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RESUMEN

La presente tesis es el primer trabajo que establece la existencia de una relacion entre la
biosintesis de lovastatina y el estrés oxidante (EOX) a través de la generacion de Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species'). Ademas, se
hizo un esfuerzo en tratar de establecer el posible mecanismo por el cual las ROS pueden

regular la biosintesis de este metabolito secundario.

La lovastatina, metabolito secundario producido por el hongo Aspergillus terreus, es de gran
importancia comercial y farmacéutica por sus propiedades anticolesterolémicas.
Comunmente se produce en Fermentacion Liquida (FL), pero la Fermentacion Solida (FS) se

ha convertido en un proceso alternativo para produccion industrial

Se sabe que la biosintesis de lovastatina es regulada por represion catabolica, sin embargo, fue
en FS donde se hicieron evidentes la existencia de otros mecanismos de regulacion, ya que
mostraba una mayor produccion de lovastatina, y que ha dado lugar a lo que se ha

denominado como la “Fisiologia Especial del Medio Sélido”.

Actualmente se conoce que las ROS juegan un papel importante en procesos celulares y de
diferenciacion en hongos. Bajo este supuesto, y asumiendo que el cambio de trofofase a
idiofase es un proceso de diferenciacion (metabodlica), estudios anteriores de maestria
(Miranda et al., 2008) mostraron que durante la trofofase o fase de crecimiento rapida, el gen
sodl (enzima antioxidante) se expresod fuertemente durante la trofofase, lo que denominamos
en su momento como Periodo de Estrés Oxidante o PEO, justo antes de iniciarse la idiofase
(fase de produccion) de lovastatina. Estos hallazgos hicieron proponer la hipotesis de la
existencia de un PEO donde existian elevadas cantidades de ROS justo antes de iniciarse la

idiofase.

Bajo esta premisa, se decidio caracterizar el estado redox de ambas fases (trofo- e idiofase)
tanto de FS y FL, a través de cinéticas de cuantificacion de ROS y del estado redox (medido

por el cociente glutation reducido/glutation oxidado: GSH/GSSG).

"En el area del Estrés Oxidante, es muy comtn emplear el término ROS para llamar a las para llamar a las

especies reactivas de oxigeno tanto en inglés como en espafiol, por lo que en esta tesis se empleara este término.



Los resultados mostraron una elevacion en la concentracion de ROS (justo al iniciarse la
biosintesis de lovastatina) y que se mantuvo durante toda la idiofase. Esto sugirid6 una
relacion entre dicha acumulacion de ROS vy la biosintesis de lovastatina, en ambos sistemas de

produccion.

Ademas, se encontrd que el nivel de ROS fue 10 veces mayor en FL con respecto a los
niveles de ROS en FS. Otra de las diferencias encontradas entre FS y FL, fue que los niveles
de ROS en idiofase, fueron constantes en el primer sistema, a diferencia de lo encontrado en
FL donde los niveles de ROS mostraron muchas fluctuaciones durante el desarrollo del

cultivo.

Esto sugiere que niveles bajos de ROS y controlados, como lo encontrado en FS, son
adecuados para lograr una buena funcion fisioldgica, en particular, una buena produccion de

lovastatina.

En ambos sistemas de cultivo, el cociente GSH/GSSG indicé que fue en trofofase donde se
encontré un estado mas reductor que en idiofase. Ademas, el cociente GSH/GSSG fue 4 veces
mayor en FS que en FL durante la trofofase, lo cual es coherente con el hecho de que se hayan

encontrado menores cantidades de ROS en FS.

Estos hallazgos contradijeron la existencia de un PEO durante la trofofase, ya que los niveles
de ROS fueron relativamente bajos en esta etapa, pero se mostré una coincidencia entre el
inicio de la acumulacion de ROS y la biosintesis de lovastatina. Estos resultados sugieren que
la alta expresion del gen sod! regula a la baja la produccion de ROS, manteniendo asi un
estado redox adecuado (reductor) para llevar a cabo las funciones celulares del crecimiento.
También sugiere que la alta concentracion de ROS en idiofase, es importante para sefializar el

metabolismo secundario.

Para tratar de establecer la existencia del vinculo entre la produccion de ROS y lovastatina,
se decidid emplear antioxidantes y oxidantes exdgenos y observar su influencia sobre la
biosintesis del metabolito. El empleo del antioxidante NAC (N-acetilcisteina), redujo
significativamente la biosintesis de lovastatina en ambos sistemas de cultivo. En FL,
concentraciones iguales o mayores a 10 mM de NAC lograron decrementos significativos de
hasta del 62% (p<0.05) en el nivel de produccion de lovastatina. En este cultivo, se
observaron decrementos significativos con el nivel de acumulacion de ROS en la idiofase de
hasta el 71% (p<0.05). Un analisis de regresion lineal simple entre ambas variables, mostrd

un indice de correlacion (0<0.05), para establecer la existencia de una relacion entre la



produccion de ROS y lovastatina. Los resultados obtenidos sugieren la existencia de una

estrecha relacion entre ambas variables (R*=0.93, p<0.05).

En FS, concentraciones de NAC hasta de 100 mM, redujeron tanto la produccion de
lovastatina como de ROS, hasta un 79% y 53% respectivamente (p<0.05), obteniéndose un

indice de correlacién muy estrecho entre ambas variables (R*=0.99; p<0.05).

Un analisis de Northern de los genes lovE y lovF, reveld que el tratamiento con NAC influyo
de negativamente sobre la expresion de ambos genes. En FS se observd un decremento
promedio en la expresion del gen lovE, del 35 y 50% con 50 y 100 mM de NAC
respectivamente. Mientras que con las mismas concentraciones de NAC, se observd un

decremento en la expresion de lovF del 25 y 35% respectivamente.

En forma coincidente, el empleo de 10 y 50 mM de NAC en FL, ocasiond decrementos
promedio en la expresion de lovE del 35 y 50% , y en el caso de lovF fueron del 15 y 35%

respectivamente.

Estos datos demuestran que las ROS no so6lo son necesarios para la produccion normal de
lovastatina, sino que contribuyen a la regulacion transcripcional de los genes de la ruta

biosintética de lovastatina, incluyendo al gen regulador /ovE.

Por otra parte, se observo la respuesta de la biosintesis de lovastatina con el empleo de
oxidantes como H,O; y paraquat en cultivo solido en Caja de Petri (CAJA DE PETRI), FS y
FL; y fue en CAJA DE PETRI donde se lograron aumentos significativos de produccion. El
empleo de H,Oz 150 mM aument6 la produccion de lovastatina 233.3% (p<0.05) respecto al
control, mientras que con paraquat, el empleo de 1, 10 y 25 mM, aumentaron la biosintesis
del metabolito, 64, 149 y 106% (p<0.05) respectivamente. Por otra parte, en FL el empleo de
H,0, no tuvo ningln efecto sobre el crecimiento y la biosintesis Finalmente en FS, el empleo
de H,O; redujo tanto la biosintesis de biomasa como de lovastatina con el empleo de 10 y 50
mM del oxidante. Lo anterior sugiere que los niveles de ROS deben ser finamente regulados,
ademas, las ROS generadas en ciertos tiempos y por ciertos mecanismos (desconocidos) son

las que podrian influir en la biosintesis de este metabolito.

