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Resumen

La lovastatina es un farmaco de gran importancia industrial empleado para reducir los niveles
de colesterol en la sangre. Su produceion convencional se lleva a cabo en fermentacion liquida
(FL). Sin embargo, en los ltimos anos se ha despertado un gran interés en obtenerla mediante
fermentacion solida (I"'S) por sus miltiples ventajas, principalmente por la elevada produccion.
En la “fisiologia del medio solido” existen ciertos estimulos ambientales que anuncian al hongo
productor que se encuentra en medio solido, estos estimulos deben ser detectados y entonces
transducidos, disparando un nttmero de eventos a nivel molecular. Uno de los estimulos de
mayor interes es el contacto con el aire, recientemente se ha encontrado mayor evidencia de que
el metabolismo secundario, en hongos filamentosos, esta asociado con el estrés oxidante. Se ha
demostrado que la produccion de lovastatina, aflatoxinas y probablemente otros metabolitos
secundarios correlaciona con un estado oxidante en la fase de produccion (idiofase). De hecho,
sus genes de biosintesis se inducen por la presencia de especies reactivas de oxigeno (IZROs).
Debido al papel que juegan las XROs en la fisiologia de los organismos como segundos
mensajeros en las vias de transduccion de senales y los antecedentes de ortologos del gen atfB

en otras especies, el presente proyecto tuvo como objetivo demostrar el papel que tiene el factor

transcripcional AtfB como nexo entre las IZROs y la induccion de los genes de biosintesis. in
otras palabras, buscar la explicacion de la relacion entre el metabolismo secundario y el estrés

oxidante.

Para lograr establecer este vinculo, se identifico y se silencio el gen atfBen A. terreus mediante
RNAi. Para ello se construyo el vector de silenciamiento pGpdPki-RNAi-AtatfB y se
obtuvieron transformantes con el gen silenciado. Se evaluaron los efectos en cuanto a
crecimiento y esporulacion, ademas de la produccion de lovastatina y acumulacion de F2ROs en

los sistemas de FLiy I'S.

Los resultados obtenidos proveen suficiente evidencia para decir que el factor transcripcional

AtfB esta involucrado en la cascada de senalizacion de defensa ante el estrés oxidante y
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osmotico, porque al estar disminuida su expresion, las transformantes presentaron mayor
sensibilidad ante estos estreses. Ademas, AtfB tiene una doble funcion, como regulador en el
metabolismo secundario en la produccion de lovastatina por A. ferreus Fn FS actiia como un
regulador positivo de la ruta biosintética debido a que las cepas silenciadas disminuyeron la
produccion hasta 70% Mientras que en la FL actiia como un regulador negativo, ya que la
produccion de lovastatina aumento hasta 124% en las SiaffB. Se demostro que las diferencias
en la produceion por parte de las transformantes no se deben a una variacion en la acumulacion
de EROs, debido a que no se presentan diferencias importantes entre la cepa parental y las
transformantes, lo cual indica que el efecto de debe directamente al silenciamiento del factor
transcripcional AtfB. Con lo anterior se demostro que este factor de transeripeion es un nexo
entre las INROs y los genes de biosintesis, jugando un papel clave en el circuito regulatorio que
integra al metabolismo secundario y la respuesta celular al estrés oxidante. Ademas, este factor
transcripcional también juega un papel importante en la fisiologia contrastante que muestran

los hongos en FS y FL.
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1. Introduccion

Los hongos filamentosos producen una gran variedad de metabolitos secundarios originados a partir
de intermediarios del metabolismo primario; estos compuestos no tienen un papel fisiologico durante
la fase de crecimiento. En esta primera fase (trofofase) no se sintetizan, sino que son producidos
durante una etapa de produccion subsecuente en la que el microorganismo no crece, pero sigue
metabolicamente activo (idiofase), la cual inicia cuando el crecimiento es limitado por el agotamiento
de algun nutriente clave como carbono, nitrogeno o fosfato (Barrios-Gonzalez ef al., 2003). Al faltar
alguno de estos nutrientes, se altera la produccion de metabolitos primarios y se originan inductores

de enzimas que daran lugar a metabolitos secundarios.

En los productos no fundamentales en el metabolismo microbiano existe una gran diversidad de
moléculas bioactivas, como los antibioticos, farmacos, micotoxinas, entre otras. Uno de los grupos de
farmacos que en las ultimas décadas ha tomado relevancia en paises occidentales son las estatinas.
Estos compuestos se utilizan para disminuir el colesterol y los triglicéridos en sus distintas formas,
debido a que estos ltimos favorecen la incidencia de las enfermedades coronarias y la progresion de
lesiones de arteriosclerosis, las cuales representan una de las causas mas importantes de muerte. Del
colesterol total del cuerpo, solamente una tercera parte proviene de la dieta, las otras dos terceras
partes son sintetizadas por el higado (Alberts, 1988). Debido a esto, la inhibicion de la biosintesis del

colesterol es una estrategia importante para reducir los niveles de colesterol en sangre.

Las estatinas naturales son una clase de moléculas con estructura policétida, las cuales pueden
obtenerse mediante el metabolismo secundario de hongos. La lovastatina es un metabolito secundario
con actividad inhibitoria sobre la enzima hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa,
reduciendo de esta manera los niveles de colesterol en la sangre (Manzoni & Rollini, 2002).
Convencionalmente se ha obtenido lovastatina empleando mutantes de Aspergillus terreis en FL,, sin
embargo, la TS recientemente ha emergido como una potente tecnologia para producir
concentraciones mas altas de enzimas y metabolitos secundarios (Banos ef al, 2009). Debido a la alta
produccion de lovastatina en estos estudios, se investigo acerca de los estimulos ambientales especificos
en la IF'S. Se encontro recientemente que el contacto directo con el aire es un estimulo muy importante,
el cual induce la alta produccion, ademas del estimulo del soporte solido. Considerando lo anterior,
este efecto estimulante del contacto directo con el aire puede ser mediado por la formacion de especies

reactivas de oxigeno (KROs) (Miranda et al, 2014).

Para conocer los eventos que causan estas diferencias, nuestro grupo de trabajo ha realizado estudios
bioquimicos y moleculares que muestran que existen ciertos estimulos ambientales que solo se

encuentra en medio solido, éstos son detectados y traducidos para asi generar una respuesta fisiologica
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o molecular. Asi mismo, el aumento de la produccion de lovastatina ha sido relacionado con una

mayor transeripeion de los genes biosintéticos (Barrios-Gonzalez et al 2010).

Por otro lado, dado que la produccion de EROs ocurre espontaneamente en los organismos aerobios,
se hace necesario la presencia de un sistema de defensa que contrarreste los efectos oxidantes de estas
especies. Debido que una elevacion de las EROs puede suceder rapidamente, las rutas de respuesta de
los hongos deben ser igualmente rapidas. Por lo tanto, la célula debe ser capaz de detectar el balance
redox alterado, modular la actividad de reguladores transcripeionales apropiados y entonces inducir

la expresion de genes diana relevantes (genes de defensa antioxidante) (Miranda, 2013).

En estudios realizados por Miranda ef al (2013) en Aspergillus terreus, se encontro que la
acumulacion de EROs coincide con el inicio de 1a produccion de lovastatina y, a su vez, se encontraron
diferencias entre la I'S y FL en los niveles de EROs. Mientras que en la FL los niveles bajos y
controlados parecen ser importantes para un buen nivel de produccion, en la IS la acamulacion de
EROs fue menor pero mucho mas estable a lo largo de la idiofase. Estas diferencias fisiologicas

podrian estar asociadas a la alta produccion de lovastatina en medio solido (Miranda ef al, 2013).

Ademas, varios estudios con Aspergillus parasiticus, relacionan a las INROs con la activacion de
factores de transcripcion (YapA, AtfB, y MsnA), con activacion de enzimas antioxidantes y con la
produccion de aflatoxinas como metabolitos secundarios, sugiriendo que el estrés oxidante propicia

la produccion de aflatoxinas (Hong ef al., 2013a).

Por otra parte, la biosintesis de lovastatina esta relacionada con las EROs, las cuales son controladas
por genes reguladores del estado oxidante de la célula. Se encontro en el analisis in silico del promotor
del gen lovl] (regulador de la via biosintetica de lovastatina), que posee varios sitios putativos de
union de proteinas que funcionan como factores transcripcionales de respuesta a estrés oxidante, entre
los cuales, se encontro un sitio de union putativo para AtfB (Miranda et al 2014), por lo que este
factor transcripcional podria ser el nexo entre las IZROs y los genes de biosintesis de lovastatina. Hay
pocos estudios en otras especies de Aspergilli en relacion con ortologos del gen atf'B, de los cuales solo
algunos sugieren una posible relacion del metabolismo secundario con el estrés oxidante, pero no

existen reportes de la funcion del gen en A. ferreus.

Actualmente, el mecanismo por el cual las IEROs regulan la biosintesis de lovastatina no esta
completamente claro. Por esta razon el objetivo de este trabajo fue estudiar el nexo que existe entre
las especies reactivas de oxigeno y la regulacion a nivel transcripcional de la biosintesis de lovastatina
en A. terreus. Debido a que hay algunos factores de transcripcion de respuesta a estrés oxidante, que
podrian ser los nexos de regulacion entre las INROs y la biosintesis de lovastatina, este trabajo se
enfoca en analizar la funcion de AtfB sobre la biosintesis de este metabolito secundario, mediante la
obtencion de mutantes atenuadas en su expresion.
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2. Antecedentes

2.1 Metabolismo secundario

Los metabolitos primarios son por lo general comunes para varios microorganismos, mientras que los
metabolitos secundarios estan limitados a algunas especies solamente. Los hongos filamentosos
producen una gran variedad de metabolitos secundarios originados a partir de intermediarios del

metabolismo primario y son clasificados segun su precursor (Roussos & Perraud-Gaime, 1996).

Estos compuestos no tienen un papel fisiologico durante la fase de crecimiento, al contrario de los
metabolitos primarios. Una caracteristica del metabolismo secundario es que los metabolitos
generalmente no son sintetizados durante la fase de crecimiento (trofofase), sino que son producidos
durante una etapa de produccion subsecuente (idiofase). Iista fase inicia cuando el crecimiento es
limitado por el agotamiento de algun nutriente clave como carbono, nitrogeno o fosforo (Barrios-

Gonzalez et al., 2003).

Los metabolitos secundarios microbianos tienen una gran diversidad en sus estructuras quimicas, sin
embargo, sus rutas biosintéticas se encuentran unidas a una red mas uniforme del metabolismo
primario. Se ha demostrado que los metabolitos secundarios son formados mediante rutas alternas al
metabolismo primario y que parten de un pequeno nimero de puntos de ramificacion, los cuales

definen las categorias de familias biosintéticas (Barrios-Gonzalez et al., 2003).

Aunque los antibioticos son los metabolitos secundarios mejor conocidos, existen otros metabolitos
con un enorme rango de actividades biologicas, y que, por lo tanto, tiene una importancia actual o

potencial para la industria (Barrios-Gonzalez et al, 2003).

Estudios a nivel molecular han mostrado que los genes de las rutas biosintéticas de los metabolitos
secundarios estan agrupados (en clusters) en el genoma del hongo o de los actinomicetos. Ademas, hay
estudios que indican que frecuentemente un gen regulatorio especifico esta incluido dentro de este
conjunto de genes. La co-regulacion de estos clusters puede, en parte, ser explicada por el control
transcripcional coordinado de los genes biosintéticos por factores de transeripcion de dominio
“estrecho” o “amplio” en hongos. Los reguladores especificos de dominio estrechos, usualmente se
localizan en el cluster y regulan positivamente la expresion de genes. Los factores de dominio amplio
son factores transcripcionales que son importantes en la respuesta celular integrativa, a parametros
ambientales como a fuentes de C y N, temperatura, ete. Estas respuestas a las senales ambientales son
transmitidas a traves de factores de transcripcion globales (Dedos de zine Cys2His2) que median la

senalizacion de carbono (creAd), nitrogeno (ared) y pH (pacC). La regulacion por factores de
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transcripeion de dominio amplio o estrecho asegura que las rutas de los metabolitos secundarios
pueden responder a la demanda de un metabolismo celular general y la presencia de inductores de
te) J

ruta especificos (Keller ef al, 2005).

2.1.1. Clasificacion de los metabolitos secundarios de acuerdo con la familia biosinteética.

Los metabolitos microbianos, muestran una enorme diversidad de estructuras quimicas. Sin embargo,
sus rutas biosintéticas estan unidas a una red mas uniforme del metabolismo primario. Se ha
demostrado que estos son formados por rutas alternas al metabolismo primario y que son un nimero
pequeno de puntos de ramificacion los cuales definen una amplia categoria de familias biosintéticas

(Barrios-Gonzalez et al., 2003.)

Metabolitos derivados del acido shikimico (aminoacidos aromaticos). Fjemplos son los alcaloides
ergot y los antibioticos candicidina y cloranfenicol.

Metabolitos derivados de aminoacidos. Esta familia incluye los antibioticos B-lactamicos, como
penicilina, cefalosporinas y cefamicinas, asi como antibioticos ciclicopéptidicos tales como la
gramicidina o la ciclosporina usado como agente inmunosupresivo.

Metabolitos derivados de Acetil-Co A. Incluye todos los intermediarios del ciclo de Krebs. Esta
familia puede subdividirse en policétidos y terpenos. Ejemplos de este grupo, incluye al antibiotico
eritromicina, el compuesto insecticida-anti parasitico avermectina, el agente antitumoral
doxorrubicina y la lovastatina. Un ejemplo del segundo grupo es el agente antitumoral no toxigénico
taxol.

Metabolitos derivados de aziicares. Ejjemplos de este grupo son la estreptomicina y la kanamicina.

2.2 Lovastatina,

En paises occidentales, las enfermedades coronarias y la progresion de lesiones de arterosclerosis
representan una de las causas mas importantes de muerte. La cardiopatia isquémica es una
enfermedad que se deriva también por la acamulacion de colesterol y triglicéridos en la sangre, de
acuerdo con la OMS, esta enfermedad es la principal causa de muerte a nivel mundial (WHO, 2018).
Se sabe que un gran factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades coronarias es una
concentracion elevada de colesterol en plasma, especialmente el colesterol de baja densidad

lipoproteica (ILDL). En personas con un metabolismo de lipidos normal, solo un tercio del total de
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colesterol en el cuerpo proviene de la dieta, mientras que los dos tercios restantes son sintetizados
directamente a partir de precursores intracelulares por varios organos (Alberts, 1988). El objetivo,
entonces, es reducir el exceso de colesterol en plasma hasta que la concentracion sea consistente para

el mantenimiento de las funciones normales del cuerpo.

Las estatinas se han colocado a la vanguardia como farmacos preventivos de enfermedades
cardiovasculares, debido a que numerosos ensayos clinicos han demostrado que reducen la morbilidad
de enfermedad coronaria y la mortalidad de pacientes en riesgo. Lo cual explica el gran éxito de las

estatinas en los ambitos medico y comercial (Barrios-Gonzalez & Miranda, 2010).

Las estatinas son una clase de moléculas con estructura policétida las cuales pueden obtenerse
mediante el metabolismo secundario de hongos. De todas las estatinas, la lovastatina fue el primer
medicamento hipocolesterolémico en ser aprobado por la FDA de EU y en anos recientes, se le ha
encontrado uso como agente potencial terapéutico para el tratamiento de varios tipos de tumores

(Barrios-Gonzalez & Miranda, 2010).

La lovastatina es un metabolito secundario con actividad inhibitoria sobre la enzima
hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa, la cual cataliza la reduccion de HMG-CoA
a mevalonato durante la sintesis de colesterol. Reduciendo de esta manera, los niveles de colesterol en
la sangre. I compuesto HMG-CoA, puede ser metabolizado a compuestos mas simples sin la necesidad

de construir intermediarios lipofilicos con anillo de esterol (Manzoni & Rollini, 2002).

HO O

Lovastatin’
(MK-803, Mevinolin, MEVACOR)

Fig. 1a Estructura quimica de la lovastatina (Alberts, 1988)
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Fig. 1b Ruta biosintética de colesterol (Fernandez et al. 2003)

Las estatinas naturales (lovastatina y pravastatina) son sintetizadas principalmente por cepas de
Aspergillus terreus y por diferentes especies del género Monascus. La lovastatina, llamada también,
mevinolina, fue obtenida de una cepa aislada del suelo clasificada como Aspergillus terreus en los

laboratorios CIBE en Madrid, Espana (Alberts, 1988).

Estudios en Monascus ruber, Paecilomyces viridis y Aspergillus terreus sobre la ruta que involucra
la sintesis de lovastatina, han demostrado que la ruta es iniciada a partir de unidades de acetato. La
monacolina I, que es sintetizada a partir de nueve moléculas de acetato, es convertida luego a

monacolina J mediante una hidroxilacion, para posteriormente convertirse en lovastatina. La ruta
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biosintética de la lovastatina esta compuesta por la formacion de dos cadenas de policétidos unidas a

traves de un enlace éster, las cuales son ensambladas por la policétido sintasa.
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Fig. 2 Ruta biosintética de la lovastatina por Aspergillus terreus (Manzoni y Rollini, 2002)

El cluster de genes biosintéticos de la lovastatina consiste en 18 probables marcos de lectura abiertos
(open reading frames u ORFS), dos de los cuales codifican para proteinas reguladoras, lovly lovH;
para la biosintesis de policétidos son lovBy lovE, lov( codifica para la enoil reductasa; lovD para la
transesterasa; ORF?2 y ORFI7 genes del citocromo P-450; ORFI y ORFI0 genes potenciales de
resistencia; ORFI2 y ORFI6 genes de transporte; lovG, ORF1?2, ORFI5 y ORFIS funcion

desconocida).
ORF1  ORF2 IlovA lovB lovG _jovD lovE  ORF10
P 4501 LNKS lovC ORF8
HDo<o——) s
lovF ORF12 ORF14 ORF16 ORF17 ORF13
LDKS lovH ORF15 Pason 2 kb

64 kb

Fig. 3 Cluster de genes biosintéticos de la lovastatina (Manzoni y Rollini, 2002).
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La produccion convencional de lovastatina se ha llevado a cabo mediante FL usando mutantes sobre
productoras de Aspergillus terreus, sin embargo, la 'S recientemente ha emergido como una potente
tecnologia para producir concentraciones mas altas de enzimas y metabolitos secundarios (Banos et

al., 2009).

La produccion por la cepa de A. terreus ATCC 20542, el productor original de lovastatina, en FL fue
incrementado hasta alcanzar 7-8 ¢/1, utilizando procedimientos de mutagénesis (Manzoni & Rollini,

2002).

Banos ef al. (2009) disenaron un proceso de produccion de lovastatina por 'S sobre un soporte inerte
artificial (poliuretano de alta densidad) en donde se encontro que la produccion fue dos veces mayor
que la produccion del sistema conocido de IS sobre bagazo de cana. Ademas de que el rendimiento de
lovastatina, usando como soporte poliuretano de alta densidad, fue 30 veces mas alto que el de la F1L,
y la biomasa fue casi 15 veces mas productiva. Por otra parte, empleando este sistema, se permite el
uso del liquido del cultivo absorbido, haciéndolo un sistema limpio y comparable que facilita su

estudio.

Debido a la alta produccion de lovastatina en estos estudios, despueés este grupo investigo acerca de los
estimulos ambientales especificos en la FS. Se encontro recientemente que el contacto directo con el
aire es un estimulo muy importante el cual induce la alta produccion. Considerando lo anterior, este
efecto estimulante podria ser mediante el estrés oxidante a traves de un aumento en la formacion de

EROs (Miranda et al, 2014).

Ein nuestro grupo de investigacion se desarrollo un proceso de alta produccion de lovastatina por un
sistema novedoso de FS en espuma de poliuretano, donde la produccion es 30 veces mas alta que en
FL, de manera que ademas de tener potencial industrial, es un ejemplo claro de que la fisiologia en
medio solido es diferente a la del medio liquido (Banos ef al, 2005). Es importante entender este
fenomeno a nivel molecular, bioquimico y fisiologico, pues ademas de su interés cientifico, esto
permitira en un futuro, disenar mejores sistemas de produccion de lovastatina (y de otros metabolitos

secundarios) y sistemas racionales para construir cepas mejoradas genéticamente.
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2.3 Fermentacion en medio solido (FS)

Cultivo microbiano que se desarrolla sobre la superficie y en el interior de una matriz solida, en
ausencia de agua libre (Pandey ef al, 2001). La fermentacion en estado solido (FS), es un sistema de
cultivo microbiano que ha sido usado en muchos paises orientales desde la antigiiedad, para preparar
una diversidad de alimentos fermentados derivados de granos y semillas de arroz (Lonsane et al,
1985). En los altimos 20 anos diferentes sistemas de I'S han sido desarrollados, estos trabajan en el
diseno del desarrollo del cultivo microbiano, en los soportes utilizados y en la ausencia de agua libre

presente en el sistema (Banos et al, 2005).

