién de sondas marcadas con digoxigenina

1. Se realizaron todos los pasos siguientes en tubos de vidrio de 50 o 100 mL o en
bolsas sellables de plastico resistentes a las altas temperaturas. No se deben usar contenedores
abiertos con el tampdén DIG Easy Hyb.

2. Se precalentd un volumen apropiado de Dig Easy Hyb (10-15 mL/100 cm’de filtro)
a la temperatura de hibridacion (50 °C o variable, dependiendo de la sonda).

3. Se prehibrid6 el filtro durante 30 minutos con agitacion suave en un tubo de
hibridacién cerrado, evitando la formacioén de burbujas en este proceso.

4. Se desnaturalizdé la cantidad apropiada de sonda de ADN marcada con Dig
(concentracion final con Dig Easy Hyb de aproximadamente 50 ng/mL) hirviendo durante 5

min. y enfriando rdpidamente en un bafio de hielo.
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5. Se agrego la sonda desnaturalizada a una cantidad apropiada de solucion Dig Easy
Hyb precalentada (3.5 mL/ 100 cm” de membrana) y se mezcld bien evitando la formacion de
espuma.

6. Se descartd la mezcla de prehibridacion y se agregd la mezcla sonda/tampén de
hibridacién a la membrana.

7. Se incubo durante 16 horas con agitacion suave.

8. Se decantd la solucion de hibridacion a un tubo estéril (esta mezcla de hibridacion
puede ser almacenada de -15 a -25 °C y ser reusada varias veces si se desnaturaliza a 68 °C
durante 10 min. antes de usar).

9. Se lavo la membrana 2 veces durante 5 minutos con 50 mL de solucion SSC 2x y
0.1% SDS (p/v) a una temperatura de 15-25 °C, con agitacion constante.

10. Se lavé 2 veces durante 15 minutos con 100 mL de solucion 0.5% SSC y 0.1% SDS
(precalentada a la temperatura de lavado) a una temperatura de 65-68 °C, con agitacion

constante.

Preparacion de la solucién de trabajo DIG Easy Hyb: Se agrega cuidadosamente 64 mL de agua doble destilada estéril en dos
porciones a los granulos de DIG Easy Hyb (Frasco 7). Se disuelven con agitacién durante 5 minutos a 37 °C

6.8.8.4 Deteccién inmunolégica

A continuacion se describe como se realizdé la deteccion inmunoldgica en una
membrana de 100 cm®. Todas las incubaciones se realizaron de 15-25 °C, con agitacion. Si la
membrana iba a ser reutilizada no se permitié que se secara en ningin momento.

1. Después de la hibridacion y los lavados de astringencia, se enjuagd la membrana
brevemente (3-5 min.) en 90 mL de tampdn de lavado, en un contenedor nuevo.

2. Se incubd durante 30 min. en 100 mL de solucién de bloqueo.

3. Se incubd durante 30 min. en 20 mL de solucion de anticuerpo.

4. Se lavé 2 veces durante 15 min. en 100 mL de tampon de lavado.

5. Se retir6 el tampon de lavado y se equilibré durante 2 a 5 minutos en 20 mL de
tampon de deteccion.

6. Se coloco la membrana (con el ARN hacia arriba) en un félder de revelado y sobre
pléstico autoadherible, a continuacion se aplicaron de 1 a 2 mL de solucion de trabajo CDP-

Star.
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7. Inmediatamente se cubri6 la membrana con el resto de plastico autoadherible y se
distribuyo6 uniformemente y sin burbujas el sustrato sobre la membrana.

8. Se incubo durante 5 min. a 15-25 °C.

9. Se elimino el exceso de liquido y se sellaron los bordes de la carpeta de revelado.

10. Se expuso la membrana frente a una pelicula Lumi-Film (u otra pelicula fotografica
apropiada) durante 30 min. a 1 h a 15-25 °C. La luminiscencia continué durante al menos 24
horas, y la intensidad de la sefial permanecié casi constante durante las primeras horas. Se
realizaron exposiciones multiples hasta conseguir la intensidad de sefial deseada.

11. Los resultados fueron documentados escaneando la pelicula revelada.

12. Se evalu6 la intensidad de las sefiales utilizando al ARN ribosomal 18S como
control de carga y utilizando el programa ImageJ para hacer el andlisis densitométrico.

Si se deseaba utilizar nuevamente la membrana no se permitid que se secara, almacenandose
en una bolsa de plastico con tampon de acido maleico, o en SSC 2%, hasta que se utilizo de

nuevo.

Tampo6n de lavado: acido maléico 0.1M, NaCl 0.15M, ajustar a pH 7.5; Tween 20 0.3% (v/v)

Tampoén de acido maleico: acido maléico 0.1M, NaCl 0.15M, ajustar con NaOH (sélido) a pH 7.5 (20 °C).

Tampén de deteccién: Tris HCI 0.1M, NaCl 0.1M pH 9.5 (20 °C)

Solucién de bloqueo: Debe prepararse el dia de su uso y contiene otras soluciones que pueden estar preparadas previamente: Se
diluyen 10 mL de la solucién de bloqueo 10x (vial 6) en 90 mL de tampon de acido maléico, esto es suficiente para una membrana de
100 cm’.

Solucién de anticuerpo: Debe prepararse exactamente en el momento previo a su uso, ya que solamente es estable 2 h a 4 °C. Para ello
se centrifuga la Anti-digoxigenina-AP (vial 4) durante 5 min. a 10000 rpm (= 7800 x g) en el vial original, previamente a cada uso,.
Posteriormente se utilizan 4 pL para 20 mililitros de solucion total.

Solucién de trabajo CDP-Star: Se diluyen 2 pL. de CDP-Star en 2 mL de buffer de deteccion, antes de utilizarla.

6.8.8.5 Marcaje de las sondas con radiactividad

Para el marcaje de las sondas se utiliz6 el kit Nick Translation System de Invitrogen,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se separo de la sonda de ADN marcada el exceso de isdtopo radiactivo utilizando el
Wizard DNA Clean-Up System de promega, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente la sonda purificada se mezcloé con 500 pL de agua, se hirvioé durante 10 min y

se coloco en hielo para su posterior uso.

6.8.8.6 Hibridacién de sondas marcadas con radiactividad

Se realizaron todos los pasos siguientes en tubos de vidrio aislantes de radiactividad.

1. Se coloco la membrana en el tubo de hibridacion.
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2. Se afiadieron 10 mL de PSE al tubo y prehibridar en horno de hibridacion a 65°C por
al menos 5 min.

3. Se mezclaron otros 10 mL de PSE con la sonda marcada

4. Se descarto el PSE de hibridacion del tubo y se puso el PSE nuevo con la sonda
marcada

5. Se hibrido a 65°C toda la noche

6. Al dia siguiente, se vaci6 el liquido con la sonda en un tubo falcon, por si existe la
necesidad de hibridar nuevamente

7. Se lavod la membrana 2 veces con 100 mL de solucion de lavado en el mismo tubo de
hibridacion en horno de hibridacion a 65°C.

8. Se seco el exceso de liquido de la membrana sobre papel filtro Whatman y se
envolviod en plastico autoadherible para evitar que se secara

9. Se midio la radiactividad con el Geiger (el ruido nos di6 una idea del tiempo de
exposicion de la pelicula para la autoradiografia).

10. Se detectaron los hibridos radiactivos mediante autoradiografia con pelicula Kodak
X-OMAT AR o Fuji RX.

11. Los resultados fueron documentados escaneando la pelicula revelada.

12. Se evalud la intensidad de las sefiales utilizando al ARN ribosomall8S como

control de carga y utilizando el programa ImageJ para hacer el analisis densitométrico.

6.8.8.7 Eliminacién de sefiales y reutilizaciéon de las membranas
1. Se llevaron a ebulliciéon 500 mL de solucion de SDS 0.1% (p/v).

2. Se transfirio la membrana hibridada y himeda a un contenedor limpio.

3. Se cubrid inmediatamente la membrana con la solucion caliente de SDS 0.1% y se
dej6 enfriar a temperatura ambiente.

4. Se equilibr6 brevemente con SSC 2x y se almacend en bolsa de plastico hasta que se
utilizoé de nuevo, en la forma descrita anteriormente.
Si se deseaba utilizar nuevamente la membrana no se permitid que se secara, almacenandose
en una bolsa de pléstico con tampon de acido maleico, o en SSC 2%, hasta que se utilizé de

nuevo.
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6.8.9 Transformacion de hongos

La transformacion de hongos con seleccion por resistencia a fleomicina no
requiri6 la obtencién previa de mutantes especificos, pero si un estudio preliminar para
determinar el nivel basal de resistencia a fleomicina de la cepa sin transformar.

La fleomicina pertenece al grupo de antibidticos metalo-glicopeptidicos de la familia
de la bleomicina (Berdy 1980). Es un antibiotico de amplio espectro producido por una cepa
mutante de Streptomyces verticillus, activo sobre la mayoria de levaduras y hongos y toxico
para células vegetales y animales en concentraciones que van desde 0.1 a 50 ug/mL Actta a
nivel del ADN originando roturas en la molécula, preferentemente en secuencias repetidas
invertidas de ADN monocatenario y en secuencias no metiladas de ADN bicatenario
(Hertzberg y col., 1985).

La resistencia se produce por inactivacion o bloqueo fisico de la fleomicina por parte
de una proteina codificada por el gen ble (gen de resistencia a bleomicina-fleomicina)
localizado en la regién central del transposon TnS de bacterias Gram negativas (Genilloud y
col., 1984; Collins y Hall, 1985), en el plasmido pUB110 de bacterias Gram positivas
(Mckenzie y col., 1986) y en el ADN cromosémico de actinomicetos productores de
fleomicina como Streptoalloteichus hindustanus (Drocourt y col., 1990).

El gen ble de S. hindustanus posee las siguientes caracteristicas principales:

El gen, de 375 pb comienza en un sitio de reconocimiento y corte para la endonucleasa
Ncol (CCATGG), que incluye el triplete inicial de la traduccion.

El tnico sitio de reconocimiento y corte para endonucleasas de restriccion que
comparte con los vectores normalmente utilizados es una secuencia de reconocimiento y corte
para la enzima Smal, lo que es muy Util en el proceso de construccion de los pladsmidos que se
utilizaran en la transformacion.

Los niveles de resistencia al antibiotico estan directamente relacionados con el nivel de
expresion del gen ble. La expresion de este gen viene determinada por dos variables: la fuerza
del promotor bajo el que se expresa el gen y el nimero de copias del gen ble integradas en el
genoma del transformante.

En nuestros experimentos el gen ble fue integrado en el denominado “modulo de

resistencia a fleomicina”, compuesto por el promotor del gen pcbC de P. chrysogenum (0.8
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kpb), el gen ble de S. hindustanus (0.4 kpb) y el terminador del gen cycl de levaduras (0.3

kpb). Los dos ultimos componentes de esta unidad fueron obtenidos a partir del plasmido

pUT713 (Gatignol y col., 1987) y el conjunto se encuentra integrado en el plasmido pULJL43
(Barredo, 1990).

El método de transformacion que se siguio fue el descrito por Queener y col. (1985)

con algunas modificaciones.

6.8.9.1 Crecimiento del micelio

1.

Se inocularon 100 mL de MMC con las esporas procedentes de seis placas de medio LPE
que habian sido incubadas a 28 °C durante 6 dias, y se incubd el cultivo a 25 °C durante 20
horas, con 200 rpm de agitacion.

Se centrifugd el micelio a 4000 rpm (= 1300 x g) durante 8 minutos y se decantd el
sobrenadante.

Se afiadieron 100 mL de NaCl 0.9% (p/v) y se recogid el micelio por centrifugacion a

4000 rpm (= 1300 x g) durante 8 min., a temperatura ambiente.

6.8.9.2 Obtencién de protoplastos

4. Se resuspendi6 el micelio en 100 mL de TPC suplementado con DTT (ditiotreitol) 0.1 M,

y se incubd a 28 °C con fuerte agitacion durante 2 horas. Esta incubacion con DTT se
realiz6 para reducir las uniones disulfuro de la pared del hongo y asi facilitar el proceso de
liberacion de protoplastos.

Se recogid el micelio correspondiente a 15 mL de cultivo, centrifugando con las mismas
condiciones que en el paso 2, y se resuspendio en 4 mL de TPC.

A continuacion se agregaron otros 4 mL de TPC en el que habiamos disuelto previamente
160 mg (concentracién final 20 mg/mL) de Driselase®. Se incub6 la mezcla en un matraz
de 100 mL durante el tiempo necesario para la obtencion de protoplastos (no mas de 5 h) a
28 °C, con agitacion orbital de 100 rpm. La liberacion de protoplastos se observé al
microscopio cada hora.

Se filtr6 la suspension de protoplastos/restos de micelio a través de un filtro de nylon de 30
um de didmetro de poro, convenientemente colocado sobre un embudo y esterilizado, con

el fin de separar los restos de micelio de los protoplastos. Se precipitaron los protoplastos
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por centrifugacion a temperatura ambiente durante 4 min. y 2500 rpm (= 1000 % g). Se
lavo el precipitado obtenido con 5 mL de NaCl 0.8 M y se sedimentaron los protoplastos
como en el paso anterior. Se repitio este lavado con NaCl tres veces consecutivas.

8. Se lavo el precipitado obtenido de la Gltima centrifugacion con 5 mL de tampon NCM y se
centrifugd de nuevo, en las condiciones anteriormente descritas. Se resuspendieron los
protoplastos en NCM a una concentracion de 1 x 10° protoplastos/mL (aproximadamente 5
veces el volumen del precipitado) y se afiadié 1/10 del volumen total de tampon CCM. Se

mantuvo esta suspension de protoplastos en hielo hasta que se realiz6 la transformacion.

TPC: NaCl 0.8 M; Tampoén fosfato potasico 50 mM pH 7, después de esterilizar en autoclave se afiade MgSO, 0.02 M
NCM: NaCl 0.8 M; CaCl,50 mM; MOPS 10 mM pH 7.
CCM: CaCl, 50 mM; MOPS 10 mM pH 7; PEG 8000 18% (p/v).

6.8.9.3 Transformacién de A. chrysogenum.

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

Suspension de protoplastos 100 uL
DNA 1-10 pL (1-10 pg)
ATA 0.1 M (opcional) 10 uL

Se mantuvieron durante 20 min. en hielo
9. Se afnadieron 500 uL. de CCM, se mezcld y mantuvo a temperatura ambiente 20 min. mas.

10. Se diluyo el polietilenglicol presente en el CCM afiadiendo 600 pL. de NCM. Se mantuvo

esta mezcla de transformacion a temperatura ambiente hasta el momento del plaqueo.
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7. Resultados

7.1 Estudios fisiolégicos de la produccion de cefalosporina C con Acremonium

chrysogenum

7.1.1 Estimacion del crecimiento en cultivos en medio sélido mediante cromatografia de gases
Los experimentos con cultivos en medio s6lido de A. chrysogenum presentan la
limitante de una dificil estimacion del crecimiento por medio de la medicion de la

concentracion de glucosamina, y aun la observacion microscopica de su morfologia es
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producido (cinética integrada), (¥¢) Produccion de antibidtico.

Para el montaje de la

técnica de estimacion del crecimiento mediante cromatografia de gases (respirometria) se
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realizaron, en primer lugar, mediciones en un cultivo en medio s6lido de Penicillium
chrysogenum modificado genéticamente para producir cefalosporina C (Paniagua, 2004),
utilizando bagazo de cafia como soporte. Los componentes de la FS fueron usados en las
siguientes proporciones: bagazo de caia (14.6%), nutrientes (15.4%) y agua (70%).

En la figura 8 se observa que en la produccion rapida de CO, del cultivo solido de
Penicillium chrysogenum en medio solido se distinguen al menos dos picos de maxima

produccion: de 20-25 h, de 26-46 h y

de 48-58 h de cultivo 300 - - - - - - )
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‘0 400 O
que debido a fallas en el suministro de g’ 2007 g
energia eléctrica no fue posible hacer %N“"‘" ™ %
mediciones entre las 30 y 42 h, lo cual g 1001 [ é
afectdé la aireacion del cultivo y g o o =
posiblemente produjo una disminucion 0 -0
de la actividad metabdlica del mismo, *
lo que también se refleja en la ~
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formacion de esporas después del tercer maximo de produccion de CO,, coincidiendo la
disminucién de la actividad metabdlica con la formacidn de estas estructuras de supervivencia.

El protocolo completo utilizado para las mediciones respirométricas se encuentra
descrito en el anexo 4.

También se realizaron mediciones respirométricas en la FS de A. chrysogenum C10
para la produccion de cefalosporina, en las cuales se observaron resultados muy diferentes a
los observados en los cultivos con Penicillium. El medio utilizado fue el MFAF 2.5%, cuya
composicion fue: bagazo de cana (16.6%), nutrientes (13.4%) y agua (70%)

En el caso de las cinéticas integradas de produccion de CO, y de consumo de O; (Fig.
9, gréfica superior), se observaron curvas muy definidas del tipo de las curvas normales de
crecimiento de microorganismos, determinandose que la fase de crecimiento rapido se dio
aproximadamente de las 60 a las 96 h, practicamente acoplada con la fase de produccion
rapida de CPC. Pareceria como si la produccién de cefalosporina C se realizd
independientemente del crecimiento, solamente desde las 96 a las 120 h.

