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RESUMEN

En esta tesis se estudid, el funcionamiento de la via FadA-AMPc-PKA ligada a esporulacion y
al metabolismo secundario en Aspergillus terreus. Con relacion a este ultimo, se sabe que la
produccién de lovastatina es mayor en fermentacién sélida (FS) que en fermentacion liquida
(FL).

Para ello, se tomaron en cuenta algunos parametros indicativos del funcionamiento de la via
AMPc-PKA, durante la produccion de lovastatina en FS y FL. El primer nivel estudiado fue el
patrén de expresion de los genes de los componentes principales: fadA (subunidad a de la
proteina G), laeA (regulador global del metabolismo secundario) y sus blancos putativos
corriente abajo: el factor transcripcional especifico del “cluster” biosintético de lovastatina,
lovE, una policétido sintasa, lovF, y el factor transcripcional principal de conidiacion, brlA.
Ademas, también se analizaron los genes de resistencia a estrés atfB y msnA. El panorama
fue complementado con los perfiles de concentracion intracelular de AMPc y el perfil de la

actividad PKA durante los cultivos solido y liquido.

En el patron de transcripcion de fadA, que refleja la activacion de la via (separacién y
fosforilacion de esta subunidad) se encontré expresion diferencial entre FS y FL, sugiriendo
gue estimulos ambientales en la FS son percibidos por esta via, donde el patron de
transcripcion tuvo un perfil relativamente bajo (excepto a las 21 h) y mas o menos constante
(ligeramente mas bajo en idiofase). En contraste, en FL, fadA fue alto en trofofase (18 h) y bajo
desde las 21 h hasta idiofase. Coincidiendo con la légica del esquema de regulacién propuesto

por el grupo de Nancy Keller para otras especies de Aspergillus.

Otros parametros estudiados también indicaron un funcionamiento diferente en ambos
sistemas de cultivo. Se encontraron diferencias en el perfil de concentracion intracelular de
AMPc y de la actividad PKA durante los distintos cultivos, ambos componentes tuvieron
comportamiento similar en cada cultivo estudiado, pero opuesto a la expresion de fadA. Se

esperaba una relacion directa de estas dos variables con fadA.

En FS, tanto la concentracion intracelular de AMPc como la actividad PKA mostraron niveles
altos en trofofase (bajando a las 21 h y siendo ligeramente constante en idiofase) indicando

una regulacién negativa en trofofase sobre lovE/lovF (probablemente a través de LaeA). Esto
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también se esperaba, de acuerdo al esquema de regulacién propuesto por Keller y
colaboradores. Pero, en FL, el comportamiento fue completamente opuesto, bajos en trofofase
y subieron en idiofase (ligeramente subida de actividad PKA, similar que en FS), siendo
controversial estos resultados. Sin embargo, la expresion de fadA, opuesto a ellos, si fue el

esperado.

Por otro lado, los resultados de expresion del gen brlA también indican que la conidiacién es
regulada negativamente por PKA (en FS, en FL no hubo esporulacién). En relacion con los
factores de transcripcion (FTs) de respuesta a estrés, msnA mostré un patron de transcripcion
en cierto modo inverso a la actividad de PKA (mas expresion en idiofase). En contraste, atfB
mostré una transcripcidon mas intensa en trofofase, quizas regulada positivamente por PKA,

aunque podria tener influencia de la via SAPK MAPKinasa.

En cuanto al gen laeA, se encontrd que su perfil de expresion, tanto en FL como en FS, es
opuesto a la expresion de lovE y lovF (y sintesis de lovastatina). Es decir, se expresa fuerte
en trofofase y ligeramente en idiofase. Esto fue inesperado, por lo que el perfil de expresion
parece no ser un buen indicador de la actividad de LaeA. Los resultados sugieren que la
expresion de laeA esta presente desde la trofofase, pero es activada por una regulacion post-
transcripcional o post-traduccional, en idiofase. Esto, probablemente debido a una regulacién

negativa por PKA, particularmente en FS.

Por otra parte, se caracterizaron transformantes que sobreexpresaron el gen laeA (SE::laeA)
(bajo cualquiera de las 2 estrategias usadas: con propio promotor y con un promotor
constitutivo). Los resultados demostraron que ambas estrategias fueron muy buenos métodos
de mejoramiento genético molecular, sobre todo, para generar cepas sobreproductoras de
lovastatina especialmente para FS, y en menos abundancia para FL. También se observo, que
las mejores transformantes en FS tuvieron una mayor esporulacion, confirmando a LaeA como

regulador del metabolismo secundario y regulador positivo en la esporulacion.

Las mejores transformantes para FS (T9laeA y T2laeAcons) y para FL (T1llaeAy T5laeAcons)

mostraron una extension o prolongacion de su etapa de produccion, siendo esto un factor

importante en el incremento de la produccion. En FS, la transformante con promotor

constitutivo, T2laeAcons, alcanzé 30.6 mg de lovastatina por gss (104% de incremento). En

FL, la transformante con promotor propio, T1llaeA, produjo 0.89 mg/mL 102% de incremento).
6
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ABSTRACT

In this thesis was studied the functioning of the FadA-AMPc-PKA pathway linked to sporulation
and the secondary metabolism of Aspergillus terreus.

For this, some parameters indicative of the functioning of the c’AMP-PKA pathway were taken
into account, during the production of lovastatin in in solid-state fermentation (SSF) and
submerged fermentation (SmF). The first level studied was the expression pattern of the genes
of the main components: fadA (a subunit of the G protein), laeA (global regulator of secondary
metabolism) and its putative downstream targets: the specific transcriptional factor of the
cluster biosynthetic of lovastatin, lovE, a polyketide synthase, lovF, and the main transcription
factor of conidiation, brlA. In addition, the stress resistance genes atfB and msnA were also
analyzed. The panorama was complemented with the profiles of intracellular concentration of
¢’AMP and the profile of PKA activity during SFF and SmF.

In the transcription pattern of fadA, which perhaps reflects the activation of the pathway
(separation and phosphorylation of this subunit), differential expression between SFF and SmF
was found, suggesting that environmental stimuli in FS are perceived through this signaling
pathway. In SFF, had a relatively low expression profile (except at 21 h) and more or less
constant (slightly lower in idiofase). In contrast, in SmF, fadA was high in trophophase (18 h)
and low from 21 h until idiofase. This expression profile of fadA was opposite to the c’AMP
concentration pattern and with the PKA activity pattern in both culture systems. A direct relation
of these two variables with fadA was expected, however, similarity was only found between the
profiles of c’AMP and PKA. In SSF, both the intracellular concentration of ¢c’AMP and the PKA
activity showed high levels in trophophase, decreasing at 21 h and being slightly constant in
idiofase, indicating a negative regulation on lovE/lovF (probably through LaeA). However, in
SmF, a completly opposite behavior was observed: low in trophophase and increased in
idiofase (slightly increased PKA activity, similar to the level in SSF), these results being

controversial.

On the other hand, the expression results of the brlA gene also indicate that the conidiation is
negatively regulated by PKA (in SSF, in SmF there was no sporulation). In relation to the
transcription factors (FTs) of stress response, msnA showed a transcription pattern somewhat

inverse to the activity of PKA (more expression in idiofase). In contrast, atfB showed a more
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intense transcription in trophophase, perhaps regulated positively by PKA, although it could

have influence of the SAPK MAPKinase pathway.

As for the laeA gene, it was found that its expression profile, both in SSF and in SmF, is
opposite to the expression of lovE and lovF (and synthesis of lovastatin). That is, it is expressed
strongly in trophophase and slightly in idiofase. This was unexpected, so the expression profile
does not seem to be a good indicator of LaeA activity. The results suggest that the expression
of laeA is present from the trophophase, but is activated by a post-transcriptional or post-
translational regulation, in idiofase. This, probably due to a negative regulation by PKA,

particularly in SSF.

On the other hand, transformants that overexpressed the laeA gene (SE:laeA) were
characterized (under any of the 2 strategies used: with own promoter and with a constitutive
promoter). The results showed that both strategies were very good methods of molecular
genetic improvement, especially for SSF. In SE::laeA overproducing strains of lovastatin were
generated especially for SSF, and in less abundance for SmF. A greater sporulation was also
observed in SSF, confirming LaeA as a regulator of secondary metabolism and a positive

regulator in sporulation.

The best transformants for SSF (T9laeA and T2laeAcons) and for SmF (TllaeA and
T5laeAcons) showed an extension or prolongation of their production stage, this being an
important factor in the increase of production. In SSF, the transformant with constitutive
promoter, T2laeAcons, produced 30.6 mg of lovastatin/gss (104% increase). In SmF, the

transformant with its own promoter, T1llaeA, produced 0.89 mg /mL (102% increase).
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INTRODUCCION

VIA DE SENALIZACION AMPc-PKA

Los ascomicetos son hongos de gran importancia ya que casi el 50% de los hongos conocidos,
y alrededor de 80% de los hongos patégenos humanos, estan filogenéticamente relacionadas
con este grupo (Guarro et al., 1999). De igual forma, muchas especies de Aspergillus poseen
importancia médica y/o industrial; por ejemplo, producen gran capacidad de enzimas
hidroliticas extracelulares, ingredientes alimentarios o produccién de medicamentos (Knuf y
Nielsen, 2012). Entre las especies mas estudiadas dentro de este género destaca Aspergillus
niger, que por un lado puede jugar un papel como un patégeno oportunista en humanos
(Perfect et al., 2001), pero por otro es de gran importancia para la produccion de acido citrico
a escala industrial (Magnuson y Lasure, 2004). Aspergillus oryzae es un organismo bien
conocido, "generalmente considerado como seguro” (GRAS), en la industria de la
fermentacion de alimentos. Aspergillus fumigatus es un patdégeno humano oportunista
especializado, un organismo saprofito (Van de Bossche et al., 1988; Pitt, 1994; Haines, 1995)
con propagacion de conidiosporas al aire (Mullins et al., 1976, 1984). Aunque A. fumigatus se
considera como el hongo mas peligroso, ya que causa mas del 90% de aspergilosis en
humanos (Kurup y Kumar, 1991; Dixon y Walsh, 1992; Schaffner, 1992; Derouin, 1994; Haines,
1995; Latgé, 1999), existen otras especies que son patdgenos potenciales; por ejemplo, A.
flavus, A. terreus y A. nidulans (Latgé, 1999).

Por otra parte, A. nidulans se ha usado como organismo modelo genético dentro del género
Aspergillus, con una base de datos enorme (http://www.aspgd.org/) de propiedades

bioquimicas y genéticas.

Aspergillus terreus produce una gama de metabolitos secundarios, como el acido itaconico,
lipasas y celulasas putativas, lovastatina (agente reductor del colesterol sérico) y toxinas
citrinina, emodina y gliotoxina, asi como otros compuestos, incluyendo aspulvinonas,
asterriquinonas, butirolactonas y (+)- geodina. A. terreus se ha considerado entre los
patdégenos fungicos, aunque recientemente se ha sugerido que las esporas de A. terreus tienen
un papel importante (pero diferente que las esporas de A. fumigatus) en la aspergilosis

invasiva, por permanecer vitales en los macréfagos después de la fagocitosis, incluso en
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huéspedes inmunocompetentes. La esporulaciébn juega un papel importante en la
patogenicidad aumentando las defensas contra diversas condiciones ambientales en los

hongos filamentosos (Palonen et al., 2017).

En los hongos filamentosos, la notable complejidad de las vias de sefalizacién y de regulacion
ha sido reconocida por primera vez en los afios 80. Desde entonces, la secuenciacion de los
genomas y la mejora en las herramientas de biologia molecular permiten conseguir una vision
mas profunda en la estructura fina y la regulacién de las cascadas de transduccion de sefiales
y también de las conexiones cruzadas entre estas vias. Hoy en dia, el conocimiento sobre las
interacciones entre las vias de sefializacién se va conociendo rapidamente, y la visién de que
actian de manera concertada para mantener el crecimiento, facilitar la propagacién, o poner
en funcionamiento programas de muerte celular estd ampliamente aceptada. La via de
sefalizacion AMPc-PKA ha demostrado jugar un papel importante en la respuesta al estrés
ambiental, en particular estrés nutricional, en el organismo modelo Saccharomyces cerevisiae.
Se ha propuesto como el mecanismo por el cual la célula detecta cambios en la disponibilidad
de glucosa y ajusta su maquinaria metabdlica en consecuencia. Para mantener la eficiencia
metabdlica, la presencia de glucosa en el medio estimula la via AMPc-PKA, lo que conduce a
la represién de los genes implicados en el metabolismo de fuentes de carbono alternativas a

la glucosa (Thevelein, 1994).

En Aspergillus, la sefalizacion del crecimiento vegetativo a través de la proteina G
heterotrimérica FadA(Ga)::SfaD(GB)::GpgA(Gy) y su regulador FIbA estd también conectado
firmemente con las cascadas de sefalizacion que regulan el desarrollo asexual y sexual,
autolisis, apoptosis y la producciéon de importantes metabolitos secundarios, incluyendo
micotoxinas (esterigmatocistina -ST- y aflatoxina -AF-) y antibiéticos (penicilina -PN-). Aln asi,
se necesitan mas estudios para comprender mejor la organizacién y regulacién de esta

compleja red de sefializacion utilizado en el género Aspergillus (Pusztahelyi y Pdcsi, 2013).

Actualmente se sabe que la cascada de sefializacion de la proteina G, ligada a la esporulacién
y el metabolismo secundario en Aspergillus spp., estd centrada sobre la via de transduccién
de sefales proteina G/AMPc/PKA quien regula una variedad de procesos del desarrollo en
hongos. Las proteinas G heterotriméricas acopladas a receptores transmembranales

representan una importante familia de proteinas implicadas en esta sefializacion. La union de
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un ligando a un receptor de la proteina G (GPCR: G Protein-Coupled Receptor) es el evento
gue activa la sefializacion de la proteina G. Los receptores GPCR residen en la membrana
celular, donde percibe sefiales extracelulares tales como luz, iones, aminoacidos, azlcares,
acidos nucleicos, esteroides, polipéptidos y acidos grasos, y transmiten esta sefial al interior
de la célula, activando a las proteinas G heterométricas. Los hongos filamentosos
comunmente poseen tres subunidades de las proteinas G heterotriméricas: la a, laB y la y
(Bolker, 1998). El genoma de A. nidulans contiene 3 subunidades Ga: FadA (Yu et al., 1996b),
GanA (Chang et al., 2004; Han et al., 2004b) y GanB (Chang et al., 2004). El crecimiento de
A. nidulans se regula a través de la via de transduccion de sefiales dependiente de FadA,
donde FadA es parte de una proteina G heterotrimérica [FadA(Ga)::SfaD(GB)::GpgA(Gy)] (Seo
etal., 2005; Yu, 2006). Todas las proteinas G heterotriméricas, que estan funcionalmente bien
conservadas en el género Aspergillus, tienen un papel central en las respuestas fisiolégicas y
bioquimicas a varios estresores externos, controlan la sintesis de AMPc (adenosin
monofosfato-3',5' ciclico) por la adenilato ciclasa, y su degradacion por fosfodiesterasa
(convierte el AMPc en AMP, y por lo tanto, se desactiva la proteina quinasa A (PKA) al
disminuir la concentracion de AMPc). Tras la activacion del receptor acoplado a proteina G, se
activa el adenilato ciclasa que cataliza la conversién de ATP a AMPc, que se acumula en la
Célula, lo que lleva a la activacién de PKA (Lengeler et al., 2000). Cuando FadA esta en un
estado de unién a GTP activo y el heterotrimero se ha disociado en FadA-GTP y dimero
SfaD::GpgA, activan una serie de efectores corriente abajo e inician y mantienen el crecimiento
vegetativo (Rosén, 1999; Seo et al., 2005; Yu, 2006) en parte a través de la PKA dependiente
de AMPc. En su forma inactiva, PKA comprende una holoenzima de 2 subunidades cataliticas
y 2 regulatorias. Cuando el AMPc se une a las subunidades reguladoras, PKA se activa, lo que
provoca un cambio conformacional que libera las subunidades cataliticas al autofosforilarse
entre si y fosforilar numerosos sustratos con residuos en serina o treonina que se presentan
en un contexto de secuencia de Arg-Arg-Xaa-Ser/Thr o Lys-Arg-Xaa-Xaa-Ser/Thr dando lugar
a la respuesta celular, tal como se muestra en la Figura 1 (Walsh y Van Patten, 1994; Shimizu
y Keller, 2001; Park y Yu, 2012).
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Fig. 1. Via AMPc-PKA en hongos; Park y Yu, 2012.
Varios mecanismos de regulacién trabajan para asegurar que los niveles de AMPc vy la
actividad quinasa estén estrechamente controladas. El adenilato ciclasa y la actividad de la
fosfodiesterasa determinan los niveles totales de AMPc, y factores adicionales de acceso a
AMPc son responsables de regresar a la proteina quinasa al estado inactivo. Varias isoformas
de subunidades de PKA codificados por genes distintos han sido identificadas en eucariontes
superiores (D@skeland et al., 1993). PKA modula la funcién de factores nucleares que se unen
a secuencias de ADN en las regiones promotoras de genes inducibles por AMPc (Lalli y
Sassone-Corsi, 1994). En hongos, PKA parece estar involucrado en el control de la actividad
de un gran nimero de enzimas. La investigacion mas detallada sobre la funcién de PKA en
vias de transduccion de sefiales se ha llevado a cabo con S. cerevisiae, donde la actividad
PKA es esencial para el crecimiento, progresién del ciclo celular, esporulacion y sensibilidad a

varias formas de estrés (Toda et al., 1987b; Thevelein, 1994).

La capacidad de los organismos para responder a estimulos extracelulares es esencial para
la supervivencia. La via de sefializacion AMPc-PKA ha demostrado ser critica en la deteccion
de los cambios ambientales y la traduccion de esos cambios en una respuesta bioldgica en
muchos organismos (Thevelein, 1994). La entrada de la subunidad C activa de PKA en el
nucleo de la célula y la posterior fosforilacion de factores transcripciones constituyen la base
de la regulacién transcripcional PKA, dando lugar a la respuesta celular, mientras que regula

negativamente el desarrollo sexual/asexual y la produccion de esterigmatocistina (ST) en A.
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nidulans (Keller et al., 2005; Pusztahelyi y Pécsi, 2013) y de numerosos metabolitos
secundarios en varias especies de hongos. En la Figura 2, se muestra el modelo propuesto
por Bok y Keller (2004) para la regulacion del crecimiento, esporulacion y metabolismo

secundario en Aspergillus sp., las flechas indican efectos positivos y las barras efectos

negativos.
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Fig. 2. Modelo de regulacion de MS propuesto por Bok y Keller (2004) modificado.

Como se muestra en Figura 2, el proceso de esporulacién, resistencia a estrés y produccion
de metabolitos secundarios parten de elementos regulatorios comunes, como las rutas de
transduccion de sefales de las proteinas G heterotriméricas. En Aspergillus spp., se ha
demostrado que la esporulacion y la produccion de micotoxinas son regulados
conjuntamente por miembros de la ruta de sefializacion G/AMPc/PKA (proteina G/ AMP
ciclico/ proteina quinasa A) (Hicks et al., 1997; Shimizu y Keller, 2001). La activacion del
desarrollo requiere que la sefializacion de FadA esté al menos parcialmente inactivada y esto
requiere del producto de otro gen, denominado flbA (Lee y Adams, 1994b). La proteina FIbA
tiene una region C-terminal de 120 aminoacidos denominada dominio RGS (Regulador de
sefalizacion de la proteina G) compuesta por una familia de proteinas encontradas en
organismos que van desde la levadura hasta el humano, que aparentemente activan la
actividad GTPasa intrinseca de las subunidades a especificas de la proteina G
heterotrimérica regulando negativamente la via de sefalizacion mediada por la proteina G

(Berman et al., 1996). Mediante la estimulacion de la hidrolisis de GTP, aumentando
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significativamente la actividad FadA-GTPasa, FadA-GTP se convierte rapidamente en FadA-
GDP, su forma inactiva (Yu et al., 1996), bloqueando la sefalizacion de la proteina G,
disminuyendo el crecimiento del micelio (Rosén, 1999; Seo et al., 2005; Yu, 2006) y
desencadenando el desarrollo asexual de conidiéforos (Yu et al., 1996; Park y Yu, 2012) y la

sintesis de ST.

Shimizu y Keller (2001) publicaron evidencia genética de que la regulacion FadA/FIbA en la
sintesis de ST y conidiacion esta mediada por proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA)
en A. nidulans. En la sobreexpresion de pkaA (gen que codifica la subunidad catalitica de
PKA) no fueron detectados los transcritos de dos genes implicados en la sintesis de ST (stcU
y aflR), reduciendo a niveles por debajo de la cepa parental la acumulacién de ST y la
conidiacion. Por otro lado, la supresion de pkaA aumentd la conidiacion e inhibié el
crecimiento. Mientras que la supresion de pkaA en una cepa con alelo fadA activado
(fadAC42R) es decir, con una expresion constitutiva del gen fadA, restaur6 la conidiacién, pero
no la sintesis de ST. Por ello, los autores sugieren que FadA regula positivamente PKA 'y a
su vez, regula negativamente la expresion de aflR y la conidiacién. Ademas, Roze et al.
(2004) encontraron en una mutante con alelo fadA®*R en TJYP1-22, un aumento moderado
(2 veces) de AMPc intracelular fisiolégico y una alta actividad PKA basal (fraccion de PKA
activada por AMPc enddgeno in vitro) y total, no teniendo capacidad para responder a pulsos
de AMPc de estimulos externos, apagando permanentemente la conidiaciéon y sintesis AF.
Por estas razones, sugirieron que FadA regula positivamente la actividad PKA mediante la
estimulacion de un aumento fisiologico en la concentracion de AMPc intracelular y
propusieron que existe un circuito regulador de compensacién independiente de FadA sobre
el metabolismo secundario (por arriba de la activacion directa de la subunidad reguladora
PKA mediante la unién de AMPc). Esta propuesta es apoyada por una investigacion
realizada por Fillinger et al. (2002), en una mutante supresora pkaA de A. nidulans donde se
elevé 250 veces el AMPc intracelular, disminuyendo la sintesis de AF y conidiacion,
concluyendo que FadA/PKA regulan la sintesis de la toxina y conidiacién a través de
mecanismos similares en Aspergillus spp., y que los niveles de AMPc intracelular, al menos
en parte, median una influencia reguladora dependiente de PKA sobre la conidiacion y
sintesis de AF en A. parasiticus. Ademas, PkaA fue descrita como un regulador de los genes

fluG y fadA y en el desarrollo de conidi6éforos (Shimizu y Keller, 2001; Shimizu et al., 2003).
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METABOLISMO SECUNDARIO Y MEDIOS DE CULTIVO

Los metabolitos secundarios (MS) microbianos, son compuestos con estructuras quimicas
variadas y sofisticadas, como la penicilina (PN), cefalosporina, ergotato y estatinas, producidos
principalmente por hongos y actinomicetos. Aunque los antibiéticos son los MS mejor
conocidos, hay otros con una enorme gama de actividades bioldgicas, como compuestos con
actividades antiinflamatorias, hipotensivas, antitumorales, anti-colesterolémicas, y también
otros usados como insecticidas, reguladores del crecimiento en plantas, herbicidas y
pesticidas amigables con el ambiente, entre otros (Barrios-Gonzélez et al., 2003; Keller et al.,
2005).

Una caracteristica del metabolismo secundario es que los compuestos no son producidos
durante la fase de crecimiento rapido (trofofase), sino que se sintetizan durante una fase de
produccién subsecuente (idiofase), cuando el crecimiento se limita por el agotamiento de uno
de los nutrientes esenciales, por ejemplo, carbono, nitrégeno o fuentes de fosfato (Barrios-

Gonzélez y Mejia, 1996).

Los MS son compuestos bioactivos de bajo peso molecular y provienen de un nimero limitado
de precursores del metabolismo primario, por lo que son producidos en rutas biosintéticas
comunes correlacionadas con un estado especifico de diferenciacion morfoldgica (Bok et al.,
2006). Algunos MS (incluyendo los antibitticos) estimulan la formacion de esporas y la
inhibicion o estimulacion de la germinacién. Asi, el metabolito secundario puede retrasar la
germinacion de esporas hasta encontrarse en un ambiente de menor competitividad y mejores
condiciones para el crecimiento, proteger el estado latente o la iniciacion de las esporas o
limpiar el ambiente de microorganismos competidores durante la germinacion (Demain y Fang,
2000).

Respecto a los sistemas de cultivo empleados para producir infinidad de compuestos, se sabe
gue la evolucién de los hongos superiores y actinomicetos se llevé a cabo en sustratos de
crecimiento soélido. En otras palabras, estos organismos pasaron su historia evolutiva como
terrestres. Productos fungicos de interés biotecnol6gico (por ejemplo, enzimas, MS y esporas)
se producen por estos organismos en sustratos solidos humedos, pero no en liquidos. En
consecuencia, el cultivo de microorganismos en fermentacion liquida (FL) puede deteriorar sus

eficiencias metabdlicas (Barrios-Gonzalez, 2012). La fermentacion solida (FS) es un método
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de cultivo antiguo que ha ganado atencién en los ultimos 20 afios, y credibilidad entre muchas

empresas industriales.

La FS se considera una tecnologia emergente con gran potencial para producir enzimas y
metabolitos microbianos. Los investigadores han mostrado un gran interés en este tipo de
fermentacion, como una alternativa potencial a la FL, debido a la utilizacién de sustratos
econdmicos, poco procesamiento, requerimientos de energia bajos, facil monitoreo y control
de parametros, no hay limitaciones de transferencia de oxigeno, altos rendimientos en tiempos
cortos, generacion de pocos efluentes y no se requieren condiciones estériles estrictas. En la
actualidad, esta tecnologia es aplicada para la produccion de MS (Robinson et al., 2001;
Barrios-Gonzalez et al., 2003). La fermentacion sélida (FS) se define como el cultivo de
microorganismos sobre la superficie e interior de una matriz sélida, con bajos niveles de
actividad de agua. Se distinguen dos tipos de sistemas de FS dependiendo de la naturaleza
de la fase sélida; cultivo solido sobre soportes naturales y cultivo sobre soportes inertes

impregnados con medio liquido (Barrios-Gonzalez y Mejia, 1996).

Hace poco, se desarrollé un proceso de produccion de lovastatina por FS sobre un soporte
inerte artificial (espuma de poliuretano) que no sélo facilita estudios bésicos, sino que también
induce a una enorme productividad (Bafos et al., 2009). Por otra parte, la FS sobre soportes
inertes puede superar las desventajas de los soportes naturales, mejorando el control de
transferencia de calor y masa. El soporte sirve de reservorio de nutrientes y como anclaje para
los microorganismos. Otras ventajas, es que la recuperacidn de productos es menos
complicada y son obtenidos con menos impurezas, la composicion del medio puede ser
disefiado con precision y puede extraerse el medio liquido del soporte inerte en cualquier
tiempo del cultivo y analizar sus componentes (Barrios-Gonzalez y Mejia, 1996; Ooijkaas et
al.,, 2000). La FS usando un soporte polimérico absorbente inerte capaz de absorber
abundante medio liquido conduce al incremento en el &rea superficial disponible para el
crecimiento flngico y la tendencia del microorganismo a adherirse a la superficie del soporte,
resultando en un incremento de la produccion de MS, debido posiblemente a que, los
microorganismos imitan su habitat de crecimiento natural silvestre. Ademas, algunas
caracteristicas del soporte pueden cambiar significativamente durante las etapas de
crecimiento del hongo y pueden generar gradientes de condiciones ambientales que producen

limitaciones nutrimentales simulando la variabilidad encontrada en la naturaleza (Ramunas et
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al., 2006). De igual manera, las caracteristicas fisicoquimicas del soporte y su interaccién con
la disponibilidad de agua, oxigeno y los componentes del medio son variables principales que
pueden influir en el crecimiento y metabolismo, mientras que otros factores pueden jugar un
papel sobre la colonizacion de microorganismos en el soporte (Gervais et al., 1988; Verstrepen
et al., 2004).

A pesar de las ventajas observadas en la FS, en comparacion a la FL convencional, tal vez el
inconveniente mas grave de FS, en relacion con la FL, es el poco conocimiento de la fisiologia
de hongos y otros microorganismos cultivados en FS (Barrios-Gonzalez, 2012). Uno de los
principales aspectos positivos de la FS es que las enzimas y metabolitos secundarios, son, en
muchos casos, producidos con rendimientos mucho mas altos que en FL (Barrios-Gonzélez et
al., 1988; Barrios-Gonzalez et al, 1993; Balakrishnan y Pandey, 1996; Robinson et al, 2001;
Barrios-Gonzalez y Mejia, 2007). Se considera que esto es parte de la fisiologia particular
mostrada por los hongos en FS, frecuentemente llamado fisiologia de medio sélido (Barrios-
Gonzélez, 2012).