2.3.1 Fermentacion solida en soportes inertes

Estos sistemas involucran el cultivo de microorganismos sobre un soporte inerte impregnado con
medio liquido. En la S, el soporte inerte sirve solamente como un reservorio de nutrientes (en una
fase liquida), pero también como un punto de anclaje para los microorganismos (Oojkaas et al, 2000,
Banos ef al, 2005). Las caracteristicas del soporte pueden convertirse en desventajas para el sistema
de produccion, y pueden superarse empleando soportes inertes, permitiendo mejorar el control de la
transferencia de calor y masa. Una ventaja de este tipo de sistema es que hace menos complicado la
recuperacion del producto. Los productos extra o hasta intracelulares, pueden ser extraidos mas
facilmente del soporte inerte, ya que estos pueden ser obtenidos con menos impurezas. Quizas la
ventaja mas importante de este sistema es que facilita los estudios basicos, ya que la composicion del
medio puede ser disenada con precision. En esta forma, puede probarse un medio definido y el efecto
de diferentes compuestos. Ademas, el medio liquido puede extraerse del soporte inerte en cualquier
tiempo del cultivo y analizar sus componentes. Kl sistema permite el diseno de un medio de produccion
adecuado, y es mas facil de desarrollar los balances de masa para modelar procesos mas avanzados y
controlarlos, ya que se conocen las concentraciones de todos los nutrientes en el medio de produccion

(Oojkaas et al., 2000; Banos et al., 2006).

En relacion con los metabolitos secundarios de produccion por la IS, una clara diferencia con la FL
es el mayor rendimiento, a menudo en periodos mas cortos. Ademas, a veces el metabolito se produce

so0lo en IS, a pesar de que el organismo también muestra un buen crecimiento en FL (Barrios-
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Gonzalez, 2012). Por ejemplo, en IS en salvado de trigo por Aspergillus oryzae se han obtenido
rendimientos 500 veces mayores de proteina heterologa (quimosina) que en FI, ademas que se observo
que este sistema tiene ventajas que permite la reduccion de problemas debidos a procesos posteriores

durante la extraccion del producto (Barrios-Gonzalez 2012).

Banos et al (2010), disenaron un proceso de produccion de lovastatina por IS sobre un soporte inerte
artificial. Estos estudios fueron desarrollados con A. ferreus TUB F-514, una cepa silvestre aislada
de muestras de suelo de Irak (Szakacs et al 1998). La produceion con esta cepa, en FL con exactamente
el mismo medio de cultivo, fue solamente de 0.62 mg/ml. Esta cepa también fue probada en FS sobre
bagazo de cana impregnado con el mismo medio liquido, y la produccion final fue de 8.61 mg/s. Estos
estudios muestran que la produccion de lovastatina obtenida en el sistema en IS fue mas alta que en

cualquier sistema de I'S o FL reportado (Banos et al. 2010).

Estudios desarrollados en nuestro grupo de trabajo (Barrios-Gonzalez et al 2008) al producir
lovastatina utilizando A. ferreus, revelaron que en IS los genes de la via (relacionados con la
biosintesis de lovastatina) se expresan mas intensamente en este sistema solido en comparacion con
la FL. Esto sugiere que en FS; el hongo recibe senales que le indican que esta en un medio solido y
que generan una expresion diferencial de genes que dan como resultado una fisiologia diferente (de

medio solido); y que una de sus caracteristicas es la alta capacidad de produccion de lovastatina.

Actualmente, la fisiologia de la FS se encuentra en proceso de ser caracterizada, aunque se han
realizado importantes avances en los ultimos amnos. Istos avances demuestran mayores
productividades y menos predisposicion a problemas con la inhibicion de sustrato. Ademas, hay
muchos casos en que las enzimas producidas en FS difieren de las producidas en FL, y que las cepas
silvestres o mutantes seleccionadas para los procesos de I'S son diferentes a las seleccionadas para los
procesos de FL. Es decir, muy rara vez son cepas eficientes en ambos sistemas. Sin embargo, pocos
trabajos han estudiado las diferencias fisiologicas que surgen durante el crecimiento de células

microbianas en los dos tipos de sistemas de cultivo (Barrios-Gonzalez, 2012).

2.3.2 Estimulos del medio solido.

Se han desarrollado estudios que indicaron que existen ciertos estimulos ambientales que hacen notar

al hongo que se encuentra en medio solido. Estos estimulos deben ser detectados y entonces traducidos,

23



Departamento de Biotecnologia

disparando un niimero de eventos a nivel molecular, que a su vez generan una respuesta y con esto se

desencadena la fisiologia del medio solido (Barrios-Gonzalez 2012).

Avila-Cisneros (2009) desarrollo estudios fisiologicos diseniados para evaluar la contribucion de
diferentes estimulos a la fisiologia del medio solido. Se identificaron al contacto con el aire como un
estimulo muy importante, seguido por el estimulo del soporte, y un menor efecto de la baja actividad
de agua y alta concentracion de nutrientes. Estos hechos sugieren que el hongo recibe senales que
indican que esta en uno u otro sistema de cultivo y que esto hace generar una expresion diferencial de

genes que dan como resultado una fisiologia diferencial.

2.4 Estrés oxidante

La oxidacion es un proceso bioquimico de pérdida de electrones siempre asociado a otro de captacion
(reduccion). Esta oxidacion es fundamental para la vida, debido a que participa en los procesos de
obtencion de la energia celular. Sin embargo, cuando existe una mayor produccion de radicales libres
que sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula, aparece el estrés oxidante que es una realidad
compleja en todos los niveles biologicos que no se puede medir ni definir con un solo parametro

(Elejalde Guerra, 2001).

Se denomina estrés oxidante a aquella situacion en la que las células estan expuestas a un ambiente
prooxidante y los mecanismos defensivos antioxidantes son sobrepasados de forma que se llega a
afectar el estado redox celular. En los sistemas biologicos los elementos prooxidantes provienen en su
mayoria del Os, por lo que son denominados genéricamente especies reactivas de oxigeno (IEROs). El
desbalance entre la generacion de KERO y los sistemas de defensas antioxidantes conlleva a
modificaciones quimicas de macromoléculas de relevancia biologica (ADN, proteinas, lipidos y
carbohidratos) (Martinez Sanchez, 2005). Las EROs como el anion superoxido (Oge), peroxido de
hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (HO-) son generadas como subproductos metabolicos del
crecimiento aerobio y en contraste, se ha encontrado evidencia de que las EROs participan en
funciones vitales de senalizacion para diversos procesos celulares. En hongos, estudios han evaluado
el 1ol que juegan las EEROs en los procesos de diferenciacion; por ejemplo, se ha encontrado un
desbalance redox provocado por una elevacion en el nivel de IZROs en el inicio de la transicion de
conidio a hifa aérea en N. crassa (Aguirre et al. 2005; Aguirre et al. 2006). Ademas de la relacion

entre el metabolismo secundario y las EROs, la cual es una elevacion en la concentracion de ellas
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(Justo al iniciarse la biosintesis de lovastatina) que se mantiene durante toda la idiofase (Miranda,

2013)

Las EROs se generan endogenamente en las ceélulas, por multiples procesos en la célula, no solo como
consecuencia de la reduccion incompleta del oxigeno a agua durante la respiracion, sino también en
otros procesos metabolicos como la B-oxidacion de acidos grasos, o al exponer las células a fuentes de
radiacion ionizante, a quimicos de reciclaje redox o a metales pesados. A pesar de las condiciones
prooxidantes de la vida aerobica y de los distintos ataques ambientales, los organismos son capaces de

mantener un ambiente redox intracelular reducido.

Debido a que la produccion de EROs ocurre espontaneamente en los organismos aerobios, se hace
necesario la presencia de un sistema de defensa que contrarreste los efectos oxidantes de estas especies.
Dentro de los agentes antioxidantes de alto peso molecular se encuentran las enzimas superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GRs),

peroxirredoxinas (Prxs) entre otras (Cardenas- Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006).

Sin embargo, si la concentracion de las EROs sobrepasa la capacidad celular para eliminarlos, se
produce un estado de estrés oxidante (EOX). Existe mucha informacion sobre el dano a lipidos,
-arbohidratos, proteinas y acidos nucleicos mediado por los intermediarios reactivos del Oz, danos
que eventualmente pueden conducir a la muerte celular. Dado que una elevacion de las EEROs puede
pasar rapidamente, las rutas de respuesta de los hongos deben ser igualmente rapidas, la célula debe
ser capaz de detectar el balance redox alterado, modular la actividad de reguladores transcripcionales

apropiados, y entonces inducir la expresion de genes diana relevantes (Moye- Rowley, 2003).

2.5 Estrés osmotico

Una condicion de estrés hiperosmotico se define como una disminucion en el potencial hidrico del
ambiente en el cual se esta desarrollando un organismo. La respuesta inmediata, que se da en
segundos, es una salida del agua intracelular, seguida de un proceso adaptativo mas largo para tratar
de llevar a cabo un ajuste osmotico. Debido al movimiento de agua, las concentraciones intracelulares
de iones y biomoléculas se incrementan dando como resultado una disminucion en la actividad
celular; la proliferacion celular se reanuda después de un periodo de aclimatacion, el cual varia

dependiendo de un niimero de factores, como pueden ser el tipo y la severidad del estrés, del estado de
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crecimiento, entre otros (Blomberg et al, 2000).Al mismo tiempo, se inducen mecanismos
involucrados en la resistencia al estres, como son el aumento en la concentracion intracelular de
glicerol y la exclusion de iones toxicos. Ademas, se induce la expresion de una serie de genes cuyos
productos participan en diferentes sistemas y/o procesos como el metabolismo redox, la produccion de
proteinas protectoras y el reajuste en los niveles de carbohidratos, lipidos y aminoacidos (Rep ef al,

1999). Dichos mecanismos se detallan a continuacion.

Via de HOG MAP kinasa: La via HOG (High Osmolarity Glicerol), se activa principalmente bajo
condiciones de estrés hiperosmotico y regula la transcripeion de genes, muchos de los cuales a su vez
se inducen por la via general de respuesta a estrés. La via HOG es una de las vias de MAP kinasas
(protein kinasas activadas por mitogenos) mejor caracterizadas. Las MADP kinasas son unidades de
senalizacion altamente conservadas en eucariontes, donde juegan un papel esencial en la respuesta a
factores ambientales, hormonas, factores de crecimiento o citocinesis. Istas vias controlan el
crecimiento celular, la morfogénesis, la proliferacion y muchas de las vias de respuesta a estrés. En
cualquiera de estas vias de senalizacion hay tres MAP kinasas secuenciales y esenciales, una MAP
kinasa-kinasa-kinasa (MAPKKK o MEKK), una MAP kinasa-kinasa (MAPKK o MEK) y una
MAP kinasa (MAPK). La MAPKKK fosforila y activa a la MAPKK que, subsecuentemente,
fosforila y activa a la MAPK; normalmente esta ultima fosforilacion lleva a la MAPK hacia el

ntcleo, donde fosforila a sus blancos (Hohmanny et al, 2003).

Sintesis y acumulacion de Glicerol: La via de HOG regula la sintesis de glicerol, el cual forma parte
de un grupo de moléculas conocidas como “osmolitos compatibles”. Estos compuestos se acumulan en
la célula para contrarrestar los efectos de la deshidratacion causada por el estrés hiperosmotico y
tienen la caracteristica de acumularse en grandes cantidades sin afectar el funcionamiento de la
celula. Existe una gran variedad de osmolitos compatibles utilizados por los organismos: iones,
azicares, polioles de estos aziicares, asi como aminoacidos y sus derivados (Yancey ef al, 1982). Kl
glicerol puede ser utilizado como fuente de carbono y energia, asi como para proteger a la célula
contra altas temperaturas, estrés oxidante y estrées hiperosmotico. El glicerol es un alcohol poli hidrico
que se sintetiza a partir de fosfato de dihidroxiacetona, un intermediario de la glueolisis (Banos,

2010)
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2.6 Metabolismo secundario y estrés oxidante

La biosintesis de aflatoxinas es un modelo de metabolismo secundario es inducido por la acamulacion
de EROs (Roze et al, 2011). Varios estudios con Aspergillus parasiticus, relacionan a la formacion
de ERO’s con la activacion de factores de transeripeion (YapA, AtfB, y MsnA), activacion de enzimas
antioxidantes y la produccion de aflatoxinas como metabolitos secundarios, sugiriendo que el estrés
oxidante propicia la produccion de aflatoxinas (Hong ef al, 2013a). Se han logrado también,
identificar varios factores transcripcionales que regulan la expresion génica en respuesta al estrés
oxidante (Yapl, AtfB y Napl(AnYapl)) que, en algunos casos, se modula por las vias de senalizacion
de las diferentes condiciones de estrés, entre ellos los factores transeripcionales tipo bZIP, los que

unen a cobre y con dedos de zinc.

En estudios realizados por Miranda ef al, (2013) en donde se analizo la generacion de EROs y el
estado oxidante de la célula, se encontro que la acumulacion de EROs coincide con el inicio de la
produccion de lovastatina es decir las EROs contribuyen en la senalizacion para iniciar la idiofase
en fermentacion solida y liquida. Por otra parte, se encontraron diferencias entre la I'S y FLi en los
niveles de FXROs, mientras que en la FL los niveles altos y poco controlados, en la FS, la acamulacion
de EROs fue menor respecto a 'L, pero mucho mas estable a lo largo de la idiofase. Estas diferencias

fisiologicas podrian estar asociadas a la alta produccion de lovastatina en 'S (Miranda et al, 2013).

La importancia de relacion entre la acumulacion de EROs y la produccion de lovastatina se determino
empleando el antioxidante N-acetilcisteina (NAC) que redujo los niveles de LROs, resultando asi la
diminucion de la biosintesis de lovastatina, esto en consecuencia de una disminucion en el nivel de

transcritos de los genes de la via por efecto del antioxidante (Miranda, ef al, 2014).

2.7 Respuesta celular al estrés oxidante

Para hacer frente a situaciones desfavorables de estrés, se necesita una rapida senalizacion de un
nuevo ambiente estresante, sintetizando moléculas que le permiten atenuar o reparar el dano causado
por el estreés. Su estudio ha evidenciado que la respuesta a nivel transeripcional es importante para la
supervivencia celular y ha llevado a la descripeion de varias vias de transduceion de senales y factores

de transcripcion involucrados en esta respuesta (Folch-Mallol et al, 2004).
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Debido a que una elevacion de las EROs puede pasar rapidamente, las rutas de respuesta de los hongos
deben ser igualmente rapidas, la célula debe ser capaz de detectar el balance redox alterado, modular
la actividad de reguladores transcripcionales apropiados, y entonces inducir la expresion de los

productos génicos requeridos para amortiguar la elevacion letal de las EROs (Miranda, 2013).

Estas rutas de senalizacion conservadas se incorporan a un modulo sistematico de fosforilacion
multietapa (un analogo del sistema de dos componentes en bacterias), el cual transmite la senal al
modulo de la ruta de estrés por la activacion de la protein kinasa (SAPK/MAPK), y estos modulan la
actividad de la formacion de factores transcripcionales especificos relacionados con el estres

oxidante/osmotico (Bibian- Leon, 2015).

2.7.1 Factores transcripcionales en respuesta a KROs.

Se han logrado identificar varios factores transcripcionales que regulan la expresion génica en
respuesta al estrés oxidante que, en algunos casos, se modula por las vias de senalizacion de las
diferentes condiciones de estrés, entre ellos los factores transcripcionales tipo bZIP, los que unen a
cobre y con dedos de zinc. Fn las especies de Aspergilluspor 1o menos existen tres vias de senalizacion
que estan implicadas en la direccion de la respuesta transcripcional a estrés oxidante: a) protein
kinasa (MAPK), b) SrrA (Skn7 en la levadura) y ¢) Yapl. Este altimo es un factor de trascripcion
que actiia como un sensor redox que se podria activar directamente por el aumento de niveles de EROs

(Pérez, 2014)

En la biosintesis de aflatoxinas se ha demostrado que se detona e intensifica por el desarrollo de
especies reactivas de oxigeno (Hong et al, 2013b) En hongos filamentosos la modulacion de bZIPs
(Yapl, AtfA, AtfB, FIbB, JIbA, MeaB3, NapA, y RsmA) participa en la respuesta al estres oxidante.
Por ejemplo, Apyap-1, miembro de la familia Yapl, fue asociado con la formacion de conidiosporas
y la biosintesis de aflatoxinas susceptible al estrés oxidante (Roze ef al, 2011). El complejo Hap y
AtfB representan unos fuertes candidatos para jugar un papel en el mecanismo que inicia la
transcripcion de los genes fasly fas?, y que coordina su expresion con la transcripeion de otros genes
en el cluster de biosintesis de aflatoxinas como parte de la respuesta al estrés oxidante (Hong ef al.,

2013a)

28




Departamento de Biotecnologia

Al igual que en el modelo de aflatoxinas, Miranda ef al, (2014) también encontraron que factores de
transcripeion en respuesta a estres oxidante, como Skn7, Yapl y Msn2/4, y otros incluyendo Hsf1,

poseen sitios putativos de uniom a los promotores de los genes lovEy lovF!

Dentro del género Aspergillus, ortologos de Yapl se identificaron en A. nidulanas, A. fumigatusy A.
parasiticus. En A. nidulans, se reporto que NapA juega un papel importante en la defensa celular
contra el estrés oxidante como peroxido de hidrogeno y radicales superoxido. Se encontro que NapA
es un factor de transcripeion que podria activar genes de defensa contra el estrés oxidante como catBB
(catalasa de micelio), frxB (tiorredoxina reductasa), thiO(tiorredoxina) y g/rA (glutation reductasa)
en respuesta a peroxido de hidrogeno (Menke et al, 2013). Una sobreexpresion de napA resulto en
una mayor tolerancia al estrés oxidante y a su vez, disminuyo la produccion de metabolitos
secundarios en A. nidulans, incluyendo esterigmatocistina, entre otros (Hong & Linz, 2008). La
delecion de ApyapA, un ortologo de YAPI en A. parasiticus, ocasiona una suceptibilidad a oxidantes
extracelulares, acamulacion precoz de EROs y aflatoxinas, y una conidiacion prematura comparada
con la cepa silvestre (Lee ef al, 2002). Ademas, esta cepa produjo mas hidroperoxidos y aflatoxinas
en semillas de maiz en comparacion con la cepa silvestre, lo cual podria sugerir una relacion entre el
estrés oxidante y la biosintesis de aflatoxinas (Lee et al, 2004). Similar a lo anterior, la interrupcion
de Aoyapl en A. ochraceus incremento la produccion de ocratoxina y una formacion mas alta de

EROs (Reverberi ef al, 2012).

Recientemente, una cepa silenciada de yapl en A. terreus se caracterizo, las principales diferencias
fueron el adelanto e incremento en la acumulacion de EROs, asi como también el adelanto e
incremento en la biosintesis de lovastatina. Se igualaron las EROs de la cepa parental con la
transformante siyapl, a traves del uso de un antioxidante exogeno, y la biosintesis de lovastatina
tambieén se redujo al mismo nivel que el de la cepa silvestre, mientras que siyapl sin antioxidantes
muestra mayores niveles de lovastatina, caracteristicos del silenciamiento y con un adelanto. Por lo
tanto, el silenciamiento de yapl incremento las EROs y eéstas fueron las responsables del aumento y
adelanto de la biosintesis de lovastatina; lo que demuestra que el gen yapIno es un regulador negativo

de la biosintesis de lovastatina (Pérez-Sanchez et al, manuscrito en preparacion).

En un modelo de regulacion de la produccion de aflatoxinas por IEROs, el grupo de Linz establecio
un mapa que describe la activacion de diversos factores transcripcionales mediante la senalizacion
por EROs. Algunos de estos factores de transcripcion se unen en los promotores de genes de

antioxidantes y de biosintesis de aflatoxinas, como se muestra en la siguiente figura. Las IEROs que
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activan los genes de defensa antioxidante podrian tener una doble funcion al inducir la activacion de

genes del metabolismo secundario.
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Fig. 4 Modelo de activacion transcripcional de defensa antioxidante y metabolismo secundario en biosintesis

de aflatoxinas por Aspergillus parasiticus (Hong et al., 2013a)

Por otra parte, Miranda et al, (2013) identificaron sitios putativos de union en el promotor del gen
lovE de biosintesis de lovastatina para diversos factores de transcripcion. Notese que, en su mayoria,
son factores transcripcionales que responden al estrés oxidante (Skn7, Nrf2, Msn2/4, AtfB, Ap-1, Atf2
y NI-kB) y algunos mas que responden a estrés nutricional (CreA, Adrl, Rpn4). Algunos sitios de

union se encontraron sobre la cadena principal (+) y algunos otros en la cadena antisentido (-).
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Fig. 5 Posibles sitios de union de factores transcripcionales que responden a diferentes tipos de estimulos en el

promotor del gen regulador del cluster biosintético de lovastatina lovl/ (Miranda et al, 2013).

2.7.2 EROs regulan la biosintesis de lovastatina.

El estudio de la relacion del estrés oxidante y la biosintesis de lovastatina inicio con los resultados
obtenidos por Banos ef al, (2007) donde A. terreus fue mutada y una cepa resistente a EOX, fue
elegida por métodos de seleccion racional. La nueva mutante, fue cultivada en el sistema con el soporte
artificial, presentando un aumento del 62% en la produccion de lovastatina. Istos resultados
indicaban que la alta produccion de lovastatina de Aspergillus terreus podria estar relacionada con
su capacidad de contender contra el EOX| ya que se encontro que las mutantes aisladas y resistentes

a este tipo de estreés, eran sobre productoras de lovastatina en IS, mas no en FL

Posteriormente, Miranda ef al, (2013) encontraron un incremento importante en la concentracion de
las EROs durante la idiofase en la produccion de lovastatina en FL y IS, sugiriendo una conexion

entre las EROs y la biosintesis de lovastatina.