Para tratar de establecer el mecanismo por el cual las ROS regulan la biosintesis de
lovastatina, se analizaron los promotores de los genes lovE y lovF (1000 pb corriente arriba
del codon de inicio de traduccion), y se encontraron multiples sitios de union (probables) a
Factores Transcripcionales que se relacionan con distintas funciones celulares, pero en su

mayoria, con Factores Transcripcionales que responden a EOX tanto en hongos como en



mamiferos. Asi, se encontraron sitios de uniéon a AP-1 (en hongos Yapl), Skn7 (o SrrA),
Msn2/Msn4, NF-k-B, NRF2, etc. Esto indica que la biosintesis de lovastatina puede ser

regulada a través de factores transcripcionales que responden a EOX.

El andlisis de Northern realizado en micelio proveniente de la fermentacion de lovastatina (FS
y FL) sugiri6 que AtYapl” puede a su vez regular al gen sod!, ya que se observaron patrones
de expresion similares. Se ha reportado que Sodlp es regulado a través de Yaplp en levadura,
y un analisis in silico, realizado en esta tesis, para el gen sodl de A. terreus confirmo la
existencia de sitios putativos de union para AP-1 (ortélogo de Yaplp). A su vez, el promotor
del gen lovE present6 dichos sitios de union, sugiriendo que una posibilidad de mecanismo de

regulacion podria estar relacionado con Yaplp.

Considerando la presencia de sitios putativos para Yaplp en el promotor de los genes de
lovastatina, se realizaron una serie de experimentos para tratar de dilucidar el mecanismo por
el cual las ROS modulan la biosintesis de lovastatina, por medio del silenciamiento del gen
que codifica para este Factor Transcripcional, empleando el vector pGdpPki-RNAi. Las
mutantes con Atyapl silenciado, mostraron una marcada sensibilidad al H,O,, ademas
presentaron una produccion precoz y elevada de esporas respecto a la parental. Resultados
preliminares mostraron también biosintesis precoz y elevada de lovastatina, relacionando a
este gen con el metabolismo secundario. Se ha reportado que Yaplp puede modular de
manera positiva y negativamente diferentes genes de respuesta a EOX, por lo que se propone
que AtYapl podria regular positivamente a sodl, pero negativamente a los genes de la via,
particularmente /ovE. Estos resultados no son concluyentes, pero abren una brecha para

indagar si es por este mecanismo por el cual la biosintesis de lovastatina puede ser regulada.

En otro analisis, y debido a la existencia de varios sitios probables de union a Skn7, se analizo
por Northern-blot el perfil de expresion del gen srr4 (homologo a skn7) durante una cinética
de produccion de lovastatina. En FS, este gen se expres6 solo durante la idiofase, mientras
que en FL, se expres6 durante toda la trofo- e intermitentemente durante la idiofase de

lovastatina.

Este patron de expresion, aunado al hallazgo de los multiples sitios de union de este Factor

Transcripcional, encontrados en los promotores de la via, sugiere que también s7A4 puede

% Proviene de Aspergillus terreus.



jugar un papel importante en el control de la produccion de lovastatina, y quizas explicar

particularidades de la biosintesis en FS.



ABSTRACT

This work represents the first attempt to establish a relationship between lovastatin
biosynthesis and oxidative stress (EOX), through generation of Reactive Oxygen Species
(ROS). In addition, an effort was made to establish the possible mechanism by which ROS
can regulate the biosynthesis of this secondary metabolite produced by the fungus Aspergillus

terreus.

Lovastatin has great commercial and pharmaceutical importance due to its
anticholesterolamic properties. Commonly, lovastatin is produced by Submerged
Fermentation (SmF), but Solid-State Fermentation (SSF) has become in an alternative process

for industrial production.

It is known that lovastatin biosynthesis is regulated by catabolic repression; however, studies
in SSF have made apparent that there are other mechanisms of regulation, since higher
lovastatin production is obtained by mycelium growing in SSF, which conducted to the name

“Physiology of Solid Medium”.

It is currently known that ROS plays an important role in cellular processes and also in
fungal differentiation. We considered that the change from trophophase to idiophase is a
“metabolic” differentiation. Studies by Miranda et al., (2008) showed that during the
trophophase (fast growth phase) sodl gen (antioxidant enzyme) was strongly expressed, in
what we called initially an Oxidative Stress Period (PEO), that occurs just before the start of
lovastatin idiophase (production phase). These results conducted to hypothesize the existences

of PEO where high quantities of ROS accumulate just before the onset of idiophase.

Under this assumption we decided to characterize the redox state in both phases (tropho- and
idiophase), and in both culture systems: SSF and SmF, through the measurement of ROS and

redox balance (measured by the ratio of GSH/GSSG) kinetics during lovastatin fermentations.

However, results showed an important build up of ROS (at the start of lovastatin biosynthesis)
that was maintained throughout idiophase. This suggested a relationship between ROS

accumulation and biosynthesis of lovastatin on both production systems.

Furthermore, we found that the level of ROS was 10 times higher in SmF in relation to the

levels of ROS in SSF. Another difference found, between SSF and SmF, was that in idiophase



ROS levels were constant in the first system, unlike what was found in SmF where ROS

levels showed important fluctuations during culture development.

These results suggest that the low and controlled ROS levels, as found in SSF are adequate to

achieve good and clear idiophase, particularly good lovastatin production.

In both culture systems, the GSH/GSSG ratio indicated that mycelium in trophophase had a
more reducing intracellular environment than in idiophase. Interestingly, the GSH/GSSG ratio
was four times greater in SSF compared with SmF, which is consistent with smaller quantities

of ROS found in SSF.

Moreover, the GSH/GSSG ratio indicated that in trophophase there was a more reducing
environment than in idiophase. Also, that the GSH/GSSG ratio was four times greater in SSF
than SmF during the idiophase, which is coincident whit the fact that was found ROS low
quantities than SSF.

These findings contradict the existence of a PEO during trophophase, because ROS levels
were relatively low during this stage, but there is indeed a coincidence between a start of ROS
accumulation and the lovastatin biosynthesis. These results suggest that the high expression of
sodl gen helps the cell contain ROS, maintaining an adequate redox state (reducing) to carry
out the cellular functions of development. Results also suggest that the high ROS
concentrations in idiophase is a consequence of Ajtyapl and sodl down regulation, and that

ROS are important for signaling lovastatin biosynthetic genes.

We used exogenous antioxidants and oxidants to establish a relationship between ROS and
lovastatin production, and to observe their influence on the metabolite biosynthesis. The use
of NAC antioxidant (N-acetylcysteine) significantly reduced lovastatin biosynthesis in both
culture systems. In SmF, a NAC concentration of >10 mM reduced near of 62 % (p<0.05) the
lovastatin production level. In this culture we observed a significantly reduction on ROS
accumulation levels in idiophase near of 71% (p<0.05). We conducted a linear regression
analysis (0<0.05) to establish a relation between ROS and lovastatin production. The results
obtained suggest the existence a good relation between ROS and lovastatin production

(R?=0.93, p<0.05).

