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RESUMEN

Las bacterias del grupo actinomicetos y hongos filamentosos son los principales productores
de metabolitos secundarios. Aspergillus terreus es un hongo filamentoso que produce
lovastatina, metabolito secundario que tiene actividad farmacologica muy importante, ya que
reduce los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre. En forma convencional, la
produccion de lovastatina se ha llevado a cabo en medio liquido, sin embargo, nuestro grupo
de investigacion ha desarrollado un sistema novedoso en fermentacion sélida (FS) utilizando

un soporte inerte artificial donde la produccion de lovastatina se eleva considerablemente.

Para hacer mas productivo el sistema, es necesario desarrollar metodologia para mejorar
genéticamente las cepas, particularmente para FS. Una opcion sofisticada es la amplificacion
del gen regulador global positivo de metabolitos secundarios, llamado laeA, éste codifica una
proteina con posible actividad metiltransferasa, y regula la transcripcion de genes biosintéticos
de metabolitos secundarios probablemente mediante la modificacion de la cromatina, quizas

por intervencidén con metilasas o diacetilasas.

El objetivo principal en este trabajo fue evaluar la sobreexpresion del gen laeA (SE::laeA) en
A. terreus como estrategia para incrementar la producciéon de lovastatina, sin embargo,
considerando que para lograrlo se llevaron a cabo 2 estrategias, sobreexpresar el gen laeA a
partir de su propio promotor y mediante un promotor constitutivo (gpdA), es posible que el

efecto sea diferente en fermentacion solida (FS) y fermentacion liquida (FL).

Se amplificaron dos fragmentos con el gen laeA (completo y secuencia codificadora) y se
clonaron en los vectores plasmidicos (pULC43 y pANS52.1), obteniéndose 2 construcciones:
pUAMTPIlacA (propio promotor del gen laeA) y pUAMTPlaeAcons (promotor gpdA). Se
transformaron dichas construcciones en A. terreus, y con las 13 transformantes confirmadas de
pUAMTPlacA, se realiz6 una preseleccion mediante la produccion de lovastatina en

fermentacion en cilindro de agar (FCA). Se preseleccionaron 7 transformantes que mostraron
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producciones superiores a la parental en FCA y se evalué su produccion de lovastatina al

séptimo dia en FS y FL.

En FS, todas las transformantes pUAMTPlaeA exhibieron niveles de produccion superior a la
parental; con incrementos desde 5% hasta 47.4%. Es de destacar que solo 4 de estas
transformantes presentaron incrementos en la produccion de lovastatina en FL, obteniéndose
fuertes disminuciones en las otras 3. El rango de variacion en FL fue de -54.8% a 89.2%. En
cuanto a las transformantes con promotor constitutivo (pPUAMTPlaeAcos), solo se obtuvieron
5 transformantes confirmadas, por lo que no se preseleccionaron, sino que todas se evaluaron
en FS y FL. En este caso también, todas las transformantes fueron sobreproductoras en FS con
incrementos desde 29.7% hasta 137.9%. En FL so6lo 3 fueron sobreproductoras y 2 mostraron

fuertes disminuciones; con rango de variacion de -34.3% a 100.8%.

Con base en estos datos se seleccionaron las transformantes pUAMTPlaeA T12, T13 y Tl4 y
se evalud su produccion en forma mads precisa, realizando cinéticas de produccion y haciendo
un andlisis estadistico. Asi, las mejores productoras de lovastatina de este grupo, en FS, fueron
T12 y T13, con producciones de 10.49 y 11.87 mg /gms respectivamente; lo cual representa
incrementos de 49.26 y 68.78% con respecto a la produccion de la parental. En FL la mejor
productora de este grupo (y de todas) fue T14, con una producciéon de 1.39 mg/mL, y un

incremento de 111% respecto a la parental (p<<0.00001).

De igual forma se hicieron cinéticas de las 2 transformantes seleccionadas que expresaron
laeA desde un promotor constitutivo (pUAMTPlacAcons). La mejor productora de este grupo
(y de todas) en FS, fue T2, con una produccién de 16.8 mg/gms, representando un incremento
de 138.64% (p<0.00001). La mejor productora en FL fue TS5, con una produccion de 1.3
mg/mL y un 94.5% de incremento. La prueba de Tukey demostrd que las diferencias fueron

significativas (p < 0.05).

Estos resultados indican que el incremento de la dosis génica de laeA en A. terreus es un

método eficiente de mejoramiento genético molecular de la produccion de lovastatina en FS y
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también en FL, aunque las mejores transformantes no son las mismas para uno u otro sistema.
Probablemente es mas conveniente sobreexpresar laeA desde un promotor constitutivo para
aislar cepas especificas para FS, mientras que para FL seria probablemente mas conveniente

laeA expresado desde su propio promotor para generar cepas sobreproductoras.

Un punto interesante es que la mejor transformante para FS mostré una disminucion (10.9%)
en su produccion en FL, confirmando que las caracteristicas para producir altos niveles de

lovastatina en FS son diferentes a las necesarias para producirlos en FL.

Algunos resultados sugieren que la produccion en FL es mads susceptible a problemas
derivados del punto de insercion del gen laeA, pues una proporcion importante de
transformantes redujo su produccion en FL (40%), mientras que todas incrementaron su

produccion en FS.

Por otra parte, las transformantes obtenidas mostraron cambios en su morfologia colonial,
observandose surcos y mas esporulacion con respecto a la parental, lo que da evidencia de

que la morfologia de las transformantes fue afectada por la sobreexpresion de laeA.
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1. INTRODUCCION

1.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos secundarios microbianos (MS), son compuestos con estructuras quimicas
variadas y sofisticadas, producidos principalmente por hongos y actinomicetos
(particularmente por el género Streptomyces), generalmente en la fase estacionaria del ciclo
del crecimiento celular (idiofase). No juegan un rol fisioldégico durante la fase exponencial del
crecimiento, considerandose en este sentido compuestos opuestos a los metabolitos primarios
(aminoacidos, nucleotidos, lipidos y carbohidratos), que si son esenciales para el crecimiento

(Barrios-Gonzalez et al., 2003).

Aunque los antibidticos son los MS mejor conocidos hay otros con una enorme gama de
actividades biologicas, principalmente en campos como: farmacéutico, cosmético, alimenticio,
agricola y ganadero. Este grupo incluye compuestos con actividades anti-inflamatorias,
hipotensivas, anti-tumorales, anti-colesterolémicas, y también otros usados como insecticidas,
reguladores del crecimiento en plantas, herbicidas y pesticidas amigables con el ambiente,
entre otros (Barrios-Gonzalez et al., 2003). La digitalina, morfina y quinina son MS de
plantas, mientras que la penicilina, cefalosporina, ergotato y la estatinas son MS de hongos

(Keller et al., 2005).

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

(Demain & Fang, 2000).
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Los MS se clasifican de acuerdo al precursor involucrado en su biosintesis (Barrios-Gonzalez

etal., 2003):

a) Metabolitos derivados del acido shikimico (aminoacidos aromaticos). Ejemplos son los
alcaloides del ergot y los antibidticos candicidina y cloranfenicol.

b) Metabolitos derivados de aminoacidos. Esta familia incluye los antibidticos B-
lactdmicos: penicilina, cefalosporina y cefamicina, asi como antibioticos
ciclopéptidicos tales como gramicidina o la ciclosporina (usado como agente
Inmunosupresivo).

¢) Metabolitos derivados de Acetil-CoA (y compuestos relacionados, incluyendo
intermediarios del ciclo de Krebs). Esta familia puede subdividirse en policétidos y
terpenos. Ejemplo de policétidos es la eritromicina, el compuesto insecticida-
antiparasitico avermectina, el agente anti-tumoral doxorubicina y la lovastatina, un
compuesto anti-colesterolémico de importancia comercial. Ejemplo de terpenos es el
agente anti-tumoral no citotoxico taxol.

d) Metabolitos derivados de los azlcares. Ejemplos son la estreptomicina y Ila

kanamicina.

Las caracteristicas biologicas de los MS han estimulado los estudios orientados a identificar
los genes implicados en su sintesis. Acumulando datos de estos estudios se disip6 una premisa
original, la de que dichos genes podrian estar dispersos a través del genoma. Avances recientes
en biologia molecular, bioinformdtica y gendmica comparativa han revelado que los genes que
codifican MS especificos en hongos, en contraste con la mayoria de los genes implicados en
metabolismo primario, se encuentran en agrupamientos (Clusters) en los genomas fungicos,
frecuentemente localizados cerca de los telomeros (Keller & Hohn, 1997; Keller, et al., 2005).
Ejemplos de estos clusters de genes son notables en el género Aspergillus, e incluyen aquellos
que sintetizan antibidticos (penicilina, PN), productos farmacéuticos (lovastatina, LOV),
toxinas (aflatoxina, AF) y esterigmatocistina (ST), una toxina carcinogénica (Zhang et al.,

2005).
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1.1.1 LOVASTATINA

La hipercolesterolemia es considerada un factor de riesgo importante en enfermedades
arteriales coronarias. Asi, la posibilidad de controlar la sintesis de novo de colesterol endégeno
(el cual representa casi las dos terceras partes del total del colesterol en el cuerpo), constituye
una forma efectiva de bajar los niveles de colesterol y triglicéridos en plasma (Manzoni &
Rollini, 2002). Las estatinas, son fairmacos que inhiben la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA) reductasa (mevalonato: NADP" oxidoreductasa [Ec 1.1.1.34]), la cual
cataliza la reduccion de HMG-CoA a mevalonato, un paso clave en la biosintesis de colesterol
(Fig. 1-1) (Gunde-Cimerman et al., 1993; Manzoni et al., 1999; Treiber & Reamer, 1989).
Actualmente hay cinco estatinas de uso clinico: la atorvastatina y fluvastatina, que son
totalmente sintéticas derivados de mevalonato y piridina, la simvastatina es semi-sintética y la
pravastatina (derivado de mevastatina) y lovastatina, estatinas naturales de origen fingico. Las
estatinas naturales pueden ser obtenidas de diferentes especies y géneros de hongos
filamentosos, la lovastatina es principalmente producida por cepas de Aspergillus terreus, y la
mevastatina por Penicillum citrinum. La pravastatina puede ser obtenida por la
biotransformacion de mevastatina por Streptomyces carbophilus y la simvastatina por
procesos semi-sintéticos que involucran la modificacién quimica de la cadena lateral de la
lovastatina. El efecto hipocolesterolémico de las estatinas se traduce en la reduccion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), implicadas en la translocacion de colesterol, y en el
incremento de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), mediante la reduccion de LDL a
HDL-colesterol, el mejor predictor de riesgos aterogénicos (Manzoni & Rollini, 2002). Entre
las estatinas naturales, la mas potente es la lovastatina (Ki 0.6 nM), debido a que es de escasa
hepatotoxicidad, utilizandose en tratamiento para la hipercolesterolemia en humanos. La
lovastatina actia formando complejos reversibles con la HMG-CoA reductasa mediante una
gran cantidad de interacciones de Van der Waals. Ademas, es un inhibidor competitivo que
desplaza efectivamente al sustrato natural de la HMG-CoA reductasa uniéndose a ésta en

concentraciones micromolares (Oropeza et al., 2005).
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Fig. 1-1. Ruta biosintética del colesterol: reproducido de http://es.wikipedia.org/wiki/Hipolipemiante.

La lovastatina (C4H3¢Os. y comercialmente Mevinacor, Monacolin K, Mevinolin, Mevacor,
Lovalord, Nergadan, Altocor, Lovalip, Artein) tiene una estructura similar a la de la forma
acida de las demas estatinas, al poseer un policétido principal compuesto de un sistema de

anillos de hidroxi-hexahidro-naftaleno (Fig. 1-2) (Manzoni & Rollini, 2002).

Fig. 1-2. Estructura de la lovastatina: reproducido de http://es.wikipedia.org/wiki/Hipolipemiante.



Tesis de Maestria en Biotecnologia
L.B.I. Teresa Pérez Aguirre

La ruta biosintética de la lovastatina se ha investigado por resonancia magnética y
espectroscopia de masas (Chan et al., 1983; Moore et al., 1985; Yoshizawa et al., 1994). Estos
resultados concluyeron que la lovastatina estd compuesta de dos cadenas de policétidos
distintos unidas a través de un enlace éster, las cuales son ensambladas por 2 policétidos
sintasas (Sistema Multifuncional de Policétido Sintasas (PKSs) el cual comprende una
Nonacetido Sintasa (LNKS) involucrada en la ciclacion de la cadena principal de policétidos,
para formar el sistema de anillos de hexahidronaftaleno, y una Dicetido Sintasa (LDKS)
involucrada en la transferencia del metilbutiril al costado de la cadena de la monacolina J),
estos resultados provienen de la clonacion y la parcial caracterizacion del cluster de genes
biosintéticos de lovastatina de A. terreus (Hendrickson et al., 1999; Manzoni & Rollini, 2002;
Kennedy et al., 1999). El cluster de los genes biosintéticos de la lovastatina consiste en 18
probables marcos de lectura abiertos (open reading frames u ORFs): lovB y lovF biosintesis de
policétidos; lovC enoil reductasa; lovD transesterasa; IovE y lovH genes reguladores; ORF2 Y
ORF17 genes de citocromos P-450; ORF1 y ORF10 genes potenciales de resistencia; ORF12
y ORF16 genes de transporte; lovG, ORF12, ORF15 y ORF18 funcion desconocida (Fig. 1-3)
(Kennedy et al., 1999).

ORF? ORFZ iovA o8 ORFE IovG  lovD ORFE IovE ORF10
SRR 3 P

lovF ORF12  ORFI13 OAF14 ORFI1S ORFTé ORFIT OAF18
4 ; 2 kb

 Polential
NN ssistance genes ] Trersesterase ] unknown function Transparter genes
Cytochrome .
m P50 grenes m Aagulatory genes - Polykatide biosyninesis

Fig. 1-3. Cluster de genes biosintéticos de la lovastatina: reproducido de Kennedy et al. (1999).
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1.1.1.1 PRODUCCION

La lovastatina fue la primera estatina en ser aprobada por la FDA de EU (1987) y puesta a
disposicion para el mercado farmacéutico. Fue obtenida de una cepa aislada del suelo y
clasificada como Aspergillus terreus en los Laboratorios CIBE en Madrid (Espafia) y de
Monascus ruber (llamada monacolin K) por ENDO (1979). Pocos afios después la lovastatina
también fue obtenida en 17 cepas de diferentes especies, en particular: M. ruber, Monascus
purpureus, Monascus pilosus, Monascus vitreus y Monascus pubigerus (Hajjaj et al., 2001;
Manzoni & Rollini, 2002).

La produccién convencional de lovastatina se ha llevado a cabo mediante cultivo en medio
liquido. Recientemente la productividad de la cepa A. terreus ATCC 20542, el productor
original de lovastatina, fue incrementada por el grupo Metkinen, utilizando procedimientos de
mutagénesis y la experiencia adquirida en el desarrollo de programas de mejoramiento en
procesos (Manzoni & Rollini, 2002). Posteriormente, se encontrd que del aislamiento y
purificacion de 68 cepas de tipo silvestre de Aspergillus terreus, la mejor cepa silvestre para la
produccién de lovastatina fue Aspergillus terreus TUB-514 proveniente de la Technical
University of Budapest, Hungria, mas que la actualmente utilizada Aspergillus terreus ATCC
20542, obteniéndose en cultivo liquido 0.147 mg/mL y 0.09 mg/mL respectivamente.
Posteriormente se optimiz6 el medio de cultivo liquido y se obtuvo una produccion de 0.4 mg
lovastatina /mL y en medio solido de 1.54 mg lovastatina/g de medio seco (gms), utilizando la
cepa silvestre TUB-514, estos datos son la primera indicacién que la fermentacion en cultivo
solido puede ser considerada como una opcién viable para la produccién de lovastatina
(Szakacs et al, 1998). La fermentacion sélida es un método de cultivo antiguo que se ha
modernizado en los tltimos 20 afios, de manera que se considera una tecnologia emergente
con gran potencial para la produccion de enzimas y metabolitos microbianos. Los
investigadores han mostrado un gran interés en este tipo de fermentacion, como una
alternativa potencial a la fermentacion en cultivo liquido, debido a la utilizacion de sustratos
econdmicos, poco procesamiento, requerimientos de energia bajos, facil monitoreo y control

de parametros, no hay limitaciones de transferencia de oxigeno, altos rendimientos en tiempos
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cortos, generacion de pocos efluentes y no se requieren condiciones estériles estrictas. En la
actualidad, esta tecnologia es aplicada para la produccion de MS (Barrios-Gonzalez et al.,

2003; Robinson et al., 2001).

1.2 FERMENTACION EN CULTIVO SOLIDO

La fermentacion sélida (FS) se define como el cultivo de microorganismos sobre la superficie
e interior de una matriz sélida, con bajos niveles de actividad de agua. Se distinguen 2 tipos
de sistemas de FS dependiendo de la naturaleza de la fase solida utilizada; cultivo sélido sobre
soportes naturales y cultivo sobre soportes inertes impregnados con medio liquido (Barrios-
Gonzalez & Mejia, 1996). La FS sobre sustratos naturales tales como almidon, lignocelulosa,
papa, frijol, arroz, salvado de trigo, etc., es el sistema méas cominmente usado ya que sirve
tanto como soporte como de fuente de nutrientes. Este sistema de cultivo tiene la ventaja de
utilizar materiales crudos baratos y moderadamente procesados. Sin embargo, su desventaja es
que al constituir su estructura fisica fuente de carbono, parte de ésta es parcialmente degradada
durante el crecimiento de microorganismos, resultando en cambios en sus caracteristicas
fisicas, por lo que la transferencia de masa y calor son reducidos. Por otra parte, la FS sobre
soportes inertes puede superar las desventajas descritas de los soportes naturales, mejorando el
control de transferencia de calor y masa. El soporte sirve de reservorio de nutrientes y como
anclaje para los microorganismos. Otras ventajas, es que la recuperacion de productos es
menos complicada y son obtenidos con menos impurezas, la composicion del medio puede ser
disefiado con precision y puede extraerse el medio liquido del soporte inerte en cualquier
tiempo del cultivo y analizar sus componentes (Ooijkaas et al., 2000; Barrios-Gonzalez &

Mejia, 1996).