Como seguimiento de este trabajo, Miranda ef al, (2014) estudiaron la contribucion de las EROs en
la regulacion de la biosintesis de lovastatina. Se estudio por medio de la adicion de un antioxidante
(N-Acetil-L-Cisteina, NAC) a la FLy FS En IS la adicion de 100 mM de antioxidante NAC a las
fermentaciones de lovastatina, provoco un decremento en la acamulacion de las FEROs de 53% junto
con una disminucion de la produccion de lovastatina del 79%, una situacion similar se observo en FL
Ademas, encontraron que el decremento de la produccion de lovastatina fue debido a una disminucion
en la expresion del gen JovE, pero también del gen JovF Ademas de abatir las INROs con el NAC,

estimularon su acumulacion en FL y IS por medio de la adicion de peroxido de hidrogeno,
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encontrando un adelanto en la produccion de lovastatina debida a un adelanto de la expresion de lovl)

y lovF!

Los resultados obtenidos por Miranda ef al, (2014) fueron contundentes: las EROs estan regulando
la biosintesis de lovastatina a nivel transeripcional. Al igual que en el modelo de aflatoxinas, Miranda
et al, (2014) también encontraron que existen sitios putativos de union en los promotores de los genes
lovE]y lovFpara factores de transcripeion en respuesta a estrés oxidante, como Skn7, Yapl y Msn2/4,

y otros incluyendo AtfB.

2.8 Silenciamiento génico

El silenciamiento de genes mediante ARN es un sistema que esta descrito en diferentes clases de
organismos eucariotas, hongos como N. crassa (Romano y Macino, 1992), Saccharomyces cerevisiae'y
Aspergillus nidulans (Nakayashiki, 2005). s un mecanismo regulador de la expresion que suprime,
a nivel transcripcional y/o a nivel traduccional la expresion de un gen de acuerdo con la especificidad
de la secuencia. Andrew Z Fire y Craig C. Mello recibieron el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina
de 2006 por sus trabajos con RNAi para analizar la regulacion de la expresion génica en el nematodo

Caenorhabditis elegans (Five et al., 1998).

Actualmente, el mecanismo comin descrito parte del estudio del ARN producido por los transgenes o
transposones. Estos tipos de ARN son reconocidos por la maquinaria de silenciamiento propia de la
célula, desencadenando la respuesta. Inicialmente, una ARN-polimerasa dependiente de ARN es la
enzima que reconoce estos ARN y los convierte en ARN bicatenarios. Estos ARN son procesados por
una endonucleasa del tipo ARNasa ITI (Dicer), en una reaccion dependiente de ATP. Fn seguida, se
generan moléculas bicatenarias cortas del ARN procesado, denominadas ARN de interferencia
(RNAi). Estas contienen la cadena sentido y la antisentido de la molécula bicatenaria original y
suelen tener entre 21 y 25 nucleotidos, aunque presentan una longitud variable segun el organismo.
Estos ARNs cortos se incorporan en un complejo de ARNasa multicomponente denominado RNA-
inducing silencing complex (RISC) y sirven como moléculas “guia’ las cuales conducen a la

degradacion endonucleolitica del ARNm diana (Agarwal et al, 2003).
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Fig. 6 Esquema general del proceso de silenciamiento mediado por RNAi (Agarwal ef al., 2003).

2.9 AtfB

AtfB es un miembro de la familia CREB/ATE que se une a sitios de CRE y que codifica un factor de
transcripeion bZIP perteneciente a la familia de proteinas de union a sitios CRIE dependiente de
cAMP. Sakamoto et al, (2009) predijeron los sitos putativos de union (5"-TGACGTCA-3") de AtfB en
los promotores de los genes que pudieran estar regulados por este factor de transcripcion en
Aspergillus oryzae usando el programa MEME. La mayoria de las proteinas pertenecientes a la
familia ATF/CREB se unen a la secuencia consenso de los motivos CRE (5-T(G/T)ACGT((/A)A-3),
porque todos los genes BUP (atfB-upregulated) de A oryzae tienen sitios CRE en sus promotores,
estos genes son candidatos para la regulacion directa por AtfB (Sakamoto et al, 2008). En el modelo
de aflatoxinas, AtfB tiene sitios de union en los promotores de los genes de defensa antioxidante, asi
como también, en los promotores de los genes de biosintesis de aflatoxinas (Hong et al, 2013b). En
nuestro grupo de investigacion, anteriormente se identificaron sitios putativos para la union de

diversos factores transcripcionales en el promotor del gen /lovl el cual regula la biosintesis de
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lovastatina a nivel transcripceional. Los sitios de union para AtfB fueron en las posiciones -237 y -

254 sobre la cadena principal. (Miranda et al, 2013)

Sakamoto et al (2008) identificaron al gen atf'B de Aspergillus oryzae como un gen con expresion
baja en la etapa temprana de crecimiento, pero que incrementaba gradualmente a traves de la fase de
conidiacion en cultivo en estado solido. La delecion del gen atfB de A. oryzae dio como resultado una
disminucion en el nivel de ARNm de varios genes normalmente regulados positivamente durante el
crecimiento en un medio solido, incluido el gen de catalasa catA. Ademas, el mutante de atfB presento
una ligera disminucion en la conidiacion y produjo conidios que germinaron normalmente pero que
eran sensibles a altas concentraciones de HaOs (> 250 mM). Por otra parte, los conidios en la cepa
AatfB tenian menos acumulacion de trehalosa que los de la cepa silvestre (Sakamoto ef al, 2008). Se
ha demostrado en otros estudios que la trehalosa es importante para la tolerancia al estrés abiotico en

los conidios (Fillinger et al, 2001).

Sakamoto ef al (2009) encontraron que en A. oryzae, 1a mayoria de los genes regulados por AtfA son
regulados por AtfB, pero algunos genes regulados por Atf A no requieren a AtfB, incluyendo algunos
genes putativos involucrados en la resistencia al estrés oxidante. AtfB tiene una regulacion positiva
en otros genes, incluyendo catA (catalasa especifica de conidios), en la fase tardia en cultivo solido

en la cual A. oryzae produce conidios vigorosamente.

En Aspergillis parasiticus, AtfB se une a los promotores de siete genes en el cluster de biosintesis de
aflatoxinas y de genes involucrados en la respuesta a estrés que tengan sitios CRIE (Roze et al, 2011,
Hong et al, 2013b). Estos genes contienen un motivo conservado AAGCC. Bajo condiciones de
biosintesis de aflatoxinas se sugiere a AtfB como un regulador positivo en la expresion de los genes
de aflatoxinas. Un ensayo de cambio en la corrida electroforetica (IKMSA) confirmo que AtfB es parte
de un complejo de proteinas que se une al promotor de nor-1 en el cluster de aflatoxinas, y que CREI
(represion catabolica) junto con un sitio AP-1 (Yapl) son necesarios para la union. Se sugirio que
AtfB podria formar un heterodimero con AP-1 (otro factor de transcripeion asociado a la tolerancia
al estrés en conidios). Ellos proponen que AtfB pudiera ser una clave en el circuito regulatorio que
integra al metabolismo secundario y la respuesta celular al estrés oxidante debido a que bajo
condiciones de biosintesis de aflatoxinas se sugiere a AtfB como un regulador positivo en la expresion de los

genes de aflatoxinas producidas en caja de Petri (Roze et al, 2011).
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En estudios de Wee ef al (2017) se indica que AtfB podria ser un regulador en la biosintesis de
aflatoxinas, la respuesta al estres oxidante y en el desarrollo de conidiosporas en A. parasiticus. Tl
silenciamiento de a#fB mostro una disminucion en la produccion de aflatoxinas y un desarrollo de

conidiosporas danado.

En el modelo propuesto por Hong et al. (2013a), se indica que altos niveles de IZROs intracelulares
en hongos podrian regular negativamente la via de senalizacion cAMP-PKA. Al mismo tiempo, las
EROs regularian positivamente la cascada de senalizacion de SAPK/MAPK a través del sistema de
fosforilacion multipaso. De esta manera la activacion de la cascada de SAPK/MAPK promueve la
union de AtfB y S1rA a los sitios correspondientes de CRE, SRRA y AP1 en los promotores de los

genes de biosintesis de antioxidantes para su induccion.

En el trabajo realizado por Hagiwara et al. (2009) en donde se estudia la relacion entre AtfA y la
respuesta al estrés osmotico y al tratamiento con fungicida en Aspergillus nidulans, se encontro una
proteina putativa AtfB, que contiene un dominio de cierre de leucina basico con 47% de identidad a
AtfB de A. oryzaey 42% a AtfA de A. nidulans. En contraste con A. oryzae, en donde la expresion de
atfB fue incrementando gradualmente durante la fase de crecimiento mientras que la de a#fA fue
constante (Sakamoto ef al, 2008), la expresion de ambos factores de A. nidulans, incrementa de
manera similar durante el desarrollo asexual, en la respuesta al estrés osmotico y al tratamiento con
fludioxonil. Estas similitudes sugieren que el patron de expresion de AtfA y AtfB podria deberse a
la cascada de senalizacion de la via MAP kinasas por estrés osmotico, y de esta manera podrian formar

complejos de regulacion de los genes implicados en las respuestas al estrés osmotico y al tratamiento

En Aspergillus fumigatus la interrupcion de atfB mostro una disminucion en la virulencia en un
modelo de aspergilosis invasiva pulmonar. La ausencia de AtfA o AtfB no solo incrementaron la
sensibilidad a estrés osmotico y oxidante, sino que también a agentes de dano a la pared celular. Por
lo tanto, Pereira et al proponen que MpkC/SakA son activadores de AtfA y posiblemente de AtfB

como factores de transcripcion en diferentes tipos de estrés (Pereira et al., 2017).
En Aspergillus terreus, no se encuentra una proteina denominada como AtfB en NCBI, por lo cual

el primer objetivo de esta tesis fue identificar al gen en el genoma de la cepa disponible. Al mismo

tiempo, no existen estudios de la proteina ni del gen en esta especie del género Aspergillus.
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3. Justificacion

Recientemente se ha encontrado mayor evidencia de que el metabolismo secundario, en hongos
filamentosos, esta asociado con el estrés oxidante. Se sugiere que la produccion de aflatoxinas
correlaciona en forma positiva con un estado oxidante, es decir, que podria detonarse e intensificarse

por el desarrollo de EROs (Hong ef al, 2013a).

En nuestro grupo de trabajo también se han encontrado resultados similares con la biosintesis de
lovastatina en A. ferreus. Banos et al., (2007) demostraron que el estrés oxidante en medio solido tiene
un papel importante sobre la produccion de lovastatina por Aspergillus terreus. Los autores aislaron
mutantes resistentes a este tipo de estrés, encontrando que un alto porcentaje de éstas eran sobre
productoras de lovastatina en FS. Posteriormente, Miranda ef a/ (2013) encontraron una acumulacion
de ILROs al inicio de la idiofase, en IS y FL, sugiriendo una posible regulacion de la biosintesis por
las EROs. Finalmente, se demostro que la produccion de lovastatina esta regulada por las EROs a
nivel transeripcional. Esto lo lograron, incrementando o abatiendo a las FZROs, por medio de la
adicion de peroxido de hidrogeno o antioxidantes. Kl resultado fue contundente, la produccion de
lovastatina disminuia en presencia del antioxidante y se adelantaba en presencia de peroxido de
hidrogeno en trofofase. Los genes de biosintesis de lovastatina (Jovl/ y lovF) disminuyeron su
expresion en presencia del antioxidante y la incrementaron en presencia de prooxidantes. Por lo tanto,

se concluyo, que las FEROs regulan positivamente la biosintesis de lovastatina (Miranda ef al, 2014).

Debido al papel que juegan las .ROs en la fisiologia de los organismos como segundos mensajeros en
las vias de transduccion de senales y los antecedentes de ortologos del gen atfB en otras especies, el
presente proyecto se planteo investigar el papel de AtfB en la regulacion por EROs. Para lograrlo, se
busco silenciar el gen. Un interés adicional sera que existen pocos reportes de silenciamiento en

hongos, ninguno sobre el silenciamiento en Aspergillus terreus.

Con estos resultados se obtendra una vision mas amplia, de la regulacion del metabolismo secundario.
Adicionalmente, se podra ampliar el conocimiento sobre las diferencias moleculares de la fisiologia

del medio solido en relacion con la fisiologia en medio liquido.
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Hipotesis

Kl factor transcripcional AtfB esta implicado en la regulacion de la biosintesis de lovastatina, como
un regulador positivo, por lo que las cepas silenciadas presentaran una disminucion en la produccion
de lovastatina en fermentacion solida y liquida, sin que se presenten cambios en la acamulacion de
especies reactivas de oxigeno en comparacion con la cepa parental, indicando que AtfB es un nexo

entre el estrés oxidante y el metabolismo secundario.

Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar el posible papel regulatorio del gen a#f3 como nexo de las Iispecies Reactivas de Oxigeno

y la biosintesis de lovastatina, en fermentacion liquida y solida por Aspergillus terreus.

5.2 Objetivos particulares

Identificar y clonar el gen atfB en Aspergillus terreus TUBF-514.

Disenar y construir el vector de silenciamiento pGpd Pki- RNAi- Ata#fB y obtener las
transformantes de A. ferreus.

Realizar una caracterizacion de las transformantes en: produccion, acamulacion de EROs,

crecimiento, esporulacion y resistencia a estres (oxidante y osmotico).

4. Ewvaluar la produccion de lovastatina y niveles de las FXROs de las cepas mutantes en fermentacion

solida y liquida.
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Materiales y métodos

6.1 Equipos

Balanza analitica Explorer OHAUS

Balanza granataria ADP

Camaras de electroforesis: Mini-Sub Cell G'T, BIO-RAD.
Centrifuga refrigerada PrO-Research By Centurion Scientific Litd.
Gel DOC EZ Imager BIO-RAD

HPLC WatersTM 600.

Incubadora SI-600R

Microcentrifuga 5415 C, Eppendorf

Microcentrifuga Sorvall Legend Micro 17, AccesoLab
Microscopio Olympus CH30.

NanoDrop2000 Thermo Scientific

Potenciometro Conductronic pH120.

Sonicador Branson 120

Termociclador T100TM, BIORAD.

Thermomixer, Eppendort

Transiluminador de luz UV, UVD.

Ultracongelador -86 (' Thermo Scientific.

Istufa 50, S0C, Proveedor Cientifico S.A.

Autoclave Lorma Electronico Digital AV28L, LORMA
Fuente de alimentacion para electroforesis Power- PAC 300, BIO-RAD
Termoblock myBLOCK Mini Dry Bath, Benchmark
Vortex Thermo Scientific

UV Crosslinker UVC 500, Arnet Sham

Campana de flujo laminar, VECO

BioPhotometer, eppendorf

DTX 8800 Multimode Detector
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6.2 Microorganismos

6.2.1 Cepa fungica: Aspergillus terreus TUBF-514

Esta cepa inicialmente fue aislada del suelo del desierto de Irak por el Dr. Gyorgy Szakacs, pertenece
a la coleccion de la Technical University of Budapest, Hungria. Es una cepa silvestre, pero de una
relativamente alta produccion de lovastatina (Szakacs ef al, 1998). Fl tamano de su genoma es de 35
Mb, ademas es un hongo filamentoso que produce diversos metabolitos secundarios clinicamente

relevantes como la lovastatina.

6.2.2 Cepa bacteriana: F. coli DH5a

La cepa es utilizada normalmente en experimentos de transformacion debido a la alta eficiencia que
puede conseguirse en ella (hasta 5 x 10° transformantes por microgramo de ADN). Entre sus
aracteristicas mas ttiles esta la de poseer una delacion en el gen Z del operon lac, que hace que se
puedan seleccionar facilmente con ella aquellos transformantes que posean un plasmido capaz de

originar la o-complementacion de dicha mutacion (Sambrook & Russell, 2001).

6.3 Vectores empleados

6.3.1 Vector de clonacion pJET 1.2/Blunt (ThermoScientific®)

Kl kit de clonacion de PCR CloneJET™ es un sistema de seleccion positivo avanzado para la clonacion
de alta eficiencia de los productos de PCR generados con cualquier ADN polimerasa termoestable.
Ademas, cualquier otro fragmento de ADN de extremo romo o cohesivo se puede clonar. La ligacion en
el vector de seleccion positiva incluido tarda solo 5 minutos y produce mas de 99% de clones

recombinantes.

Kl vector pJET ThermoScientific para extremos romos es un vector de clonacion linealizado, el cual
acepta insertos desde 6 pb hasta 10 kpb. Los extremos 5 del vector de clonacion contienen grupos
fosforilados, por lo tanto, no se requiere la fosforilacion de los primers. Contiene un marcador de
ampicilina, ademas, el vector recirculado expresa un gen letal después de la transformacion que no

permite la propagacion. Como resultado, solo los clones recombinantes que contienen el inserto
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aparecen en las placas de cultivo. bla (ApR) es el gen fB-lactamasa que confiere resistencia a ampicilina;
rep (pMB1) es el replicon del plasmido pMBI, que es el responsable de la replicacion del vector;
eco471R es el gen letal que permite la seleccion positiva de las recombinantes; PlacUV5 es el promotor
Plac modificado para la expresion del gen eco471R a un nivel suficiente para permitir una seleccion

positiva.

pJET1.2/blunt

2974 bp

Fig. 7 Mapa del vector pJET (ThermoScientific®).

6.3.2 Vector de silenciamiento pGpdPki- RNAi

Obtenido del plasmido pJLA43-RNAi (Ullan et al, 2008) y modificado por Marcial Quino (2011). El
vector pGdpPki-RNAi contiene el promotor del gen gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa A (gdh) de
Aspergillus nidulans, el terminador del gen que codifica la citocromo oxidasa 1 (¢yel) de
Saccharomyces cerevisiaey el gen de resistencia a fleomicina (ble). Este vector posee los promotores de
los genes gpd (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y pki (piruvato kinasa), en sentidos opuestos y

enfrentados, separados por un sitio de restriccion Neol.

pGpdPki-RNAI

6288 pb

Fig. 8 Mapa del vector de silenciamiento pGpd Ppki-
RNAIi con los promotores Pgpd y Ppki, en sentido opuesto
Neol y enfrentados, separados por un sitio de restriccion Neol.
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6.4 Medios de cultivo

6.4.1 Medios para Aspergillus terreus
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6.4.1.1 Medio Power: Para propagacion de las esporas y mantenimiento de la cepa.

Sacarosa
Lactosa
Bacto peptona

Solidos de maceracion de maiz

NaC(l

NaNO3

KoHPOy
MgS04-7H0
FeSO4TH20
Fe(l3-6H20
CuSO4-5H0

Agar bacteriologico

o/l

o1 Ot

(1

ot 1

0.28
0.275
0.005
0.0015
0.0005
15

Todos los componentes se disolvieron en agua destilada, se ajusto el pH a 6.5 con NaOH 2N; se llevo

hasta 1Ly se esterilizo en autoclave a 120 C por 20 min (Banos, 2005).

6.4.1.2 Medio completo: Obtencion de micelio.

SS20X

SET

Glucosa

Bacto peptona

Extracto de levadura

Para 100 mL
5 mlL

100 pL

lg

lg

0.05¢

Se 1levo a 100 mL de volumen y se ajusto el pH a 6.5 con KOH al 10% Se esterilizo en autoclave a 120C

durante 15 min.

6.4.1.2.1 Solucion de sales 20X (SS20X)

NaNOs

K(l
MgSO4-7H20
KoH POy
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g/l
120
10.4
10.4
30.4



6.4.1.2.2 Solucion de Elementos Traza (SET)

ZnS04.7H20

HoBO3
MnCls.4H20
FeSO4.7H20
CoCls.5H20O
CuS04.5H20
(NHy)sM07024.4H20
NaEDTA

Departamento de Biotecnologia

g/100
mL
2.2
1.1
0.5
0.5
0.16
0.16
0.11
5

Se fueron adicionando los solidos en orden, a 80 ml de agua destilada, disolviendo cada uno

completamente antes del siguiente. Se calento a ebullicion, se dejo enfriar y se ajusto el volumen a 100

ml.

6.4.1.3 Czapek/Sorbitol: para la regeneracion de los protoplastos

10 (para 1%) 0 20 (para 2%)

g/[ J
Sacarosa 30
NaNO; 2
KoHPOy 0.5
MgSO0,.7TH20 0.5
FeSO.7H20 0.01
Agar
Sorbitol 182.17

Todos los componentes se disolvieron en 900 ml. de agua destilada, se ajusto el pH a 6.5 con NaOH

2N, se llevo hasta 1Ly se esterilizo en autoclave a 120 C por 20 min.