In SSF, NAC concentrations up to 100 mM, reduced both, lovastatin and ROS production, up
to 79 and 53 % respectively (p<0.05), to yield an correlation index very close between
variables (R*=0.99, p<0.05).



Northern analysis of genes lovE and lovF revealed that treatment with NAC (and hence lower
ROS levels) had a negative influence on both genes expression. With the use of 50 and 100
mM of NAC concentration, in SSF we observed a decrease in expression of gen [ovE in rates
of 35 and 50% respectively, while with the same NAC concentrations we observed a decrease

in expression of gen /ovF in rates of 25 and 35 % respectively.

Concurrently, the use of 10 and 50 mM NAC in SmF, caused decreases in /ovE expression in

rates of 35 and 50%, and in the case of lovF were 15 and 35% respectively.

These data show that ROS are not only necessary for the normal production of lovastatin, but
contribute to transcriptional regulation of the biosynthetic genes of lovastatin, including lovE

regulatory gene, although the mechanism is still unknown.

On the other hand, we observed the response of lovastatin biosynthesis using the oxidants
H,0; and paraquat in solid culture in petri dish (CP), SSF and SmF. In CP, results showed
significant increases. The use of H,O, 150 mM, showed an increase of 233.3% relative to
control (p<0.05), whereas with paraquat (1, 10 and 25 mM concentrations), increases were
achieved (64, 149 and 106 % (p<0.05) respectively). However, in SmF the use of H,O; had
no effect on the lovastatin production. Moreover, in SSF, the use of 10 and 50 mM H,0,
decreased biomass and lovastatin biosynthesis. This suggests that ROS levels must be tightly

regulated.

In order to establish a possible mechanism by which ROS exert their action on lovastatin
biosynthesis, we analyzed the promoters of lovF and lovE genes (1000 bp upstream of the
translation start codon) and found multisite binding sites (putative) for transcriptional factors
(TFs) that are related to various cellular functions, but mostly oxidative-stress-related TFs that
match both yeast and mammals. Thus, binding sites for AP-1 (in fungi Yapl) Skn7 (or StrA),
Msn2/Msn4, NF-k-B, NRF2, etc were found. This suggested that the lovastatin biosynthesis
can be regulated by transcription factors that respond to EOX

Northern analysis suggested that Atyap’ can regulate sodl gene, as observed similar
expression patterns. It has been reported that Sodlp is regulated through Yaplp in yeast, and
in silico analysis performed in sodl promoter region of A. terreus confirmed the existence of
putative binding sites for AP-1 (orthologous of Yaplp). In turn, the promoter region of /ovE
gene, presented these binding sites, suggesting that ROS could regulate secondary metabolism

through Atyaplp.



An effort was made to try and elucidate the mechanism by which ROS modulate the
lovastatin biosynthesis, and Atyapl, was silenced, using pGdpPki-RNAi vector. The
transformants showed a marked sensitivity to H,O,, also showed an early and high
sporulation. Preliminary results also showed a precocious and elevated level of lovastatin. It
has been reported that Yapl can Yaplp positively and negatively modulate different EOX
response genes. Therefore, it is proposed that AtYapl positively regulates Sodl, but
negatively lovastatin pathway genes. i.e. lovE. These results are not conclusive, but a wedge

to discuss whether this mechanism by which lovastatin biosynthesis can be regulated.

In another analysis we fount the existence of several binding sites for transcription factor SrrA
(Skn7) in the promoter regions of lovE and lovF. Northern-blot analysis was performed and
the expression profile of sr74 gene (homologous to Skn7), during lovastatin fermentation,
was obtained, (Mendoza et al., in review). In SSF in this gene was expressed during idiophase
while in SmF, apparently expressed throughout tropho- and idiophase of lovastatin, but at

points of time lapses apparently expression.

This expression pattern, together with the discovery of the multiple binding sites of this
transcriptional factor, found in the promoters of the pathway suggests that SrrA also can play
an important role in controlling the production of lovastatin, perhaps explaining the

particularities biosynthesis in SSF.



1. INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios (MS) microbianos son usualmente productos de alto valor
comercial, con un enorme rango de actividades bioldgicas. En hongos filamentosos, los MS
usualmente no son producidos durante la fase rapida del crecimiento, sino que son

sintetizados durante una etapa subsecuente (idiofase) (Barrios-Gonzalez et al. 2005).

La lovastatina, es un metabolito secundario producido por A. terreus, y por sus propiedades
anticolesterolémicas, es un producto de alto valor farmacéutico y comercial. El hecho de que
la principal causa de muerte a nivel mundial, sean las enfermedades relacionadas con eventos
cardiovasculares, que a su vez estan relacionadas con altos niveles de colesterol en plasma,
explica el éxito comercial de la lovastatina, simvastatina y otras estatinas en el campo

comercial (Barrios-Gonzalez & R. Miranda 2010).

El cluster biosintético de la lovastatina, consta de 18 probables ORFs, entre los cuales el gen
lovE codifica la proteina reguladora del cluster. Este gen codifica para un factor
transcripcional del tipo Dedos de Zinct++ binuclear. Las mutantes con este gen delecionado
no produjeron lovastatina ni sus intermediarios, y por tanto se asumi6 que el gen /ovE regula
la produccion de lovastatina a nivel transcripcional, i.e. un factor de transcripcion especifico
de la ruta (Kennedy 1999). Ademas, el producto del gen cred actua negativamente mediante
represion por catabolito en Aspergillus. La presencia de probables sitios de union a CreAp
(SYGGRG) en el promotor de lovE sugiere que CreAp puede mediar la represion de la
biosintesis de lovastatina por glucosa (Hajjaj et al. 2001). Ademas, se ha encontrado que
LaeAp (regulador global del metabolismo secundario) es requerido para la expresion del

cluster biosintético de lovastatina en A. terreus (Bok & Keller 2004).

Por otra parte, la biosintesis de lovastatina en FS ha hecho evidente la existencia de otros
factores o estimulos, relacionados particularmente con este sistema de cultivo, y que influyen

sobre la expresion de los genes biosintéticos de lovastatina (Barrios-Gonzalez 2012).

La FS es un método de cultivo alternativo que ha ganado la atencion de los investigadores en
los tltimos 20 afos. Existen varias ventajas en el empleo de varios procesos de FS sobre la
FL convencional. Muchas de estas ventajas estan relacionadas a la fisiologia especial del
hongo en FS, i,e., un comportamiento que se desvia del mostrado por el hongo en FL, algunas
veces, a esto se le denomina “fisiologia del medio solido”. Las razones para esta fisiologia
diferente en FS no estd completamente entendida, pero los avances recientes en este campo,

muestran un panorama interesante.
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Se ha reportado que la produccion de lovastatina mediante FS, ha llegado a ser 30 veces
mayor con respecto a la FL (Bafios et al. 2009). Con el objeto de investigar sobre los eventos
responsables para que se dieran estas diferencias en el nivel de produccion del metabolito, se
desarrollaron estudios a nivel molecular. Los resultados mostraron que la alta produccion de
lovastatina en FS esta relacionada con una mayor intensidad en la transcripcion del gen

regulador lovE y los genes biosintéticos (Barrios-Gonzélez et al. 2008).