Informaciéon mas detallada se encontré en las cinéticas derivadas de CO, (Fig. 9,
grafica intermedia) y de O, (Fig. 14), en las que se observé una primera fase de produccion
rapida de CO, desde las 60 hasta aproximadamente las 80 horas, para luego observarse un
descenso de esta produccion durante aproximadamente 8 h. El descenso en la produccion de
CO; coincidid con el tiempo en el que se observo el inicio de la produccion rapida de CPC.
Posteriormente se produjo otro periodo de aumento rapido en la produccion de CO,, de otras
12 horas, en las cuales se continuaba con el comportamiento de produccion rapida de CPC.

El detalle y relacion de la produccion de O, se describen con mas detalle en la seccion

7.1.3.

7.1.2 Cultivo en medio liquido de Acremonium chrysogenum, evaluacion de diferentes niveles
de nutrientes y comparacién preliminar con cultivos en medio sélido.

Para determinar la posibilidad de producir CPC al realizar cultivos en medio liquido de
A. chrysogenum con concentraciones de nutrientes mas altas que las utilizadas normalmente
(Caltrider y col., 1966), se realizaron experimentos, utilizando diferentes niveles de

concentracion de nutrientes, de forma similar a lo realizado previamente con cultivos sélidos
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de este microorganismo (Cuadra y col., 2004). Estos experimentos nos permitirian investigar

ademas si el efecto del pH en la
produccion de CPC es particular para
la fisiologia del microorganismo en FS
o si tiene el mismo comportamiento en
FL.

En un primer experimento se
compararon las concentraciones 1x y
2x de MCFA (Fig. 10), utilizando un
inoculo del 10%, es decir 10 mL de
MSMA de 48 horas en 90 mL de
MFAF, utilizando matraces de 500 mL
con triple indentacion y las demas
condiciones de fermentacion que se
indican en los materiales y métodos.

En las dos condiciones
estudiadas, se observo crecimiento de
A. chrysogenum, practicamente desde
el inicio del cultivo hasta las
veinticuatro horas. El crecimiento
continu6 de forma mas lenta las
siguientes 24 h.

En las dos concentraciones, a
partir de las 72 horas del experimento
se aprecidé un descenso drastico de la
biomasa formada.

Los resultados de produccion
de CPC indicaron, de forma similar, un
inicio rapido de ésta en las dos

condiciones, que en el caso del medio
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Fig. 10 Cinéticas de pH, produccion y crecimiento de cultivo en medio

liquido de Acremonium chrysogenum C10 bajo dos condiciones de
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de concentracion normal (1%) inici6 en un valor de pH entre 6.0 y 7.1, y llegd a su fin cuando
el pH alcanzé un valor de aproximadamente 7.9. En el caso del medio de doble concentracion
se observd que la produccion répida inicid con un valor de aproximadamente 6.6, y aunque
después de un pH de 7.2 no sigui6 aumentando si se mantuvo el nivel de produccién hasta que
se lleg6 a un pH de 8.0. En ambos casos se detect6 una disminucion rapida de la CPC presente
en los cultivos después de llegar al valor de pH de 8.0.

La cinética de pH (Fig. 10) indicé un aumento muy rapido de esta variable, que fue
ligeramente mayor durante las primeras 48 horas en el cultivo con concentraciéon normal de
medio de cultivo. Sin embargo, bajo las dos condiciones alcanzé valores bastante superiores a
8.0. En general, no se observaron diferencias significativas en la evolucion del pH entre las
dos condiciones estudiadas en medio liquido.

Para este experimento se utiliz6 una cantidad de micelio de 10% (v/v)
(aproximadamente 4% p/v), la cual se considera una cantidad relativamente alta en
comparacion con el indculo utilizado para la FS, y que podria haber producido el aumento tan
rapido en todas las variables de este experimento. Sin embargo, este experimento demostro la
factibilidad de realizar cultivos liquidos con niveles de nutrientes similares a los utilizados en
la FS.

Con el objeto de investigar si el efecto del pH en la produccion de CPC es particular de
la fisiologia en FS o tiene el mismo comportamiento en FL, se realiz6 un segundo experimento
preliminar de FL para establecer condiciones analogas a las utilizadas en la FS (Fig. 11). Se
efectuaron cultivos liquidos utilizando MFAF con dos concentraciones de nutrientes (1x y
2.5%), aunque ahora con un indculo de medio semilla de 38 h en cantidad necesaria para tener
de 1.5% (p/v) de micelio en la FL. En este caso se iniciaron los cultivos a un pH de 6.0.

El crecimiento del micelio en este caso (Fig. 11) aumentd de forma mas lenta a lo
observado en el experimento anterior, pero la cantidad de biomasa fue mayor en las dos
condiciones (18 vs. 33 mg de micelio seco/mL en 1x y 2.5%, respectivamente). La produccion
de tanto micelio como CPC fue mayor en este experimento que en el anterior.

Ademas, en este experimento, se observod que el intervalo de pH en el cual se dio la
produccion rapida de CPC en el medio de concentracion normal esta entre 7.2 — = 8.0, similar

al intervalo en el que se realizo la produccion en el medio 2.5% (6.75-7.75). Es decir, que en
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este sistema, y de forma andloga a lo

9.0

] a observado en la FS, ya se perfila un
] / /i intervalo de valores de pH durante el
:: g - que se realiza la produccion de CPC.
7:0_' @\ / / Esta evidencia sugiere nuevamente

una influencia importante de esa

pH

6.5 4

60 variable en la produccion de CPC.

Los resultados de este
19007 experimento también indicaron una
1600 — \

1400 - . diferencia significativa en el nivel
maximo de produccion

(aproximadamente del 83%), siendo la

CPC(ug/mL)
> ® o D
8 8 8 8
| I I |
o~
Xﬂ

/\

(o]

produccion de 900 pg/mL en el caso

4004 .

0 del medio 1x y de 1700 pg/mL en el
o

35 caso de la concentracidon 2.5x.

30 A . .
Por otro lado, no parece existir
25+ A
represion de la produccion de CPC
20
A

-
£
g
= A\A\ por la alta concentracion de fosfatos
@
£ A .1 e r
S 10- — utilizada en la concentracion mas alta
5 de nutrientes (0.075 M), ya que, a
. . . . . pesar de observarse diferencias en las
0 1 2 3 4 5
Tiempo(dias) velocidades de inicio de la produccion
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en FL de Acremonium chrysogenum C10 bajo dos condiciones rélplda, los dos sistemas muestran
de concentraciéon de MFAF: simbolos abiertos concentracion
normal (1%), y simbolos cerrados concentracion 2.5%. Indculo niveles de producci(')n inicial de CPC

utilizado 1.5%(p/v)
similares.
Para completar el estudio del efecto de la concentracion de nutrientes, se realizd una FS
utilizando medio 1x comparado con un control 2.5%, ambos amortiguados con fosfatos.
Sorpresivamente, el nivel de CPC producido por el medio 1% no difiri6 significativamente del

nivel producido por el medio més concentrado (Fig. 12). Esta figura también muestra que el

57



buen nivel de produccion en el medio 1x se relacion6 con una lenta evolucion del pH y del
consumo de nutrientes,
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Fig. 12. Produccion de CPC (o), pH (0), y aztcares totales (V') de FS de A. ., .,
chrysogenum SSF bajo dos niveles de nutrientes. Simbolos abiertos 7.1.3 Comparac10n de la pI'OdLlCCIOIl

concentracién normal (1x), simbolos cerrados medio 2.5%. de CPC en cultivos en medio liquido
y solido de A. chrysogenum C10.

Una vez comprobada la posibilidad de usar un medio concentrado (2.5%) en la
produccion de CPC por A. chrysogenum en FL, se realizaron cultivos en FS y FL, utilizando el

medio MFAF en una concentracion 2.5x, iniciando la FS a pH de 5.8 y la FL a pH de 5.75.

Los resultados muestran un aumento del pH (Fig. 13) durante la progresion de ambos
cultivos. Los cambios se realizan con mayor rapidez en el sistema liquido que en el solido;
alcanzandose en los dos casos valores alcalinos al final de la fermentacion (FL>8.25, FS =
8.0). Estas condiciones nos permiten observar todos los fenomenos que se realizaron en ambos
sistemas en un intervalo de 3.5 unidades de pH (5.7-8.3), abarcando condiciones acidas,

neutras y alcalinas.
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CPC (ug/mL)

El intervalo de pH en el que se observd la produccion de CPC en FL (Fig. 13) se

encuentra entre 5.77 y 7.9, observandose este intervalo entre los dias uno y cinco de la

fermentacion. En el caso de la FS, la produccion es observable durante menos tiempo, entre

los dias dos a cinco, encontrandose el pH (de forma similar a la FL) entre valores de 5.96 y

7.74. Lo anterior sefial6 cierta dificultad para la produccion de CPC por Acremonium

chrysogenum en la FS con valores de pH menores a 5.9 y mayores a 7.8.

Analizando las diferencias entre la produccion de cefalosporina reportada por el

bioensayo con y sin penicilinasa, se puede apreciar que a pesar de que no hay diferencias

significativas en los valores de maxima produccion entre las dos condiciones, en la FL se

observa en el cuarto dia una cantidad significativamente menor de CPC que de antibidticos
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Fig. 13 Cinéticas de produccion de CPC y pH en: a) FL y b) FS con A. chrysogenum en medio MFAF 2.5x. La CPC fue medida por

bioensayo sin penicilinasa (simbolos abiertos) y con penicilinasa (simbolos cerrados).
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totales, evidenciando una mayor cantidad de penicilina N presente en la FL que en la FS en los
tiempos previos al dia de produccion maxima (Fig 13).

Con el objeto de determinar la produccion especifica a las 96 y 120 horas en ambos
cultivos, se realizd la cuantificacion de biomasa por la técnica de la glucosamina. La medicion
de glucosamina en la FL nos indic6 que 1 g de micelio seco contiene = 31.9 mg de
glucosamina. Los resultados (Tabla 5) indicaron una mayor productividad de los dos tipos de

fermentacion a las 120 h que a las 96 h, pero con una diferencia mayor en el caso de la FL.

Tabla 5. Productividad de la FL y FS a las 96 y 120 h.
FL FS

Tiempo
(ng de CPC/mg (pg de CPC/mg
(h) de micelio seco)  de micelio seco)
96 27.09 44.57
120 44.16 47.07

Por otro lado, ademas del retraso en el inicio de la produccion de CPC en la FS en

relacion con la FL, también se observo un retraso en el inicio del crecimiento. La cinética de
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Fig. 14 Crecimiento de A. chrysogenum en medio MFAF 2.5x comparando FL vs. FS a) Peso seco de micelio de FL, b) Cinéticas de consumo de O, y
humedad en FS.

consumo de O, en la FS (Fig. 14) indica un aumento rdpido de esta variable desde

aproximadamente las 60 hasta las 72 h, es decir més de 24 h después de lo observado en el
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cultivo liquido y durante un dia menos. El intervalo de pH durante el cual se realizd el
crecimiento rapido es mas amplio en el
caso de la FL (5.77-7.26) que en la FS
(5.96-7.01). 1T
Considerando la cinética de ] /

humedad como un indicador muy

.
S
S
- 23

pH

relacionado con el crecimiento, sus ' B
resultados confirmaron lo observado

mediante las mediciones respirométricas,

el porcentaje de humedad aumenta del - ] .

69% al 73% del segundo al quinto dia de °]

cultivo (Fig. 14). =] -
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350
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7.1.4 Cultivos de A. chrysogenum C10 a 0 R
pH controlado. 5
Q 150 bt
Para verificar el efecto de un pH % oo
constante en cultivos de A. chrysogenum, 50 - 4 s "
. . 0 éﬂﬁ ’ e——"——
se centrifugaron 10 mL de un cultivo de 0 2e w72 e a2 14
Tiempo (h)
medio semilla (MSMA) de 38 h a 3000 Fig. 15 Cinética de cultivo de A. chrysogenum C 10. Dos
medios diferentes para el control de pH. Condiciones: (®)
rpm (z 1500 x g), se decantd el MCFAM, (m) MDFAM. En el caso de la produccion de CPC

los simbolos cerrados corresponden a bioensayo sin penasa y

sobrenadante y se resuspendi(') el micelio los abiertos a bioensayo con penicilinasa.

en la misma cantidad del medio de prueba a utilizar en la fermentacion, utilizdndose esta

suspension como inoculo para 90 mL de medio liquido.
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Se utilizaron dos medios de prueba, ajustados a pH 5.7 antes de esterilizar: medio

definido de fermentacion para Acremonium (MDFAM) amortiguado con MES 0.01 M y

medio complejo de fermentacion para Acremonium (MCFAM) amortiguado con carbonato

0.03 M. Después de la esterilizacion se observé que los cultivos empezaron a valores de pH de

5.90 —
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4
Azlcares totales (mg.mL )

Biomasa (mg.mL )
N w

1 1
X
—

CPC (ug.mL")

—

0 24 48 72 96 120 144

Tiempo (h)
Fig. 16 Cinética de cultivo de A. chrysogenum C 10. MDFAM/ MES 0.125 M.
Inéculo centrifugado y lavado. En la produccion de CPC los simbolos cerrados
corresponden a bioensayo sin penicilinasa y los abiertos a bioensayo con
penicilinasa.

5.6 para el MDFAM vy de 6.8 para el
MCFAM.

Los cultivos se incubaron en
matraces de 500 mL triplemente
indentados, a 25 °C y con una
agitacion de 250 rpm durante 6 dias.
Se analizaron tres matraces por cada
tiempo de muestreo.

Comparando las cinéticas de
pH de los medios MCFAM vs.
MDFAM/MES 0.1 M (Fig. 15) se
observé que el medio MDFAM
amortiguo mejor el pH,
observandose solamente una
variacion de 0.2 unidades de pH en
el caso del medio definido y de un
poco mas de 2 unidades de pH en el
medio complejo.

La produccion fue baja en las
dos condiciones estudiadas (Fig. 15),
de 325 y 45 pg CPC/mL en medio
complejo y definido,
respectivamente.

Por otro lado, se observaron
detalles caracteristicos del

metabolismo secundario de hongos,
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ya que la produccion de CPC comenzo después del descenso répido de los azlicares en ambos
medios (Fig. 15). En el caso del medio complejo se observd un consumo mas rapido, desde el
inicio hasta las 24 h de cultivo, observandose después de este tiempo el inicio de la produccion
rapida de CPC. El consumo répido de azucares en el medio definido se observo desde el inicio
hasta las 48 h de cultivo, pero solo después de las 72 h se pudo observar un ligero aumento de
la cantidad de antibiotico detectada.

En el caso de la produccion de biomasa (Fig. 15) su aumento estuvo acoplado al
consumo rapido de azucares, en las dos condiciones estudiadas.

En vista de la imposibilidad de mantener constante el pH en el medio complejo
(MCFAM), se descartd su uso para experimentos sucesivos.

Se realizd una nueva prueba para verificar la eficiencia del medio definido en el
mantenimiento de los valores de pH constantes, utilizando MDFAM amortiguado con MES
0.125 M (Fig. 16).

En este experimento, la variacion en el pH fue muy similar a la observada en el
experimento preliminar (iniciando a 5.82 y terminando en 5.61), considerdndose una variacion
aceptable para la finalidad del experimento. Se hicieron al menos cuatro repeticiones en la
medicion de azacares, biomasa y CPC (Fig. 16), lo cual confirmé que el consumo rapido de
azucares se realizd desde el inicio hasta las 48 h de cultivo, pero en este caso el consumo no se
vi6 acoplado al crecimiento rapido de la biomasa, observandose un crecimiento lento pero
constante durante toda la duracion de la fermentacion.

La produccion de CPC, por otro lado, inicid después del consumo rapido de azucares,
al igual que lo observado en el experimento anterior. El nivel de produccion detectado

(Fig.16), nuevamente fue muy bajo (18 pg CPC/mL).

7.2 Estudios moleculares de la producciéon de cefalosporina C con Acremonium
chrysogenum
7.2.1 Aislamiento de ADN total de Acremonium chrysogenum

Se realizd la extraccion del ADN de este microorganismo como se indica en el
procedimiento detallado en los materiales y métodos. Sin embargo, este protocolo tuvo que

modificarse, debido a que la cantidad minima de micelio liofilizado recomendada en el mismo
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daba lugar a una separacion deficiente de las proteinas. Por ello se realizo la extraccion con el
micelio equivalente a sélo 0.1-0.25 mL, lo cual es una cantidad suficiente al encontrarse
liofilizado.

La figura 17 muestra las diferencias observadas al realizar la extraccidon partiendo de

diferentes cantidades de micelio.

M : marcador

ADN
genomico

Micelio 0.5 mL Micelio 0.25 mL

Fig. 17 Geles de electroforesis indicando la eficiencia en el aislamiento
de ADN de micelio liofilizado de Acremonium chrysogenum C10.