6.4.1.3.1 Soluciones para protoplastos

KCM
KC1 (0.7 M)
CaCla (50 mM)

MES (10 mM)

g/lJ
52.2

5.55

1.952

CaClg 5.55
MES 1.952

PEG 30%
6000
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6.4.1.4 Medio PDA

Se utilizo el medio PDA BioxonME

y se siguieron las instrucciones del proveedor: 39 g de polvo para
cada litro de medio. Se ajusto el pH a 6.5 con NaOH 2 N y se esterilizo en autoclave a 120 C durante 15

min.
6.4.1.5 Medio de produccion
Para FL se utilizo medio 1X y para IS 2.5X (Banos et al, 2005).
IS (2.5X) FL

(1X)

g/l o/
Glucosa 6 15
Lactosa 34 85
Harina de soya 3 7.5
KNO;3 2 5
KH2PO4 3 7.5
Na(l 0.5 1.25
MgSO; TH20 0.5 1.25
SET-P (mL) 1.25 3.125

Se disolvieron todos los componentes en 900 mL de agua destilada, se ajusto el pH a 6.5 con NaOH 2N

y se esterilizo en autoclave a 120 C por 15 min.

6.4.1.5.1 Solucion de elementos traza para medio de produccion de lovastatina (SET-P)

o/L
ZnS0.7H»0 3.4
FeSOL7H20 5
MnSOy 1.6
(CaCle: 6H20 2

Se fueron adicionando los solidos en orden, disolviendo cada uno completamente antes del siguiente.
Se calento a ebullicion, se ajusto el volumen y despueés se dejo enfriar. Se debe guardar a 4C (Banos ef

al,, 2005).
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6.4.2 Medios para FEischerichia coli DH5a

6.4.2.1 Luria- Bertani (LB)
g/LL
Bacto triptona 10
Extracto de levadura 5
NaC(l 5
Agar bacteriologico (para medio solido) 15

Se ajusto el pH a 7.5 con NaOH al 10% y se anadio agua destilada hasta el volumen deseado. Se esterilizo
en autoclave durante 15 min a 120°C.

6.4.2.2 Buffer TB
o/Li
MnCle 4H20 10.88
CaCls 2H0 2.22
KCl1 18.65
PIPES 0.5 M pH6.7 20

Esterilizar por filtracion en 0.45 pm

6.4.2.2.1 PIPES 0.5 M pH 6.7

2/100 m1,
piperazina-N,N"-bis(2- acido etanosulfonico)  15.1

Ajustar pH con KOH 5 M y esterilizar por filtracion en 0.45 nm.

6.5 Antibioticos

6.5.1 Ampicilina
Se empleo ampicilina Sigma® para la seleccion de transformantes y mantenimiento del plasmido con
resistencia a éste. Se preparo un stock a 100 mg/mL y se esterilizo por filtracion en membrana de 0.22pm
™

Millipore™ vy se guardo a -20 C. Cuando se requirio, el medio LB fue suplementado con Ampicilina en
o bl

una concentracion de 100 mg/ml..
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6.5.2. Fleomicina
Se preparo un stock a 20 mg/mL a partir de Fleomicina Powder InvivoGen® y se esterilizo por

filtracion en membrana de 0.22 pm Millipore™ esta solucion se mantuvo a -20 C hasta su uso.

6.6 Condiciones de cultivo
6.6.1 Esporulacion de A. ferreus

En un matraz de 125 mL con 20 mL de medio Power, se inocularon 10 nL de la suspension de esporas
en glicerol de A. ferreus de primera generacion humedeciendo previamente el medio para lograr un
esparcimiento homogéneo en toda la superficie. Se incubo a 30 C por 5 dias hasta observar las esporas

de color cafe caracteristico (Banos et al, 2005).
6.6.2 Conteo de esporas

Se recolecto del matraz con esporas en medio Power por raspado con perlas de vidrio. Se anadieron al
matraz 5 g de perlas de vidrio esteriles mas 5 mli de Tween 80 al 0.02% se agitdo suavemente con
movimientos circulares hasta que se desprendieron las esporas y se colectaron en un tubo estéril. Se
realizo una dilucion 1:1000 para colocar 200 nlL. de la suspension en la camara de Neubauer y proceder
al calculo del nimero de esporas por mliaplicando la siguiente formula derivada de las especificaciones

de la camara (Sambrook & Russell, 2001).

X X 1000 X 25 X 1000 = esporas/mlL
X : promedio del conteo en 5 cuadros representativos

6.6.3 Obtencion de micelio joven de A. ferreus

Se inocularon asadas de esporas frescas de A. ferreus sobre 30 ml de medio completo en matraces
Erlenmeyer estériles con tapon de algodon. Se incubaron a 30 C durante 20h sin agitacion (Banos ef a/,

2005).

6.6.4 Crecimiento de esporas y micelio en medio PDA de A. ferreus
Las cajas Petri con medio PDA para realizar conteo de colonias o crecimiento de micelio en ciertas
condiciones se incubaron a 30 C por 24 h para el conteo de esporas y 3 dias para observar micelio. La
inoculacion para el conteo de colonias se realizo esparciendo masivamente 100 pl de la suspension de

1x10? esporas/mL. con la ayuda de una varilla de vidrio estéril. Para el desarrollo de micelio se inoculo
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una alicuota de 10 nL de la concentracion de esporas correspondiente sobre la superficie del medio
solidificado, se espero hasta que la gota haya sido absorbida para conservar la forma y se llevo con

cuidado a la incubadora sin agitacion.
6.6.5 Escherichia coli DH5a

Las placas Petri con medio LB inoculadas con la cepa correspondiente se mantuvieron a 37 C por 16 h.
Los cultivos liquidos se incubaron a las mismas condiciones de tiempo y temperatura, en matraz mas

una agitacion de 250 rpm.

6.7 Técnicas microbiologicas

6. 7.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de A. ferreuspor fleomicina

En placas Petri de 60x15 mm con medio (zapek 1% agar, se inocularon 10 pL de las diluciones 107, 105,
10> y 10* de esporas frescas de A. terreus recolectadas anteriormente, en dos puntos diferentes de la
placa. Cada unidad experimental conto con una concentracion de fleomicina determinada entre 40 y
130 pg/mL y se realizo por duplicado. La unidad control conto de la misma siembra de esporas, pero el

medio carecio de fleomicina. Se incubo por cuatro dias a 30 C (Banos, 2010).

6.7.2Siembra por cobertera para la obtencion de transformantes de A. ferreus

El medio Czapek/Sorbitol (agar 2%) preparado previamente con su respectiva concentracion de
fleomicina se midio con ayuda de tubos falcon estériles de 50 mL, para vaciar 5 mL en placas Petri
chicas (60 mm), cuando este se encontro a 50C. De manera similar, en otros tubos se agrego el medio
Czapek/Sorbitol (agar 1%) preparado previamente con su respectiva concentracion de fleomicina mas
300 nL de mezela de transformantes por cada 5 mL de medio. El preparado se vertio sobre la capa de
medio solidificada en la base de las cajas hechas anteriormente y se dejo solidificar. Se incubé a 30C

por 5 dias, monitoreando cada dia.
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6.7.3 Obtencion de transformantes de A. ferreus con nicleo completamente transformado

De acuerdo con Bibian-Leon (2015), el objetivo fue obtener transformantes estables, es decir, evitar
que las transformantes finales poseyeran heterocarion (dos diferentes tipos de ntcleos). Las
transformantes inicialmente muestran ntcleo transformado y no transformado, y cuando estos
protoplastos se fusionan unos con otros resultan dicariones. Kl micelio de las transformantes se pico
con un palillo estéril y se sembro en medio Power por picadura, las cajas se incubaron a 30C por 3-4
dias. De esta manera se realizo el primer pase, eliminando el micelio dicarion en el cual las esporas
que se formen solo llevaran un nicleo. En este paso se tienen esporas con nucleo transformado y esporas
con nucleo no transformado. El segundo pase se realizo inoculando las esporas en medio de seleccion
de fleomicina (Czapek) por estria abierta con incubacion a 30'C. Cuando se observo el desarrollo de una
colonia aislada, ésta se lavo con solucion isotomica de NaCl 0.9% estéril y se sembro en medio de
esporulacion (Power) para posteriormente realizar la cosecha de las esporas y su conservacion en

glicerol.

Todas las pruebas de fermentacion y caracterizacion de las transformantes se realizaron con la tercera
generacion. Es decir, de las suspensiones de esporas conservadas en glicerol, se propagaron las esporas

en el medio correspondiente, se recolectaron y se sembraron en los respectivos medios para cada analisis.

6.8 Produccion de lovastatina en FILi y FS

Los medios de cultivo y las condiciones de crecimiento de la cepa Aspergillus terreus TUB F-514, de la
coleccion de cepas de la Technical University of Budapest, fue incubada sobre agar PDA durante 6 dias
a 30 C para esporulacion. Las esporas fueron colectadas con una solucion de Tween 80 al 0.05% y usadas

para inocular las fermentaciones de lovastatina.

>ara 'L, 50 mL de medio de produccion de lovastatina (Szackacs et al, 1998), y modificado (Banos et
al., 2005), fueron repartidos en matraces Krlenmeyer de 250 mL, estériles con tapones de algodon. Los
cultivos fueron inoculados a una concentracion de 2x10° esporas/mL e incubados a 30 (' a una agitacion

de 200 r.p.m. hasta 96 horas.

Para I'S, una concentracion de 2.5 veces del medio de produccion de lovastatina (2.5X) fue inoculado
con esporas de A. ferreus (2x10° esporas/mL), y empleado para impregnar el soporte solido inerte a un

contenido de humedad del 85%. Se empleo espuma de poliuretano de alta densidad, el cual fue pretratado
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con una solucion de NaOH al 40% y HC1 al 10%. Los cubos de 1 em?, fueron impregnados con el medio
inoculado, y 6 g de este medio solido fue colocado en cada matraz Erlenmeyer de 250 mL,, los cuales
fueron cubiertos con papel aluminio y Parafilm (Pechiney Plastic Pacaging, Menasha, Wi, USA) como
lo describio Banos ef al (2005). Es decir, 0.21 g de cubos de poliuretano impregnados uniformemente

con 6 mL de medio 2.5X inoculado.

6.9 Caracterizacion de las transformantes

6.9.1 Sensibilidad a estrés oxidante

6.9.1.1 Micelio

Con ligeras modificaciones del protocolo descrito por Sakamoto ef al (2008), se evaluo la sensibilidad
del micelio de las cepas fungicas a estrés oxidante causado por peroxido de hidrogeno en placas de
bioensayo estériles con medio PDA a diferentes concentraciones (1, 2, 3 y 4 mM). Se inocul6 con 10 nL
de concentracion de esporas 1x107, 1x105 1x10°, 1x10* esporas/mL por duplicado. Se analizo el efecto a
las 72 horas de incubacion a 30C, comparando el fenotipo de las transformantes, la cepa control
(transformante con el vector de silenciamiento sin inserto) y la cepa parental. Se utilizo una placa

control inoculada exactamente ignal, pero con medio sin H20s.

6.9.1.2 Esporas

Se analizo la sensibilidad de las transformantes al estrés oxidante con HxOs 100 mM en conidios a una
concentracion de 1x10% esporas/mL, mediante una reaccion de 15 minutos. Como control negativo se
realizo el mismo procedimiento, pero con solucion salina isotonica en lugar del peroxido de hidrogeno.
Pasado el tiempo de reaccion, se tomaron 100 pl.y se sembraron en una caja Petri con 30 mL de medio

PDA por triplicado. Las colonias resultantes se contaron a las 48 h de incubacion a 30 C (Banos, 2010)

6.9.2 Sensibilidad a estres osmotico

6.9.1.1 Micelio

Con ligeras modificaciones del protocolo descrito por Sakamoto ef al (2008), se evaluo la sensibilidad
del micelio de las cepas fliingicas a estrés en presencia de NaCl a 1 mM en placas de bioensayo estériles

con medio PDA. Se inoculé con 10 plL de concentracion de esporas 1x107, 1x10°, 1x10°, 1x10* esporas/m1L
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por duplicado. Se analizo el efecto a las 72 horas de incubacion a 30 C, comparando el fenotipo de las
transformantes, la cepa control (transformante con el vector de silenciamiento sin inserto) y la cepa

parental. Se utilizo la misma placa control, inoculada igual, pero con medio PDA puro.

6.9.1.2 Esporas

Se analizo la sensibilidad de las transformantes al estrés osmotico en presencia de NaCl 100 mM en
conidios a una concentracion de 1x10? esporas/mL, mediante una reaccion de 15 minutos. Como control
negativo se realizo el mismo procedimiento, pero con solucion salina isotonica en lugar de NaCl. Pasado
el tiempo de reaccion, se tomaron 100 pL y se sembraron en una caja Petri con 30 mL de medio PDA

por triplicado. Las colonias resultantes se contaron a las 48 h de incubacion a 30C (Baios, 2010).
6.9.3 Esporulacion

En cajas Petri chicas con 10 mL de medio Power, se inocularon 10 pl de una suspension de 1x10°
esporas/mL de cada cepa. Esta suspension se realizo a partir de esporas frescas y en solucion isotonica
Na(l 0.9% Se incubaron a 30C durante dos dias. Después de este tiempo se colectaron las esporas con
una solucion de Tween 80 al 0.02% (pA) con la ayuda de perlas de vidrio y se hizo un conteo por medio
de la camara de Neubauer. Se prepararon tres cajas para cada tiempo de conteo por cada cepa, se

realizaron mediciones a las 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 170 h.
6.9.4 Crecimiento radial

Se realizo el analisis de crecimiento radial en los medios minimos PDA, Czapek y medio de
esporulacion Power, mediante la inoculacion de 10uL de una suspension de 1x10° esporas/mL a partir
de una recoleccion de esporas frescas, en cajas Petri de 50 mm por triplicado. Se midio el crecimiento

en milimetros cada 24 h con ayuda de un calibrador vernier.
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6.10 Tecnicas analiticas

6.10.1 Extraccion de lovastatina

6.10.1.1 FS

Se tomo 1 g de soporte hiimedo, al cual se le adiciono 10 mL de acetonitrilo grado HPLC (J.T. Baker®)
al 50% con agua destilada, se dejo en agitacion durante 30 min a 250 rpm y después 30 min en el
sonicador (Branson 120), la muestra se filtro a traveés de una membrana de 0.45 pm de poro Millipore®.

Las muestras se guardaron en microtubos de 1.5 mL a -20 C hasta su cuantificacion.

6.10.1.2 FL,

Se tomaron dos tipos de muestra: una proveniente del caldo de fermentacion, del cual se tomaron 2 mL
de caldo y se le adicionaron 2 mL de acetonitrilo grado HPLC J.'T. Baker® al 50 %; la otra proveniente
del micelio. Se tomo 1 g de micelio hiumedo el cual se paso a un tubo con 5 g de perlas de vidrio y 10
mL de acetonitrilo grado HPLC (J.T. Baker®) al 50 %, seguida de una agitacion en el vortex durante
2 min. Los tubos se colocaron en el sonicador durante 30 min, la muestra se filtro a traves de una
membrana Millipore® de 0.45 pm de poro. Todas las muestras fueron guardadas en microtubos de 1.5

mL a -20°C hasta su cuantificacion.
6.10.2 Cuantificacion de lovastatina

Se realizo por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC), utilizando una columna
Novapack C-18 (150 x 3.9 mm, 4 mm), con una fase movil de acetonitrilo:acido fosforico 0.1 % 70:30, la
velocidad de flujo fue de 1.2 mI/min, y la forma -hidroxiacida de la lovastatina se determiné a 238

nm.

6.10.2.1 Curva Patron a partir de la conversion de la lovastatina a su forma B-hidroxiacida

Se pesaron 20 mg de lovastatina (Fermic S.A. de C.V.) y se disolvieron en 50 ml: de NaOH (0.1N
preparado con 25% de acetonitrilo). Se ajusto a pH 7.7 con HCI 0.1 N (preparado en acetonitrilo), se
incubo a 45°C durante 1 h, se ajusto el volumen a 100 mL y se guardé en alicuotas de 1 mlLa -20C. Este
proceso asegura un 98% de conversion de la forma lactona a la forma B-hidroxiacida (Yang & Hwang

2006), sin embargo, hubo que confirmarlo mediante HPL(, para obtener una curva patron con las
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concentraciones reales de la forma -hidroxiacida. Posteriormente se realiza una curva patron a partir

de la concentracion conocida de las alicuotas y se lee en HPLC.

6.10.3 Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (EROs)

La oxidacion de la sonda HaDCF-DA (Sigma- Aldrich) por las NROs, se midio a traves de una cinetica.
A 10 mL de PBS con una concentracion de 20 mM H:DCE-DA, se le adicionaron 100 mg de micelio de
FL o en su caso, 1 g de cultivo solido de F'S. La reaccion se incubo en condiciones de oscuridad y en
hielo durante 30 min. Transcurrido el tiempo, cada muestra se filtro, se congelo y se molio con Na
liquido (con ayuda de mortero y pistilo). Aproximadamente 500 mg del polvo (micelio molido y
congelado), se adicionaron a un microtubo de 1.5 mlL negro (o ambar), y a éste se le adiciono 1 mL de
PBS frio. El tubo fue mezclado en vortex durante 20 seg y centrifugado a 12000 x g a 4*°C por 15 min.
200 pl del sobrenadante se colocaron sobre una placa de 96 pozos para fluorescencia, la cual se leyo en
el lector multimodal DTX 880 Multimode Detector (Beckman-Coulter, Inc, Brea, CA, USA),
empleando 485 nm de excitacion y 530 nm de emision. Se realizo el mismo procedimiento, pero sin
emplear la sonda HaDCEF-DA (control negativo), al final a la fluorescencia emitida en las muestras
tratadas con la sonda, se les resto la fluorescencia del control negativo. La normalizacion de la
fluorescencia (dada en Unidades Relativas de Fluorescencia, o URF) se obtuvo al dividir este resultado
entre el contenido de biomasa, en FL por peso seco y en IS por acidos nucleicos (Miranda, 2013). Todo

se realizo por triplicado.

6.10.4 Determinacion de biomasa y humedad

En FIL, la biomasa y la humedad se determinaron por peso seco, filtrando todo el contenido de un
matraz a traves de un papel filtro de 90mm WhatmanTM de peso constante y conocido, se dejo secar a

80C durante 48 h, hasta peso constante.

En FS la humedad se determino por peso seco dejando secar 1 g de soporte hiimedo a 80 C durante 48

h, hasta peso constante.

6.10.5 pH

En IS se tomo 1 g de soporte himedo en 10 mL de agua destilada. La mezcla fue sometida al vortex

durante 2 min, el pH fue medido directamente en el liquido resultante.

En FL se tomo directamente del caldo de fermentacion después de haber filtrado el micelio.
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6.11 Técnicas moleculares

6.11.1 Extraccion de ADN genomico de A. ferreus
El micelio joven obtenido con las condiciones del apartado 6.6.3 se colecto con ayuda de una espatula,
se seco con papel absorbente, posteriormente se macerd hasta pulverizar con nitrogeno liquido y se

guardo en microtubos a -70 C hasta su procesamiento.

A un microtubo con micelio pulverizado se le adicionaron 800 pl. de Buffer de extraccion (KDTA
50mm y SDA 0.2%), se incubo a 68'C durante 30 min. Se centrifugéo a 14000 rpm por 5 min a temperatura
ambiente. Al sobrenadante se le agregaron 100 nL de acetato de potasio 2.5M pH 4.2, se mezclo bien y
se coloco en hielo durante 10min. Se centrifugo Smin. Del sobrenadante se tomaron 700 nli y se le
adicionaron 700 nL de isopropanol. Se centrifugo a 14000 rpm 5 min desechando el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 400 nl. de TE pH 8 (EDTA 1 mM-Tris- HC1 10 mM, 1:1), se adicionaron 40
nL de acetato de sodio 3M pH 7. La mezcla se calento 68C durante 1 h con agitacion a 300 rpm. Para
solubilizar, se mezelo por agitacion en vortex. Se le adiciono 1 mL de etanol al 95% frio y se centrifugo
a 1500 rpm durante 5 min. La mezcla se lavo dos veces con 800 nl. de etanol al 70% frio. i1 ADN se
resuspendio en 100 pl de TE pH 8 con 1 nL de solucion RNAsa 100 mg/ml. La mezcla se incubo a
37C durante 1.5h. Después, se le adicionaron 300 nl de TE pH 8. Se extrajo con un volumen de
(cloroformo-alcohol isoamilico, 24:1). Se centrifugo a 14000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente, colectando la fase de arriba. Se le agrego 10% del volumen total de acetato de sodio 3 M pH
5.2, mas 700 pL de etanol absoluto frio (2.5 vol.). Se centrifugo durante 20 min a 14000 rpm a 4C. La
pastilla de ADN se lavo con etanol al 70% frio. Se seco sobre una superficie de papel absorbente y se

resuspendio en 30 nli de H20 grado biologia molecular y se guardo a -20 C.