Respecto a la FS con soportes inertes impregnados con medio liquido, se han empleado dos
variantes: soportes inertes naturales, como bagazo de cafa de azucar, y soportes inertes
artificiales, tales como espuma de poliuretano, poliestireno, amberlita, vermiculita, perlita,
particulas de pozolano y granulos de arcilla (Ooijkaas et al., 2000; Bafos et al., 2005). Una

fermentacion con uso de un soporte polimérico absorbente inerte capaz de absorber abundante
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medio liquido, conduce al incremento en el area de superficie disponible para el crecimiento
fungico sobre el soporte y la tendencia del microorganismo a adherirse a la superficie del
soporte, resultando en un incremento de la producciéon de metabolitos secundarios, debido
posiblemente a que los microorganismos imitan su hébitat de crecimiento natural. Algunas
caracteristicas del soporte pueden cambiar significativamente durante las etapas de
crecimiento del hongo y pueden generar gradientes de condiciones ambientales que producen
limitaciones nutrimentales simulando la variabilidad encontrada en la naturaleza (Ramunas et
al., 2006). Ademas, las caracteristicas fisicoquimicas del soporte y su interaccion con la
disponibilidad de agua, oxigeno y los componentes del medio son variables principales que
pueden influenciar en el crecimiento y metabolismo, mientras que otros factores pueden jugar
un papel sobre la colonizacion de microorganismos en el soporte (Gervais et al., 1988;

Verstrepen et al., 2004).

A través del tiempo se observo que la biosintesis de MS por lo general estd asociada con la
diferenciacion morfolédgica, tal como la esporulacién, y en efecto dicha relacion sugiere
procesos independientes regulados por un mecanismo comun (Betina, 1995). La esporulacién
exhibida por diversos hongos filamentosos, especialmente especies de Aspergillus, es
estimulada principalmente por la exposicion de hifas al aire (Ramunas et al., 2006; Morton,
1961). Asi la fermentacion soélida que involucra un soporte polimérico es conveniente para la
induccién de patrones de diferenciacion celular en hongos, y la asociacion de estimulos
adicionales como los efectos de superficie, desecacidon, estrés osmodtico y limitacion de
nutrientes, también influye en los procesos de desarrollo capaz de alterar el crecimiento y
fisiologia, asi como también la produccién de metabolitos secundarios (Barrios-Gonzélez &

Mejia, 1996; Larroche, 1996; Morton, 1961).

Banos et al. (2005), disenaron un proceso de produccion de lovastatina por FS sobre un
soporte inerte artificial (poliuretano) con A. terreus TUB-514, donde se obtuvieron 19.95
mg/gms en 7 dias. La produccion de esta cepa en FL con exactamente el mismo medio de
cultivo, fue de solamente 0.62 mg/mL. La cepa fue también probada en FS sobre bagazo de

cafa impregnado con el mismo medio liquido, y la produccion final fue de 8.615 mg/gms. Por
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lo tanto, hubo una produccién 30 veces mayor en FS respecto a FL. Al emplear el poliuretano
como soporte inerte permitid obtener un parametro comparable con respecto a la FL, la
produccion especifica, encontrandose que era 13 veces mayor en FS respecto a la FL, donde se

manifiesta con claridad la fisiologia especial del hongo al medio sélido (Bafios et al., 2005).

En una segunda etapa del trabajo de Bafios et al. (2007), A. terreus TUB F-514 fue mutada y
una cepa resistente a estrés oxidativo (EOX), fue elegida por métodos de seleccion racional.
La nueva mutante, fue cultivada en el sistema con el soporte artificial, produciendo 27.89
mg/gms. Estos resultados sugieren que la alta produccion de lovastatina de A. terreus puede
estar relacionada con su capacidad de contender contra el EOX, ya que se encontrd que las
mutantes aisladas y resistentes a este tipo de estrés, eran sobreproductoras de lovastatina en

FS, mas no en FL.

Existen reportes donde se manifiesta esta fisiologia especial del medio sélido, ya que se
encontrd que enzimas que se producen en forma intracelular en FL, son extracelulares en FS,
y que ambas muestran diferente peso molecular y caracteristicas cinéticas (Smiley et al., 1976;
Lehnka PK & Lonsane, 1994). Por otra parte, los hongos contienen distintos genes que
codifican para una misma clase de enzima y estos genes equivalentes son regulados
diferencialmente dependiendo del medio donde se encuentren. Estos hechos sugieren que, el
hongo recibe sefales que indican que estd en uno u otro sistema de cultivo y que esto hace
generar una expresion diferencial de genes que dan como resultado una fisiologia diferencial

(Hisada et al., 2005).

Pocos trabajos han estudiado las diferencias fisiologicas que se presentan durante el
crecimiento de células microbianas en los 2 tipos de sistema de cultivo. Diferencias generales
en la expresion génica dependiendo de la técnica de fermentacion han sido exploradas.
Estudios moleculares han conducido a comparaciones de la produccion de lovastatina por A.
terreus en FS y FL, mediante un analisis de expresion de 2 genes, lovE y lovF, involucrados en
la biosintesis de lovastatina. El gen lovE que codifica un factor transcripcional que regula la

expresion de todos los genes que participan en esta via, mientras que el gen lovF codifica una



Tesis de Maestria en Biotecnologia
L.B.I. Teresa Pérez Aguirre

policétido sintasa involucrada en la biosintesis de lovastatina. Resultados muestran que las
diferencias en produccion de lovastatina entre ambos sistemas de cultivo estan relacionadas
con la expresion diferencial de los genes involucrados en la produccion de lovastatina. La
produccion de lovastatina mds alta esta relacionada con los niveles mas altos de acumulacion
del transcrito de ambos genes y por un periodo mas largo, comparados éstos en FL. Cuando A.
terreus creci6 en FS, el transcrito lovE muestra niveles de acumulacion 4.6 mas alto que en
FL. En forma similar, el transcrito lovF muestra una acumulacion 2 veces mas alta en FS que
el nivel mas alto detectado para el micelio crecido en FL. Estos resultados muestran, por
primera vez, que la produccion de lovastatina mas alta en FS, fue al menos parcialmente,
debido a la alta transcripcion de estos genes biosintéticos, y mas importante, que estos altos
niveles de transcripcion fue el resultado de altos niveles del factor de transcripcion IovE. Esta
es probablemente una razén de la alta produccion reportada de otros metabolitos secundarios

en FS (Barrios-Gonzalez & Mejia, 2007; Barrios-Gonzalez et. al., 2008).

1.3 REGULACION GENETICA

Recientes evidencias, apuntan a los mecanismos regulatorios como una accion eficaz
evolutiva, al igual que el agrupamiento de los genes de MS, incrementan la probabilidad de
co-movilizacion y puede conferir ventajas selectivas al mismo cluster de genes, ¢l cual abarca
genes biosintéticos y los genes para autoresistencia, regulacion y transporte (Misiek et al.,

2007).

La regulacion del cluster de genes que codifican para la sintesis de MS es explicada, en parte,
por el control transcripcional coordinado de los genes biosintéticos por factores de
transcripcion de dominio “estrecho” 6 “amplio” en hongos. Los genes de los reguladores
especificos de ruta estrechos se encuentran localizados normalmente en el cluster y regulan
positivamente la expresion de genes. Estos son frecuentemente proteinas binucleares con
dedos de zinc Zn(I1),Cyss, que se han identificado inicamente en hongos. Una proteina de este
grupo es AfIR (regulador aflatoxina), la proteina Zn(I1),Cys¢ es requerida para activar los

genes biosintéticos de AF y ST. Los factores transcripcionales de dominio amplio, son
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importantes en la respuesta celular integrada a pardmetros ambientales, como fuentes de C y
N, temperatura, luz y pH. Las respuestas a las sefiales ambientales son transmitidas a través de
factores de transcripcion globales (frecuentemente del tipo dedo de zinc Cys,;His;) que median
la sefializacion de carbono (CreA), nitrogeno y pH (PacC). Los factores de transcripcion de
dominio amplio pueden regular positiva o negativamente y estan conservados en todos los
hongos y otros eucariontes. La regulacion de factores de transcripcion de dominio estrecho o
amplio asegura que las rutas de los metabolitos secundarios pueden responder a la demanda de
un metabolismo celular general y la presencia de inductores especificos de ruta (Keller et al.,

2005).

Por otra parte, se demostré que los procesos de esporulacion y producciéon de metabolitos
secundarios parten de elementos regulatorios comunes. Las rutas de transduccion de senales
de las proteinas G heterotriméricas, cominmente regulan el desarrollo fungico, la respuesta al
estrés y la expresion de caracteristicas de virulencia. En Aspergillus sp., se ha demostrado que
la esporulacion y la produccién de micotoxinas, son regulados conjuntamente por miembros
de la ruta de senalizacion de las proteinas G (Hicks et al., 1997). La union de un ligando a un
receptor de la proteina G (GPCR: G Protein-Coupled Receptor) es el evento que activa la
sefalizacion de la proteina G. Los receptores GPCR residen en la membrana celular, donde
percibe sefiales extracelulares tales como luz, iones, aminoacidos, azucares, acidos nucleicos,
esteroides, polipéptidos y acidos grasos, y transmiten esta sefial al interior de la célula,
activando a las proteinas G heterométricas. La cascada de senalizacién de la proteina G,
conectando la esporulacion y el metabolismo secundario en Aspergillus sp., sigue la ruta de
transduccion de sefial G/AMPc/PKA (proteina G/ AMP ciclico/ proteina quinasa A) (Shimizu
& Keller, 2001). La proteina G estimula la sintesis de AMP ciclico mediante la activacion de
la adenilato ciclasa. El AMPc activa la proteina quinasa A (PKA) y la fosforilaciéon resultante
de los reguladores del crecimiento da lugar a la respuesta celular y al bloqueo simultaneo de la
conidiacion y la produccion de la micotoxina esterigmatocistina (Keller et al., 2005). En la
Fig. 1-4, se muestra el modelo propuesto para la regulacion del metabolismo secundario, las

flechas indican efectos positivos y las barras efectos negativos.
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Fig. 1-4. Modelo propuesto de regulacion de metabolitos secundarios: reproducido de Woo & Keller (2004).

Se demostré con cepas mutadas que sobreexpresan pkaA y el alelo ras®’’ (SE:pkaA y
SE::raSGNV), que PkaA y RasA regulan negativamente la expresion del gen laeA, y como
consecuencia la produccion de metabolitos secundarios como ST, LOV, PN, gliotoxinas y
pigmentos. Tambien demostraron que hay efectos regulatorios del factor transcripcional
especifico AfIR sobre la transcripcion de genes para la produccion de aflatoxinas, de manera
negativa sobre el gen laeA y de manera positiva sobre genes stc, donde la sobreexpresion de
afIR (SE::afIR) reprime la expresion de laeA, mientras que la eliminacion de afIR (AaflR) no

afecta el nivel de transcripcion de laeA (Woo & Keller, 2004).

El interés de este proyecto se centra en el gen regulador global para la sintesis de metabolitos
secundarios en Aspergillus sp., llamado laeA. Este gen se identifico a través de la
complementacion de una mutante de Aspergillus nidulans con esporulacion normal pero con
incapacidad para expresar el gen aflR que codifica el factor especifico AfIR que regula la
expresion de genes biosintéticos de ST. LaeA influye en la expresion de al menos un 9.5% del
genoma de A. fumigatus y controla positivamente la expresion de 20-40% de la mayoria de las
vias de metabolitos secundarios, incluyendo Péptido Sintetasas no ribosomales (NRPSs),
Policétido Sintasas (PKS) y monooxigenasas P450 (Perrin et al., 2007). LaecA posee una gran

especificidad para familias enteras de clusters de genes de metabolitos secundarios, ya que se
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demostré que es requerida para la biosintesis de ST, PN y pigmentos miceliales en A.
nidulans, gliotoxinas y pigmentos miceliales en A. fumigatus, como para la expresion de
clusters de genes para la biosintesis de heter6logos de lovastatina en A. nidulans, y lovastatina
nativa en A. terreus. De manera interesante, LaeA parece estar conservada en hongos
filamentosos, pero no esta presente en Saccharomyces cerevisiae, un hongo carente de
metabolitos secundarios (Perrin et al., 2007; Woo & Keller, 2004).

El analisis de secuencia del gen laeA y de la proteina codificada indica que es una proteina
metiltransferasa, de localizacion nuclear y con un dominio de uniéon de S-adenosil-L-
metionina (SAM). La mas alta similitud de secuencia es con metiltransferasas histona y
arginina, las cuales tienen funciones importantes en la regulacion de la expresion de genes, al
modificar dominios cromosomales eucromatico y heterocromatico de levaduras y -globina en
ratones. Aunque las funciones de LaeA atin no han sido caracterizadas totalmente, se especula
que esta proteina esta involucrada en la modificacién de cromatina. La metilacion de histonas
estd involucrada en la represion y activacion de genes mediante la definicion de regiones
heterocromaticas y eucromaticas en cromosomas eucarioticos. De esta manera, un modelo de
la regulacion de clusters mediada por LaecA propone un papel en la represion heterocromatica.
Los clusters de genes de metabolitos secundarios son mantenidos en heterocromatina,
represora de la transcripcion, pero son rodeados por eucromatina, que favorece la expresion de
genes. Las funciones de LaeA inician un proceso que convierte heterocromatina a
eucromatina, quizas por interaccion con metilasas o desacetilasas (HDAC) que estan asociadas

con la heterocromatina (Fig. 1-5) (Keller et al., 2005).

Heterochromatin nucleosome

—_— — —_— —
Euchromatin LasA Mkt EraiE Euchromatin
Euchromatin Euchromatin Euchromatin

Fig. 1-5. Modelo de la funcion de LaeA: reproducido de Keller et al. (2005).
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1.4 MEJORAMIENTO GENETICO

La ciencia y tecnologia de manipulacion y mejoramiento tiene como objeto la obtencion de
cepas mejoradas mediante el aumento de sus capacidades metabdlicas para aplicaciones
biotecnoldgicas. El éxito en el desarrollo de la industria de la fermentacion competitiva
depende del mejoramiento continuo de la cepa productora, que es considerada el corazon de
una fermentacidon industrial, que usualmente se traduce en el aumento de produccion del
metabolito de interés, posibilitando la reduccion de costos del proceso. No obstante, otras
caracteristicas también pueden ser mejoradas, como la eliminacion de otros metabolitos no
deseados, mejorar la utilizacion de fuentes de C y N baratos, alteracion de la morfologia
celular para separar el micelio del producto y/o mejorar la transferencia de oxigeno en el
fermentador. Hoy en dia, las cepas mejoradas pueden obtenerse por dos estrategias
alternativas: métodos genéticos clasicos (incluyendo recombinacién genética) y métodos de

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

El mejoramiento de la cepa por métodos clasicos se basa en mutacion, seguida de seleccion al
azar. La mutacion puede ser realizada por mutagenos fisicos como luz UV 6 mutidgenos
quimicos como N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina o etil-metanosulfonato (Baltz, 1999). La
ventaja de esta estrategia es que es simple, se requieren pocos conocimientos de genética,
fisiologia bioquimica de la ruta biosintética del metabolito. Su desventaja es que es muy
laboriosa y puede provocar cambios fisioldgicos y metabdlicos indeseados en la cepa. Otro
método clasico es la seleccion racional, este proceso se realiza para caracteristicas particulares
del genotipo deseado facil de detectar, para ello se requieren algunos conocimientos basicos
del metabolismo y vias de regulacion del producto, todo ello para proponer condiciones
ambientales 6 la adicion de un quimico que podria ser un cromogénico o reactivo selectivo, un
tinte o un organismo indicador. Los métodos de recombinacion genética se realizan por cruzas
sexuales y parasexuales en hongos y conjugacion en actinomicetos, y la fusion de protoplastos

en ambos microorganismos (Barrios-Gonzalez et al., 2003).
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Los métodos de mejoramiento genético molecular incluyen la identificacion de vias
biosintéticas, vectores adecuados y protocolos de transformacion efectivos para especies en
particular. Ademas, estos métodos han brindado herramientas para conocer en detalle la
naturaleza de las modificaciones que han ocurrido en cepas industriales mejoradas por
métodos clasicos. Los métodos de mejoramiento genético molecular son aplicados para la
caracterizacion de cepas sobreproductoras, duplicacion efectiva ¢ amplificacion de genes
biosintéticos de metabolitos secundarios (amplificaciéon de un gen objetivo o toda la via
biosintética), inactivacion de vias competitivas, interrupciéon y amplificacion de genes
regulatorios, incremento de genes especificos de vias de secrecion, incorporacion de una

nueva actividad enzimatica y biosintesis combinada (Barrios-Gonzalez et al., 2003).

El proyecto del genoma humano ha liberado un gran potencial técnico para la secuenciacion
del ADN de genomas microbianos. En adelante, el reto es aplicar esta enorme cantidad de
informacion a métodos y estrategias de mejoramiento genético. La disponibilidad de la
secuencia nucleotidica completa y anotaciones funcionales de algunas especies, en especial de
Aspergillus nidulans, nos permitira identificar todos los genes presentes en microorganismos
productores de MS’s incluyendo sus genes regulatorios, por ejemplo, Aspergillus terreus para
producir LOV (Barrios-Gonzalez et al., 2003). La amplificacion del gen regulatorio global
laeA identificado recientemente en hongos filamentosos puede permitir ¢l incremento en la
produccion de metabolitos secundarios, como lovastatina en A. terreus, y ser una herramienta
para el mejoramiento de cepas mediante ingenieria genética, y contribuir al conocimiento de
mecanismos moleculares por el cual los metabolitos secundarios son producidos (Woo &

Keller, 2004).
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2. ANTECEDENTES

Frente a la creciente demanda de lovastatina y las necesidades de producirla a grandes escalas
y a menor costo, nuestro grupo de investigacion de la Universidad Autdnoma Metropolitana
unidad Iztapalapa (UAM-I), encabezado por el Dr. Javier Barrios Gonzalez, desarrolld6 un
sistema de produccidn eficiente que permite obtener 30 veces mdas lovastatina que por el
método convencional (de 0.62 mg/mL a 19.95 mg/gms), con una produccion especifica de 59
png/mg micelio en fermentacion liquida (FL) frente a 816 pg/mg micelio en fermentacion

solida (FS), indicando que el micelio muestra una fisiologia distinta en FS que en FL.

Para hacer todavia mas competitivo el sistema es conveniente realizar mejoramiento genético
de la cepa. Actualmente se comienza a aplicar técnicas de ingenieria genética, el mejoramiento
genético molecular de la cepa puede hacerse amplificando los genes de la ruta biosintética del
metabolito secundario o, en una forma mas sofisticada, pueden amplificarse los genes

reguladores positivos o interrumpirse genes reguladores negativos.

Como se menciond antes, en A. nidulans se descubri6 el gen laeA que es un regulador global
de metabolitos secundarios. La amplificacion de este gen regulador global positivo en

Aspergillus terreus se esperaria que conduzca a una produccion elevada de lovastatina.