7.2.2 Obtencion de sondas de los genes de biosintesis de CPC

La Fig. 18 muestra 9 de los 10 fragmentos de genes implicados en la biosintesis de
CPC por A. chrysogenum obtenidos por PCR. Todas las amplificaciones parecen tener los
tamafios esperados, sin embargo al insertar estos fragmentos en pGEM®-T Easy y digerir los
plasmidos aislados no se observa la progresion esperable en el tamano de los fragmentos
correspondientes a los insertos. Esto se pudo explicar al encontrarse que algunos de los
insertos contienen sitios de reconocimiento y corte para la endonucleasa ECORI que fue la
utilizada para digerir el vector.

La amplificacion del fragmento del gen cahB se realizo posteriormente a la de las otras
amplificaciones, sin embargo se confirm¢é la secuencia de todos las inserciones realizadas en
pGEM™-T Easy, detallandose los resultados en la Tabla 6. La mas alta similitud encontrada
coincidio en todos los casos con las secuencias reportadas para A. chrysogenum. En el caso de
las secuencias de los genes pcbC y cefEF clonadas, no fue posible confirmar su secuencia
dentro del vector, debido posiblemente a la alta similitud de algin fragmento del mismo con

los oligonucleotidos utilizados para amplificar esas secuencias. Sin embargo, si se confirmo la
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identidad de los productos de PCR obtenidos inicialmente para esas secuencias, de tal forma

que en esos casos fueron los productos de PCR los que fueron utilizados finalmente como

sondas.
Tabla 6. Resultados de la secuenciacion de los fragmentos amplificados por PCR
para ser utilizados como sondas en los analisis de expresion de los cultivos de A.
chrysogenum.
Secuencia de Método de Porcentaje de
Sonda . . .
origen comparacion similitud
pacC  AJ251521 Blast 99%
actA  AF056976 Blast 100%
pchAB G“ﬁérlr;;ly col, Manual 100%
cefD1 AJS07632 Blast 100%
cefD2 Blast 100%
ceffT  AJ487683 Blast 99%
cefG M91649 Blast 99%
cefEF  AJ404737 Blast 99%
pchC M33522 Blast 99%
cahB  BD267703 Blast 99%
£ 8 9 % e g 8bwmwmg 3 Qg 3 o g 8 Bowm
M & 3 g 8 8 8 &8 8 8 s 8 g 8 8 8 g 8 8

449 490 509 524 530 554 574 582 596

Fig. 18 Geles de electroforesis con a) Productos de PCR obtenidos con los oligos descritos en la tabla y b) plasmidos pGemT Easy
conteniendo los insertos de los productos de PCR de a). En la parte superior se indica el gen al cual corresponde cada uno de los fragmentos,
y en la parte inferior se indica el tamafo esperado de los productos de PCR
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7.2.3 Extraccion de ARN de Acremonium chrysogenum y transferencia a membranas de nylon.

Se realizd la extraccion y cuantificacion de ARN, tanto del inoculo de MSMA de 38 h
como de cada dia de estudio del cultivo FS vs. FL en MFAF 2.5%, en la forma descrita en los
materiales y métodos. Sin embargo, a pesar de realizarse las mediciones de acuerdo al
protocolo, las cantidades cargadas en los geles desnaturalizantes no parecen ser homogéneas y
hasta pareceria existir un cierto grado de degradacion en algunos tiempos de cultivo (Fig. 19,
muestras FL: 96 y 48 h, FS: 144,120 y 96 h). Es importante resaltar que se realiz6 un control
en el que se extrajo ARN solamente del bagazo de cafia utilizado como soporte en la FS,
siendo el resultado una ausencia total de bandas de ARN. Esto asegura el que no haya ninguna

interferencia debida al soporte utilizado en los resultados posteriores.

FL ES .
144 120 96 72 48 24 0 144 120 96 72 48 24 0 bagazo
N ——

Fig. 19 ARN de experimento de FS vs. FL en MFAF 2.5x. Los encabezados sefialan
el tiempo de muestreo para cada una de los cultivos en horas. La muestra de bagazo
es obtenida a partir de bagazo con medio y sin indculo.

Se purifico nuevamente ARN de los tiempos en los que parece existir degradacion,
tanto en FS como en FL, y fue sometido a mediciones espectrofotométricas que permitieron
apreciar valores de pureza diferentes entre las muestras obtenidas en FS y FL (Fig. 20a). Por
eso, se obtiene un gel en el que parece existir degradacion de ciertos tiempos en ambos

cultivos (Fig. 20a). Dado este resultado, se realizo una repurificacion de las muestras que

parecen degradadas (FL: 48, 96, 120 y 144 h; FS: 96, 120, 144 h) mediante un paso extra de
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fenolizacion, lo cual llevo a obtener muestras con bandas de los ARN ribosomales 18S y 28S

mejor definidas (Fig. 20b).

1151 - -

Angonso 149 143 128 144 157 138 129 135 144 142 142 124 135 1.38 123
A260230 149 126 095 197 113 127 136 1.64 226 2.12 227 149 2.90 1.77 1.42

Fig. 20 ARN en geles desnaturalizantes de formaldehido a) muestras con una sola purificacion, b) muestras con dos
purificaciones. Los numeros superiores sefialan tiempo de muestreo en horas

Se considera necesario aclarar que cuando se realizo el paso extra de fenolizacion y
posterior disolucion del ARN se observé que la falta de resolucion de las bandas en el primer
gel mas bien era causada por una disolucion deficiente de la muestra, mas que por falta de

pureza.

b)

a FS FL
) FS FL

024 48 72 96 120144 0 24 48 72 96 120 144 1

024 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144 I

Fig. 21 ARN recién transferido a membrana e iluminada con UV (a), y membrana hibridada con sonda pchAB marcada con
digoxigenina, revelada con método cromogénico e iluminada con luz visible (b).
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Se nota atn en el gel de la Fig. 20b cierto nivel de barrido en las muestras de los
ultimos tiempos de FS (96-144), ademas de notarse la presencia de impurezas en la muestra
liquida de ARN, con aspecto viscoso y color marrén (similar al de la melaza de cafia utilizada
para el medio de cultivo), lo cual sugiere la presencia de una mayor cantidad de polisacéaridos
y 0 pigmentos en esos tiempos de la FS.

En una primera hibridacion, se utilizé gel de la Fig. 20a para realizar la transferencia y
fijacion de acidos nucleicos a la membrana de nylon a través de la técnica de Northern blot
descrita en los materiales y métodos. La fijacion de los acidos nucleicos se realizdé mediante
exposicion directa de la membrana a la luz UV, usando un transiluminador UVP (UVP, Inc.
CA. USA) durante 4 minutos (Fig. 21a).

Los experimentos de hibridacion se intentaron en principio utilizando sondas marcadas
con digoxigenina y usando el método de deteccion colorimétrico. Los resultados de esta
prueba mostraron una ligera revelacion del transcrito buscado en ciertos tiempos de
fermentacion sefialados en negritas y cursivas en la Fig. 21b; lo cual confirmé la baja
sensibilidad del método para los fines de nuestro estudio. Ante este resultado se optd por
utilizar métodos de deteccion quimioluminiscentes o métodos de marcaje radiactivos en las

siguientes pruebas.

7.2.4 Analisis de la expresion de los genes implicados en la biosintesis de CPC en FS y FL de
A. chrysogenum.

Se probaron tanto la deteccion con radiactividad como la deteccion con
quimioluminiscencia para investigar la expresion de los genes pcbhC, cefD1, cefG, pacC y
pcbAB. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos sistematicos en la modificacion de las
condiciones de astringencia, y los resultados positivos de los controles de identidad de las
sondas, controles de marcaje de las mismas y de los resultados de hibridacion satisfactorios
con otros genes; no fue posible obtener sefal alguna que indicara la expresion de los primeros
cuatro genes, y s6lo fue posible obtener manchas indefinidas en el caso del gen pcbAB.

Estos resultados no indican la ausencia de expresion de los mencionados genes, pues la
evidente produccion de CPC rechazaria esa hipotesis, por lo que solamente son evidencia de la

necesidad de una metodologia mas sensible que permita evaluar la expresion de estos genes.
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7.2.4.1 Perfil de expresion del gen actA en FS y FL

La actina es uno de los componentes principales del citoesqueleto y una de las
proteinas mas abundantes encontradas en las células eucaridticas. El estudio de la expresion
del gen de y-actina en FS y FL de Acremonium chrysogenum (Fig. 23) permitio la deteccion
de un transcrito ubicado bajo el ARN ribosomal 18S (menor a 1.7 kb), cuya expresion no fue
homogénea durante el desarrollo de los cultivos estudiados. La expresion de la y-actina se
observé entre las 0 y 96 h en FL, y entre las 48-96 h en la FS, reapareciendo en este ultimo
caso a las 144 h. El analisis densitométrico de los transcritos indicé una expresion
aproximadamente constante desde las 48 a las 96 h, reapareciendo casi en la misma magnitud
a las 144 h en el caso de la FS. Por otro lado, no se encontré ninguna relacion entre la

evolucion del pH y la expresion de este gen.

FL FS .
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144 257

19 1.0 40 219 209 0 0 0 0 162 175 141 0 7.9
104
@ . " A0

Inéculo 0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (h)

Fig. 22 Expresion del gen actA enl experimento de FL vs. FS. Lado izquierdo: se indica el tiempo (T) y la expresion relativa (ER) del gen t. Derecha:

grafica correspondiente al analisis densitométrico de la hibridacion: FL barras blancas, FS barras grises. Para normalizar la carga se dividio la
densidad optica de cada transcrito entre la densidad optica del ARN ribosomall8S (control de carga). Los niveles de trascripcion estan dados en
unidades relativas, el transcrito con menor expresion encontrado en cada caso fue designado como la unidad.

Las diferencias encontradas en la expresion de este gen, ademéas de que indicaron que
no es un espécimen adecuado para ser usado como control de carga en la evaluacion de los
niveles de expresion de los demds genes en este experimento, sugieren variaciones
morfoldgicas o de composicion de las células del microorganismo a lo largo de los cultivos
estudiados.

7.2.4.2 Perfil de expresion del gen cefEFen FS v FL

El gen cefEF codifica para una proteina con actividad expandasa e hidroxilasa, lo cual
implica la transformacion de penicilina en cefalosporina a través de la insercion de un 4tomo
de carbono en el nicleo de la penicilina (Valegard y col., 2004). Posteriormente, esta enzima

cataliza una reaccion de hidroxilacion del anillo (Samson y col., 1987).
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Los resultados de la hibridacion mostraron (Fig. 23) una trascripcion constante y alta
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Fig. 23 Expresion de los genes a) CefEF, b) cefD2 y c) cefT en el experimento de FL vs. FS. Izquierda: Cinética de produccion de CPC del
experimento indicando los tiempos del cultivo (Izq. FL, Der. FS), pH y la expresion relativa (ER) de los genes. Derecha: graficas correspondientes al
analisis densitométrico de las hibridaciones: FL cuadros oscuros, FS cuadros claros. Para normalizar la carga se dividi6 la densidad 6ptica de cada
transcrito entre la densidad optica del ARN ribosomal 18S (control de carga). Los niveles de transcripcion estan dados en unidades relativas, el
transcrito con menor expresion encontrado en cada caso fue designado como la unidad.

de este gen desde el principio del cultivo, no encontrandose tampoco ninguna relacion entre la

evolucién del pH y su expresion. A pesar de que no se observa mayor expresion de este gen en
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FS que en FL es posible que, debido a las caracteristicas de la FS, el sistema so6lido presente
ventajas sobre el liquido en terminos de la actividad de la enzima codificada por este gen.

7.2.4.3 Perfil de expresion del gen cefD2en FS yv FL,

El gen cefD2 codifica para la isopenicilina N-CoA epimerasa, cuya actividad es similar
a la actividad epimerasa de sistemas involucrados en la degradacion de acidos grasos raros o
metabolitos toxicos en otras células eucaridticas (Knihinicki y col., 1991; Shieh y Chen 1993;
Schmitz y col., 1995).

Los resultados del experimento mostraron (Fig. 23) un mayor nivel de expresion de
este gen en FS que en FL. A pesar de que la expresion se observo en el indculo, la
transcripcion de este gen parece empezar a las 48 h, de forma leve en FL y en un nivel muy
alto en FS. La expresion de este gen coincidié aproximadamente con el inicio de la produccion
rapida de CPC, en ambos casos a las 48 h (Fig. 13), y con el valor de pH idéneo para la
produccion que se mencion6 anteriormente (apartado 7.1.3).

No se pudo determinar el nivel de expresion a las 96 h en FS, ya que el resultado de la
hibridacion fue una mancha muy densa. Es posible que el barrido observado en las
hibridaciones de esta muestra y las siguientes que se presentan indiquen una alta expresion del
especimen en estudio, junto con una alta presencia de contaminantes en la muestra.

Las diferencias de expresion de este gen entre FS y FL son significativas, al menos
desde las 74 a las 144 h, siendo al menos el cuadruple en el caso de la FS.

Estas diferencias presentan una correlacion muy alta con la mayor cantidad de
intermediarios de la ruta de biosintesis de CPC encontrados en FL, con respecto a la FS.

7.2.4.4 Perfil de expresién del gen cefTen FS v FL

Los resultados del experimento de hibridacion con la sonda del gen cefT (Fig. 23)
podrian indicar un cierto grado de degradacion, o la unién inespecifica de las sondas con las
muestras de los ultimos tiempos de la FS. Sin embargo, es necesario notar una mayor
intensidad alrededor de una region cercana al tamafio del ARN ribosomal 18S (1.7 kb), lo cual
estaria de acuerdo con lo reportado para el transcrito de este gen (1.4 kb) por Ullan y col.
(2002), en un trabajo que describe la participacion de este gen en la exportacion de CPC por la

célula.
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Los resultados indicaron una alta expresion de cefT solamente en los transcritos de FS
(Fig. 23), desde las 72 a las 144 h, en presencia de los valores de pH idoneos para la
produccion de CPC (apartado 7.1.3). Sin embargo, dados los altos niveles de expresion no fue
posible la cuantificacion entre las 96 y las 144 h. Fue indetectable la expresion de este gen en
la FL; a pesar que se repitid el experimento con membranas conteniendo mas cantidad de
RNA de este cultivo, no fue posible detectar expresion de este gen en este sistema. Estos
resultados parecerian suponer una mayor actividad exportadora del hongo en FS que en FL.

7.2.4.5 Perfil de expresion del gen cahBen FS v FLL

El experimento de hibridacion realizado para analizar la expresion del gen cahB en FL
y FS di6 como resultado la autorradiografia mostrada en la Fig. 24a.

En principio, este resultado pareceria producto de una alta hibridacion inespecifica con
las bandas de ARN ribosomal. Sin embargo, considerando que la identidad de la sonda fue
confirmada, y que condiciones fuertemente astringentes fueron usadas durante la hibridacion,
los resultados mas bien sugieren hibridacion de la sonda con transcritos de diferentes genes de
proteasas o acetilhidrolasas presentes en los cultivos. Ademas, como se puede observar, los
transcritos no so6lo no coinciden con el tamafio reportado para el gen cahB (1.4 kb) sino que
tampoco lo hacen con el tamafio de los ARN ribosomales (1.7 y 4 kb), ya que se encontraron
transcritos de 1.8, 5 y hasta de 8 kb.

Para hacer un mejor andlisis de los resultados de esta hibridacion, se dividio el
resultado de la autorradiografia en dos partes (Fig. 24b). Se observaron mayores niveles de
expresion de acetilhidrolasas en FS que en FL. La expresion de los transcritos de 8 y 5 kb en la
FL son las unicas que muestran aumento conforme aumentaron los valores de pH. En el caso
de la expresion de estos transcritos en FS puede ser que suceda lo mismo pero por la alta
intensidad de las sefiales es posible que esta tendencia esté siendo enmascarada.

Los transcritos de 5 y 1.8 kb (Fig. 15b) se expresaron no so6lo en el indculo, sino
también durante todos los tiempos en FL y FS. También se observo que la expresion de ambos
fue baja entre las 24 y las 48 h en los dos sistemas de fermentacion, y aument6 después de este
tiempo (simultdneamente con el inicio de la produccion répida de CPC), pero en mayor

magnitud en la FS.
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Fig. 24 Resultado de la hibridacion de la membrana de ARN con la sonda para el gen cahB. a) Contraste de la membrana recién transferida (Izq.) y
resultado de la hibridacion (Der.). b) Analisis densitométrico de los transcritos: barras blancas FL y barras grises FS. Para normalizar la carga se
dividio la densidad optica de cada transcrito entre la densidad optica del ARN ribosomall8S (control de carga). Los niveles de trascripcion estan
dados en unidades relativas, el transcrito con menor expresion encontrado en cada caso fue designado como la unidad.
Por otro lado, se observo un barrido en los resultados de hibridacion de los carriles de
ARN de los ultimos tiempos de la FS; especialmente en el caso de las 96 y 120 h. Este barrido

interfiri6 con la cuantificacion de la expresion en estos tiempos, aunque se considerd que no



necesariamente era debido a una degradacion de las muestras: en el caso de otras hibridaciones
en las que se utilizo ARN de la misma calidad, no solamente se obtuvieron bandas definidas
en esos tiempos, sino incluso ausencia de sefial (Fig. 23). Es posible, como se mencion6 antes,
que el barrido mencionado se deba a una alta presencia de transcritos de acetilhidrolasas, unida
a la presencia de contaminantes derivados de la fermentacion (carbohidratos y pigmentos) atn
presentes en la muestra, y que posiblemente afectaron también a los resultados de las

hibridaciones de los genes cefD2 y cefT.