Por otra parte, a través del tiempo se ha observado que la biosintesis de MS por lo general
esta asociada con la diferenciacién morfologica, tal como la esporulacion, y en efecto dicha
relacion sugiere procesos independientes regulados por un mecanismo comun (Betina,
1995). La esporulacién exhibida por diversos hongos filamentosos, especialmente especies
de Aspergillus, es estimulada principalmente por la exposicion de hifas al aire (Morton, 1961;
Ramunas et al., 2006). Asi la fermentacién sélida que involucra un soporte polimérico es
conveniente para la induccion de patrones de diferenciacion celular en hongos, y la
asociacion de estimulos adicionales como los efectos de superficie, desecacion, estrés
osmético y limitacién de nutrientes, influyendo en los procesos de desarrollo capaz de alterar
el crecimiento vy fisiologia, asi como la produccién de MS, como la lovastatina en A. terreus
(Morton, 1961; Barrios-Gonzalez y Mejia, 1996; Larroche, 1996).
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Lovastatina

La lovastatina es un metabolito secundario con gran valor comercial producido por Aspergillus
terreus y Monascus purpureus, el primero utilizado para produccion industrial. Este compuesto,
asi como su derivado inmediato, la simvastatina, baja los niveles de colesterol en sangre
(Endo, 2004; Barrios-Gonzalez y Miranda, 2010).

Estudios por resonancia magnética y espectroscopia de masas provenientes de la clonacion
y la caracterizacion parcial del clister de genes biosintéticos de lovastatina en A. terreus han
analizado la ruta biosintética de la lovastatina. Los autores obtuvieron que la lovastatina esta
compuesta de dos cadenas de policétidos distintos unidas a través de un enlace éster, las
cuales son ensambladas por 2 policétidos sintasas (Sistema Multifuncional de Policétido
Sintasas (PKSs) el cual comprende una Nonacetido Sintasa (LNKS) involucrada en la ciclacion
de la cadena principal de policétidos, para formar el sistema de anillos de hexahidronaftaleno,
y Dicetido Sintasa (LDKS) involucrada en la transferencia del metilbutiril al costado de la
cadena de la monacolin J (Chan et al., 1983; Moore et al., 1985; Yoshizawa et al., 1994;

Hendrickson et al., 1999; Kennedy et al., 1999 y Manzoni y Rollini, 2002) (Figura 3).
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Fig. 3. Ruta biosintética de lovastatina, se muestran enzimas involucradas y los genes que las
codifican; Barrios-Gonzalez y Miranda (2010).
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El cluster de genes biosintéticos de lovastatina consiste en 18 probables marcos de lectura
abiertos (open reading frames u ORFs): lovB y lovF biosintesis de policétidos; lovC enoil
reductasa; lovD transesterasa; lovE y lovH genes reguladores; ORF2 Y ORF17 genes de
citocromos P-450; ORF1 y ORF10 genes potenciales de resistencia; ORF12 y ORF16 genes
de transporte; lovG, ORF12, ORF15 y ORF18 funcién desconocida (Kennedy et al., 1999;
Hutchinson et al., 2000) (Figura 4).

ORF1 oiF2 kv lovid OAFS ivG v OfAFE knE OfFI0

o ORFiZ  ORFI3 ORAFrd ORTIS OAFTE ORFIT  ORFi8

Fran] ::::::“ gt T Trawestease : Unkncam funciion Trarsporter gareas
BEED mlogewe ) Feweygwos [ Poiosn vosivess
Fig. 4. Cluster de genes biosintéticos de lovastatina; Kennedy et al. (1999); Hutchinson et al. (2000).

Respecto a la produccion industrial de lovastatina, esta se realiza convencionalmente con
cepas de A. terreus en FL. Sin embargo, la FS se ha convertido en un sistema de produccion
industrial alternativo (Suryanarayan, 2003). Se demostré que los mismos medios utilizados
para FL se podrian utilizar con éxito en FS, usando una concentracion mas alta. EI medio
concentrado 2X caus6 un aumento de 5 veces en la produccion de lovastatina. También altos
contenidos de humedad iniciales inducian mayores rendimientos del metabolito (Barrios-
Gonzalez et al., 1988).

Por otra parte, estudios moleculares realizados por Barrios-Gonzalez y colaboradores (2008)
han encontrado discrepancias en la expresidn génica de A. terreus, en la produccion de
lovastatina en FS y FL, especificamente en el andlisis de expresion de 2 genes, lovE y lovF,
involucrados en la biosintesis de lovastatina. El gen lovE, codifica un factor transcripcional
(FT) especifico que regula la expresién de todos los genes que participan en esta via
biosintética (cluster), mientras que el gen lovF codifica una policétido sintasa involucrada en
la biosintesis de lovastatina. Sus resultados muestran que diferencias en produccion de
lovastatina entre ambos sistemas de cultivo se debe a una expresion diferencial de genes
involucrados en la produccion de lovastatina. La produccién de lovastatina mas alta en FS
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esta relacionada con niveles mas altos de acumulacion de los transcritos lovE y lovF por un
periodo mas largo, comparados con la FL. Los autores propusieron que niveles altos de
transcripcion de un FT (lovE), es una importante causa subyacente de la mayor produccion
reportada de metabolitos secundarios en FS en otros microorganismos (Barrios-Gonzélez y
Mejia, 2007; Barrios-Gonzalez et al., 2008). Esto indica que hay ciertas sefiales ambientales
gue notifican al hongo que estd en medio sélido, estos estimulos son detectados y
transducidos, lo que provoca una serie de eventos a nivel molecular. Estas reacciones
regulan positivamente FT's que regulan a su vez diferentes grupos de genes
(especificamente LovE vy el clister biosintético de lovastatina en A. terreus) mientras que
regulan negativamente otros grupos de genes, en conjunto dando lugar a la fisiologia del
medio sélido, mayor produccion de MS (lovastatina) y otras caracteristicas de crecimiento en
la FS (Barrios-Gonzélez, 2012).

REGULACION GENETICA

Evidencias encontradas por Misiek y Hoffmeister (2007), sefialan que los genes para la
biosintesis y regulacién de MS en hongos (por ejemplo, antibiéticos, fitotoxinas, micotoxinas,
y productos farmacéuticos) se dio evolutivamente de manera conjunta, ya que al estar
agrupados sus genes en un sitio cromosomal (claster), incrementa la probabilidad de co-
movilizacién y aporta ventajas selectivas al propio cluster, el cual abarca genes biosintéticos y
para autorresistencia, regulacion y transporte (Zhang et al., 2004; Yu y Keller, 2005). La STy
AF son micotoxinas producidas por A. nidulans y son los MS mas téxicos, mutagénicos y
cancerigenos conocidos (Sweeney y Dobson, 1999; Yu y Keller, 2005). El regulador clave de
la biosintesis ST/AF es AfIR, un factor de transcripcién de tipo Zn(11).Cyss, especifico para los
genes del cluster (Yu et al., 1996). La expresion de aflR esta relacionado con el desarrollo de
conidi6foros a través de regulaciones transcripcional y post-transcripcional por la via de
sefializacion FadA(Ga)::SfaD(Gp)::GpgA(Gy)-proteina G-AMPc-proteina quinasa A (Hicks et
al., 1997; Shimizu et al., 2003; Brodhagen y Keller, 2006; Tag et al., 2000; Roze et al., 2004).

La regulaciéon del cluster de genes que codifican para la sintesis de MS es explicada, en
parte, por el control transcripcional coordinado de los genes biosintéticos mediante factores
de transcripcién de dominio “estrecho” 6 “amplio” en hongos. Los genes de los reguladores

especificos de dominio estrecho se encuentran localizados normalmente en el clister y
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regulan positivamente la expresion de genes. Estos son frecuentemente proteinas
binucleares con dedos de zinc Zn(Il).Cyss, que se han identificado Unicamente en hongos.
Una proteina de este grupo es AfIR (regulador de AF), la proteina Zn(ll).Cyss que es

requerida para activar los genes biosintéticos de AF y ST.

Los factores transcripcionales de dominio amplio estan conservados en todos los hongos y
otros eucariontes, son importantes en la respuesta celular integrada a parametros
ambientales, como fuentes de C y N, temperatura, luz y pH, frecuentemente del tipo dedo de
zinc CysyHis». Las respuestas a las sefiales ambientales son transmitidas a través de estos
factores de transcripcion globales que median la sefalizacién de carbono (CreA), nitrdgeno
y pH (PacC), etc., y pueden regular positiva 0 negativamente. La regulacién de factores de
transcripcion de dominio estrecho o amplio asegura que las rutas de los metabolitos
secundarios puedan responder a la demanda de un metabolismo celular general y la

presencia de inductores especificos de ruta (Keller et al., 2005).

Regulador global laeA

Recientemente se identificé un regulador global para la sintesis de metabolitos secundarios
en Aspergillus spp., llamado laeA. Este gen se identificd a través de la complementacion de
una mutante de A. nidulans con esporulaciéon normal, pero con incapacidad para expresar el
gen aflR, que codifica el factor especifico AfIR que regula la expresion de genes biosintéticos
de ST. LaeA es una proteina altamente conservada en hongos filamentosos y un factor de

virulencia conservado en todos los hongos patdégenos examinados hasta la fecha.

LaeA posee una gran especificidad para familias enteras de clusters de genes de MS, ya
gue se demostrd que es requerida para la biosintesis de ST, PN y pigmentos miceliales en
A. nidulans, gliotoxinas y pigmentos miceliales en A. fumigatus, asi como para la biosintesis
de heterélogos de lovastatina (genes de A. terreus en A. nidulans), y lovastatina nativa en A.
terreus. LaeA influye en la expresion de al menos 9.5% del genoma de A. fumigatus y
controla positivamente (20-40%) la expresion de la mayoria de las vias de MS, incluyendo
Péptido Sintetasas no ribosomales (NRPSs), Policétido Sintasas (PKS) y monooxigenasas
P450 (Perrin et al., 2007).
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De manera interesante, LaeA parece estar conservada en hongos filamentosos, pero no esta
presente en S. cerevisiae, un hongo carente de MS (Perrin et al., 2007; Bok y Keller, 2004).
Aunque las funciones de LaeA no han sido caracterizadas totalmente, un andlisis de 374
aminodcidos de LaeA, muestra la presencia de un dominio de unién de S-adenosil-L-
metionina (SAM), de localizacién nuclear, sugiriendo que LaeA podria ser una proteina
metiltransferasa similar a las histonas metiltransferasas implicadas en la activacion y
represion transcripcional, ya sea una metiltransferasa de lisina o arginina, en cromosomas

eucarioticos.

Aunque no se han realizado estudios bioquimicos directos sobre la especificidad de
metilacion de LaeA, esta proteina se ha relacionado con cambios en la estructura de la
cromatina, modificando dominios cromosomales eucromaticos y heterocromaticos (Bok y
Keller, 2004; Bok et al., 2006; Fox y Howlett, 2008; Reyes-Dominguez et al., 2010). Sin
embargo, estudios realizados por Patananan et al. (2013) demuestran que LaeA es
autometilada sobre un residuo de metionina y que la funcion de la enzima puede ser como
una proteina metiltransferasa de metionina. Experimentos de truncamiento mostraron que el
dominio de union SAM en el extremo N-terminal de LaeA es requerido para su funcion. LaeA
controla una region bien definida de 70 kb del clister de ST, una introduccion artificial de
genes adicionales en esta regién da como resultado un patrén de expresion dependiente de
LaeA, lo que sugiere que LaeA exhibe una funcién de control epigenético (Bok et al., 2006).
Un nivel de regulacién del clister ST de A. nidulans emplea el control epigenético mediante
la metilacion de H3K9 y la union a HepA para establecer una estructura de cromatina
represiva y LaeA participa en la reversion del estado heterocromatico a eucromatico dentro

del cluster, pero no en genes flanqueantes (Reyes-Dominguez et al., 2010).

Los clusters de genes de MS son mantenidos en heterocromatina, represora de la
transcripcion, pero son convertidos en eucromatina, que favorece la expresion de estos
genes. Las funciones de LaeA inician un proceso que convierte heterocromatina a
eucromatina, quizas por interaccion con metilasas o desacetilasas (HDAC) que estan

asociadas con la heterocromatina (Figura 5) (Keller et al., 2005).
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Fig. 5. Modelo de la funcidn de LaeA; Keller et al. (2005).

En 2008 se encontr6 que LaeA y las dos proteinas de la familia Velvet, VeA y VelB son parte
de un complejo trimérico que es esencial para coordinar el metabolismo secundario y el
desarrollo en la oscuridad (Bayram et al., 2008b). Por lo tanto, los dos antagonistas de control
de la luz, VeA que se requieren para el desarrollo sexual, y LaeA requerido para el desarrollo

asexual, deben interactuar fisicamente.

LaeA no posee ningun dominio con el complejo Velvet, pero tiene una gran importancia en la
interaccion con este complejo. LaeA se encuentra principalmente en el nlcleo y ademas de
ser un regulador global de MS, tiene funciones clave en el desarrollo. Una vision global de la
interaccion molecular entre las proteinas del complejo Velvet, LaeA y otras proteinas
reguladoras nucleares en respuesta a diversas vias de transduccion de sefiales comienza a

emerger de un rompecabezas de varios estudios recientes (Bayram y Braus, 2012).

Complejo Velvet

La familia de proteinas reguladoras Velvet es exclusivamente fungica y se encuentra altamente
conservada entre los ascomicetos y basidiomicetos (Niy Yu, 2007). Las proteinas reguladoras
de la familia Velvet juegan un papel clave en la coordinacion del metabolismo secundario y
procesos de diferenciacion tales como la esporulacion asexual o sexual y formacién de
esclerocios o de cuerpos de fructificacién. El complejo trimérico Velvet percibe directamente
la sefal de luz para coordinar el metabolismo secundario y el desarrollo de sensores de luz
(Bayram et al., 2010).
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La mayor parte del conocimiento actual se deriva del modelo de A. nidulans, donde VeA, el
miembro fundador de esta familia de proteinas fue descubierto hace casi medio siglo. La
delecion del gen veA en A. nidulans condujo a un fallo de la produccién de ST debido a la
disminucion en la transcripcion de AfIR (Kato et al., 2003). Esto establece una conexién de
regulacién del metabolismo secundario de hongos y el desarrollo, con la proteina codificada
velvet A (vea) como un factor clave (Kato et al., 2003), ademés mutantes veAl permitieron la
formacion de conidios en ausencia de luz, sugiriendo que la proteina VeA juega un papel
crucial en la formacion de conidios inducida por luz roja (Mooney y Yager, 1990). VeA
representa sélo uno de los cuatro miembros de la familia Velvet. VelB (Velvet B) se ha descrito
como un regulador dependiente de la luz del desarrollo fingico y metabolismo secundario en

A. nidulans, que interactia con VeA.

VosA (viabilidad de las esporas A), es otro compafiero de interaccion de VelB, se identificd
como represor de alta copia del desarrollo asexual en A. nidulans (Niy Yu, 2007; Bayram et
al., 2010). VosA-VelB forman un complejo dimérico que esta presente en las hifas vegetativas
y durante el desarrollo en la oscuridad donde se inicia el desarrollo sexual. VosA-VelB
proporcionan trehalosa para soportar la viabilidad asexual, asi como esporas sexuales.
Presumiblemente, esta funcion se cumple durante el crecimiento vegetativo, porque VOsA-
VelB solo esta presente durante el desarrollo en la oscuridad cuando se tiene una segunda
funcién, apoyando la represién del desarrollo asexual. Con luz, cuando el desarrollo asexual
es favorable, casi ninguna VosA o VelB es detectable. Proteinas relacionadas con VOsA o
VelB de la familia Velvet pueden tener diferentes funciones en la diferenciacion de otros
hongos y también pueden ser vinculados a los distintos disparadores ambientales. El papel de
VelC, el cuarto miembro de la familia Velvet, es aln desconocido y podria ser auxiliar. La
supresion de velC en A. nidulans resultd en un ligero aumento en la formacién de cuerpos de

fructificacion sexual (Bayram et al., 2010).

La cantidad del complejo trimérico Velvet se reduce en presencia de luz cuando el cuerpo de
fructificacion y produccion ST son reprimidos en A. nidulans. VeA forma el factor de puente de
respuesta a la luz que une VelB a LaeA. El dimero VelB-VeA se forma en el citoplasma, debido
a VelB requiere VeA para el transporte nuclear y el complejo trimérico solamente se forma en
lugares nucleares especificos. VelB y VeA son esenciales para la formacion de cuerpos de

fructificacion, mientras que LaeA es esencial para formar células Hille sexuales y de apoyo a
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la formacion de esporas asexuales en un entorno apropiado, tal como la luz. La induccién del
cluster del metabolito secundario mediada por LaeA podria servir como una proteccion para
las células Hulle y para la maduracion de cleistotecios contra competidores en el suelo
(Bayram y Braus, 2012). LaeA ademas de ser un regulador global para MS, presumiblemente
se modula en su actividad con las proteinas de la familia Velvet (VelB y VeA), durante el
desarrollo en la oscuridad. Durante respuesta a la luz, LaeA reduce los niveles de VelB y VosA
y, por lo tanto, el heterodimero VosA-VelB es dificilmente detectable. Esto libera la represiéon

del desarrollo asexual que se lleva a cabo durante el desarrollo en la oscuridad.

Por otra parte, LaeA protege a VeA contra significativas modificaciones post-traduccionales
(Bayram et al., 2008b, 2010). La falta de LaeA resulta en la hiperfosforilacion de VeA, que se
sabe es una fosfoproteina (Purschwitz et al., 2009). En A. flavus se demostré que laeA es un
regulador negativo en la transcripcién de veA (Kale et al., 2008). Ademas, el incremento en la
expresion de veA resulta en una disminucion de la expresion de laeA (Amaike y Keller, 2009)
sugiriendo un control regulatorio de retroalimentacion transcripcional negativo mutuo. Por otra
parte, se encontré un regulador adicional, llamado rsmA (remediacibn de metabolismo
secundario), cuya sobreexpresion remedia la falta de ST en cepas AveAy AlaeA. Sin embargo,
las disfunciones del desarrollo de las cepas no pudieron ser rescatadas por la sobreexpresion
del gen rsmA. Por lo tanto, el modelo molecular de la funcién de RsmA en el complejo Velvet
sigue siendo poco clara (Shaaban et al., 2010). Ademas, la delecién del gen laeA provoca un
deterioro en la formacién de conidios de P. chrysogenum (Hoff et al., 2010) y donde una
mutante AlaeA es incapaz de reprimir el desarrollo sexual por luz (Bayram et al., 2010).Esto
refleja en un nivel molecular que LaeA es mucho mas que un regulador global del metabolismo
secundario y desempefia un papel clave en el control del desarrollo en la luz en A. nidulans,
mediante el control de la cantidad y la modificacién de las proteinas de la familia Velvet

(Bayram y Braus, 2012).
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Otros reguladores especificos importantes
AtfB

Los organismos vivos, incluyendo hongos y plantas utilizan una variedad de mecanismos de
transduccién de sefales para detectar y responder a las diferentes formas de estrés ambiental,
y se encuentran conservadas evolutivamente estas vias en hongos filamentosos. La vision
clasica de la respuesta al estrés oxidativo ha sido estudiada en levadura, observandose que
la modulacién de la transcripcién de genes relacionados con la defensa antioxidante ayuda a
la supervivencia del organismo. Como las levaduras, los hongos filamentosos deben
responden al estrés oxidativo, pero, debido a la gran variedad de condiciones ambientales a
las que ellos hacen frente, su respuesta es mas extensa y complicada que las levaduras.
Estudios recientes proporcionan soporte solido de que la regulacion del metabolismo
secundario esta estrechamente ligada y es parte crucial de la respuesta celular al estrés
oxidativo en hongos filamentosos (Miranda et al., 2013, 2014; Reverberi et al., 2006; Roze et
al., 2011; Reverberi et al., 2012; Yin et al., 2012; Hong et al., 2013).

Los datos disponibles sugieren fuertemente que varios factores de transcripcion asociados con
la via SAPK/MAPK (proteina quinasa activada por estrés/proteina quinasa activada por
mitdgeno) coordinan el tiempo y el nivel de expresion de genes diana, incluyendo genes
antioxidantes y del metabolismo secundario, controlando asi los procesos metabolicos con
respuesta al estrés celular. En A. parasiticus, Hong et al. (2013) propusieron que las enzimas
antioxidantes representan la primera linea de defensa contra la formacion excesiva de
especies reactivas de oxigeno (EROS) y que la sintesis de MS funciona como una segunda
linea de defensa contra los dafios de EROS. Asi, la biosintesis de AF, se activa e intensifica
por la acumulacion de EROS. El factor de transcripcién bzip AtfB, relacionado con el estrés
oxidativo, es un factor clave en coordinar la expresiébn de genes antioxidantes y genes
implicados en la biosintesis de AF (Reverberi et al., 2006; Hong et al., 2013).

AtfB es un miembro de la familia CREB/ATF que se une a sitios CRE (5'TG / TACGTC/AAS3").
Una interupcién de atfB en A. oryzae mostré disminucion de la transcripcion de genes diana
antioxidante tal como catA (catalasa especifica de conidios) y produccién de conidios sensibles
a H.O, (Sakamoto et al., 2009). El gen atfB se expresé en fase de crecimiento tardia durante

la formacién de conidios en medio solido. En A. parasiticus, se demostré que AtfB es un

31

Tesis de Doctorado en Biotecnologia



importante co-regulador que se unen a promotores de genes de biosintesis de AF incluyendo
nor-1, fas-1, ver-1, y omtA, los cuales llevan sitios CRE, asi como genes de respuesta al estrés,
tales como catl especifico de micelio y sod especifico Mn de mitocondria (Roze et al., 2011,
Hong et al., 2013). Las mutaciones en el sitio de unién CRE en el promotor nor-1 reduce la
transcripcién de nor-1 tras la induccion de AMPc exégeno. Estos datos indicaron que la via
AMPc-PKA regula la biosintesis de AF, al menos en parte a través de AtfB (Roze et al., 2004).
Por lo tanto, AtfB regula la expresién coordinada de genes de AF y genes antioxidantes. Datos
recientes también apoyan la probable existencia de una red de regulacion de factor de
transcripcién que consiste en AtfB, AP-1, MsnA, SrrA, y AfIR; esta red, junto con otros
componentes de sefalizacion, promueve la respuesta de hongos por estrés oxidativo (Hong
et al., 2013; Roze et al., 2004). Los autores propusieron que los niveles elevados de EROS
intracelulares activan antioxidantes y genes de AF a través de dos vias de transduccién de
sefales. En este modelo, EROS regula negativamente la via AMPc-PKA, lo que resulta en la
unién de MsnA a sitios STRE (CCCCT) en los promotores de los genes antioxidantes para su
activacion. Al mismo tiempo, EROS regula positivamente la cascada de sefializacion
SAPK/MAPK a través del sistema de fosforilacién de muiltiples etapas (un analogo del sistema
regulador de dos componentes bacteriana) y modula la actividad de una serie de factores de
transcripcion relacionados con estrés oxidativo/osmatico, tal como la union de AtfB y SrrA a
los promotores e induccién de genes antioxidantes. MsnA, AtfB, y SrrA (SrrA recluta a Yap-1).
A continuacién, se unen a promotores de genes biosintéticos de AF para ayudar en su
induccién por el factor transcripcional especifico del cluster, AflR (Hong et al., 2013). Los
factores de transcripcion, dependiendo de su estado de activacion, alteran la expresion de
genes diana implicados en la respuesta celular a las sefales de estrés. (Banuett 1998; Toone
y Jones, 1998; Toone et al., 2001; Ikner y Shiozaki, 2005; Aguirre et al., 2006; Bahn et al.,
2007; Miskei et al., 2009). Existen factores de transcripcion con doble funcionalidad (hacia
sefalizacion EROS y el metabolismo secundario) que sirve como un fuerte apoyo a la
afirmacion de que el metabolismo secundario es una parte crucial de la respuesta celular al

estrés oxidativo en hongos filamentosos.
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MsnA

MsnA2 y MsnA4 en S. cerevisiae son factores de transcripcion dedos de zinc Cys2His2 que
se inducen como parte de la respuesta celular al estrés oxidativo, y otros tipos de estrés, como
privacion de carbono, shock térmico y estrés osmoético (Martinez-Pastor et al., 1996). Son
requeridos para la transcripcion de genes que codifican proteinas con funciones de proteccion
al estrés. MsnA2 y MsnA4 se unen a promotores de proteinas que contienen elementos de
respuesta al estrés (STRE;CCCCT) y activan la transcripcion de genes de respuesta al estrés,
tales como CTT1 (catalasa T) y HSP12 (proteina 12 de shock térmico). Se sabe que la
actividad Msn2/4 se inhibe por la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) (Hong et al.,
2013).

La delecién de msnA (un ortélogo de MsnA2) en A. parasiticus y A. flavus resulté en una cierta
inhibicién del crecimiento, pero aumento la producciéon de conidios, EROS, AF, y acido kéjico
(Chang et al., 2011). Asi la disrupcion de msnA regulo positivamente la expresion de genes
gue codifican enzimas que protegen contra ROS (ejemplo: superdxido dismutasa, catalasa
putativa y citocromo C peroxidasa en A. parasiticus y catalasa A en A. flavus). Estos resultados
podrian implicar que la delecibn de msnA regula negativamente la expresion de la catalasa
micelial (A. parasiticus) y la catalasa B (en A. flavus), pero a su vez, regula positivamente la
expresion de otros genes antioxidantes para la defensa de hongos y hacer frente a mayores
niveles de EROS (Hong et al., 2013).

En estudios in vivo en levadura, se mostré que la ocupaciéon de elementos STRE es
incrementada en células estresadas y dependientes de la presencia de Msn2p y Msn4p.
Ambos factores fueron acumulados en el nicleo bajo condiciones de estrés, como shock
térmico moderado, privacion de fuente de carbono, estrés osmotico, y presencia de alcohol y
sorbato. La localizacion nuclear de Msn2p y Msndp se correlaciono inversamente con los
niveles de AMPc y actividad de PKA. La activacion de la via Ras/AMPc/PKA conduce a la
fosforilacion de Msn2 por PKA, la cual causa acumulacion citoplasmatica de Msn2 e inhibicion
de la respuesta general de estrés. (Estruch and Carlson, 1993; Marchler et al., 1993; Gorner
et al., 1998; Gorner et al., 2002; Jacquet et al., 2003). La respuesta al estrés mediada por
Msn2 y Msn4 es regulada negativamente por la via Ras/AMPc/PKA. Experimentos por

inmunotransferencia en S. cerevisiae, encontraron que Msn2p y Msn4p son fosforilados in vivo
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durante el crecimiento en glucosa, y son hiperfosforilados en la transicion diauxico y choque
térmico. Un aumento de los niveles AMPc previene e invierte estas hiperfosforilaciones,
indicando que quinasas distintas de PKA estan involucradas. Estos resultados sugieren que
PKA y quinasas activadas por estrés controlan actividad de Msn2/4p por fosforilacion
antagolnica. Msn2p y Msn4p presentan diferentes patrones de hiperfosforilacion en respuesta

a diferentes tipos de estrés (Garreau et al., 2000).

CONIDIACION

El control del metabolismo secundario en los hongos a menudo se coordina con el crecimiento
y el desarrollo (Calvo et al., 2002; Yu y Keller, 2005; Braus et al., 2010). El éxito evolutivo de
los hongos se basa en su capacidad para explorar y conquistar nuevos nichos ecolégicos. Las
hifas son estructuras tubulares que se producen después de la germinacién de una espora
fungica (Steinberg, 2007; Harris, 2009). Los hongos filamentosos, con la excepcion de hongos
dimorficos, tienen que desarrollar hifas vegetativas antes de que puedan proceder a otros
programas de desarrollo. Por lo tanto, las hifas vegetativas tienen que llegar a un estado de
competencia, que define la capacidad de diferenciacion de una hifa fangica en virtud de la
susceptibilidad a las sefales ambientales tales como la disponibilidad de nutrientes, feromonas
por hongos, condiciones de estrés, superficie sélida, suministro de oxigeno y relacion entre el

diéxido de carbono y oxigeno, o la luz de diferentes longitudes de onda (Axelrod et al., 1973).