Woo & Keller (2004), probaron que el gen laeA regula a nivel transcripcional el factor
especifico AfIR para la produccién de aflatoxinas, también regula la producciéon de PN,
gliotoxina y lovastatina. Ademas demostraron los efectos de la sobreexpresion del gen laeA
(SE::laeA) en A. nidulans y A. terreus. Con respecto a la SE::laeA en A. terreus, se amplifico
el gen laeA de A. nidulans con primers OEF y OER vy se ligd en el sitio HindIII de pCN2
formando el plasmido pJW47.4 con un promotor del gen alcA y el terminador del gen trpC. El
plasmido pJW47.4 y un gen de resistencia a higromicina B (hygB) en el plasmido pUCH2-8
fueron usados para la cotransformacion para introducir la sobreexpresion de laeA en A. terreus

ATCC 20542.



Tesis de Maestria en Biotecnologia
L.B.I. Teresa Pérez Aguirre

La SE::laeA de A. nidulans en A. terreus incrementa la transcripcion y produccion de LOV y
en A. nidulans incrementa la transcripcion y produccion de PN, pero no de ST, debido a la
existencia de 3 sitios potenciales de union de AfIR en laeA, mostrando que la SE::aflR
disminuye los transcritos de laeA, se pensé que AfIR regula negativamente la expresion de

laeA (Woo & Keller, 2004).

También demostraron los efectos de mutantes nulas del gen laeA (AlaeA) en A. nidulans y A.
fumigatus, detectando en forma visual la pérdida de pigmento micelial en la superficie de las

colonias, al igual que la reduccion de ST y PN en A. nidulans y de gliotoxinas en A. fumigatus.

Ademas, se examino la expresion de clusters de genes para la biosintesis de genes heterologos
de LOV en A. nidulans con fondo AlaeA. El cluster de LOV parcial derivado de A. terreus fue
transformado en A. nidulans con fondo AlaeA para estudiar los aspectos de biosintesis de
LOV, esta cepa fue usada después para cruzar el cluster de LOV (LOV") en una mutante
apropiada con fondo laeA. Se observa que la cepa AlaeA/LOV’ mostré muy disminuidos
niveles de los transcritos IOVE (factor de transcripcion especifico para codificar LOV) y lovC
(gen biosintético de LOV), los extractos de cloroformo de esta cepa también mostraron
produccion baja de MONJ (intermediario de LOV). Mientras que en la cepa WT:LOV" se
observaron niveles altos de los transcritos y de MONJ (Woo & Keller, 2004).

En el proyecto actual se propone introducir el gen laeA de A. terreus TUB-514 en el mismo
mediante mejoramiento genético molecular, para obtener un mayor incremento de lovastatina

en fermentacion sélida, utilizando un soporte polimérico inerte, y en fermentacion liquida.
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3. HIPOTESIS

La sobreexpresion del gen laeA en Aspergillus terreus TUB-514 incrementara la produccion

de lovastatina, tanto en fermentacion s6lida como en fermentacion liquida.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Clonacion y evaluacion de la sobreexpresion del gen regulador laeA en Aspergillus terreus

TUB-514 sobre la produccion de lovastatina en FS y FL.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Determinar la sensibilidad a fleomicina de Aspergillus terreus TUB-514

4.2.2  Amplificacion del gen laeA de A. terreus TUB-514 por PCR

4.2.3 Amplificacion de vectores plasmidicos: pULC43 y pANS52.1

4.2.4 Clonacion del gen laeA en vectores plasmidicos

4.2.5 Transformacion de A. terreus TUB-514 por la técnica de protoplastos

4.2.6 Seleccion de transformantes con base en la resistencia a fleomicina y a la produccion
de lovastatina en fermentacion en cilindro de agar (FCA)

4.2.7 Evaluar la produccién de lovastatina de las transformantes en fermentacion solida y
liquida

4.2.8 Confirmar la presencia de las construcciones en transformantes por PCR



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MICROORGANISMOS UTILIZADOS

5.1.1 Cepa fungica: Aspergillus terreus
TUB-514.

La cepa fue proporcionada por la Technical
University of Budapest (TUB), Hungria (Szakacs et
al., 1998). Es un hongo filamentoso que produce
relevantes metabolitos secundarios, principalmente
estatinas, el genoma  haploide es de
aproximadamente 35 Mb, organizado en 8§
cromosomas. Linaje: Eukaryota; Fungi; Dikarya;
Ascomycota;  Pezizomycotina;  Eurotiomycetes;
Eurotiomycetidae; Eurotiales; Trichocomaceae;
mitosporic Trichocomaceae; Aspergillus;
Aspergillus terreus (NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov,
2007).

5.1.2 Cepa bacteriana: Escherichia coli
DH5a.

Cepa utilizada normalmente en experimentos de
transformacion debido a su alta eficiencia (hasta 5 x
10® transformantes por microgramo de ADN)
(Hanahan, 1983).

5.2 VECTORES PLASMIDICOS

52.1 pULC43 (S.
publicado):

Gutiérrez,  no

Plasmido de 4.9 kb. Contiene el gen de resistencia a
fleomicina ble de Streptoalloteichus hindustanus
(0.4 kb) expresado bajo el control de las regiones
promotoras del gen pchC de Penicillun
chrysogenum (0.8 kb). Contiene, asimismo la region
de terminacion de la transcripcion del gen cycl de
Saccharomyces cerevisiae (0.3 kb).
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5.2.2 pANS52.1 (Punt et al., 1990):

Plasmido derivado del pUC19, con el promotor del
gen gpd (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)
de Aspergillus nidulans como inserto. Este
promotor ha sido usado por su alto nivel de
expresion en hongos.

PANS2.1

5200bp

5.3 REACTIVOS

5.3.1 Acidos nucleicos

El GeneRuler 1kb ADN Ladder fue utilizado como
marcador de tamafios en los geles de electroforesis,
adquirido a Fermentas.

Los oligonucledtidos empleados como cebadores
(“primers”) en los experimentos de amplificacion
de 4acidos nucleicos utilizados como fragmentos
para la clonacion en vectores plasmidicos se

describen a continuacion:



Primers Secuencia (5"— 3")
lacF CTC CAG GAT CCG AGT TCA CGG TGC
laeR AGG CGG ATC CGT CTC AAC TAC AGC

lacconsF ~ ACC TAT CAC CAT GGC CCC TCC G

lacconsR ~ GGA CTC CAG GAT CCA CTC TTG G

5.3.2 Antibidticos

La ampicilina se adquiri6 en forma de producto
farmacéutico a Sigma - Aldrich Co., el cloranfenicol
fue adquirido a la compaiiia Sigma Chemical Co. y
la fleomicina a InvivoGen USA.

5.3.3 Enzimas

Las enzimas de restriccion BamHI y Ncol fueron
suministrados por Fermentas.

La enzima ARNasa A de péancreas bovino y ADN
ligasa del fago T4 fueron adquiridos a Invitrogen
Inc.

La enzima Vent ADN polimerasa de Thermococcus
litoralis con una fidelidad de 5 — 15 veces mayor
que la Tag ADN polimerasa, utilizada en la
amplificacion de fragmentos fue suministrada por
BioLabs Inc.

La enzima litica Driselase usada en la obtencion de
protoplastos se adquiri6 a la compaiia Sigma -
Aldrich Co.

53.4 EQUIPO

El equipo utilizado durante el presente trabajo fue:
autoclave, balanza analitica, bafios con temperatura
controlada  (Stuart  Scientific), camara de
electroforesis, campana de flujo laminar (Veco),
centrifuga  refrigerada  (Eppendorf  5417R),
congeladores de -20 y -80°C, cromatografo de
liquidos de alta resolucion (HPLC) (Waters™),
equipo de filtraciéon al vacio (Waters, Millipore),
espectrofotémetro, incubadoras  (Lab-Line),
microcentrifugas (Eppendorf 5415C), microondas
(Sanyo),  micropipetas,  microscopio  Optico
(Olympus), parrillas con agitacibn magnética,
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potencidmetro, sistema de fotodocumentacion
GelDoc 2000 (Bio-Rad), sistema de purificacion de
H,0 MiliQ (Millipore), sonicador (Branson 1210),
termociclador (Eppendorf), termomezclador, trans-
iluminador, vortex y columnas Qiagen (Midi Kit).

54  MEDIOS DE CULTIVO

5.4.1 Medios de cultivo para Aspergillus
terreus

Medio Czapeck: De esporulacion y mantenimiento.

g/L
Sacarosa 30.0
NaNO; 2.0
K,HPO, 0.5
MgS0,.7H,0 0.5
FeS0O,.7H,0O 0.01

Cuando se us6 este medio para la regeneracion de
protoplastos de A. terreus se afiadio sorbitol en una
concentracion de 1 M como estabilizador osmético
y agar al 2% (p/v). Se esterilizé a 15 Ib/in® durante
20 min. El medio con sorbitol fue usado en
transformaciones en las que se integro el gen de
resistencia a fleomicina, debido a la interferencia de
las altas concentraciones de sales con el patron de
sensibilidad del hongo receptor a la fleomicina.

Medio PMI: De esporulacion y mantenimiento.

g/L
Bacto-peptona 5.0
Lactosa 5.0
NaCl 4.0
Soélidos de maceracion 1.0
KH,PO, 0.06
FeCl;.6H,0 0.003
CuS0,.5H,0 0.001

Medio Power: De esporulacion y mantenimiento.

Medio Czapeck 500 mL
Medio PM1 500 mL
Agar 2%

Por cada matraz Erlenmeyer de 125 mL se
colocaron 25 mL de este medio y se esterilizo a 15



Ib/in® durante 20 min. Se inoculé 100 uL de esporas
conservadas en glicerol de A. terreus y se incub6 a
30°C durante 4 dias.

Medio Agar de papa y dextrosa (PDA): De
esporulacion y mantenimiento.

Es comercial y la preparacion se realizé de acuerdo
a lo especificado por el proveedor (Bioxon). Se dejo
hervir por 1 minuto y se esterilizo a 15 Ib/in®
durante 20 min.

Solucién de Sales 20X:

g/L
NaNO; 120.0
KCl1 10.4
MgS0,4.7H,0 10.4
KH,PO4 30.4
Guardar a temperatura ambiente (Ta).
Solucion de elementos traza:
g
ZHSO4.7H20 2.20
H,BO; 1.10
MHC12.4H20 0.50
FQSO4.7H20 0.50
CoCl,.5H,0 0.16
CuS0O,.5H,0 0.16
(NH4)6M07024.4H20 0.11
Na,EDTA 5.00

Se adicionaron los solidos en orden en 80 mL de
H,0O dd, disolviendo cada uno completamente del
siguiente. Se calentd a ebullicion, dejandose enfriar
y ajustando el volumen a 100 mL.

Medio Completo: Obtencion de micelio.

Sol'n de sales 20X 5mL
Sol’'n de Elementos Traza 100 uL
Glucosa lg
Peptona lg
Extracto de Levadura 0.05¢g

Se 1llevo a un volumen de 100 mL y se ajusto el pH
a 6.5 con NaOH 2 M. Por cada matraz Erlenmeyer
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de 125mL se colocaron 35 mL de este medio y se
esterilizé a 15 Ib/in® durante 20 min. Se inocul6 1 x
10® esporas/mL y se incub6 a 30°C durante 20 h.

Medio de Produccion: Obtencion de lovastatina en
cilindros de agar (2.5X), fermentacion solida (2.5X)
y fermentacion liquida (1X). Para una concentracion
2.5X:

g/L
Glucosa 15.0
Lactosa 85.0
Harina de soya 7.5
KNO; 5.0
KH,PO, 7.5
NaCl 1.25

Se ajusto el pH a 6.5 con NaOH 2 M y se llevo al
volumen deseado. Se esterilizé a 15 Ib/in® durante
20min. Para cilindros de agar se afiadio 20g de agar.

5.4.2 Medio de cultivo para Escherichia
coli DH5a

Medio Luria-Bertani (LB):

g/L
Bacto-triptona 10.0
NaCl 10.0
Extracto de Levadura 5.0
Agar 20.0

Se ajusto el pH a 7.5 con NaOH 2 M vy se llevo al
volumen deseado. Se esterilizo a 15 1b/in® durante
20 min.

5.4.3 Antibidticos suplementados

Se empled ampicilina (Amp) y cloranfenicol (Cm)
para seleccion de transformantes y mantenimiento
del plasmido con resistencia a estos en E. coli. El
stock para Amp se prepar6 en una concentracion de
50 mg/mL y para Cm a 30 mg/mL. Se esterilizaron
por filtracion empleando membranas de 0.20 um de
poro marca Millipore. Se guardaron ambas en
alicuotas de 500 pL a -20°C. Cuando se requirio,
fue suplementado el medio LB con Amp 6 Cm en
una concentracion de 100 pg/mL 6 30 ug/mL
respectivamente.



Se empled fleomicina (ble) para seleccion de
transformantes en A. terreus. El stock para ble se
prepard en una concentracion de 20 mg/mL. Se
esterilizd por filtracion empleando membranas de
0.20 um de poro marca Millipore. Se realizaron
alicuotas de 500 pL a -20°C. Cuando se requirio,
fue suplementado el medio Czapeck con Sorbitol y
fleomicina en una concentracion de 160 pg/mL.

5.5 CONDICIONES DE CULTIVO

5.5.1 Crecimiento de Escherichia coli
DH5a

Para el crecimiento de la bacteria E. coli se utilizo el
medio LB con la adicion de los antibidticos
ampicilina o cloranfenicol (segin el plasmido que
confiriera dicha resistencia).

5.5.2 Crecimiento de Aspergillus terreus

La cepa Aspergillus terreus TUB-514, de la
coleccion de cepas de Technical University of
Budapest, fue crecida en medio Power 6 PDA
durante 4 dias a 30°C para su esporulacion. Las
esporas fueron recolectadas con perlas de vidrio
estériles y una soluciéon de Tween 80 al 0.05%,
posteriormente la solucion de esporas fue inoculada
en medio completo (1 x 10* esporas/mL) para su
germinacién y obtencion de ADN gendmico, asi
como para la produccion de protoplastos y las
fermentaciones para la produccion de lovastatina.
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5.6  TECNICAS ANALITICAS
5.6.1 ADN

5.6.1.1 Extraccion de ADN gendmico de
Aspergillus terreus

El método usado para obtener ADN total de hongos
a gran escala fue esencialmente descrito por Specht
et al., (1982), posteriormente se fue modificando.
Se germinaron esporas frescas de Aspergillus
terreus sobre medio completo y se incubaron a
30°C durante 20 h. El micelio producido se recogio
con palillo estéril, se seco con sanitas y se coloco en
un mortero frio, se anadidé N, liquido y se moli6. En
tubos eppendorf (epp) frios se colocaron 0.5 mL de
micelio y se le adiciondé a cada uno 800 pL de
buffer de extraccion' y se incub6 a 68°C por 30 min.
Inmediatamente se centrifugd a 14,000 rpm por 5
min a Ta. Al sobrenadante se le agregd 50 pL de
Acetato de potasio (KAc) 5SM pH 4.2, se mezclo
suavemente por inversion y se coloco en hielo
durante 10 min. Posteriormente se centrifugd a
14,000 rpm por 5 min a Ta. Se transfirieron 700 pL
del sobrenadante a otro tubo epp y se adicionaron
700 pL de isopropanol, se mezcld suavemente por
inversion y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a
Ta. Se resuspendio el pellet con 400 uL de TE®y se
agregd 40 pL de Acetato de sodio (NaAc) 3M pH
7.0. La mezcla se calentd a 68°C por 1 h. Para
solubilizar basuritas se dio un breve vortex y se
centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a Ta, después se
transfirid el sobrenadante a otro tubo epp para
proseguir con la extraccion. Se agregé 1 mL de
Etanol (EtOH) 95%, se mezclé suavemente por
inversion y se centrifugé a 14,000 rpm por 5 min a
Ta. Se lavo 2 veces el pellet con 800 pL de EtOH
70%, desprendiendo el pellet con la punta,
mezclando por inversion suavemente y
centrifugando a 14,000 rpm por 5 min a Ta. Se seco
el pellet por capilaridad invirtiendo el tubo epp. y se
resuspendié el ADN en 100 uL de TE con RNasa® a
una concentracion de 100 pg/mL. La mezcla se
calent6 a 68°C por 5 min para resuspender el ADN
y se incub6 a 37°C durante 1.5 h. Después se le

! Buffer de Extracciéon: EDTA 50 mM y SDS 0.2%.

2TE: EDTA | mM pH 8.0 y Tris-HCI 10 mM pH 8.0.

* RNasa: Se disolvié la RNasa a una concentracién de 10 mg/mL
en una solucion con NaCl 15 mM y tampoén Tris-HC1 10 mM pH
7.5. La mezcla se hirvié durante 15 min y se dejo enfriar
lentamente a Ta. Posteriormente se repartié en alicuotas y se
conservo a -20°C.



adicionaron 300 puL de TE. Se extrajo el ADN con 1
volumen de CIA (Cloroformo - Alcohol isoamilico),
se mezcld suavemente por inversion y se centrifugd
a 14,000 rpm por 5 min a Ta. Se recogid la fase
acuosa y se anadiol/10 volumen de NaAc 3 M pH
5.2 (aprox. 40 pL) y 2.5 volumen de Etanol frio, se
centrifugd a 14,000 rpm por 20 min a 4°C. El ADN
se lavo con 800 pL de EtOH 70%, se secod y
resuspendié en 30 pL de H,O de alta pureza. Se
conservo a -20°C.

5.6.1.2 Extracciéon de ADN plasmidico de
Escherichia coli

5.6.1.2.1 Boiling (Miniprep)

El método seguido para obtener ADN plasmidico
(ADNp) a pequetia escala fue una modificacion del
descrito por Holmes & Quigley (1981). E1 ADN
plasmidico a pequefia escala se obtuvo de 4
vectores: pULC43 y pANS52.1, pULC43/lacA
(pUAMTPlaeA) y PANS52.1/lacA
(pUAMTPIlaeAcons).

Se picaron con palillos estériles las colonias
seleccionadas crecidas por el método de
electroporacion, éstas se inocularon en otra caja
petri con LB/Amp 6 Cm y los palillos con las
colonias se colocaron cada uno en un tubo epp. con
1 mL de LB suplementado con Amp 6 Cm a una
concentracion de 100 pg/mL 6 30 pg/mL
respectivamente. Después de un rato se sacod el
palillo del tubo epp. y se incubd a 37°C, 200 rpm
aproximadamente 16 h. Posteriormente se
centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a Ta. Se
resuspendi6 el pellet en 350 pL de STET y se
afiadio6 20 pL de solucién de lisozima’® a una
concentracion de 10 mg/mL en la tapa del tubo epp,
se agitd 2 min en el mixer hasta la resuspension y se
dejo  hervir 45 segundos en bafo maria.
Inmediatamente se precipitaron los restos celulares
centrifugando a 14,000 rpm por 10 min a Ta y se
elimin6 el pellet con palillo estéril. Se afadi6 al
sobrenadante 45 pL. de NaAc 3M pH 5.2 y 600 puL
de isopropanol, se mezclé por inversion, dejando
reposar 5 min a Ta y se centrifugé a 14,000 rpm por
10 min a Ta. Se lavé el pellet con 400 uL de EtOH
70% y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a Ta.