7.2.5 Clonacion del gen pacC con mimetismo alcalino.

Se usaron cebadores especificos para las distintas amplificaciones del gen pacC (N° de
acceso EMLB: AJ251521, indicados en la tabla 4), que se realizaron con una polimerasa
termoestable de alta fidelidad de copia. El esquema de obtencion de los productos se detalla en
la Figura 25.

Las amplificaciones obtenidas por PCR se ligaron en el plasmido pGemT-Easy y se
clonaron en E. coli XL1-Blue para posteriormente ser enviadas para su secuenciacion. Los
resultados se procesaron con el programa Seqman (DNASTAR), comparandolos con la

secuencia reportada por Schmitt y col. (2001) ((N° de acceso EMLB: AJ251521) (Fig. 26).

pacClF
A | > | 3089pb
pacC1 <
pacCIR
et 5-NH, fingers i 678
pacCI1F PacC
B | | 1774 pb
<
pacC12 pacC2R

Fig. 25 Esquema de las distintas amplificaciones del gen pacC a obtener. (A) Gen completo con su propio promotor, se obtiene la
proteina completa, (B) Fragmento de gen para expresion de mimetismo alcalino.

El andlisis de las secuencias indico:

1. Secuencia de pacC12 correcta en toda su extension.

2. Cambio de un nucléotido en la posicion 2459 de pacCl (contiene A en vez de G). El

error se encuentra en una region cercana a la region determinante del procesamiento y
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provoca el cambio de un aminoacido (Fig. 27), con lo cual deberdn tomarse con

precaucion los resultados una vez realizada la transformacion de A. chrysogenum.

a) pacC12 (1-1794). Secuencia 100% idéntica a lo reportado en literatura

domingo, 22 de julio de 2007 19:15
Project: Untitled Contig 5

5?0 lDIUU 15IDU EDlDU

(RN RN NN NN NN NN NEEREE]
pacCl2-BD.abl (12>623) —
pacCl2-F.abl (39>601) [
pacCl2.SEQ(1>1742) }
20_GO01_pacCl2-pacClF_13.abl(21>708) —
1 pGpaccClZ.abl(11>685)
pacCl2-2BF.abl (1>571)
20 _HO1 pacCl2-pacC2R_15.abl (1>632) ey M |
pacCl2-R.abl (9>644) A |

\

b) pacC1 (1-3089). Conflicto: 1 error, cambio de G por A en nucleétido 2459

martes, 04 de diciembre de 200715:41 Page 1
Project: pacC1.SQD Contig 6

500 lOI’JD 15100 20]00 25100 3000 35100
1

pépacCl-M13R.abl (27>278) —
pacC A. chrysogenum completa,SEQ(1>3089) [
pépacCl-pacCIlF.abl (1>487) —

pGpacCl-pacC2sS,abl (1>481) s |
pbpacCl-pacCI2F.abl (1>510) >
pépacCl-pacCIZ2R.abl (1>476) e |
PacClPvulIR.abl (39>439) e
PacClPvulIF.abl (15>672) —_—
pépacCl-C15F.abl (11>465) —
pépacCl-Cl5R.abl (6>500) e {
pépacCl-pacCIF.abl (1>573)
pépacCl-pacCIlR.2.abl (14>490)
pbpacCl-pacCIlR.abl (1>504)
pépacCl-M13F.abl (16>493)

2450 2460 2470
CAGCCTGCCTACTGTCAGCCAGG
pacC A. chrysogenum completa.SEQ(1>3089) cagcctgcctgctgtcagccagg
PacC1Pvul IR.ab1(39>439)
ASONAAN
CICAGCCTGCCTACTGTCAGCCAGG
PacC1Pvul IF.ab1(15>672) CAGCCTGCCTACTGTCAGCCAGG

p6pacCl-C15R.ab1(6>500)
A\ "\

/ Y\
CICAGCCTGCCTACTGTCAGCCAGG

AA”/\
o ol
CICAGCCTGCCTACTGTCAGCCAGG
p6pacCl-pacCIl1R.2.ab1(14>490) CTGCCTACTGTCAGCCAGG

p6pacCl-pacCIF.abl1(1>573)

Fig. 26. Analisis en Seqman® de las secuencias obtenidas de las amplificaciones de pacC. a) pacC con promotor
propio y mimetismo alcalino, b) pacC completo.
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Fig. 27. Alineamiento con ClustalW2 de las secuencias de las proteinas pacCl, se compararon la reportada por Schmitt y
col. (2001) y la traduccién de secuencia amplificada en el laboratorio.
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7.2.5.1 Clonacién de pacCl12 (gen con mimetismo alcalino, promotor propio de A.

chrysogenum y terminador de trpQ)
Debido a que el gen clonado carece de terminador, la estrategia de clonacion de este (Fig.

28) se realizd con la insercion dirigida del terminador del gen trpC (procedente de pANS2-1)

Hotl
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Fig. 28 Estrategia de clonacion de pacC12 (gen con mimetismo alcalino, promotor de A. chrysogenum y terminador TtrpC



en el plasmido pSPUAM2 y la posterior incorporacion del fragmento pacCl2 en el
mencionado plasmido. En la figura 29 se observa el plasmido final construido, que se utilizara
para expresar el gen con la mutaciéon de mimetismo alcalino en A. chrysogenum C10 y ATCC

1150.

B2 smai o oo _ Miniptepsi = = |

L~ EcoRl pb B 5 0111213 1516 17 18 19

CmR pLXPA
7374 bp

M: Marcador AHindlll

Fig. 29 Plasmido obtenidos de la ligacion del TtrpC y pacC12 en el plasmido pULC43AXba (Sierra, 2004). La digestion con Sall indica
que las minipreps 4, 5, 8, 16, 23 y 24 corresponden a pLXPA.
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Fig. 30 Estrategia de clonacion y correccion de pacCl (gen completo con una mutacion en la region determinante del
procesamiento
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7.2.5.2 Clonacién de pacC1I (gen completo, aunque con una mutacién en la regién

determinante del procesamiento)
De acuerdo a lo descrito anteriormente (Mingot y col., 1999), la mutacion de este gen

se encuentra cercana a la denominada region determinante del procesamiento, aunque no se
sabe cuanta importancia tendra este cambio. Por ello, se decidid continuar con el trabajo y
ligar el fragmento obtenido del plasmido pGpacCl1 al plasmido pULC43 digerido con ECORI
(Fig. 30).

De forma similar al caso anterior, después de la digestion con Sall se determino que la
construccion pLpaccl era correcta (Fig. 31). La construccion obtenida se utilizdo para
transformar A. chrysogenum C10, pero ademas se utilizd para transformar A. chrysogenum

ATCC 11550, una cepa silvestre, con el objeto de verificar el efecto de esta construccion.

Digestion con Sall

~1053
~ M1: Marcador AHindlll
3800 M2: Marcador AHindllI-EcoRI

2021 |29 23 M1 M2

pLpacC1
7924 bp

colE1 ori

Ecory Stul Smal Pstl
Ncol Xbal

Fig. 31 Plasmido obtenido de la ligacion de pacC1 en el plasmido pULC43. La digestion con Sall indica que las minipreps
2,6,8,9,10,11, 13, 18, 19 y 22 corresponden a pLpacC1.

7.2.6 Transformacién de A. chrysogenum para producir mimetismo alcalino.

En el tiempo de experimentacion del programa de doctorado, solamente fue posible
obtener las construcciones pLpacCl y pLXPA, las cuales servirian para estudiar el efecto de
una modificaciéon en la region determinante del procesamiento y tambien para tratar de
producir el efecto de mutaciéon de mimetismo alcalino respectivamente, en las cepas a

transformar.
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Se decidi6 transformar dos cepas de A. chrysogenum disponibles en el laboratorio:
ATCC 11550 (cepa silvestre de Brotzu) y ATCC 48572 (o C10, cepa semi-industrial derivada
de la de Brotzu); para verificar el efecto de los plasmidos mencionados sobre la produccion de
CPC por estas cepas.

7.2.6.1 Produccién de protoplastos de las cepas de hongos utilizadas

Se sigui6 el procedimiento indicado en los materiales y métodos (6.8.10.2) y se logrd
la obtencion de protoplastos de las cepas ATCC 11550 y 48272 (C10), a las 1.5 y 2.8 h
después de la adicion de la Driselasa, respectivamente. Se evalud la accion de dos tipos de
enzimas liticas para la produccion de protoplastos de las dos cepas estudiadas arrojando
resultados diferentes, aunque relativamente satisfactorios en ambos casos. En el caso de las
enzimas liticas de Trichoderma harzianum se requirieron tiempos de 3 y 5 h para las cepas
silvestre y C10, respectivamente, obteniéndose una menor cantidad de protoplastos que con la
otra mezcla de enzimas. Se realizd la mayoria de transformaciones con protoplastos
producidos con Driselase.

Las observaciones microscopicas realizadas al inicio y el final de proceso de
produccion de protoplastos indican no solamente la obtencion de las estructuras unicelulares
necesarias para el procedimiento de transformacion, sino que ademas aparecen residuos de
micelio (Fig. 32). Se consideré que los restos celulares encontrados con los protoplatos no
interferirian con los resultados de obtencion de transformantes, ya que lo mas probable es que
fueran eliminados por accion del antibiotico usado como marcador de seleccion, ademas de el

control negativo de la transformacion confirmaria si los resultados son fiables o no.

Fig. 32. Morfologia microscopica de A. chrysogenum C10 observada: a) Antes del proceso de
produccion de protoplastos v b) Después del proceso de produccion de protoplastos.
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7.2.6.2 Resistencia a fleomicina de los protoplastos de las cepas de hongos utilizadas

Se sigui6 el mismo procedimiento para la produccion de protoplastos indicado en la
seccion anterior y luego se siguid el procedimiento indicado para la transformacion en los
materiales y métodos, salvo que no se afiadio plasmido alguno. Se plaquearon los protoplastos
con concentraciones crecientes de fleomicina, para cuantificar la resistencia de estos a la
fleomicina. Al final de 7 dias de incubacion a 25 °C se obtuvieron los resultados indicados en

la tabla 7.

Tabla 7. Resistencia a fleomicina de protoplastos de las cepas de A.
chrysogenum utilizadas en este trabajo.

Concentracion minima

Cepa
inhibitoria (ung/mL)
ATCC 11550 10
ATCC 48272 (C10) 20

7.2.6.3 Transformacion de A. chrysogenum ATCC 11550 y C10 vy seleccién primaria de los

transformantes.

La tabla 8 indica las condiciones de transformacion aplicadas a los protoplastos de
cada cepa estudiada en este experimento, a través del cual se deseaba obtener transformantes
de A. chrysogenum que presentaran la mutaciéon de mimetismo alcalino. Ademas de los
plasmidos construidos con el objeto de producir la mutacién deseada (pLpacC1l y pLXPA2) se
utilizaron otros plasmidos y condiciones control, la tabla 8 también indica la nomenclatura

utilizada para las transformantes obtenidas en este trabajo.

Tabla 8.Tratamientos de transformacion aplicados en este trabajo, y nomenclatura de las transformantes obtenidas.

Tratamiento 1 2 3 4 5 6
ADN
f1s - - pSPUAM2  pLXTt pLXPA pLpacC1
plasmidico P P
Fleomicina No CMI* Si Si Si Si
Efecto de gen Efecto de cambios
Variable a Efecto del Efecto del disefiado para en la secuencia y/o
) Viabilidad Sensibilidad plasmido plasmido producir la efecto en el
évaluar solo solo proteina PACC aumento de copias
procesada del gen
Nombre de " Crecimiento
transformante C10X CLX CRX CAX CPX
de C10 ausente
Nombre de ..
transformante ~~ WTX ~ CloCImiento gy WRX WAX WPX
de ATCC11550 ausente

*Concentraciéon minima inhibitoria
T X=Nuamero de transformante
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Se obtuvo mayor cantidad de transformantes de la cepa ATCC 11550 que de la C10,
siendo la eficiencia de transformacion de aproximadamente 2 y 0.5 transformantes/pug de ADN
(se utilizaron aproximadamente 10 pg de ADN por transformacion) para cada una de estas
cepas, respectivamente. Por otro lado, se observd la aparicién de transformantes de la cepa
silvestre desde el tercer dia, mientras que las transformantes de la cepa C10 s6lo empiezan a
presentarse a partir del séptimo dia.

Todas las transformantes obtenidas fueron cultivadas en medio LPE con doble
concentracion de fleomicina, en relacion con la concentracion de este antibiotico en la cual

aparecieron. De esta forma se asegurd el crecimiento exclusivo de verdaderas transformantes.

@B CP
2CA
BCR
B CL

b)

Frecuencia
Frecuencia

e

0-1 1.0-2.0 2.0-30 3.0-40 0-50  50-10.0 10.0-150 15.0-200 20.0-250 250-30.0 30.0-35.0 35.0-40.0 40.0-45.0

CPC (ug/mL) CPC (pg/mL)

Fig. 33. Histogramas de frecuencia de la produccion de CPC por las transformantes y controles de las cepas a) ATCC11550 y b) C10.
Nomenclatura detallada en tabla 8.

A continuacion, los niveles de produccion de CPC de las 65 transformantes de la cepa
silvestre y las 52 de la cepa C10 (entre las que se encontraban tanto aquellas conteniendo los
plasmidos de interés como los de control) fueron evaluados de forma preliminar de acuerdo a
lo indicado en los materiales y métodos (punto 6.7.2.1). Se interpolaron los valores de los
halos de inhibicion formados por los cultivos en cilindros de agar con los obtenidos en la
curva de calibracion y se construyeron los histogramas de distribucion de frecuencias que se
muestran en la figura 33.

En este punto de seleccion primaria de las transformantes se encontrd que el nivel de
produccion encontrado para todas las cepas control probadas (WT, C10, WL, CL, WR y CR)
nunca llegd a encontrarse en los rangos superiores y 5 de cada 6 de las transformantes WR

(que contienen el plasmido pLXTtrpC) no presentaron siquiera produccion de CPC.
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Para pasar a la seleccion secundaria de los transformantes, se eligieron 13
transformantes de la cepa silvestre y 14 de la cepa C10, entre las que se encontraban aquellas

con el nivel de produccion més alto y los 3 tipos de cepa control, como se detalla en la tabla 9.

Tabla 9. Produccion de CPC por las cepas control y transformanes de A. chrysogenum.

Transformantes CPC Transformantes CPC

cepa silvestre  (pg/mL) cepa C10 (ng/mL)

WT-3 1.998 C10-2 16.927
WLO1 2.334 CLO05 19.611
WRO1 2.637 CRO3 22.138
WAO02 3.678 CAO01 8.395
WA04 2.522 CA04 3.211
WAO05 3.719 CA13 *
WA06 2.467 CAIS *
WAOQ7 2.696 CALl6 *
WALl 2.467 CPO1 35.029
WAI2 2.494 CP06 35.029
WAI9 3.220 CP09 29.206
WA21 2.413 CP10 23.522
CP11 36.897
CP17 *

* Estas transformantes fueron sometidas a seleccion secundaria directamente
debido a que aparecieron en el medio de cultivo de seleccion después de 12
dias de incubacion mientras las demas estaban siendo analizadas.

Es necesario senalar que debido a que no se encontrd ninguna cepa del tipo WP que
produjera cantidades mayores de CPC en la seleccion realizada, no se incluyd ninguna
transformante de este tipo para los estudios posteriores. Sin embargo, algunas de las
transformantes de la cepa C10 que presentaron cambios morfologicos, anteriormente
sefialados como indicadores de mejoramiento genético para este microorganismo (colonias
mas compactas que la cepa parental, Vialta y col., 2003), fueron incluidas para la seleccion
secundaria a pesar de no presentar niveles muy altos de produccion de CPC en el bioensayo
con cilindros de agar.

7.2.6.4 Evaluacién de la produccién de CPC en cepas transformantes de A. chArysogenum.

Tras el cultivo en LPE y en medio semilla de cada una de las transformantes elegidas

para la seleccion secundaria, se sembrd un matraz con medio MDFA/MES 0.125 M para cada
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transformante, y se midid la producciéon de CPC y la cinética de pH, obteniéndose los

resultados mostrados en las Fig 34 y 35.
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Fig. 34. Cinéticas de evolucion de pH y produccion de CPC por la cepa ATCC 11550 (WT) y sus transformantes.