El tiempo de competencia depende de la tasa de crecimiento del hongo. La combinacion entre
la competencia de desarrollo y las sefiales del medio ambiente no sélo conduce a una mayor
diferenciacién de las hifas de hongos, sino también a cambios en el metabolismo secundario.
Un bajo desarrollo a menudo coincide con la pérdida de funcion en la produccion de ciertos
MS que sirven para la adquisicion de nutrientes, la proteccion del hongo o para interactuar con
el medio ambiente (Braus et al., 2002, 2010; Bayram et al., 2010; Rodriguez-Romero et al.,
2010). El desarrollo en hongos incluye la transicion de los cuerpos fructiferos a la formacion
de esporas asexuales y sexuales (Bayram y Braus, 2012). Esto corresponde a un cambio
dréastico en los médulos filamentosos de cuerpos fructiferos unitarios, donde la reconstruccion

requiere degradacion de proteinas funcionales y maquinaria conjunta (Braus et al., 2010;
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Helmstaedt etal., 2011). Los cuerpos fructiferos comprenden células altamente especializadas
para la formacion de tejidos y el desarrollo meiospore (esporas de la reproduccién sexual), y
se presentan en diferentes formas, como por ejemplo los peritecios de N. crassa y S.
macrospora, o los cleistotecios cerrados de A. nidulans (Busch y Braus, 2007; Pdggeler et al.,
2006). Varios Aspergillus producen un segundo tipo de célula que fue descrito originalmente
como clamidosporas. Son células Hille de pared gruesa, cuya funcién es proteger y nutrir el
cleistotecio maduro (Pantazopoulou et al., 2007; Bayram et al., 2010). Las células Hulle son
producidas por diferentes especies del género Aspergillus, incluyendo A. nidulans y A.
heterothallicus, donde se asocian con cleistotecios, mientras que en especies tales como A.
protuberus y A. ustus, las células Hille se forman en masas, pero no en contacto con
cleistotecios (Muntanjola y Vukic, 1972; Ellis et al., 1973; Carvalho et al., 2002).

El desarrollo asexual es tipico para la mayoria de los hongos, mientras que la reproduccion
sexual es menos comun y se tiene menos conocimiento (Bayram y Braus, 2012). La
conidiacion es un proceso comun y complejo en el género Aspergillus de la reproduccion
asexual, donde un gran numero de conidios (esporas asexuales) se desarrollan en
conidiéforos (Park y Yu, 2012; Adams et al., 1998; Krijgsheld et al., 2013). Después de la
germinacion de un conidio, se forma la colonia que consta de hifas apicalmente pluripotentes
gue crecen radialmente y producen filamentos indiferenciados llamados micelios (Adams et
al., 1998; Kues y Fischer; 2006). Detras de la zona periférica en hifas superficiales, los cambios
en las concentraciones de gas (relacion de O,/CQO,) (Yang y Lucas, 1970) e iluminacién (Calvo,
2008) inducen la diferenciacion y el desarrollo de conidiéforos. Cualquier condicion de estrés
como escasez de nutrientes, osmotica o salina (Calvo, 2008; Skromne et al., 1995; Etxebeste
et al., 2009), induce el desarrollo de conidi6foros, que a su vez afecta profundamente el patrén
metabdlico de colonias mediante el aumento de MS en las hifas aéreas y la intensificacion de

los procesos autoliticos (Calvo, 2008; Emri et al., 2008).

El regulador temprano del desarrollo de conidi6foros es BrlA, un factor de transcripcién dedos
de zinc de tipo C;H, (Adams et al., 1998; Adams et al., 1988). La activacion de brlA es crucial
en el desarrollo de conidiéforos, la expresién de brlA activa de forma sencilla el desarrollo de
conidi6foros con la produccion de conidiosporas (Adams et al., 1988). La expresion de brlA en
células vegetativas conduce a la activacion de genes abaA y wetA, el cese de crecimiento

vegetativo, vacuolizacién celular, y conidiogénesis (Mirabito et al., 1989). Corriente arriba de
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BrlA, se localizan un conjunto de proteinas Flb, FIbB (Xiao et al., 2010; Etxebeste et al., 2008),
FIbC (Kwon et al., 2010), FIbD (Arratia-Quijada et al., 2012; Wieser y Adams, 1995), y FIbE
(Kwon et al., 2010); las cuales regulan la actividad del gen brlA. En el nlcleo, FIbB y FIbE son
necesarios para la adecuada expresién de laeA (un regulador nuclear del complejo Velvet)
(Jain y Keller, 2013), produccion de gliotoxina (Xiao et al., 2010), y virulencia en A. fumigatus
(Kim et al., 2013). La funcion de los genes flb esta bajo la actividad de FluG (Park y Yu, 2012;
Adams et al., 1998; Krijgsheld et al., 2013; Kues y Fischer; 2006; Etxebeste et al., 2008; Wieser
et al., 1994; Mah y Yu, 2006; Yu, 2010; Ogawa et al., 2010) y el control de regulacién del
complejo Velvet (Park y Yu, 2012; Etxebeste et al., 2008). En cepas mutantes con delecién de
fluG en A. nidulans, se observd pérdida de produccion ST, mientras que, en A. flavus la

biosintesis de AF no se vio afectada por dicha delecion (Chang et al., 2012).

MEJORAMIENTO GENETICO

Es relevante saber que, tanto en FS como en FL a nivel industrial, la cepa es un factor clave
en el desarrollo de un proceso de produccion comercial competitivo. Sin embargo, poca
atencion se ha dirigido hacia el desarrollo de métodos y estrategias para generar cepas
especiales (Barrios-Gonzalez y Mejia, 2009). Por lo que, hay necesidad de generar nuevas
estrategias y métodos de mejora genética para obtener cepas especiales, particularmente para
FS. Estos métodos contribuirdn a obtener el maximo potencial de la FS, por lo que este sistema
de cultivo puede competir favorablemente con los procesos convencionales e industriales de
la FL.

La ciencia y tecnologia de manipulacién y mejoramiento tienen como objeto la obtencion de
cepas mejoradas mediante el aumento de sus capacidades metabdlicas para aplicaciones
biotecnoldgicas. El éxito en el desarrollo de la industria de la fermentacion competitiva
depende del mejoramiento continuo de la cepa productora, que es considerada el corazon
de una fermentacidn industrial, que usualmente se traduce en el aumento de produccion del
metabolito de interés, posibilitando la reduccion de costos del proceso. No obstante, otras
caracteristicas también pueden ser mejoradas, como la eliminacion de otros metabolitos no

deseados, mejorar la utilizacién de fuentes de C y N, alteracion de la morfologia celular para
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separar el micelio del producto y/o mejorar la transferencia de oxigeno en el fermentador.
Hoy en dia, las cepas mejoradas pueden obtenerse por dos estrategias alternativas: métodos
genéticos clasicos (incluyendo recombinacién genética) y métodos de mejoramiento genético

molecular (Barrios-Gonzalez et al., 2003).

Los métodos de mejoramiento genético molecular son aplicados para la caracterizacion de
cepas sobreproductoras, duplicacién efectiva 6 amplificacion de genes biosintéticos de
metabolitos secundarios (amplificacibn de un gen objetivo o toda la via biosintética),
inactivacion de vias competitivas, interrupcion y amplificacion de genes regulatorios,
incremento de genes especificos de vias de secrecién, incorporacion de una nueva actividad
enzimatica y biosintesis combinada (Barrios-Gonzalez et al., 2003). Una estrategia avanzada
para generar cepas sobreproductoras de MS, sobretodo para FS, es la sobreexpresion de
genes reguladores positivos. Un candidato muy interesante fue el gen laeA, descrito
originalmente como un regulador positivo global del metabolismo secundario en Aspergillus
spp. Yy otros hongos (Bok et al., 2006; Bayram et al., 2008; Lodeiro et al., 2009; Hoff et al.,
2010).

JUSTIFICACION

La via AMPc-PKA es importante ya que, por primera vez se logra relacionar condiciones
ambientales como estrés nutricional y otros tipos de estreses, con una via de sefalizacion que
llega, por un lado, hasta la expresion de genes de biosintesis de metabolitos secundarios y

por otro, a la esporulacion.

Actualmente distintos proyectos de nuestro grupo de investigacion se enfocan en la
identificacion de las sefales ambientales en cultivo sélido y sus vias de transduccion que
inducen los genes reguladores, factores de transcripcién y los clisters de genes biosintéticos.
Respecto a la via de transduccién de sefales, es importante conocer los niveles de expresion
de genes y cuantificacion de algunas proteinas o componentes, en las distintas fases del ciclo
celular, ya que puede ser parte de la fisiologia distinta de las cepas en la produccion de

metabolitos secundarios tanto para FS como FL.
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A pesar de que la fisiologia del medio sélido y su base molecular estdn empezando a
estudiarse con profundidad y a ser entendido, se ha dado un importante esfuerzo a la
investigacion en los ultimos afios referente a estos temas, lo que ha mejorado en gran medida
su comprensién. Por otra parte, los avances recientes estdn empezando a dibujar un
panorama interesante y amplio, mientras que muchos descubrimientos basicos también estan
empezando a ser aplicado a nuevos métodos genéticos de mejora, sistemas de cultivo
novedosos, y otros avances tecnoldgicos. Por otra parte, este tema también esta despertando
interés entre los investigadores de las industrias farmacéuticas, ya que ahora son conscientes
gue muchas de las importantes nuevas moléculas bioactivas sélo se pueden obtener por FS,
y no por FL. También, debido al interés en los estimulos ambientales que podrian convertirse

en cripticos de vias de MS identificados por la genémica (Barrios-Gonzélez, 2012).

Ademds de la importancia basica, una mayor conocimiento y comprensién de la via AMPc-
PKA y su relacion con la fisiologia del medio sélido, seria invaluable realizar mejoramiento
genético molecular como un aspecto aplicativo, y ampliar ain mas el avance tecnoldgico, como
el desarrollo de métodos para generar cepas sobreproductoras de lovastatina (y otros MS)
especiales para FS o bien para FL, ademas de posibilitar el disefio de sistemas de produccién

mas eficientes.

Una estrategia avanzada como se menciono antes es generar cepas sobreproductoras de MS,
mediante la sobreexpresion de genes reguladores positivos. Un candidato muy interesante fue
el gen laeA, ya que, ademas, de ser un regulador positivo global del metabolismo secundario,
hay pruebas de que esta involucrada en la cascada de sefalizacibn AMPc-PKA. Esta via
detecta sefales ambientales y nutricionales del entorno. Es posible entonces que,
caracterizando transformantes del gen laeA sobreexpresado (Pérez et al., 2015), podrian ser
observados diferentes efectos en FS y ampliar aun mas el conocimiento de la fisiologia del

medio sélido.
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HIPOTESIS

El funcionamiento de la actividad de la via AMPc-PKA es diferente en fermentacion soélida y

fermentacion liquida en A. terreus.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el funcionamiento de la via de sefializacion AMPc-PKA en A. terreus en la produccién
de lovastatina en FS y FL, ademas, establecer si la sobreexpresion del gen regulador laeA,
como una aplicacion de dicho estudio, es un buen método de sobreproduccion de lovastatina,

particularmente FS.

Objetivo particulares

1. Medir parametros fisiologicos en la produccion de lovastatina en FS y FL en Aspergillus
terreus. Ademas, determinar niveles de expresion de los genes fadA, laeA, lovE, lovF,
brlA, atfB y mnsA en trofofase e idiofase, en ambos sistemas de cultivo.

2. Evaluar el funcionamiento de la actividad de la via AMPc-PKA en FS y en FL, midiendo
la concentracion intracelular de AMPc y el perfil de actividad PKA, tanto en FS como
FL.

3. Establecer el efecto de la sobreexpresion del gen laeA (SE::laeA) sobre la produccion
de lovastatina en FS y en FL, sobre el crecimiento, esporulacion y resistencia a estrés,

analizando parametros y expresion génica.
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MATERIALES Y METODOS

CEPA UTILIZADA

La cepa Aspergillus terreus TUB F-514, de la coleccién de Technical University of Budapest,
Hungria (Szakacs et al., 1998), el genoma haploide es de aprox. 35 Mb, organizado en 8
cromosomas. Linaje: Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Trichocomaceae; mitosporic Trichocomaceae;

Aspergillus; Aspergillus terreus.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Aspergillus+terreus). Fue crecida sobre medio
Power a 30°C por 5 dias para esporulacion. Las esporas fueron colectadas y conservadas en

glicerol al 40%.

CONSTRUCCIONES UTILIZADAS
pUAMTPlaeA

Plasmido pULC43 de 4.9 kb (Gutiérrez et al., 1997), contiene el gen de resistencia a fleomicina
ble de Streptoalloteichus hindustanus (0.4 kb) expresado bajo el control del promotor del gen
pcbC de P. chrysogenum (0.8 kb). Contiene, asimismo la region de terminacion del gen cycl
de S. cerevisiae (0.3 kb). Se integr6 el gen completo de laeA de A. terreus (2.6 kb), obteniendo
la construccion pUAMTPlaeA de 7.5 kb (Figura 6). La direccién del gen integrado, analizado
por enzimas de restriccion, es de derecha a izquierda (—) mediante digestiéon con Sacll (Pérez
et al., 2015).

laed prom

pUAMTPlaeA
7524bp

laed cds

Fig. 6. Construccion pUAMTPIlaeA; Pérez et al. (2015).
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pUAMTPlaeAcons

Plasmido pAN52.1 derivado del pUC19 de 5.5 kb (Punt et al., 1990), con promotor del gen gpd
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) de Aspergillus nidulans como inserto y el terminador
del gen trpC. Este promotor ha sido usado por su alto nivel de expresion en hongos. Se le
integré la secuencia codificadora del gen laeA de A. terreus (1.25 kb), obteniendo la
construccién pUAMTPIlaeAcons con un tamafio total de 6.75 kb (Figura 7), comprobandose su

integracién unidireccional mediante digestion con Ncol y BamHI (Pérez et al., 2015).

Nod

pUAMlIlaeAcons
6750 pb

TorpC

PgpdA

laeA cds

Neol -

Fig. 7. Construccion pUAMTPIlaeAcons; Pérez et al. (2015).

REACTIVOS

El marcador de tamafios de DNA en geles de electroforesis de agarosa fue usado de 10,000
pby 1,000 pb (Promega), segun el tamafio de DNA a identificar.

Para la purificacion de fragmentos DNA el Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), para obtener DNAc se uso el Kit Express One Step RT-PCR, para el qRT-PCR se
uso el Kit EXPRESS One-Step SYBR® GreenER™ gRT-PCR Universal de Invitrogen, para
amplificacion de fragmentos de DNA el Go Taq Colorless Master Mix de Promega, para
obtencion de RNA se utilizé el Trizol de Invitrogen y RQ1 RNase-Free DNase adquirido a

Promega. Finalmente, para la deteccion de bandas se utiliz6 Bromuro de etidio.

Para la cuantificacion de AMPc se utilizé el Kit cAMP Enzyme Immunoassay Direct de Sigma
Aldrich. Para la cuantificacion de la Actividad de PKA se uso el Kit PKA Kinase Activity Assay
(Non Radiactive) de Stressgen y para cuantificacion de proteina se uso el Protein Assay de
Bio-Rad basado en el método de Bradford.
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EQUIPO
Equipo utilizado durante el presente trabajo fue: Nanodrop 2000, Cromatografo de liquidos de
alta resolucion (HPLC) (Waters™), UV Crosslinker, Equipo de filtracion al vacio (Waters,
Millipore), Sonicador (Branson 1210), Bio-espectrofotémetro (Eppendorf), Equipo de gRT-PCR
fue un Sistema de detecciébn de fluorescencia Rotor-Gene 3000 (Corbett Research),
Microscopio Optico (Olympus), Camara de electroforesis, Sistema de fotodocumentacion
GelDoc con programa Imagen Lab (Bio-Rad), detector Geiger, Sistema de purificacion de H.O
MiliQ (Millipore), Termociclador (Eppendorf), Termomezclador, Centrifuga refrigerada
(Eppendorf 5417R), Incubadoras (Lab-Line), Microcentrifugas (Eppendorf 5415C),
Microondas (Sanyo), Campana de flujo laminar (Veco), Congeladores de -20 °C y -80 °C,
Cuarto de Revelado, Equipo con UV, Micropipetas de diferentes graduaciones, Parrillas con

agitacién magnética, Balanza analitica, Potenciémetro, Autoclave y Vortex.

MEDIOS DE CULTIVO

Medio Czapeck: De esporulaciéon y mantenimiento (g/L)

Sacarosa 30.0
NaNOs 2.0
K2HPO4 0.5
MgS04.7H20 0.5
FeS0.4.7H.0 0.01

Medio PMI: De esporulacion y mantenimiento (g/L)

Bacto-peptona 5.0
Lactosa 5.0
NaCl 4.0

Solidos de maceracion 1.0

KH2PO. 0.06
MgS04.7H,0 0.05

FeCls.6H,0 0.003
CuS04.5H,0 0.001
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Medio Power: De esporulacion y mantenimiento

Medio Czapeck 500 mL
Medio PM1 500 mL
Agar 2%

Por cada matraz Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 50 mL de este medio y se esterilizd a 15
Ib/in? durante 20 min. Se inocul6 200 pL de esporas conservadas en glicerol de A. terreus y se

incubd a 30 °C durante 4 dias.

Solucién de Sales 20X: (g/L)

NaNO3 120.0
KCI 10.4
MgS0O4.7H.0 10.4
KH2PO4 30.4

Se ajusto a pH de 6.5, Se esterilizo a 15 Ib/in? durante 20 min y se guardé a temperatura
ambiente (Ta).

Solucion de elementos traza: (g)

ZnS04.7H0 2.20
H2BO3 1.10
MnCl,.4H,0 0.50
FeS0.4.7H0 0.50
CoCl».5H,0 0.16
CuS04.5H,0 0.16
(NH.)sM07054.4H20 0.11
NasEDTA 5.00

Se adicionaron los sdlidos en orden en 80 mL de H-0O, disolviendo cada uno completamente

del siguiente. Se calentd a ebullicién, se dej6 enfriar y ajustando el volumen a 100 mL.
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Medio Completo: Obtencion de micelio

Solucion de sales 20X 5mL
Solucién de Elementos Traza 100 pL
Glucosa 19
Peptona 1g
Extracto de Levadura 0.05¢

Se llevé a un volumen de 100 mL y se ajusté el pH a 6.5 con NaOH 2 M. Por cada matraz
Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 50 mL de este medio y se esteriliz6 a 15 Ib/in? durante 20
min. Se inocularon esporas por picadura con asa estéril y se incubé a 30 °C durante

aproximadamente 30 h.

Medio de Produccién Complejo (g/L): Obtencion de lovastatina en cilindros de agar (2.5X),

fermentacion sélida (2.5X) y fermentacion liquida (1X). Para una concentracion 2.5X:

Glucosa 15
Lactosa 85
Harina de soya 7.5
KNOs3 5.0
KH2PO4 7.5
NacCl 1.25
MgS0,4.7H-0 1.25

Se ajusto el pH a 6.5 con KOH 2 M y se llevé al volumen deseado. Se esterilizé a 15 Ib/in?

durante 20 min. Para cilindros de agar se afiadi6 20 g de agar.
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CONDICIONES DE CULTIVO

Crecimiento de Aspergillus terreus

La cepa Aspergillus terreus TUB-514, fue crecida en medio Power durante 4 dias a 30 °C para
su esporulacion. Las esporas fueron recolectadas con perlas de vidrio estériles con 5 mL de
solucion Tween 80 al 0.05 %. Se realiz6 el conteo de esporas en camara de Neubauer,
haciendo calculos correspondientes para inocular 1 x 108 esporas/mL en el medio

correspondiente en FS 'y FL.

Fermentacién Soélida (FS)

Se utilizé poliuretano (puf) como soporte inerte para la fermentacién sdélida, el cual fue cortado
en cuadritos de 1 x 1 x 1 cm?, se pre traté con 2 lavados de NaOH al 40 %, 2 lavados con HCI
al 10 % y con varios lavados al agua corriente hasta alcanzar un pH 7. Se realiz6 el mismo
procedimiento de esporulacién y recoleccion de esporas (parental y transformantes) descrito
en la fermentacion liquida. Se hicieron los céalculos correspondientes para pesar el poliuretano
por cada matraz para tener una humedad del 85 %, siendo de 0.21 g + 0.005 g. Se peso y
afadio el poliuretano en matraces de 250 mL secos, se taparon con papel aluminio y se
esterilizaron. Se prepar6 medio de produccion de lovastatina 2.5X y se esteriliz6. En cada
matraz con poliuretano, se afiadié 5.79 mL de medio de produccién 2.5X con 2 x 10° esporas,
con una espatula estéril se homogeneizé la mezcla con el poliuretano, y se distribuyeron los
cuadritos de puf sobre la base del matraz para finalmente tapar con papel aluminio reforzando

con parafilm. Se incub6 a 30 °C a dias establecidos para analisis.
Fermentacién Liquida (FL)

En cada matraz Erlenmeyer de 250 mL se prepar6 50 mL de medio de produccién de
lovastatina 1X y se esterilizd. Se inocul6 1 x 108 esporas de A. terreus por cada matraz y se
incubd a 30 °C a 200 rpm a diferentes tiempos depende el analisis requerido. Se realiz6 la

fermentacion de la parental y transformantes por triplicado.
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CUANTIFICACION DE PARAMETROS FISIOLOGICOS

Fermentacién Soélida (FS)

Lovastatina

En un tubo falcon de 50 mL se pes6 1 g de poliuretano y se adicion6 10 mL de acetonitrilo +
agua (1:1). Se agit6 30 min a 150 rpm, posteriormente se paso al Sonicador durante 30 min'y
se filtr6 con membranas de 0.45 um. Se guard6é en refrigerador en un tubo epp. La
cuantificacion de lovastatina (intracelular y extracelular) de los extractos de fermentacién sélida
y de lovastatina del caldo y micelio de la fermentacion liquida se realiz6 por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion (HPLC-DAD), usando un sistema de Waters con una columna
Novapack C-18 (150 x 3.9 mm, 4 um), con una fase mévil de acetonitrilo : acido fosforico 0.1
% (60:40 v/v), la velocidad de flujo fue de 1.5 mL/min, y la forma B-hidroxiacida se determino
a 238 nm con un detector de arreglo de diodos. (Waters 996) (Waters Corporation, Milford, MA
USA).

Humedad

En un papel aluminio previamente pesado, se colocé todo el soporte himedo restante, se pesé
todo en conjunto y se metié al horno a 60 °C para su secado durante 2 dias. Por diferencia de
pesos se obtuvo el porcentaje (%) de humedad. Para obtener el dato de biomasa se utilizo el

método de Glucosamina.

pH
En un tubo falcon de 50 mL se peso 1 g de poliuretano y se adicioné 10 mL de H,0O. Se midi6é

el pH directamente.

Biomasa (Glucosamina)

De acuerdo con la metodologia propuesta por Elson y Morgan (1933). Se requiere de una
hidrélisis acida total para liberar la glucosamina de la pared celular en los hongos. La
glucosamina liberada se combina con acetil acetona para formar un compuesto pirolico, éste
reacciona con para-dimetil amino benzaldehido (PDBA) para formar un compuesto estable, de
color rojo con un maximo de absorbancia a 530 nm. En un tubo de vidrio se colocé el soporte
seco restante en el muestreo, se agreg6é 5 mL de H,SO4 al 72 %, se incub6 a 25 °C, 130 rpm
por 30 min. Posteriormente se diluyé con 54 mL de H,O y se esterilizo la mezcla 1 ha 121 °C.

Se neutralizé la mezcla a un pH 7.0 con NaOH 10 M, se anot6 el volumen. Se centrifugo a
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5,000 rpm durante 10 min, se tomo6 2 mL de la muestra hidrolizada (sobrenadante) y se agregé
1 mL de la solucién A! (preparacion reciente), 1 mL de H,O, y se puso en bafio maria durante
15 min. Se enfriaron los tubos en hielo y se adicioné 4 mL de etanol, 1 mL de reactivo B2y 1
mL nuevamente de etanol, se agitd y se dejo reposar 1 h en oscuridad. Se determiné la
densidad optica a 530 nm. La concentracién de glucosamina producida en las muestras se
obtuvo con la linealizacién de una curva estandar cuyas concentraciones fueron de 0 a 100

mg/mL de glucosamina.

Fermentacién Liquida (FL)

Biomasa y humedad

Se tomé el matraz y se filtré el micelio en papel filtro (previamente pesado). Se anoté el peso
del papel filtro y papel filtro + micelio. Después de secar el papel filtro + micelio por 2 dias en
horno a 60 °C, se volvi6 a pesar y con estos datos se obtuvo el porcentaje (%) de humedad y

la cantidad de micelio producido.

Lovastatina en caldo

Del caldo obtenido después de la filtracion, en un tubo falcon de 50 mL se tomaron 2 mL y a
éste se le adicion6 2 mL de acetonitrilo + agua (1:1). Se agité 30 min a 150 rpm, se filtr6 con

membranas de 0.45 um y se guard6 A 4°C en un tubo epp.

Lovastatina en micelio

De la biomasa obtenida después del filtrado, en un tubo falcén de 50 mL, se pesé 1 g de ésta
y se le adicion6 10 mL de acetonitrilo + agua (1:1). Se le agregaron 5 g de perlas de vidrio, se
agito con vortex durante 1 min, se paso al sonicador durante 30 min. Se tomé 1 mL en tubo
epp. y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a Ta, se tomd sobrenadante y se filtr6 con

membranas de 0.45 pm. Se guardé a -20 °C.

pH
Al final de haber tomado el muestreo para todas las pruebas, se midié el pH directamente en

el matraz.

1 Solucién A: 1 mL de Acetilacetona en 50 mL de Na,COs 0.5N.
2 Solucién B: 0.8 g p-Dimetilaminobenzaldehido (PDBA) en 30 mL de HCIly 30 mL de Etanol.
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TECNICAS ANALITICAS PARA EL ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE
LA VIA AMPc-PKA

Medicién en la cuantificacion de AMPc

Se utilizé el Kit cAMP Enzyme Immunoassay Direct, el cual cuantifica el AMPc en células
tratados con HCI. El adenosin monofosfato 3", 5” ciclico (AMPc) es uno de los segundos
mensajeros mas importantes involucrado como modulador de procesos fisiolégicos. EI AMPc
también esta involucrado en otras funciones como crecimiento celular y diferenciacion. En
forma general, el anticuerpo se une, de una manera competitiva al AMPc de la muestra o del
conjugado durante una incubacién simultanea a temperatura ambiente. Se afiade la solucién
de sustrato pNpp (fosfato p-nitrofenil, cromégeno), el cual genera una coloracion amarilla
cuando es catalizada por la fosfatasa alcalina del conjugado de AMPc (Figura 8). El tratamiento
de células y tejidos con HCI detendra la actividad de la fosfodiesterasa endégena y permitira

la medicion directa de estas muestras en el ensayo.

Fig. 8. Método para cuantificacién de AMPc.

Se limpio zona de trabajo y pipetas con SDS 1% y luego con cloroformo, todo el material se
esterilizé dos veces. Se sacaron en hielo 2 muestras congeladas de micelio molido de FS
(aprox. 0.5 g biomasa + puf molido = %2 tubo) y 2 de FL (aprox. 0.25 g biomasa filtrada molida
= Y4 tubo). Se homogeneizaron los tubos con 1 mL de 0.1 M HCI. Se centrifugaron a 3,000 rpm
por 10 min. Se tomd el sobrenadante para su posterior analisis. Se colocaron alicuotas de 50
WL de reactivo Neutralizante en cada pozo excepto en los de la Actividad total (TA) y blanco.

Después se afiadié 100 yL de 0.1 M HCI dentro de NSB (unién no especifica) y Bo (pozo
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estandar 0 pmol/mL = Estandar 0), después 50 pyL de 0.1 M HCI a los pozos NSB.
Posteriormente se afiadié 100 pL del Estandar #1 al 5 (0.78, 3.13, 12.5, 50 y 200 pmol/mL) a
pozos etiquetados para estandares. Se agregé 100 pL de las muestras a pozos etiquetados
para ellas. Después se afiadié 50 pL del conjugado azul dentro de cada pozo, excepto pozos
TA y Bo, y 50 pL del anticuerpo amarillo en cada pozo, excepto pozos TA, Bo y NSB. Se
sellaron las placas, se incubaron por 2 h con agitacion a 500 rpm a Ta. Se vaciaron los
contenidos de pozos y se lavé con 400 pL de buffer de lavado para cada pozo. Se repitio 2
veces mas, para 3 lavados totales. Después se vaciaron los pozos y removié remanente de
buffer de lavado. Se pipeteo 5 pL de conjugado azul a los pozos TA. Se afadié 200 yL de
solucién de sustrato (cromdgeno) dentro de cada pozo. Se incubd 1 h a Ta sin agitar. Se afadio
50 pL de solucion Stop en cada pozo. Después de blanquear el lector frente al blanco del
sustrato, se ley6 a densidad éptica de 405 nm. La magnitud de la sefial es inversamente

proporcional a la cantidad de AMPc en la muestra.