* STET: EDTA 50 mM pH 8.0, Sacarosa al 8% (p/v), Tris-HCI
10 mM pH 8.0 y Tritén X-100 al 0.5% (v/v).

3 Lisozima: Se pes6 0.01 g de lisozima y se disolvio en 1 mL de
Tris-HCI 10 mM pH 8.0.
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Se seco el pellet por capilaridad invirtiendo el tubo
epp. y se resuspendié el ADNp en 30 pL de H,O de
alta pureza. Se conservo a -20°C.

5.6.1.2.2 Midiprep-Kit

El método seguido para obtener ADN plasmidico
(ADNp) a gran escala fue mediante columnas de
Qiagen-100. E1 ADN plasmidico a gran escala se
obtuvo de 4 vectores: pULC43 y pANS52.1,
pULC43/lacA (pUAMTPlacA) y pANS52.1/lacA
(pUAMTPIlaeAcons).

Se inoculd la colonia seleccionada del miniprep en
caja de Petri con LB/Amp/Agar y se incub6 a 37°C
durante 16 h. Transcurrido el tiempo se inoculd la
colonia seleccionada en 100 mL de medio LB con
Amp 6 Cm a una concentracion de 100pg/mL 6 30
pg/ml respectivamente y se incubéd a 37°C, 300 rpm
durante 16 h. Durante este tiempo se afiadid
solucion de RNasa a Buffer P1 y se conservo a 4°C,
se verificd Buffer P2 por la precipitacion de SDS, si
fue necesario se disolvid el SDS por calentamiento
a 37°C, se pre-enfrio el Buffer P3 a 4°C y soportes
para tubos de 50 mL translucidos.

Transcurrido el tiempo, el medio LB con la colonia
crecida se pasdé a tubos translucidos de 50 mL
estériles. Se cosecharon las células bacterianas
centrifugando a 4,000 rpm por 20 min en los
soportes previamente enfriados y se elimind
sobrenadante. Se resuspendio el pellet bacteriano de
cada tubos en 2 mL de Buffer P1, se pipete6 de
arriba abajo y se pasaron las bacterias resuspendidas
a un tubo translucido de 10 mL estéril. Se afiadié 2
mL de Buffer P2, se mezcld por inversion de 4-6
veces y se incub6 de 15-25°C por 5 min. Se afiadid
2 mL de Buffer P3 enfriado, se mezcld
inmediatamente por inversion de 4-6veces y se
incubo en hielo 15 min. Se equilibraron los tubos y
después se centrifugd a 14,000 rpm por 30 min a
4°C en centrifuga Beckman con rotor F-1010. Se
transfirié el sobrenadante que contiene ADNp en
otro tubo de 10 mL. Nuevamente se centrifugd a
14,000 rpm por 15 min a 4°C y se transfirio
sobrenadante en otro tubo falcon de 15 mL estéril.
Se equilibré el QIAGEN-100 aplicando 4 mL de
Buffer QBT y se permiti6 a la columna vaciarse por
flujo gravitacional en un matraz de 125 mL con su
soporte correspondiente. Después se aplico el
sobrenadante de los tubos al QIAGEN-100 y se
permitié que entrara a la resina y vaciarse por flujo
gravitacional. Se lavo 2 veces el QIAGEN-100 con
10 mL de Buffer QC. Se paso la columna a un tubo



falcon de 45 mL. Se eluy6 el ADNp con 5 mL de
Buffer QF y se colect6 el eluyente. Se hicieron
alicuotas de 800 pL del eluyente en tubos epp. Se
precipité el ADNp adicionando a c/tubo epp. 560
puL (0.7 volumen total) de isopropanol, se mezclo
por inversion y se centrifugd a 14,000 rpm por 30
min a 4°C. Se decantd cuidadosamente el
sobrenadante. Se lavo el pellet (ADNp) con 800 pL
de EtOH 70% a Ta, se desprendio pellet con punta y
se mezcld por inversion, después se centrifugd a
14,000 rpm por 5 min a 4°C y se elimind
sobrenadante. Se seco pellet por capilaridad
invirtiendo el tubo epp. y se resuspendié el ADNp
de cada tubo epp. en 50 pL de H,O de alta pureza.
Finalmente se juntaron los tubos en uno solo y se
conservo a -20°C.

5.6.1.3 Disefio de oligos para obtener 2
fragmentos del gen laeA de A.
terreus

Para el disefio de los oligos (“primers”), se tomd
como base el gen laeA del genoma de Emericella
nidulans ubicado en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information)
con numero de acceso al GenBank: AY394722.1 y
mediante Blastn se encontré el gen laeA en
Aspergillus terreus publicado en esta misma base de
datos con numero de acceso al GenBank:
XM 001210764.1, obteniendo un 74% de identidad
del gen.

Seleccionado el tamafio de los fragmentos del gen
laeA en A. terreus, se prosiguid al disefio de oligos,
incluyendo secuencia de reconocimiento para
enzimas de restriccion destinadas con un colchén de
3 nucleotidos en el extremo 5y pinza 6 clamp en el
extremo 3” (3 6 4 G/C), obteniendo el disefio de
oligos con un tamafio entre 18-25 nucledtidos.

5.6.1.3.1 Reaccién en cadena de la
ADN polimerasa

Esta técnica es, conceptualmente, un método muy
simple para la amplificacion de acidos nucleicos
(Saiki et al., 1985; Mullis & Faloona, 1987). El
método se basa en la repeticion de 3 pasos:
desnaturalizacion, hibridacion de los cebadores y
elongacion, efectuados de forma sucesiva en
condiciones de temperatura determinada y
controlada.

Tesis de Maestria en Biotecnologia
L.B.I. Teresa Pérez Aguirre

Se prepard en un tubo epp. de 500 pL en orden la
siguiente mezcla de reaccion sobre hielo:

Inserto laeA Inserto laeA cds
Componentes (uL)
completo (2.6 kb) (1.25 kb)
H,O estéril 72.5 73.5
Buffer ThermoPol 10X° 10 10
Cebador Forward (10 mM) 5 5
Cebador Reverse (10 mM) 5 5
dNTP’s” (10 mM) 4 4
MgSO4 (100 mM) 2
ADN molde 1 2
Vent ADN polimerasa
0.5 0.5
(2 U/uL)

Se buscé la temperatura de hibridacion minima en
los cebadores F y R, a ésta se le restdo -10°C y el
resultado se considerd como la temperatura maxima
para realizar el gradiente, con un rango de 1-2°C,
obteniendo al final 5 temperaturas para obtener la
temperatura optima de hibridacion de los cebadores
mediante la funcion de gradiente en el
Termociclador. Ya obteniendo las 5 temperaturas
consideradas, se repartié la mezcla de reaccion en 5
tubos de 500 pL y se metieron en el Termociclador
Eppendorf. Previamente se program6 dicho aparato
de la siguiente manera:

a) Se encendi6 regulador y Termociclador

b) Se tecled: Options, Gradient, T = T,, intermedia,
G =2-4°C.

¢) Se eligié columna dependiendo del tubo con su
temperatura asignada

d) Se regres6 al Menu principal: Exit (2 veces)

e) Se tecled: Files, New, Block, Tube.

f) Se tecleo6: Lid: 105°C, Wait, Fix.

g) Se metid programa:

1 T=94C > Fix=3 4 Sel

2 T=94C > Fix=30" J Sel

3 T=T,interm > Fix=50" < 30Opt

3 R=3°C/s > G=2-4°C J Sel

4 T=72C > Fix=tiempo J (4 veceg Sel
5 Goto=2 > Rep=35 4 Sel

6 T=72C > Fix=10" 4 (2veceg Sel

7 Hold=22C o Exi

¢ Buffer de Reaccion ThermoPol 1X: KCI 10 mM, (NH,),SO, 10
mM, Tris-HCI 20 mM pH 8.8, MgSO4 2 mM y Tritéon X-100
0.1%.
7 dNTP’s (mezcla de nucledtidos): Mezcla de dATP, dCTP,
dGTP y dTTP, en una concentracién de 10 mM cada uno de
ellos.



h) Se pidio salvar el programa: Save = Yes.
i) Se dio el nombre del programa eligiendo cada
palabra con la tecla Sel > .J, Exit.

j)  Se colocaron los tubos de acuerdo a la columna
que le corresponda en base a su temperatura

k) Se tap6 y eligio el tipo de tubo en la parte
superior del Termociclador. Tubo PCR = 0.2ml

) Setecled Start. Elegir programa.J . .

m) Para saber a qué hora se terminan los ciclos de
PCR, se tecled Opt.

Ya que se eligio la temperatura Optima de
hibridaciéon de los cebadores en PCR mediante
electroforesis. Se prosigui6é a realizar nuevamente
PCR con dicha temperatura y en mayor volumen
para posteriormente hacer la purificacion de dicha
amplificacion.

5.6.1.3.2 Electroforesis de ADN en
geles de agarosa

Se siguieron los métodos descritos por Maniatis et
al. (1982) y Sambrook et al. (1989). Se utilizd
agarosa SeaKem LE (FMC, Ref. 50004) en una
concentracion de 1% (p/v) para obtener fragmentos
de ADN separados de 0.5-10 kb, la agarosa se
disolvi6 por calentamiento con microondas en
tampon TAE 1X® durante 1 min y se dejo enfriar, se
vacid en la base con peine y se dejo solidificar.

Las muestras de ADN se mezclaron con un
quinceavo del volumen final de tampén de carga’
concentrado y H,O de alta pureza hasta completar
20 pL. Las muestras se cargaron en el gel ya metido
en la camara de electroforesis bafiado en tampon
TAE 1X y se dejo correr a 90V durante
aproximadamente 2 h. La tincion del ADN se
realizd con una solucién de bromuro de etidio'
(BrEt) en una concentracion final de 0.5 pg/mL (el
BrEt se intercala en la doble cadena del ADN y
permite su visualizacion tras iluminarse el gel con
luz ultravioleta (UV)). Los geles se fotografiaron
sobre un transiluminador GelDoc 2000 Bio-Rad
(emite luz con longitud de onda de 302 nm).

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

° Tampén de carga 6X: Azul de bromofenol al 0.25% (p/v),
Sacarosa al 40% (p/v) y Xileno cianol al 0.25% (p/v). Se
esterilizo a 15 Ib/in® durante 20 min. Se conservé a 4°C.

1 Bromuro de etidio: Se prepard una soluciéon 10 mg/mL en agua
y se conservo a 4°C. Para 1 L de H,O dd se requieren 50 uL de
esta solucion.
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El marcador de tamafio usado es el ADN Ladder"'
de 1 kb que contiene fragmentos de ADN
individuales purificados.

5.6.1.3.3 Purificaciéon de insertos por
Freeze & Squeeze

Este método es rapido y sencillo y no requiere del
uso de agarosa de bajo punto de fusion, aunque el
porcentaje de recuperacion no supera el 70% del
ADN cargado en el gel (Polman & Larkin, 1989).
Hubo pequefias modificaciones y los pasos
esenciales son los siguientes:

Se realiz6 un gel de agarosa al 1%, juntando los 3
dientes en uno solo para correr muestras de 50 pL
en cada pozo, se cargaron las muestras y se corrid el
gel a 80V durante aproximadamente 2 h, por otra
parte hacer un agujero en la tapa y en el fondo de
tubos epp. 0.5 mL con una aguja caliente. Colocar
lana de vidrio en el fondo del tubo perforado,
empacar y rotular. Colocar este tubito dentro de otro
tubo epp de 1.5 mL. Ya tefiido el gel con solucion
de BrEt a una concentracion final de 0.5 pg/mL, se
coloco en una camara de UV y se corto la banda con
cutter, tratando de no tomar mas agarosa de lo
necesario, después se metié dentro de los tubos de
0.5 mL. Se congeld ambos tubos con N liquido y se
centrifugoé a 8,000 rpm por 5 min a 4°C. Se desecho
el tubo epp. 0.5 mL conteniendo la lana de vidrio
con agarosa y se siguid trabajando con el tubo epp.
1.5 mL conteniendo el ADN disuelto. Se afiadi6 a
cada tubo epp. 2.5 pL de glucégeno a una
concentracion de 25 mg/mL y 3.5 volumen de
Acetato de amonio 7.5 M/Etanol absoluto frio en
una proporcion 1:6. Se dejo precipitar toda la noche
a -20°C. Se prosiguio a centrifugar a 14,000 rpm
por 8 min a 4°C. Se lavo el pellet (ADN) con 200
pL de EtOH 70% frio desprendiendo pellet con
punta y se mezclando por inversion y se centrifugd
a 14,000 rpm por 8 min a 4°C. Se seco pellet por
capilaridad invirtiendo el tubo epp. y se resuspendid
el ADN en 10 pL de H,O de alta pureza. Se
juntaron tubos y se conservo a -20°C.

"' ADN Ladder: Tris-HCI 10 mM pH 7.6 y EDTA 1 mM

N
W



5.6.1.4 Clonacion de los insertos en los
vectores pULC43, pAN52.1 y
PCN2

5.6.1.4.1 Digestiones de insertos y
vectores

Se realizaron las siguientes digestiones:

Insertos Vectores Enz1rpa§ ,de
restriccion
gen laeA completo pULC43 BamHI
gen laeA con promotor Ncol y
y terminador PANS2.1 BamHI

Cada enzima tiene condiciones Optimas de
funcionamiento, en cuanto a temperatura,
concentracion de sales y condiciones de pH (éstas 2
ultimas caracteristicas las proporciona el tampon de
reaccion). Como norma general el volumen de la
enzima no debe superar 1/10 del volumen total de la
mezcla de reaccion, debido a la alta concentracion
de glicerol presente en las soluciones de
almacenamiento de las enzimas utilizadas.

En un tubo epp. 1.5 mL se mezclé en orden, los
siguientes componentes:

a) H,O dd estéril hasta completar el volumen final
de la mezcla de digestion

b) Tampodn de digestion en la concentracion 6ptima
descrita (normalmente se requiere la décima
parte del volumen final de la mezcla)

c¢) npugde ADN disuelto en H,O de alta pureza

d) 5nunidades de enzima

Posteriormente se incubd a la temperatura adecuada
durante 2 h. E1 ADN digerido se purifico afiadiendo
1/10 del volumen final de NaAc 3 M pH 5.2 y 2 del
volumen de EtOH 100%, se mezcld y se incubd a
Ta por 15 min. Se centrifugé a 14,000 rpm por 10
min a 4°C. Al pellet se lavo con EtOH 70%
desprendiendo pellet con punta y se mezclando por
inversion y se centrifugo6 a 14,000 rpm por 10 min a
4°C. Se secod pellet por capilaridad invirtiendo el
tubo epp. y se resuspendid el ADN digerido
proveniente del PCR (insertos) en 10 uL de H,O de
alta pureza y el ADNp proveniente de los midiprep
en 40 pL de H,O de alta pureza.
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5.6.1.4.2 Ligacién

A una cantidad de ADN vector de entre 10 y 40 ng
se le afiadid6 ADN inserto en una proporcion de 1:8
vector/inserto. Se afiadid H,O de alta pureza para
alcanzar un volumen final de reaccion de 10 pL y se
calentd la mezcla a 65°C durante 15 segundos con
el fin de relajar los fragmentos de ADN presentes.
Se enfrié en hielo y se agregd 1 pL de tampdn de
reaccion 10X para la ADN ligasa'> y 1 pL de ADN
ligasa del bacteriéfago T4. Se incubd la reaccion
toda la noche a 16°C. Los vectores con inserto
generados durante este proceso son posteriormente
transformados en la cepa de E. coli DH5a.

5.6.1.4.3 Preparacion de células
electrocompetentes

A la hora de introducir ADN en E. coli por medio
de procesos de transformaciéon se requiere una
disponibilidad de la bacteria, se debe facilitar el
paso de las moléculas de ADN a través de las
barreras externas de la célula. Este estado es lo que
se denomina como “competencia” y las células que
lo presentan se denominan “células competentes”.
La preparacion de células competentes de E. coli se
realiz6 por un método basico.

Se bafiaron 2 gradillas para tubos epp. de 1.5 mL
con H,O dd, se enfriaron a -70°C y a 4°C glicerol al
10% estéril. En un frasco de 20 mL se sembrd una
colonia de E. coli DH5a con 5 mL de medio LB y
se incubo a 37°C, 200 rpm de 16-18 h. En un
matraz de 125 mL, se afiadié 50 mL de medio LB y
una alicuota de 50 pL del medio LB inoculado
anteriormente con E. coli DH5a y se incubd a 37°C
a 150 rpm hasta que se obtuvo una densidad optica
0.4-0.6 a 600 nm (turbio pero que aun penetre la
luz, aproximadamente 3 h). Se retir6 el cultivo de la
incubadora y se colocé en hielo por 15 min agitando
suavemente en forma continua para enfriar
uniformemente. Se distribuy6 en alicuotas de 1 mL
en tubos epp y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min
a 4°C. Se mantuvieron las muestras en gradilla
previamente enfriada y se tir6 sobrenadante. Se
agrego al pellet 1 mL de glicerol al 10% frio, se
resuspendieron las células suavemente con los
dedos, se centrifugo6 a 14,000 rpm por 5 min a 4°C 'y
se tird sobrenadante. Se repitié6 nuevamente el paso

2 Tampén de reacciéon 5X para ADN ligasa del bacteriofago T4:
ATP 5 mM,, Polietilenglicol-8000 25% (p/v), DTT 5 mM,
MgCl, 50 mM y Tris-HCI 250 mM pH 7.6.



anterior. Finalmente se resuspendieron las células
en 50 pL de glicerol al 10% frio y se dejaron las
muestras en gradilla enfriada previamente. Se
conservaron a -70°C.

5.6.1.4.4 Electroporacion de E. coli
DH5a

Previamente se realizd la ligacion respectiva del
vector e inserto. Se hicieron placas con medio LB y
su antibidtico respectivo, [Cm] = 30 pg/mL 6
[Amp] = 100 pg/ml. Se enfriaron celdas de
electroporacion de 0.1 cm. En condiciones
estériles, se sacaron las células electrocompetentes
de a -70°C y se dejaron descongelar en hielo. Se
agreg6 1 pL de ADN (Si es ligacion 2 pL) y se dejo
en hielo. Se prendié electroporador y se ajusto el
voltaje a 1,100 V. Se vaci6 esta mezcla de células y
ADN en la celda fria de 0.1 cm, se tapd y se metid
al carrito del electroporador con el piquito al frente
y se llevo el carrito hasta el final del carril. Se
dieron 2 pulsos en el botoén, cuando aparecid
nuevamente el voltaje se saco el carrito. En forma
simultanea se midieron 400 puL de medio LB y se
agregaron en la celda al sacarla (Si es ligacion 200
pL). Se traspas6 el medio LB con las células
electroporadas en un tubo epp. y se incub6 a 37°C,
200 rpm durante 1 h. Se sembraron en las placas:
10, 50, 100 pL (Si es ligacion 50 y 150 pL).