En los cultivos de la cepa silvestre (nombrada como WTO03 en la Fig. 34) y sus
transformantes, la principal diferencia observada fue en las cinéticas de pH, en las que se
observod que la mayoria de cepas transformadas con el plasmido pLpacCl presentan una
tendencia a mantener estable o a elevar el pH del medio de cultivo. Por otro lado, en el caso de
la cepa parental, las cepas transformadas con plasmidos control y solamente algunas cepas
transformadas con pLpacC1 disminuyen el pH de la fermentacion liquida. Estas diferencias no
se relacionaron, sin embargo, con diferencias en el nivel de produccién de CPC. Si bien no se
detectd produccion de este metabolito en algunas transformantes, las que si produjeron no lo
hicieron en niveles significativamente diferentes a los alcanzados por la cepa parental y las
cepas control; solamente la cepa WAO06 mostrd una produccion un 27% mayor que la cepa
parental (WAO06 = 2.04 ug/mL, y WT03 = 1.6 ug/mL), aunque en un tiempo muy tardio del

cultivo. La diferencia principal que se pudo encontrar entre las cepas estudiadas fue que la
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produccion maxima de CPC se retraséd entre 24 y 120 h en las transformantes respecto a la

parental, cuya produccion méaxima se observa a las 24 h.
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Fig. 35. Cinéticas de pH y produccion de CPC por la cepa C10 y sus transformantes.
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Es necesario hacer notar que se hizo una medicion preliminar del in6culo utilizado para

los matraces de fermentacion de esta cinética, a través de centrifugacion en un rotor oscilante a

2700 rpm (= 1000 x g) durante 8 min. Se observo que el indculo utilizado para las cepas

transformantes era alrededor de la cuarta parte (aproximadamente 0.5 mL de micelio

empacado) del in6culo para la cepa control (aproximadamente 2 mL de micelio empacado).

Las transformantes de la cepa C10 presentan al igual que en el caso anterior menor

crecimiento, pero en proporcidbn menor, crecen aproximadamente la mitad que la cepa

parental.

utilizada de inoculo, bajo las mismas condiciones de cultivo.

Los siguientes experimentos se hicieron tratando de homogenizar la cantidad

Tabla 10. Produccion maxima de la cepa C10 y sus transformantes en cultivo

liquido a pH 4cido.

Produccion Produccion
Cepa maxima de Cepa maxima de
CPC CPC

(ng/mL) (ng/mL)
C10 60.7 CA16 62.9
CRO3 56.1 CPO1 33.6
CLO05 49.3 CP06 53.8
CAO01 69.8 CP09 41.8
CA04 254 CP10 56.1
CA13 42.5 CP11 56.6
CA15 39.3 CP17 97.9
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La cepa C10 y sus transformantes mostraron tendencias muy similares en las cinéticas

de evolucion del pH (Fig. 35), y aunque la mayoria de las transformantes mostraron una

produccion maxima menor al control (Tabla 10), dos de ellas (CAO01 y CP17) mostraron

niveles de CPC mayores desde las 96 horas de cultivo.
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Fig. 36 Cinéticas de pH y produccion volumétrica y especifica de CPC por la cepa C10 (M) y la transformante CP17 (4A). Los
simbolos cerrados indican el resultado del bioensayo con penicilinasa y los abiertos el bioensayo sin penicilinasa.

Para la grafica de la cinética de produccion de la Fig. 35 solamente se tomaron las dos

cepas de mayor produccion antes mencionadas, la cepa control y dos cepas que mostraron
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menor produccion. Estos perfiles son representativos de los presentados por las deméas cepas
estudiadas, y son bastante similares a lo descrito anteriormente en los experimentos iniciales

de cinéticas de produccion en este medio para la cepa C10.

Finalmente se realizé un experimento para hacer una comparacion mas exacta de la
produccion de CPC, cinética de pH y crecimiento de las transformantes CAO1 y CP17 con la
cepa control (C10).

Los resultados de este tltimo experimento no indicaron diferencias entre los niveles de
produccion volumétrica ni produccion especifica de las cepas control y CAO1, por lo que
solamente se muestran los resultados para la cepa control y la transformante CP17. La Fig 36
indica mayores variaciones en el pH del cultivo de la cepa CP17 que en el de la cepa control,
los descensos mas drasticos en este parametro se observan de las 48 a 72 y de las 120 a las 144
h en la cepa CP17, coincidiendo con el aumento de las pendientes de produccidon de antibiotico
reportada por los bioensayos con penicilinasa y sin penicilinasa, respectivamente. Es decir, la
mayor actividad de metabolismo secundario se acoplaria con mayores variaciones en el pH en

el caso de esta transformante.
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Fig. 37 Cinéticas de produccion volumétrica de CPC por la cepa C10 (Der) y la transformante CP17 (Izq). Los
simbolos cerrados indican el resultado del bioensayo con penicilinasa y los abiertos el bioensayo sin penicilinasa.

Las cinéticas de produccion volumétrica de CPC indican diferencias significativas
entre los niveles de producciéon de CPC y de antibidticos totales (P<0.0069 y P<0.072
respectivamente, Prueba: T-student), siendo mayor la produccion de CPC (55%) y de

antibioticos totales (118%) de la cepa CP17 (144 h = 15598 + 10.18 y 144 h = 308.01 +
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112.26 pg/mL respectivamente) que de la cepa control (120 h =101.81 + 13.45 y 120 h =
141.23 £ 6.40 pg/mL respectivamente). Todas estas diferencias se evidencian mejor en la Fig.
37.

Los datos mas interesantes de este experimento son los ofrecidos por las graficas de
produccion especifica (Fig. 36), en las cuales se pudo observar una produccion especifica
mayor de la transformante que de la cepa parental. Sin embargo, necesario destacar la poca
variabilidad de este parametro en el caso de la cepa control, en contraste con las grandes
desviaciones presentadas por la cepa transformante.

En detalle, la grafica de produccion especifica de CPC indica que esta aumenta
rapidamente de las 72 a las 96 h para luego mantenerse aproximadamente constante de las 96 a
las 144 h; mientras que la produccion especifica de antibidticos totales muestra un aumento
exponencial de las 72 a las144 h.

Por otro lado, aunque estos resultados se consideran positivos, las amplias variaciones
en la produccion especifica encontrada en el cultivo de la transformante podrian estar
indicando heterogeneidad o cambios en el micelio, resaltando la necesidad de algun tipo de

purificacion genética y estudios de estabilidad de este tipo de transformantes.
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8. Discusion

8.1 Estudios fisiologicos de la produccion de cefalosporina C con Acremonium
chrysogenum

8.1.1 Estimacién del crecimiento en cultivos en medio sélido mediante cromatografia de gases

En un estudio previo en el cual se relacionan las mediciones respirométricas de un
cultivo en medio solido con su metabolismo secundario (Dominguez y col., 2000), se detalla
que se producen perfiles caracteristicos de produccion de CO, dependiendo del contenido de
nutrientes, humedad y bagazo en el sistema. Este estudio determind que en FS se observan
diferentes picos de produccion de CO,, que van acoplados con las fases del cultivo; el primero
con la trofofase y desde ninguno hasta dos con la idiofase.

Las mediciones respirométricas de la FS de la cepa de Penicillium chrysogenum
modificada genéticamente indicaron que el primer pico de producciéon de CO, (Fig. 8)
corresponde a la idiofase del cultivo, lo cual se confirmd con el nivel de antibidtico producido
a las 48 h, es decir después del descenso de produccion de CO,. Es necesario notar que este
primer maximo de produccion es relativamente pequeiio comparado con los demés picos de
produccion observados en este cultivo, lo cual puede estar sugiriendo un nivel bajo de
crecimiento.

Las concentraciones de los componentes de este cultivo utilizadas son bastante
cercanas a las Optimas encontradas para otras FS de P. chrysogenum, y el nivel de antibidtico
producido también es similar al de las cepas parentales (Barrios Gonzalez y col., 1997).

Mediante el bioensayo utilizado para la cuantificacion, no se detect6 la produccion de
CPC, debido posiblemente a la ausencia del gen cefD o de algin gen responsable de la
conversion de isopenicilina N a penicilina N en la transformante estudiada (Paniagua, 2004),
aunque es posible que mediante el uso de otras técnicas analiticas se pueda determinar si se
realiz6 la produccion de metabolitos diferentes con actividad antibidtica.

Las mediciones respirométricas de la FS de A. chrysogenum indicaron que a pesar de la
baja actividad metabdlica observada (produccion méaxima de CO, = 5 mL/h.gss, Fig. 9; y
consumo maximo de O, = 1.15 mL/h.gss, Fig. 14), la produccién de CPC si fue considerable
(2800 pg/gss). En un comportamiento similar a lo ocurrido para la produccién de penicilina en

FS se observo la coincidencia entre el descenso de la produccion de CO; y el inicio de la
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produccion rapida del antibidtico. El primer pico corresponderia, por lo tanto, a la trofofase
del cultivo y el segundo a la idiofase del mismo. Mas notoriamente, el consumo de O,
disminuyd drasticamente, sefialando de forma clara el cambio de estado metabdlico del
cultivo.

Analizando la cinética integrada de produccion de CO, en el cultivo de P.
chrysogenum (Fig. 8) se puede observar que de forma similar a lo expuesto en estudios
anteriores (Dominguez y col., 2000) se distingue una primera fase que indica latencia del
cultivo (0-20 h), una segunda fase con la mayor pendiente en el grafico (20-25 h) que coincide
con la trofofase y una tercera fase de pendiente menor a la anterior (44-58 h) correspondiente a
la idiofase. Finalmente, se observd una cuarta fase completamente estacionaria (>58 h), que
solo ha sido observada en estudios respirométricos previos en algunos casos de FS de P.
chrysogenum, aunque en tiempos mucho mas avanzados de cultivo (>100 h). Esto ultimo
indica un crecimiento y paso a metabolismo secundario muy rapido del cultivo.

La cinética integrada de produccion de CO, en la FS de A. chrysogenum, de forma
similar a la de P. chrysogenum; presenta las tres fases indicadas en el parrafo anterior (Fig. 9):
Latencia (0-60 h), trofofase (60-80 h), idiofase (80-92 h) y fase estacionaria (>92 h). Estos
ultimos resultados (fase de latencia larga, trofofase e idiofase cortas), asi como los bajos
niveles de produccion de CO; sugieren que el nivel de indculo utilizado es bajo, por lo que
queda abierta la posibilidad de mejorar la produccion con niveles mas altos de indculo.

En un estudio anterior (Cuadra, 2004), ya se habian comparado los resultados de la
composicion de nutrientes utilizada en este trabajo con un sistema en el cual se utilizaron
niveles mayores de bagazo de cana (20.6%) y menores de nutrientes (9.4%) (Medio 2x). Los
resultados indicaron que el sistema de menor concentracion de bagazo y mas nutrientes
(Medio 2.5x) ofrecia mejores resultados. Sin embargo, queda abierta la posibilidad de
comprobar si el comportamiento de la produccion, en relacion a los componentes del cultivo,
observado en las FS de P. chrysogenum (Dominguez y col., 2001) también se cumple para las

FS de A. chrysogenum.
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8.1.2 Cultivo en medio liquido de Acremonium chrysogenum, evaluacion de diferentes niveles
de nutrientes y comparacién preliminar con cultivos en medio sélido.

La cepa C10 de Acremonium chrysogenum fue reportada originalmente como una cepa
de alta produccion (Shen y col., 1986), sin embargo Vialta y col. (1997) reportaron un
importante descenso del nivel de produccidon en la cepa mencionada adquirida de diferentes
fuentes. Este dato, fundament6 la necesidad de una comparacion precisa entre FL y FS con la
cepa disponible, ya que solamente se contaba con mediciones de produccion de la cepa en FS.
Los experimentos en FL, ademas de confirmar el bajo nivel de produccion de nuestra cepa
(1165 pg/mL) también mostraron la factibilidad de comparar las caracteristicas generales de
los cultivos de Acremonium chrysogenum C10 en medios concentrados, tanto en FL como en
FS, especialmente aquellas relacionadas con la respuesta de ambos sistemas a los cambios de
pH y concentracion de nutrientes.

Los resultados de los cultivos sumergidos usando medios concentrados, mostraron que
no solamente era posible establecer una FL utilizando un medio 2.5 veces concentrado sino
que también este cultivo alcanz6 un nivel de produccion 40% mas alto (1646 pg/mL) que el
obtenido con medio de concentracion normal, en contraste con otros estudios de FS en
soporte impregnado (Barrios Gonzalez y col., 1988, Barrios Gonzalez y Tomasini 1996, Bafos
y col., 2005), en los cuales no solamente se demostré que la necesidad de medios mas
concentrados es caracteristica de la fisiologia particular de los hongos en medio so6lido, sino
que también en FL afectaba negativamente a la produccion de metabolitos secundarios. A
pesar de que los mayores niveles de produccion de CPC han sido obtenidos en FL y FS con
niveles mas altos de nutrientes, en ambos casos las mejores eficiencias fueron observadas con
niveles menores de nutrientes, sugiriendo que ain cuando es posible la aplicacion de niveles
mayores de nutrientes siempre es necesario un proceso de optimizacion. En este punto, es
necesario destacar que los resultados que se obtuvieron en el experimento en el que se usa el
medio 1% en la FS ayudaron a ampliar la vision del efecto de la concentracion del medio y la
importancia de la regulacion del pH en la produccion de CPC en este sistema, contrastando
con lo descrito para la produccion de penicilina, aflatoxinas y lovastatina (Barrios Gonzalez y

col. 1988, Barrios Gonzalez y Tomasini 1996). En el presente trabajo, la alta produccion de
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CPC en el medio de baja concentracidon se correlaciond con un lento cambio en el pH, que
alcanz6 un valor de 6.9 el dia de maxima produccion. Este comportamiento del pH,
acompafiado de un consumo lento de azlcares, contribuyo a la activacion del metabolismo
secundario en el hongo, lo que se reflejé en una produccion elevada de CPC en FS.

En cuanto a la disminucion en la biomasa, se aprecia un comportamiento similar de
este microorganismo en las dos condiciones. Experimentos anteriores en los que se realiz6 la
cuantificacion de la glucosamina ya indicaban la disminucion de este compuesto (y por lo
tanto de la biomasa) entre las 48 y 72 horas en FS (Cuadra, 2004). Ullan y col. (2004) también
han reportado un fendémeno similar en estudios con la misma cepa de Acremonium
chrysogenum, aunque la disminucion observada de biomasa es menos drastica que en nuestro
caso. Eventos similares en el perfil de crecimiento se reportan con otras cepas de Acremonium
(Hoff y col., 2005; Kim y col., 2005). Por otro lado, también se ha reportado la produccion de
proteasas alcalinas por este microorganismo (Bartoshtevich y col., 1983; Isogai y col., 1991),
lo cual también podria estar contribuyendo a la aparicion de este fenomeno. Esta situacion
ocurre de manera similar en los cultivos en medio sélido, los cuales alcanzan valores de pH
mayores a 8.0 desde las 72 horas, cuando los cultivos se han iniciado con un valor de pH de
aproximadamente 5.8 (Cuadra, 2004).

En ambos casos se detecta una disminucion rapida de la CPC presente en los cultivos
después llegar a 8.0, la cual se puede deber a la hidrolisis quimica de la CPC a esos valores de
pH (Konecny y col., 1972), en combinaciéon con algun tipo de actividad acetilhidrolasa

alcalina (Velasco y col., 2001).

8.1.3 Comparacion de la produccion de CPC en cultivos en medio liquido y solido de A.
chrysogenum C10.

Dada la evidencia encontrada, se considera al pH como un pardmetro importante a
estudiar en la biosintesis de CPC, puesto que se observéd que la produccion de este antibidtico
se da en un rango muy definido de pH. En el experimento comparativo FL vs. FS en MFAF
2.5% se detect6 que la sintesis del antibiotico también se realizaba en exactamente el mismo

intervalo (6.4-7.8) observado anteriormente para la FS. Lo anterior muestra que, a pesar de
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tratarse de distintos sistemas, las mediciones del pH realizadas son equiparables e indican la
misma correlacion entre el pH del medio y la produccion de CPC.

En general se considera que el pH global de la fase liquida de la FS puede ser
considerado diferente de los valores de pH locales de las superficies so6lidas cuando se
desarrolla el crecimiento, debido a las cargas superficiales y al equilibrio i6nico modificado
por el efecto del transporte de solutos (Mudgett, 1986). Los resultados de este trabajo son los
primeros que indican que el valor global de pH encontrado en FS se relaciona bien con el
valor de la FL, debido al intervalo especifico en el cual se realiza la produccién de CPC.

Se observaron otras caracteristicas importantes en la comparacion FS vs. FL. El
crecimiento de Acremonium chrysogenum y la produccion de CPC fueron mas lentas en FS
que en liquida cuando el cultivo se encontraba en valores de pH menores a 6.4, pero esas
mismas actividades fueron mas rapidas en FS que en FL cuando el pH era mayor que el valor
mencionado. Se encuentran mayores cantidades de penicilina N en la FL en tiempos previos al
de la méxima produccion que las encontradas en FS, sugiriendo mejores condiciones de este
ultimo sistema que contribuyen ya sea a superar el paso limitante desde penicilina N a
desacetoxicefalosporina C, o el paso limitante anterior de isopenicilina N a penicilina N
(Skatrud y col., 1989; Zhou y col., 1992; Rodriguez Saiz y col., 2004, Ullan y col., 2004).