Cuantificacién de Actividad Especifica PKA

El Ensayo de Actividad PKA quinasa no radiactivo proporciona un método seguro, rapido y
fiable para aislar inhibidores o activadores de PKA y cuantificar la actividad de PKA. EI ELISA
(ensayo por inmuno absorcién ligado a enzimas) es una técnica que utiliza un péptido sintético
especifico como sustrato para PKA y un anticuerpo policlonal que reconoce la forma fosforilada
del sustrato. El ensayo es disefiado para el andlisis de la actividad PKA en solucién. En el
ensayo, el sustrato, el cual es fosforilado facilmente por PKA, este pre-revestido en los pocillos
de la placa de micro titulacion del sustrato PKA. Las muestras se afiaden a los pocillos
apropiados, seguido por la adicion de ATP para iniciar la reaccion. La reacciéon se detiene al
afadir el anticuerpo de sustrato fosfoespecifico que se une especificamente al sustrato péptido
fosforilado. El anticuerpo fosfoespecifico se une posteriormente por un segundo anticuerpo
conjugado peroxidasa. El ensayo es desarrollado con un sustrato tetrametilbenzidina (TMB)
gue da el color en proporcion a la actividad fosfotransferasa de PKA. El desarrollo del color se
detiene con una solucion 4cida de paro y la intensidad del color es medido en un lector de

micro placas a 450 nm (Figura 9).
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Fig. 9. Método para cuantificacion de Actividad PKA.

Se limpi6 la zona de trabajo y pipetas con SDS 1% y luego con cloroformo, todo el material se
esterilizé dos veces. Se sacaron en hielo 2 muestras congeladas de micelio molido de FS
(aprox. 0.5 g biomasa + puf molido = %2 tubo) y 2 de FL (aprox. 0.25 g biomasa filtrada molida
= Y, tubo) y se les afiadié Buffer de lisis®, se resuspendieron muestras y se dejé reposar en
hielo durante 10 min, después se pas6 a sonicacién 3 veces durante 20 seg y se centrifugd a
13,000 rpm durante 10 min a 4 °C, se recuperd sobrenadante en otro tubo y se dejaron en
hielo para posterior analisis. Se remojaron pocillos de la placa de micro titulacion con 50 uL de
buffer de dilucion a temperatura ambiente (Ta) durante 10 min. Con cuidado se aspiré liquido
de cada pocillo con pipeta. Se afnadieron 30 uL de muestras en los pocillos respectivos, ya
pre-revestidos con el sustrato PKA, excepto en pozos para PKA estandar (proteina activa
purificada de 200 pg/uL) y blanco, las cuales se les adicion6 solo buffer de dilucion. Se inicié
reaccion mediante la adicion de 10 uL de ATP diluido a cada pocillo, excepto al blanco. Se
incubd durante 90 min a 30 °C. Se detuvo la reaccién vaciando contenido de cada pocillo. Se
afiadié 40 uL de anticuerpo sustrato fosfoespecifico a cada pocillo, excepto al blanco. Se
incubd a Ta durante 60 min. Se lavaron pocillos 4 veces con 100 pyL de tampdn de lavado 1X.
Se anadio6 40 pL de conjugado diluido IgG: HRP anti-conejo a cada pocillo, excepto al blanco.
Se incub6 a Ta durante 30 min. Se lavaron pocillos 4 veces con 100 uL de tampdn de lavado
1X. Se afadié 60 pL de sustrato TMB a cada pocillo y se incubd a Ta durante 60 min. Se

afiadié 20 pL de solucién de paro a cada pocillo y se midié absorbancia a 450 nm.

3 Buffer de lisis: 350 mM KH2PO4 pH 7.5, 0.1 DTT y 10% glicerol.
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Cuantificacion de Proteina

Se midio la cuantificacién de proteina de los sobrenadantes obtenidos de las muestras tratadas
de acuerdo con la técnica usada ya sea para cuantificar AMPc o determinar la actividad PKA.
En ensayo utilizado para cuantificar proteina fue el de Bio-Rad basado en el método de
Bradford, se efectud a escala de ul por lo que el procedimiento fue un micro ensayo en placas
de micro titulacion. Se realiz6 una curva estandar de 8 a 80 ug/mL. Se afadieron en sus
respectivos pozos 160 uL de cada estandar (8 totales), y en otros pozos los sobrenadantes de
las muestras ya tratadas segun analisis a cuantificar. Cabe notar, que los blancos o estandar
0 fueron distintos para el tipo de muestras a analizar, ya que como se menciond anteriormente,
se trataron las muestras de diferente manera por requerimiento de la técnica a utilizar. Todo
se efectuo por triplicado. Se anadié después 40 uL del colorante reactivo concentrado a cada
pozo, se mezclaron muy bien usando pipeta con movimientos de arriba hacia abajo varias

veces. Se incubd a Ta por 5 min y se midio la absorbancia a 595 nm.

ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Extraccion de DNA gendmico de A. terreus

El método usado para obtener DNA total de hongos a gran escala fue esencialmente descrito
por Specht et al., (1982), posteriormente se fue modificando. Se germinaron esporas frescas
de A. terreus sobre medio completo y se incubaron a 30 °C durante 30 h. El micelio producido
se recogio con palillo estéril, se seco con sanitas y se colocé en un mortero frio, se afiadié N,
liquido y se molié. En tubos Eppendorf (epp) frios se colocaron aproximadamente la mitad de
micelio molido para FS y un cuarto del tubo para la FL y se adicioné 800 uL de buffer de
extraccion? y se incub6 a 68 °C por 30 min. Inmediatamente se centrifugd a 14,000 rpm por 5
min a Ta. Al sobrenadante se le agregd 50 pL de acetato de potasio (KAc) 5 M pH 4.2, se
mezclé suavemente por inversion y se colocé en hielo durante 10 min. Posteriormente se
centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a Ta. Se transfirieron 700 pL del sobrenadante a otro tubo
epp Yy se adicionaron 700 uL de isopropanol, se mezclé suavemente por inversion y se
centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a Ta. Se resuspendio el pellet con 400 pL de H.O BM y se
agrego 40 pL de Acetato de sodio (NaAc) 3 M pH 7.0. La mezcla se calenté a 68 °C por 1 h.

4 Buffer de Extraccion: EDTA 50 mM y SDS 0.2%.
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Para homogeneizar muestra se agito con vortex y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a Ta,
después se transfirio el sobrenadante a otro tubo epp para proseguir con la extraccién. Se
agregdé 1 mL de Etanol (EtOH) 95%, se mezcl6 suavemente por inversion y se centrifug6 a
14,000 rpm por 5 min a Ta. Se lavé 2 veces el pellet con 800 yL de EtOH 70%, mezclando por
inversion suavemente y se centrifugé a 14,000 rpm por 5 min a Ta. Se dejo evaporar el OH
del pellet por capilaridad invirtiendo el tubo epp. Posteriormente se resuspendié el ADN en 100
ML con solucién RNAsa a una concentracion de 100 ug/mL. La mezcla se calent6 a 68 °C por
5 min para resuspender el DNA y se incubo a 37 °C durante 1.5 h. Después se le adicionaron
300 pL de H,O BM. Se extrajo el DNA con 1 volumen de CIA (Cloroformo - Alcohol isoamilico),
se mezclé suavemente por inversiéon y se centrifug6 a 14,000 rpm por 5 min a Ta. Se recogi6
la fase acuosa y se anadio 1/10 vol. de NaAc 3 M pH 5.2 (aprox. 40 yL) y 2.5 vol. de etanol
frio, se centrifugd a 14,000 rpm por 20 min a 4 °C. EI DNA se lavé con 800 pL de EtOH 70%,

se seco y resuspendié en 30 puL de H,O BM. Se conservé a -20°C.

Extracciéon de RNA

Se limpid la zona de trabajo y pipetas con SDS 1% y luego con cloroformo, todo el material se
esterilizé dos veces. Se sacaron 4 muestras de FS (aprox. 0.5 g biomasa + puf molido = %
tubo) y 4 de FL (aprox. 0.25 g biomasa filtrada molida = ¥4 tubo) congeladas a -80 °C y se
pusieron en hielo. Rapidamente se abrieron y agregaron 1 mL de Trizol, se taparon, se dio
vortex para resuspender polvo en Trizol, y se dejaron nuevamente en hielo reposando 15 min.
Se abrieron los tubos y se agregd 200 pL de cloroformo, se taparon y se invirtieron varias
veces. Se dej6é reposar 5 min a temperatura ambiente (Ta). Se centrifug6 a 12,000 rpm, 4 °C
por 20 min. Se recupero la fase acuosa en un tubo nuevo y se lavé nuevamente con 200 pL
de cloroformo. Se recupero nuevamente la fase acuosa, y se agreg6 500 uL de isopropanol,
se invirtieron varias veces, dejando reposar por 20 min. Se centrifugd a 12,000 rpm, 4 °C por
20 min. Se vertieron los tubos para tirar sobrenadante y se lavo el precipitado con 1 mL de
EtOH 75%, se dio vortex y centrifugé a 7,500 rpm, 4 °C por 7 min. Se extrajo el EtOH con
pipeta de 1 mL y se resuspendié el RNA (gelatinoso, sin que seque completamente) con 50

pL de H2O BM. Se dieron golpecitos para suspender RNA, se guardaron muestras a -20 °C.

Tras la extraccion de RNA se prosigui6 a la purificacion del mismo mediante el Kit RQ1 RNase-
Free DNase para eliminar ADN presente en muestras. Es importante resaltar que se afiadio la
solucién de paro una vez confirmada la eliminaciéon completa de ADN mediante un gel de
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agarosa 0.8% corrido a 70 V por 40 min. Se cuantificé la concentracion de RNA total por
Nanodrop 2000.

Disefio de oligos para obtener fragmentos DNA

Para el disefio de los oligos (“primers”), se tomd como base el genoma de Emericella nidulans
ubicado en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) con
numero de acceso al GenBank:_ AY394722.1 y mediante Blastn se encontraron los genes en
Aspergillus terreus publicado en esta misma base de datos con numero de acceso al GenBank:
NT_165972 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_165972.1).

Obteniendo los genes de interés en A. terreus, se prosiguié al disefio de oligos, con un tamafio
entre 20-25 nucledtidos, colchdn de 3 nucle6tidos en el extremo 5 y pinza 6 clamp en el
extremo 3" (3 6 4 G/C). Temperatura de hibridacién no mayor a 65 °C y entre ellos no mayor
de 2 °C. La sumatoria de G y C de los oligos fuera de 60 %. Que no hubiera complementariedad
con todo el genoma de Aspergillus terreus, (Blast de oligos con el genoma en NCBI). Que no
hubiera complementariedad (andlisis en DNAman) entre los 2 oligos (Forward y Reverse) ni
entre ellos mismos, no mas de 4pb seguidos en continuo y discontinuo, y de ser asi, que el
extremo 3~ no estuviese libre con muchos nucleétidos que puedan dar inicio a la

polimerizacion.

Al llegar los oligos, se prepararon con H.O BM a una concentracion de 10 uM. Los fragmentos
de ADNc para gRT-PCR tuvieron un tamafio de entre 100-200 pb y para las sondas entre 300-
400 pb.

Los oligonucledétidos empleados como cebadores (“primers”) para amplificacion de fragmentos
de DNA, para comprobar integraciéon de construcciones en las mejores transformantes por
PCR (plaeAF, plaeAR, plaeAconsF, plaeAcosR) y Southern Blot, para obtener sondas de laeA,
lovE y fadA para Northern Blot (identificados por la palabra intermedia son) y para los DNAc
de los diferentes genes analizados para curvas estandar en gRT-PCR, se describen a

continuacion:
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Tabla 1. Diseiio de oligonucledtidos

Oliaos Secuencia Sitio de restriccion Tamafio amplificado (pb)
PlaeAF CCAAGAGTGGATAATGGAGTCCC Terminador laeA 1250
PlaeAR CGACAGTTGACAGAGCCAATGGC Promotor pchC (ble)
plaeAconsF CCAGAGGGTCATGACTTGAGC Promotor gpdA 1444
plaeAconsR CCACGTCAATTGCCCAGATCC secuencia codificadora laeA
laeAsonF GGACGGCTGTACCATGCGTATCG secuencia codificadora laeA 364
laeAsonR CGCTTCCGCAGCCCATTTGGAGG secuencia codificadora laeA
lovEsonF AGCTACGACTGGTCGTGGACCTCG secuencia codificadora lovE 585
lovEsonR CGACAGGAGCAACTCCGATATGGC secuencia codificadora lovE
fadAsonF GCATCGCTCAACCTGATTACCTCC secuencia codificadora fadA 436
fadAsonR CGGTTGAGGATGTAGTCGCAAGCC secuencia codificadora fadA
laeArtpcrF CGAGAACATAATCCTGGCTACAGC secuencia codificadora laeA
122 con RNA con DNA
laeArtpcrR CCTTTTCGATACGCATGGTACAGC secuencia codificadora laeA
lovErtpcrF ACGGACCAAGAACCTCTTTACGGC secuencia codificadora lovE
85 con RNA o DNA
lovErtpcrR CGACAGGAGCAACTCCGATATGGC secuencia codificadora lovE
fadArtpcrF GGACAAGATGTTGCAGCGGAACG secuencia codificadora fadA 137 con RNA 210 con
DNA
fadArtpcrR CCTTGAAGGATTCCCGTTCATCC secuencia codificadora fadA
atfBrtpcrF GACGCAAAATCGAGGACACCGACG secuencia codificadora atfB
135 con RNA o DNA
atfBrtpcrR TCTGCTCCAGCATCTGCGCCTCC secuencia codificadora atfB
msnArtpcrF GGCTGCGAAGGCGATGTCCATGC secuencia codificadora msnA 133 con RNA 223 con
msnArtpcrR CGAGAGGAAATCAGAGCCCTGGC secuencia codificadora msnA DNA
lovFrtpcrF GGAAATGGGGTCAACCTGGTCC secuencia codificadora lovF 153 con RNA 218 con
lovFrtpcrR GCTACTGGTTGGATGTTCCACG secuencia codificadora lovF DNA
brlArtpcrF CCACTCCCACAAGCATTTACAGCC secuencia codificadora brlA
92 con RNA o DNA
brlArtpcrR GGTACGCTCGTATCCGTGAGTCG secuencia codificadora brlA
EFrtpcrF CGTTATCGGCCACGTCGATTCC secuencia codificadora EF 82 con RNA 150 con
EFrtpcrR GGTACGGGAGTCGATACCACCG secuencia codificadora EF DNA
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Numeros de acceso en el NCBI de genes analizados

Para el disefio de los oligos anteriores se usO la base de datos NCBI: NCBI:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov, y los siguientes nimeros de acceso: para el gen laeA:
XM_001210764.1; para IlovE: AF141925; para fadA:XM_001210595; para atfB:
XM_001211156.1; para msnA:XM_001214486; para lovF: AAD34559.1; para brlA:
XM_001214318 y para EF: XM_001212188.

Reaccion en cadena DNA polimerasa (PCR)

Esta técnica es, conceptualmente, un método muy simple para la amplificacion de acidos
nucleicos (Saiki et al., 1985; Mullis y Faloona, 1987). El método se basa en la repeticion de 3
pasos: desnaturalizacion, hibridacion de los cebadores y elongacion, efectuados de forma
sucesiva en condiciones de temperatura determinada y controlada. Se usé el Kit Go Taq
Colorless Master Mix de Promega para este proceso, agregando oligos Forward y Reverse a
10 uM. Se busco la temperatura de hibridacion maxima en los oligos F y R para realizar el
gradiente, con un rango de 1-2 °C, obteniendo 5 temperaturas a probar para obtener la
temperatura Optima de hibridacién de los oligos mediante la funcion de gradiente en el
Termociclador. Se repartié la mezcla de reaccién en 5 tubos con 20 L cada uno y se procedio
a la amplificacion en el Termociclador Eppendorf, con el siguiente programa:

T =94°C Fix = 3 min

T =94°C Fix = 30 seg

T =Tnintermedia Fix=50seg 3 Opt

R=3°C/s G=2-4°C

T=72°C Fix = tiempo segun tamafio a amplificar

Goto=2 Repeticién = 35

T=72°C Fix = 10 min

© N o o h~ w0 Dd PR

Hold = 22°C  Exit

Ya que se eligi6 la temperatura 6ptima de hibridacion de los oligos en PCR mediante un gel
de agarosa por electroforesis, observando bandas aisladas y definidas, se prosiguié a realizar
nuevamente PCR con dicha temperatura y en mayor volumen para posteriormente purificar a
gran escala dicha amplificacion.
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Electroforesis en geles de agarosa DNA

Se siguieron los métodos descritos por Maniatis et al. (1982) y Sambrook et al. (1989). Se
utilizé agarosa SeaKem LE (FMC, Ref. 50004) en diferentes concentraciones segun
fragmentos de DNA a obtener, una concentracién de 0.8% para DNA gendmico, 1% (p/v) para
obtener fragmentos de DNA de 0.25-10 kb, y de 1.5% para fragmentos menores a 1 kb. La
agarosa se disolvié por calentamiento con microondas en tampén TAE 1X® durante 1 miny se

dej6 enfriar, se vacié en la base con peine y se dejé solidificar.

Las muestras de DNA (10%) se mezclaron con un 20% de tampén de carga® concentrado. Las
muestras se cargaron en el gel ya metido en la camara de electroforesis bafiado en tampon
TAE 1Xy se dej6 correr a 80 V durante aproximadamente 50 min. La tincion del ADN se realiz6
con una solucién de bromuro de etidio” (BrEt) en una concentracion final de 0.5 pg/mL (el BrEt
se intercala en la doble cadena del ADN y permite su visualizacion tras iluminarse el gel con
luz ultravioleta (UV)). Los geles se fotografiaron sobre un Transiluminador ImagenLab de Bio-
Rad (emite luz con longitud de onda de 302 nm). El marcador de DNA utilizado en los geles
de agarosa fue el ADN Ladder (Promega) de 10,000 pb 6 1,000 pb, que contiene fragmentos

de ADN individuales purificados.

Purificacion de fragmentos DNA

Se realizd la purificacion de sondas y DNAc de genes para qRT-PCR mediante el Kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System. Se corté gel con ayuda de navaja y equipo de luz UV
identificando el tamafio deseado y se meti6 en trocitos en tubos epps., se calculd peso del gel,
anotando anteriormente peso de tubo vacio y peso con el trocito de gel. Se afiadié 10 uL de
solucién de union a Membrana por cada 0.01 g de gel. Se agité con vortex e incubé a 65 °C
hasta disolver gel aprox. 20 min. Se prepard una mini columna dentro de un tubo colector. Se
transfirié 800 uL de gel disuelto en una mini columna y se incub6 1 min a Ta, se centrifugd

14,000 rpm por 2 min a Ta y se desechd sobrenadante del tubo colector. Se afiadié

> TAE 1X: 57.1 mL de 4cido acético glacial, 100 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0, 242 g Tris base y H,O dd hasta completar 1 L. Tomar
100 mL de esta solucién y llevar a 5 L con H,O dd.

6 Tampon 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 esterilizé a
15 Ib/in? durante 20 min. Se conservo a 4°C.

7 Bromuro de etidio: Se preparé una solucién 10 mg/mL en agua y se conservé a 4°C. Para 1 L de H,O dd se requieren 50 pL de
esta solucion.
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posteriormente 700 pL de solucién de lavado, se incubd 1 min a Ta, se centrifug6é 14,000 rpm
por 2 min a Ta, se hizo otro lavado similar. Se centrifugd con tapa abierta para evaporar etanol
restante 1 min. Después se transfiri6 mini columna a tubo epp. y se afiadi6é 50 puL de H,O BM,
se incubd 1 min a Ta y centrifugd 14,000 rpm por 2 min para obtener DNA purificado, se

conservo a -20 °C.

Secuenciacion de fragmentos DNA

La secuenciacion de sondas laeA, lovE y fadA y DNAc para curvas estandares en gRT-PCR
(gen fadA, laeA, lovE, atfB, brlA, msnA y lovF) se realizd por el método de terminacién de
cadena dideoxi de Sanger et al. (1977). Ambas cadenas fueron secuenciadas usando oligos

especificos indicados en la Tabla 1.

Transferencia, Marcaje e Hibridacion de &cidos nucleicos

Los soportes mas comunes utilizados en la transferencia de acidos nucleicos son las
membranas de nitrocelulosa o de nylon debido a su mayor resistencia. La transferencia a un
soporte sdlido de fragmentos de DNA obtenidos por digestion con endonucleasas de
restriccion y sometidos a migracion electroforética en un gel de agarosa se denomina
“Southern Blot” (Southern, 1975), mientras que la transferencia de moléculas de RNA
separadas en un gel de agarosa - formaldehido recibe el nombre “Northern Blot” (Alwine et al.,
1977; Thomas, 1980).

El marcaje de la sonda fue realizado con dCTP [a-32P] (3,000Ci/mmol; Amersham) (Ready-
to-Go DNA labeling beads, Amersham) posteriormente se efectué la hibridacion con
membranas (Hybond-Nylon, Amersham) y fueron visualizadas después de la exposicién con
peliculas especiales para rayos X (Kodak Sci. Imaging Film X-OMAT-blueXB-1), finalmente

escaneadas y analizadas.
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Southern Blot

Para esta técnica, una vez obtenido el DNA gendémico y hecho un analisis de cortes en el
DNAman con diferentes enzimas de restriccion, se eligieron enzimas que no cortaran dentro
de la secuencia de interés, observando ubicacién y tamafio, tanto del gen de interés endégeno
en parental como del gen exdgeno en las construcciones en transformantes. Se procedio a la
digestion de DNA gendmico en parental y transformantes con enzimas de restriccion
seleccionadas (BamHI, EcoRV y Ncol) a 37 °C por 18 h. Este método de digestion, la
electroforesis automatica realizada con el sistema Avant ABI PRISM 3100 (Hitachi) para correr
el DNA gendmico (gel de agarosa al 0.8% por 4 h con voltaje de 40 V recirculando TAE 1X
cada hora) y obtencion de sonda laeA fueron realizados por métodos estandarizados
(Sambrook 1989, Church y Gilbert 1984). La sonda laeA fue amplificado por PCR.

Después de haber tomado imagen del gel con DNA ya corrido, para identificar posicién y
marcadores, se hizo una depuracion &cida, mediante un lavado de 15 min con agitacion
moderada con HCI 0.25 N y después varios lavados con agua destilada. Posteriormente se
desnaturalizo el ADN, sumergiendo el gel en solucién de NaOH 0.5 M + NaCl 1.5 M por 30 min
con agitacion moderada, enjuagando después con agua destilada. Después se neutralizé el
ADN, sumergiéndolo con solucion NaCl 3 M - Tris-HCI 1 M (pH 7.5) con agitacion moderada
durante 30 min, se enjuago después con agua destilada. Finalmente se incub6 por 20 min en
solucion SSC 10X&.

Para la transferencia se coloc6 sobre una bandeja limpia dos laminas de papel filtro Whatman
3 MM de tamafio mas largo que el gel previamente humedecidas con SSC 10X, a modo que
existiera conexion entre el tampdn de transferencia a las orillas de la bandeja y el gel. A
continuacién, se coloco el gel boca abajo y después la membrana de filtro nylon de un tamafio
un cm mayor de anchura y longitud que el gel, posteriormente dos laminas de papel filtro
Whatman 3MM del mismo tamafo que el gel y por ultimo un taco de papeles de filtro de las
mismas dimensiones que el gel de unos 5 cm de grosor. Se hizo presion con libros pesados y

se dej6 aprox. 30 h la transferencia del DNA a la membrana (Figura 10).

8 Tampon de transferencia: SSC 20X: Citrato trisédico 0.3 My NaCl 3 M. El pH se ajust6 a un valor de 7.0 con HCI. Para

experimentos con ARN se traté con 0.2% de DEPC y esteriliz6 en autoclave.
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Fig. 10. Proceso de transferencia de acidos nucleicos.

Después de la transferencia se marcé con lapiz lado correcto y fecha, se fij6 membrana con
UV mediante Crosslinker UV a 1,200 X 100 pJ/cm? y se marcaron carriles. Se hizo un
levantamiento de radiactividad en la zona a trabajar con el detector Geiger y en cada paso se
fue monitoreando el buen manejo del isétopo 32P. Se encendié el horno de hibridacion a 65
°C, 24 h antes de utilizarlo. Una vez purificada la sonda, se hizo un control positivo con 5 pL
en un cuadrito de Hybond y se fij6 con luz UV mediante Crosslinker UV a 1,200 X 100 pJ/cm?.
Se preparé una dilucion de la sonda con H,O BM para tener un volumen de 50 uL con 50 ng
de ADN totales. Se calento la sonda diluida 10 min en ebullicién y luego en hielo por 5 min. Se
bajé gotitas de la sonda con un pulso en centrifuga. Después se adicion6 45 ul de sonda al
tubo de marcaje y 5 uL de 32P (marca radiactiva) mezclando suavemente con una punta de
pipeta. Se incubd a 37 °C por 30 min y se mezclé a los 10 min para confirmar que el pellet
estuviera disuelto. Para parar la reaccion se afiadié 175 uL de NaOH 0.1 M y se dejé dentro

de la cAmara de proteccion radiactiva acrilica.

Después se pre-hibridaron membranas y controles metiéndolas en su tubo correspondiente de
hibridacién y se agreg6 10 mL de PSE®, se cerrd y meti6 al horno a girar a 65 °C por 10 min.
Después se retird el PSE y se adiciono nuevamente 10 mL de PSE fresco y 225 uL de sonda
marcada, se cerrd bien y se metié a horno girando a 65 °C por 24 h. Al siguiente dia se preparé
Solucién de lavado®® (SL), calculando 200 mL por tubo. Se sacé un tubo de hibridacién con
cuidado de no quemarse, se llevo a cdmara acrilica ya que esta ya esté radiactiva y se abrié

lentamente, vertiendo liquido con la sonda radiactiva en un tubo falcén sin dejar escurrir y se

9 PSE: Para 200 mL. 60 mL de fosfato sédico 1 M pH 7.2, 140 mL SDS 10% y 400 yL EDTA 0.5 M. Se filtro con membrana 0.45
um. Fosfato sédico: Se hicieron 100 mL con NaOH 19 M. Se pes6 fosfato sédico monobasico para 1 M y se ajusté pH a 7.2 con
NaOH (aprox 50 mL).

10 solucion de lavado (SL): Para 1.050 mL: 875 mL de agua, fosfato de sodio 1 M pH 7.2 y SDS 10%.
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guardo a 4 °C para que decaiga la radiactividad. Al tubo con la membrana y control se le afiadio
100 mL de SL, se cerr6 bien y se llevo al horno a 65 °C por 20 min, posteriormente se vertio
liquido radiactivo a desechos liquidos y se repitié procedimiento de lavado. Con pinzas largas
se saco la membrana y el control, y se acomodaron en un refractario con poco SL. Después
se secaron arrastrandolas en sanitas y se coloc6 la membrana entre 2 acetatos envolviendo
con egapack sellando también orillas. Se midi6 la radiactividad con el detector Geiger del
control para comprobar buena hibridacién de la sonda y en la membrana para calcular tiempo
de exposicion de la pelicula o film, siendo mas corto el tiempo de exposicion al titiritar el

detector muy rapido y constante.

Para la autorradiografia se coloc6 la membrana entre dos acetatos sellandolo en orillas con
masking y se coloc6 dentro de un cassette con pantalla intensificadora. En un cuarto oscuro,
se coloco la pelicula, dandole un doblez para asegurar posicion en el cassette. Se cerr6 el
cassette y se guardé dentro de una bolsa negra, se llevé a -75 °C durante el tiempo ya
calculado al usar el detector Geiger. En el revelado se llevé el cassette al cuarto oscuro, se
saco la pelicula y se dejo en solucién reveladora 2 min, en agua una pasada, en solucién
fijadora 5 min, y en agua de 5 a 10 min, se encendi6 luz y se colgaron las peliculas para su

secado y posterior analisis.