Estos y otros estudios indicaron que existen ciertos estimulos ambientales que hacen notar al
hongo que se encuentra en medio solido. Estos estimulos pueden ser detectados y entonces
transducidos, disparando asi, un nimero de eventos a nivel molecular. Ademas, algunos
estimulos ambientales del medio solido (sefiales) se han identificado (Barrios-Gonzalez
2012).

Un estimulo ambiental que puede ser detectado por el micelio en FS, es el contacto directo
con el aire, y es posible que este efecto de estimulacion sobre el metabolismo secundario,

pueda ser a través del EOX o por la formacion de ROS.

Las ROS son generadas como subproductos del metabolismo aerdbico. Un exceso de ROS
conduce al EOX y como consecuencia, puede dafiar directa o indirectamente moléculas como
el ADN, proteinas y lipidos (Folch-Mallol et al. 2004), sin embargo, existe evidencia que esta
acumulacion de ROS también provee sefiales vitales para funciones de diversos procesos

celulares (Rhee 2006; Veal et al. 2007).

Se conoce que las ROS producidas en ciertos puntos de tiempo durante el ciclo celular y a
concentraciones fisiologicas adecuadas, pueden participar de manera significativa en la
homeostasis del organismo y sus funciones celulares (Reverberi et al. 2008). Como segundos
mensajeros, las ROS juegan un papel importante en el proceso de desarrollo de las plantas,
asi como en los mecanismos de defensa contra patégenos (Jones 1994). Efectos similares han
sido mostrados en mamiferos, donde niveles apropiados de ROS estimulan las reacciones
antioxidantes, la modulacion del sistema inmune y la regulacion de la proliferacion celular

(Bokoch & Knaus 2003).

Estudios recientes en hongos, han evaluado la participacion de las ROS en los procesos de
diferenciacion (Aguirre et al. 2005; Aguirre et al. 2006). Por ejemplo, las ROS generadas por
la NADPH oxidasa, las cuales en gran parte son controladas por la superdxido dismutasa
(SOD) y la catalasa (CAT), desempefian una actividad importante en diferentes aspectos del

desarrollo fingico, tales como el crecimiento y la diferenciacion (Lara-Ortiz et al. 2003). Es
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importante notar que el gen sod! codifica para la superoxido dismutasa (SOD1) citoplasmica,
la cual es inducida por EOX en hongos (Pocsi et al. 2005). En Neurospora crassa, el inicio
de la transicion de conidia a germinacion es afectado por el oxigeno singulete, generando un
desbalance redox (Lledias et al. 1998). También en 4. nidulans, niveles elevados de ROS se

han detectado durante la diferenciacion celular (Lledias et al. 1998; Aguirre et al. 2005).

Estudios recientes apoyan una interaccion funcional entre el EOX y el metabolismo
secundario (Roze et al. 2011). Se ha propuesto que como una respuesta compensatoria a una
situacion de EOX, es la formacion de MS con funcién antioxidante (Lee et al., 2005), por
ejemplo, Narasaiah et al., (2006) sugirieron que la biosintesis de aflatoxinas (AT) producidas
por A. parasiticus, puede aparecer en respuesta a la acumulacion de ROS, para restablecer el

estado redox del hongo.

Actualmente, el mecanismo molecular que conecta al MS, con el EOX y el desarrollo no esta
claro (Roze et al. 2011). Cabe aclarar, que el modelo de estudio que hasta ahora ha sido
empleado para estudiar esta relacion, es la biosintesis de AT por diferentes especies de
Aspergillus (Narasaiah et al. 2006; Jayashree & Subramanyam 2000; Reverberi et al. 2008;
Roze et al. 2011), no encontrandose hasta el momento, ningun estudio que relacione al EOX

con otro tipo de MS.

Hasta la fecha, las ROS no han sido asociadas con la biosintesis de lovastatina (un MS
diferente a las AT), por lo que el presente trabajo se enfoco en encontrar una relacion entre el
EOX y la biosintesis de éste metabolito. Ademas, se ha realizado un esfuerzo en encontrar las
diferencias en la acumulacion y control de ROS en FS y FL, lo cual podria ayudar a explicar
la alta produccion de la lovastatina y quizas otras caracteristicas de la fisiologia del medio

solido.
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2. ANTECEDENTES.
2.1. Metabolismo Secundario.

2.1.1. Aspectos Generales.

Los metabolitos secundarios (MS) microbianos, son compuestos producidos principalmente
por hongos y actinomicetos, usualmente en la fase tardia del crecimiento (idiofase), son
compuestos con una variedad en estructuras quimicas complejas, producidos por cepas de

ciertas especies microbianas, y por algunas plantas (Barrios-Gonzalez et al. 2005).

Aunque los antibioticos son los MS mejor estudiados, existen otros con un enorme rango de
actividades biologicas, y que por lo tanto, tienen importancia potencial para la industria

(Barrios-Gonzalez et al. 2003).

Estos compuestos, no juegan un rol fisiolégico durante la fase exponencial del crecimiento.
Ademas, se han descrito como opuestos a los productos del metabolismo primario (como
aminodcidos, nucledtidos, lipidos y carbohidratos), que son esenciales para el crecimiento

(Barrios-Gonzalez et al. 2003).

Una caracteristica de los MS, es que éstas moléculas no se producen durante la fase rapida
del crecimiento (trofofase), sino que son sintetizados en una etapa de produccion subsecuente

(idiofase) (Barrios-Gonzalez et al. 2003).

La produccién de estos compuestos inicia cuando el crecimiento es limitado por el
agotamiento de un nutriente clave: carbono, nitrégeno o fosfato. Por ejemplo, la biosintesis de
penicilina por Penicillium chrysogenum inicia cuando la glucosa se agota del medio de
cultivo y el hongo inicia el consumo de lactosa, que es un aziicar de mas lenta asimilacion

(Barrios-Gonzélez & Tomasini 1988) .

2.1.2. Familias biosintéticas.

Los MS microbianos, muestran una enorme diversidad de estructuras quimicas. Sin embargo,
sus rutas biosintéticas estan unidas a una red mas uniforme del metabolismo primario. Se ha
mostrado que éstas moléculas, son formadas por rutas alternas al metabolismo primario y que
parten de un numero pequeio de puntos de ramificacion, los cuales definen una amplia

categorias de familias biosintéticas (Barrios-Gonzalez et al. 2003; Keller et al. 2005):
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1. Metabolitos derivados del acido shikimico (aminoacidos aromaticos): ejemplos son los

alcaloides ergot y los antibidticos candicidina y cloramfenicol.

2. Metabolitos derivados de aminoacidos: esta familia incluye los antibidticos B-lactamicos,
como penicilina, cefalosporinas y cefamicinas, asi como antibidticos ciclicopéptidicos tales

como la gramicidina o la ciclosporina como agente inmunosupresivo.