6.11.2 Identificacion del gen atfB en Aspergillus terreus TUBF-514

6.11.2.1 Diseno de primers
A partiv de “Aspergillus terreus NIH2624 predicted protein (ATEG__01978) partial mRNA
(XP_001211156.1)", se disenaron dos juegos de primers con cortes Necol. Los detalles se pueden

encontrar en el Anexo 1.
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6.11.3.1 PCR para obtencion de la sonda de un fragmento del gen AtaifB

Se realizo un PCR con gradiente de temperatura por cada combinacion de juegos de primers disenados

para determinar la temperatura optima de obtencion del fragmento del gen atf3 de A. terreus en el

termociclador (T100™ Thermo Cycler de Biorad), con las siguientes condiciones:

Volumen (nl)
H»0 grado Biologia Molecular 56.5
5X GoTaq Flexi Buffer 20
Mg(Cl2 25 mM 10
ANTPs 10 pM P
attB Primer Forward 10 pM 5
atfB Primer Reverse 10 pM 5
DNAg A. terreus 1
GoTaq Flexi DNA Polimerasa 0.5
(Promega®) 5 U/l

Tabla 1. Reaccion de PCR con Taq Polimerasa para obtener sondas de AtatfB

1 Desnaturalizacion inicial

95C; 1 min

2 Desnaturalizacion

95C;30s

3 Alineamiento

Gradiente 55-65C; 30 s
(Tm optima 61.7C)

4 Extension

72C; 1 min

5 Go to

Paso 2 por 30 ciclos

6 Extension final

72(C; 5 min

7 Guardar

10w

Tabla 2. Condiciones PCR para amplificar AtatfD.

También se amplifico el fragmento del gen AtatfB con Phusion High-Fidelity DNA Polimerasa

(Thermo Scientific™) para obtener un producto de PCR con extremos romos, mediante las condiciones

de PCR siguientes.

Volumen (nl.)
H»0 grado Biologia Molecular 66
Phusion HF 5X 20
dNTPs 10pM 2
atfB Primer Forward 10 pM 5
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atfB Primer Reverse 10 pM 5
DNAg A. terreus 1
Phusion HF DNA Polimersa 1
ThermoScientific® 2 U/uL

Tabla 3. Componentes de la reaccion de PCR con Phusion HF DNA Polimerasa

98( ;30 s
2 Desnaturalizacion 98C; 7s

1 Desnaturalizacion inicial

Gradiente 55-65C ; 25 5
(Tm optima 61.7 C)
2C;2s

5 Go to Paso 2 por 30 ciclos

3 Alineamiento

4 Extension

6 Extension final 72C; 5 min

7 Guardar 410
Tabla 4. Condiciones de PCR con Phusion HF DNA Polimerasa.

6.11.3.2 PCR para obtener la confirmacion de la integracion del vector de silenciamiento
pGpdPki- RNAi- Ata#fB al genoma de las SiAtatfBde A. terreus

Con los primers disenados para hibridar sobre los promotores en sentido contrario pki-F y pGdR, y la
temperatura optima de hibridacion de 66.5 C se realizo la reaccion de PCR al DNAg de las Sia#fB de

A. terreus.

Volumen (nl.)
H20 grado Biologia Molecular 53.5
5X GoTaq Flexi Buffer 20
MgCls 25 mM 10
dNTPs 10 pM P
phki Primer Forward 10 pM 5
pGd Primer Reverse 10 pM 5
DNAg A. terreus 1
GoTaq Flexi DNA Polimerasa 0.5
(Promega™) 5 U/ulL

Tabla 5. Reaccion de PCR con Taq Polimerasa para validacion de las transformantes
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95C; 1 min

2 Desnaturalizacion

95C ;30 s

3 Alineamiento

66.5C; 30s

4 Extension

72C; 1 min

5 Go to

Paso 2 por 34 ciclos

6 Extension final

720 ; 5 min

7 Guardar

4C;

Tabla 6. Condiciones de PCR para validacion de las transformantes.

6.11.3.3 PCR de colonia £ coli DH5a con el vector pJET- AtaifB

Dentro de la campana de flujo laminar se pico la colonia bacteriana transformante con el vector pJIT-

Atatf’B a analizar y se realizo una estria abierta en una placa LB + Amp para descargar la mayoria de

las células. La punta se introdujo en el tubo de reaccion por cinco minutos sin agitar y posteriormente

se levo al termociclador en las siguientes condiciones.

Volumen
(nL)
H»0 grado Biologia Molecular 13.1
5X GoTaq Flexi Buffer 4
Mg(l; 25mM 1.2
ANTP's 10mM 0.8
atfB Primer Forward 10 uM 0.4
atfB Primer Reverse 10 uM 0.4
GoTaq Flexi DNA Polimerasa 0.1
(Promega®) 5 U/l

Tabla 7. Reaccion de PCR de colonia para Z. coli pJET- AtatfB

1 Desnaturalizacion inicial

95C; 2 min

2 Desnaturalizacion

94C: 30

3 Alineamiento

61.7C; 30 s

4 Extension

72C; 1 min

5 Go to

Paso 2 por 34 ciclos

6 Extension final

72C; 5 min

7 Guardar

4C;

Tabla 8. Condiciones de PCR de colonia para £ coli pJET- AtatfB
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6.11.3.4 Purificacion de producto de PCR por corte de banda

Se utilizo el kit de purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean- Up System de Promega®. Se siguio
el protocolo tal y como lo indica el proveedor. Después de correr las muestras en un gel de electroforesis
de agarosa con la cantidad de reaccion suficiente para obtener un buen rendimiento después de la
purificacion (100-200 pL), se corto la banda correspondiente en el transiluminador de lTuz UV y se
coloco en un microtubo estéril. Se agregaron 1 pul. de “Membrane Binding Solution” por cada mg de gel
y se homogenizo a 65C. Se transfirio el gel disuelto a la minicolumna, incubando un minuto a
temperatura ambiente, se centrifugo a 14000 rpm un minuto, se agregaron 700 plL de “Membrane wash
solution”, se volvié a centrifugar y se repitio el lavado con 500 pL centrifugando por cinco minutos. Se
centrifugo ahora sin tapar la microcentrifuga por un minuto, después se hizo pasar 50 pL de agua grado

biologia molecular a la columna y se guardo la muestra a -20 C.

6.11.4 Clonacion del fragmento del gen AtatfB con el vector pJET en células ultracompetentes

E. coli DH5x

6.11.4.1 Ligacion del fragmento al vector de clonacion

Volumen (nl.)
2X Buffer de reaccion 10

atfB (Phusion® High- Fidelity DNA 1

Polymerase) purificado 60 ngqml
pJETL2blunt Cloning Vector 50 1

ng/ml

H»0 libre de nucleasas 7
T4 DNA Ligasa 1
Total 20

Tabla 9. Reaccion ligacion de AtatfBa pJET

La reaccion se incubo a 4 C durante toda la noche, posteriormente se visualizo el resultado por PCR de

colonia en un gel de electroforesis.
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6.11.4.2 Células ultracompetentes de Z coli DH5x

Se realizo un preinoculo con 25 mL de medio LB y 12 colonias de células DH5a y se incubaron a 37C
durante 8-10 h. Se inocularon 250 mL de medio LB con 2.5 mL del preinoculo. Se dejaron crecer con
agitacion constante (180—250 rpm) a 18'C durante hasta alcanzar una densidad optica de 0.55 a 600 nm.
Se transfirio el matraz a un bano de hielo y se mantuvo durante 10 min. Se centrifugo el medio a 5000
rpm por 10 min a 4C. Bl pellet se resuspendio en 80 mL de Buffer TB frio, y se mantuvo en hielo
durante 10 min. Se centrifugo a 5000 rpm por 10 min a 4C. El pellet se resuspendio en 20 mL de TB
mas 1.4 mLi de DMSQ, y se mantuvo en hielo durante 10 min. Kl volumen final se repartio en alicuotas
de 100 nI. en microtubos de 1.5 ml,, y se sumergio el fondo en nitrogeno liquido. Se almacenaron a -

70C para su uso (Sambrook & Russell, 2001).

6.11.4.3 Transformacion bacteriana

Se tomaron 50 pL de células ultracompetentes y se depositaron en un microtubo de 1.5 mL. Se le
adicionaron 5 pl. de plasmido, se resuspendio suavemente y se mantuvo en hielo durante 30 min. Se
transfirio la mezcla a 42'C durante 2 min y se enfrio rapidamente en hielo (shock térmico) para inducir
a las celulas la toma de DNA exogeno. Se adicionaron 800 pL de medio 1.B, se mezclo por inversion y
se incubo a 37°C durante 1 h. Se sembro una alicuota de 100 puL en la superficie de una placa LB- Agar
mas ampicilina a una concentracion final de 100pg/ml. Se incubo de 12 a 16 horas a 37C (Sambrook

& Russell, 2001).

6.11.5 Extraccion de DNA plasmidico por minipreps.

Se seleccionaron 10 colonias del centro de la placa anterior y se analizo el DNA plasmidico por
obtencion de minipreps por boiling. De las colonias seleccionadas se hicieron cultivos en 2 mL de medio
LB + Amp por 12-16 h a 37 C y 220 rpm. Se tomé 1 mL de cada cultivo y se centrifugo a 5000 rpm por
cinco minutos. Se anadieron 350 nlLi de solucion STET (10 mL de EDTA 50 mM pHS, 1 mL de Tris-
HCI 10 mM pHS;, 8 g de sacarosa, 500 nl. de Triton X-100 y H20O hasta 100 m1.) y 20 nlL de lisozima
10 mg/ml, al pellet seco, se homogeneizo en vortex hasta resuspender las células. Posteriormente se
hirvieron las muestras por un minuto y de inmediato se centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos. Se
anadieron al sobrenadante 45 pl. de acetato de sodio 3M y 600 pli de isopropanol, se mezclo por
inversion y se incubo a temperatura ambiente por 15 minutos. Después se centrifugo a 14000 rpm por
10 minutos y se lavo el pellet con etanol 70% frio, nuevamente se centrifugo6 a 14000 rpm durante 5

minutos. Finalmente, se resuspendio el pellet en 30 nL de HyO y se guardo a -20 C.
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6.11.6 Purificacion a gran escala de DNA plasmidico por midipreps.

Se utilizo el kit Plasmid Midi de QTAGEN®, siguiendo el protocolo que a continuacion se describe. La
colonia seleccionada se incubé en 100 mL de medio LB + Amp a 37C, 220 rpm por 12-16 h. Después se
recolecto el cultivo por centrifugacion a 6000xg por 15 min a 4C. Se resuspendié el pellet en 4 mL del
buffer P1 (RNAsa). Se agregaron 4 mL del buffer P2, se mezclo por inversion 4-6 veces y se incubo 5
min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 4 mls del buffer P3 frio se mezclo por
inversion y se incubé en hielo 15 min. Se centrifugo a 20000x g por 30 min a 4C y después por 15 min.
La columna (100 QITAGEN-tip) se equilibro aplicando 4 m1. del buffer QBT permitiendo que se vacie
por gravedad. El sobrenadante del centrifugado se aplico a la columma, dejando que entre a la resina
por gravedad. Fn seguida se lavo la columna con 10 mL del buffer QC dos veces. Posteriormente se
eluyo con 5 ml. del buffer QI en otro tubo. Se precipito el DNA agregando 0.7 volumen de isopropanol
y se centrifugo a 15000x g por 30 min a 4C. Después se lavo el pellet de DNA plasmidico con 2 mL de
etanol 70% y se centrifugo nuevamente a 15000 g por 10 min. Por altimo, se seco el pellet y se disolvio

en un volumen apropiado.

6.11.7 Digestion de DNA plasmidico.
Se realizo la reaccion de digestion con la enzima de restriccion Neol Thermo Scientific™ a los vectores

de clonacion y de silenciamiento, incubando por 3 h a 37 C con las siguientes condiciones.

Volumen (nl.)
H»0 libre de nucleasas 14.7
10X Buffer Tango 2
RNAsa (10mg/ml.) 0.2
Neol (10 UnL) 0.1
DNA plasmidico 3
Total 20

Tabla 10. Condiciones de digestion de DNA plasmidico

6.11.8 Desfosforilacion de DNA plasmidico digerido.
>ara evitar la ligacion reversible (espontanea) del vector PGpdPki- RNAi se desfosforilaron los
extremos del vector abierto con las siguientes condiciones de reaccion, incubando 10 min a 37C, se

detuvo la reaccion calentando a 75 C por 5 min.

58



Departamento de Biotecnologia

Volumen (nL)
DNA lineal 1
10 X Buffer FastAP 2
FastADP Fosfatasa termosensible alcalina 1
(Thermo Scientific™) 1 U/l
H»0 grado biologia molecular 0.1

Tabla 11. Condiciones de desfosforilacion de DNA plasmidico

6.11.9 Construccion del vector de silenciamiento pGpdPki- RNAi- atfB

La construceion del vector de silenciamiento se logro siguiendo el siguiente protocolo. Iin primer lugar,
se obtuvo un midiprep (6.11.6) del vector pGpdPki, en seguida se digirio con la enzima de restriccion
Neol (6.11.7), se desfosforilo (6.11.8) y finalmente se realizaron las reacciones de ligacion procurando

una relacion vector-inserto de 5:1.

ble

ble

pGpdPki-RNAi

pGpdPki-RNAi-atfB
6288 pb Teyel 8 Hinarm » 6878 pb Tever | Hinatm

EcoRI ~— EcoRI

Ncol

Fig. 9 Mapa de la insercion de AtatfB en el vector de silenciamiento pGpd Pki- RNAi

a. Digestion (Apertura del vector) Volumen (pnL)
H1»0 grado biologia molecular 14.7
10X Buffer Tango 2
RNAsa (10mg/mL) 0.2
Neol (10 U/nl) 0.1
Miniprep de pGpdPki :
(764.608 ng/ nl, 1.71(260/280))
Total 20

La reaccion se incubo 3 h a 37 C; se corrio en un gel de agarosa 1% para corte de banda y se purifico
con el kit Wizard ® de Promega.
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DNA lineal (6288 pb) de la digestion anterior
379.073 ng/mL, 1.84(260/280)

10 X Buffer FastAP

FastAP Fosfatasa termosensible alcalina
(Thermo Scientific) 1 UL

H20 grado biologia molecular

16

Total

20

10 min a 37 () se detuvo la reaccion calentando a 75 C por 5 min.

c¢. Ligacion con el inserto a#fB con extremos Ncol

Vector pGpdPki abierto y desfosforilado
95.022 ng/nL, 0.89(260/280)

3

Inserto atfB (Neol)
21.82 ng/nL, 1.63 (260/280)

Buffer 10 X

oo

T4 DNA Ligasa 1 U/l (Promega)

[Ny

H»0 grado biologia molecular

12

Total
La reaccion se incubo 4 C toda la noche.

20

Tabla 12. Construccion del vector pGpd Pki- RNAi- AtatfB

Se realizo la transformacion bacteriana en F. coli DH5a (6.11.4.3) con la construccion del vector de

silenciamiento pGpd Pki- RNAi- Ata#fB utilizando los siguientes controles para verificar cada paso de

la construceion.

Crecimiento en e
Control Verifica
placa
a. Il coli DH5a L.B Césped -Viabilidad
-Ampicilina activa
b. F coli DHbx No .
-La cepa no es resistente
c¢. I colitransformada -La concentracion de ampicilina es
con un vector que tenga IB Colonias adecuada
. . 4 .
resistencia a Amp -La cepa es capaz de transformar
: — +
d.  F coli + pGpdPki sin .
. I ! Amp Colonias -Buen estado del vector
digerir
e. I coli + pGpdPki -Funcionalidad de la fosfatasa
- e No . o
digerido y desfosforilado -No re-circularizacion del vector
f. K coli + pGpdPki . . . .
.. I ! Colonias -Funcionalidad de la ligasa
digerido y ligado
LN ]
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g.  FE coli + pGpdPki
digerido, desforsforilado y No -Fondo de ligacion
ligado
h.  F coli + pGpdPki
digerido, desforsforilado y Colonias -Ligacion de atfB al vector pGpdPki
ligado con atf3 (Ncol)

Tabla 13. Controles de la construccion del vector pGpdPki- RNAi- atfB

6.11.10 Transformacion de A. ferreus con pGpdPki- RNAi- AtaffB por protoplastos
6.11.10.1 Protoplastos

Se hicieron cultivos de A. ferreus en tres matraces de 250 ml. con 20 ml de medio completo, se
inocularon con esporas frescas a una concentracion final de 1x10% esporas/mL y se incubaron a 30C a
200 rpm. En un tubo Falcon de 15 mLi se agregaron 10 mL de SP2X y se dejo en hielo, después se mezclo
con 150 mg de enzimas liticas (Sigma- Aldrich®). Se agito en vortex hasta homogenizar y se dejo reposar
por 5 min, se esterilizo por filtracion a través de una membrana Milipore® de 0.22 nm. El cultivo de
micelio en medio completo se monitoreo a las 18 horas, hasta que se observo en el microscopio poca
ramificacion (micelio joven), despueés se junto todo el micelio en un solo matraz para despueés filtrarlo
en un embudo estéril con Nytal ®. Se lavo con 100 mIL de NaCl 0.9%. Una vez lavado el micelio se paso
del filtro al papel absorbente para secarlo poniendo en contacto el papel por encima y por debajo del
micelio. Se tomo 1.5 g del micelio, se depositaron en un matraz de 250 mL y se agregaron 10 mL de la

solucion SP2X/Enzimas liticas preparada anteriormente.

La reaccion de incubo a 30C a 80 rpm y se monitored cada hora en el microscopio para observar la
formacion de protoplastos. La reaccion duro aproximadamente 3 horas: cuando se observaron
protoplastos aislados el igual que conglomerados sin pared celular. Se filtro nuevamente el micelio, en
el filtrado se encuentran a los protoplastos. Kl filtrado se centrifugo a 4000 rpm por 10 min a
temperatura ambiente, se desecho el sobrenadante dejando S5mL con el pellet del fondo (protoplastos).
Posteriormente se resuspendio por inversion, para distribuir Iml por cada microtubo; estos se
centrifugaron a 6000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. Se agrego al pellet 500 nli de SP2X, se
resuspendio por inversion y centrifugo a 6000rpm por 7 min a 4C, se desecho el sobrenadante. Y se
agrego nuevamente 500l de SP2X| se resuspendio por inversion y se centrifugo a 6000 rpm por 7 min

a 4C. Se lavo el pellet con 1 mLi de KCM, se centrifugo a 6000 rpm por 10 min a 4. Se tiro el
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sobrenadante dejando tnicamente de 100 6 200 nL para resuspender por inversion nuevamente el pellet

y agregar 20 nL de PCM.
6.11.10.2 Transformacion de A. ferreus

Se agregaron 20 pli de DNAp (construcciones de silenciamiento o vector sin inserto purificados), en
microtubos de 1.5 mL nuevos sobre hielo, y 100 nL de protoplastos. Se mezeld por inversion y se dejo
reposar 20 minutos en hielo. Se tomé uno como control donde no haya ADN. A cada tubo, se agrego 600
nL de PCM, se mezelo por inversion y se dejo reposar 20 min a temperatura ambiente. Finalmente se
agregaron 600 nL de KCM, se mezelo bien y se dejo a temperatura ambiente hasta la extension de la

placa.

ara verificar que la transformacion del hongo con el vector de silenciamiento original (sin inserto)
no confiriera ninguna actividad diferente a la cepa parental en el fenotipo de esta, se realizo la misma

transformacion y restriccion de paso del heterocarion con el vector pGpdPki- RNAi sin inserto.
6.11.10.3 Extension en placa

Se prepararon 45 placas Petri de 60x15 mm con 5 mL de medio Czapek/Sorbitol (agar 2%) con fleomicina
en una concentracion final de 50 ng/ml. Posteriormente se sembro por cobertera (6.7.2) las reacciones
de transformacion, es decir, se agregaron las reacciones de transformacion al medio Czapek/Sorbitol
(agar 1%) con fleomicina y se vertio en las placas preparadas anteriormente. Las transformantes se

incubaron a 30 C por 5 dias y se monitoreo el crecimiento cada uno de los dias.

De acuerdo con Bibian-Leon (2015), el objetivo es obtener transformantes estables, es decir, evitar que
las transformantes finales poseyeran heterocarion (dos diferentes tipos de niicleos). Las transformantes
inicialmente muestran nicleo transformado y no transformado, y cuando estos protoplastos se fusionan
unos con otros resultan dicariones. El micelio de las transformantes se pico con un palillo estéril y se
sembro en medio Power por picadura, las cajas se incubaron a 30C por 3-4 dias. De esta manera se
realizo el primer pase, eliminando el micelio dicarion en el cual las esporas que se formen solo llevaran
un nucleo. En este paso se tienen esporas con nticleo transformado y esporas con nucleo no
transformado. El segundo pase se realizo inoculando las esporas en medio de seleccion de fleomicina
(Czapek) por estria abierta con incubacion a 30C. Cuando se observo el desarrollo de una colonia
aislada, ésta se lavo con solucion isotonica de NaCl 0.9% estéril y se sembro en medio de esporulacion

(Power) para posteriormente realizar la cosecha de las esporas y su conservacion en glicerol.
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6.12 Uso de herramientas bioinformaticas

a) Prediccion de la localizacion subeelular de AtfB con YLoc (Interpretable Subcellular Localization
Prediction)

La prediccion de la localizacion subcelular es una importante herramienta como alternativa a los
meétodos experimentales; YLoc (Interpretable Subcellular Localization Prediction) es un servidor web
facil de interpretar que permite predecir la localizacion subcelular de cualquier proteina. La razon
principal de esta prediccion es la presencia de una secuencia NLS o nuclear localization signal
(secuencias cortas de aminoacido predominantemente basicas, identificadas como senales de
importacion nuclear para algunas proteinas); el 41% de las proteinas nucleares tienen este atributo
mientras que solo el 1% de las proteinas secretadas muestran este mismo atributo. Lo cual confirma que
se trata de un factor transcripcional. Ademas, la proteina muestra una gran cantidad de aminoacidos
polares, el 60% de las proteinas nucleares muestran estas caracteristicas, por otro lado, solo el 2% de las

proteinas secretadas tienen esta caracteristica. (Briesemeister ef al, 2010)
b) Prediccion de sitios de union de importinas a-dependientes de NLS con el software ¢cNLS Mapper

El software ¢NLS Mapper basado en Kosugi et al (2009) permite la prediccion de importinas o-
dependientes de NLS, este método predictivo permite resultados precisos, sensibles y especificos por
sobre cualquier otro método al identificar la secuencia correspondiente al sitio de union de importinas

en la secuencia de aminoacidos de la proteina a analizar.
¢) Modelo de interaccion de proteinas del software STRING

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

de la red de interaccion.
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7.1 Identificacion de atfB (ATEG 01978) en A. ferreus NTH2624
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En la base de datos NUBI (National Center for Biotechnology Information) no se encuentra el gen

denominado atfB para Aspergillus terreus NIH2624 como tal, para lograr su identificacion en esta

cepa se realizaron BLAST con las secuencias de aminoacidos y nucleotidos del factor transeripceional

en otras especies de Aspergilli y Penicillinm. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de

los analisis.