Northern Blot

Para realizar esta técnica, se efectud la obtencion de sondas con DNA gendmico de los genes
laeA, lovE y fadA de 364 pb, 585 pb y 436 pb respectivamente. Se prosiguié a la obtencién y
purificacion de RNA total y se corrié en un gel de agarosa - formaldehido. Para 200 mL de
agarosa fundida, se pes6 2.4 g de agarosa en 174 mL de H,O desionizada, se fundié agarosa
2 min en horno de microondas, se dejo enfriar un poco y una vez estando a 50-55 °C se agreg6
20 mL de MAE 10X!'y 6 mL de formaldehido, se mezcld bien y se vacié en base para formar
el gel. Para correr muestras se agregd 10% de tampoén de carga para RNA en todas las
muestras y se corrié gel a 80 V por 2 h. Después de haber tomado imagen en foto
documentador del gel con RNA ya corrido para identificar posicion y marcadores, se prosiguio

a la transferencia, marcaje y revelado, siendo similar a lo realizado en Southern Blot.

11
MAE 10X: MOPS 0.2 M, acetato sédico 50 mM y EDTA 10 mM, ajustando a pH 7 con NaOH.
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gRT — PCR (PCR tiempo real)

Se sugirio disefar los oligos para el gRT-PCR en los extremos del exén del gen de interés
donde haya un intrén de por medio, donde se obtuviera un tamafio del fragmento amplificado
con base de RNA y transcriptasa reversa no mayor a 200 pb. Asi, si existe contaminacion por
DNA, el fragmento formado serd mayor a 200 pb, por la amplificacion del intrén, tal como se
muestra en la Figura 11, por lo que se purificé muy bien el RNA con RQ1 RNase-Free DNAse
y se descarté contaminacion haciendo PCR normal con Go Taq Colorless Master Mix, en gel

de agarosa al 1.5% y con marcador de 1,000 pb.

I} Primers flank an intron
Genomic DNA
- MWW

h
Exon Intron Exon

1 RTPCR
Large product

p— 1
Fig. 11. Fragmento de RNA amplificado y contaminado por DNA.

Una vez obtenida la temperatura 6ptima de anillamiento de oligos de cada gen de interés (gen
fadA, laeA, lovE, atfB, brlA, msnA y lovF) y del gen control endégeno o house keeping gen hkg
(gen como control endbgeno para calibracion de muestras, gen factor de elongacion EF) con
el Kit Express One Step RT-PCR y RNA de parental como templado, usando el disefio de los
oligos descritos en la Tabla 1, se verifico la limpieza de sélo una banda obtenida (DNAc) para
evitar contaminacion y ruido en gqRT-PCR, después se procedié a obtener fragmentos a gran
escala con el Kit Go Taq Colorless Master Mix, purificarlos para secuenciar y comprobar su
identificacion, y finalmente utilizarlos como curvas estandar en el gRT-PCR, cuantificando
previamente su concentracion. Se prosiguié con el establecimiento de rangos de la curva
estandar de cada gen de interés y del hkg con el Kit EXPRESS One-Step SYBR® GreenER™
gRT-PCR Universal. Después de obtener el RNA total de cada muestra y descartar
contaminacion de DNA, se cuantifico la concentracién de RNA total y se estandarizaron a 20
ng/uL por gel electroforético y Nanodrop 2000. Finalmente se hicieron corridas de cada gen
de interés con las diferentes muestras por triplicado usando 40 ng de RNA total como lo
recomienda el Kit. El ciclo térmico para activacién de transcriptasa reversa fue de 50 °C por
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30 min, para la activacion de HotStar Taq Polimerasa de 95 °C por 2 min, la temperatura de
alineacion de 60 °C por 50 seg, por 40 ciclos. Los valores normalizados fueron obtenidos para
tener un efecto real y no efecto de carga, como una fraccion de la concentracion obtenida de
cada gen de interés y la concentracion del gen control enddégeno bajo las mismas condiciones

obteniendo asi la expresion absoluta de cada gen.

CARACTERIZACION DE TRANSFORMANTES

Preseleccién y Seleccidn de mejores transformantes

Las transformantes con alta produccién de lovastatina fueron preseleccionadas por
fermentacion en cilindro de agar y bioensayo con Neurospora crassa segin Kumar et al.
(2000), confirmando que la transformante con plasmido sin inserto (control) tenia produccién
similar a parental. Se preseleccionaron 10 transformantes de cada estrategia (Pérez et al.,
2015). Posteriormente se efectud el analisis para la seleccion de las mejores transformantes
en FSy FL, evaluando produccion de lovastatina al dia 7. Después las mejores transformantes
de ambos sistemas de cultivo: TllaeA, T9laeA, T2laeAcons yT5laeAcons, que SE::laeA,
fueron caracterizadas realizando cinéticas de produccion, Southern Blot y PCR para confirmar

la integracion de construcciones respectivas y qRT-PCR para confirmar SE::laeA.

Andlisis de parametros fisiolégicos

Se analizaron otros parametros fisiologicos como esporulacién, crecimiento radial, resistencia
a estrés y morfologia en parental y varias transformantes de cada estrategia. Para las
transformantes que expresan laeA con su propio promotor (pbUAMTPIlaeA), se analizé la: T1,
T4, T9, T12, T13, T14, T15 y Tl1l6laeA, mientras que transformantes que expresan laeA
constitutivamente (pUAMTPIlaeAcons), se analiz6 la: T2, T5, T6, T7, T8, T9 y T10laeAcons.
Para analizar la esporulacién se crecié un inéculo de 10° esp/mL, en 25 mL de medio Papa
Dextrosa Agar (PDA) y se incubd por 4 d. Para crecimiento radial se inoculé 10® esp/mL, en
placas con PDA y se incubd por 7 d, se midi6 diametro de colonia. Para estrés oxidativo, se
inoculo 10* esp/mL con 140mM de H,0,, se sembré en placas PDA e incubd por 4 d, y para
estrés osmotico, se inoculo 10* esp/mL en placas PDA con 2.9 M de NaCl por 3 d. Para analizar
morfologia solo se dejé crecer un inocul6é 10° esp/mL, en 25 mL de medio Power y se incub6

por 5 d. Todas las muestras incubadas a 30 °C, realizadas por triplicado.

62

Tesis de Doctorado en Biotecnologia



RESULTADOS

Andlisis de parametros fisiologicos
Produccién de lovastatinaen FSy FL

Se realiz6 FS y FL de lovastatina con A. terreus TUB F-514, una cepa silvestre con alta
produccién de lovastatina. En esta primera parte, la FS y FL se llevaron a cabo utilizando un
medio complejo de tipo industrial.

En ambos sistemas de cultivo, la produccion de lovastatina comenzo, aproximadamente a la
misma hora (alrededor de 24 h) y continud hasta el dia 9. Se puede observar en la Figura 12A
y 12B que, al dia 7, la produccién del metabolito fue mucho mayor en FS respecto a la FL
(15.45 mg /gss vs 0.43 mg/mL). Por otro lado, la produccién especifica al dia 5, fue 9 veces
mayor en la FS respecto a la FL (Figura 13). Es importante tener en cuenta que la cinética de
pH fue similar en ambos sistemas de cultivo (Figura 12ay 12b). Esta produccién de lovastatina
superior en FS respecto a la FL, es parte de lo que se ha llamado en articulos recientes como

fisiologia del medio sdélido.
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Fig. 12. Produccion de lovastatina en FS (11A) y FL (11B). pH en FS (11a) y FL (11b) de
parental.
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Fig. 13. Produccidn especifica de lovastatina en FS (~#% ) y FL (—®=).

Estudio de componentes principales de la via AMPc-PKA
Perfiles de expresion de genes fadA, laeA y lovE

Con la idea de que la expresion de fadA puede ser proporcional a su participacion en la
sefalizacién, i.e. mayor cuando la subunidad a (FadA) esta activada, y para ver si en A.
terreus, FadA esta relacionada con la produccion de este MS y con la esporulacién, se estudio
la expresion del gen fadA. Se compard su expresion con la expresion de genes blancos

putativos, corriente abajo en la via de sefializacion.

El patrén de expresion de fadA se analiz6 en FS y FL, observando expresion diferencial en
ambos sistemas de cultivo. Se realizé Northern Blot y RT-PCR dando resultados mas o menos
comparables. Como se observa en la Figura 14A, en FS, la expresion de fadA fue
relativamente baja y constante, con un posible incremento a las 21 h (aunque la carga de RNA
es mayor también). En FL, la expresion de fadA fue alta en trofofase (16 y 18 h) y baja a las
21 h, llegando a ser constante y baja durante la idiofase. Se puede decir que en la trofofase,
el comportamiento en la expresion de fadA en FL, fue ligeramente inverso al observado en la
FS, no obstante, en la idiofase el comportamiento en FS y FL fue similar, siendo en ambos

sistemas de cultivo, regulada negativamente la expresion de fadA.

También se estudié a detalle la expresion de laeA, el gen regulador global de metabolitos

secundarios, durante la FS y FL, en cepa parental. Como se observa en Figura 14B, en ambos
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sistemas de cultivo, la expresion de laeA fue mucho mayor en trofofase, y en particular en
ciertos tiempos (21 h en FS y toda la trofofase en FL). Después bajo significativamente en la
idiofase, llegando a observarse casi nula a 72 h (en Northern, sin embargo, en RT-PCR si se
observé una expresion moderada). En general, se observé una expresion ligeramente mayor
de laeA en FL que en FS en la trofofase. La tendencia del perfil de expresion de laeA se
observd similar al perfil observado en la expresion de fadA (Figura 14A), (i.e. mas alta

expresion en trofofase y menor en idiofase).

Es interesante resaltar que se observd una alta expresion de laeA al final de la trofofase, en
ambos sistemas de cultivo, lo cual coincide con el posterior encendido del gen lovE y el inicio
de la produccién del metabolito secundario (lovastatina), sugiriendo la activacion de estos
mecanismos regulados por LaeA. Sin embargo, después se observo que esta expresion de
laeA en idiofase fue regulada negativamente, al hallarse casi nula la expresion de la misma.

Lo anterior sugiere una relacion estrecha y positiva de FadA con el gen laeA o viceversa.

Es interesante notar que se esperaba un comportamiento similar entre la expresién de laeA 'y
lovE (factor de transcripcion especifico de lovastatina); sin embargo, no fue lo que se obtuvo.
Lo que observamos en la Figura 14C, fue una expresion ldgica de lovE s6lo a niveles altos en
la idiofase (42 y 72 h) en ambos sistemas de cultivo y un poco a las 21 h en FL. En general, la

expresion de lovE se observé inversa a la expresion de laeA.

El patron de expresion de fadA también fue comparado con la expresion de lovE. En ambos
sistemas de cultivo, la expresion de lovE fue alta s6lo en idiofase, cuando fue regulada
negativamente la expresion de fadA. Esto indica una relacion de regulacion negativa de FadA

hacia lovE.
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Fig. 14. Northern Blot y expresion absoluta de genes: fadA (A), laeA (B) y lovE (C) en FS (-)
y FL( ) de cepa parental.

Concentracion de AMPc y expresion de fadA en FSy FL

Para saber si hay una relacion entre la expresion de fadA y AMPc, se determind la

concentracion de este segundo mensajero durante la FS y FL de lovastatina.

Generalmente, los resultados mostraron una relacion contraria entre la expresion de fadA y la
concentracion de AMPc en ambos sistemas de cultivo. La expresion de fadA fue més alta en
trofofase (mas en FL) y baja en idiofase, en ambos sistemas de cultivo, mientras que el perfil
de AMPc encontrado fue inversamente proporcional.

Resumiendo, En FL, cuando la expresiéon de fadA a las 18h fue alta, la concentracion del AMPc
fue baja, después a las 21 h en adelante la expresiéon de fadA tendié a la baja, mientras que
la concentracién del AMPc fue al alta. Sin embargo, en FS donde la expresion de fadA fue
relativamente baja y constante en todos los tiempos analizados (excepto a las 21 h), se
observo una concentracion alta de AMPc en trofofase (s6lo a las 18 h) y una drastica bajada

desde las 21 h, tendiendo a subir muy ligeramente en idiofase a las 42 h (Figura 15).
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Fig. 15. Northern Blot y expresion absoluta de fadA en FS (M) y FL ( ).
Concentraciéon de AMPc en FS (—*—) y FL (") de cepa parental.

Actividad especifica PKA en FSy FL

Los resultados mostraron una relacion directa entre la actividad especifica PKA y la
concentracion de AMPc en ambos sistemas de cultivo, siendo muy similar el comportamiento
de ambos componentes en cada fase de crecimiento para cada sistema de cultivo, aunque

con magnitudes muy distintas.

En FS, se encontré una alta actividad especifica PKA en trofofase (18 h) la cual cae
drasticamente a las 21 h y se mantiene casi constante hasta la idiofase (42 y 72 h), esto en
concordancia con la concentracién de AMPc, ya antes descrita. Mientras que en FL, hubo una
baja actividad especifica PKA a las 18 h (mucho mas baja que la observada en FS), se
mantuvo a las 21 h y subié en idiofase (42 y 72 h), al igual que lo observado con la
concentracion de AMPc. La actividad especifica PKA en la idiofase se observo sin diferencia
en ambos sistemas de cultivo. Es importante notar que, en la trofofase, la actividad especifica

PKA en FS fue mucho mayor a la encontrada en FL (més a las 18 h).
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Fig. 16. Actividad especifica PKA en FS (- )y FL( ).
Concentracién de AMPc en FS (—*—) y FL (") de cepa parental.

Otros componentes reguladores de la via AMPc-PKA

Perfiles de expresién de otros genes involucrados en la via: lovE, lovF, brlA, msnA y atfB.

Ya se habia comentado anteriormente un comportamiento similar de la expresion de fadA y
laeA en ambos sistemas de cultivo. Por otra parte, la expresiéon de lovE y lovF (casi nulo en
trofofase y alto en idiofase en ambos sistemas de cultivo, mas en la FS) también tuvo un
comportamiento similar, algo que era de esperarse, pues estan estrechamente relacionados
al codificar lovF una policétido sintasa del cluster biosintético de biosintesis de lovastatina,
observandose una clara relacién positiva de ambos genes (Figura 17), pero sus perfiles de

expresion de ambos genes fueron opuestos con la expresion de fadA y laeA.

En la misma Figura, otro factor involucrado e importante en la via, es el factor de transcripcion
de la conidiacién, brlA. Como era esperado, éste se expres6 solamente en FS, claramente a
las 72 h en la idiofase, lo que es légico, ya que se observaron sélo esporas en FS después de
72 h.

Referente a otros transcritos involucrados no tan directamente pero que convergen en la via
AMPc-PKA, esta el gen atfB y msnA, éstos en la Figura 17, mostraron comportamientos muy
diferentes. En relaciéon con el gen atfB, su expresion fue mayor en FS que en FL. En FS, su

expresion en trofofase fue significativamente mas alta que en idiofase donde fue regulado a la
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baja. Mientras, en la FL también fue alta en trofofase, aunque sélo a las 18 h y no tanto como
en la FL; después bajo a las 21 h, manteniéndose casi constante hasta 72 h. Con este
comportamiento pareciera que FadA esta influenciando de manera positiva la expresion de
atfB. Sobre la acumulacion del transcrito msnA, factor transcripcional de respuesta al estrés,
fue mas elevado en idiofase que en trofofase, en ambos sistemas de cultivo. En FS, los niveles
del transcrito fueron muy bajos de las 18 h a las 42 h y subio significativamente a las 72 h.
Mientras que en FL, fue relativamente alto en 18 h, bajo a las 21 h y subi6 significativamente
a las 42 h bajando nuevamente a 72 h. Pareciera que LaeA influye de manera negativa en la
expresion de msnA.
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Fig. 17. Expresidn absoluta de genes: fadA, laeA, lovE, atfB, brlA, mnsA 'y lovF en FS ( -)
y FL( ) de cepa parental en RT-PCR.
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Se muestra en la Tabla 2, una visidn general de los componentes de la via AMPc-PKA
estudiados y previamente analizados a detalle, durante la FS y FL de lovastatina:
concentracion de AMPc, Actividad PKA y expresion de genes fadA, laeA, lovE, lovF, brlA,

msnA y atfB.

Tabla 2. Vision general de expresidn de genes relacionados con la via AMPc-PKA y concentracion de AMPcy
actividad PKA, durante la FS y FL de lovastatina. Poca (*), mediana (**) o alta (***) expresion de genes, cuantificacién
de AMPc o actividad de PKA.

. Comentario
Componente Trofofase Idiofase ES vs FL Otros
fadA o * Mas notoria la
diferencia en FL
AMPc FS o *
FL #* o
PEA FS ok *
FL 8 W
laed ok * FSpico21h Sube un poco
FL pico 18 h alas72h
atfB o *
msnA wE Sobre todo FS 72 h
brid o Sdlo en FS 72 h
lovE, lovF ok Mas intenso FS Inicia 42 h

Se puede observar en nuestro analisis, se da el inicio del funcionamiento de la via AMPc-PKA
indirectamente mediante la expresién de fadA, siendo menos notoria dicha expresién en FS,
sobre todo en la trofofase, donde se aprecia mayor concentracion de AMPc y actividad
especifica PKA (siendo estos mismos bajos en FL), ademas, mayor expresion de laeA y atfB
en ambos sistemas de cultivo. Por el contrario, en idiofase, cuando la expresion de fadA fue
regulada negativamente (en ambos sistemas de cultivo) los comportamientos de la
concentracion de AMPc y actividad especifica PKA son inversos tanto en FS como en FL, y la
expresion de laeA y atfB tienden igual a ser regulados de forma negativa, observandose mayor

expresion de los genes msnA, brlA, lovE y lovF, siendo mas intenso en FS.
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Analisis in silico de promotores fadA, lovE y laeA

En la Tabla 3 se muestra el andlisis de los promotores de los genes fadA, lovE y laeA,
encontrando sitios tedricos putativos de unién de factores de transcripcion relacionados con el
desarrollo (ASH1, SOK2, MOT3), respuestas ambientales (ROX1, YAP1, ZMS1) y respuesta
general de estrés (MSN2, MSN4, CUP9, ZMS1) mediante la base de datos JASPAR obtenido

de la coleccién ampliada del modelo Saccharomyces cerevisae.

Tabla 3. Analisis in silico de promotores fadA, lovE y laeA.

. NUM. VECES DE UNION EN
FACTOR DE TRANSCRIPCION PROMOTOR
DESARROLLO:
ASH1 lovE: 6; laeA: 8; fadA: 3
MOT3 lovE: 57; laeA: 35; fadA: 24
RESPUESTA AMBIENTAL:
ROX1 lovE: 0; laeA: O; fadA: 2
ZMS1 lovE: 2; laeA: 4; fadA: O
RESPUESTA ESTRES:
MSN2/4 lovE: 28; laeA: 17; fadA: 8
CuP9 lovE: 7; laeA: 4; fadA: 8

Caracterizacion de transformantes con SE::laeA
Obtencién de construcciones pUAMTPlaeA y pUAMTPIlaeAcons

Para determinar el efecto de la sobreexpresion del gen laeA (SE::laeA) se disefiaron 2
construcciones, expresando laeA bajo su propio promotor y bajo un promotor constitutivo. El
esquema 1A muestra la construccion pUAMTPlaeA, que se obtuvo al clonar el ADN
correspondiente al gen laeA con su propio promotor y terminador (tamafio 2.6 kbp), en el sitio
BamHI del plasmido pULC43. El esquema 1B muestra la construccion pUAMTPlaeAcons, que
se obtuvo clonando de manera direccional sélo la secuencia que codifica el gen laeA (tamafio
1.25 kbp) en el sitio Ncol y BamHI del plasmido pAN52.1, el cual contiene, un promotor de
expresion constitutiva del gen gpd de A. nidulans y terminador de trpC. Las construcciones

obtenidas se transformaron en A. terreus (Pérez et al., 2015).
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Esquema 1. A) Clonacién del gen completo laeA en plasmido pULC43 obteniendo la construccién pUAMTPIlaeA.
B) Clonacion de la secuencia codificadora del gen laeA en plasmido pAN52.1 obteniendo la construccién

pUAMTPIlaeAcons.
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Seleccién de transformantes de A. terreus

Los protoplastos de A. terreus TUB-514 se transformaron con la construccion pUAMTPlaeA 'y
pUAMTPIlaeAcons independientemente, para obtener transformantes que sobreexpresan laeA

con su propio promotor y bajo un promotor constitutivo (SE::laeA).

Transformantes LaeA con promotor propio. La primera estrategia basada en la construccion
pUAMTPIlaeA, expresando el gen laeA con su propio promotor, resulté en la obtencién de 21
transformantes resistentes a fleomicina (120 pg/mL), las cuales fueron evaluadas inicialmente
en cuanto a su produccién de lovastatina en fermentacion en cilindro de agar (FCA), tratando
de disminuir la poblacion eliminando falsas transformantes o transformantes que integraron el
vector en sitio no conveniente. De esta poblacién, 10 transformantes mostraron la mayor
producciéon de lovastatina respecto a la parental (>220 pg lov/mL vs 190 ug lov/mL,

respectivamente) y se continud su caracterizacion (Pérez et al., 2015).
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Al evaluarse la produccion de lovastatina de las 10 transformantes en FS y FL (al dia 7), se
muestra en la Tabla 4, que el 90% fueron sobreproductoras de lovastatina en FS (con rango
del 11 a 47% de incremento, respecto a la parental), siendo la T9laeA, la mejor productora con
un incremento del 47%. Mientras que el 50% de las transformantes evaluadas, fueron
sobreproductoras de lovastatina en FL (con rango del 5 a 82% de incremento), siendo la

TllaeA, la mejor productora con un incremento del 82%, respecto a la parental.

Tabla 4. Produccién de lovastatina de Transformantes con construccién pUAMTPlaeA en FSy FL (7d).

Transformantes FS: Produgcic’m FL: Produgcic’m
Lovastatina Lovastatina
pUAMTPlaeA (mg/gss) (mg/mL)
Parental 15.3+0.75%P 0.44+0.05"¢
T9laeA 22.5+0.84° 0.73+0.03°f
T13laeA 20.6+0.20%¢ 0.33+0.01°
T12laeA 18.8+0.06°¢ 0.37+0.01°
TllaeA 18.4+0.74°%¢ 0.81+0.01f
T15laeA 18+0.45%¢ 0.46+0.05°<d
T16laeA 17.940.48>¢¢ | 0.56+0.05°¢
T2laeA 17.6+0.863P¢ 0.15+0.03%
T7laeA 17.1+1.172P¢ 0.44+0.04°¢
T4laeA 16.9+0.622P¢ 0.35+0.01°
T14laeA 14.9+0.672 0.59+0.05%¢

Transformantes LaeA con promotor constitutivo. La segunda estrategia, basada en la
construccién pUAMTPIlaeAcons, expresando laeA constitutivamente, fue mas laborioso para
obtencion de transformantes debido a la co-transformacion realizada con el plasmido pULCA43.
Se obtuvieron sélo 12 transformantes resistentes a fleomicina de varias transformaciones
realizadas, pero de las cuales, 10 transformantes mostraron mayor produccion de lovastatina
que la parental en FCA (>190 pg lov/mL vs 190 pg lov/mL, respectivamente) y fueron
seleccionadas para seguir su caracterizacion (Pérez et al., 2015). En este caso, como muestra
la Tabla 5, todas las transformantes resultaron ser sobreproductoras de lovastatina en FS (con
rango del 11 a 63% de incremento, respecto a la parental), destacando la T2laeAcons con un
incremento del 63%. Es interesante que solo la T5laeAcons, resulté sobreproductora en FL

con un incremento del 62%.
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Tabla 5. Produccidn de lovastatina de transformantes con construccion pUAMTPlaeAcons en FSy FL (7d).

) ., FL:
Transformantes FS: Produccion Produccion
Lovastatina .
pUAMTPIlaeAcons (Mglgss) Lovastatina
9’9 (mg/mL)
Parental 15.3+0.75% 0.44+0.05°
T2laeAcons 24.8+0.61f 0.30+0.03°
T7laeAcons 21.3+0.66° 0.39+0.02°
T9laeAcons 20.7+0.30%¢ 0.14+0.012
T4laeAcons 20.3+1.44¢%%¢ | 0.15+0.022
T8laeAcons 19.0+0.01°¢d¢ | 0.36+0.02°
T5laeAcons 19.0+0.41Pcde | 0.72+0.04°
T10laeAcons 18.6+0.14%¢d | 0.41+0.02°
T1llaeAcons 17.9+1.28b¢ 0.38+0.10°
TolaeAcons 17.8+0.170¢ 0.32+0.01°
T3laeAcons 16.9+0.622° | 0.43+0.05°

Integracion de construcciones en transformantes seleccionadas

Posteriormente se confirmd la integracion de las construcciones correspondientes en las
mejores transformantes para FS (T9laeA y T2laeAcons) y para FL (T1llaeA y T5laeAcons), por
Southern Bloty PCR.

Para confirmar la integracién por PCR se disefaron oligos que abarcaran parte del gen de
interés (laeA) y parte del vector en donde se cloné, obteniendo fragmentos de ADN de tamaros

distintos, tal como se muestra en la Tabla 6:

Tabla 6. Diseiio de oligos para confirmar integracién de construcciones en transformantes por PCR.

. L . Tamario
Construcciones Transformantes Ubicacion de oligos forward y reverse
esperado
UAMTPlacA Inserto de pUAMTPlaeA
p aeAcom
(vector pULC43 con T9y TllaeA i BamHl 1,250pb
L e
gen Comp|8to laEA) 1 laed term polvlinker Promc
Inserto de pUAMTPlaeAcons
pUAMTP'aeACOﬂS Ncol (948)
(vector pAN52.1 con | T2y T5laeAcons ' : 1,444pb
gen c ds lae A) 1 Promotor gpdA laed eds 1444
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Como se muestra en la Figura 18A, al amplificar el fragmento de ADN de 1,250 pb
correspondiente a la construccion pUAMTPIlaeA en las transformantes seleccionadas (T1llaeA
y T9laeA), se observé que sélo la T1llaeA obtuvo el fragmento esperado, y en T9laeA no se
logra distinguir la banda deseada, aungque se observaron otras bandas correspondientes a la
construccién clonada. Mientras que en la Figura 18B, al amplificar el fragmento de ADN de
1,444 pb correspondiente a la construccion pUAMTPlaeAcons en las transformantes
T2laeAcons y T5laeAcons, se observd que ambas claramente amplifican el fragmento

esperado.

A B

Fig. 18. Electroforesis para confirmar integracion de construcciones en Transformantes

seleccionadas: A) pUAMTPlaeA en T1y T9laeA, B) pUAMTPlaeAcons en T2 y T5laeAcons.
Para confirmar lo obtenido por PCR y encontrar la integracion de la construccion en la
transformante T9laeA faltante se propuso realizar Southern Blot, que mediante una sonda
radiactiva especifica del gen laeA se precisa mejor la integracion de las construcciones
clonadas. Primeramente, se disefid y amplificé por PCR la sonda del gen laeA con un tamafio
de 364 pb. Posteriormente, se realiz6 un andlisis de enzimas de restriccion, para que, tanto el
gen endogeno (laeA nativo del genoma) como el exdgeno (laeA integrado al genoma segln
construccién) tuvieran tamafo de fragmento de ADN diferentes al digerirlo, y poder
identificarlos mas facilmente en la pelicula revelada, obteniéndose los siguientes tamafios

segun Tabla 7:
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Tabla 7. Andlisis de enzimas de restriccion para confirmar integracién de construcciones por Southern Blot.

Enzi Tamafos obtenidos en | Tamafios obtenidos en .
. nzimas de . Mejores
Construcciones T construcciones (gen genoma (gen
restriccion exégeno) end()geno) Transformantes
2,600pb paralaeA _
PUAMTPlaeA samH 1,200pb Ppbc y ble | 5,252pb para laeA Parental;
EcoRV T1ly T9laeA
3,700pb resto
BamHI 1,250pb para laeA Parental;
pUAMTPIlaeAcons NCol 5.721pb resto 7,276pb para laeA T2y T5laeAcons

Para analizar la integracion del gen exégeno laeA proveniente de la construccién, se observo
claramente en la Figura 19A que la transformante T9laeA tiene integrado ademas del gen laeA
enddgeno (aprox. 5,200 pb), el gen laeA exdgeno en varias copias (2,600 pb), ademas de otra
banda en distinto tamafio aprox. de 3,400 pb. Mientras que la TllaeA mostro dos bandas
(aprox. 3,400y 4,200 pb), ambas mas abajo de la banda control de la parental no encontrada
(correspondiente al gen endégeno laeA de 5,200 pb), al parecer por la tenuidad muy baja
debido a la poca carga de ADN, ademas la integracion del gen laeA exdgeno resulté en una
recombinaciéon homoéloga y heter6loga, lo que movio los tamafios de fragmentos deseados al
cortarse con las enzimas de restriccion utilizadas, sin, embargo, ya se habia confirmado su
integracion por PCR (Figura 18A). Respecto a las transformantes TlaeAcons, se observo en
la Figura 19B, que la transformante T2laeAcons ademas de tener el gen enddégeno (aprox.
7,200 pb) tiene la integracion del gen laeA exdgeno (1,250 pb), también confirmado por PCR.
Mientras que la T5laeAcons, parece no tener integrado el gen laeA exdgeno, pero se
observaron muy tenues las bandas, por lo que suponemos poca carga de ADN digerido o era
necesario mas tiempo de exposicion, sin embargo, en el PCR realizado anteriormente si se
amplificé claramente el fragmento del ADN esperado (Figura 18B). En forma general, podemos
constatar que todas las transformantes seleccionadas tienen integrada la construccion

correspondiente.
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Fig. 19. Southern Blot con sonda laeA. A) Mejores transformantes con pUAMTPlaeA, B)
Mejores transformantes con pUAMTPIlaeAcons.