NOTA: Se tomaron controles:

1) Se electroporaron células sin ADN y se sembrd
en placas con LB y LB/Antibidtico para saber si
las células vivieron a la electroporacion y si el
antibidtico funciond y su concentracion fue la
adecuada.

2) Se electroporaron células con vector entero sin
digerir ni ligar, para una comparacion sobre las
demas.

3) Se electroporaron células con vector digerido y
ligado pero sin inserto, para saber si la ADN
ligasa trabajo bien.

4) Se electroporaron células con vector digerido y
ligado con inserto, para  observar
transformantes.

Se seleccionaron las colonias aisladas y grandes, se
realizd extraccion de ADNp a pequeiia escala
mediante el método de Boiling. Se hizo digestion y
electroforesis para seleccionar colonia con tamafio
adecuado. A la colonia seleccionada se le extrajo
ADNp a gran escala mediante columnas de Qiagen-
100.
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5.6.1.5Transformacién de Aspergillus
terreus TUB-514

En la transformacion en A. terreus es necesaria la
utilizacion de un marcador para la seleccion de
transformantes, esta seleccion puede conseguirse
con un marcador que confiera resistencia al efecto
de un compuesto toxico (en nuestro caso el
antibidtico fleomicina). La fleomicina pertenece al
grupo de antibidticos metalo-glicopeptidicos de la
familia de la bleomicina (Berdy, 1980). La
resistencia se produce por inactivacion o bloqueo
fisico de la fleomicina por parte de una proteina
codificada por el gen ble localizado en el ADN
cromosoémico de actinomicetos productores de
fleomicina como Streptomyces hindustanus. La
fleomicina es un antibidtico de amplio espectro
activo sobre la mayor parte de levaduras y hongos y
toxico para células vegetales y animales en
concentraciones que van desde 0.1 a 50 pg/mL.
Actia a nivel del ADN originando roturas en la
molécula, preferentemente en secuencias repetidas
invertidas de ADN monocatenario y en secuencias
no metiladas de ADN bicatenario (Hertzberg et al.,
1985).

La construccion pUAMTPlaeAcons no contiene el
gen ble, marcador de seleccion para hongos, por lo
tanto de ésta se realizO una cotransformacion
utilizando el plasmido pULC43 que contiene dicho
marcador. La transformacion de la cepa A. terreus
TUB-514, se realizd siguiendo un método
modificado a partir del descrito por Yelton et al.
(1984).

5.6.1.5.1 Crecimiento del micelio

En matraces de 125 mL con 25 mL de medio Power
se inoculdo 100 pL de esporas de A. terreus y se
incubo a 30°C por 4 dias. Transcurrido el tiempo, a
un matraz esporulado se afiadié 10 mL de Tween
80% estéril, se agitd con perlas de vidrio estériles,
esta suspension se pasd al siguiente matraz
esporulado, para al final obtener el mismo volumen
pero mas concentrado de esporas. Se realizd el
conteo de esporas en camara de Neubauer y en una
caja de Petri con 20 mL de medio completo se
inoculé 1x10* esporas/mL y se incub6 a 30° C, 200
rpm por 17 h. Al observar en microscopio poca
ramificacion del micelio se recuperd éste en un
filtro de nilon Nytal con poro de 30 um y se lavo el
micelio con 100 mL de NaCl 0.9%, se seco el
micelio con papel filtro en campana.



5.6.1.5.2 Obtencion de protoplastos

En un tubo falcon de 15 mL se agregé 10 mL de
solucion de protoplastos 2X" (SP 2X) y 150 mg de
enzimas liticas en condiciones estériles (espatula
estéril en papel aluminio) para tener una
concentracion de 15 mg/mL, se agito bien en vortex
y se filtr6 con membrana de 0.22um. Se pesd 1 g
de micelio, se colocé en matraz de 250 mL y se
agregaron los 10 mL de SP 2X/enzimas liticas
previamente preparada. Se incubd a 28°C a 75 rpm
y se monitoreo el micelio cada hora en la formacion
de protoplastos, la reacciéon par6é aproximadamente
en 2.5 h, cuando se observd protoplastos aislados al
igual que conglomerados sin membrana celular. Se
filtr6 nuevamente el micelio en un filtro de nilon
Nytal estéril de 30 um de diametro poro y el filtrado
se centrifugd a 4,000 rpm por 10 min a Ta. Se
concentrd el pellet (protoplastos) en 3 mL del
mismo sobrenadante y se distribuyeron 1,000 pL de
esta solucion en tubos epp., nuevamente se
centrifugod. Se tir6 sobrenadante y se agreg6 a cada
tubo epp. 500 pL de SP 2X y se centrifugé a 4,000
rpm por 7 min a 4°C. Se lavo el pellet con 1 mL de
KCM" y se centrifugd a 4,000 rpm por 10 min a
4°C. Se resuspendio el pellet (protoplastos) con 100
pL de KCM (5 veces volumen del pellet) y se
agregd 10 uL de PCM" (1/10 del volumen final).

5.6.1.5.3 Transformaciéon

En tubos epp. nuevos y en hielo se agregé 10 pL de
las  construcciones (plasmido con inserto)
pUAMTPlacA  (pULC43 con laeA) 6
pUAMTPlaeAcons (pAN52.1 con laeA) y pULC43
(con marcador resistente a fleomicina), y se afiadio
100 pL de protoplastos (se tomo un tubo epp. sélo
con 100 pL de protoplastos como control y para la
obtencion de la sensibilidad basal de A. terreus a
fleomicina), se mezcldo por inversion y se dejo
reposar 20 min en hielo. Se agregd 500 uL. de PCM,
se mezcld por inversion y se dejo reposar 20 min a
Ta. Para diluir el polietilenglicol, se agregé 600 uL
de KCM, se mezclo bien y se dejo a Ta hasta la
extension en placa.

¥ SP 2X: Hacer una solucién KCI 1.1 M y acido citrico 0.1 M,
después ajustar pH 5.8 con KOH 1.1 M.

' KCM: KC10.7M, CaCl, 50 mM y MES 10 mM pH 5.8.

'3 PCM: CaCl, 50 mM, MES 10 mM pH 5.8 y Polietilenglicol-
8000 50% (p/v).
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5.6.1.5.4 Extension en placa

Para obtener la sensibilidad basal de A. terreus a
fleomicina en protoplastos se realiz6 lo siguiente: en
cajas de Petri de 5 cm de diametro se vertieron 5
mL de medio Czapek/Sorbitol (agar 2%) a 50°C y
se vario la concentracion de fleomicina de 0 a 160
pg/mL, en intervalos de 30 pg/mL. El medio se
homogeneizé totalmente y se dejo solidificar.
Después, en un tubo falcon de 15 mL, se agrego 5
mL de medio Czapek/Sorbitol (agar 1%) a 50°C y
fleomicina en las  concentraciones  antes
mencionadas y 300 uL de mezcla de transformacion
(sin ADN), se homogeneiz6 y se vacio en las cajas
de Petri con bases solidificadas anteriormente y se
dejo solidificar. Se incubd a 30°C por 7 dias, se
monitored cada dia para saber a qué concentracion
se obtenia la concentracion minima de inhibicion de
fleomicina.

Para las transformantes en cajas de Petri chicas se
vacié 5 mL de medio Czapek/Sorbitol (agar 2%) a
50°C y fleomicina a una concentracion de 160
pg/mL. Se dejo solidificar. Por otra parte, en un
tubo falcon de 15 mL, se agregd 5 mL de medio
Czapek/Sorbitol (agar 1%) a 50°C, fleomicina a la
misma concentracion y 300 pL de mezcla de
transformacion, se vacid en las cajas de Petri con
bases solidificadas anteriormente y se dejo
solidificar. Se incub6 a 30°C por 7 dias, se
monitored cada dia para hallar transformantes.

5.6.2 SELECCION DE
TRANSFORMANTES

5.6.2.1 Siembra por picadura

Las transformantes obtenidas en la transformacion
de A. terreus TUB-514 con las construcciones
pUAMTPlacA (TlacA) y pUAMTPlaeAcons
(TlacAcons) se volvieron a sembrar por picadura en
cajas de Petri chicas con 10 mL de medio Czapek
(agar 2%) y fleomicina a una concentracion de 160
pg/mL. Se incubd a 30°C por 7 dias, se monitored
cada dia para hallar crecimiento nuevamente de las
transformantes. Las transformantes reales se
esporularon en medio Power y se conservaron las
esporas en viales con glicerol al 30%.



5.6.2.2Fermentacion en cilindros de agar
(FCA)

El método de Agar en taco y Bioensayo por
Neurospora crassa es descrito por Kumar et al.
(2000).

En cajas de Petri chicas conteniendo 10 mL de
medio Power solidificado se dejo esporular micelio,
crecido a partir de 10 pL de la soluciéon de
transformantes y la parental como control, se incubd
a 30 °C por 4 dias. Por otro lado, en cajas de Petri
de vidrio se coloco papel Whatman No. 1 y encima
de éste 2 cubreobjetos, se acomodaron las cajas en
el soporte de metal destinado para ello y se
esterilizaron.

Se preparé medio de produccion 2.5X, se esterilizo
y se vacidé 20 mL de este medio en cajas de Petri
grandes, se dejo solidificar en campana de flujo
laminar. Ya solidificado se hicieron cilindros de
agar con sacabocados de 6 mm de diametro y 5 mm
de alto. Se colocaron los cilindros sobre los
cubreobjetos de las cajas de Petri de vidrio
previamente preparados y se inocularon con palillo
estéril sobre los cilindros de agar esporas recientes
de las transformantes. Se afiadio 2 mL de H,O de
alta pureza (BM) en el papel filtro de la caja sin
mojar el cubreobjeto ni los cilindros de agar. Se
cubrié con parafilm la caja Petri y se depositd en
una caja para bioensayo. Se afiadié H,O dd hasta
cubrir la mitad de la caja de bioensayo y se incub6 a
30 °C por 7 dias. Simultineamente, se crecid
Neurospora crassa en medio SDA y se incubd a
30°C por 7 dias. Pasado el tiempo, se recolectaron
esporas de N. crassa con 10 mL de Tween 0.8%, se
cuantifico la concentracion. Respecto a los cilindros
de agar ya esporulados, se metié cada cilindro en
tubos de ensayo de 10 mL y se les adicion6é 2 mL de
acetato de etilo y con la ayuda de una varilla de
vidrio se macerd el taco hasta casi disolverlo, se
dejo reposar 2 h. Se prepararon 120 mL de medio
SDA, se esterilizo y ya mantenido a 45°C se
sembraron 0.5 X 10° esporas de N. crassa. Se vacid
el medio en una caja de bioensayo y se dejo
solidificar. Se cortaron discos de 6 mm de didmetro
de papel Whatman No. 1 y se adicionaron 10 pL del
extracto de los tacos ya macerados, se contd con
controles positivos adicionando 10 pL de
lovastatina pura en forma de B-hidroxiacida, en
concentraciones conocidas de 0 a 3 pg/mL en un
rango de 0.5 pg/mL. Se dejaron secar los discos y
con la ayuda de pinzas estériles se pasaron a la caja
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de bioensayo donde se inoculd N. crassa. Se incub6
a 30°C durante 18 h y se midio el halo de
inhibicion y la concentracion de -hidroxidcida
producida, cada transformante se obtuvo con la
linearizacion de una curva estandar cuyas
concentraciones fueron de 0 a 3 pg/mL de B-
hidroxiacida utilizadas como controles positivos.

5.6.3 FERMENTACIONES

5.6.3.1 Fermentacién liquida

En 3 matraces de 125ml con 25 mL de medio Power
se inocul6 a c/u 100 pL de esporas de A. terreus
(parental y transformantes) y se incubd a 30°C
durante 4 dias. Transcurrido el tiempo, a un matraz
esporulado se afiadio 10 mL de Tween 80% estéril,
se agitd con perlas de vidrio estériles para
desprender las esporas, esta suspension se paso al
siguiente matraz esporulado, de tal forma que al
final se obtuvo el mismo volumen pero mas
concentrado de esporas. Se realizd el conteo de
esporas en camara de Neubauer. En cada matraz de
250 mL se preparé 50 mL de medio de produccion
de lovastatina 1X y se esterilizé. Se inoculé 1x10°
esporas por cada matraz y se incubo a 30°C de 150-
200 rpm. Se realizo la fermentacion de la parental y
transformantes por duplicado y triplicado.

5.6.3.2 Fermentacién sélida

En 3 matraces de 125ml con 25 mL de medio Power
se inocul6é a c/u 100 puL de esporas de A. terreus
(parental y transformantes) y se incubd a 30°C
durante 4 dias. Transcurrido el tiempo, a un matraz
esporulado se afiadio 10 mL de Tween 80% estéril,
se agitd con perlas de vidrio estériles para
desprender las esporas, esta suspension se paséd al
siguiente matraz esporulado, de tal forma que al
final se obtuvo el mismo volumen pero mas
concentrado de esporas. Se realizd el conteo de
esporas en camara de Neubauer. Se utilizd el
poliuretano como soporte inerte para la
fermentacion soélida, el cual fue cortado en cuadritos
de 1x1x1 cm’, se pretraté con 2 lavados de NaOH al
40%, 2 lavados con HCI al 10% y con varios
lavados al agua corriente hasta que el pH fuera de 7.
Se hicieron los calculos correspondientes para pesar
el poliuretano por cada matraz para tener una
humedad del 85%, siendo de 0.21 g + 0.005 g. Se
pes6 y adiciono el poliuretano en matraces de 250
mL secos, se taparon con papel aluminio y se



esterilizaron. Se prepar6 medio de produccion de
lovastatina 2.5X y se esterilizd. En cada matraz con
poliuretano, se afiadi6 5.79 mL de medio de
produccion 2.5X con 2x10° esporas, con espatula
estéril se homogenizo la mezcla con el poliuretano,
se tapd el matraz con papel aluminio y se reforzo
con parafilm. Se incubo a 30°C.

5.6.4 CUANTIFICACION
5.6.4.1 Fermentacidn liquida

5.6.4.1.1 Biomasay humedad

Se tomo el matraz y se filtr6 el micelio en papel
filtro (previamente pesado). Se anotd el peso del
papel filtro y papel filtro + micelio. Después de
secar el papel filtro + micelio por 2 dias en horno a
60°C, se volvid a pesar y con estos datos se obtuvo
el porcentaje (%) de humedad y la cantidad de
micelio producido.

5.6.4.1.2 Lovastatina en caldo

Del caldo obtenido después de la filtracion, en un
tubo falcon de 50 mL se tomaron 2 mL y a éste se le
adiciono6 2 mL de acetonitrilo + agua (1:1). Se agit6
30 min a 150 rpm, se filtr6 con membranas de 0.45
pm y se guardo en refrigerador en un tubo epp.

5.6.4.1.3 Lovastatina en micelio

De la biomasa obtenida después del filtrado, en un
tubo falcon de 50 mL se peso 1 gr de ésta y se le
adicion6 10mL de acetonitrilo + agua (1:1). Se le
agregaron 5 gr de perlas de vidrio, se agit6 con
vortex durante 1 min, se pas6 al sonicador durante
30 min y se filtr6 con membranas de 0.45 pm. Se
guardo6 en refrigerador en un tubo epp.

La cuantificacion de lovastatina del caldo y micelio
de la fermentacion se realizo por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion (HPLC), utilizando
una columna Novapack C-18 (150 x 3.9 mm, 4mm),
con una fase movil de acetonitrilo: acido fosforico
0.1 % (50% v/v), la velocidad de flujo fue de 1.5
mL/min, y la forma B-hidroxidcida se determiné a
238 nm con un detector de arreglo de diodos.

Tesis de Maestria en Biotecnologia
L.B.I. Teresa Pérez Aguirre

5.6.4.14 pH

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

5.6.4.2 Fermentacion soélida

5.6.4.2.1 pH

En un tubo falcon de 50 mL se pesdé 1 gr de
poliuretano y se adiciond 10 mL de H,O. Se midid
el pH directamente.

5.6.4.2.2 Lovastatina

En un tubo falcon de 50 mL se pes6 1 gr de
poliuretano y se adiciond 10 mL de acetonitrilo +
agua (1:1). Se agitdo 30 min a 150 rpm, se pasé al
sonicador durante 30 min y se filtr6 con membranas
de 0.45 um. Se guardo en refrigerador en un tubo

€pp.

La cuantificacion de lovastatina se realizd por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(HPLC), utilizando una columna Novapack C-18
(150 x 3.9 mm, 4mm), con una fase moévil de
acetonitrilo: acido fosforico 0.1 % (50% v/v), la
velocidad de flujo fue de 1.5 mL/min, y la forma (-
hidroxiacida se determin6 a 238 nm con un detector
de arreglo de diodos.

5.6.4.2.3 Humedad

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



5.6.4.2.4 Biomasa (Glucosamina)

De acuerdo a la metodologia propuesta por Elson &
Morgan (1933). Se requiere de una hidrolisis acida
total para liberar la glucosamina de la pared celular
en los hongos. La glucosamina liberada se combina
con acetilacetona para formar un compuesto
pirdlico, éste reacciona con para-dimetilamino
benzaldehido (PDBA) para formar un compuesto
estable, de color rojo con un maximo de
absorbancia a 530 nm.

En un tubo de vidrio se colocd el soporte seco
restante en el muestreo, se agrego 5 mL de H,SO, al
72%, se incubd a 25°C, 130 rpm por 30 min.
Posteriormente se diluyé con 54 mL de H,O dd y se
esterilizo la mezcla 1 h a 121°C. Se neutralizo la
mezcla a un pH 7.0 con NaOH 10 M, se anoto el
volumen. Se centrifugd a 5,000 rpm durante 10 min,
se tom6 2 mL de la muestra hidrolizada
(sobrenadante) y se agrego 1 mL de la soluciéon A'
(preparacion reciente), 1 mL de H,O dd, y se puso
en bafio maria durante 15 min. Se enfriaron los
tubos en hielo y se adicion6é 4 mL de etanol, 1 mL
de reactivo B' y 1 mL nuevamente de etanol, se
agitd y se dejo reposar 1 h en oscuridad. Se
determind la densidad oOptica a 530 nm. La
concentracion de glucosamina producida en las
muestras se obtuvo con la linearizacion de una
curva estandar cuyas concentraciones fueron de 0 a
100 mg/mL de glucosamina.