3. Metabolitos derivados del Acetil-CoA (y compuestos relacionados, incluyendo los
intermedios del ciclo de Krebs): Esta familia puede subdividirse en policétidos y terpenos.
Ejemplos de este grupo, incluye al antibidtico eritromicina, el compuesto
insecticida/antiparasitario avermectina, y el agente antitumoral doxorubicina. Un ejemplo del

segundo grupo es el agente antitumoral no toxigénico taxol.

4. Metabolitos derivados de azucares: ejemplos de este grupo, son la estreptomicina y la

kanamicina .

2.2. MS derivados del Acetil-CoA: LAS ESTATINAS.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades cardiovasculares son
la principal causa de muerte. Se calcula que en 2008 murieron por esta causa 17,3 millones de
personas, lo cual representa un 30% de todas las muertes registradas en el mundo’. La
hipercolesterolemia es la acumulacion de colesterol en el plasma sanguineo, que provoca la
aterosclerosis (obstruccion de las arterias), propiciando el desarrollo de enfermedades

coronarias y ataques cardiacos (Lara et al. 2004)

Del colesterol total, s6lo una tercera parte es derivada de los alimentos que consumimos,
mientras que los otros dos tercios son sintetizados por el higado y en menor cantidad por otros
organos (Alberts et al. 1980). Por esta razon, el control del colesterol mediante la inhibicion
de su biosintesis, es una estrategia importante para reducir los niveles de colesterol en sangre

(Rollini 2002).

> Global status report on noncommunicable disaeses 2010. Geneva, World Health

Organization, 2011.
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Las estatinas son un grupo de farmacos que inhiben selectivamente la HMG-CoA reductasa
(3-hidroximetil-3-metilglutaril-coenzima A), que es la enzima reguladora y limitante de la

velocidad en la biosintesis del colesterol (Fig. 1) (Kapur & Musunuru 2008; Rollini 2002).

Acstato
HMG-CoA

‘—* HMG-CeA reductasa
Lanostcrol »> LatIstcrol

irfﬁ“‘* M

ne
5,7,24-colestantrien-3B-01 ———» 7-dehidrocolestero

*— |1.DHC-A"reductasa

.
e

Desmosterol P Colesterol

Fig. 1Ruta biosintética del colesterol. La HMG-CoA reductasa es la enzima limitante de la biosintesis de esta molécula.

Dentro de este grupo podemos encontrar estatinas naturales (lovastatina y pravastatina), semi-
sintéticas (simvastatina) y sintéticas (atorvastatina y fluvastatina) (Fig. 2) (Barrios-Gonzalez
& R. Miranda 2010). Estos compuestos disminuyen los niveles de colesterol; particularmente
las lipoproteinas de baja densidad o colesterol de baja densidad (conocido popularmente como
el colesterol malo); con un ligero aumento de las lipoproteinas de alta densidad (colesterol
bueno), por consiguiente, previenen la acumulacion de la placa de colesterol dentro de las

arterias (Alberts et al. 1980; Manzoni et al. 1999).
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Fig. 2 Estructuras quimicas de las estatinas naturales y sus derivados: simvastatina y pravastatina (Barrios-Gonzalez & R.
Miranda 2010).

Ademas, las estatinas han surgido como medicamentos preventivos de vanguardia, por que
reducen la tasa de mortalidad en pacientes con colesterol elevado (Maiques Galan et al. 2004).
También se han observado efectos pleiotropicos (o asociados) con el empleo de las estatinas
(Wang et al. 2008). Es asi que potencialmente, estds moléculas podrian emplearse como

terapia en enfermedades cronicas como:

Cancer: Se encontraron decrementos significativos en la incidencia de nuevos melanomas
cuando se evaluo la eficacia de lovastatina en la prevencion de enfermedades cardiovasculares
(Dulak & Jozkowicz 2005), ademas se observd una reduccion en el riesgo de diferentes tipos
de cancer como el colorectal, de mama, prostata, higado y pancreas con el empleo de la

terapia de estatinas (Bonovas et al. 2006; Glynn et al. 2008).

Sindrome Metabélico y Diabetes mellitus: Las estatinas pueden tener un efecto
antihipertensivo, promoviendo la circulaciéon coronaria colateral, mejorando asi el

metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a insulina (Guijarro 2001).

16



Osteoporosis: se observd en ensayos clinicos que las estatinas tienen efectos benéficos sobre

la densidad mineral 6sea, reduciendo asi el riesgo de fractura (Pahan 2006)

Enfermedad de Alzheimer: se ha observado hasta un 70% de disminucion del riesgo en
desarrollar esta enfermedad. Ensayos preclinicos mostraron que las estatinas pueden atenuar
la amiloidosis cerebral reduciendo con ello el riesgo de padecer la enfermedad (Fassbender et
al. 2001).

Enfermedad de Parkinson: las estatinas potencialmente regulan el metabolismo lipidico
cuando éste se encuentra desregulado, lo cual puede ser crucial para prevenir dafios en el

sistema nervioso central (Adibhatla & Hatcher 2008).

Esclerésis multiple (EM): Diversos ensayos clinicos demostraron que las estatinas redujeron
la morbilidad en pacientes con EM, al reducir el nimero y volumen de nuevas lesiones.
Ademdas se mostrdé que las estatinas previenen y pueden revertir la encefalomielitis

autoinmune en modelos animales con EM (Pahan 2006).

Artritis reumatoide (AR): las estatinas demostraron en ensayos clinicos un efecto
inmunomodulatorio y antiinflamatorio en pacientes con esta enfermedad, ya que modifico la

funcion endotelial en pacientes con AR (McCarey et al. 2005).

Otros usos potenciales de las estatinas: se han reportado que las estatinas también disminuyen
el riesgo de Depresioén con en pacientes con enfermedades de arteria coronaria (Pahan 2006);
asi también se redujo el riesgo en presentar el Sindrome de Ovario Poliquistico, el cual

frecuentemente coexiste con ostros desordenes cardiovasculares (Kodaman & Duleba 2008).

El mecanismo por el cual las estatinas pueden actuar en el tratamiento de estos padecimientos,

se justifica en la Fig. 3.
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Fig. 3 Modelo que explica la gran variedad de efectos biologicos de las estatinas; y por tanto, los usos actuales y potenciales.
La inhibicién de la HGM-CoA reductasa, no solamente reduce los niveles de colesterol, sino también los intermediarios
isoprenoides, afectando la prenilacion de las proteinas G (i.e., Ras). Esto puede resultar en la modulacién de la transduccion
de sefales de los receptores hacia la expresion de los genes, que directa o indirectamente afectan el balance
proliferacion/apoptosis, quimiosinas inflamatorias, y mensajeros citogenéticos, todos mediados por proteinas G (Barrios-
Gonzélez & R. Miranda 2010).

Por las razones antes mencionadas, se explica el gran éxito a nivel mundial de las estatinas en
el campo médico y comercial. Tan sélo en el 2006, dos de las estatinas encabezaron la lista
Forbes de los 20 farmacos mas vendidos, reportando ventas de hasta 8.4 billones de dolares
anuales; y con todos los usos potenciales, se pronostica un incremento en el uso de estos

farmacos (Barrios-Gonzalez & R. Miranda 2010).