Efecto de la SE::laeA sobre la producciéon de lovastatina en las mejores
transformantes

Para estudiar con mas detalle el efecto de la SE::laeA sobre la produccién de lovastatina se
realizaron cinéticas de las mejores transformantes para cada sistema de cultivo. En FS, las

transformantes T9laeA y T2laeAcons, y en FL, las transformantes T1llaeA 'y T5laeAcons.

Las mejores transformantes para la FS y FL de ambas estrategias, tuvieron altos incrementos
en la produccién de lovastatina respecto a la parental. Como se muestra en la Figura 20, las
mejores transformantes para FS, la T2laeAcons y la T9laeA, mostraron muy altos incrementos
de produccion de lovastatina, al dia 9, de 104% y 76%, respectivamente, respecto a la parental.
La T2laeAcons, que expresa constitutivamente laeA, desplazé el tiempo maximo de
produccion de lovastatina al dia 9, debido a que mantiene altas tasas de produccion desde la
trofofase y sigue asi en idiofase. Mientras que la T9laeA, que expresa laeA con su propio
promotor, tuvo menor produccién de lovastatina, en comparacibn a la TZ2laeAcons,
desplazando el tiempo de produccién (a alta tasa) sélo hasta el dia 7, pero igual fue alta su
produccion respecto a la parental. Es importante notar que la parental dejé de producir a alta

tasa el dia 5. Es decir, que ambas transformantes modificaron la forma de sus cinéticas de
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produccion, prolongando su tiempo de produccion a altas tasas. Asi, la T2laeAcons fue la
mejor transformante en FS, con una produccion récord de 30.6 mg lov/gss y le siguio la T9laeA

con 26.4 mg lov/gss, ambas al dia 9.

Lovastatina (mg/gss)
= = N N w
[ (=] (%} o (%} o

o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo(dias)
Fig. 20. Cinética de produccién de lovastatina en FS de parental ( —®— ) y mejores

transformantes: T2laeAcons ( x )and T9laeA ( % ).

Por otra parte, la T5laeAcons y la TllaeA, mejores transformantes para FL, también
prolongaron el tiempo de produccion del metabolito, mostrando un incremento en la produccién
de lovastatina (al dia 9) de 112% y de 116.5%, respectivamente (Figura 21). Respecto a la
transformante que expresa laeA desde un promotor constitutivo (T5laeAcons), llama la
atencion la relativa constancia en tasa de produccion durante toda la trofofase y la idiofase.
Misma caracteristica que se observd en la transformante con promotor constitutivo
seleccionada para FS (T2laeAcons), descrita arriba. Asi, ambas transformantes modificaron la
forma de sus cinéticas, manteniendo alta produccién hasta el dia 9. Mientras que la T1llaeA,
con propio promotor, tuvo una alta tasa de produccion al dia 5, siendo superior a la parental.
Esto explica su incremento en la produccion de estas transformantes, ya que la parental
mantuvo una alta tasa de produccion sélo hasta el dia 3 en FL. Asi, las 2 transformantes,
fueron mejores productoras de lovastatina en FL, con respecto a la parental, con producciones
récord de lovastatina, al dia 9, de 0.87 mg lov/mL para T5laeAcons y 0.89 mg lov/mL para

TllaeA.
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Fig. 21. Cinética de produccion de lovastatina en FL de parental ( —®— ) y mejores

transformantes: T5laeAcons ( x )and TllaeA ( —%* ).

Andlisis de expresion de genes en parental y mejores transformantes
Extraccion de RNA

Se extrajo RNA de parental y mejores transformantes en FS (T2laeAcons y T9laeA) y FL
(T5laeAcosn y TllaeA) a diferentes tiempos (18 h, 42 h, 3d, 5d y 7 d) para posteriormente
realizar gRT-PCR. Se observa en la Figura 22, buena integridad del RNA tanto de la parental
como en las mejores transformantes, mostrandose en todos, los RNA ribosomales en dos
bandas intermedias, el RNA de transferencia en bandas abajo y el RNA mensajero mostrado

en toda la corrida, éste ultimo fue de interés para el andlisis de la expresion de los genes a

estudiar.
FS FL
Parental T2laeAcons _ .'Tsw IaeAi - Parental ' T5laeAcons “TllacA|
mtmscsa:emmsawm‘.au““mmmsgnnm;os&mﬁnuﬂm

e e
I
"L RCE L m"I

Fig. 22. Electroforesis de RNA de parental y mejores transformantes en FS y FL.
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Niveles de expresion del gen laeA en mejores transformantes

Para confirmar la SE::laeA en las mejores transformantes para cada sistema de cultivo, se
realizd6 PCR en tiempo real (JQRT-PCR) hasta el dia 7. Como se muestra en la Figura 23, en
FS, las mejores transformantes seleccionadas, T2laeAcons y T9laeA, llegaron a niveles de
expresion del gen laeA superiores respecto a la cepa parental. Para T2laeAcons, la expresion
de laeA subié fuertemente en todos los tiempos tanto en trofofase como idiofase, debido a su
expresion constitutiva (mas a las 18 h) con respecto a la parental. Mientras que T9laeA,
también tuvo expresion muy elevada, pero inferior que la T2laeAcons, hasta incluso menor o
similar que la parental en algunos tiempos, pero también mayor expresién muy significativa en
otros, como a las 18 y 120 h. La alta expresion de laeA en ambas transformantes se reflejé en
la produccién de lovastatina, iniciando su produccién desde las 24h y una produccion a alta
tasa desde las 72 h en T2laeAcons, siguiendo la T9laeA (Figura 20).
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0.0E+00 —- + + 4 + {
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18 72 (3d) 120 (5d) 168 (7d)
Tiempo (h)

Expresion absoluta del gen laeA

Fig. 23. Expresion absoluta del gen laeA en FS de parental (W) y transformantes
seleccionadas: T2laeAcons () y T9laeA (LJ).

Por otro lado, en FL, las mejores transformantes seleccionadas, la T5laeAcons y TllaeA,
mostraron un mayor nivel de expresiéon de laeA de manera significativa respecto a la parental.
Como se observa en la Figura 24, la expresion de laeA en la T5laeAcons, también debido a
su expresion constitutiva, fue muy elevada en ambas fases de crecimiento, excepto por las 68
h (7 d). Mientras que en la TllaeA (con propio promotor laeA) también tuvo aumento
significativo de la expresion de laeA en todos los tiempos, respecto a la parental, pero incluso

fue mayor su expresion en algunos tiempos en trofofase (18 h), pero sobre todo en idiofase (7
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d) que la T5laeAcons, esto concuerda con lo observado en la produccion de lovastatina de
ambas transformantes desde las 72 h (Figura 21), llegando ambas a producciones de
lovastatina a alta tasa. Por otro lado, parece ser que la expresion inicial de laeA en la trofofase
(18 h) es la que nos da una idea clara de la produccién posterior de lovastatina en la idiofase,
y esto se observo tanto en parental como en transformantes seleccionadas.

1.0E-06

8.0E-07 1 %

6.0E-07 A

4.0E-07 A

0.0E+00 4 . . . . L
18 42

72 (3d) 120 (5d) 168 (7d)
Time (h)

Expresion absoluta del gen /laeA

Fig. 24. Expresién absoluta del gen laeA en FL de parental (ll ) y transformantes
seleccionadas: T5laeAcons ([E) y T1laeA (D).

Expresion de otros genes en mejores transformantes que SE::laeA

Se analizé el perfil de expresion de algunos genes que se pensé se modificarian debido a la
SE::laeA. Como se menciono anteriormente la expresion de fadA tuvo una clara relacién con
laeA en la parental. Tal pareciera que en las mejores transformantes para FS, tuvieron un claro
aumento también en la expresion de fadA en algin tiempo analizado, méas notable en la
T2laeAcons en trofofase y ligeramente en la T9laeA en idiofase, mientras que en las mejores
transformantes para FL, la SE::laeA tuvo un efecto opuesto sobre la expresion de fadA en
trofofase en ambas transformantes, su expresion fue muy inferior respecto a la parental, no
obstante, en idiofase si fue mayor su expresion tanto de la T5laeAcons como de la TllaeA
(Figura 25A). Respecto a la expresion de lovE se observé que todas las transformantes
seleccionadas en algun tiempo analizado tuvieron mayor expresion respecto a la parental, la
T2laeAcons a las 18 h, la T5laeAcons a las 72 h, la TllaeA alas 42y 72 h, y la T9laeA a las
42 h (Figura 25C). Sin embargo, nosotros esperabamos que en todos los tiempos fuera mayor

la expresion respecto a la parental, tal pareciera un comportamiento inverso de lovE respecto
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a la expresion de laeA. Forma similar pasa con la expresion de lovF, esperdbamos que en
todos los tiempos fuera mayor la expresién respecto a la parental y no fue asi, se comporté de
manera casi exacta a la expresién de lovE (Figura 25C y D), tal vez esta mayor expresion se
vea reflejada en tiempos posteriores, pero no analizados. Lo que si concuerda es la alta
produccion de lovastatina de las transformantes seleccionadas para FL (T5laeAconsy TllaeA)
y la T9laeA (transformante seleccionada para FS con propio promotor gen laeA), con el
incremento de expresion de lovE y lovF a las 72 h. Respecto a la T2laeAcons, la mejor
transformante FS, se observé comportamiento diferente, solo hubo incremento de expresion
de lovE y lovF a las 18h y después fue la expresion de ambos genes inferiores a la parental
(Figura 25C y D). Esto causa curiosidad, acaso esta expresion inicial es suficiente para ser
capaz dicha transformante de ser la campeona en la produccion de lovastatina que todas las

demas, por esta caracteristica la hace especial al medio sélido.

Por otra parte se analizé la expresion de brlA, como se observé en la Figura 25E, la expresion
aumento en TllaeAy T9laeA (transformantes con propio promotor gen laeA) en la idiofase (72
h), mientras que en transformantes con promotor constitutivo, sélo la T5laeAcons (mejor
transformantes para FL) aumento un poco a las 42 y 72 h respecto a la parental, mientras que
en la T2laeAcons (mejor transformante FS) disminuyo la expresion de brlA significativamente

alas 72 h, siendo menor que la parental.

Respecto a otro factor transcripcional, relacionado con la respuesta al estrés, esta el gen
msnA, éste tuvo un comportamiento distinto en las diferentes transformantes. Para la
T2laeAcons disminuyd su expresion en todos los tiempos analizados, en la T5laeAcons fue
casiigual, en la T9laeA fue practicamente alta la expresidn en todos los tiempos, y en la TllaeA

aumento la expresion, pero soélo a las 72 h, respecto a la parental (Figura 25F).

En general, hubo importantes cambios en la expresién de los distintos genes, se encontré una
estrecha relacién del gen laeA con el cluster de genes biosintético de lovastatina, con la
esporulacion y con la respuesta al estrés, todos ellos interconectados en la via de sefializacion
AMPc-PKA.
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Expresion Absoluta de distintos genes
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Fig. 25. Expresion absoluta de genes: fadA (A), laeA (B), lovE (C), lovF (D), brlA (E) y msnA
(F). En FS de parental (B) y mejores transformantes para FS: T2laeAcons (B) y T9laeA (L.
En FL de parental (Il ) y mejores transformantes para FL: TSlaeAcons (E) y TllaeA (D).
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Efecto de la SE::laeA sobre la esporulacién y otros parametros fisioldgicos
relacionados con la via AMPc-PKA

Se estudiaron varios parametros en varias transformantes de cada estrategia (promotor propio

del gen laeA y promotor constitutivo), obtenidas como buenas productoras de lovastatina.

Esporulacién

Para observar el efecto de la SE::laeA sobre esporulacion, se observé en la Figura 26, que en
general, todas las transformantes que SE:laeA con su propio promotor, presentaron un
incremento en la esporulacién al dia 5, resultando un incremento promedio (del grupo) del
240%. Las mejores transformantes de esta estrategia, TllaeA y T9laeA, tuvieron un
incremento de esporulacion del 75 y 135% respectivamente, respecto a la parental, y esto se
vio reflejado con la alta expresion del factor transcripcional de esporulacion brlA, de ambas
transformantes a las 72 h (Figura 25D).

Respecto a las transformantes que SE::laeA con promotor constitutivo, sélo 4 de 7 tuvieron un
incremento en la esporulacién respecto a la parental, presentando un incremento promedio
(del grupo) de 65%. Las mejores transformantes, T2laeAcons y T5laeAcons, exhibieron
incrementos de 9 y 24% respectivamente, también reflejandose en la poca acumulacion del
transcrito brlA en la T2laeAcons y mas alta expresion de este gen en la T5laeAcons a las 72
h, respecto a la parental (Figura 25D).

5E+07 -
5.E+07 1
4.E+07 1
4 E+07 4
J.E+0T A
JE+D7 4
2E+OT 4
2 E+07 4

Esporas/icm?

1.E+07 , ' .

ol 10 1A LLE

0.E+00 - ! ! 1 ! - ' !

P T T4 T9 T2 T2 T4 T15 T6 T2 T5 T T7 T8 T8 Ti0
Parental y Transformantes de ambas estrategias

Fig. 26. Esporulacién de parental ( .), transformantes pUAMTPlaeA (H)y

pUAMTPlaeAcons (D).
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Crecimiento radial

El efecto de la SE:laeA en las transformantes sobre el crecimiento radial se observo
notablemente, tal como se muestra en la Tabla 8. Casi todas tuvieron un incremento en su
crecimiento radial. No se pudo ver una relacion clara entre crecimiento radial y el incremento

en la produccion de lovastatina tanto en FS como FL de cada transformante.

Sin embargo, las mejores transformantes para FS (T2laeAcons y T9laeA) y las mejores
transformantes para FL (T5laeAcons y T1laeA) si tuvieron un crecimiento radial superior a la
parental, pero no tan alto como se mostrd en otras transformantes con incrementos en su

produccién no tan elevados.

Tabla 8. Crecimiento radial e incremento en la produccion de lovastatina en transformantes pUAMTPlaeAcons y
pUAMTPlaeA en FSy FL.

Estrategias Transformantes Diametro (cm/dia) '”grser(‘g/f;“’ IncFrﬁrg/eO;]to
Parental 0.614+0.01ab
T9laeA 0.629+0.02" 47 65
T13laeA 0.541+0.04efg9.h 35 -26
T12laeA 0.786+0.02fgh 23 -17
SET_ f;”;;%g?gﬁ)io TllaeA 0.736+0.05b4 20 82
v T15laeA 0.727+0.02def9 18 5
promotor
T16laeA 0.652+0.003p.c.de 18 26
T4laeA 0.704+0.012 11 -20
T14laeA 0.656+0.002b.c.de -2 34
T2laeAcons 0.730+0.002¢ef9.n 63 -31
T7laeAcons 0.782+0.005¢4ef 40 -12
Tg‘é‘?{;’éﬂi’;‘ﬁs T9laeAcons 0.689+0.005¢19 36 -68
p.r-omotor T8laeAcons 0.696+0.005¢.d-ef 25 -18
constitutivo T5laeAcons 0.673+0.002¢9:h 24 62
T10laeAcons 0.707+0.012b 22 -8
T6laeAcons 0.589+0.005¢d.ef 17 -28

* Transformantes mostrados en orden descendiente al incremento en la produccion de lovastatina en FS.
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Estrés oxidativo

Se evalud la resistencia al estrés oxidativo de las transformantes obtenidas con cepa parental,
con la finalidad de encontrar una posible relacién de LaeA con el estrés oxidativo. Las esporas
de las transformantes y parental se inocularon en placas con medio PDA a una concentracion

de 140 mM de H»03, y se midi6 el crecimiento (diametro) de las colonias al dia 4.

Como se puede observar en la Tabla 9, la mayoria de las transformantes que SE::laeA con
propio promotor fueron sensibles al estrés oxidativo. Sin embargo, un 37.5% de las
transformantes mostraron un fenotipo de resistencia. Es interesante notar que, dentro de las
resistentes a H.O,, se encontraron las mejores transformantes sobreproductoras de esta
estrategia (T9 y TllaeA). Ademas, éstas fueron de las pocas que sobreprodujeron lovastatina
en ambos sistemas de cultivo. Por otra parte, las transformantes que SE::laeA desde un
promotor constitutivo, todas mostraron un fenotipo de sensibilidad al estrés oxidativo y las

menos sensibles fueron las mejores transformantes de esta estrategia (T2 y T5laeAcons).

Se relaciond la expresion del gen mnsA, por ser un factor transcripcional de respuesta al
estrés, (Figura 25E), observandose mayor acumulacion del transcrito en la T9 y TllaeA a las
72h. En contraste, T2 y T5laeAcons, mostraron menos expresion de msnA, que la parental.

Coincidiendo esto con su sensibilidad al estrés oxidativo.

Tabla 9. Sensibilidad al estrés oxidativo. Efecto del H202 (140 mM) en la tasa de crecimiento radial de
transformantes SE::laeA, con respecto a la parental, en placas de PDA.

Incremento
en
Estrategias Transformantes | crecimiento
de colonias
(%)
TllaeA 144
T9laeA 27
T16laecA 15
Transforma_ntes T12laeA 49
con propio
promo[:or [I)aeA T15laeA -65
Tl4laeA -76
T4laeA -95
T13laeA -97
T2laeAcons -44
T5laeAcons -56
Transformantes TélaeAcons -89
con promotor T7laeAcons -89
constitutivo T8laeAcons -78
T9laeAcons -100
T10laeAcons -100
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Estrés osmotico

También se evalud la posible relacion de LaeA con el estrés osmético. Las esporas de las
transformantes y parental se inocularon en placas con medio PDA a una concentracion de 2.9
M NaCl, y se observo crecimiento de colonias al dia 3.

Como se observo en la Figura 27, casi todas las transformantes que SE::laeA con su propio
promotor mostraron poca sensibilidad al estrés osmotico, incluyendo las mejores
transformantes (T1 y T9laeA). Sin embargo, hubo 2 transformantes con resistencia (T4 y T13
laeA) y una sensible (T12laeA), las cuales exhibieron un incremento de produccion moderado

en FS y decremento moderado en FL.

Mientras que, en las transformantes que SE::laeA con promotor constitutivo (Figura 28) se
observo que en la mayoria no hubo cambio en la sensibilidad al estrés osmoético, es decir,
tuvieron crecimiento similar a la cepa parental, o ligeramente mas resistentes (como la
T5laeAcons: mejor transformante para FL). So6lo T1OlaeAcons y TZ2laeAcons (mejor

transformante para FS) fueron sensibles.

~ T,

Fig. 27. Senéibilidad a estrés osmético. Crecimiento de parental y transformantes que SE::/laeA
con propio promotor, en placas PDA con 2.9 M NaCl.
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S
Fig. 28. Sensibilidad a estrés osmético. Crecimiento de parental y transformantes que SE::/aeA
con promotor constitutivo, en placas PDA con 2.9 M NacCl.

Morfologia colonial

Finalmente se evalud el efecto de la SE::laeA sobre la morfologia colonial. Se encontré que
todas las transformantes mostraban algin cambio en su morfologia, como falta de
pigmentacion, bordes lobulados o consistencia esponjosa (Figura 29). Especificamente la
T2laeAcons mostré una consistencia esponjosa y poca pigmentacion, la T5laeAcons, bordes
lobulados y finalmente la T1llaeA y T9laeA, poca pigmentacion y aparicién de sectores.

Concluyendo que LaeA si influye de alguna manera en la morfologia colonial.

Parental T2laeAcons TslaeAcons TelaeAcons

Ti3laeA Tl4aeA TiSlaeA Ti6laeA

Fig. 29. Morfologia de transformantes con propio promotor /aeA y constitutivo.
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DISCUSION

Como se entiende actualmente, la cascada de sefializacion ligada a la esporulacion y el
metabolismo secundario en Aspergillus spp. esta centrada sobre la via de transduccién de
sefales proteina G/AMPCc/PKA la que regula una variedad de procesos del desarrollo en
hongos. Proteinas G heterotriméricas especificas acopladas a receptores transmembranales,
donde FadA es parte de una proteina G heterotrimérica [FadA(Ga)::SfaD(GP)::GpgA(Gy)],
controlan la sintesis de AMPc por el adenilato ciclasa y la degradacion por fosfodiesterasa
(Seo et al., 2005; Yu, 2006). Se sabe que el AMPc activa la proteina quinasa A (PKA). PKA,
otro componente clave de sefializacion, transmite una sefial a numerosos objetivos en el
citoplasma y nucleo a través de una cascada de fosforilacion-desfosforilacion. Aunque se
conocen las caracteristicas generales de sefalizacion AMPc-PKA en los hongos filamentosos,
los mecanismos detallados relacionados con el control de conidiacion y metabolismo
secundario no son ampliamente conocidos en hongos modelo, y mucho menos en el hongo
filamentoso Aspergillus terreus, ni su relacién con la biosintesis de lovastatina. Por lo anterior,
en esta tesis se estudiaron varios puntos clave de esta via de sefializaciébn en fase de
crecimiento (trofofase), y su relacion con la produccion de lovastatina, resistencia a estrés y
esporulacion (idiofase). Los resultados fueron comparados con lo que se ha encontrado en

investigaciones con otros hongos.

Se inici6 este estudio con el andlisis de parametros fisioldégicos en fermentacién sdlida (FS) y
fermentacion liquida (FL) en A. terreus. La produccion del metabolito secundario de este hongo
filamentoso (lovastatina), se llevé a cabo en un medio complejo de tipo industrial ya optimizado
por Szakacs (1998). Para FS, se emple6 un novedoso sistema de cultivo sélido con poliuretano
como soporte inerte artificial, impregnado con dicho medio liquido, optimizado por Bafios et al.
(2009; Patente UAM, MX 256998), utilizando la misma cepa parental de A. terreus TUB-514.
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Produccion de lovastatinaen FSy FL en medio complejo

En la presente tesis se corrobor6 que la produccion del metabolito secundario (lovastatina) fue
mucho mayor en FS respecto a la FL (15.45 mg/gss (g sustrato seco) vs 0.43 mg/mL). Por otro
lado, la produccién especifica al dia 5, fue 9 veces mayor en la FS respecto a la FL. Los
resultados en general fueron semejantes a estudios anteriores y, tal como lo refirié Barrios-
Gonzélez (2012), la produccién superior de lovastatina en FS es parte de la llamada fisiologia
del medio sdlido. Es decir, que el hongo en medio sélido tiene un comportamiento distinto al
mostrado en medio liquido. Dicha fisiologia mostrada por hongos y otros microorganismos en
FS no se entiende completamente, pero los recientes avances empiezan a obtener un
panorama interesante y amplio. Se ha encontrado que, muchas ventajas de la FS son una
consecuencia de la diferente fisiologia mostrada por microorganismos en medio sélido, en
relacién a la FL. Citando algunas, son los altos rendimientos en la produccion de metabolitos
secundarios 0 enzimas, y en periodos mas cortos en FS (Barrios-Gonzalez et al., 1988; Acuna-
Arguelles et al., 1995; Diaz-Gédinez et al., 2001; Krishna, 2005; Elinbaum et al., 2002;
Maldonado y Strasser de Saad, 1998; Barrios-Gonzalez y Mejia, 2007; Balakrishnan y Pandey,
1996; Robinson et al., 2001); que enzimas de FS muestran diferentes caracteristicas como
peso molecular, parametros cinéticos y condiciones Gptimas (Acuna-Arguelles et al., 1995;
Holker y Lenz, 2005); que muchas enzimas que son extracelulares en FS son intracelulares
en FL (Lehka y Lonsane, 1994) y que ciertas enzimas o metabolitos secundarios son
producidos solamente en FS aun cuando el organismo exhibe buen crecimiento en FL (Bigelis
et al., 2006; Segeth et al., 2003). Ademas, se encontré que, buenas cepas productoras en FL,
generalmente no son buenas productoras o no se desarrollan bien en FS, y viceversa (Barrios-
Gonzalez et al., 1993; Barrios-Gonzélez y Mejia, 2009; Shankaranand et al., 1992). Todo ello,
nos incentiva a de desarrollar cepas especiales para FS, ya que conllevan muchas ventajas

como se ha descrito (Barrios-Gonzalez et al., 1993; Barrios-Gonzalez y Mejia, 2007 y 2009).

Referente a las razones moleculares y fisiolégicas subyacentes al diferente comportamiento
de los microorganismos en medio sélido todavia son poco comprendidas. Hasta ahora se ha
encontrado que hay una gran cantidad de genes que se expresan de manera diferencial,
dependiendo si se encuentra en FS o FL. Barrios-Gonzéalez J., (2012) encontr6 que la mayor
produccién de metabolitos secundarios se relaciona con una mayor transcripcion de genes

biosintéticos, mientras que estudios sobre la produccion de enzimas en FS han identificado
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(genes) enzimas especificas para FS, lo cual ha contribuido a proporcionar una visidbn mas

profunda en su regulacion (Oda et al., 2006).

Estos hechos sugieren que, el hongo recibe sefiales que indican que estd en uno u otro
sistema de cultivo y que esto hace generar una expresion diferencial de genes que dan como
resultado una fisiologia diferente (Hisada et al., 2005; Barrios-Gonzalez et al., 2008), tal como

se encontré en el analisis de genes involucrados en la via AMPc-PKA de esta tesis.

Respecto a las sefales percibidas por la via AMPc-PKA, ya se han identificado estimulos
(sefiales) que inducen la fisiologia del medio sélido, por ejemplo, la actividad de agua en A.
oryzae que juegan un papel importante en este contexto; el contacto directo con el aire y el
estimulo del soporte (que induce exploracidn de colonizacion, adhesion, etc.) y en menor grado
para el metabolismo secundario, la baja actividad de agua (Avila et al., 2017). Esta via percibe
sefales ambientales, principalmente nutricionales, pero también otras que podrian incluir
estimulos que inducen la fisiologia de medio sélido. Estas sefiales son captadas por receptores
en la membrana y transducidos por vias de sefializacion. En esta tesis, se estudio el papel que
puede estar jugando la via AMPc-PKAen FSy FL.

Gracias al trabajo de varios grupos de investigacion, sobresaliendo el de Nancy Keller y
colaboradores, ha habido grandes avances en la comprension del papel de esta via en el
crecimiento, en la produccion de metabolitos secundarios, resistencia a estrés y desarrollo
asexual y sexual. Es importante tener en cuenta que, esta via de sefializacion esta
interconectada con otras cascadas de sefializacion creando una red de sefializacion compleja,

pero minuciosamente regulada en Aspergillus sp. (Pusztahelyi y PAcsi, 2013).

En esta tesis, se encamino a hacer un analisis de distintos genes y componentes implicados,
y que son clave en la via de sefializacion AMPc-PKA, para tratar de ampliar el conocimiento

de esta via en ambos sistemas de cultivo y comprender mejor la fisiologia del medio sélido.

Para complementar estos estudios, se sobreexpresé el gen laeA (SE::laeA), cuya proteina es
un componente clave de la via AMPc-PKA y que funciona como un regulador global y
primordial en la produccién de multiples metabolitos secundarios en Aspergillus spp. Por otra
parte, se realizd la caracterizacion de las mejores transformantes para ver su papel en la
fisiologia del medio sélido. Y se evalué esto como un posible método de mejoramiento genético

para la sobreproduccién de lovastatina.
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Estudio de los componentes principales de la via AMPc-PKA: perfiles
de expresion

Se inicid6 con el estudio de la expresion del gen fadA (subunidad a de la proteina G
heterotrimérica) para saber si esta expresidbn es proporcional a su participacion en la
sefalizacion con PKA y si FadA esté relacionada con la produccién del metabolito secundario

(lovastatina) y conidiacién, como se ha encontrado en estudios con otros hongos.

Se observé que el patron de expresion fadA tuvo comportamientos distintos en ambos
sistemas de cultivo, especificamente en la trofofase: la expresiébn de fadA en FS fue
generalmente mas baja que la encontrada en FL, la cual se observé intensa practicamente en
toda la trofofase. En idiofase, la expresion fue baja en ambos sistemas de cultivo. Es decir,
gue la acumulacién de transcritos de fadA, en la fase de produccion, fue similar en FS'y FL,

siendo su expresion regulada negativamente.