16 Solucién A: 1 mL de Acetilacetona en 50 mL de Na,CO; 0.5N.
17 Solucion B: 0.8 g p-Dimetilaminobenzaldehido (PDBA) en 30
mL de HCl y 30 mL de Etanol.
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6. RESULTADOS

6.1 OBTENCION DE ADN TOTAL DE A. terreus

Al realizar la electroforesis del ADN gendémico extraido se observd alto peso molecular asi como buena
integridad al observar bandas no tan degradadas, por lo que las muestras 2 y 7, que presentaron las mejores
caracteristicas, se utilizaron posteriormente para realizar PCR, con el propdsito de obtener los fragmentos con el

gen laeA (Fig. 6-1).

1 PM — Buena Integridad

el |23 4 5 6 7

o

Fig. 6-1. ADN genomico de A. terreus.

6.2 AMPLIFICACION POR PCR DE LOS FRAGMENTOS CON EL GEN laeA

El disefio de los oligos correspondientes y el tamafio esperado de los fragmentos del ADN, se describen en la

Tabla 6-1.

Tabla 6-1. Disefio de oligos para amplificar los fragmentos del gen laeA.

Tamafio de
Gen Oligos (5'— 3")
fragmento (pb)

CTCCAGGATCCGAGTTCACGGTGC
laeA completo 2,624
AGGCGGATCCGTCTCAACTACAGC

ACCTATCACCATGGCCCCTCCG
laeA cds 1,249
GGACTCCAGGATCCACTCTTGG

3 L
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Los oligos disefiados para obtener el fragmento con el gen laeA completo de 2,624 pb constan de 24 nucledtidos
y contienen una secuencia de reconocimiento para la enzima BamHI (Fig. 6-2). El gen laeA completo obtenido

contiene el promotor, secuencia codificante y terminador.

BamHI laeA completo para pULC43 BamHI
Ncol EcoRI Xhol Kpnl Xmal Kpnl Nco
1 Promotor CDS Terminador 2624

200bp

[

Fig. 6-2. Fragmento con el gen laeA completo.

Los oligos disefiados para obtener el fragmento con el gen laeA cds de 1,249 pb constan de 22 nucleétidos y
contienen una secuencia de reconocimiento para la enzima NcoI, que corta justo en el triplete de inicio de la
secuencia codificante del gen laeA, y la enzima BamHI (Fig. 6-3). El gen laeA cds obtenido contiene sélo la

secuencia codificante.

Neol laeA cds para pAN52.1 BamHI
Xhol Xmnl Kpnl Smal Xmal Kpnl
[— —
1 CDS 1249
100bp

[E—

Fig. 6-3. Fragmento con el gen laeA cds.

6.2.1 PCR para obtener el gen laeA completo

Para obtener el fragmento del gen laeA completo de 2,624 pb, se probaron 10 temperaturas diferentes y se

encontrd que la mejor temperatura de anillamiento (hibridacion) de los oligos fue de 69°C (Fig. 6-4).

Ladder S19C S3C 55°C 57C 59°C LM Ladder 65°C 66'C 677 68'C 60°C
Hh0iph
2, 3 biph
2,500ph b 250$b 1000pt
2.500ph

Fig. 6-4. Electroforesis que muestra PCR mediante gradiente de temperatura para obtener el gen laeA completo.
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6.2.2 PCR para obtener el gen laeA cds

Para obtener el fragmento del gen laeA cds de 1,249 pb, se probaron 8 temperaturas diferentes y se encontrd que

la mejor temperatura de anillamiento (hibridacion) de los oligos fue de 52°C (Fig. 6-5).

Laddex52°C  54°C 56°C 58°C 60°C

Ladder 46°C 48°C 50°C  52°C 54°C

Fig. 6-5. Electroforesis que muestra PCR mediante gradiente de temperatura para obtener el gen laeA cds.

6.3 CLONACION DE LOS FRAGMENTOS DE PCR EN VECTORES PLASMIDICOS

Cada uno de los fragmentos con el gen laeA fue clonado en su vector correspondiente, como se muestra en la
Tabla 6-2. El gen laeA completo que trae consigo su propio promotor y terminador se clono en el vector pULC43
y el gen laeA cds que solo tiene la secuencia codificante se clond en el vector pANS52.1, bajo el control de un

promotor constitutivo, proveniente del gen gpd de A. nidulans, y el terminador del gen trpC.

Tabla 6-2. Vectores y fragmentos con el gen laeA.

Fragmentos Vector Enzima | Tamafio final
gen laeA completo pULC43
BamHI 7.5 kb
(2.6 kb) (4.9 kb)
pANS52.1
gen laeA cds o Ncol
(promotor constitutivo; gpdA) 6.75 kb
(1.25 kb) BamHI
(5.5 kb)
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6.3.1 Clonacion del gen laeA completo en vector pULC43

El vector pULC43 ya lo teniamos en el laboratorio en cantidad suficiente por lo que s6lo se comprobd su

integridad por transformacion en E. coli.

Se procedio a la digestion con BamHI del vector pULC43 y del gen laeA completo, a la ligacion, transformacion
en E. coli y minipreps. En la Fig. 6-6 se observa que de 18 colonias obtenidas solo la colonia 5 incorpord el
plasmido con inserto. Se mostro que dicha construccion, llamada pUAMTPlaeA, sin digerir presenta mayor
tamafio molecular respecto a las demas y al digerirse con BamHI se corta en 2 fragmentos obteniéndose el gen
laeA (2.6 kb) y el plasmido linearizado (4.9 kb) de tamafios adecuados. Finalmente esta construccion se amplificd
a gran escala para proseguir con la transformacion en A. terreus.

A) B) ®)

pULC43 y laeA completo pUAMTPlaeA
Minipreps

pULC43  laeA
r ¢/BamHI ¢/BamHI

pUAMTPlacA

5d5 [Ladder s/BamHIc/BamHI

F
"' ‘uﬂ

5.000pb n L
* ]
Electroporacion \ - el B Midiprep
3,000pb L R ) u%-‘&ﬁk\_b, PRV I Ve 5,000pb
N - - »
2,500pb ? 0" ‘\-q ™ oo Sllve s ?
- BN . 2.0kb » 3,000;717:t
ol "l 3t - ! - q 2,500pb
\ }
¢ . g - v
. . ) L
3 -

Fig. 6-6. Electroforesis de clonacion: A) Vector pULC43 y gen laeA completo digeridos con BamHI; B) Plasmidos de transformantes de E.
coli con el producto de ligacion y digeridos con BamHI; C) Midiprep de construccion pUMTPlaeA y posterior digestion con BamHI.

6.3.2 Clonacion del gen laeA cds en vector pAN52.1

Respecto al vector pANS52.1 no se tenia suficiente por lo que se tuvo que amplificar, se realizé transformacion en
E. coli, en la Fig. 6-7 se observa la seleccion de 4 colonias transformantes del plasmido pANS52.1 para realizar
minipreps, los ADNs plasmidicos se digirieron con BamHI y se selecciond la colonia 3 ya que presentd el tamafio
correspondiente de 5.5 kb al linearizarse y buena concentracion. Finalmente la colonia 3 que lleva el vector

PANS52.1 se amplifico a gran escala para proseguir con la clonacion con el gen laeA cds.
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Fig. 6-7. Electroforesis de la amplificacion del vector pAN52.1: A) Plasmidos de transformantes de E. coli con el vector y digeridos con
BamHI; B) Midiprep del vector pAN52.1 y posterior digestion con BamHI.

Se procedio6 a la digestion, con Ncol y BamHI, del vector pAN52.1 y del gen laeA cds. Después se efectuo la
ligacion, transformacion de E. coli y minipreps, en la Fig. 6-8 se observa que de 24 colonias obtenidas solo la
colonia 3 incorpord el plasmido con inserto. Se observé que dicha construccion, llamada pUAMTPlaeAcons, sin
digerir presenta mayor tamano molecular respecto a las demas y al digerirse con Ncol y BamHI se corta en 2
fragmentos obteniéndose el gen laeA cds (1.25 kb) y el plasmido linearizado (5.5 kb) de tamafios adecuados.

Finalmente esta construccion se amplifico a gran escala para proseguir con la transformacion en A. terreus.

A) PANS2.1y laeA cds B) ©) pUAMTPlaeAcons

Ladder Minipreps

6.000pb
5,000pb

Electroporacién Midiprep

1,000pb

Fig. 6-8. Electroforesis de clonacion: A) Vector pAN52.1 y gen laeA cds digeridos con Ncol yBamHI; B) Plasmidos de transformantes de E.
coli con el producto de ligacion y digeridos; C) Midiprep de construccion pUMTPlacAcons y posterior digestion.
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6.4 SECUENCIACION DE LOS FRAGMENTOS CLONADOS

La secuenciacion fue realizada y la alineacion de los nucleotidos fue realizada por el Programa Blastn del NCBI
en el sitio http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi, comprobando que cada uno de los fragmentos obtenidos,

correspondian al gen laeA de A. terreus (Tabla 6-3).

Tabla 6-3. Resultados del analisis Blastn para cada secuencia del gen laeA obtenida.

Gen Resultado del Blastn No. Acceso al GenBank Oligos empleados % Identidad
Aspergillus terreus NIH2624 lacF (802/829) 96
contl.16, whole genome laeR (769/814) 94
laeA completo AAJIN01000016.1
shotgun sequence. 375773 bp lacAcdsF  (363/411) 88
ADN - linear lacAcdsR (895/947) 94
As illus t NIH2624
Spergl‘ 1‘: e:elus lacAcdsF  (720/746) 96
laeA cds SUL, VD R AAIN01000016.1
shotgun sequence. 375773 bp
lacAcdsR (682/690) 98

ADN linear

6.5 TRANSFORMACION EN A. terreus

Para proseguir con la transformacion en A. terreus se monto la técnica de transformacion por protoplastos ya que
no se habia realizado en laboratorio. También se determino la concentracién minima inhibitoria de fleomicina o
nivel basal de fleomicina en protoplastos. Observandose que desde 30 pg/mL cae drasticamente la sobrevivencia
de protoplastos, pero al seguir aumentando la concentracion de fleomicina existian colonias resistentes a este
antibidtico, por lo que se optd por manejar una concentracion de 160 pg/mL de fleomicina; donde no existian
colonias resistentes y cerciorandonos que a ésta concentracion se generaban transformantes con vector sin el gen

laeA (Figura 6-9).

Opg/mL:100%  3pug/mL:80%  6ug/mL:70%

9]0\¢

12pg/mL:30%

9pug/mL:40%

YoProtoplastos vs |Heomicina]

Y Protoplastos
=
38
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100pg/mL:3%

\ 4

Fig. 6-9. Concentracion minima inhibitoria de fleomicina en protoplastos.
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6.5.1 Transformaciéon de A. terreus con construccion pUAMTPlacA y Seleccion de
transformantes

Se transformo A. terreus con la construccion pUAMTPlacA obteniéndose 24 transformantes, después se
resembraron nuevamente en Czapeck/ble obteniéndose solo el crecimiento de 13 transformantes. La preseleccion
de estas se hizo mediante fermentacion en cilindro de agar, seleccionando 7 transformantes con una produccion
de LOV més alta con un rango 201-260 pg/mL (parental de 190 pug/mL). Estas transformantes fueron: T2laeA,
T4laeA, T5laeA, T7lacA, T12laeA, T13laeA y T14lacA. Los 3 controles obtenidos que son transformantes con
solo el vector pULC43 sin el gen laeA completo tuvieron una produccion de LOV menor a la parental por lo que

se comprueba que el vector no influye en la sobreproduccion de LOV (Figura 6-10).

119 Parental
Produccién de L OV {ng/ml )
9 1 180-200 | 201-220 | 221-240 | 241-260
g 7 - Parental | T4 T2 T12
Z chi1 7 T5 T14
E 5 - cui2 T13
@
z cH3
£ 3 T
= T3
] . . TB
T8
-1 - 180-200 201-220 221-240 241-Z90
T10
Produccion LOV (ua/mlLy T11

Fig. 6-10. Preseleccion de transformantes de pUAMTPlaeA.

Posteriormente se realizo FS y FL de estas 7 transformantes y se cuantificé la produccion de LOV al séptimo dia
de fermentacion, para poder seleccionar so6lo una de ellas y realizar cinética de ésta. En la FS, todas las
transformantes con construccion pUAMTPlaeA tuvieron incrementos en la produccion de lovastatina respecto a
la cepa parental, mientras que en FL se observan incrementos y disminuciones de éstas. Las mejores productoras
de lovastatina en FS fueron T12lacA y T13laeA, con un incremento de 45.6 y 47.4%, pero en FL éstas tuvieron
solo un incremento de 21 y 37%. La mejor productora de lovastatina en FL fue la T14lacA con un incremento de

89.2%, pero en FS ésta s6lo tuvo un incremento del 5% (Tabla 6-4 y Figura 6-11).

Tabla 6-4. Produccion de LOV al séptimo dia de transformantes laeA en FS y FL.

Fermentacion sélida (FS) Fermentacion liquida (FL)
Transformantes con
pUAMTPlaeA Produccién LOV Incremento Produccién LOV Incremento
(mg Lov/gms) (%) (mg Lov/mL) (%)

Parental 7.54+0.66 0.677+0.027

T2laeA 10.35+1.50 37.2 0.306+0.030 -54.8
T4laeA 7.97+1.21 5.6 0.496+0.024 -26.7
T5laeA 8.36+0.81 10.8 0.561+0.015 -17.2
T7laeA 9.78+1.01 29.7 0.761+£0.084 12.3
T12laeA 10.99+1.13 45.6 0.820+0.053 21.1
T13laeA 11.12+0.60 47.4 0.930+0.037 37.2
T14laeA 7.92+0.71 5.0 1.281+0.073 89.2
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Fig. 6-11. Produccion de LOV al séptimo dia de transformantes laeA en FS y FL.

Para evaluar con precision las diferencias en la produccion de lovastatina entre las transformantes con
construccion pUAMTPlaeA y la parental se realizé una comparacion de medias mediante la prueba de Duncan
(programa estadistico SPSS). Los resultados indicaron que en FS las transformantes T12lacA y T13lacA fueron
las mejores productoras de lovastatina (p<0.03) (Tabla 6-5). Mientras que en FL, la T14lacA fue la mejor
productora (p<0.00001) (Tabla 6-6). En ambos casos se realizaron las cinéticas de producciéon de lovastatina de
las transformantes respectivas. Se confirmé asi el mejoramiento genético de las transformantes T12laeA,

T13laeA y T14laeA, mostrando incrementos del 45 al 89% respecto a la parental.

Tabla 6-5. Comparacion de medias de produccion de LOV de transformantes lacA en FS.
N | Subconjunto para alfa = .05
Transformantes lacA
1 2 3
Parental 2 | 7.544
T14lacA 2 | 7924 7.924
T4laeA 2 | 7.965 7.965
TSlacA 2 8.356 8.356
T7lacA 2 9.782 9.782 9.782
T2lacA 2 10.349 10.349
T12laeA 2 10.987
T13laeA 2 11.119
Sig. 071 055 243

Tabla 6-6. Comparacion de medias de produccion de LOV de transformantes lacA en FL.

N Subconjunto para alfa = .05
Transformantes laeA
1 2 3 4 5 6

T2lacA 2 | 0306

T4laeA 2 0.496

T5SlaeA 2 0.561

Parental 2 0.677

T7lacA 2 0.761 | 0.761

T12laeA 2 0.820 | 0.820

T13lacA 2 0.930

T14laeA 2 1.281
i@. 1.000 221 126 259 .055 1.000
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En la Tabla 6-7 se muestra que T12lacA, T13laeA y T14lacA son las mejores productoras de lovastatina en la
preseleccion. T12laeA y T13lacA son las mejores productoras en FS, sin embargo, T14lacA es la peor

productora. Finalmente, estas 3 son las mejores productoras en FL.

Tabla 6-7. Transformantes de pUAMTPlaeA en orden descendente a su produccion de lovastatina segln preseleccion y seleccion en FS y FL.

Preseleccion (FCA) | Seleccion en FS | Seleccion en FL
T12laeA T13laeA T14laeA
T14laeA T12lacA T13lacA
T13laeA T2lacA T12lacA
T5laeA T7lacA T7laeA
T2laeA T5lacA T5lacA
T4laeA T4lacA T4laeA
T7laeA T14laeA T2laeA

Para saber si el incremento en la produccion de lovastatina fue debido a un mayor crecimiento de A. terreus o a
mayor produccion del hongo, se calculd la produccion especifica, que se obtiene del cociente de la produccion de
lovastatina y de su biomasa. Se observo un comportamiento similar de las transformantes con respecto a lo ya
graficado, por lo que se asume que el incremento en la produccion de lovastatina no es debido a un mayor

crecimiento de A. terreus (Figura 6-12).
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Fig. 6-12. Produccién especifica de LOV al séptimo dia de transformantes laeA en FS y FL.
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6.5.2 Cotransformacién de A. terreus con construccion pUAMTPlaeAcons y Seleccion de
transformantes

Se cotransformd A. terreus con la construccion pUAMTPlaeAcons, integrando de igual forma el plasmido
pULC43 ya que este lleva el marcador de fleomicina para hongos. Se obtuvieron 20 transformantes, las que
posteriormente se resembraron en Czapeck/ble obteniéndose s6lo el crecimiento de 5 transformantes. La
preseleccion de estas se hizo con FCA, obteniéndose una produccion de LOV de las 5 transformantes mas alta
con un rango 191-230 pg/mL (parental de 190 pg/mL). Debido a que eran muy pocas se optd por tomar todas las
transformantes para realizar FS y FL cuantificando la producciéon de LOV al séptimo dia de fermentacion para
seleccionar s6lo una de ellas y realizar cinética de ésta. Los 5 controles obtenidos que son transformantes con
solo el vector pULC43 sin el fragmento del gen laeA tuvieron una produccion de LOV menor a la parental por lo

que se comprueba que el vector no influye en la sobreproduccion de LOV (Figura 6-13).

537 Parental .

.. Producciénde LOV (ughl )

as | 180-190 | 191-200 { 201-210| 211-220| 221-230
% as | Paenial| T | T2 | T3 | T5
EI i1 | T
£ . Cit2

05 -+ I . l | Cid3

05 - 1g0-190 191-200 201-210 211-220 221-23¢ Cri4

Produccion LOV (ua/mL) | CiS

Fig. 6-13. Preseleccion de transformantes de pUAMTPlaeAcons.

En la FS, todas las transformantes con construccion pUAMTPlacAcons tuvieron incrementos en la produccion de
lovastatina respecto a la parental, mientras que en FL se observan incrementos y disminuciones de éstas, la mejor
productora de lovastatina en FS fue la T2laeAcons con un incremento de 138%, pero en FL ésta tuvo una
disminucion del 10.9%. La mejor productora de lovastatina en FL fue la TS5laeAcons con un incremento de

100.8%, pero ésta en FS solo tuvo un incremento del 59.6% (Tabla 6-8 y Figura 6-14).