2.3. La lovastatina.

La lovastatina es generada a través de la ruta de sintesis de los policétidos (), su formula
molecular es C24H360s, con un peso molecular de 404.5 g/mol y su estructura se presenta en la
Fig. 4. Esta fue la primera estatina desarrollada para uso clinico y aprobada por la US FDA
(United States Food and Drug Administration), para el tratamiento de la hipercolesterolemia

el 31 de agosto de 1987 (Tobert 2003).
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Fig. 4 Estructura quimica de la lovastatina (Rollini 2002)

La lovastatina es un inhibidor de la enzima hidroximetilglutaril coenzima A (HMG- CoA)
reductasa (mevalonato: NADP1 oxidoreductasa [EC 1.1.1.34]) la cual cataliza la reduccion de

HMG-CoA a mevalonato () durante la sintesis del colesterol (Hajjaj et al. 2001).

La ruta biosintética de la lovastatina se ha investigado por resonancia magnética nuclear y
espectroscopia de masas (Yoshizawa et al. 1994; Hendrickson et al. 1999). Estos estudios
concluyeron que la lovastatina estd compuesta de dos cadenas de policétidos unidas a través
de un enlace éster, las cuales son ensambladas por la Policétido Sintasa, resultados que
provienen de la clonacion y la parcial caracterizacion del cluster de genes biosintéticos de

lovastatina de A4. terreus (Hajjaj et al. 2001).

El cluster de genes biosintéticos de la lovastatina consiste en 18 probables marcos de lectura
abiertos (open reading frames u ORFs), 2 de los cuales codifican para proteinas reguladoras,
lovE y lovH ( Fig. 5, (Rollini 2002).

19



lovB (LNKS)

37kb

lovF (LDKS) ORF12 lovH ORF14 ORF15 ORF16 ORF17 ORF18

§ Potential resistance genes, @ Polyketide biosynthesis, () Transesterase, @) Transportergenes,

2kb

Regulatorygenes, (8 Cytochrome P450 genes and (0) unknown function

Fig. § Clister biosintético de la lovastatina: /ovB y lovF biosintesis de policétidos; lovC enoil reductasa; lovD transesterasa;
lovE'y lovH genes reguladores; ORF2 y ORF17 genes del citocromo P-450; ORF1 y ORF10 genes potenciales de resistencia;
ORF12 y ORF16 genes de transporte; lovG, ORF12, ORF15y ORFI8 funcion desconocida) (Barrios-Gonzalez & R.
Miranda 2010).

2.3.1. Biosintesis.

Investigaciones anteriores llevadas a cabo en una cepa de Monascus ruber sobre las estatinas
. 14 .

monacolina J y L, y que fueron marcadas con ~C, sugiere que estos compuestos son

precursores de la lovastatina y que por lo tanto pueden clasificarse como metabolitos

intermediarios de la ruta de biosintesis de lovastatina (Endo et al. 1985).

Estudios en Monascus ruber, Paecilomyces viridis y Aspergillus terreus sobre la ruta que
involucra la sintesis de lovastatina, han demostrado que la ruta es iniciada a partir de unidades
de acetato. La monacolina L, que es sintetizado a partir de 9 moléculas de acetato, es
convertido luego a monacolina J mediante una hidroxilacion, para posteriormente convertirse

en lovastatina () (Rollini 2002; Barrios-Gonzélez & R. Miranda 2010).

Recientes investigaciones genéticas han estudiado el mecanismo enzimatico involucrado en la
biosintesis de lovastatina. Los resultados mostraron que hay un Sistema Multifuncional de
Policétidos Sintasa (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 Dicétido Sintasa (LDKS) involucrada en la transferencia del

metilbutiril al costado de la cadena de la monacolina J (Kennedy 1999).

Han sido dilucidados los genes que codifican estas enzimas y los factores regulatorios en la

produccion de lovastatina en A. terreus que son la clave en el entendimiento de la biosintesis.
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En general, los recientes avances en la clonacion de genes han permitido la identificacion de

9
mas enzimas involucradas en la biosintesis de la lovastatina y han confirmado la ruta de

biosintesis hipotética de investigaciones anteriores
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Fig. 6 Ruta biosintética de lovastatina, mostrando las enzimas involucradas y los genes que lo codifican (Barrios-Gonzéalez &
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2.3.2. Produccion Industrial.

Las investigaciones llevadas a cabo desde 1970 han indicado la posibilidad de obtener un
amplio rango de estatinas, tanto como los productos finales e intermediarios del metabolismo

microbiano secundario.

Se han desarrollado procesos a gran escala solamente para pocas de las estatinas descritas en
la literatura. Para otras moléculas, la investigacion todavia esta en curso y por lo tanto son
susceptibles de desarrollo. Estos estudios han resultado en un profundo entendimiento de los
diferentes aspectos relativos a los mecanismos involucrados en la produccion de las estatinas,

lo que ha generado el conocimiento necesario para el desarrollo de proceso a gran escala.

La lovastatina (llamada mevinolina) fue la primera estatina en ser aprobada por la FDA de EU
(1987) y puesta a disposicion para el mercado farmacéutico como un medicamento
anticolesterolémico. Esta estatina fue obtenida de una cepa aislada del suelo y clasificada
como Aspergillus terreus en los Laboratorios CIBE en Madrid (Espaia) y de Monascus ruber
(Ilamada monacolina K) por (Endo 2008). Pocos afios después la lovastatina también fue
obtenida de 17 cepas de diferentes especies de 124 cepas probadas de Momnascus, en
particular, M. ruber, M. purpureus, M. pilosus, M. vitreus, y M. pubigerus. (Hajjaj et al. 2001;
Rollini 2002).

La produccion convencional de lovastatina se ha llevado a cabo mediante FL empleando
mutantes mejoradas de A. terreus (Manzoni et al. 1998). Recientemente la productividad de la
cepa de A. terreus ATCC 20542 (productor original de lovastatina), fue incrementado por el
grupo Metkinen OY (Finland), hasta alcanzar 7- 8 g/L, utilizando procedimientos de
mutagénesis y la experiencia adquirida en el desarrollo de programas de mejoramiento de

procesos (Rollini 2002).

Por otro lado, se ha producido lovastatina empleando Aspergillus flavipes mediante FS
usando diferentes sustratos solidos, tales como salvado de trigo, harina de soya, salvado de
grano, desechos frutales y sus combinaciones. Se encontré que empleando salvado de trigo se
llegaba a producir hasta 13.49 mg/g (s6lido seco) de lovastatina en camas estancadas y 16.65
mg/g de lovastatina en camas agitadas aireadas, después de 6 dias de fermentacion (Valera et

al. 2005).

La FS es un método de cultivo antiguo que se ha modernizado en los tultimos 20 afios, de

manera que se considera una tecnologia emergente con gran potencial para la produccion de
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enzimas y metabolitos microbianos (Robinson et al. 2001). Existen varios estudios para la

obtencion de lovastatina mediante FS (Valera et al. 2005; Wei & Xu 2007; Bafios et al. 2009).