El patrén de transcripcion de fadA, fue coherente con el modelo de funcionamiento de la via
AMPc-PKA propuesto por el grupo de N. Keller. Es decir, los resultados de esta tesis, coinciden
con los estudios realizados por Shimizu y Keller (2001), y Keller et al. (2005), donde
demostraron que FadA (Ga) estimula la actividad proteina quinasa A (PKA) dependiente de
AMPc, resultando, al menos en parte, en inhibicién de conidiacion y biosintesis de ST en A.
nidulans y AF en A. parasiticus, referido en esta tesis, en la inhibicién de la conidiacion y de la
biosintesis de lovastatina en la trofofase en A. terreus (especificamente alas 21 hen FSy 16
-18 h en FL, siendo alta la expresion de fadA) cuando el hongo esta en fase de crecimiento.
Apoyando esto, la regulacion negativa de la biosintesis de AF y la formacién de conidios, por
la via de sefalizacion FadA/PKA fue observada en A. parasiticus (Roze et al., 2004). Por lo
que, Yu et al. (1996) y Hicks et al. (1997), propusieron que la regulacion del crecimiento,
conidiacion y biosintesis de ST en A. nidulans, est4 bajo el control de una proteina G
heterotrimérica, proponiendo que FadA regula positivamente al adenilato ciclasa, la cual
incrementa el nivel de AMPc, lo que resulta en activacion de PKA. Esto ocasiona, al menos en
parte, regulacion negativa de AfIR (factor transcripcional especifico del cluster biosintético en
la sintesis ST) y factores transcripcionales implicados en conidiacion, siendo ambos
controlados por un regulador global llamado LaeA. Sin embargo, cuando el estimulo de bajos
niveles de nutrientes es captado por las proteinas G, no se disocian las subunidades a, de la
B y v, no sube la concentracion de AMPc y no se activa PKA. Asi posteriormente, se activa
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laeA, y se da el metabolismo secundario, la esporulacién y la resistencia a estrés. Pero existe
otra evidencia, que sugiere que FadA puede estar siendo regulada negativamente por FIbA,
especificamente en la idiofase analizando nuestros resultados. Esta regulacién se da mediante
la estimulacién de la hidrdlisis de GTP, asi, FadA-GTP se convierte rapidamente en FadA-
GDP, su forma inactiva (Yu et al., 1996), disminuyendo el crecimiento del micelio (Seo et al.,
2005; Yu, 2006; Rosén, 1999), y desencadenando el desarrollo asexual de conidioforos (Park
y Yu, 2012; Yu et al., 1996) y sintesis del metabolito secundario, tal como se observé en A.

nidulans.

Por otra parte, y de manera contraria, Tag y colaboradores (2000) encontraron que mutantes
con activacion dominante del alelo fadA (fadA®*?R), es decir, expresion constitutiva del gen
fadA, en Fusarium sporotrichioides, aumento la produccidén de micotoxinas de tricoteceno (TR)
y alterd la expresion del gen TR, al igual que en A. nidulans, estimulé la transcripcion de un
gen del cluster de genes de PN y elev6 su produccion. Asi, FadA tuvo papeles opuestos en la
regulacion de la biosintesis de un potente antibiético (PN) y una micotoxina letal (ST) en A.
nidulans, revelando que una proteina G define un punto de control importante para la expresion
diferencial de los metabolitos secundarios de hongos y entre otros géneros fungicos. Estos
datos proporcionan evidencia que sugiere que la orientacién de las vias de transduccion de
sefal de la proteina G como un medio para controlar o prevenir la produccion de una Unica
micotoxina podria tener consecuencias graves no deseadas con respecto a la produccién de

otros metabolitos secundarios.

En esta tesis se estudio a detalle la expresion del gen laeA, un regulador global de metabolitos
secundarios. Se observé un comportamiento ligeramente similar de la expresion del gen laeA
al observado en fadA. Lo interesante de resaltar es que se hallé una alta expresion de laeA al
final de la trofofase en ambos sistemas de cultivo, aunque mas en FL (a las 18 h),
desencadenando asi mas adelante el inicio de la produccién del metabolito secundario
(lovastatina) y otras vias dependientes de la misma, evidenciando la activacion de estos
mecanismos regulados por LaeA. Sorprendentemente, se observd que en idiofase, la
expresion del gen laeA fue regulada negativamente al hallarse casi nula la expresion de la
misma (eso se observé en Northern Blot, sin embargo, en RT-PCR si se observo una ligera
expresion a las 72 h), cuando se esperaba que su expresiéon fuera mayor que en la trofofase,

ya que se sabe el papel primordial de este regulador en la produccion de metabolitos
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secundarios. También es muy importante resaltar que la expresion de laeA en trofofase fue
inesperada, por lo que se interrogo, si esta proteina tiene alguna funcion relevante en la fase
de crecimiento, ya que esta siendo transcrita desde el inicio, observé una relacién positiva con
FadA. Pero, siendo LaeA un regulador del metabolismo secundario, es evidente que en esta
fase de crecimiento el metabolito secundario no se produce (lovastatina), por lo que se
especuld, que en la trofofase, LaeA tiene un papel importante sobre el crecimiento y/o es

regulada post-transcripcional o post-traduccionalmente de una manera importante.

Un estudio de Bok y Keller (2004) mostr6 que PKA regula negativamente la expresion de laeA.
En esta tesis se encontr6 cierta correlacion negativa de estos dos componentes en la trofofase,
en ambos sistemas de cultivo, particularmente en FS. En FS, cuando fue muy elevada la
actividad especifica PKA (18 h) se observd muy baja expresion de laeA, y cuando cae
drasticamente la actividad PKA (21 h) la expresion de laeA aumentd. Mientras que en FL, en
trofofase, cuando se observé muy baja actividad especifica PKA, la expresion de laeA fue muy
elevada (18 h). Sin embargo, en idiofase, no se encontro tal correlacion, ya que la actividad
especifica PKA no fue tan elevada y fue similar en ambos sistemas de cultivo, y la expresion
de laeA fue inferior a la observada en la trofofase, por lo que se sugirié que en idiofase, existe

otro mecanismo por el que la expresion del gen laeA esta siendo regulada negativamente.

Referente a esto, Shimizu et al. (2003) y Bok y Keller (2004) encontraron en A. nidulans que
el control transcripcional de PKA sobre aflR fue mediada por LaeA, y la expresion de laeA fue
regulada negativamente por AflR mediante un mecanismo de retroalimentacion, asi como
regulada negativamente por PKA y RAS (ambos también regulan transcripcional y post-
transcripcionalmente aflR). Es posible que algo similar esté sucediendo en idiofase con la
expresion de laeA, es decir, fue regulada negativamente por LovE (un factor transcripcional
similar que AfIR) por retroalimentacion, ya que se observo baja expresion de laeA, cuando

hubo una acumulacién elevada del transcrito lovE, siendo mayor en FS.

Debido a que LaeA esta corriente arriba del cluster biosintético de lovastatina, se penso,
deberia tener un comportamiento paralelo con el gen lovE por estar ambos involucrados con
el metabolismo secundario, sin embargo, no fue lo que se obtuvo. Se encontré un
comportamiento inverso de la expresion de lovE con la expresion de laeA. La acumulacion del
transcrito de lIovE s6lo se dio a niveles altos en la idiofase (42 h'y 72 h) en ambos sistemas de

cultivo (20% mas en FS) y un poco a las 21 h en FL.
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Respecto a ello, previamente se llevaron a cabo estudios moleculares en nuestro grupo de
investigacion para establecer las causas de la mayor produccion de lovastatina en FS, en
relacion con la FL. Los resultados mostraron que efectivamente la mayor produccion en FS
fue, al menos parcialmente, debido a una transcripcibn mas alta de sus genes biosintéticos,
especificamente 4.6 veces mas alto del nivel de factor de transcripcion lovE. Asi que, la alta
expresion de lovE en idiofase obtenida en los resultados de esta tesis, concuerda con Barrios-
Gonzalez (et al., 2008).

Por otra parte, tal parece que ambos genes laeA y lovE, tuvieron comportamientos inversos
en su expresion. Keller et al. (2005) encontré que en mutantes de A. nidulans con AlaeA:LOV+,
a las 24h no hubo expresion légica de laeA pero si se observé alta expresion de lovE y poca
expresion en demas tiempos, y en mutantes OE::laeA:LOV+ si hubo mas expresion de lovE a
lo normal observado en cepa WT:LOV+. Sin embargo, estos resultados no se observaron de
manera especifica y detallada por los autores ya que su interés fueron otros genes
involucrados en la biosintesis de ST. Ademas, fueron realizados en caja Petri, andlisis no tan
comparables con nuestros experimentos. Seria loégico esperar una correlacion en
transcripcién, pero no se observo asi en los resultados de esta tesis, por lo que se sugirié
existe una regulacion post-transcripcional en idiofase, o incluso en la forma que LaeA regula a
nivel epigenético, es posible que sea muy vital la accesibilidad de esa parte de la cromatina

en trofofase por otros genes importantes, y después ya no sea tan necesaria.

La expresion de laeA, no cabe duda, fue controversial. Referente a esto y basado en estudios
de micro arreglos de Perrin et al., 2007, encontraron que la supresién de laeA afecto la
expresion de 9.5% de genes en A. fumigatus, incluyendo genes requeridos para la produccion
de metabolitos secundarios (Bok y Keller, 2004). Mientras que en A. flavus, dio como resultado
la anulacién de la produccion de AF, detectandose la expresién de algunos genes tempranos
implicados en la biosintesis de AF pero ninguno de los genes biosintéticos tardios (Kale et al.,

2008). Y curiosamente, mutantes con supresion de laeA (AlaeA) fueron capaces de producir

ST en A. nidulans (Reyes-Dominguez et al., 2010). También, mutantes AlaeA en A. flavus
resulté en la pérdida de hidrofobicidad y otros cambios en el desarrollo que afecté la habilidad
del hongo a producir AF (Chang et al., 2012) y cambios en la superficie celular que pudieron

afectar la sefalizacion de luz (Bayram et al., 2010; Rodriguez-Romero et al., 2010; Ruger-
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Herreros et al., 2011) que es necesaria para la iniciacion del desarrollo y la sefializacion de la
proteina G (Tag et al., 2000).

Queda claro que LaeA tiene otras funciones, aln en la fase de crecimiento, y que incluso su
funcién en la produccién de metabolitos secundarios puede ser substituida. Tal como
encontraron Shaaban et al. (2010), al sobreexpresar el gen rsmA de A. nidulans, este fue
capaz de compensar parcialmente la pérdida de LaeA y VeA, restaurando la produccion de ST
y la activacion transcripcional de genes biosintéticos en cepas AveA y AlaeA. Sin embargo, las
disfunciones del desarrollo sexual de las cepas no pudieron ser rescatadas. Por otra parte, se
encontr6 por Bayram y colaboradores (2008), que LaeA y las dos proteinas de la familia velvet,
VeAy VelB son parte de un complejo trimérico que es esencial para coordinar el metabolismo
secundario y el desarrollo en la oscuridad. VelB y VeA son esenciales para la formacion de
cuerpos de fructificacion, mientras que LaeA es esencial para formar células Hille sexuales
(tipos de células especificas del desarrollo) y de apoyo a la formacién de esporas asexuales
en un entorno apropiado, tal como la luz. LaeA ademas de ser un regulador global para el
metabolismo secundario, presumiblemente modula su actividad con las proteinas de la familia
velvet, VelB y VeA, durante el desarrollo en la oscuridad (Bayram et al., 2008; Sarikaya-
Bayram et al., 2010). Todo esto expuesto, refleja que LaeA a nivel molecular, es mucho mas
gue un regulador global metabolismo secundario y desempefia un papel clave en el control del
desarrollo en la luz en A. nidulans mediante el control de cantidad y modificacion de las
proteinas de la familia velvet (Bayram y Braus, 2012) y méas funciones aun no identificadas,

sobre todo en el crecimiento vegetativo.

Siguiendo con el analisis de la tesis, el patrén de expresion de fadA también se compar6 con
la expresion de lovE. En ambos sistemas de cultivo, la expresion de fadA fue claramente
inversa a la de lovE. Por lo que se propuso una regulacién negativa de FadA hacia el gen lovE.
Algo similar a lo que observé Keller y colaboradores (2005), donde como conclusion de
estudios genéticos, propusieron que FadA regula negativamente, al menos en parte, a aflR en
A. nidulans. Se sugiri6 en esta tesis, ser AfIR similar a LovE, en el sentido de ser factores

transcripcionales especificos del clister biosintético (uno de AF y el otro de lovastatina).

En relacién con componentes corriente abajo en la via, se sabe que FadA activa el adenilato
ciclasa, por lo que incrementa los niveles de AMPc en la célula, y este compuesto activa PKA.

Shimizu y Keller (2001) y Shimizu et al. (2003) mostraron que PkaA (isoforma de la subunidad
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catalitica PKA) reprime la expresion de genes biosintéticos de ST. Esto, mediante la regulacién
transcripcional negativa de la expresion de aflR y también por la regulacién post-traduccional
(fosforilacion) de la proteina AfIR, debido a 3 sitios especificos de fosforilacion de PkaA en
AfIR en A. nidulans.

Con estos antecedentes se sugirid que en FS, durante la trofofase, no es FadA (ya que se
observo generalmente con expresion baja), sino PKA la que reprime los genes biosintéticos
de lovastatina por regulacién transcripcional de lovE. Es inclusive posible que PKA ejerza una

regulaciéon post-traduccional de LovE (en forma analoga a la de AfIR).

Estudio de los componentes principales de la via AMPc-PKA:
Concentracion de AMPc y Actividad PKA

Para conocer la relacién entre la expresion de fadA, niveles de AMPc y actividad de PKA, se

determind la concentracion de este segundo mensajero y la actividad especifica PKA.

En ambos sistemas de cultivo, se encontrdé un comportamiento similar entre la concentracion
de AMPc intracelular y la actividad PKA, siendo el comportamiento de ambos componentes

opuesto al patrén de expresion fadA, y siendo distinto tanto en FS como FL.

En primera instancia, en la FS, se observd que la concentracion de AMPc fue alta y la actividad
especifica PKA muy elevada en trofofase (18 h), cuando la expresiéon de lovE fue casi nula y
la expresion de laeA fue baja. Al pasar a la idiofase, la concentracion de AMPc bajo
drasticamente al igual que la actividad de PKA, cuando se expresé el gen lovE y procedié la
biosintesis de lovastatina. La concentracion de AMPc permanecio baja durante toda esta fase
de produccién, se confirmé asi, una relacion positiva entre AMPc y PKA, y relacién negativa

con la expresion de lovE en la produccién de lovastatina.

En contraste, en FL, se encontré en trofofase una baja concentracion de AMPc, y poca
actividad especifica PKA. En idiofase, la concentracion de AMPc subid, mientras que la

actividad de PKA ligeramente aumento, al mismo nivel que en la FS.

El hecho de que, en FL la concentracion de AMPc haya sido relativamente baja en trofofase
es inesperado, pues se esperaba un comportamiento similar al de la FS. También, que dicha

concentracion subiera en idiofase, teniendo relacion ligera con la actividad de PKA, no
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teniendo sentido con la expresion de lovE y la sintesis de lovastatina. Se sugirié que existe la
remota posibilidad de que, en FL, el AMPc regule en forma distinta la biosintesis de lovastatina.
Respecto a ello, el Unico estudio que apoya en cierto modo esta explicacion es lo realizado
por Tice y Buchanan (1981), que sugiere un papel regulador positivo de sefializacion de AMPc
en la sintesis de AF en A. parasiticus, donde la adicion de AMPc o DcAMP (analogo de
AMPc:dibutiriFAMPc) a un medio de crecimiento, dio lugar a una estimulacién dependiente y
niveles elevados de acumulacién de AF en cultivo liquido estacionario; el tratamiento resulté
en un aumento de 100 veces en AMPc/DcAMP intracelular. Estos analisis s6lo estan acordes
a lo que se obtuvo en esta tesis, en idiofase en la FL, cuando una elevada concentracién de

AMPc intracelular dio lugar a la produccion de lovastatina.

Con los datos obtenidos en esta tesis, respecto a las mediciones de AMPc intracelular,
expresion de fadA y actividad especifica PKA y realizado un andlisis conjunto, se observé un
comportamiento distinto de la expresion de fadA con la concentracion de AMPc y actividad
especifica PKA en cualquier tiempo en ambos sistemas de cultivo, teniendo algunas
discrepancias (especificamente en FL) con informes ya declarados y discutidos por Roze et
al. (2004) sobre el papel de FadA, AMPc y PKA en A. parasiticus y con el esquema regulatorio
propuesto para A. nidulans (Shimizu y Keller, 2001).

Se pudo concluir con esto, que los resultados de esta tesis sugieren, que FadA inhibe la
biosintesis de lovastatina, esto queda claro, particularmente en FL. Mientras que, en FS, al
haber detectado una expresion baja y constante de fadA en ambas fases (excepto a las 21 h).
Se consider6 que no entra en conflicto referido sobre el funcionamiento de FadA, donde su
transcripcion indica la participacion de estas proteinas G en la via de transduccion con una
percepcion hacia un ambiente solido. Esto valdria la pena investigarlo a mayor profundidad,
por su potencial importancia en el conocimiento de la transduccion de sefales del ambiente

sélido, de lo cual se sabe poco, y que da como resultado la fisiologia del medio soélido.

En cuanto a los componentes corriente abajo, AMPc y PKA, en FS funcionaron en forma
coherente con el modelo del grupo de Keller. Es decir, en trofofase, la concentracién de AMPc
y actividad de PKA fueron altas, bajando ambos drasticamente en idiofase, coincidiendo con
el inicio la expresion de lovE y biosintesis de lovastatina. También, mas tarde con la expresion
de brlA y la conidiacién. Sin embargo, en FL, solo la expresion de fadA coincidié con dicho

modelo. Sin embargo, la actividad de PKA, fue baja en trofofase y subid ligeramente en idiofase
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(a niveles mas o menos comparables a los de FS en esa fase). Aunado a este comportamiento
inesperado en FL, la concentracion de AMPc fue intermedia en trofofase y alta en idiofase,
como se discuti6é arriba, fue controversial y serd objeto de mas estudio. En un futuro habria
gue profundizar en el estudio de las diferencias encontradas en FS y en FL, particularmente la

alta concentraciéon de AMPc en idiofase.

De manera general, con los resultados de esta tesis, se propuso que FadA participa en la
activacion del adenilato ciclasa, incrementando el nivel intracelular de AMPc, el cual activa la
PKA en A. terreus. Se pudo concluir que FadA/AMPc/PKA regulan la sintesis de lovastatina y
conidiacion a través de mecanismos de regulacién similares a los descritos para la sintesis de

micotoxinas A. nidulans y A. parasiticus (Shimizu y Keller, 2001; Shimizu et al., 2003).

Respecto a la expresion del regulador global de metabolitos secundarios (LaeA) ya se habia
comentado un comportamiento similar al de la expresion de fadA, en el sentido de una
expresion alta (aunque muy puntual) en trofofase y baja expresion en idiofase, en ambos
sistemas de cultivo. Se propuso que la expresion de laeA en la idiofase, es regulada post-
transcripcional o post-traduccionalmente. Lo que si es claro es que FadA en la trofofase, regul6
negativamente la expresion de lovE, y por ende los niveles del transcrito lovF, gen que
transcribe para una policétido sintasa del clUster biosintético de lovastatina, confirmando una

relacién estrecha y positiva de LovE y LovF en la produccion de lovastatina en idiofase.

Otro factor componente involucrado en la via de sefializacion es el factor de transcripcién de
la conidiacién, brlA. Este se expreso solamente en FS, claramente a las 72 h en la idiofase,
coincidiendo con la observacion de esporas en FS después de 72 h. En este tiempo, la
expresion de fadA fue la mas baja, por lo que los resultados de esta tesis estan en
concordancia con lo reportado por Hicks et al. (1997) y Roze et al. (2004) en A. nidulans y A.
parasiticus. Indicando que FadA (Ga) estimula, al menos en parte, la inhibiciéon de conidiaciéon
y biosintesis del metabolito secundario. Asi, el estudio a nivel de transcripcion en esta tesis
sugiere que FadA regula de forma negativa, ademas de la expresion de lovE también la
expresion de brlA, es decir, la produccién de lovastatina y conidiacién en A. terreus. Es decir,
gue la alta expresion de fadA (en trofofase) inhibe la conidiacion y la produccién de lovastatina.
Cuando existe una regulacion negativa de fadA en la idiofase se activan dichos procesos,

confirmando la funcién de FadA en la supresion de estos mecanismos en A. terreus. Los
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resultados de esta tesis son coherentes también con los estudios de Shimizu y Keller (2001),
donde una mutante con expresién constitutiva de fadA (alelo fadA®*R) tuvo pérdida en la
biosintesis de ST y esporulacion asexual. Este mismo alelo regulé negativamente la sintesis

de AF y conidiacion dando un fenotipo suave y esponjoso (fluffy) en A. flavus.

Debido a que PKA es un potencial constituyente corriente abajo de la sefalizacion Ga-GTP,
fue examinado como un vinculo en la cascada de sefializacion que media la represion de FadA
en la expresion de aflR y brlA en A. nidulans por Brodhagen y Keller (2006). Otro estudio por
Bencina y colaboradores (1997) mostraron que la sobreexpresion moderada de pkaC en A.
niger, afectdé el crecimiento y las caracteristicas de esporulacion. Esto también tuvo
concordancia con los resultados encontrados en esta tesis, donde una baja actividad
especifica PKA en la idiofase en FS, dio lugar a una mayor conidiacion en A. terreus, lo que
no se detectdé en FL. Roze y colaboradores (2004) también encontraron que el AMPc
exdgeno/DcAMP vy la activacion de PKA tuvieron efectos reguladores sobre conidiacion y

sintesis de AF.

De hecho, los datos de Adams y colaboradores (1998) y Shimizu y Keller (2001), mostraron
gue PKA afecté la expresion de brlA. Cuando pkaA fue sobreexpresada, la expresion
transcripcional de aflR y brlA no fueron inducidos, lo que resulté en inhibicion de produccion
de micotoxinas y desarrollo de conidiéforos. Respecto a ello, se encontrd en esta tesis, que en
FS, en idiofase especificamente, cuando hubo baja concentracion de AMPc y baja actividad
PKA, hubo alta expresion de brlA y subsecuente conidiacién en A. terreus, mientras que en
FL, al haber alta concentracién de AMPc y actividad PKA, hubo expresién nula de brlA y poca

conidiacion.

Referente a otros transcritos involucrados no tan directamente, pero que convergen en la via
AMPc-PKA, esta el gen atfB y el gen msnA, y éstos mostraron comportamiento muy diferente
en cuanto a patrones de transcripcion. El gen atfB, en general mostré mayor expresion en FS
que en FL.

En FS, la expresion del gen atfB fue alta en trofofase y relativamente baja en la idiofase.

Mientras que en FL, se detectd una alta expresion solo a las 18 h, y después disminuy6 a un

nivel menor a las 21 h y se mantuvo casi constante hasta las 72 h. Con este comportamiento

pareciera que FadA influyd de manera positiva la expresion de atfB. Este patron de
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transcripcion no fue coherente con una regulacion positiva de AtfB sobre lovE y los otros genes
de biosintesis de lovastatina. Tal como lo refirid6 Roze y colaboradores (2011), donde hallaron
gue la via AMPc/PKA regula la biosintesis de AF en A. parasiticus, al menos en parte a través
de AtfB. Sus resultados sugirieron que AtfB activa los promotores de genes de AF que llevan
sitios CRE y, ademas, genes antioxidantes. En su trabajo encontraron que se expresa el gen
atfB en la fase de crecimiento tardia durante la formacion de conidios en medio sélido.
Ampliando esto, el grupo de Linz propuso un modelo donde una red de regulacion de factores
de transcripcion simultineamente activa los genes de defensa contra el estrés oxidativo (AtfB,
Yapl, MsnA, SrrA) y los de biosintesis (AfIR). De hecho, proponen que las AF contribuyen por
su capacidad antioxidante. (Hong et al., 2013; Roze et al., 2004). Es mas, el mismo grupo ha
demostrado la unién de AtfB a promotores de varios genes de biosintesis de AF, incluidos fas-
1y ver-1, asi como genes de respuesta a estrés como catl (especifico del micelio) y Mn sod
(mitocondrial) (Hong et al., 2013b).

Todo esto arriba mencionado contrasta con los resultados obtenidos aqui. Es posible que, en
A. terreus, AtfB no participe en la biosintesis de lovastatina, o que simplemente sea regulado
en trofofase y sea activado en idiofase. Por otro lado, el patrén de transcripcion de atfB coincide
con el de otras defensas antioxidantes como yapl y sodl, en el sentido de que se regulan a
la baja en idiofase (Miranda et al., 2013; 2014), colaborando a la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno en idiofase. Sin embargo, en este caso atfB conserva un cierto nivel de
transcripcién, con lo cual todavia seria posible un papel de regulador positivo, activando
promotores que tengan sitios CRE, de genes biosintéticos de lovastatina y conidiacion en A.
terreus.

Referido al factor transcripcional MsnA, un homélogo de Msn2 y Msn4 de S. cerevisiae, es un
factor requerido para la transcripcion de genes que codifican proteinas con funciones de
proteccion al estrés. Tanto en FS como en FL, msnA se expresé en ambas fases de
crecimiento. Con poca expresion a las 18 h y mayor a las 42 h en FL. En FS, la expresion
importante fue a las 72 h. Esta mayor expresion en idiofase concuerda con el papel teérico de
MsnA. Se ha propuesto que MsnA se activa en idiofase por la regulacién a la baja de la via
AMPc-PKA, activando los genes antioxidantes y también las AF. Simultineamente, se regula
positivamente la via SAPK/MAPKinasa, resultando de igual manera en que AtfB y SrrA se

unen a promotores de genes antioxidantes y biosintéticos (Hong et al., 2013).
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En un andlisis in silico del promotor de laeA y lovE se encontr6 secuencias putativas de
reconocimiento de los factores de transcripcion MSN2/4, por lo que seria posible que dichos
factores influencian sobre la expresion de laeA y lovE de acuerdo con la respuesta general de

estrés, y por tanto inhibicién de la respuesta general de estrés.

SOBREEXPRESION DE laeA (SE::laeA): ASPECTOS BASICOS Y
ESTRATEGIAS DE MEJORAMIENTO GENETICO

Con el fin de comprender mejor el papel de LaeA en la produccion de lovastatina, y otras
caracteristicas relacionadas con la via cAMP-PKA, en FS y FL, se estudio el efecto de la

sobreexpresion del gen laeA.

Debido a que en la parte anterior se encontraron diferencias en el comportamiento de algunos
componentes de esta via de sefializacion, sugiriendo que esta via percibe sefiales del medio
sélido, se tuvo el objetivo adicional de evaluar la sobreexpresién de laeA como una posible

estrategia de mejoramiento genético para generar cepas especiales para FS.

Dado que el éxito en mantener una industria competitiva de fermentacion depende en gran
medida en la mejora continua de cepas de produccion, los métodos de mejoramiento genético

se consideran tecnologias importantes en este campo.

Debido a que, LaeA (regulador global para la sintesis de metabolitos secundarios) esta
asociada con la cascada de sefalizacion AMPc-PKA la cual detecta sefiales del medio
ambiente, su sobreexpresién podria generar diferentes efectos en FS. Ademas, se obtuvo
evidencias en esta tesis, que algunos componentes de esta via se comportan de manera
diferente en FS (como expresion del gen fadA y el comportamiento de niveles de AMPc y
PKA). Por lo tanto, se propuso la sobreexpresion del gen laeA como un enfoque de
mejoramiento genético molecular para generar cepas sobreproductoras de lovastatina de A.
terreus, especialmente adecuadas para la FS. Se realizaron dos estrategias alternativas para
la sobreexpresion del gen laeA (SE:laeA): a) con su propio promotor y b) a partir de un

promotor constitutivo.