Tabla 6-8. Produccion de LOV al séptimo dia de transformantes lacA en FS y FL.

Fermentacion sélida (FS) Fermentacion liquida (FL)
Transformantes con
pUAMTPlaeAcons Produccién LOV  Incremento | Produccién LOV Incremento
(mg Lov/gms) (%) (mg Lov/mL) (%)
Parental 7.54+0.66 0.677+0.027

T1laeAcons 10.63+1.18 40.9 0.839+0.013 23.9
T2laeAcons 17.95+1.02 137.9 0.604+0.034 -10.9

T3laeAcons 9.79+0.72 29.7 0.743+0.059 9.7
T4laeAcons 13.23+2.09 75.4 0.444+0.031 -34.3
T5laeAcons 12.04+0.79 59.6 1.361+0.056 100.8
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Fig. 6-14. Produccion de LOV al séptimo dia de transformantes lacAcons en FS y FL.

En caso de las transformantes con construccion pUAMTPlaeAcons, se empled la misma prueba estadistica para
corroborar si existe diferencia significativa en la produccion de lovastatina de las transformantes con respecto a la
parental. Se obtuvo que en FS la transformante T2lacAcons fue la mejor productora de lovastatina (p<0.00003)
(Tabla 6-9). Mientras que en FL, la T5lacAcons fue la mejor productora (p<0.00001) (Tabla 6-10). Se confirmé
asi el mejoramiento genético de las transformantes T2lacAcons y T5laeAcons, mostrando incrementos de 137.9 y

100.8% respecto a la parental. Por lo anterior, se hicieron cinéticas de ambas transformantes.

Tabla 6-9. Comparacion de medias de produccion de LOV de transformantes lacAcons en FS.

N Subconjunto para alfa = .05
Transformantes lacAcons
1 2 3 4
Parental 2 | 7.544
T3laeAcons 3 9.785
T1laeAcons 2 10.626
T5lacAcons 3 12.042 | 12.042
T4laeAcons 2 13.230
T2laeAcons 3 17.948
i{t. 1.000 .057 261 1.000

Tabla 6-10. Comparacion de medias de produccion de LOV de transformantes lacAcons en FL.

N Subconjunto para alfa = .05
Transformantes lacAcons
1 2 3 4 5

T4lacAcons 2 | 0.444

T2laeAcons 2 0.604

Parental 2 0.677 | 0.677

T3lacAcons 2 0.743 | 0.743

T1laeAcons 2 0.839

TSlaeAcons 2 1.361
i{@. 1.000 | .115 153 .053 1.000
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En la Tabla 6-11 se muestra que T5lacAcons, T3lacAcons y T2lacAcons son las mejores productoras de
lovastatina en la preseleccion. T2lacAcons es la mejor productora en FS, sin embargo, T3lacAcons es la peor

productora. Finalmente, T5laeAcons es la mejor productora en FL.

Tabla 6-11. Transformantes de pUAMTPlaeAcons en orden descendente a su produccion de lovastatina segun preseleccion y seleccion en FS
y FL.

Preseleccion (FCA) | Seleccién en FS | Seleccion en FL
T5laeAcons T2laeAcons T5laeAcons
T3laeAcons T4laeAcons T1laeAcons
T2laeAcons T5lacAcons T3lacAcons
T1laeAcons T1laeAcons T2laeAcons
T4laeAcons T3laeAcons T4lacAcons

Para saber si el incremento en la produccion de lovastatina fue debido a un mayor crecimiento de A. terreus 6 a
una mayor produccion del hongo, también se calculd la produccion especifica. Se observo un comportamiento
similar de las transformantes con respecto a lo ya graficado, por lo que se asume que el incremento en la

produccion de lovastatina no es debido a un mayor crecimiento de A. terreus (Figura 6-15).
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Fig. 6-15. Produccion especifica de LOV al séptimo dia de transformantes laecAcons en FS y FL.
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6.6 CINETICA DE PRODUCCION DE LAS TRANSFORMANTES EN FS Y FL

Se realizaron cinéticas en FS y FL de las distintas transformantes seleccionadas previamente de las 2

construcciones (Tabla 6-12).

Tabla 6-12. Resumen de transformantes seleccionadas en FS y FL evaluadas al séptimo dia.

i Incremento FL Incremento
Construccion Transformantes (LOV: mg en FS (%) (LOV: mg en FL (%)
Lov/gms) 4 Lov/mL) 4
Parental 7.54+0.66 0.677+0.027
T " " T12lacA 10.99+1.13 45.6 0.82040.053 21.1
ransformantes con

pUAMTPlacA T13lacA 11.12+0.60 47.4 0.930+0.037 37.2
T14lacA 7.92+0.71 5.0 1.281+0.073 89.2
Transformantes con T2laecAcons 17.95+1.02 137.9 0.604+0.034 -10.9
pUAMTPlaeAcons T5laeAcons 12.04+0.79 59.6 1.361+0.056 100.8

En el caso de las cinéticas en FS, se obtuvo una produccion de lovastatina de T12lacA y T13laeA de 10.5£0.41 y
11.87+0.09 mg lov/gms respectivamente, lo que representa incrementos de 49.26 y 68.78%, respectivamente,
frente a la parental (7.03+£0.44 mg lov/gms). Finalmente la T2lacAcons obtuvo una produccion de lovastatina de
16.78+0.45 mg lov/gms, con un incremento de 138.64% (Figura 6-16). La transformante T13lacA tuvo un poco
mas de incremento en comparacion a lo ya reportado anteriormente en la preseleccion, de 47.38% a 68.78%

respecto a la parental.
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Fig. 6-16. Cinética de produccion de LOV de transformantes seleccionadas en FS. @ Parental; M T12lacA; A T13lacA; © T2lacAcons.

Utilizando la prueba estadistica de Tukey se encontré que las producciones de lovastatina en FS de las
transformantes T12laeA, T13lacA, T2laeAcons y parental son significativamente diferentes (p<0.00001).
Demostrandose que la T2laeAcons (con promotor constitutivo) fue la mejor productora de LOV en FS con una
produccion de 16.78+0.45 mg lov/gms, con un incremento 138.64% respecto a la parental (Tabla 6-13). El

resultado sugiere sobreexpresar laeA en FS con un promotor constitutivo.
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Tabla 6-13. Comparacion de medias de produccion de LOV de transformantes seleccionadas en FS.

Transformantes N | Subconjunto para alfa =.05
seleccionadas FS 1 2 3 4
Parental 3| 7.03
T12lacA 3 10.49
T13lacA 3 11.87
T2laeAcons 3 16.78
Sig. 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000

Para la FL, se obtuvo una produccion de lovastatina de T14lacA de 1.39+0.017 mg lov/mL, con un incremento de

111% respecto a la parental (0.66+0.012 mg lov/mL), y la T5laecAcons una produccion de 1.28+0.032 mg

lov/mL, con 94.5% de incremento (Figura 6-17).

Prod. LOV (ma LOV/mL)

L2

nE A

LA

tiempo [dias)

Fig. 6-17. Cinética de producciéon de LOV de transformantes seleccionadas en FL. #Parental; Bl T14lacA; A T5lacAcons.

Aqui también se realizo un analisis estadistico para confirmar cual de las dos estrategias utilizadas fue mejor para

FL. La prueba de Tukey indicé que la T14lacA (con promotor propio) fue la mejor productora de LOV en FL

<0.00001), con una produccion de 1.39+0.017 mg lov/mL e incremento de 111% respecto a la parental (Tabla
p p g p p

6-14). El resultado sugiere sobreexpresar laeA en FL con su propio promotor.

Tabla 6-14. Com

Transformantes N | Subconjunto para alfa = .05
seleccionadas FL 1 2 3
Parental 3 0.658
T5lacAcons 3 1.281
T14laeA 3 1.389
Sig. 1.000 1.000 1.000

paracion de medias de produccion de LOV de transformantes seleccionadas en FL.
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6.7 MORFOLOGIA

Se obtuvo la esporulacion de las transformantes, para saber si éstas eran afectadas por la expresion de laeA, se

observaron surcos y mas esporulacion en las transformantes seleccionadas con respecto a la parental (Figura 6-

18).

Parental Transformantes Esporulacion
% aprox.
Parental 43
T12laeA 100
Parental TaeAcons T13laeA 57
T14laeA 43
T2laeAcons 72
TSlaeAcons 30

Fig. 6-18. Esporulacion de parental y transformantes seleccionadas.

Es interesante notar que la morfologia colonial mostrada por las transformantes recuerda la morfologia observada

en mutantes de A. terreus resistentes a estrés osmoético (Bafios comunicacion personal).

6.8 INTEGRACION DE LAS CONSTRUCCIONES EN LAS TRANSFORMANTES

Finalmente se disefiaron los oligos para verificar por PCR que la construccion pUAMTPlacA y

pUAMTPlaeAcons estén integradas en las transformantes TlaeA y TlaeAcons respectivamente.

Para disefiar los oligos para las transformantes TlaeA, inicialmente se analizé la construccion pUAMTPlacA
mediante la digestion con enzimas de restriccion Sacll, ECORI y Xhol, para saber en qué direccion esta
incorporado el gen completo laeA en el vector pULC43. Por lo que se da en la Tabla 6-15 los tamafios de los

fragmentos que se obtendrian tanto en el vector como en el gen laeA de acorde a la enzima utilizada.

Tabla 6-15. Sitios de corte para construccion pUAMTPlaeA.

Enzima de Sitio en laeA Sitio en pULC Fragmentos con inserto Fragmentos con inserto
restriccion (2,624pb) (4,900pb) direccién — direccién —
Sacll 2,481pb 450pb g:gi;gg 7{;83{’;’})
ECORI 539pb 480pb g:gggg‘; 6?93%)&
Xhol 956pb 2,312pb i:gégg‘; iﬁ?ggz
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Se observo con mas claridad que la construccion pUAMTPlacA digerida con Sacll se obtienen 2 fragmentos de
tamafios aprox. de 2,500 y 5,000 pb (Fig. 6-19A), por lo que dicha construccion tiene insertado el gen laeA

completo en la direccion —, como se muestra en la figura 6-19B.

B)

Xhol

Pvull

p .
Cm

laeA pr

pPUAMTPlaeA
7524bp
olE1 ori la
Pvull
HindlIlI \

om
eA cds

laeA t Sacll
/ BamHI

Sacl ' Apal EcoRV
Xbal * Pstl HindIIl

Sall

»1,000pb
» 750pb

Fig. 6-19. A) Electroforesis de construccion pUAMTPlaeA digerido con EcoRI, Sacll y Xhol. B) Direccion en la que se encuentra el gen
completo laeA en el vector pULC43 para obtener la construccion pUAMTPlaeA.

En el caso del vector pAN52.1, que lleva integrado el promotor constitutivo del gen gpd (gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa) de A. nidulans, el gen laeA cds (s6lo la secuencia codificadora) sélo podia clonarse

en una direccion, obteniéndose la construccion pUAMTPlaeAcons como se muestra en la Fig. 6-20.

HindIII

Notl

pUAMTPlaeAcons Pl

6349bp

Xbal

TtrpC

PgpdA

laeA cds '

BamHI
Necol

Fig. 6-20. Construccion pUAMTPlaeAcons.

Se prosiguid con el disefio de los oligos para ambas construcciones (Tabla 6-16), para la construccion
pUAMTPIlaeA, ambos oligos constan de 23 nucledtidos y se tomo para el oligo Forward parte del terminador
del gen laeA completo y para el oligo Reverse parte del promotor pcbC del gen fleomicina (ble) (Figura 6-
21).
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Tabla 6-16. Disefo de oligos para construcciones pUAMTPlacA y pUAMTPlaeAcons.

Tamaiio de
Construccion Oligos (5'— 3")
fragmento (pb)

CCAAGAGTGGATAATGGAGTCCC
pUAMTPlaeA 914
CGACAGTTGACAGAGCCAATGGC

CCAGAGGGTCATGACTTGAGC
pUAMTPIlaeAcons 1,279
CCACGTCAATTGCCCAGATCC

laeA termy PpchC
Ncol Ncol EC(‘)RI

1 laeA term Promotor pcbC (ble) 914
90bp

[

Fig. 6-21. Fragmento para construccion pUAMTPlaeA.

Para la construccion pUAMTPlaeAcons, los oligos constan de 21 nucleotidos, el oligo Forward involucra
parte del promotor constitutivo del gen gpdA y el oligo Reverse parte de la secuencia codificadora del gen

laeA (Figura 6-22).

PgpdA y laeA cds
Ncol

1 laeA cds 1279
100bp Promotor gpdA

[E—

Fig. 6-22. Fragmento para construccién pUAMTPlaeAcons.

Los fragmentos se obtuvieron por PCR de las transformantes T12lacA, T13laeA, T14lacA, T2lacAcons y
T5laecAcons. Se observaron fragmentos similares de las transformantes con la misma construccion, pero con
tamafios mas grandes de lo esperado segiin Tabla 6-16. El fragmento obtenido de T12laeA, T13laeA y T14lacA
con la construccion pUAMTPIlaeA realmente tuvo un tamafio de aprox. 1,300 pb en lugar de 914 pb, y el
fragmento obtenido de T2laeAcons y T5laeAcons con la construccion pUAMTPlaeAcons tuvo un tamafio aprox.
de 1,500 pb en lugar del tamafio esperado de 1,279 pb (Fig. 6-22), sugiriéndose en primer lugar se deba a que no
se tomo en cuenta el polilinker integrado en medio del gen laeA term y el promotor gpdA y en segundo lugar que
debido a que la secuencia de nucledtidos de ambos vectores no se tuvo en forma original y el promotor
constitutivo (PgpdA) y el promotor para sintetizar fleomicina (PpcbC) utilizados para obtener los fragmentos, se
obtuvieron en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/475161), se pensé que no se estdn tomando en cuenta
nucledtidos que existen de mas en los vectores. Estos resultados indican la integracion de éstas construcciones en

las transformantes.
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T12laeA T13lacA T14laeA T2laeAcons T5lacAcons

Fig. 6-23. Electroforesis que muestra fragmentos de PCR de las construcciones integradas en el ADN de las transformantes lacA y laecAcons.
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7. DISCUSION

El interés de este proyecto se centrd en la amplificacion del gen regulador global para la sintesis de metabolitos
secundarios en Aspergillus sp., llamado laeA. Este gen se identific a través de la complementacion de una
mutante de Aspergillus nidulans con esporulacion normal pero con incapacidad para expresar el gen aflR que
codifica el factor especifico AfIR que regula la expresion de genes biosintéticos de esterigmatocistina. LacA
controla positivamente la expresion de 20-40% de la mayoria de las vias de metabolitos secundarios. LacA
parece estar conservada en hongos filamentosos, pero no esta presente en Saccharomyces cerevisiae, un hongo
carente de metabolitos secundarios (Perrin, et al., 2007, Woo & Keller, 2004). El analisis de la secuencia del gen
laeA y de la proteina codificada indica que es una proteina metiltransferasa, de localizacion nuclear y con un
dominio de unién de S-adenosil-L-metionina (SAM). Aunque las funciones de LaecA aun no han sido
caracterizadas totalmente, se especula que esta proteina estd involucrada en la modificacion de cromatina. De esta
manera, un modelo de la regulacion de clusters mediada por LaeA propone un papel en la represion
heterocromatina. Las funciones de LaeA inician un proceso que convierte heterocromatina a eucromatina, por

interaccion con metilasas o desacetilasas que estan asociadas con la heterocromatina (Keller et al., 2005).
7.1 Obtencién de ADN total de A. terreus y amplificacién por PCR de laeA y laeAcons

El método de purificacion empleado en este trabajo en la extraccion del ADN gendomico de A. terreus, fue
fundamental para obtener buena integridad, tamafio molecular adecuado y pureza del ADN, para su posterior
utilizacion en la amplificacion por PCR de los fragmentos con el gen laeA. Un buen disefio de los oligos y hallar
su temperatura 6ptima de anillamiento fue primordial para obtener el gen laeA (completo y cds) de tamafios
adecuados. De igual manera, la utilizacién de Vent ADN polimerasa cuya fidelidad es de 5 — 15 veces mayor que
la Tag polimerasa, fue esencial para que dichos fragmentos tuvieran menos errores de transcripcion, que es

necesario para que el gen laeA se exprese correctamente.
7.2 Clonacion de laeA en vectores plasmidicos

Ya obtenidos los fragmentos de ADN y la amplificacion de los vectores plasmidicos, se prosiguio a la clonacion
y transformacion de A. terreus. Debido a que el gen laeA normalmente se expresa en la idiofase, no estaba claro
si su expresion constitutiva (en el vector pAN52.1) podria causar problemas metabolicos en A. terreus. Asi, se
decidi6 probar la sobreexpresion de laeA: a) aumentando el nimero de copias del gen con su propio promotor
(clonando en el vector pULC43; para dar la construccion pUAMTPlaeA) y b) a partir del promotor constitutivo
del gen gpdA (integrado en el vector pAN52.1; para dar la construccion pUAMTPlacAcons).
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Las construcciones obtenidas se transformaron en A. terreus mediante la técnica de protoplastos, que es
usualmente lograda en hongos filamentosos. El primer reporte de transformacion en hongos filamentosos aparece
en 1979 cuando el ADN fue introducido dentro de protoplastos de Neurospora crassa. Una variedad de métodos
han sido explorados, la mayor parte basada en la preparacion de protoplastos, sometiendo una suspension celular
a la accion de enzimas degradativas de la pared en un medio isotdnico, precediendo la fusiéon de protoplastos y
ADN en presencia de un agente inductor (polietilenglicol 50%) y finalmente la incubacion para la regeneracion
de la pared celular y reversion a una célula de morfologia normal (Prabha & Punekar, 2004). En este trabajo, se
montd por primera vez las condiciones de transformacion por protoplastos en A. terreus, ya que previamente no
se habia transformado este hongo en nuestro grupo de investigacion. Asi mismo, se obtuvo la concentracion
minima inhibitoria de fleomicina en protoplastos, siendo de 160 pg/mL. Esta concentracion al parecer es muy
elevada, en comparacion con concentraciones activas sobre la mayor parte de levaduras y hongos que van de 0.1
a 50 pg/mL (Hertzberg et al., 1985), y fue debido a que se observaron algunas mutantes resistentes en un rango

de 20 a 150 pg/mL.