Aun cuando la produccion de CPC en FL parece desarrollarse en parte acoplada al
crecimiento (Fig 13), las mediciones respirométricas en FS indicaron que la produccion de
CPC en FS no empieza hasta el final del consumo rapido de O,, una caracteristica importante
que ya habia sido observada anteriormente en las mediciones respirométricas de la
produccion de penicilina en FS (Dominguez y col.,, 2000). Todo parece indicar que la
respirometria es una metodologia muy eficiente para indicar el inicio del metabolismo

secundario.

8.1.4 Cultivos de A. chrysogenum C10 a pH controlado.

A pesar de que se observa un mayor nivel de produccion con el medio MCFAM (330
png/mL) que con MDFAM (60 pg/mL), no es posible lograr un buen control de pH en ¢l a
pesar de intentar la regulacion del pH con MES. Por dicha razon se descartd continuar con ese

medio. La evaluacion del paso de lavado con el medio de prueba resulto ser significativa, pues
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se observo una mayor variacion de los valores de pH en el caso del indculo sin lavado de
medio (el pH desciende 0.6 unidades, en comparacion con el inéculo lavado, en el que
desciende solamente 0.4 unidades).

Por lo tanto, se encontré que el medio adecuado para mantener el pH constante es el
MDFAM, amortiguado con MES 0.125 M. Aunque no permite una alta produccion de CPC si
sirve para poder evaluar los cambios relacionados con el pH, punto central del trabajo.

Seria interesante, por otra parte, evaluar la produccion de CPC en este mismo medio
con los otros pH de prueba (6.8 y 7.9), esperando que los datos que aporten ayuden a
determinar de forma mas concluyente el efecto del pH sobre los cultivos de A. chrysogenum y

la produccién de esta sustancia.

8.2 Estudios moleculares de la produccion de cefaloporina C en Acremonium

chrysogenum

8.2.1 Aislamiento de ADN total de Acremonium chrysogenum y obtencion de sondas de los
genes de biosintesis de CPC

No se encontr6 antecedente alguno de dificultades en la extraccion de ADN genémico
de A. chrysogenum, sin embargo nuestros experimentos mostraron dificultades al realizar esta
extraccion, a pesar de estar utilizando cantidades de micelio liofilizado similares a las
utilizadas para la extraccion de ADN de hongos como P. chrysogenum o Amylomyces rouxii.
Nuestros resultados indican que la cantidad de proteinas presentes en el micelio de A.
chrysogenum es mayor que la encontrada en cantidades proporcionales de micelio de los
hongos mencionados, aunque también se encontrd que cantidades muy pequefias de micelio
liofilizado de A. chrysogenum (de hasta 25 mg) son suficientes para la extraccion de
cantidades de ADN observables en geles de agarosa.

El proceso de amplificacion de las 10 sondas a utilizar en los estudios de expresion de
A. chrysogenum, asi como el de los genes a utilizar para producir el mimetismo alcalino en
este microorganismo fueron exitosos. Sin embargo, la identificacién de las secuencias de las
sondas evidencid, en la mayoria de ellas, cambios en uno o dos nucléotidos en comparacion

con las secuencias reportadas en las bases de datos. No se considerd que esta eventualidad
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influyera en la confiabilidad de las sondas para su uso en los estudios de expresion debido a
que la similitud con otras secuencias fue mucho menor (<97%), por lo cual no se creyd
necesario realizar la secuenciacion desde los dos extremos de las secuencias. Entre otras
posibilidades que puedan explicar estas diferencias en las secuencias pueden citarse
mutaciones debidas a la polimerasa utilizada y/o variaciones dependientes del tipo de cepa.
8.2.2 Analisis de la expresion de los genes implicados en la biosintesis de CPC en FS y FL de
A. chrysogenum.

Son pocos los estudios previos relativos a la expresion de genes en cultivos de FS
(Biesebeke y col., 2005), y los datos presentados corresponden a tiempos muy tempranos en la
fermentacion (<48 h). Nuestro estudio seria el primero en presentar observaciones de tiempos
avanzados en cultivos para la produccion de metabolitos secundarios en FS utilizando bagazo
de cafla como soporte impregnado, lo cual se tradujo en deficiencias en la calidad del ARN
extraido, especialmente en los ultimos tiempos de un cultivo. De forma similar a lo observado
en los estudios de Barrios Gonzalez y col. (2008), una alta presencia de pigmentos y
carbohidratos en el ARN extraido en tiempos avanzados de cultivo (96-144 h) exige una
purificacion extra con fenol, aunado a que ya anteriormente se habia mencionado la existencia
de altas actividades hidroliticas en los cultivos de A. chrysogenum (Velasco y col., 2001).

El efecto fisioldgico del ambiente liquido sobre la biomasa y la formacion de productos
por hongos filamentosos ha sido extensivamente estudiado en FL (Smith y Berry, 1976;
Dumenil, 1989) y la poca informacion disponible del efecto del ambiente solido en la FS
(Biesebeke y col., 2005; Barrios Gonzalez y col., 2008) indica diferencias en la expresion
genética que dan lugar a que la fisiologia en medio sélido pueda ser tan diferente que los
microorganismos producen enzimas con caracteristicas diferentes a las reconocidas en FL
(Alazard y Raimbault, 1981; Acufa-Arguelles y col., 1995). La evaluacion de los niveles de
expresion de diferentes genes involucrados en la biosintesis de CPC a partir del ARN del
experimento comparativo FL vs. FS (apartado 7.1.3) mostré por primera vez la existencia de
mayores niveles de expresion de los genes que codifican para las actividades epimerasa y de
exportacion de metabolitos en FS, que se reflejan en el aumento de la producciéon de CPC en
FS (Adinarayana y col., 2003). Por otro lado, a pesar de que se habia hipotetizado acerca de la

ventaja de este mismo sistema en la provision de oxigeno, no se encontrd diferencia entre la
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transcripcion del gen CefEF en medio liquido y medio sélido. Sin embargo, no puede
descartarse que la FS favorezca la produccion a nivel de la actividad expandasa/hidroxilasa, al
contribuir a una mejor transformacion de los intermediarios de la biosintesis de la CPC en este
sistema.

Como se mencion6 anteriormente, hubo dificultad para determinar los niveles de
expresion de la mitad de los genes incluidos en este estudio. Es posible explicar esto tomando
en cuenta las limitaciones propias del método de Northern blot, que consisten principalmente
en su baja sensibilidad (en comparacion con otros métodos de andlisis de expresion génica) y
en el hecho de que la inmovilizaciéon de un ARN blanco a un soporte sélido puede impedir en
cierta forma la completa accesibilidad de esas moléculas a una sonda de acidos nucleicos
(Farrell, 2005).

Sin embargo, a pesar de las limitantes expresadas, se considera al Northern blot como
el mejor analisis para revelar la longitud completa del ARN mensajero en estudio. Fue asi que
aunque los resultados de hibridacion obtenidos con pcbAB (datos no mostrados) sugirieron una
mayor expresion en FS, su alto tamafio y el grado de degradacion del trascrito de este gen bajo
las condiciones de analisis produce manchas demasiados difusas que no permitieron evaluar su

expresion relativa.

8.2.2.1 Perfil de expresién del gen actA en FS v FLL

Si bien los resultados de expresion de este gen coinciden con lo reportado por Diez y
col. (2000), en los que se sefiala una expresion constante del gen a las 60 y 120 h (en forma
similar a lo que sucede en nuestro caso, a las 48 y 72 h), debido a que en este trabajo se
pretende verificar resultados de un periodo mas largo de tiempo se descartd este gen como
control interno y se eligid la expresion del gen para el ARN ribosomal 18S como referencia.

Es posible que las diferencias en la expresion del gen actA en nuestro caso sean
debidas a la conocida diferenciacion morfologica experimentada por A. chrysogenum
(Bartoshevich y col., 1990), mas aun si se tiene en cuenta que este gen da lugar a una proteina
que forma parte del citoesqueleto, con influencia en procesos importantes como la regulacion
del crecimiento y la diferenciacion, endocitosis, exocitosis y la estabilidad estructural

(Sheterline y col., 1996).
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8.2.2.2 Perfil de expresién del gen cefEFen FS v FL.

El perfil de expresion observado para este gen fue similar a lo reportado por Schmitt y
col. (2004) en una cepa mejorada, donde se observa una transcripcion bastante homogénea
durante todo el tiempo de cultivo. Este dato es congruente con nuestros resultados, teniendo en
cuenta que A. chrysogenum C10 se considera una cepa de mediana produccion y en la que ya
existe sobreexpresion de al menos uno de los genes relacionados con la biosintesis de
cefalosporina C (Schmitt y col., 2001). Se ha observado que las reacciones catalizadas por el
producto de este gen son pasos limitantes en la produccion de CPC, contribuyendo a la
acumulacion de penicilina N (Skatrud y col., 1989) y que sus actividades cataliticas requieren
a-cetoglutarato, Fe™” y O, (Dotzlaf y Yeh, 1987). Los niveles de trascripcion de este gen
fueron similares en ambos sistemas, lo cual descarta, al menos hasta el nivel de la produccion
de ARN, que éste sea el elemento que determine las diferencias en los niveles encontrados de

intermediarios de la ruta en los dos tipos de cultivo.

8.2.2.3 Perfil de expresién del gen cefD2en FS yv FL

El gen cefD2 de A. chrysogenum codifica para la proteina isopenicilina N-CoA
epimerasa, cuya actividad es similar a la actividad epimerasa de sistemas involucrados en la
degradacion de acidos grasos raros o metabolitos toéxicos en otras células eucarioticas
(Knihinicki y col., 1991; Shieh y Chen, 1993; Schmitz y col., 1995). Se ha observado también
que existe una correlacion entre la presencia de esta proteina y ciertos tipos de cancer cuya
aparicion se correlaciona a su vez con el consumo de alimentos ricos en acidos grasos de
cadenas ramificadas, como el acido fitanico y el pristanico (Mobley y col., 2003).

En trabajos previos se ha reportado que el proceso en el que participa esta enzima
constituye un paso limitante en la produccion de CPC en FL (Ullan y col., 2004), limitacion
también observada en el experimento en el que se compar6 la FL vs FS. Nuestro experimento
mostro una expresion al menos 3 veces mas alta de este gen en FS respecto a la FL,
coincidiendo con una mejor transformacion de los intermediarios de la ruta de biosintesis de
CPC durante todo el tiempo del cultivo (Fig 13 y Fig 23). En este punto, seria interesante

estudiar los mecanismos subyacentes a esta superioridad en FS, pudiéndose especular con que
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la acumulacion de ciertas sustancias en este sistema, como acidos grasos de cadena ramificada,

pudiera influir en este proceso.

8.2.2.4 Perfil de expresién del gen cefTen FS v FL

Se ha descrito el gen cefT de A. chrysogenum como el gen que codifica para una
proteina dentro de la familia de proteinas membranales MFS (Major Facilitator Superfamily),
proteinas que son bombas de flujo de multisustancias. Este transportador de membrana
confiere resistencia a los acidos isovalérico y fenilacético (Ullan y col., 2002). Se ha
mencionado anteriormente que las diferencias entre los cultivos en medio sé6lido y liquido
incluyen condiciones fisicas que necesariamente involucran diferencias en la regulacion
transcripcional de los genes involucrados con los procesos metabolicos (Akao y col., 2002;
Biesebeke y col., 2005), siendo nuestro estudio la primera evidencia que confirma esa
hipotesis sefialando superioridad de la FS en la expresion de unn gen relacionado con la
exportacion de sustancias de la célula. Més aun si se considera la posibilidad sugerida en el
estudio de Ullan y colaboradores (2002) de que este gen podria codificar para un sensor: la
expresion de este gen en FS estaria indicando la existencia de sefiales extracelulares

estimuladoras de la sintesis de CPC producidas en FS y no en FL.

8.2.2.5 Perfil de expresién del gen cahBen FS v FL,

Numerosos estudios han descrito la presencia de altos niveles de enzimas hidroliticas
en extractos de hongos filamentosos incubados sobre diferentes sustratos sélidos (Pandey y
col., 1999).

Los resultados de hibridacion de la sonda para el gen cahB podrian estar confirmando
lo anterior, ya que sugieren la presencia de distintos genes de acetilhidrolasas expresados por
A. chrysogenum, que son evidentemente mas abundantes en FS que en FL. Esta evidencia es
apoyada por los resultados obtenidos por Velasco y col. (2001) en un trabajo en el que, de
forma similar a nuestros resultados, se sefala la presencia de multiples actividades
acetilhidrolasas en cultivos liquidos de este hongo y en el que ademas se reportd la posibilidad
de hibridacion de este gen con la secuencia de un gen de proteasa de Tritiachium album,

indicando una alta similitud de esta secuencia con la de otras proteinas. Por lo tanto, si bien la
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secuencia de la sonda utilizada apoyaria la especificidad de nuestro estudio, no es posible
eliminar la posibilidad de que la secuencia del gen descrito por Velasco y col. (2001) sea afin a
otras acetilhidrolasas, o incluso proteasas, presentes en el genoma de A. chrysogenum. Esta
eventualidad sugiere el estudio de perspectivas de mejora de cultivos en medio sélido
impregnado para la produccion de CPC con este microorganismo, a través de la busqueda de

estrategias de disminucion de actividades acetilhidrolasas en este sistema.

8.2.3 Produccion de protoplastos y resistencia a fleomicina de las cepas de A. chrysogenum
ATCCI11550 y C10.

Se observaron diferencias en el tiempo de obtencion de protoplastos con las dos
enzimas estudiadas y también en la resistencia a fleomicina de las cepas estudiadas.

Las diferencias en el tiempo de obtencion de protoplastos y en la resistencia a
fleomicina de las cepas salen fuera del alcance de este estudio, y seguramente son debidas a
caracteristicas genomicas y/o fisioldgicas propias de ellas. Sin embargo, las diferencias
encontradas en la produccion de protoplastos, en relacion con el tipo de enzima utilizada, estan
muy posiblemente relacionadas con las diferencias en la composicion de las mezclas
enzimaticas utilizadas (Anexo 5). En el caso de la Driselasa prevalece la accion de enzimas
degradadadoras de polisacaridos, mientras que las enzimas liticas poseen quitinasas y
proteasas. Es posible que la rapidez de produccion de protoplastos se vea beneficiada por la
degradacion de los polisacéaridos de las células, lo que a su vez pareceria estar ejerciendo un
efecto adverso sobre la regeneracion de protoplastos (algo que no seria tan evidente si no se
hubiera realizado la comparacion con la regeneracion de protoplastos producidos por las
enzimas liticas).

La resistencia de los protoplastos a la fleomicina coincidié con lo reportado por
Gutiérrez (1994). De la misma forma que se menciona en esta referencia, en nuestro caso se
sembraron las transformantes, obtenidas en TSAS, sobre medio LPE con concentracion doble
de la concentracién minima inhibitoria requerida de fleomicina para utilizarlas posteriormente

en la seleccion primaria.
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8.2.4 Clonacion del gen pacC con mimetismo alcalino y transformacion de A. chrysogenum

Existen estudios detallados que demuestran los efectos de las mutaciones del gen pacC
sobre la produccion de metabolitos secundarios en hongos, la mayoria de ellos realizados con
mutantes obtenidos a través de métodos de genética clasica y por la accion de métodos fisicos
o quimicos (Then Bergh y Brakhage, 1998; revisado ampliamente en Pefialva y Arst 2002;
Eisendle y col., 2008) o tratando de realizar la interrupcion del gen mediante mecanismos de
recombinacion homoéloga (Flaherty y col., 2008). Este es el primer estudio en el que se aplican
los conocimientos de los efectos de mutaciones de mimetismo alcalino en la produccion de
CPC, realizado a través de ingenieria genética dirigida a la construccion especifica, clonacion
y expresion de secuencias que contienen las caracteristicas necesarias para producir el efecto
de mimetismo alcalino en el gen pacC de A. chrysogenum.

A pesar de que ninguno de los resultados de los estudios de expresion de los genes de
la ruta de biosintesis de CPC indico directamente la regulacion por pH, la simple presencia de
las secuencias de union de pacC en sus promotores y los resultados encontrados anteriormente
por Schmitt y col. (2001) indican una alta posibilidad de ver incrementados los titulos de CPC
por efecto de las proteinas producidas por cualquiera de las dos construcciones utilizadas.