Identidad de a#fB en otras especies de Aspergilli

Aspergillus terreus NTH2624 predicted protein (ATEG 01978) partial mRNA XP_ 001211156.1 690pb

NCBI Acceso a.d. Identidad
Aspergillus parasiticus AOAOFOIP79.1 318 36% (74/205)
Aspergillus flavas XP_002381221.1 318 37% (75/205)
Aspergillus oryzae | XP_001824132.1 318 37% (75/205)
Aspergillus fumigatus Q4WVQT.1 328 36% (75/211)
Aspergillus nidulans CBE71585.1 322 34% (56/167)
Penicillium XP_002567872.1 319 35% (55/156)

chrysogenim

Tabla 14. Resumen de resultados obtenidos del BLASTp (aminoacidos) realizado en el genoma de Aspergillus

terreus NIH2624 con los homologos de atfB o AtAtfB.

NCBI Acceso nucleotidos ldentidad

Aspergillus parasiticus HQ396161.1 957 44/52(85%)
Aspergillus flavus XM 002381180.1 957 42/52(81%)
Aspergillus oryzae ABI120718.1 4779 42/52(81%)
Aspergillus fumigatus XM 748264.1 987 61/75(81%)
Penicillium XM 002567826.1 960 42/50(84'%)

C ']II:ITS‘()gPII um

Tabla 15. Resumen de resultados obtenidos del BLASTn (nucleotidos) realizado en el genoma de Aspergillus

terreus NIH2624 con los homologos del gen Atatfb.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=HQ396161.1&dopt=GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_002381180.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0VR89PMF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=AB120718.1&dopt=GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_002567826.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0VU32AT4114
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De acuerdo con los BLAST realizados, se identifico a la secuencia de nucleotidos denominada
“Aspergillus terreus NTH2624 predicted protein (ATEG  01978) partial mRNA XM 001211156.1°
como atfB de Aspergillus terreus NIH2624, al cual Hamamos AtatfB. Esto es debido a que al realizar
los BLAST a partir de las secuencias de aminoacidos o nucleotidos de los genes atf3 conocidos en otras
especies de Aspergillus con el genoma de A. terreus NIH2624 corresponde a la secuencia con los mejores
resultados de alineamiento en coincidencia de todas las especies comparadas. Cabe mencionar que en el
BLASTn la cobertura de los analisis es baja, pero esta secuencia se trata del dominio conservado de

bZIP caracteristico de los atfB en los diferentes Aspergilli.

7.1.2 Analisis bioinformatico de AtAtfB

Para conocer mas caracteristicas de este interesante gen, se emplearon tres herramientas
bioinformaticas que permitieron identificar a AtAtfB como un factor de transcripcion debido a su
localizacion nuclear y sitios especificos para la importacion al nucleo dentro de su secuencia. Ademas
de mostrar interacciones con otras proteinas que pueden ayudar a un analisis futuro.

a) Prediceion de la localizacion subcelular de AtfB con YLoce (Interpretable Subcellular Localization
Prediction)

Los resultados del analisis de la proteina AtfB de A. ferreus, usando un modelo de prediccion YLoc-
LowRes y la version Fungi, mostraron que esta proteina es de localizacion nuclear, esto con 100% de
probabilidad y una confianza de 0.81. La razon principal de esta prediccion es la presencia de una
secuencia NLS o nuclear localization signal (secuencias cortas de aminoacido predominantemente
basicas, identificadas como senales de importacion nuclear para algunas proteinas), el 41% de las
proteinas nucleares tienen este atributo mientras que solo el 1% de las proteinas secretadas muestran
este mismo atributo. ademas de que la proteina también muestra una gran cantidad de aminoacidos

polares.

b) Prediccion de sitios de union de importinas o-dependientes de NLS con el software ¢eNLS Mapper

En el analisis para AtfB de A. ferreus con un score de 7.3 se encontro una secuencia en la posicion 65

a 86 en la secuencia de aminoacidos de AtAtfB. (Detalle en el Anexo I)
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¢) Modelo de interaccion de AtfB asociada a otras proteinas, basandose en datos experimentales,

meétodos de prediccion computacional y colecciones de publicaciones. Software STRING

Se encontro que el factor transcripcional AtfB de A. ferreus tiene un dominio de cierre basico de
leucinas, se asocia principalmente a otras proteinas involucradas en la defensa ante estrés osmotico
(AtfA y Hogl), ademas de otras proteinas relacionadas con la fosforilacion de proteinas (MpkC, Spml).

(Detalle en el Anexo I)

7.2 Identificacion y amplificacion del fragmento del gen affB en el genoma de A. ferreus
TUBF-514

ara lograr identificar la existencia del gen en la cepa TUBI-514, a partir de la secuencia identificada
. .~ . “ .

en el genoma de A. ferrens NITH2624, se disenaron dos pares de primers sobre Aspergillus terreus

NIH2624 predicted protein (ATEG__01978) partial mRNA (XM__001211156.1)" con los requerimientos

necesarios. La estructura final y caracteristicas de los primers se muestran a continuacion.

Secuencia 5 2> 3 Tm (C) Longitud de oligos (pb)
F1 GCGCCATGGATAACTTCCACTTCC 62.2 C 24
F2 GAGCCATGGGCCTCGG 58¢C 16
R1 GTTCCATACTATCCCATGGAGGCC 61C 24
R2 CTTCCATGGGGGTGATCGTAGCC 61.5 C 23

Tabla 16. Primers disenados para amplificar un fragmento del gen Atatf3
gl ta)
Tamanos esperados de los amplicones para las combinaciones de los juegos de primers.
F1-R1 614 pb F2-R1 552 pb

F1-R2 474 pb I2-R2 412 pb

7.3. Gradiente de temperatura para encontrar la Tm
Para encontrar la temperatura de hibridacion (Tm) optima para amplificar el fragmento del gen

AtatfB se realizo una PCR con gradiente partiendo de la Tm de diseno. Se probaron las cuatro

combinaciones de ambos juegos de primers para encontrar la ideal.
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Fig. 10 PCRs de AtatfB con las combinaciones de los dos pares de primers disenados en gradiente de
temperatura para amplificar el gen. Gel de agarosa 1% para electroforesis. F1R2 amplifica especificamente un

amplicon de =474pb.

——-._ﬁ- .

Fig. 11 PCR para obtener la temperatura éptima de alineamiento para amplificar AzatfI3 con F1R2, Tm-61.7C

tiene una sola banda definida e intensa. Gel de agarosa 1% para electroforesis.

La combinacion de primers que resulto efectiva para amplificar un fragmento correspondiente a 468
pb fue F1R2 (Fig. 10). La temperatura optima de hibridacion resulto en 61.7C (Fig. 11), a esta

temperatura el fragmento se amplifico con mayor intensidad y no aparecieron bandas insepecificas.
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7.4 Clonacion del fragmento

7.4.1 Amplificacion y purificacion

Con el objetivo de amplificar el fragmento con extremos romos se procedio a realizar una PCR
utilizando Phusion High-Fidelity DNA Polimerasa (Thermo Scientific™). La temperatura optima de
alineamiento fue de 61.7C. El producto de la PCR se corto y se purifico con el kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System de Promega®.

-~ a
-~ @

i Ll -

JAR 9.2 61.7"C ¢

Fig. 12 Amplificacion de alta fidelidad de Atatf13 con Phusion High- Fidelity DNA Polimerasa. Tm - 61.7C.

Gel de agarosa al 1%

7.4.2 Clonacion de AtatfB en el vector pJET1.2/blunt (Thermo Scientific™)

Con la reaccion indicada en el apartado 6.11.4.1 Ligacion del fragmento al vector de clonacion, se
transformaron células ultracompetentes 72 coli DH5a (6.11.4.3). Las células fueron viables, sin
resistencia a ampicilina y con capacidad de transformacion, de acuerdo con la siguiente figura donde

se muestran las caracteristicas deseadas. La concentracion de ampicilina fue de 100 pg/ml..

a D. G

Fig. 13 Controles de transformacion de F. coli DH5a. a. Crecimiento normal en medio LB (verifica viabilidad),
b. Sin crecimiento en medio LB + ampicilina (no resistencia), ¢. Crecimiento de una transformante con un

vector conocido Amp® (capacidad de transformacion).
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Fig. 14 Transformantes de £ coli DH5a AmpR con el plasmido pJIET- Ata#fB en placa con agar LB + Amp.

Se seleccionaron 10 colonias del centro de la placa anterior y se analizo el DNA plasmidico por

obtencion de minipreps por el metodo de boiling (6.11.5).

Colonias analizadas
2 4 6 78

2000 pb—

Fig. 15 DNA plasmidico de las colonias transformantes de K. coli DH50 con pJET- AtatfB. Gel de agarosa 1 %.
Las 10 colonias analizadas contienen el vector, se observa una banda en el tamano esperado =2000pb para el
vector.

Se realizo también una PCR de colonia (6.11.3.3) de tres transformantes y se digirieron los minipreps

con la endonucleasa Neol (6.11.7) para verificar la liberacion del fragmento de atfb.

ey - —

atf8 PCR de colonia pJET-atf8
250 1 3 5 Ncol
3

Fig. 16 Confirmacion de ligacion del fragmento de atfB con pJETL.2blunt. Gel de agarosa 1% Atat/B
purificado se encuentra =500pb (primer carril después del marcador), al igual que las amplificaciones
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pertenecientes a las PCR para AtatfB de las colonias 1, 3 y 5 seleccionadas por la intensidad en la banda de
DNAp de la Fig. 17(siguientes tres carriles y el fragmento que libera la digestion del vector con la endonucleasa
Neol correspondiente a AtatfB3 (en el ultimo carril).

En el segundo carril se observa el fragmento de atfBB de referencia, el cual coincide en tamano
molecular (590 pb) con las sondas amplificadas por PCR de colonia en los siguientes tres carriles y la

liberacion del fragmento de atfB de pJIT con Neol, en el altimo carril.

>ara obtener el vector con un grado alto de pureza y en concentracion suficiente para los siguientes
protocolos, se obtuvo un midiprep (6.11.6). De una colonia seleccionada, se digirio un midiprep de
pJET- atfB con la enzima de restriccion Neol para obtener el fragmento de atfB con extremos Ncol a
una concentracion que permita la ligacion al vector de silenciamiento (proporeion 5:1). Se realizo una
digestion 37°C por 3h (6.11.7). Se agregaron 2 nL de buffer de carga y se corrio en un gel de agarosa
1.2%. para corte de banda. Posteriormente se corto el fragmento observado en 590 pb y se purifico por el

kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega.

Las concentraciones de los productos obtenidos se muestran a continuacion. Los valores fueron

obtenidos con la lectura de las muestras en NanoDrop2000 Thermo Scientific.

Concentracion (ng/ nL) 260/280
Midiprep pJET- atfB 839.408 1.924
atf’B con extremos Neol 22.926 1.912
purificado

Tabla 17. Concentracion y pureza de los productos de purificacion a gran escala del vector pJET-AtatfBy la

sonda AtatfB con extremos Ncol.

7.5 Construccion del vector de silenciamiento pGpdPki- RNAi- atfB

La construccion del vector de silenciamiento se logro siguiendo el esquema de la Fig. 19. En primer
Tugar, se obtuvo un midiprep del vector pGpdPki, en seguida se digirio con la endonucleasa Neol par:
abrir el vector en el sitio entre los dos promotores encontrados Pgpdy Ppki, se desfosforilo para evitar
la recircularizacion del vector y finalmente se realizaron las reacciones de ligacion, condiciones

mostradas en Tabla 12.
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6288 pb Teyel — Hinalll
FastAP
EcoRI
Pgpd 1 Pgdh ble Tcycl Ppki
HOCATES g —“ — €
GCh' 3' GGTAC oy

ble
pGpdPki-RNAi-atfB

6878 pb Teyel )| Hinarmx ‘
~ EcoRI

pGpdPki-RNAi-atfB
6878

pb - HinadlIll
EcoRI

CATGG
EETAC\C

Fig. 17 Mapa de la construceion de pGpdPki- RNAi- AtatfB. Apertura del vector con la endonucleasa Neol,
desfosforilacion y ligacion con el inserto Atatf'B cortes Neol.

Posteriormente se transformo a 2 coli DH5a ultracompetente (6.11.4.3) empleando controles basicos

de transformacion y controles especificos para verificar cada paso (Tabla 13).
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a. 1% coli DH5a b. 2 coli DH5a c. I2 coli transformada d. & coli + pGpdPki sin
LB LB+ Amp con un vector que tenga digerir
Crecimiento “césped” Sin crecimiento resistencia a Amp LB+ Amp
LB+ Amp Crecimiento “colonias”

Crecimiento colonias

e. I7 coli + pGpdPki f. E. coli + pGpdPki g. I coli + pGpd Pki h. E. coli + pGpdPki digerido,
digerido y desfosforilado digerido y ligado digerido, desforsforilado y desforsforilado y ligado con
LB + Amp LB + Amp ligado atfB con cortes Neol
Pocas colonias Crecimiento “colonias” LB+ Amp LB+ Amp
Sin crecimiento Crecimiento “colonias”

Fig. 18 Controles para la construccion del vector pGpd Pki- RNAi- AtatfB verificando cada elemento
transformando %2 coli ultracompetentes. a: Se verifico la viabilidad de las células ultracompetentes; b: no
presentan resistencia a ampicilina; ¢ capaces de transformar; d: buen estado del vector y [Ampl adecuada; e:
desfosforilacion correcta; f: la ligasa es funcional; g fondo de ligacion; h: construceion exitosa.

A continuacion, se muestra un gel de agarosa al 1 % con la secuencia de la construccion de pGpdPki-
RNAi-AtatfB (6.11.9). En el primer carril y segundo carril, después del marcador, se muestra al vector
en sus etapas de apertura y desfosforilacion, respectivamente, posteriormente el DNA plasmidico de las
transformantes y la digestion de este, en donde se verifica la liberacion del fragmento de Atatf3 ~590
pb.

72



Departamento de Biotecnologia

pGdpki pGdpii
Neol Neol 7 ‘
FastAP Ncol

Fig. 19 Construccion del vector pGpdPki- RNAi- AtatfB. 1: pGpdPki digerido con Neol. 2: pGpdPki digerido y
desfosforilado. 3: Construccion pGpdPki- RNAi- AtatfB. 4. Digestion de la construceion con Neol. 5. AtatfB de

referencia.

Despueés de verificar que las colonias contenian el vector de la ligacion de pGdpPki- RNAi- Atatf B, se
selecciono y purifico una colonia a gran escala mediante la obtencion de midipreps (6.11.6).
Posteriormente se corrio un gel de electroforesis (agarosa 1%) para cortar y purificar el fragmento

liberado utilizando el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.

El fragmento liberado se secuencio con el objetivo de corroborar que los fragmentos amplificados
corresponder al gen atfB. Se hizo un BLAST (NCBI) con la secuencia obtenida en el Laboratorio
Divisional de Biologia Molecular UAM Iztapalapa y el resultado de Ata#fB coincidio con el gen atf'B
de A. terreus NTH2624 en un 98.58%. La secuencia obtenida de AtatfBy el BLAST se encuentran en

los anexos T y I'V respectivamente.

7.6 Transformacion de A. ferreus con el vector de silenciamiento pGpdPki- RNAi- AtatfB

Para obtener mutantes silenciadas del gen atfB de A. terreus, el primer paso fue determinar la
concentracion minima inhibitoria del hongo, para poder realizar la seleccion de las transformantes.
Dichas cepas se generaron mediante la introduccion del vector por protoplastos en siembra por

cobertera.
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7.6.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de A. ferreus por fleomicina
Con la metodologia descrita en el punto 6.7.1 se identifico la concentracion minima inhibitoria en 50

ng/ml.

ﬂqifmug/mL
- ‘A\\

‘v,;‘c_ontrol :
7 - -

10’ *10“ ' 10° > 104 [

Fig. 20 Determinacion de la CML. a: control sin fleomicina. b: Crecimiento del hongo en 40 pg/mL. ¢: CMI, no

hay erecimiento en 50 pg/ml

7.6.2 Obtencion de transformantes de A. ferreus con pGpdPki- RNAi- affB por protoplastos

Después de verificar las condiciones de la generacion de protoplastos (Fig. 23), en donde se confirmo
que son viables y no cuentan con resistencia a fleomicina, se transformaron con el vector de
silenciamiento. Se logro observar un crecimiento de las transformantes entre el tercer y cuarto dia.
Para el quinto se noto que comenzaron a esporular en el medio Czapek, lo cual no es un comportamiento
caracteristico (es un medio donde normalmente no esporulan). IEn total se obtuvieron 30

transformantes.
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Fig. 21 Controles de transformacion. Izquierda: Protoplastos sin transformar en medio Czapek/sorbitol sin
fleomicina. Derecha: Protoplastos sin transformar en medio Czapek/sorbitol con 50 ng/mLi de fleomicina.

Fig. 22 Transformantes de A. terreus con el vector de silenciamiento pGpd Pki- RNAi- AtatfB, medio
Czapek/sorbitol con 50 ng/mLi de fleomicina.

De acuerdo con Bibian-Leon (2015), el objetivo es obtener transformantes estables, es decir, evitar que
las transformantes finales fueran heterocariones (dos diferentes tipos de nucleos). Las transformantes
inicialmente muestran nucleo transformado y no transformado, y cuando estos protoplastos se fusionan
unos con otros resultan dicariones. Con el primer pase, se restringio el paso de micelio dicarion, las
esporas que se formen a partir de él solo llevaran un nicleo. Iin este paso se tienen esporas con ntcleo
transformado y esporas con nicleo no transformado. Con el segundo pase se seleccionaron tinicamente

las esporas con nucleo transformado y con ellas se realizo la cosecha para su conservacion en glicerol.
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Tig. 23 Primer pase. Medio Power, 4 dias a 30C. a: vista frontal. Se aprecian sectores en algunas transformantes
y otras morfologias. b: vista posterior Medio Power, 4 dias a 30C.

4

a. Primer pase b. Segundo pase ¢. Propagacion de esporas
Power “zapek Power para conservar
Siembra por picadura Estria abierta Siembra por picadura

Fig. 24 Ejemplo de secuencia de pases de las transformantes para eliminar el heterocarion.

Después de los pases hasta la segunda generacion, en donde se restringe que persista el heterocarion, se

obtuvieron en total 27 transformantes presuntamente con el gen Ata#fB silenciado, las cuales
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resistieron los pases y la fleomicina, también se selecciono una transtormante con el vector sin inserto

como control.

7.7 Preseleccion de transformantes

Para reducir el niimero de transformantes a trabajar y evitar que se invierta recursos y tiempo en falsas
transformantes, se preseleccionaron a las transformantes que presentaran el fenotipo esperado de
acuerdo con estudios en homologos del gen silenciado en otras especies de Aspergilli. El fenotipo

buscado fue sensible a estrés oxidante y osmotico.

7.7.1 Prueba de sensibilidad a estrés oxidante en micelio

Se evaluo la sensibilidad de las transformantes a estrés oxidante causado por el peroxido de hidrogeno
con el método descrito en el punto 6.9.1. En el anexo, se encuentran todas las imagenes a detalle, a
continuacion, se muestran los principales efectos en la sensibilidad de las transformantes. Todos los

experimentos se realizaron por duplicado.

a) Micelio

1x107 1x10°  1x105 1x10*

® P
o ¢
®- !
o
K-
. .
o
=
o
[s} e SiatfB
Q
.
©
o
a4
©
oo »

Fig. 25 Sensibilidad a estrés oxidante en micelio. PDA + H202 2 mM. P: parental, C: transformante con el
vector sin inserto, SiaffB. transformantes silenciadas. No se observa cambios en el crecimiento, por lo tanto, las
transformantes no son hipersensibles en micelio.
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Aparentemente no se encuentran diferencias en el desarrollo del micelio en condiciones de estrés, se
pudieron observar ligeras diferencias en la morfologia macroscopica del micelio inicamente en la
concentracion de 1x10* esporas/ml, pero en general no mostraron sensibilidad a estrés oxidante en
micelio al no haber mostrado un cambio notable en el crecimiento de las transformantes en las placas
con H20: 1 mM en comparacion con la cepa parental. Es decir, las transformantes silenciadas no son

hipersensibles al estrés oxidante.