En afios recientes, los investigadores han mostrado un creciente interés en este tipo de
fermentacion, como una alternativa potencial a la FL, dado que se pueden utilizar sustratos
economicos (como residuos agricolas), se requiere poco procesamiento y las etapas de
transmision continua, utiliza menos potencia y genera menos efluentes. Ademas, la FS tiene
una alta productividad y ofrece mejor estabilidad de producto. Previamente, este cultivo era
empleado principalmente para la produccion de enzimas industriales, pero en la actualidad,
esta tecnologia es aplicada para la produccion de MS (Barrios-Gonzalez et al. 2005; Robinson

et al. 2001; Barrios-Gonzalez 2012).

Biocon (Biocon, Bangalore, India) es una de las compaiiias que ha obtenido la aprobacion
para la produccion de lovastatina por el FDA de EU (Enero 2001). Fue la primer compaiiia
hindu, en obtener esta aprobacion para moléculas derivadas de fermentacion para uso
farmacéutico. El proceso de produccion de lovastatina, esta basada en una tecnologia propia
de fermentacion, el Plafractor, un biorreactor a gran escala de matriz sélida (Suryanarayan &
Mazumdar 2003). Este nuevo biorreactor, tiene las ventajas de un sustrato sélido y la FL, y
permite la reduccion de problemas debidos a procesos posteriores durante la extraccion del

producto.

También se ha encontrado que al producir lovastatina por Aspergillus terreus en FS,
empleando poliuretano como soporte inerte, hay una produccion 30 veces mayor que en FL.
Al emplear un soporte inerte, permitid conocer la producciéon especifica, obteniendo un
parametro comparable con respecto a lo obtenido en FL, y se encontré que ésta era 13 veces

mayor en FS con respecto a FL (Bailos et al. 2009).

2.4. Regulacion de la Biosintesis de MS.

Ya que las rutas biosintéticas secundarias estan vinculadas a las rutas metabolicas primarias y
utilizan los mismos intermedios, los mecanismos regulatorios tales como: induccion,
regulacion por catabolito y/o regulacion por retroalimentacion, regulan su biosintesis. Estos
mecanismos regulatorios especificos de las rutas, operan en conjunto con un control general el

cual esta ligado a la velocidad de crecimiento (Barrios-Gonzalez et al. 2005).
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En FL, estos mecanismos regulatorios son controlados por manipulaciones ambientales. En
procesos de fermentacion para produccion de antibidticos regulados por carbono, son

conducidos lentamente utilizando fuentes de carbono como la lactosa (Pandey et al. 2008).

Estudios a nivel molecular han mostrado que los genes de las rutas biosintéticas de los MS
estan agrupados (en cluster) en el genoma del hongo o de los actinomicetos. Ademas, hay
estudios que indican que frecuentemente un gen especifico regulatorio esta incluido dentro de

este conjunto de genes (Keller et al. 2005).

2.4.1. Factores Transcripcionales que regulan la Biosintesis de MS.

La co- regulacion de estos clusteres puede, en parte, se explicado por el control
transcripcional coordinado de los genes biosintéticos por factores de transcripcion de dominio

“estrecho” o “amplio” en hongos (Keller et al. 2005).

Los reguladores especificos de dominio estrecho, usualmente se localizan en el cluster y
regulan positivamente la expresion de genes. Estas proteinas son a menudo de tipo Zn(II)-Cyss
zinc binuclear, las cuales son una clase de proteinas que s6lo estan en hongos y tienen
dominio de unién al ADN en cluster. Las proteinas arquetipicas en este grupo es AfIR
(regulador de la biosintesis de aflatoxinas), las proteinas Zn(II)-Cys son requeridas para la
activacion de genes de biosintesis de aflatoxinas y esterigmatocistina. Tipico para este grupo
de proteinas de union al ADN, AfIR reconoce y se une a secuencias palindromicas

encontradas en los promotores de los genes biosintéticos (Woloshuk et al. 1994).

Se ha conocido por mucho tiempo que la biosintesis de MS se produce en respuesta a
estimulos ambientales, incluyendo la fuente de carbono, nitrogeno, temperatura, luz y pH.
Los factores de domino amplio, son Factores Transcripcionales importantes en integrar las
respuestas a estos parametros. Varios estudios indican que las respuestas a las sefales
ambientales son transmitidas a través de Factores Transcripcionales de tipo de Dedos
Cys-His-Zinc que median la sefializacion de carbono (CreA), nitrégeno y pH (PacC). La
regulacion por factores de transcripcion de dominio amplio o estrecho, asegura que las rutas
de los MS pueden responder a la demanda de un metabolismo celular general y la presencia

de inductores de ruta especificos (Keller et al. 2005).
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2.4.2. Manipulacion de la Regulacion de la Biosintesis de Lovastatina para mejorar su

Produccion Biotecnologica.

El entendimiento de los mecanismos de regulacion de la biosintesis de lovastatina, podria
resultar en mejoras en los niveles de produccion de este metabolito secundario, ya sea
mejorando las condiciones del cultivo para el hongo, o realizando mejoramiento genético de

la cepa. A continuacién se mencionan algunos avances en esta area:

2.4.2.1. Regulacion por Represion Catabdlica.

Debido al conocimiento de los genes y enzimas involucrados en la ruta de biosintesis, poco es
conocido a cerca de la regulacion y fisiologia de la biosintesis de lovastatina. Se ha
observado que a través de las fuentes de carbono y nitrogeno son por las que se ejerce una
regulacion compleja sobre la expresion de genes y actividades de enzimas de la sintesis de
policétidos, posiblemente a nivel de represion por catabolito o debido a sefiales debido a la

limitacion en la velocidad de crecimiento o la limitacion de sustrato (Hajjaj et al. 2001).

El inicio de la biosintesis de lovastatina después del consumo de glucosa, puede atribuirse
tanto al desahogo de la represion por catabolito o por la limitacion de la fuente de carbono.
La represion catabolica por carbono, es mediada por el producto del gen cred que actia
negativamente. La unioén de la proteina CreAp e un sitio especifico del promotor de genes
involucrados en la utilizacion de fuentes alternativas de carbono, previene su expresion en

presencia de glucosa u otras fuentes represivas de carbono (Hajjaj et al. 2001)

El cluster biosintético de la lovastatina, consta de 18 ORF's, entre los cuales, se han sefialado
a dos como proteinas regulatorias, LovE y ORF13 (o LovH). El andlisis del cluster genético
de la biosintesis de lovastatina, reveld que posee la secuencia consenso SYGGRG, el motivo
de union de la proteina CreAp in vivo, esta presente de forma duplicada en la region proximal
al 5" del ORFI3 (SYGGRG(N);5SYGGRG) y en el promotor de ORF8 'y lovE
(SYGGRG(N);,CYCCRW). La presencia de probables sitios de union funcionales para
CreAp en dos genes regulatorios, sugieren que la represion de la biosintesis de lovastatina por

glucosa, podria ser regulada por CreAp.