La dos construcciones utilizadas para realizar la mutacion de mimetismo alcalino
utilizan los plasmidos pULC43 (Gutiérrez, 1994) y un derivado de éste, el plasmido
pSPUAM?2 (Sierra, 2005). La caracteristica principal de estos plasmidos es la presencia del
gen de resistencia a fleomicina bajo el control del promotor del gen pcbC, el cual es
reconocido por A. chrysogenum. Los fragmentos introducidos en estos plasmidos consisten en:

- pacC12: el gen pacC amplificado del ADN de A. chrysogenum C10 hasta la sefial de

localizacion nuclear (Schmitt y col., 2001) acoplado con el terminador del gen trpC de

A. nidulans (obtenido del plasmido pANS52.1 (NCBI gi: 475161)), el cual ya ha sido

utilizado anteriormente en estudios con A. chrysogenum (DeModena y col., 1993)

- pacCl: el gen pacC completo amplificado del ADN de A. chrysogenum C10. La

secuencia obtenida difiere en 1 nucleétido de la reportada por Schmitt y col. (2001), lo

que podria tener diferentes explicaciones (desde errores en el proceso de amplificacion

hasta diferencias propias de la cepa).
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Los objetivos de introducir estas construcciones en los genomas de las cepas de A.
chrysogenum fueron poder tener un efecto de mimetismo alcalino, aumentar el nimero de
copias del gen productor de la proteina nativa o activa y/o realizar la disrupcion del gen
endogeno, para verificar el efecto de estas estrategias en la produccion de CPC. Se ha
reportado que la recombinacion homoéloga es un evento muy raro en A. chrysogenum (Walz y
Kiick, 1993; Schmitt y col., 2004c) y la mayoria de eventos de integracion del ADN se
realizan via transformacion heter6loga y con muy baja eficiencia. Sin embargo, no es posible

excluir ninguno de los dos eventos en nuestro estudio.

8.2.4.1 Transformacién de A. chrysogenum ATCC 11550 v C10 y seleccién primaria de las

transformantes.

Se observo una frecuencia de transformacion muy baja de A. chrysogenum con los dos
plasmidos estudiados, pero en mayor magnitud con la cepa C10 que con la cepa silvestre de
Brotzu. Es posible que la mayor cantidad de mutaciones presentes en la cepa de mediana
produccion le confieran menor capacidad de recepcion de cambios, pero que cuando se
realizan presenten un mayor impacto que los cambios realizados en la cepa silvestre.

Los diferentes cambios observados en las transformantes, que incluyen morfologia
colonial mas compacta, disminucién en la magnitud del crecimiento, asi como variacion del
perfil de pH en la FL, indican que la introduccion de las secuencias codificadas en los
plasmidos pLpacCl y pLXPA esta dando lugar efectivamente a estos cambios en las cepas
estudiadas. Es posible que debido a la introducciéon de las secuencias de estudio se esté
realizando la expresion de genes que normalmente no se expresarian en la condicion probada,
implicando simultaneamente la limitacion de la expresion de genes involucrados con el
crecimiento y/o el consumo de nutrientes.

Por otro lado, la seleccion primaria de las transformantes indicd6 que no se presenta
ningun efecto por la introduccion de los plasmidos pULC43 y pSPUAM?2. Sin embargo, la
introduccion del plasmido pLXTtrpC mostré el efecto de eliminar la produccion de CPC en las
transformantes de la cepa silvestre. Es posible que la insercion del terminador Ttrp de A.
nidulans se esté realizando en genes involucrados con la produccion de CPC, contribuyendo a

la terminacion de la trascripcion de alguno de ellos y por lo tanto al cese en la produccion de
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este antibidtico. Sin embargo, al no observarse este fenomeno en las transformantes de la cepa
C10 pareceria indicar que el efecto podria estarse ejerciendo sobre algin elemento regulador,
que no participaria de la misma forma en la cepa mejorada y en la silvestre. Otra posibilidad
que contribuya a este efecto es algin mecanismo mediante el cual los elementos componentes
del plasmido pLXTtrpC funcionaran como atractores de la maquinaria de transcripcion,
captando de esta forma los elementos necesarios para la transcripcion de los genes de
biosintesis de CPC.

La seleccion primaria, que se baso en la utilizacion del método de cilindros de agar, ha
demostrado ser de utilidad para la eleccion de cepas con mejoras en la produccion de CPC
(Trilli y col. 1978). Su uso, sin embargo, se ve limitado dependiendo del tipo de cambios
genéticos y el efecto que se espera de estos, lo cual requerira del medio y tiempo de muestreo
apropiados para hacer una seleccion adecuada. Otra forma de seleccion que ha mostrado tener
un alto grado de efectividad en la seleccion de cepas de A. chrysogenum es la utilizacion de
caracteristicas morfologicas, del tal forma que las cepas que formen colonias compactas seran
las mejores productoras (Vialta y col. 1997). En nuestro estudio las dos metodologias fueron
contempladas, aunque no se encontrd ninguna transformante de la cepa silvestre que formara
colonias compactas en el medio LPE, y ninguna mostré un nivel de produccion de CPC
significativamente diferente al de la cepa parental en FL. Para las transformantes de la cepa
C10 si se pudieron aplicar los dos tipos de seleccion y de todas las cepas seleccionadas por los
dos métodos para la comparacion en FL, al menos una de las elegidas por el criterio
morfologico mostr6é un nivel de produccion de CPC mayor al de la cepa parental. Por lo tanto,
se considera la seleccion morfologica como un mejor criterio de seleccion de las
transformantes en este estudio.

La mayoria de las transformantes evaluadas mostraron un menor nivel de produccion
volumétrica de CPC que las cepas parentales. El bajo crecimiento mostrado por las cepas
transformantes, que llega a ser de hasta una cuarta parte de lo observado en las cepas
parentales, podria ser la causa principal del bajo nivel de produccion volumétrica reportado.
Por ello, es posible que la determinacion de la produccion especifica pudiera sefialar ventajas
en el nivel de produccion de estas cepas. Otra posible explicacion para los resultados

observados en las transformantes del plasmido que contiene la secuencia pacCl2 es que
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debido a la presencia de sitios de union de pacC en el mismo gen, exista algun tipo de
autorregulacion que esté limitando su misma expresion, y por lo tanto la expresion de los
genes que regula. Una posibilidad mas remota que ha sido utilizada para explicar este tipo de
comportamiento de las transformantes es que éste es consecuencia de la integracion homologa
de los plasmidos introducidos (Gutiérrez, 1994), cuyo efecto seria la distorsion del ambiente
genético enddgeno que llevaria al efecto contrario al esperado, es decir a una secuencia
codificante de una proteina resistente al procesamiento proteolitico y por lo tanto dando lugar
al mimetismo acido, y en consecuencia a una menor produccion de CPC (Mingot y col. 1999).

Sin embargo, debido a los cambios en los niveles de produccion y cinética de pH de las
transformantes estudiadas no es posible negar la insercion de los pldsmidos utilizados.
Finalmente, al tratarse de un regulador molecular de rango amplio de la transcripcion genética
del hongo, es posible que su efecto sea mas evidente en la cepa mejorada debido a que las
mutaciones ya presentes en ésta potencien la produccion de CPC. Las reflexiones anteriores
muestran que existe la necesidad de mas analisis que permitan definir la extension en la que

las inserciones pueden estar afectando a las cepas de A. chrysogenum estudiadas.

8.2.4.2 Evaluacién de la produccién de CPC en cepas transformantes de A. chrysogenum.

A pesar de que en la seleccion primaria en FL liquida la cepa CAO1 demostr6 un nivel
de producciéon de CPC mayor que la parental C10, al realizar la FL con mayores unidades de
analisis no se observaron diferencias entre ellas. Una posible explicacion de estos resultados es
que exista un fenémeno de autorregulacion del gen que no esté permitiendo obtener el efecto
de mimetismo alcalino deseado de este tipo de transformantes. Por otro lado, se ha reportado
que los fendmenos de rearreglos cromosdmicos que a veces se dan en cepas mutadas pueden
llevar a la pérdida de ciertas caracteristicas, anteriormente observables en ellas. Lo anterior,
aunado a que para el almacenamiento de la cepa previo a su utilizacion en el ultimo
experimento se realizo el tercer pase del cultivo sobre medio sin fleomicina (es decir, sin
presion selectiva), podria haber tenido como consecuencia la perdida de la caracteristica en la
cepa.

En trabajos realizados con A. nidulans se ha observado que es posible que una

mutacion puntual en la secuencia que codifica para la regién determinante del procesamiento
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de PACC dé origen al efecto de mimetismo alcalino (Mingot y col., 1999), con lo cual existe
una alta probabilidad de producir una mutaciéon de mimetismo alcalino mediante la
introduccion de la secuencia de pacC contenida en nuestro plasmido pLpacCl.

Los criterios que definen las caracteristicas que debe presentar un gen para considerar
que se encuentra regulado por pH ambiental ya han sido descritos detalladamente (Arst y
Pefialva (2003b). El primero de los criterios consiste en observar un incremento progresivo de
la expresion de los genes en estudio. Los datos de expresion del experimento FS vs FL en
MFAF 2.5x indican que el gen cefD2 (perteneciente a los primeros pasos de la ruta de
biosintesis de CPC), el gen cefT (exportacion) y dos de los transcritos que hibridaron con la
sonda cahB muestran aumento de su expresion tanto en medio liquido como sélido conforme
aumenta el pH, por lo que se tienen indicios de que al menos uno de los genes pertenecientes a
las primera fase de la ruta de biosintesis de CPC (cefD2) pueda cumplir con la primera
condicion, y que una mutacion de mimetismo alcalino pueda resultar beneficiosa para la
produccion de CPC, siempre y cuando supere algin efecto en la expresion de genes de
hidrolasas y/o proteasas.

El segundo criterio a cumplir para evidenciar la regulacion por pH consiste en
demostrar que una mutacion de mimetismo alcalino afectaria los genes, de tal forma que se
observara un incremento progresivo de la expresion al disminuir el pH. En el cultivo a pH
acido en medio definido se observd un aumento de la produccion especifica de CPC en la
transformante de las 72 a las 96 h, sin embargo ésta se mantiene aproximadamente constante
el resto del cultivo, lo cual sugeriria el rechazo del segundo criterio al menos para el caso de
los ultimos genes de biosintesis de CPC. Por otro lado, se observa un aumento constante y
aproximadamente exponencial de la produccion especifica de antibidticos totales producidos
por la cepa transformante, lo cual puede deberse a un aumento de la transcripcion de los genes
involucrados en la ruta; sugieriendo la presencia del mimetismo alcalino en esta cepa. La
evaluacion de la expresion de los genes que se han sefalado como codificantes de pasos
limitantes de la ruta (pcbAB, cefD2, cefEF y cefG), en cultivos liquidos en medio definido con
pH controlado acido (5.5) y alcalino (7.8), y la comparacion de resultados entre cepa parental
y transformante confirmardn no solamente la realizacion de una mutacion de mimetismo
alcalino sino también la efectividad de esta estrategia de mejoramiento genético en la

produccion de CPC.
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9. Conclusiones

» Acremonium chrysogenum C10 present6 dificultad de crecimiento a valores de pH
menores de 5.8, tanto en cultivos liquidos como s6lidos, determinando que el inicio de
cultivos en estos sistemas con amortiguador de fosfatos no puede ser menor a este valor.

» Tanto en cultivos en medio s6lido como en medio liquido existe un intervalo de pH en el
cual se realiza la produccion de CPC y se encuentra entre valores de pH de 6.4 a 7.8.

» Una alta concentracion de nutrientes en el medio permite una mayor produccion de CPC,
siempre y cuando exista una forma de mantener el pH dentro de valores que no afecten
negativamente la produccion de este metabolito.

» Se mostro el efecto del pH como un elemento importante a controlar en FS y FL para la
produccion de CPC con A. chrysogenum.

» No se considerd a actA como un gen de expresion constitutiva que sirva para determinar
los niveles de expresion relativa de los genes de este estudio ya que se detectaron
diferencias significativas en su expresion en los diferentes tiempos de cultivo de FS y FL.

» La expresion del gen cefEF es fuerte, constante y homogénea durante todo el tiempo en FS
y FL, sin mostrar diferencias significativas entre estos sistemas de cultivo.

» Se observa una mayor expresion de los genes cefD2, cefT y cahB en FS que en FL, siendo
probablemente la mayor expresion de los dos primeros la causa de la menor cantidad de
intermediarios de la ruta de biosintesis de CPC en FS.

» Solamente la expresion de los genes cefT y cefD2 y de los transcritos de identidad
desconocida de aproximadamente 8 y 5 kb que hibridan con la sonda cahB, aumentan con
el incremento del pH, sugiriendo la posibilidad de encontrarse regulados por pacC.

» La introduccion del plasmido con el gen pacC1 produjo, al menos, una transformante de A.
chrysogenum capaz de producir 55% mayor cantidad de CPC que la cepa parental C10,

confirmando el beneficio de usar esta estrategia para el mejoramiento genético.
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ANexos

Anexo 1.

Ensayo General de Potencia de Cefalosporina C
Condiciones Generales para el Ensayo

Medio de cultivo: TSA 1%

Microorganismo de prueba: Escherichia coli ESS 2231
Absorbancia de in6dculo a 600 nm: 1

Concentracion de inéculo en el medio de cultivo: 1 mL por cada 15 mL de medio
Volumen de penicilinasa en ensayo CSP inhibir 100 pyg/mL de penicilina
Medio inoculado a verter en placa (150 x 15 mm): 50 mL

Medio inoculado a verter en bandeja: 220 mL

Concentraciones de estandar : 25,15,10, 5, 2.5 pg/mL
Diametro de las perforaciones en el agar: 8 mm

Volumen de st. 0 muestra a inocular en cada perforacion: 60 ML

Técnica

Pesar exactamente una cantidad de estandar equivalente a 100 mg de cefalosporina C sal de zinc
(base seca). Colocar en matraz volumétrico de 100 mL, disolver en EDTA 0.01M y llevar a volumen.

De la solucién anterior tomar una alicuota de 25 mL colocarla en matraz volumétrico de 50 mL y llevar
hasta el volumen con agua destilada. Esta solucion stock tiene una concentracion de 500 microgramos
de Cefalosporina C, sal de zinc/mL

Curva de calibracion

De la solucion stock tomar una alicuota de 5 mL, colocarla en un matraz volumétrico de 100 mL y llevar
hasta el volumen con agua destilada. Concentracion final: 25 pg/mL

Tomar una alicuota de 3 mL de la solucién stock, colocarla en un matraz volumétrico de 100 mL y
llevar a volumen con agua destilada. Concentracion final: 15 pg/mL

De la solucién stock tomar una alicuota de 1 mL colocarla en un matraz volumétrico de 50 mL y llevar a
volumen con agua destilada. (oncentracion final: 10 pg/mL

Tomar una alicuota de 1 mL de la solucién stock, colocarla en un matraz volumétrico de 100 mL y
llevar a volumen con agua destilada. Concentracion final: 5 pg/mL

De la solucion stock tomar una alicuota de 0.5 mL colocarla en un matraz volumétrico de 100 mL y
llevar a volumen con agua destilada. Concentracion final: 2.5 pg/mL

Una vez cargadas las placas de bioensayo, se incuban a 4 °C durante al menos 1 h, tiempo en el que
el antibidtico difundira al medio. Después de ese tiempo las placas de bioensayo se incubaran durante
12-15 h a 37 °C. El antibidtico presente en el medio inhibira el crecimiento del microorganismo
inoculado, dando lugar a halos de inhibiciéon de crecimiento. Los tamarfos de los halos de inhibicion
obtenidos se encuentran entre los 15 y los 28 mm.

Calculos

Los controles con diferentes concentraciones de cefalosporina C sal de zinc nos permiten realizar una
recta patron que relaciona directamente el logaritmo de la concentracién de cefalosporina con el
diametro del halo de inhibicidon de crecimiento en el bioensayo. La interpolacion en esta recta de los
diametros de los halos de inhibicion de las muestras problema permitira determinar la concentracion de
antibiotico en los caldos de fermentacion.
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Preparacion de penicilinasa de B. cereus para bioensayo.

1.

2.

A partir de glicerol se siembra Bacillus cereus en TSA 2% y se incuba a 30 °C
durante 18-24 h.

Se toma 1 colonia y se siembra en 100 mL de medio Bactocasitone al que se le
agregaron 50 U/mL de penicilina G (300 mg totales = 3 mL de una solucion de
penicilina G 1 mg/mL). Se incuba a 30 °C durante 18 h.

El caldo se recoge por centrifugacion y posteriormente se esteriliza por doble
filtracion. Esta preparacion no actua sobre DAC 6 CPC pero si sobre penicilina N.
Se hacen pruebas agregando diferentes cantidades de esta preparacion de
penicilinasa (0, 50, 100 y 200 pL) en 30 mL de TSA 1% vertido en cajas de 100 x
15 mm y retando la degradacion de 60 pL de una solucion de penicilina G 100
mg/mL.

En el bioensayo en caja se utiliza una cantidad de penicilinasa proporcional a la
utilizada para degradar la solucion de penicilina en las cajas de Petri 100 x 15 mm.

Medio Bactocasitone: (g/L) casaminoacidos 20, KH,PO, 6.5, FeSO, (1 mg/mL) 1 mL, MgS0,.7H,0 0.4. Ajustar a pH 7.3 con KOH.
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Anexo 2.