Posteriormente, las transformantes que resultaron sensibles a estrés oxidante en conidios (ver seccion
7.8.2), se les probo nuevamente su sensibilidad en micelio, ahora con una concentracion mas alta de
peroxido de hidrogeno (4mM). Se observo que en una concentracion de esporas/mL de 1x10° y 1x10°
existe sensibilidad debido a que presenta una disminucion del crecimiento en comparacion con la
parental, ademas de que en 1 x10* ya no hay crecimiento. Por lo tanto, de las transformantes probadas,

siete presentaron ligera sensibilidad a estrés oxidante.

1x107 1x10° 1x10° 1x104 esporas/mlL

Fig. 26 Sensibilidad a estrés oxidante en micelio. PDA + H202 4 mM. P: parental, C: transformante con el
vector sin inserto, Sia#fB. transformantes silenciadas. Se observa disminucion en el crecimiento en 1x10°
esporas/mLi con respecto a la parental y al control.

7.7.2 Prueba de sensibilidad a estrés oxidante en conidios

Se analizo la sensibilidad de las transformantes al estrés oxidante con H2O» 100 mM en esporas a una
concentracion de 1x10? esporas/mL en un tiempo de contacto de 15 minutos. Como control negativo se
realizo el mismo procedimiento, pero con solucion salina isotonica en lugar del peroxido de hidrogeno.

La viabilidad de las esporas ante el estrés oxidante se cuantifico mediante las colonias que crecieron
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después de 48 h de incubacion a 30C. A continuacion, se muestra el efecto en la cepa parental, el

crecimiento disminuyo en un 20%.

Esporas sin estrés. Esporas con estrés

Fig. 27 Cepa parental con estrés oxidante en esporas. Disminucion de crecimiento 23%.

Esporas sin estres Esporas con estrés

Fig. 28 Transformante 7 con estrés oxidante en esporas. Disminucion de erecimiento 63%.

En total, 61.5% de todas las transformantes silenciadas fueron sensibles a estrés oxidante en esporas.

En algunos casos se logro cuantificar hasta un 63% mas de sensibilidad con respecto a la parental.

XK
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7.7.3 Prueba de sensibilidad a estrés osmotico en micelio

Se probo la sensibilidad al estrés osmotico con NaCl 1 mM en micelio, los resultados mostraron que no
hubo disminucion en el crecimiento de las transformantes silenciadas con respecto a la cepa parental,

es decir, no son sensibles a este tipo de estrés en micelio.

1x107 1X106 1X105 1X104 esporas/mL

L SiatfB

Fig. 29 Sensibilidad a estrés osmotico en micelio. PDA + NaCl ImM. P: parental, C: transformante con el vector
sin inserto, SiatfB3. transformantes silenciadas.

7.7.4 Prueba de sensibilidad a estrés osmotico en conidios

Se analizo la sensibilidad de las transformantes al estrés osmotico con NaCl 100 mM en esporas a una
concentracion de 1x10? esporas/mL. La viabilidad de las esporas ante el estrés oxidante se cuantifico

mediante las colonias que crecieron despueés de las condiciones de incubacion.

Esporas sin estres Tisporas con estrés

Fig. 30 Cepa parental con estrés osmotico en esporas. Disminucion de crecimiento 33%.
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Esporas con estrés

Esporas sin estrés

Fig. 31 Transformante 13 con estrés osmotico en esporas. Disminucion de crecimiento 62%

En total, 58% de todas las transformantes silenciadas fueron sensibles a estrés osmotico en esporas. En

algunos casos se logro cuantificar hasta un 62% mas de sensibilidad con respecto a la parental.

7.8.5 Transformantes preseleccionadas con base en la sensibilidad al estrés

En la siguiente figura se muestra el comportamiento de las transtormantes ante los dos tipos de estrés
probado en esporas, se destaca la diferencia entre el crecimiento de la cepa parental y las cepas
silenciadas. Las colummas lisas son las propias a la prueba de estrés oxidante, mientras que las rayadas
son las correspondientes al estrés osmotico. Lia cepa parental esta representada por una Py la cepa

transformada con el vector de silenciamiento sin inserto se denota con la letra C.

La preseleccion se realizo para las transformantes silenciadas que fueran mas sensibles ante ambos
tipos de estrés, estas fueron las T1, T2, T3, T4, T7, T10, T11, T12, T13, T15, T18 Y T22, se destacan la
7, T12 y T13.
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Fig. 32 Transformantes preseleccionadas por su sensibilidad ante el estrés oxidante y osmotico en
comparacion con la cepa parental.!

7.8 Produccion de lovastatina por las transformantes en medio solido y liquido.

A continuacion, se muestra la produccion de lovastatina en IS y F'Li de las transformantes silenciadas,
en cultivos de 96 h. El cual fue el siguiente paso para encontrar el efecto de silenciar el gen AtatfBen

relacion con el metabolismo secundario de A. ferreus.

1 * Diferencias significativas con respecto a la cepa parental “P”. Asumiendo una distribucién normal y varianzas iguales en una prueba
POST-HOC de Tukey con nivel de significancia <0.01
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Fermentacion solida. IEn la FS, todas las transformantes mostraron una disminucion en la

produccion. Se encontré una disminucion estadisticamente significativa (1<0.05) en siete de las doce

transformantes, las cuales son las T2, T3, T7, T11, T12, T13 y T15. Ademas, no se encontraron

diferencias entre la produccion de la cepa parental y la cepa control (transformante con vector sin

inserto).

mg lovastatina / gr m.s.

F.S. (96h)

L IS e o e e ey e e e B e e
P C T1 T2 T3 T4 T7 T10 T11 T12 T13 T15 T18 T22

Fig. 33 Produccion de lovastatina por FS a las 96 h.”

2 * Diferencias significativas con respecto a la cepa parental “P”. ANOVA asumiendo una distribucién normal y varianzas iguales en una
prueba POST-HOC de DMS con nivel de significancia <0.05
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Fermentacion liquida. En la FL, la producecion subio en 4 transformantes y en las T2, T7, T12 y T13,

con significancia estadistica (p«0.05), con respecto a la cepa parental y al control.
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Fig. 34 Produccion de lovastatina por FL a las 96 h.?

3 * Diferencias significativas con respecto a la cepa parental “P”. ANOVA asumiendo una distribucién normal y varianzas iguales en una

prueba POST-HOC de DMS con nivel de significancia <0.05
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7.9 Confirmacion de la integracion del vector de silenciamiento

De las transformantes que presentaron mas sensibilidad a estrés oxidante y osmotico, y que ademas
tuvieran un efecto en la produccion de lovastatina, se extrajo DNAg para confirmar la integracion del
vector de silenciamiento al genoma mediante una reaccion de PCR con primers que hibridan en los
promotores “encontrados” de la construccion. De esta manera se comprobd que las cepas realmente
contuvieran la construccion de silenciamiento. Se encontro que las cepas T7, T12, T13 y T18 tienen

integrado el vector y son, por lo tanto, transformantes verdaderas.

Fig. 35 Gel de agarosa para electroforesis de los productos de PCR de la amplificacion del vector de
silenciamiento a partir del DNAg de P, C y las SiatfB con los primers F-pki y RpGd. 1 carril después del
marcador: PCR del vector sin inserto purificado; 2 carril: PCR de la construccion del vector de silenciamiento
purificado; 3" carril: PCR del DNAg de la parental, sin amplificacion; 4 Carril: PCR del DNAg de C vector sin
inserto. 6-10% PCR del DNAg de transformantes.
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7.10 Cinética de produccion de lovastatina de las Siat#fB elegidas

Con los resultados obtenidos anteriormente, se seleccionaron tres transformantes verdaderas, es decir,

que tuvieran integrado el vector de silenciamiento, las cuales fueron las mas sensibles a los tipos de

estres probados y que ademas tuvieran un

cambio significativo en la produccion de lovastatina. Las

transformantes elegidas de acuerdo con el analisis anterior fueron las 'T7, T12 y T'13, de éstas se realizo

una cinética de produccion de lovastatina para analizarlas a profundidad, en comparacion de la cepa

parental (IP) y la cepa control con el vector

sin inserto (C).

304 e
7 %}l_D ”’/’ \\\\ "f'\‘; _______ R

300 - B T o ST |6

250 - L
= 1 |—=—P :
S 2004 |—e—C i
(4¢]
= ] —A—T7 3 % 4T
I T12 ——— =
o 150 -
g —%—T13 —
3 ]
= 100 -
1 -

-2
50 - 4
- - n
0 *‘/ﬁ T T T " T j !
20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

Fig,. 36 Cinética de produccion de lovastatina por FLy pH en el eje derecho

En la FL se observa un aumento signific

ativo (p«0.05) de la produccion de lovastatina de las tres

transformantes, ademas de que la cepa control y la parental son iguales estadisticamente.
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De modo contrario, la cinética de FS muestra una disminucion en la produccion de las tres cepas
silenciadas, mientras las cepas control y parental son iguales. Las cepas silenciadas T7, T12 y T13

bajaron la produccion de lovastatina a partir de las 48 h
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Fig. 37 Cinética de produccion de lovastatina por FS y pH en el eje derecho

Las graficas siguientes muestran la cinética de biomasa en FLi y la generacion de esporas en la IS
como medida indirecta de la biomasa, para asegurar que los resultados anteriores no se deban a una
rariacion de la biomasa. Los resultados confirman la idea anterior, debido a que no se observan

diferencias entre las cepas analizadas en ambos casos.
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Fig. 38 Biomasa de FL determinada por gr de biomasa seca.
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Fig. 39 Esporas de I'S por gr de masa seca

7.11 Cinética de acumulacion de especies reactivas de oxigeno (FEROs)

Con el objetivo de estudiar la relacion entre el estrés oxidante y el gen AtatfB, se realizo una cinética
de la acumulacion de las especies reactivas de oxigeno utilizando una sonda fluorogénica no
fluorescente (H2DCF-DA), 1a cual es oxidada por las IEROs, y de esta manera, detectada a los 485 nm

de excitacion y 530 nm de emision.
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URF / g biomasa
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Fig. 40 Cinética de EROs en F1L.

20 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

Tiempo (h)

Fig. 41 Cinética de EROs en FS.
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Los resultados de ambos sistemas de fermentacion indican que en general, no hay un cambio importante
entre las cepas analizadas, salvo en algunos casos. s decir, se observa que las URF (unidades relativas
de fluorescencia) se mantienen en un nivel similar, cuando existe realmente una diferencia
significativa en la produccion de lovastatina en ambos sistemas. Se observa también que en la IS los

niveles de acamulacion de EROs son menores que los de la FL, pero mas estables.

7.12 Evaluacion de otras caracteristicas fenotipica de las transformantes elegidas

Para continuar analizando los posibles efectos de silenciar el gen AtatfB se estudio el crecimiento
radial en tres medios de cultivo, comparando la cepa parental y la cepa control con las tres

transformantes analizadas en cnanto a produccion de lovastatina y acamulacion de EROs.

7.12.1 Crecimiento radial

En general, no se observaron diferencias en la velocidad del crecimiento radial entre las transformantes
analizadas y las cepas parental y control (transformada con el vector sin inserto) en los medios

analizados.
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Fig. 42. Crecimiento radial en mm en medio PDA de las transformantes verdaderas.
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Fig. 43 Crecimiento radial en medio Czapek de las transformantes verdaderas.
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Fig. 44 Crecimiento radial en medio Power de las transformantes verdaderas.

Estadisticamente, no hay evidencia significativa (3x0.05) de diferencias en la velocidad de
crecimiento de las SiatfB con la cepa parental.
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Desde el inicio de la obtencion de las transformantes, se observo un inicio precoz en la esporulacion, a

simple vista, es decir el micelio se comenzo a cubrir de esporas un dia antes que la cepa parental. Para

comprobar lo observado, se sembro el mismo nimero de esporas frescas en medio de esporulacion para

su propagacion (6.9.3), se recolectaron con el mismo volumen y se cuantificaron las esporas de cada

cepa por triplicado por 7 dias. Se observo un inicio precoz entre las 72 y las 96 h de las tres

transformantes silenciadas en comparacion con las cepas parental y control.
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Iig. 45 Comparacion de la esporulacion de las transformantes verdaderas con la cepa parental.
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Finalmente, se resume a continuacion las caracteristicas fenotipicas de las transformantes silenciadas

verdaderas. Todas son muy sensibles a estres oxidante en esporas, también son sensibles a estrés osmotico

en esporas; la produccion de lovastatina en FS disminuyo, mientras que en FL: aumento; y en las tres

SiAtfB analizadas en esporulacion se detectd un inicio precoz.

Sensibilidad

SiAt B a estreés
oxidante (%)
7 6+
T12 61
T13 62
T18 51

Sensibilidad
a estres

osmotico (%)

Producecion
de
lovastatina

en IS (%)

-59
44

-41

Produccion
de
lovastatina

en FL (%)

+50

Esporulacion

precoz

Tabla 18. Resumen de los datos del fenotipo de las transformantes confirmadas de integracion de la

construceion del vector de silenciamiento.
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8. Discusion

Las transformantes silenciadas, obtenidas con las estrategias descritas anteriormente, presentaron
diferencias fenotipicas en comparacion con la cepa parental en cuanto a sensibilidad a estrés oxidante
y osmotico; produccion de lovastatina en FLi y I'S; erecimiento y esporulacion, como a continuacion
se discute. Ademas, se comprobo que la cepa control (transformante con el vector sin inserto), se
comporta exactamente igual que la cepa parental, es decir, la integracion del vector al genoma de las

transformantes no confiere ninguna actividad relevante.

8.1 Sensibilidad de estrés oxidante y osmotico de las SiaétfB

Estudios de silenciamiento de atfB en otras especies de Aspergillus indican que existe sensibilidad
ante el estrées oxidante cuando se atenua la expresion del gen en A. parasiticus, A. oryzae y A.
fumigatus (Sakamoto et al, 2008; Roze et al, 2011; Pereira et al, 2017, Wee et al., 2017). También se
incrementa la sensibilidad al estrés osmotico en A. fumigatus en cepas silenciadas (Pereira et al,
2017), y a su vez en, A. nidulans la expresion de atfB aumenta en la respuesta del estrés osmotico
(Hagiwara et al, 2009). Por lo tanto, el fenotipo esperado para las transformantes silenciadas fue uno
con sensibilidad a estrés oxidante principalmente en esporas, asi como también con sensibilidad a

estres osmotico, en concordancia con el analisis de interaccion de proteinas de AtAtfB (8.1).

Los resultados de la prueba de sensibilidad a estrés oxidante en micelio (7.8.1) indicaron que las
transformantes no son hipersensibles a estrés oxidante (H202 ImM) en trofofase, mientras que siete
de las transformantes analizadas presentaron ligera sensibilidad a estrés oxidante en micelio al
detectar sensibilidad a concentraciones de peroxido de hidrogeno mas altas (4mM).

En cuanto a las esporas, el analisis de la sensibilidad de las transformantes al estrés oxidante con
H202 100 mM (7.8.2), indico que existe una alta sensibilidad (hasta 63% mas sensibles que la

sensibilidad de la cepa parental) en los conidios.

En esta etapa se identificaron 12 transformantes con el fenotipo esperado (sensibilidad a estrés

oxidante en esporas), con las cuales se realizaron los analisis de caracterizacion.

Lo anterior concuerda con el reporte de que en A. oryzae la expresion de atfD, se registra hasta el
final de la fase de crecimiento; atfBse identifico como un gen con expresion baja en la etapa temprana

de crecimiento, pero que incrementaba gradualmente a través de la fase de conidiacion en cultivo en

94



Departamento de Biotecnologia

estado solido de acuerdo con Sakamoto et al (2008). Es por ello por lo que no se encontraron
diferencias en el desarrollo del micelio de las transformantes, en comparacion de la cepa parental,
pero si hubo una alta sensibilidad a estrés oxidante en las esporas de las transformantes. Por lo que

att'B debe de estar presente en el desarrollo de las esporas del hongo

Debido a que otra caracteristica del fenotipo esperado era sensibilidad a estrés osmotico, se analizo el
desarrollo de micelio y viabilidad de las esporas de las transformantes con una concentracion de NaCl
1 mM y 100 mM respectivamente. Los resultados indicaron un comportamiento similar al encontrado
en los ensayos de estrés oxidante. s decir, no hubo diferencias en el desarrollo de micelio, pero existio
sensibilidad en las esporas. Esto refuerza la idea de que Atat/B podria estar involucrado en la defensa
ante el estrés oxidante y osmotico durante la fase tardia de crecimiento, o inicio de la idiofase y en la

esporulacion.

Las doce transformantes seleccionadas de acuerdo con su sensibilidad de ambos tipos de estrés fueron

las T1, T2, T3, T4, T7, T10, T11, T12, T13, T15, TI8 Y T22 (Iig. 32).

Eistos resultados coinciden con los encontrados en estudios en A. parasiticusy A. oryzae (Sakamoto et
al., 2008; Roze et al, 2011; Pereiva et al, 2017; Wee et al, 2017), en los que se encontro, en cepas

interrumpidas en a#fB, produccion de conidios defectuosos en condiciones de ambos tipos de estreés.

8.2 Produccion de lovastatina de las SiaffB de A. terreus

La primera parte de la hipotesis de este trabajo es el factor transeripcional AtAtfB esta implicado en
la regulacion de la biosintesis de lovastatina, como un regulador positivo, por lo que las cepas
silenciadas presentaran una disminucion en la produccion de lovastatina en FS y FL. Para
demostrarlo inicialmente se realizaron fermentaciones de punto final (96 h) con las transformantes

preseleccionadas de acuerdo con su fenotipo sensible a estrés oxidante y osmotico.

Para comenzar, se observo que la transformante con el vector sin inserto, denominada cepa control
(0), se comporta exactamente igual a la cepa parental. Esto indica que la integracion del vector sin
inserto no confiere caracteristicas especiales y, por lo tanto, los efectos mostrados en las

transformantes se deben al silenciamiento del gen a#fBpor RNAi.

En general, en la F1, con respecto a la cepa parental y al control, la produccion sube en las T2, T7,
T13 y T18, con significancia estadistica (p«0.05). Siendo este el efecto de silenciar el gen entre las

transformantes (Iig. 34).

En cuanto a la IS se logro observar un efecto todavia mas mas claro debido a que todas las

transformantes analizadas disminuyeron la produccion, en siete de estas se identificoO una

95



Departamento de Biotecnologia

disminucion estadisticamente significativa (p<0.05) de la produccion de lovastatina en este punto (Iig.
33). Estos resultados sugerian que AtfB es un regulador positivo en la IS de lovastatina, mientras
que en FL funciona como un regulador negativo. Esto, si comprobamos que no es un efecto indirecto

por modificacion del perfil de EROs (ver abajo)

Con lo cual se comprueba la hipotesis de que AtAtfB es un regulador positivo en el metabolismo
secundario de A. ferreus, en el sistema de I'S, pero se anade la funcion a AtAtfB como un regulador
negativo en el sistema de FL. Lo anterior sujeto todavia a comprobar que no es un efecto indirecto
por modificacion del perfil de EROs, y si ademas se comprueba que la construceion de silenciamiento

esta en el genoma de las transformantes.

Para validar la funcion de AtAtfB como un regulador del metabolismo secundario asociado al estrés
oxidante, se extrajo DNAg de las transformantes que presentaron mas sensibilidad a estrés oxidante
y osmotico, y que ademas tuvieran un efecto en la produccion de lovastatina. Fsto, para confirmar la
integracion de la construccion al genoma, y asi comprobar que las cepas fueran verdaderas

transformantes con la construccion de silenciamiento integrada.

Con los resultados mostrados en la Fig. 34 se identifico, a partir de los amplicones del vector de
silenciamiento obtenidos por PCR del genoma de las transformantes, a las transformantes verdaderas.
Asi, se verifico la integracion del vector de silenciamiento pGpdPki- RNAi- a#£B en las cepas T7, T12,

T13 y T18, indicando que las T15 y T18 aparentemente son falsos positivos.

Para estudiar la produccion de lovastatina, se probaron tres transformantes verdaderas con cambios
significativos en ambos sistemas de fermentacion ('T7, T12 y T13), y de éstas se realizo una cinética
de produccion de lovastatina para analizarlas a profundidad, en comparacion de la cepa parental (P)

y la cepa control con el vector sin inserto (C).