Posteriormente, se prosiguid en la transformacion de A. terreus mediante la resiembra en medio con fleomicina
para evitar los heterocariones. Al respecto, usando este método de transformacion se obtuvo un porcentaje de
confirmacion de las transformantes del 54% con la construccion pUAMTPlaeA (porcentaje obtenido de numero
de colonias viables por resiembra entre numero de colonias iniciales) y de s6lo 25% con la construccion
pUAMTPlaeAcons. En esta ultima, la baja confirmacion quizas esté relacionada con la cotransformacion, tal vez
por la fusién de protoplastos y el tamafio desigual de los vectores (1,850 pb mas en pUAMTPlacAcons con
respecto a pULC43), lo que impidid integrarse con la misma capacidad. Otro inconveniente de obtener pocas
transformantes de lacAcons pudo ser la expresion constitutiva del gen laeA que pudo causar algun problema

metabolico al estarse produciendo desde la trofofase y combinado con el tener que crecer con fleomicina.

En la transformacion es posible lograr la recombinacion genética definiendo por tal, a cualquier proceso que
genere nuevas combinaciones de genes. Verdoes et al. (1995) mostraron que de transformantes obtenidas por
cualquier método, las secuencias introducidas son integradas establemente en el genoma por recombinacién
homoéloga o heterdloga. La recombinacion heterdloga es un modo predominante de integracién en hongos
filamentosos; mientras que la integracion homologa llega a ser posible s6lo cuando hay longitudes extensas de
secuencias homologas entre el vector y el genoma (en relacion a levaduras o E. coli). En A. terreus, no se ha
reportado la eficiencia de la recombinacion homoéloga. Sin embargo, Barrios et al. (2003) hacen notar que en las
transformantes obtenidas el vector se integra en diferentes sitios en el genoma del hongo, por lo tanto, una simple
seleccion de las mejores productoras entre ellas indicara los casos donde el gen se integré en un sitio adecuado
neutro del cromosoma. Esta fue la estrategia utilizada en esta tesis, donde se preseleccionaron las transformantes

por su produccion en fermentacion en cilindro de agar (FCA).

W
—



Tesis de Maestria en Biotecnologia
L.B.I. Teresa Pérez Aguirre

Un alto nivel de expresion de los genes de biosintesis es logrado por la introduccion de copias multiples por la
transformacion, aunque aumentando en el numero de copias frecuentemente conduce al incremento de los niveles
de actividad de los genes introducidos, una correlacion lineal no es usualmente observada, debido al afecto del
sitio de integracion y a las limitaciones del procesamiento post transduccional. De la misma manera, una
caracteristica de un sistema de expresion eficiente es el uso de promotores fuertes ¢ constitutivos, como el

utilizado en nuestro trabajo como segunda estrategia (promotor constitutivo gpd de A. nidulans).

7.3 Transformacion de A. terreus y seleccion de transformantes

7.3.1 Preseleccion de transformantes

El éxito de cualquier mejoramiento de la cepa depende en gran parte del numero total de cultivos que podrian ser
seleccionados con la mejor combinacion de genes después de un tratamiento de transformacion. Durante una
seleccion de rutina por agentes antifiingicos, Kumar et al. (2000) observaron que la cepa Neurospora crassa es
sensible a la forma activa de la lovastatina, la B-hidroxiacido, esta propiedad antifungica fue explorada con el
método de FCA para seleccionar mutantes de A. terreus, los cuales producen zonas de inhibicién contra N.
crassa, obteniendo un método rapido y sencillo para evaluar un gran nimero de aislados. Una modificacion de
este método (Bafos et al., 2009) fue utilizada en nuestro trabajo para la preseleccion de transformantes de ambas

estrategias.

En esta tesis, con las 13 transformantes confirmadas de pUAMTPlacA (lacA con su propio promotor) se realizd
una preseleccion por produccion de lovastatina en FCA. Seis de ellas mostraron producciones de lovastatina en el
rango o similares (180 a 200 mg/mL) al de la parental (y controles como la parental con vector vacio), pero 7
presentaron niveles de produccion superiores al de la parental (201 a 260 mg/mL). Estas 7 fueron evaluadas para
produccion en FS y en FL en la siguiente etapa. En relacion a las transformantes con laeA con el promotor
constitutivo (pUAMTPlaeAcons), las confirmadas fueron solo 5, por lo que no se les preselecciond y pasaron

directo a la siguiente etapa.

7.3.2 Seleccion de transformantes en FS y FL

La produccion de lovastatina de las transformantes preseleccionadas fue evaluada en el dia 7 en FS y en FL. Un
punto muy interesante es que, en FS todas las transformantes pUAMTPlaeA exhibieron niveles de produccion
superior al de la parental;, con incrementos desde 5% hasta 47.4%). En contraste, en FL solo 4 de estas
transformantes presentaron incremento en la produccion de lovastatina, obteniéndose fuertes disminuciones en

las otras 3 (aproximadamente el 40%). El rango de variacion en FL fue desde -54.8% a 89.2%.
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En cuanto a las transformantes con promotor constitutivo (pUAMTPlaeAcons), solo se obtuvieron 5
transformantes confirmadas, por lo que no se preseleccionaron, sino que todas se evaluaron en FS y FL. En este
caso también, todas las transformantes fueron sobreproductoras en FS con incrementos desde 29.7% hasta
137.9%. En FL sélo 3 fueron sobreproductoras y 2 mostraron fuertes disminuciones (también alrededor del 40%);

con rango de variacion de -34.3% a 100.8%.

Finalmente, se observo en la evaluacion de transformantes laeA que el porcentaje en los incrementos es mayor en
FL que en FS, obteniendo la T14laeA como la mejor productora de lovastatina en FL de ambas estrategias.
Mientras que en la evaluacion de transformantes lacAcons es inverso, el porcentaje en los incrementos es mayor

en FS que en FL, obteniendo la T2laeAcons como la mejor productora de lovastatina en FS de ambas estrategias.

La fisiologia mostrada para hongos y otros microorganismos en fermentacion en estado solido (FS) no se conoce
bien. Pero, muchas ventajas de FS son una consecuencia de la diferente fisiologia mostrada por microorganismos
en medio solido, en relacion a la presentada para la fermentacion en liquido sumergido (FL). En relacion con la
produccion de metabolitos secundarios en FS, una clara diferencia son los altos rendimientos en periodos cortos.
Por otra parte, se han reportado casos en los que el metabolito secundario es producido solamente por FS ain
cuando el organismo exhibe buen crecimiento en FL. Ademas, se ha demostrado que cepas sobreproductoras de
FL no funcionan bien en FS, por lo que existe la necesidad de desarrollar cepas especiales en FS (Barrios-
Gonzalez et al., 1993; Barrios-Gonzalez & Mejia, 2007). Esto se confirmé con las transformantes obtenidas en
esta tesis, donde las mejores productoras de lovastatina en FS no lo eran en FL, y viceversa, y no so6lo eso, sino
que tenian disminuciones importantes en el otro sistema de cultivo. Un ejemplo de esto es la transformante
T2laeAcons que fue la mejor en FS, pero tuvo una disminucion del 10.9% en FL. Otra observacion importante, es
que todas las transformantes seleccionadas de ambas estrategias tuvieron solo incrementos en FS, esto se debe
quizas a que el hongo en FS se adapta a la sefializacion mejor desde el inici6 de su crecimiento, pero al evaluarlas
éstas mismas en FL, tuvieron incrementos 6 disminuciones, quizas porque el sitio de integracion del gen laeA es
mas critico para producir lovastatina en medio liquido y transduce la sefializacion con menos claridad afectando
la expresion de laeA. Por lo que, la sobreexpresion de laeA siempre funciona bien para FS pero no para FL. Las
razones moleculares y fisiologicas subyacentes al diferente comportamiento de los microorganismos en medio
s6lido no estan actualmente entendidas. Se ha encontrado que los hongos contienen distintos genes que codifican
para una misma clase de enzima y que estos genes equivalentes son regulados diferencialmente dependiendo del
medio donde se encuentren. Estos hechos sugieren que, el hongo recibe sefiales que indican que estd en uno u
otro sistema de cultivo y que esto hace generar una expresion diferencial de genes que dan como resultado una

fisiologia diferencial (Hisada et al., 2005).
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7.4 Caracterizacion de transformantes

7.4.1 Cinéticas de produccion

Con base en estos datos de la seccion anterior, se seleccionaron, de las transformantes pUAMTPlacA la T12, T13
y T14 y se evalud su produccion en forma mas precisa, realizando cinéticas de produccion y haciendo un analisis
estadistico. Asi, las mejores productoras de lovastatina, de este grupo, en FS fueron la T12 y T13 con
producciones de 10.49 y 11.87 mg/gms respectivamente; lo cual representa incrementos de 49.26 y 68.78% con
respecto a la produccion de la parental. En FL la mejor productora de este grupo (y de todas) fue la T14 lacA con
una produccion de 1.39 mg/mL, con un incremento de 111%. La prueba de Tukey demostroé que las diferencias

fueron significativas (p<<0.00001).

De igual forma se hicieron cinéticas de las 2 transformantes seleccionadas que expresaron laeA desde un
promotor constitutivo (pUAMTPlaecAcons). La mejor productora de este grupo (y de todas) en FS, fue la T2, con
una produccion de 16.781 mg/gms, representando un incremento de 138.64%. La prueba de Tukey demostrd que
las diferencias fueron significativas (p<<0.00001). En FL, la mejor productora fue la T5 con una produccion de
1.281 mg/mL, y un 94.5% de incremento. Por otro lado, aunque en este trabajo se utilizaron las mismas
condiciones y la misma cepa reportada por Bafios et al. (2009) para ambos sistemas de cultivo, se obtuvieron
producciones de lovastatina mas bajos, en particular en FS, a los ya reportados. Esto se debe a la produccion
relativamente mas baja de la parental utilizada. Esto puede deberse al uso de una parental de A. terreus TUB F-

514 conservada en glicerol a -20°C por 4 afios, lo cual redujo su capacidad de produccion.

Estos resultados indican que el incremento de la dosis génica de laeA en A. terreus es un método eficiente de
mejoramiento genético molecular de la produccion de lovastatina en FS y también en FL, aunque las mejores
transformantes no son las mismas para uno u otro sistema. De hecho, la estrategia propuesta parece mas eficiente
para generar cepas sobreproductoras para FS, ya que todas las transformantes seleccionadas muestran
incrementos en la produccion. Sin embargo, es probablemente mas conveniente expresar laeA desde un promotor
constitutivo para FS, ya que los incrementos exhibidos por estas transformantes (68.8% en promedio) son

superiores a los incrementos de las transformantes de la otra estrategia (25.7% promedio).

Por otro lado, para FL el promedio de incrementos de las transformantes derivadas de ambas estrategias no es
muy diferente (45 vs 43%). Sin embargo, tomando en cuenta que la mejor productora en FL proviene de la
expresion de laeA con su propio promotor y de que fue mas facil (numerosas) obtener este tipo de transformantes,
consideramos ligeramente mas conveniente laeA expresado desde su propio promotor, para generar

sobreproductoras para FL.
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Desde un punto de vista basico, era muy importante determinar si el incremento del ntimero de copias del gen
laeA en A. terreus tuvo un efecto sobre la produccién de lovastatina y no sobre el crecimiento. Es decir,
demostrar que el incremento en la produccion de lovastatina fue debido a una mayor produccion especifica y no a
un mayor crecimiento. Los resultados demostraron que todas las transformantes seleccionadas para FS y las

seleccionadas para FL. muestran producciones especificas superiores a la de la parental.

En esta tesis se establecid una estrategia de mejoramiento genético molecular para generar cepas
sobreproductoras especiales para FS, y se confirmd que éstas son diferentes a las sobreproductoras para FL.
Actualmente distintos proyectos del laboratorio se enfocan en la identificacion de las sefiales ambientales en
cultivo solido y sus vias de transduccion que inducen los genes reguladores, factores de transcripcion y los
clusters de genes biosintéticos. Algunos resultados (Miranda-Labra et al., 2007 y 2009) apoyan lo reportado por
Baiios et al. (2009) en cuanto a que la capacidad de contender con el estrés osmoético y oxidativo es importante
para la produccion de lovastatina en FS. Por otra parte, esto ha sido la base para algunos métodos de mutacion y
seleccion racional eficaces para aislar mutantes sobreproductoras especiales para FS (Bafios et al. manuscrito en

preparacion).

En relacion con el mejoramiento genético molecular, Campos et al. (2008), estudiaron la produccion de
penicilina de P. crysogenum en FS y FL. Los resultados mostraron que incrementar la dosis de todo el clusters de
genes de penicilina es una eficiente estrategia de mejoramiento molecular para generar cepas sobreproductoras en
FS y FL. Ya que obtuvieron transformantes, provenientes de una cepa de baja produccioén, con incrementos en la
produccion de penicilina en FS y FL de 67.3 y 28.3% respectivamente, y en transformantes, a partir de una cepa
con alta produccion, un incremento del 92.9% en FS y 158.4% en FL. Es importante notar que en ese trabajo la
transformante de la cepa mas cercana a la silvestre (Wis 54-1255), mostr6 un incremento en produccion de

penicilina mayor en FS que en FL.

Existen varios hallazgos importantes en esta tesis que no se habian reportado. En primer lugar, nunca se habia
sobreexpresado el gen laeA de A. terreus en él mismo. Otro es la utilizacion de dos estrategias para sobreexpresar
laeA (con su propio promotor y un promotor constitutivo). Tampoco habia sido reportada una medicién
cuantitativa (HPLC) de la produccion de lovastatina, lo cual permitio evaluar con precision el efecto de
incrementar el namero de copias de este gen. Otro aspecto novedoso es la comparacion del efecto de ambas

estrategias (para incrementar la expresion laeA) en FS y FL.

En relacion a la sobreexpresion del gen laeA, Woo & Keller (2004) construyeron una cepa de A. nidulans con su
gen laeA y el cluster parcial de genes de lovastatina proveniente de A. terreus, obteniendo incrementos
importantes en la produccion de penicilina y lovastatina. Donde la produccion de monacolin J (intermediario de
lovastatina) fue incrementado ~400% y niveles altos de penicilina fueron producidos en tiempos donde la cepa

silvestre no mostraba actividad de penicilina. Finalmente se sobreexpreso el gen laeA de A. nidulans (bajo el

W
W
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control del promotor inducible alcA) en A. terreus, lo cual condujo a un incremento de 400 a 700% en la
produccion de lovastatina. Es importante notar que en dicho trabajo la medicion de los metabolitos secundarios
fue semicuantitativa, realizada en placas de cromatografia en capa fina y la FL en matraz solo se realiz6 hasta las
36 h de crecimiento. También, Kosalkova et al. (2008), sobreexpresaron el gen laeA de Penicillium chrysogenum,
en el plasmido pIBRC43 bajo el control de un promotor fuerte (gdh de A. awamori), pero obtuvieron s6lo un 25%

de incremento en la produccion de penicilina.

7.4.2 Morfologia

En el mismo trabajo de Kosalkova et al. (2008), se obtuvieron mutantes nulas del gen laeA exhibiendo niveles
drasticamente reducidos de penicilina y defectos en la pigmentacion y esporulacion. De manera interesante,
nuestros resultados de sobreexpresion de laeA en A. terreus muestran cambios en la morfologia con la aparicion
de surcos en las transformantes y mayor esporulacion en algunas de ellas; sugiriendo que la expresion del gen
laeA tiene cierta relacion con el tipo de crecimiento (morfologia colonial) y la esporulacién. Esto parece no
concordar con la via de sefializacion donde interviene LaeA (ver Fig. 1-4), ya que éste es independiente pues esta
mas debajo de la rama que lleva a los genes de esporulacion. De hecho, el gen laeA fue descubierto buscando
mutantes que habian perdido su capacidad de producir metabolitos secundarios, pero mantenia su capacidad de
esporulacion (Keller et al., 2005). Sin embargo, Woo et al. (2005) presentaron resultados donde muestra que en
A. fumigatus LacA actiia como un regulador de expresion de genes que codifican para componentes conidiales tal
como pigmentos e hidrofobinas y que contribuyen a su virulencia. Todo esto sugiere que debe haber otras vias en

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

7.4.3 Integracion de construcciones

Finalmente la confirmacion de la presencia de las construcciones en las transformantes no se obtuvo de forma
contundente; por la falta de la secuencia detallada de nucleétidos de los vectores pULC43 y pANS52.1. En el
futuro se deberan comprobar por el método de Southern Blot, siendo este método mas preciso. Por otro lado,
también seria conveniente realizar Northern Blot para confirmar ademas que el incremento en la produccion de
lovastatina en las transformantes, se debe a una mayor expresion del gen laeA. Esto seria la consecuencia

esperada del incremento de la dosis génica.
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8. CONCLUSIONES

e El incremento de la dosis génica de laeA en A. terreus, es una eficiente estrategia de mejoramiento

genético molecular, generando transformantes sobreproductoras para FS y otras para FL.

e En FS todas las transformantes de ambas estrategias mostraron incrementos en la produccion de
lovastatina, mientras que en FL hubo incrementos y disminuciones. Ademas la mejor productora de
lovastatina en FS, no lo fue en FL, y viceversa, comprobando la fisiologia distinta de cepas

sobreproductoras para ambos sistemas.

e La morfologia de las transformantes fue afectada por la sobreexpresion de laeA, observandose surcos en

las colonias y mas esporulacion en algunas transformantes.

9. PERPECTIVAS

Es importante caracterizar con mayor profundidad las mejores transformantes, en primer lugar evaluando
mediante Southern Blot el nimero de copias introducidas. Después, se podria confirmar que el incremento en la
dosis génica trajo como consecuencia un incremento en la expresion de laeA, con un analisis de Northern Blot.
Asimismo, se podria ver si ese incremento trajo como consecuencia un incremento en la expresion de lovE, el
factor especifico transcripcional para los genes biosintéticos de lovastatina. Si no es asi, seria conveniente
sobreexpresar el gen IOVE, ya que suponemos que potenciaria la sobreexpresion del gen laeA, ya que se considera

que al inducir laeA se activa lovE, y este permite la transcripcion de los genes de biosintesis de lovastatina.

También seria interesante obtener nuevas transformantes con las mismas construcciones pero derivadas de una
cepa liofilizada de A. terreus, comprobando previamente que no haya bajado su produccion de lovastatina, es
decir, que la cepa no se haya degenerado, para lograr transformantes con producciones de lovastatina mas altas de
las ya reportadas y con incrementos (si se logran) mas elevados a los obtenidos en este trabajo. De igual manera,
podria sobreexpresarse el gen laeA mediante un promotor inducible y ver si éste tiene alguna ventaja en
comparacion a la estrategias utilizadas anteriormente tanto en FS como en FL. Adicionalmente, seria interesante
hacer la disrupcion del gen laeA para confirmar su papel como regulador en la produccion de lovastatina, y para

saber si hay un efecto sobre la diferenciacion morfologica en A. terreus.
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