El efecto positivo de SE::laeA en la produccion de lovastatina ya se habia reportado antes,
pero en diferentes cepas y encaminados a diferentes objetivos. Como Kosalkova et al. (2008),

SE::laeA en P. chrysogenum, con el plasmido pIBRC43 bajo un promotor fuerte (gdh de A.
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awamori), obteniendo sélo un 25% de incremento en la produccién de PN. Bok y Keller (2004)
construyeron una cepa de A. nidulans con su gen laeA y el clister parcial de genes de
lovastatina proveniente de A. terreus, obteniendo incrementos importantes en la produccion
de PN y lovastatina en tiempos donde la cepa silvestre no mostraba actividad, incrementando
~400% de monacolin J (intermediario de lovastatina). También SE::laeA de A. nidulans con un
promotor inducible alcA en A. terreus, condujo un incremento de 400 a 700% en la produccién
de lovastatina. Sin embargo, es importante notar que, en este estudio, habia un propdsito
diferente y el medio utilizado no era un medio especifico para la produccion de lovastatina
(medio minimo de glucosa) ni el metabolito secundario se cuantificé con precision, fue un
analisis semi cuantitativo realizado en placas de cromatografia en capa fina (TLC); y la FL sélo
se realiz6 hasta las 36 h de crecimiento. En contraste, los resultados de esta tesis fueron
encaminados a hallar transformantes capaces de sobreproducir lovastatina de manera tipo
industrial, bajo las condiciones de produccién mas aptas para el hongo. Debido a esto, los

resultados no son comparables.

Aunque se habian reportado estudios sobre efecto de la sobreexpresion de laeA en la
biosintesis de lovastatina o expresion de algunos genes de biosintesis, existen varios
hallazgos y aspectos novedosos en esta tesis. En primer lugar, nunca se habia
sobreexpresado el gen laeA (SE::laeA) de A. terreus en él mismo. Otro es la utilizacién de dos
estrategias para SE::laeA: con su propio promotor y un promotor constitutivo. Tampoco habia
sido reportada una medicion cuantitativa (HPLC) de la produccién de lovastatina, lo cual
permitié evaluar con precision el efecto de incrementar el nUmero de copias de este gen. Otro
aspecto original es la comparacién del efecto de ambas estrategias (SE::laeA) en FSy FL y
hallar la mejor técnica de mejoramiento genético de la cepa para cada sistema de cultivo. Y
finalmente caracterizar las transformantes buscando efectos sobre la conidiacion, morfologia,
crecimiento, resistencia a estrés, y sobre la expresion de otros genes importantes en la via de

sefalizacion AMPc-PKA, para entender mejor la fisiologia del medio sélido.

Se sabe que un mayor nivel de expresién del gen de interés es logrado por la introducciéon de
copias multiples como se realiz6 en esta tesis (SE::laeA), aunque este aumento de copias
frecuentemente debe conducir al incremento de los niveles de actividad del gen introducido,
particularmente al incremento de lovastatina, aunque una correlacion lineal no es usualmente

observada, debido al afecto del sitio de integracion y a las limitaciones de la regulacion y del
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procesamiento post-traduccional. Por lo anterior, el uso de promotores fuertes o constitutivos,
como el utilizado en nuestro trabajo como segunda estrategia (promotor constitutivo gpd de A.
nidulans), puede resultar en un sistema de expresion eficiente. Pero, debido a que la
introduccion de genes con expresién constitutiva puede ocasionar problemas metabélicos en
el hongo, se opté por ademas sobreexpresar laeA con su propio promotor y encontrar cual

estrategia es mejor para obtener cepas sobreproductoras, principalmente para FS.

En la transformacion es posible lograr la recombinacion genética, es decir, generar nuevas
combinaciones de genes. Verdoes y colaboradores (1995) mostraron que transformantes
obtenidas por cualquier método, sus secuencias introducidas son integradas establemente en
el genoma por recombinacién homéloga o heterdloga. La recombinacion heteréloga es un
modo predominante de integracién en hongos filamentosos; mientras que la integracion
homologa llega a ser posible s6lo cuando hay longitudes extensas de secuencias homdélogas
entre el vector y el genoma (en relacion con levaduras o E. coli). En A. terreus, no se ha
reportado la eficiencia de la recombinacion homoéloga. Sin embargo, Barrios-Gonzalez et al.
(2003) indican que en transformantes de hongos que no tienen buena recombinacion
homoéloga, el vector puede integrarse en diferentes sitios en el genoma, siendo algunos de
estos sitios poco favorables para la expresion del gen, o incluso dafiar algan gen importante.
Sin embargo, una preseleccién simple y rapida de las mejores productoras de lovastatina
mediante fermentacion en cilindro de agar (FCA) y bioensayo, muestra los casos donde el gen
se integré en un sitio adecuado “neutro” del cromosoma, evitando asi las transformantes
falsas. Esta fue la estrategia usada en esta tesis, donde se preseleccionaron las
transformantes por su produccion en fermentacion en cilindro de agar (FCA), ya optimizada
por Bafios et al., (2009). De esta manera, se obtuvieron datos de produccién en FCA (con los
cuales se realizé una preseleccién), seguida de una produccién en FS y FL, para realizar asi

una evaluacion y seleccién de las mejores transformantes.

Produccién de lovastatina en FCA (preseleccion)

La primera estrategia basada en la construccion pUAMTPlaeA, SE::laeA con su propio
promotor, resulto en la obtencion de 21 transformantes resistentes a fleomicina (120 pg/mL),
de las cuales, evaluadas por FCA, sdélo 10 transformantes mostraron mayor produccion de
lovastatina respecto a la parental (>220 ug lov/imL vs 190 ug lov/mL, respectivamente).

Mientras que, en segunda estrategia basada en la construccibn pUAMTPIlaeAcons,
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expresando laeA constitutivamente, se obtuvieron sélo 12 transformantes resistentes a
fleomicina, de las cuales, 10 transformantes mostraron mayor produccion de lovastatina que
la parental en FCA (>190 pg lov/mL vs 190 pg lov/mL, respectivamente). Las transformantes
sobreproductoras de lovastatina en FCA fueron mas abundantes en la poblacién de
transformantes con promotor constitutivo: 10 de 12 vs. 10 de 21 en la poblacién de
transformantes con propio promotor del gen, (Pérez et al., 2015). Esto ya sugeria que la

estrategia de usar un promotor constitutivo generaba mayor proporcién de sobreproductoras.

Produccién en FSy en FL (Seleccidn)

Se prosiguid a la evaluacion de la produccién de lovastatina de las transformantes
preseleccionadas en ambas estrategias en ambos sistemas de cultivo, realizando FS y FL en
un solo punto (dia 7). Un aspecto intrigante que se obtuvo es que una proporcién importante
de las transformantes mostr6 una fuerte disminucion en los niveles de produccion en FL
(inferior a la parental): 40% de las transformantes con propio promotor, y un sorprendente 90%

con promotor constitutivo.

Este fendbmeno no se observd en FS. La razén de esto no esta clara, pero parece que la

fisiologia de FL es mas vulnerable a los sitios de integracion inconvenientes.

Es importante sefialar que, presumiblemente a causa de la integraciéon del gen laeA en
diferentes sitios, las transformantes mostraron diferencias en el nivel de produccién y otras
caracteristicas. De esta manera, la mayoria de las mejores transformantes mostraron buen
rendimiento en FS o en FL. Es decir, las mejores sobreproductoras en FS no eran las mejores
en FL y viceversa. Aungue la razén de esto no esta clara, esto concuerda con las conclusiones
de otros estudios sobre la produccién de enzimas o metabolitos secundarios mencionados

anteriormente y con el poco conocimiento de la fisiologia del medio sdélido.

Sin embargo, un buen desempefio en ambos sistemas de cultivo, aunque no es comun, se
pueden obtener. Este fue el caso de T9laeA, mejor transformante (SE::laeA con su propio
promotor) en FS y la segunda mejor en FL de esta estrategia, o la T6laeA con el aumento de

la produccion a nivel medio en ambos sistemas de cultivo.

Las demas mostraron rendimientos contrastantes, como T3laeA y T2laeA con muy buenos

niveles de produccion en FS, pero muy malos rendimientos en FL. Del mismo modo, T2laeAy

T4laeA, con producciones de nivel medio en FS y muy malos rendimientos en FL. Respecto a
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la segunda estrategia (SE::laeA promotor constitutivo), sélo la T5laeAcons mostré un
excelente rendimiento en la produccion en FL y nivel medio en FS. La T2laeAcons que fue la
mejor en FS, pero tuvo una disminucion del 10.9% en FL, y la mayoria practicamente
mostraron buenas producciones en FS, y reducciones desastrosas en la produccion en FL.

Curiosamente, ninguna transformante mostré una disminucién de la producciéon en FS.

Sobreexpresién de laeA como método de mejoramiento genético.

Para evaluar qué estrategia era mas conveniente para obtener cepas sobreproductoras para
FS, dos factores fueron tomados en cuenta: porcentaje con que estas mutantes se pueden

obtener (abundancia de la poblacién transformante), e incremento en la produccion.

Con esta perspectiva, sobreexpresando laeA con un promotor constitutivo resulto una
estrategia mas adecuado para obtener cepas sobreproductoras de lovastatina en FS. Esto,
debido a la muy alta abundancia de estas mutantes dentro de la poblacién transformante
(100%). Ademas, la mejor transformante mostré un incremento en la produccion de 63%. Para
FL el panorama fue diferente, ya que so6lo el 10% de las transformantes fueron

sobreproductoras en FL, la mejor y Unica obtuvo un incremento del 62%.

La poblacién de transformantes que sobreexpresan laeA con su propio promotor contuvo 90%
de sobreproductoras para FS. Sin embargo, la mejor productora en FS mostré un incremento
de produccion solo del 47%. En cuanto a FL, esta estrategia produjo una poblacién de
transformantes con un 50% de sobreproductoras, que es mucho mayor que en la estrategia

anterior. Ademas, la mejor transformante mostr6é un incremento de 82%.

En términos generales, los resultados obtenidos mostraron que la SE::laeA, bajo cualquiera
de las dos estrategias usadas, es un excelente método para generar cepas sobreproductoras
(lovastatina) en FS. Bajo ciertas circunstancias, el enfoque también se ha realizado
correctamente para obtener cepas sobreproductoras de FL. El que se haya obtenido
excelentes resultados de sobreproductoras sobre todo en FS se debe quizas a que, el hongo
en FS se adapta mejor a la sefalizacion desde el inicio de su crecimiento, pero al evaluarlas
éstas mismas en FL, quizas el sitio de integraciéon del gen laeA es mas critico para producir
lovastatina en medio liquido lo que se tradujo en menos incrementos o disminuciones, igual y

a que se transduce la sefalizacion con menos claridad afectando la expresion de laeA. Por lo
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gue se demostré que, la sobreexpresion del gen regulador global laeA en A. terreus es un
excelente método para generar cepas sobreproductoras de lovastatina para FS, pero no tanto
para FL. Ya que LaeA es un regulador global del metabolismo secundario, es muy probable
gue este método pueda ser aplicado a otros metabolitos secundarios de hongos para generar

cepas sobreproductoras de FS.

Muy pocos trabajos han explorado estrategias de mejora genética molecular para obtener
cepas especiales para FS. En el campo de la produccién de metabolitos secundarios, Campos
y colaboradores (2008) aumentaron la dosis de todo el clister de genes de PN en 2 cepas de
P. chrysogenum. Las transformantes mostraron importantes aumentos en las producciones de
PN, mas en FS, en relacion con la obtenida en FL. Debido a que el incremento de produccion
en FS fue mayor, los autores discuten que, aparentemente, los genes que permiten un buen

rendimiento en FS, se conservan mejor en cepas que son mas semejante a la parental.

Caracterizaciéon de las mejores transformantes

Volviendo a la presente tesis, se seleccionaron las mejores transformantes, 2 de cada
estrategia, una para cada sistema de cultivo, Las mejores para FS: T9laeA y T2laeAcons; y
las mejores para FL: TllaeA y T5laeAcons. Estos fueron posteriormente caracterizados en
estudios cinéticos, donde los rendimientos alcanzados de lovastatina fueron mucho més altos
gue los encontrados en etapas previas. La razon fue que se desplazé el tiempo maximo
produccién. Los resultados confirmaron que la mejor transformante en FS fue la T2laeAcons,
con promotor constitutivo, el cual extendio su etapa de produccion al dia 9 (la parental produce
hasta el dia 5), alcanzando 30.6 mg de lovastatina/gss. Esto representé un 104% de
incremento en la produccion. Esta transformante ademas que obtuvo un alto incremento en la
produccién, obtuvo una concentracion de lovastatina superior en relacién con las reportadas
para FS en articulos publicados. Bafios y colaboradores (2009) reporta una maxima de
produccion de lovastatina de 19.95 mg/gss en FS en soporte inerte artificial, mientras que
Valera y colaboradores (2005) reportaron una produccién de 16.78 mg/gss con una cepa

mejorada en FS con salvado de trigo.

Las transformantes seleccionadas para FL, TllaeA y T5laeAcons, también extendieron el
tiempo de producciéon para la biosintesis de lovastatina desde el dia 3 hasta el dia 9,

alcanzando en la TllaeA una alta produccién de lovastatina de 0.89 mg/mL (102% de
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incremento en la produccion). Este es un nivel de produccion interesante, si se compara con
otros informes sobre la mejora de cepas (Vilches-Ferrén et al., 2005; Sreedevi et al., 2011; Li
etal., 2011).

Desde un punto de vista basico, era muy importante por un lado confirmar que el gen laeA
realmente se sobreexpreso y por otro lado, determinar si el incremento del nUmero de copias
del gen laeA en A. terreus tuvo un efecto sobre la produccion de lovastatina y no sobre el
crecimiento. Es decir, demostrar que el incremento en la produccién de lovastatina fue debido
a una mayor produccién especifica y no a un mayor crecimiento, por lo que obtuvimos las
producciones especificas. Los resultados demostraron que todas las transformantes
seleccionadas muestran producciones especificas superiores a la parental, es decir, que el
incremento en la produccién de lovastatina se debidé realmente al numero de copias

introducidas y no al efecto de un mayor crecimiento por la manipulacion genética realizada.

En esta tesis, un analisis en la expresion confiirmé que el gen laeA fue realmente
sobreexpresado en las transformantes seleccionadas. Todas las transformantes mostraron
una expresion de laeA notablemente mas alto que la cepa parental, en ambos sistemas de
cultivo en particular en la trofofase (18 h). En las transformantes seleccionadas para FS,
T2laeAcons y T9laeA, el gen laeA se expresd mas alto que la parental, en ambas fases de
crecimiento, particularmente la transformante con promotor constitutivo (T2laeAcons) fue
superior en todos los tiempos (muy intensa en trofofase a las 18 h) tanto respecto a la parental
como a la T9laeA. Para la T9laeA, s6lo hubo mayor expresién a las 18 y 120 h (5 d), en otros
tiempos fue similar incluso un poco menor que la parental. Esto resulta muy interesante, ya
gue correlaciona y podria explicar el alargamiento de la fase de produccién en estas

transformantes sobreproductoras.

En las cepas seleccionadas para FL, también se comprob6 que laeA se expresa mas que en
la parental. Sin embargo, en estas mutantes (y en este sistema de cultivo) aunque esta claro
gue el mejoramiento en la produccién de las transformantes se debié a la SE::laeA, y que los
altos incrementos en la produccion de lovastatina se debieron de igual manera a periodos mas
largos de produccién en las transformantes, no pudimos encontrar correlaciéon entre la
expresion laeA en la parte final de la idiofase y la extension del periodo de produccion de

lovastatina, ya que la expresion de laeA es baja en la idiofase. Por lo tanto, en la actualidad
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no queda claro cémo podria estar relacionada la sobreexpresion de laeA con la
sobreproduccion de lovastatina.

LaeA sigue siendo una proteina enigmatica: a pesar de que fue originalmente identificada
como un regulador global de la biosintesis de metabolitos secundarios, se encontrd
posteriormente que tienen funciones importantes en otros aspectos fisiol6gicos como en el
desarrollo y el parasitismo, entre otros rasgos (Bok et al., 2005). Actualmente distintos
proyectos del laboratorio se enfocan en la identificacion de las sefiales ambientales en cultivo
sé6lido y sus vias de transduccién que inducen los genes reguladores, factores de transcripcion
y los clusters de genes biosintéticos. De esta manera, fue interesante analizar como la
SE:laeA en A. terreus modific6 algunos genes implicados en la via de sefializacion AMPc-
PKA y cémo afectd otros aspectos fisiologicos, como el crecimiento, la conidiacién, la
morfologia, y la respuesta al estrés. Por ello, se analizé la expresion de genes como: lovE,

lovF, brlA y msnA, que esperdbamos se modificaran debido a la SE::laeA.

Respecto a la expresion de lovE y lovF se observé que, en algun tiempo, las transformantes
tuvieron mayor acumulacion de estos transcritos respecto a la parental. Asi, las mejores
transformantes para FL (T5laeAcons y TllaeA) y la T9laeA (mejor transformante para FS que
SE::laeA con su propio promotor), tuvieron mayor expresion de lovE y lovF a las 72 h, respecto
a la parental. Sin embargo, la mejor transformante en FS, la T2laeAcons que SE::laeA con
promotor constitutivo, tuvo un comportamiento diferente, sélo se observd un ligero incremento
de expresion de ambos genes a las 18 h, en otros tiempos fue similar incluso menor que la

parental.

Sin embargo, no se encontr6 la correlacién esperada entre la expresion de laeA con los genes
de biosintesis, se pretendia encontrar en todos los tiempos analizados (sobre todo en idiofase),
gue fuera mayor su expresion respecto a la parental. Pero, tomando de base lo analizado en
la parental, sobre un comportamiento opuesto de estos genes respecto a laeA, estos

resultados fueron en cierta forma légicos.

También se analizé la expresién de brlA y se observé un aumento en la TllaeA y T9laeA
(transformantes con propio promotor) en la idiofase (72 h), mientras que en las transformantes
con promotor constitutivo, solo la T5laeAcons (mejor transformantes para FL) aumento un

poco su expresion, mientras que extrafiamente la T2laeAcons (mejor transformante para FS)
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disminuyd su expresion significativamente a las 72 h, siendo menor que la parental. Esto
concuerda con el poco incremento de esporulacién detectado. Evaluando el indice de
esporulacion de todas las transformantes preseleccionadas se encontré que, las
transformantes que SE::laeA con su propio promotor presenté aumentos muy altos en el indice
de esporulacion (240% promedio), mientras que las transformantes que SE:laeA

constitutivamente mostraron un aumento comparativamente menor (65% promedio).

El efecto de SE::laeA en la conidiacion, observada en este trabajo, podria explicarse por el
papel que desempefia LaeA en la interaccion con el complejo velvet, relacionado con el
desarrollo sexual y asexual dependiente de la luz. Se ha reportado que, en A. nidulans, LaeA
controla negativamente la concentracién del dimero VosA-VelB, los cuales reprime la
formacion de esporas asexuales (Niy Yu, 2007; Sarikaya-Bayram et al., 2010). Y los estudios
sobre P. chrysogenum, han demostrado que, PcLaeA, también posee una funcién en la
diferenciacion de hifas, encontrando un fenotipo hiper ramificado en mutantes APclaeA (Hoff
et al., 2010). La supresion del gen laeA en P. chrysogenum, y también en A. fumigatus y A.
flavus, causé la reduccion de conidiacion (Bok et al., 2005; Chang et al., 2012). Al parecer
expresarse de mas laeA en la trofofase provoca cambios drasticos en la conidiacion, mientras
gue expresarse de mas en la idiofase tiene un efecto muy positivo, pero lo que es seguro, es

gue LaeA esta intimamente ligado con la conidiacion.

Aparentemente, la conidiacién es un proceso fisiol6gico mas delicado y sofisticado que el
crecimiento. Respecto a ello, nuestros resultados indicaron que la SE::laeA también tuvo un
efecto positivo en el crecimiento (RGR). Contrario a lo hallado sobre la esporulacion, el
aumento en la tasa de crecimiento radial fue similar en ambas poblaciones, es decir, en
transformantes con propio promotor y con promotor constitutivo. En general, las cepas
sobreproductoras industriales, las cuales han sido objeto de varios programas de mutacion y
seleccion, tienen una vitalidad reducida, expresada en una velocidad de crecimiento baja y
conidiacion muy reducida. En este sentido, un aumento en la esporulacién y velocidad de
crecimiento, obtenido como beneficios colaterales en nuestras transformantes que SE::laeA,

son ventajas adicionales de los métodos de mejoramiento genético aqui propuestos.

En el trabajo de Kosalkova et al. (2008) arriba mencionado, se obtuvieron mutantes nulas del

gen laeA exhibiendo niveles drasticamente reducidos de PN y defectos en la pigmentacion y
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esporulacion. De manera interesante, los resultados de esta tesis, la SE::laeA en A. terreus
muestran cambios en la morfologia con aparicién de surcos y mayor esporulacion en algunas
transformantes, sugiriendo que LaeA esté relacionado con el tipo de crecimiento (morfologia
colonial) y la esporulacién. Esto parece no concordar con la via de sefializacibn donde esta
involucrada LaeA (ver Figura 2), ya que ésta, es independiente pues se encuentra corriente
debajo de los genes de esporulacion. De hecho, el gen laeA fue descubierto buscando
mutantes que habian perdido su capacidad de producir metabolitos secundarios, pero
mantenia su capacidad de esporulacién (Keller et al., 2005). Sin embargo, Bok y colaboradores
(2005) presentaron resultados donde muestra que LaeA actlla como un regulador de expresion
de genes que codifican para componentes conidiales tal como pigmentos e hidrofobinas, que
contribuyen a su virulencia en A. fumigatus. Todo esto sugiere que debe haber otras vias en

las que LaeA influencia la forma de crecimiento y la esporulacién.

Por otra parte, nuestro grupo ha reportado estudios sobre otros factores relacionados con la
mayor produccion de lovastatina en FS (Miranda-Labra et al., 2007 y 2009), los cuales apoyan
lo reportado por Bafios y colaboradores (2009). Este ultimo estudio sugiere que la capacidad
de contender con el estrés osmotico y oxidativo tiende a ser importante para la produccion de
lovastatina en FS. Por lo que, esto fue la base de métodos de mutacion y seleccion racional
eficaces para aislar mutantes sobreproductoras especiales para FS (Bafios et al. manuscrito

en preparacion).

Con el fin de evaluar posible relacién entre LaeA y la resistencia a estrés oxidativo, se evaluo
este parametro. Se observaron diferentes fenotipos en transformantes de ambas estrategias,
habiendo algunas resistentes (20%) y el resto sensibles al estrés oxidativo. Las mas
resistentes a H.O- con respecto a la parental, casualmente fueron las mejores transformantes
gue SE::laeA con propio promotor (T9 y TllaeA) en FS y FL. Las menos sensibles, fueron las
mejores transformantes que SE::laeA con promotor constitutivo (T2 y T5laeAcons) en FSy FL,
respectivamente. Esto llama la atencion, pero no esta claro si esta relacionado con la
sobreexpresion de laeA y al promotor utilizado. Sin embargo, si se correlacion6 con la
expresion de msnA en esas transformantes. En este caso, la expresion del gen mnsA, factor
especifico de respuesta al estrés, fue mayor en la T9 y TllaeA a las 72h, traducido en mayor
resistencia al estrés oxidativo. Mientras que para las T2 y T5laeAcons fue todo lo contrario,

menos expresion de msnA, menos resistencia.
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También se evalud la posible relacién entre LaeA y la resistencia a estrés osmatico. Se
encontré que las mejores transformantes para FS (T2laeAcons y T9laeA), tuvieron un efecto
de sensibilidad al estrés osmético, mientras que las mejores transformantes para FL
(T5laeAcons y TllaeA), presentaron una mayor resistencia. Este puede ser un dato importante
en cuanto a caracteristicas para aislar a cepas sobreproductoras para uno u otro cultivo. Sin
embargo, habria que profundizar y confirmar estos resultados. Interesantemente la T2laeAcos
(la mayor productora de lovastatina en FS, con mejor productividad que todas en general) fue

sensible tanto a estrés osmotico como a estrés oxidativo.

CONCLUSIONES

1. Comparando la FS con la FL, se encontré6 expresién diferencial del gen fadA vy
comportamiento distinto de componentes clave en la via de sefializacion AMPc-PKA,
en FSyenFL:

a. Laexpresion de fadA, en trofofase, fue baja en FS (excepto a las 21 h) y alta y
muy intensa en FL. En idiofase fue regulada a la baja, en FS 'y FL.

b. En FS, se relaciond ligeramente la expresion de fadA con el nivel de AMPc
(sobre todo en idiofase), encontrandose buena relacién entre AMPc y PKA.
Como se esperaba, hubo una relacion inversa de estos componentes con la
expresion de lovE y el clster biosintético lovastatina (lovF).

c. Sin embargo, en FL, se encontré una relacion directa entre la concentracion de
AMPc y actividad PKA, siendo el comportamiento de ambos controversial en
idiofase (niveles altos en ambos, mas en AMPc) y siendo opuesto al patron de
expresion fadA.

2. Los resultados corroboran que la via FadA/AMPc-PKA, tiene, al menos en parte, una
influencia reguladora sobre la biosintesis de lovastatina y conidiacion en Aspergillus
terreus (probablemente a través de mecanismos de regulacion similares a los
publicados para otros hongos), pero siendo distinto el comportamiento en ambos
sistemas de cultivo.

a. El patrén de expresion del gen laeA, regulador global de metabolitos

secundarios, tuvo un comportamiento ligeramente similar al observado en fadA,
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con un maximo a las 21 h (trofofase) y regulada a la baja en idiofase. Este
comportamiento fue inesperado, ya que se cree tiene un papel fundamental en
idiofase en ambos sistemas de cultivo.

b. Se observaron, inesperadamente, comportamientos inversos en la expresion
de los genes laeA y lovE.

c. En FS, se encontr6 una correlacion positiva entre la actividad PKA y la
expresion del gen laeA (alta en la trofofase).

d. El patron de expresion del factor especifico de conidiacion brlA fue el contrario
al observado en fadA. Esto sugiere que fue regulado negativamente por FadA
(Ga). Algo similar se observo con la expresion de lIovE y subsecuente del gen
lovF, es decir, inhibe conidiacion y biosintesis de lovastatina en A. terreus.

3. Conrelacion a FS vs FL, se encontro expresion diferencial de algunos genes del cluster
especifico de lovastatina, esporulacién y respuesta al estrés (gen laeA, lovE y lovF,
brlA, atfB y msnA):

a. Se observo mayor transcripcion del gen laeA en trofofase (18 hen FSy 21 hen
FL) y regulada a la baja en idiofase en ambos sistemas de cultivo.

b. EnFS, mayor expresion de los genes del cluster de lovastatina en idiofase (lovE
y lovF), mayor expresion de brlA (practicamente no hubo en FL), relacionado
con la conidiacion, mayor expresion de atfB y también una ligera mayor
expresion de mnsA.

4. Al sobreexpresar laeA (SE::laeA) se hallaron diferencias en parametros fisiologicos
analizados y en el comportamiento de algunos componentes de la via de sefializacion
AMPc-PKA

a. Se confirmd que las mejores transformantes tienen integrado la construccion
respectiva y se sobreexpresa el gen laeA, en ambos sistemas de cultivo.

b. Las mejores transformantes modificaron la expresién de algunos genes, que
involucran la via de sefializacion AMPc-PKA, el cluster biosintético,
esporulacidny respuesta al estrés (fadA, laeA, lovE, lovF, brlA y mnsA), ademas
de otros aspectos fisioldégicos, como el crecimiento y la conidiacion, siendo

generalmente mayores respecto a la parental.
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c. Se concluyé que SE::laeA bajo cualquiera de las 2 estrategias usadas (con
promotor constitutivo y propio promotor), son excelentes métodos para generar
cepas sobreproductoras (lovastatina) en FS y, en menos abundancia, para FL.

d. El tiempo de produccion fue mayor en las mejores transformantes
caracterizadas: para FS (T9laeA y T2laeAcons) y para FL (TllaeA y
T5laeAcons).

e. Este método de mejoramiento genético molecular ofrece alta proporcion de
sobreproductoras en la poblacion de transformantes (particularmente para FS)
asi como altos incrementos de produccién de lovastatina. En FS, la
transformante con promotor constitutivo, T2laeAcons, alcanzé 30.6 mg/gss
(104% de incremento). En FL, la transformante con promotor propio, T1llaeA,

produjo 0.89 mg/mL (102% de incremento).

PERSPECTIVAS

e Evaluar la expresién de los mismos genes y componentes de la via AMPc-PKA
analizados en esta tesis, asi como parametros fisiol6gicos, pero en mutantes de
expresion constitutivamente activa de fadA (fadA®*?R). Lo anterior nos dara una vision
mas clara que el patrén de transcripcion. Es decir, ver el efecto de activar la via, sobre
los componentes, blancos moleculares y funciones fisiolégicas.

e Un complemento ideal seria generar mutantes con interrupcion del gen laeA (AlaeA), y
hacer los mismos andlisis.

e Lo anterior se compararia con lo obtenido en las transformantes que SE::laeA, para
obtener una comprensién mas clara de como son expresados o regulados dichos

componentes.
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