En la FL se identifico que el punto de produccion maximo es a las 96 h, al igual que la 'S y al mismo
tiempo, se identifico un comportamiento diferente en ambos sistemas. En FS todas las transformantes
silencias presentaron una disminucion de la produccion del metabolito secundario, hasta un 70%
(SiatfB7). Mientras que en FL el aumento de la produccion es hasta un 124% mas (Siat/B13). Estos
resultados confirmaron la funcion diferencial solido/liquido de AtfB en la produccion de lovastatina

por A. terreus, que ya sugerian los datos de la seccion anterior.
8.3 Acumulacion de EROs en la produccion de lovastatina por las SiatfB de A. terreus

Con los resultados obtenidos de la cuantificacion de las XROs durante las fermentaciones, se pudo
observar que existe una tendencia de ignaldad en la acamulacion entre las transformantes y la cepa

parental. Esto quiere decir, que la disminucion de produccion no se debe a una baja en la acamulacion
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de especies reactivas de oxigeno, por lo tanto, el efecto se debe al silenciamiento del factor
transcripcional aff'B. Lo anterior responde a la segunda parte de la hipotesis, en la cual se indica que
los miveles de EROs no presentaran diferencias significativas entre la cepa parental y las

transformantes durante la produccion del metabolito secundario.

Las diferencias de produccion observadas en ambos sistemas de fermentacion no se deben a una
disminucion en la concentracion de biomasa a lo largo del tiempo, ni de una disminucion en los
niveles de las ILROs, es decir el efecto seria directamente responsabilidad de la atenuacion del gen. Es
decir, la disminucion de la expresion del factor de transcripeion a#fB conduce a una deficiente
activacion del factor transcripcional lovl] el cual, a su vez, disminuye en este caso la actividad del

cluster biosintético de lovastatina. Lo que sugiere que podria suceder lo contrario en el sistema de F1L.

Lo anterior es sumamente interesante debido a que se identifica un papel clave de AtfB como nexo
entre las ZROs y los genes de biosintesis; pero también sugiere un papel clave en la fisiologia en medio
solido. Ademas, el diferente efecto en FS y en FL podria ser la puerta de entrada al estudio de

diferencias genotipicas en la fisiologia de ambos medios de fermentacion.

En general, los resultados obtenidos concuerdan con el modelo de aflatoxinas propuesto por Roze et
al. (R011), bajo condiciones de biosintesis de aflatoxinas se sugiere a AtfB como un regulador positivo
en la expresion de los genes de aflatoxinas producidas en caja de Petri, aunque no pensaron que

pudiera ser diferente en F1.

Ademas, en estudios de Wee ef al, (2017) se indica que AtfB también podria participar en la respuesta
al estrés oxidante porque una mutante interrumpida presento una disminucion en la produccion del
metabolito secundario, asi como también en la formacion defectuosa de conidios en condiciones de

estres.
8.2.4 Crecimiento y esporulacion.

En los resultados obtenidos en el analisis de crecimiento radial en los tres medios analizados no se
encontraron diferencias significativas entre las transformantes y la cepa parental, lo cual indica que

atfB no interviene en el crecimiento radial de A. ferreus.

Por el contrario, se encontro un efecto en la esporulacion ya que todas las transformantes presentaron
un inicio precoz en la esporulacion a simple vista. Iisto se comprobo con el conteo de las esporas de
las transformantes verdaderas, el micelio comenzo a cubrirse con el color café caracteristico de las
esporas desde el tercer dia de incubacion, desarrollando su maxima concentracion entre el cuarto y

quinto dia, mientras que en la cepa parental se inicia la esporulacion hasta el quinto dia alcanzando
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su maximo en el sexto dia. Pero el maximo nivel de produccion de esporas entre las transformantes y

la cepa parental no tienen diferencia, es decir que se alcanza el mismo numero de esporas al final.

Estos resultados, junto con el hecho de que no se modifico la acumulacion de EROs, indican que

AtAtEB esta también involucrado en procesos de diferenciacion celular, actuando en la conidiacion.

Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo proveen suficiente evidencia para decir que el factor
transcripcional AtAtfB esta involucrado en la cascada de senalizacion de defensa ante el estres
oxidante y osmotico, ademas de tener una funcion como regulador en el metabolismo secundario en
la produccion de lovastatina por Aspergillus terreus. Fungiendo como regulador positivo en el caso
de la 'S y como regulador negativo en la FL. Esto es realmente intrigante; es posible que el diferente
1ol este relacionado con los factores transcripcionales con que se asocie en uno y otro sistema de

cultivo.

Por otra parte, estudios de Hong et al (2013a) asocian a los factores de transcripcion AtfB, Ap-1,
MsnA y SrrA al proponer que niveles elevados de FEROs activan genes de antioxidantes y aflatoxinas
por dos vias de transduccion de senal. Primero las EROs regulan negativamente la via cAMP-PKA,
lo cual resulta en la union de MsnA al promotor de los genes de defensa antioxidante.
Simultaneamente, las EROs activan la cascada de senalizacion SAPK/MAPK a traves de un sistema
de fosforilacion multipaso, la cual resulta en la union de AtfB y SrrA a los promotores y en la
induccion de genes antioxidantes. intonces MsnA, AtfB y SrrA (SrrA reculta a AP-1) se unirian a

los promotores de genes biosinteéticos de aflatoxinas.

Con lo anterior, junto con los resultados obtenidos en esta tesis, se propone que AtAtfB es una clave
en el circuito regulatorio que integra al metabolismo secundario y la respuesta celular al estres

oxidante.
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9. Conclusiones

(1) Se identifico a AtatfB en Aspergillus terreus, se clono un fragmento del gen y se construyo el
vector de silenciamiento pGpdPki- RNAi-AtatfB. Las transformantes silenciadas presentaron el

siguiente fenotipo:

e Las SiAtatf'B no son hipersensibles a estrés oxidante ni osmotico en micelio, aunque el 25
% de ellas fueron ligeramente sensibles.

e 61.5% de las SiAta#fB fueron sensibles a estrés oxidante en esporas, hasta un 63% mas
sensibles que la cepa parental.

e 58% de las SiAtatfB fueron sensibles a estrés osmotico en esporas, hasta 62% mas que la
parental.

e Se seleccionaron las SiAtatfB sensibles a ambos tipos de estrés. De estas, todas presentaron
un decremento de hasta 70 % en la produccion de lovastatina en FS.

e En FL, de las SiAtatfD sensibles a ambos tipos de estrés, un tercio presenté un aumento
significativo en la produccion de lovastatina de hasta 124%. El resto de ellas no tienen
diferencia de produccion con la cepa parental.

e Se confirmo que de las seis SiAtatf'B sensibles a ambos tipos de estrés y que tienen
diferencias de produccion de lovastatina (en ambos sistemas de fermentacion), cuatro tiemen
integrado el vector de silenciamiento, es decir, son transformantes verdaderas.

e [Las SiAta#fB verdaderas no presentaron cambios en el crecimiento en comparacion con la
cepa parental.

e lLias SiAtatfB verdaderas mostraron un inicio precoz en la esporulacion, pero al final

alcanzaron el mismo numero de conidios que la cepa parental.

(?) No se presentaron diferencias importantes en la acamulacion de EROs entre la cepa parental y
las SiAtatfB verdaderas. Esto demostro que el efecto de debe directamente al silenciamiento del

factor transcripcional AtAtfB.

(3) Se demostro que AtAtfB actiia como regulador positivo en la produccion de lovastatina en FS, y

en contraste, funciona como un regulador negativo en FL.

(4) AtAtfB es un nexo en el circuito regulatorio que integra al metabolismo secundario y la
respuesta celular al estrés oxidante, ademas de que se encuentra involucrado en la diferente

fisiologia que muestran los hongos en FS y FL.
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10. Perspectivas

Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo proveen suficiente evidencia para decir que el
factor transeripcional AtfB esta involucrado en la cascada de senalizacion de defensa ante el estres
oxidante y osmotico, ademas de tener una doble funcion como regulador positivo en el metabolismo
secundario en la produccion de lovastatina por Aspergillus terreus, en el sistema de FS y como
regulador negativo en el sistema de FL. Con lo anterior se propone que AtfB es una clave en el
circuito regulatorio que integra al metabolismo secundario y la respuesta celular al estrés oxidante
de manera distinta en ambos sistemas de fermentacion. Para continuar con el estudio de este gen
y seguir confirmando la hipotesis inicial se podrian elaborar ensayos de union al promotor de
lovE, el cual es el regulador especifico del cluster biosintético de lovastatina. Ademas de analizar
a mayor profundidad su intervencion en la cascada de senalizacion proveniente del estimulo por
parte de las EROs en la via de senalizacion cAMDP-PKA y describir la activacion del factor
transcripcional proveniente de la cascada de senalizacion de la via de las MAP kinasas. Estudiar
los mecanismos de regulacion que difieren en la FS y la FLi a partir de lo obtenido. Por otra parte,
es necesario realizar estudios de expresion génica, en donde se demuestre la atenuacion de la
expresion del gen a3 en de las transformantes, la validacion de ellas se realizara con Southern-

Blot y Northern- Blot.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Analisis bioinformatico de AtAtfB

Prediceion de sitios de union de importinas

Predicted NLSs in query sequence

MNNFFFHEGDMDNFHF LVENGQPFTPFFFDEFRASVASSFOYPALSPENYS 50
PPDSANGATGSSGGRREKIEDTDGGADEETARRERFLERNRLAASKCROK 100
FFMEAQMLEQFCEFETERELS LNEQVEDHREELIDLEGLLLAHAGCGNPA 150
IDEY LAFMVATI TPIFDHGGHSDEEDSPPTIDVEAADPDMSSQPLFFGED 200
GGRSPGFPSDSMEFSFMVDTFDDFIYQDE 229

Fig. 46 Prediccion de importinas a-dependientes de NLS en la posicion 65 a 86 en la secuencia de aminoacidos
de AtAtfB por eNLS Mapper

Modelo de interaccion de AtfB3 asociada a otras proteinas, basandose en datos experimentales, métodos

de prediccion computacional y colecciones de publicaciones. Software STRING

Para AtfB de A. terreus se obtiene la siguiente red de interaccion proteina-proteina donde los nodos
representan las proteinas con sus respectivos codigos en la base de datos del NCUBI y las lineas las

interacciones entre ellas.

ATEG_03316

—
- S
/ \
/I _
ATEG 03131

ATEG_03252

ATEG 06557

\

ATEG_02436

L ATEG _02460

Fig. 47 Modelo de la red de interaccion proteina-proteina de AtAfB asociada a otras proteinas, basandose en
datos experimentales, métodos de prediccion computacional y colecciones de publicaciones. Software STRING

-
\
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A continuacion, se enlista a detalle los dominios presentes en cada proteina de la red de interaccion y

el score del analisi

Codigo

Dominios

ATEG_ 01978
AtfB
299 aa

Dominio bZIP de factor de transcripeion
Posicion 78 de 142

ATEG 04664
AtfA
536 aa

(3 Pfam Pfam
| - s bra | R HRR

. - = - w -

. Pfam Aftl OSA: region encontrada en el factor de transcripeion Aftl, el
cual es requerido en la respuesta a un amplio rango de estreses. 1 dominio OSM
esta involucrado en la respuesta al estrés osmotico. Posicion 48 a 106

. Pfam Aftl HRA y Aftl HRR: Iistos dominios se encuentran en el
factor de transeripcion Aftl que se requiere para una amplia gama de respuestas
al estrés. Los dominios HRA y HRR estan involucrados en la recombinacion
meiotica.

ATEG 00489
318 aa

[am
Kinase

9 1 mw

= Fosforilacion de proteinas. Posicion 26 a 253

ATEG_ 09509
484 aa

E
| Hist deacety| - -

0 0 xm £ -

Histona desacetilasa. La regulacion de la transcripeion es, en parte, modulada
por acetilacion de histonas reversible en varias lisinas. Posicion 59 a 358

ATEG 00489
318 aa

s | e
';:’E‘,o wr
prt-
: ; v
: et : &
1 | ), homology model (QODOPS 1 3gceA)
; ; v (W identity: 50.3%

Protein kinasa activada por mitogeno hogl; La protein kinasa activada por
mitogeno participa en una via de transduccion de senales que se activa por
:ambios en la osmolaridad del entorno extracelular. Controla la regulacion
osmotica de la transeripcion de genes diana

ATEG 06557

393 aa

f homology model (QOCIC7 / 4lopA)
{ identity: 51.3%

o
: _— : .'ys 2\
G: . Y

TN ' y 2

>

2 . 344 S
Protein kinasa activada por mitogeno Mpk(; La protein kinasa activada por
mitogeno se requiere para el crecimiento en medios donde el sorbitol o el manitol
es la uinica fuente de carbono; Pertenece a la superfamilia de la protein kinasa.
Familia de la protein kinasa Ser / Thr. Subfamilia MAP kinasa. HOG1 sub-
subfamilia. Posicion 19 a 321

ATEG 03131
253 aa

- &

10 m

. Dominio de bZIP: Proteina A de control de cross-pathway.
Posicion 194 to 253
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ATEG_ 03252
421 aa

. - = Protein kinasa activada por mitogeno Spml.
Posicion 23 a 511 Fosforilacion de proteinas

ATEG_ 03316 g
354 aa ’ l‘i@

= Protein kinasa activada por mitogeno. Posicion 22 a 310

Tabla 19. Resumen de interacciones de proteinas con AtfB

Anexo IL Disefio de primers

El disenio de los primers se hizo sobre el exon de mayor longitud y con las siguientes condiciones:
Fragmento del gen entre 300-800 pb; oligos entre 18-30 pb; oligos con secuencia para corte con la enzima
de restriccion Neol; Tm mayor a 55C; oligos sin “strings” (CCC o GGG); al final del oligo debe haber
una “pinza’ (GG o CC). Ademas, se analizo que los primers no hibridaran entre si (utilizando como

herramienta el programa BioEditTM), ni mas de una vez en el genoma de A. terrens NIH2624.

Aspergillus terreus NTH2624 predicted protein (ATEG__01978) partial mRNA (XM _001211156.1)
5 C 3

ATGAATAACTTCCCCTTCCACCACG TTGTTCGCAACGGCCAGCCCACC
CCACCGCCGTTTGACGAGCCACGGGOCTCGGTOGGACTCCTCCTTTCAGTACCCOGCGCTGTCGCCGGAAAACT
ACAGCCCTCCCGACAGTGCCAACGGCGCCACCGGCTCCTCGGGETGGTCGTCGACGCAAAATCGAGGACACC
GACGGGGGCGCCGACGAGGAGACGGUGAAGUGUCGGCGATTCCTAGAGCGCAACCGGUTCGUGGCCAGCA
AATGCCGCCAAAAGAAGAAGATGGAGGCGCAGATGCTGGAGCAGAAGTGCGAGAAAGAGACGAAACGG
AGACTGTCTCTTAATAGACAGGTCCGTGATCATCGAGAGGAATTGATCGATCTGAAGGGGCTCCTGCTGG
CGCATGCCGGCTGCGGCAACCCAGCAATCGACCGGTACCTGGCAAAGATGGTGGUTACGATCACCCCCATC
AAAGATCACGGGGGGAACAGCGACAAGGAGGATTCACCTCCTACAATCGACGTGCCTGCCGCCGACCCGG
ACATGTCCTCGCAGCOGCTATTTTTTGGGTTCGATGGGGGCCAGTCCCCGGGGCCTCCATCCGATAGTATG
GAACCGTCGTTTATGGTTGACACCTTCGACGATTTCATCTATCAGGATGAATAA

Secuencia 5 2 3 Tm (C) Longitud de Oligos (pb)
GCGCCATGGATAACTTCCACTTCC 62.2°C 24
2 GAGCCATGGGCCTCGG 58C 16
R1 GTTCCATACTATCCCATGGAGGCC 61C 24
R2 CTTCCATGGGGGTGATCGTAGCC 61.5°C 23
cooe
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Anexo ITI. Secuencia obtenida del fragmento amplificado por los primers disenados FIRZ,

correspondiente a Atat/D.

10 20 30 40 30 60 0 80 %0 100
FGTGCACGGT CGACACCCCG CCGCCG TTTGACGAGCAACGGGCCTCGG TGGCCTCCTCCTTTCAGTACCCCACG CTG TCGCCGGAAAACTACAGCCCTCCCAACAY

A

120 130 160 170 200 210
GTGCCAACGGCGCCACCGGCTICCTICGGG IGGICGICG ACGCAAAATCGAGGACACCGACGGGGGCGCCGATGAGG {G ACGGCGAAGCGCCGGCGATTICCTAGAGC G

MEMQMM%MMWMMMAMMMf\mﬂmwwmﬂ/\mmwwwwm

CAACCGGCTCGCGGCCAGCAAATGCCGC CAAAAGAAGAAGATGGAGGCGCAGATGCTGGAGCAGAAGTGC GACAAAGAGACGAAACGGAGACTGTCTCTTAATAGACAG

20 330 340 330 360 370 380 390 400 410 420
GTCCGTGATCATCGAGAGGAATTGATCGATCTGAAGGGGCTCCTGCTGGCGCATGCCGGCTGCGGCAACCCAGCAATCGACCGGTACCTGGCAAAGATGGTGGCTAC

MMMNWMW&MMMMWMMWM\MWMW\MWM e WAl

GiIC{CC C CkIGG%{G{ A.IGGIGI CTACGAT CiCCCCC{IGG iiGC A CCAAAG I{CAGII IGII GG GAGGCAT GI CGCCCTC TCICICTCIIII TATICT CG

330 340 350 560 570 380 590
CT CCGTATCTCCCCTCCGIC TCATCAACCGT ACG GAAACTAAAATATTGIGIGA CAGT CCTTT

21495 e
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Anexo IV. BLLAST de la secuencia obtenida de AtatfB con atfB de A. terreus NIH?2624

Job Title XM_001211156:Aspergillus terreus NIH2624 predicted...

RID WMKAZYTAL14  Search expires on 11-1313:09 pm  Download All v
Program Blast 2 sequences  Citation %

Query ID XM_001211156.1 (nucleic acid)

Query Descr Aspergillus terreus NIH2624 predicted protein (ATEG_01978) __
Query Length 690

Subject ID lcl|Query_35933 (dna)

Subject Descr Mone

Subject Length 551

Otherreports  MSAviewer @

- Max = Total Query E Per. .
Bescription Score Score Cover wvalue Ident Aceession
None provided 749 T4 81% 0.0 98.58% Query_35933
Scaore Expect Identities Gaps Strand
749 bits(405) 0.0 417/423(99%) 0/423(0%) Flus/Plus

Query €% CACCCCACCGCCGITIGACGAGCCACGGGCCICGGIGGCCICCTICCTITTICAGTACCCCGE 123
PEELEE FEEE e e berey ee bbb b e e el |
Sbjct 13  CACCCCGCCGCCGITIGACGAGCARCGEGCCTCGEIGECCTCCTCCTITCAGTACCCCAC 72

Query 12% GCIGICGCCGGAAAACTACAGCCCTCCCGACAGTGCCAACGECGCCACCGGCTICCICEGE 188
PELERETETEE e e et e e et verr e e e e e e e e ernrl
Sbjct T3 GCIGICGCCGGEARRRACTACAGCCCTCCCARCAGTGOCARACGECGCCACCEECTICCICEE: 132

Query 18% TGGEICGICGACGCARRRATCGAGGACACCGACGEEEEGCGCCGACGAGGRAGRCGECGRAGCE 248

FEPETELEE e e e e e e e bbb e e e e e e A et
Sbjct 133 TGEICGTCGRACGCAARATCGAGGACACCGACGEEEECGCCGATAGGAGACEGCGRAGCE 192

Query 24% CCGGCGATICCTAGAGCECRACCEGCTICGCGGCCAGCARATGCCECCARANGARGARGAT 303
PELETETEL e e e e e e e e e bbb e e e e e b e bbb e e e eyl
Sbjct 183 CCGGCGRITCCTAGAGCGCRACCGGUICGCGGCCAGCARATGCCECCARARGRRAGRAAGAT 252

Query 309 GGAGGCGCAGATGCIGGAGCAGAAGTGCGAGARRGAGACGARACGGAGACTGICICTITAR el
TEEERETEEr e e e et er e teer e e e e e e e err el
Sbjct 253 GGRGGECGCAGATGCTIGGAGCAGARGTGCGACAARGAGACGARACGEAGACTATCTICTTAR 312

Query 369 TAGRCAGGICCGIGATCATCGRGAGGEAATTIGATCGATCIGRAGGEGCTCCIGCIGGCGCE 423
FLETEET LR e e r e ee ey ee e e e b e e eyl
Sbjct 313 TAGRACAGGICCGIGATCAICGAGAGEAATIGATCGATCIGRAGGEGCICCIGIIGECECR 372

Query 42% TGCCGGCIGCGGCAACCCAGCAATCGACCGETACCTGECARRAGATGEGTGECTACGATCAC 488
TEPERETEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ernrl
Sbjct 373 TGCCGGCIGCGGCAACCCAGCAATCGACCGGTACCTIGGCARRGATGETGECTACGATCAC 432

Query 483 CCC 491
111
Sbict 433 CCC 435
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Anexo V Cinética de produccion especifica de lovastatina en FL de las transformantes

mg Lovastatina / g de biomasa
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Anexo VL. Medio PDA sin H20». Izquierda: vista frontal, derecha: vista posterior. P parental, C: control

(vector sin inserto)
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Anexo VIII Placa PDA control para pruebas de sensibilidad a estrés oxidante y osmotico
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Anexo IX. Placa PDA + H202 4 mM para prueba de sensibilidad a estrés oxidante en micelio
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Anexo X. Placa PDA + NaCl 1 mM para prueba de sensibilidad a estrés osmotico en micelio
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