Ensayo para la determinacion de azlUcares totales (DNS modificado)
(Miller, 1959; Wang, 2003)

Curva Patréon

Volumen de solucién  Volumen de Concentracion de
Tubo estandar de glucosa (1g/L) agua destilada glucosa en el tubo
(mL) (mL) (mg/mL)
0 0.0 1.0 0.0
1 0.2 0.8 0.2
2 04 0.6 04
3 0.6 0.4 0.6
4 0.8 0.2 0.8
5 1.0 0.0 1.0

Cada uno de estos tubos se hace por duplicado.
Procedimiento

1. Colocar 1 mL de muestra en un tubo de ensayo

2. Agregar 20 microlitros de HCI concentrado a la muestra (1), agitar en el vortex

3. Permitir la hidrdlisis a 90°C durante 5 minutos

4. Agregar 50 microlitros de KOH 5 N para neutralizar el acido, agitar en el vortex

5. Adicionar 1 mL de reactivo DNS, agitar en el vortex

6. Llevar a ebullicién en bafio maria durante 5 minutos

7. Enfriar inmediatamente con hielo o agua helada

8. Agregar 8 mL de agua destilada

9. Agitar en vortex y leer la absorbancia a 575 nm.

Calculos

Los controles con diferentes concentraciones de glucosa nos permitiran realizar una recta patrén que
relaciona directamente la concentracion de glucosa con la absorbancia. La interpolacion en esta recta de

las absorbancias de las muestras problema permitird determinar la concentracion de glucosa en los
caldos de fermentacion.
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Anexo 3.

Prueba de Glucosamina
Curva Patrén

Volumen de solucion

. . Volumen de  Concentracion de
Tubo estandar de glucosamina

agua destilada glucosamina en el

(1 r(nngl/_r)nL) (mL) tubo (mg/mL)
0 0.0 1.0 0.0
1 0.2 0.8 0.2
2 0.4 0.6 0.4
3 0.6 0.4 0.6
4 0.8 0.2 0.8
5 1.0 0.0 1.0

Cada uno de estos tubos se hace por duplicado.
Procedimiento

1. Pesar 0.3 g de soporte cultivado secado a 60 °C durante 48 h.

2. Agregar 5 mL de acido sulfurico al 72%

3. Incubar a 25 °C y 130 rpm durante 30 minutos

4. Diluir con 54 mL de agua destilada

5. Calentar en autoclave la mezcla a 121 °C y 15 Ibs de presion durante 1 hora.

6. Neutralizar a pH 7.0 con hidréxido de sodio 10 My 0.5 M (anotar volumenes)

7. Centrifugar

8. Tomar 2 mL de muestra hidrolizada (sobrenadante del centrifugado)

9. Agregar 1 mL de solucion A (1 mL de acetilacetona en 50 mL de carbonato de sodio 0.5 N, de

preparacion reciente).

10. Agregar 1 mL de agua destilada

11. Llevar a bafio maria durante 15 minutos

12. Enfriar los tubos y adicionar 4 mL de etanol

13. Adicionar 1 mL de reactivo B (0.8 g de p-dimetilamino benzaldehido disuelto en 30 mL de HCI 12 N
mas 30 mL de metanol)

14. Adicionar 1 mL de etanol

15. Agitar y dejar reposar 30 minutos en la oscuridad

16. Determinar la absorbancia a 530 nm.

Calculos

Los controles con diferentes concentraciones de glucosamina nos permitiran realizar una recta patrén
que relaciona directamente la concentracion de glucosamina con la absorbancia. La interpolacion en esta
recta de las absorbancias de las muestras problema permitira determinar la concentracién de
glucosamina en las muestras de fermentacion.
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Anexo 4

Protocolo de uso del cromatdgrafo de gases Gow-Mac Series 580.

Parte I: Encendido del equipo
Antes de iniciar el uso del cromatdgrafo de gases es necesario verificar que se
encuentre apagado, en especial la corriente del detector para evitar que éste se queme.

1. Abrir la llave del tanque de Helio

Verificar que la presion de salida del tanque sea mayor de 500 psi. En caso de que sea

igual o menor, notificar al profesor responsable de que ya es necesario realizar la

requisicion de Helio.

La presion de entrada del gas al cromatografo debe ser de 60 psi.

4. Verificar que el flujo de gas acarreador a través de las columnas sea igual entre ellas
(aprox. 32 mL/min; la medicidén con el rotametro del laboratorio coincide con el numero
40. Ver Fig. 1A - d)). Nota importante: la modificacioén del flujo hacia las valvulas debe
hacerse despacio y cuidadosamente, debido a que son valvulas de aguja y por lo tanto
delicadas.

98]

Figura 1A. Componentes del cromatégrafo de gases. a) Valvulas de flujo a las columnas,
b) Tubos indicadores de flujo en columnas. ¢) Forma de adaptar el medidor de flujo.
¢)Rotametro del laboratorio.

5. Encender el cromatdgrafo con el boton de atras

6. Verificar que esté apagada la corriente del detector (set =
001, Fig. 2A).

7. Poner el set de la temperatura del detector en 120 °C, la
temperatura del inyector en 60 °C y la de la columna en 40 °C
(Punto critico porque dependen de la temperatura del
laboratorio).

8. Esperar al menos tres horas para que se estabilice la
temperatura del detector

9. Esperar a que la temperatura del detector sea mayor a 115 °C

10. Encender la corriente del detector a 125 mA.

11. Abrir la llave de paso del aire comprimido

12. Encender el multiposition control module

13. Habilitar los canales a utilizar

14. Encender la computadora para pasar a la parte 11

Figu:ra. 2A. tablero de control
del cromatografo Gow Mac
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Parte II: Encendido del software

Esta parte comienza cuando ya se encuentra encendida la computadora asociada al
equipo.

Adquisicion de datos por el equipo

15. Hacer click en el icono de Chrom
Perfect 5

16. Aparece la pantalla principal:
Chrom Perfect [Single user]. Hacer
click en acquisition

" Inicio

L Data Acquisition Client [User Hame]

ﬂ?ﬂﬂs_ﬂﬁ%_ﬁwﬁm Al
= |

e Ty ) o [ ey [ ) T

17. Aparece la ventana de “Data
Adquisition Client [User Name], y
un mensaje de esperar la conexion
con el acquisition server, por lo que
se debe esperar a que aparezca en la
barra de inicio.

'_. Inicio Chaem Peefect - [T,
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Chrom Perfect Uata Acquisition an FEDEFICO [SingleUsar.] - [Ofx

18. Hacer doble click en el icono de la
barra y aparecerd la ventana de “Data
Acqusition Server [Users Connected
=1]". Hacer click en Configuracion.

« Inicio

s fiom Fie
4 (072004 Bosds
P Ingtuments

19. Aparecera la ventana “Select eI
Device”, alli seleccionar “tigre 11" it

« Inicio
Chrom Perfect Uata Acquisition an FEDEFICO [SingleUsar.] = O
&

e | e [ G [ im0 [T oo oo Gliiale] ot [
20. Aparecera la ventana “Device

e — Configuration” seleccionar “COM
Port 1” y se habilitaran los botones
de Eliminar y Propiedades. Hacer
click en el boton Propiedades.

Chiws Pai e sl Mcgeibitinn ai | AT |Migietlus |

« Inicio
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i Chrom Perfect (ata Acguisition an FEDERICO [Singleliser .| = |OfX
i

L s | G [ S [ ] oo [orfialifaslae] o, [ °

= Bewice Configuration

= Device Linil Properties

21. Aparecera la ventana “Device Unit
Properties”, asegurarse de que se
encuentran seleccionados COM port
1 y Number of channels 1. Hacer
click a Ok y se cerrard esa ventana.
Hacer clic a Ok de nuevo para cerrar
la ventana “Device configuration”.

i Chrom Perfect (ata Acguisition an FEDERICO [Singleliser .| = |OfX
i

slais| Bl Slsipn| eisleip Ll
e | see | G [ S [ oo | o [lislimlinlasl o [
Tl Dowe " CAMRCHIVT\CPSEIR T

= Instrument and Hardware Connections

22. Aparecera la ventana “Instrument
and Hardware Connections”. Hacer
click en Ok y finalmente cerrar la
ventana de “Data Acqusition Server
[Users Connected =1]".

2 Iniclo

Distn &
D

el Il e EAP FA
g ¥ K K i ¢

CASRCHIV - TWCFSMA ]

23.En la ventana “Data Acqusition
Client”, presionar el botoén “Chaim”
y aparecera Federico.

‘4 Iniclo
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& Chrom Perfect Data Acquisition on FEDERICO [Singleliser-]

24.Ir a la pestafia de “status” que se
encuentra a la derecha de Ia
ventana y presionar para que
aparezca una ventana  azul.
Presionar el dibujo debajo de la
palabra control.

25. Aparecera la ventana “Instrument Control”.
Presionar el boton “download”. Salsaalsi

« Inicio

Chrom Perfect Uata Acquisition an FEDEFICO [SingleUsar.] = O

=1 ————

et e [Ctrchos de pcgrimal CPS g S angle D, =] _ |
Ditecior —!E

| oaana 26. Aparecera la ventana “Dowload
o R — Instrument 1”. En la pestafia de
— “Acquisition Parameters” seleccionar
el archivo de método:
C:\Archivos de programa\CPSpirit5\Sample
Data\NatGasBuamTania.met
Poner el nombre de muestra y el del

experimento (Base).

« Inicio
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i Chrom Perfect (ata Acguisition an FEDERICO [Singleliser .|

27.En la pestana de “Automation”
seleccionar el modo “continuous” si
queremos que la informacion de las
lecturas sea almacenada de forma
continua. Dar click en Ok y se . e e

s The reesd e sharts a soon an the previous run has been

regresard a la pantalla anterior © RO R Eona i S o T AT ool
“Instrument Control”.

Coe ] e |

i Chrom Perfect Data Acquisition an FEDERICO [Singlatiser.]

28. Se habilitara el boton “Star Run” (a
veces tarda un poco). Hacer click en ¢l
para que empiece la lectura y el
analisis.

L1111 1
1234587 !l
[ by i T

29. Este programa esta disefiado para analisis de 6.5 minutos, en los que se separan el CO,, Oy,
y Ny alos 1.3, 3.25 y 4.72 minutos respectivamente.

30. Al principio, en medio y al final de los andlisis se inyecta una muestra del gas de
referencia (CO, =, O, =y N, =) para poder utilizar los resultados en los calculos finales de
la muestra.

Analisis y recuperacion de los datos

En el momento de la escritura de este anexo, el programa determina los valores de las areas
bajo los picos cuando considera significativas esas areas. Asi, en algunas ocasiones (sobre
todo en el caso del CO,), aunque el pico es evidente el area no es calculada por el equipo. Este
es un aspecto a mejorar.

31. Hacer click en el boton “Analisis” de la ventana principal “Chromperfect Spirit [Single
User]” (paso 16)
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e ==

32. Aparecera la ventana “Chrom Perfect j —Corom Pt Simltiar)____
: hrom Perfect Analysia [SingleUser |

Analysi§ [SingleUser.-]” Y B o o 955 il =1 BBl g
automaticamente también una O

ventana que dice “Enter File name”. B e e e

Normalmente los archivos de los ) e

analisis son almacenados en el =

directorio C:\Archivos de
Programa\CPSpirit5\Nombre que se
puso en Base Name (Paso 27).
RAW. De tal forma que se debe
hacer la buisqueda en ese directorio
con el nombre que elegimos como
nombre base. Hacer clic en OK. S = e g

¥ Chrom Parfact Analysis [Singlolsar-] - [Overlay] A
jg;ﬁ;j R T T e e e "°" 33, Se abrira la ventana “Chrom Perfect
: ' Analysis  [SingleUser-]-[Overlay]”,
t se debe ampliar la ventana “Chrom
g Perfect Analysis [SingleUser-]” y
luego esta nueva para poder
N visualizar mejor el cromatograma.
i
%

[ ZERana

"2 Iniclo Chrom Peefect = [Srg.. | [l] Cheom Perfsct fnshys

B Chrom Parfect Analysis [SinghoUser-] - [Overlay]
wn] Fle Fot Report Integration Compare Took View Window el

| | B et 1t 2| BB | ] B

34. Con ayuda de los botones para
contraer la imagen se hace posible | =
visualizar el cromatograma | =
completo y obtener los datos de | -
valores de 4rea que se utilizan en el
siguiente paso del proceso.

},.n ARIBET0E cgen

H i3
>] 133 ASITENA earbes diid

fon

[, reaam

‘T;mmjo Chrien Peefoct - [Srg... I Freom Perfes s, (3 s g 2
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Parte III: Calculos de la cromatografia de gases

36. Se obtuvo el area bajo la curva de todos componentes de los cromatogramas de los
estandares y de las muestras del cultivo,

37. Se determind el factor de respuesta interno (relativo al nitrégeno) para el componente a
determinar (CO; u O;), usando los valores en % del cromatograma estandar en la
siguiente ecuacion:

Area del N, x Concentracion de N,

Factor de respuesta interno = -
Concentracion del O, o del CO, x Areadel O, o del CO,

38. Para determinar la cantidad de compuesto especifico (CO, u O,) se considerd la
concentracion de N, como constante (79%)

Concentracion (EI) x Area (CE) x FRI (CE)

Concentracion de compuesto especifico (%) =
Area (EI)

Donde:  EI = Estandar interno

CE = Compuesto especifico

FRI = Factor de respuesta interno
Todos los valores utilizados, excepto el FRI, corresponden a los datos obtenidos en cada
cromatograma analizado.

39. El resultado del calculo anterior nos proporcion6 la concentracion del CO; y del O, en
porcentaje
40. Para el calculo del CO;, y del O, en mL/gms.h se utilizo la siguiente ecuacion:

Flujo de aire del cultivo o % del CE "
gms 100

Concentracion CE (mL.gms™.h) = 60

Donde:  gms = gramos de materia seca en la columna

En el caso de la fermentacion solida de cefalosporina el flujo de aire en el cultivo utilizado
es de 28 mL/min, por lo cual se hace la conversion a horas multiplicando por 60.

El valor de los gramos de materia seca se calcula sacando el valor promedio de la materia
seca obtenida los primeros 2 dias, los siguientes 2 y los ultimos dos, asi como se usa el FRI
inicial, medio y final para los célculos de esos dias.
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Anexo 5

Hojas de especificacion de las enzimas utilizadas para la produccion de protoplastos

o
SIGMA-ALDRICH

Product Name

Product Number
Product Brand
CAS Number

Storage Temp

TEST
PROTEIN BY BIURET
CELLULASE ACTIVITY

UNIT DEFINITION
LAMINARINASE ACTIVITY

UNIT DEFINITION
XYLANASE ACTIVITY
UNIT DEFINITION

PLANT CELL CULTURE
DOCUMENT #

SpecificationSheet

Driselase® Basidiomycetes sp.,
plant cell culture tested

DB8037
Sigma
§5186-71-6
—20°C

SPECIFICATION

> OR = 10%

» OR = 100 UNITS/G SOLID

OME UNIT WILL LIBERATE 1.0 MICROMOLE OF GLUCOSE FROM
CELLULOSE IN ONE HOUR AT PH 5.0 AT 37 DEG C.

= OR = 10 UNITS/G SOLID

ONE UNIT WILL LIBERATE 1.0 MG OF REDUCING SUGAR
(MEASURED AS GLUCOSE) FROM LAMINARIN PER MINUTE AT PH
5.0 AT 37 DEG C.

= OR = 3 UNITS/G SOLID

OMNE UNIT WILL LIBERATE 1.0 MG OF REDUCING SUGAR
(MEASURED AS GLUCOSE) FROM XYLAN PER MINUTE AT PH 4.5
AT 37 DEG C.

FASS
DB8037/05/05/08/2

o

L J
SIGMA-ALDRICH

Product Name

Product Number
Product Brand

Storage Temp

TEST
APPEARANCE
CELLULASE ACTIVITY

UNIT DEFINITION

CHITINASE ACTIVITY

UNIT DEFINITION

PROTEASE ACTIVITY

UNIT DEFINITION

SpecificationSheet

Lysing Enzymes from Trichederma harzianum,
lyophilized powder

L1412

Sigma

2-g°C

SPECIFICATION

REPORT RESULT

REPORT RESULT

OME UNIT WILL LIEERATE 1.0MICROMOLE OF GLUCOSE FROM
CELLULOSE IN OME HOUR AT PHS.0 AT 37DEGC (2HR
INCUBATION TIME].

REPORT RESULT

OME UNIT WILL LIEBERATE 1.0MG OF N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
FROM CHITIN PER HOUR AT PHG.0 AT 25DEGC. (2HR
INCUBATION TIME)

REPORT RESULT

OMNE UNIT WILL HYDROLYZE CASEIN TO PRODUCE COLOR
EQUIVALENT TO 1.0MICROMOLE (181UG) OF TYROSINE PER
MINUTE AT PH7.5 AT 37DEGC (COLOR BY FOLIN-CIOCALTEU
REAGENT).

DOCUMENT # L1412/04/14/99/2
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