Se han reportado buenas producciones de lovastatina con una cepa silvestre de Aspergillus
terreus (TUB F-514), empleando un medio de produccion que contenia lactosa como fuente
de carbono, harina de colza como fuente de nitrogeno organico y nitrato de potasio como

fuente de nitrégeno inorganica, asi como una solucion de elementos traza, logrando obtener
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producciones de lovastatina cercanas a los 400 pg/ml (Szakacs et al. 1998). Este medio fue
modificado y empleado logrando con éxito mayores producciones tanto en FL (convencional)
y FS (empleando un medio concentrado 2.5x) con la misma cepa empleada por Székacs et al.
(1998), lograndose producciones de 570 ug/ml (493 pg/mg biomasa) en FL y de 815 pg/mg
biomasa en FS, es decir, 13 veces mayor respecto a la produccion especifica en este Gltimo

sistema (Bafios et al. 2009).

2.4.2.2. Regulacion por Producto Final.

También se ha identificado que regulacion por producto final existe en la biosintesis de
lovastatina en A. terreus, i.e., la lovastatina inhibe su propia biosintesis. La liberacion de esta
inhibicioén por producto final puede mejorar la produccion de lovastatina considerablemente

(Jia et al. 2010).

2.4.2.3. Regulador Global del Metabolismo Secundario: LaeA

LaeA, es un regulador del metabolismo secundario fungico. La delecion de laed, bloquea la
expresion del cluster de genes, como el de la esterigmatocistina (carcindgeno), penicilina
(antiobidtico) y lovastatina. Contrario a esto, la sobreexpresion de laeA, dispara el incremento
de la transcripcion de genes de la penicilina y lovastatina y su subsecuente formacion de
producto en Aspergillus sp. (Fig. 13). La expresion de laed es regulada negativamente por
AfIR, un factor de transcripcion Zn,Cys, de la esterigmatocistina, en una retroalimentacion
ciclica, asi como por dos elementos de la transduccion de seiales, la proteina quinasa A y
RasA. Aunque estas dos ultimas proteinas, también regulan negativamente, las cepas DlaeA
muestran poca diferencia en la produccion de esporas, comparadas con la cepa silvestre,
indicando que el rol primario de LaeA es el de regular los cluster de genes metabolicos (Bok
& Keller 2004).

En Aspergillus terreus (TUB F-514) se observo que la sobreexpresion de /laeA, incrementd su

nivel de produccion de manera significativa (Pérez-Aguirre, manuscrito en preparacion).

2.4.24. Fisiologia Especial del Medio Solido.

La produccion de lovastatina mediante FS, ha hecho evidente la existencia de otros factores o

estimulos que pueden regular la biosintesis de lovastatina, ademas de los ya mencionados.
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La FS es un método de cultivo alternativo a la FL, el cual ha ganado la atencion de los varios
investigadores a nivel mundial en los ultimos 20 afios, debido a que existen muchas ventajas
sobre el cultivo tradicional (FL), como lo son los altos rendimientos de productos de valor
comercial; ademads, ciertas enzimas y MS solamente pueden ser producidos mediante FS, a
esto se le ha denominado “fisiologia especial del medio solido” (Barrios-Gonzalez et al.

2008).

Como se menciond anteriormente, se han reportado producciones mayores de lovastatina 30
veces mayores con respecto a la FL (Bafios et al. 2009), lo cual lo hace interesante desde el
punto de vista de produccion, por lo que el sistema ya fue patentado. Esto llama la atencion
por las implicaciones biotecnologicas que puede alcanzar, por lo que querer entender los
mecanismos regulatorios que permiten la alta produccion en FS, nos permitira a futuro
disefiar estrategias racionales de mejoramiento genético de cepas que puedan emplearse a

nivel industrial.

Con objeto de entender los mecanismos o eventos responsables de estas diferencias en el nivel
de produccion, se realizaron estudios a nivel molecular. Los resultados mostraron que la alta
produccion de lovastatina en FS esta relacionada a una mayor intensidad en la transcripcion

del gen regulador lovE y los genes biosintéticos (Barrios-Gonzalez et al. 2008).

Estos estudios indicaron que existen ciertos estimulos ambientales que hacen notar al hongo
que se encuentra en medio solido. Estos estimulos deben ser detectados y entonces
transducidos, disparando un nimero de eventos a nivel molecular. Ademas, se han
identificado algunos estimulos ambientales en cultivo solido (sefiales) (Barrios-Gonzalez

2012).

Un estimulo que potencialmente puede ser detectado por el micelio en FS, incluye el contacto
directo con el aire, y es posible que este contacto pueda estimular la biosintesis a través del

EOX o por la formacion de ROS.

2.5.  ;Qué son las ROS?

El dioxigeno (O,) es uno de los gases mas importantes de la Tierra. Constituye el 21% de la
atmosfera, 89% del peso del agua de mar y al menos 47% de la corteza terrestre. Ademas, casi
todos los seres vivos utilizan el dioxigeno para respirar y obtener energia. La vida aerobica es
aquella que se da en un ambiente rico en oxigeno (O,) y que desarrolla un metabolismo

consistente en la transferencia final de electrones al O, reduciéndolo a agua (H>O) para la
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obtencion de energia. Este proceso constituye el ultimo paso de la fosforilacion oxidativa, que
se da a nivel mitocondrial y que acopla un flujo electronico, cuyo aceptor final es el O,, a la

generacion de ATP (Folch-Mallol et al. 2004).

A partir del O, se forman durante la respiracion, moléculas mas reactivas conocidas como
especies reactivas de oxigeno o ROS (Fig. 7). Las ROS regulan varios procesos celulares

pero también resultan nocivas para los organismos (Aguirre et al. 2005).

e+ H*

e +2H’ e +H*
02&" O, Hzoz OH"* N H,O

Fig. 7 Las especies reactivas del oxigeno (ROS), superoxido (O,e-), peroxido de hidrogeno (H,0,), y radical hidroxilo (HO»),
se generan a partir de la reduccion parcial del oxigeno molecular (O,).

Las ROS son derivados del oxigeno mas reactivo que el O, en su estado basal. El H,O, es un
oxidante débil; sin embargo, difunde y cruza las membranas facilmente y, al reaccionar con
algunos metales de transicion como el fierro o el cobre reducidos (Fe,” o Cu’
respectivamente) forma al radical hidroxilo (HO®) uno de los radicales conocidos con mayor
reactividad. En el ion peroxido los dos atomos se encuentran unidos por un solo enlace débil,
de tal forma que al aceptar un par de electrones extra, este enlace se elimina totalmente. La

protonacion de este producto genera agua (Folch-Mallol et al. 2004).

El dioxigeno singulete (10,) a diferencia de las ROS mencionadas, no es producto de la
reduccion parcial del dioxigeno basal. El 10, se genera mediante la captacion de energia por
uno de los electrones desapareados del O, en su estado basal, al cambiar de giro forma el
1Zg0,. Esta forma del oxigeno singulete es muy inestable y decae en la forma 1AO, cuando
se aparean los dos electrones de los orbitales n* de antiunion. La forma 1AO; puede volver al
estado de dioxigeno basal con la emision de un foton o bien puede aceptar un electrén o un

par de electrones con giros opuestos, razon por la cual el 10, resulta tan reactivo (Fig. 8).
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Fig. 8 Estructura electronica de las ROS generadas a partir de la molécula de dioxigeno (Folch-Mallol et al. 2004).

2.5.1. Generacion de ROS.

En aerobiosis, la principal fuente de ROS es la cadena de transporte electronico mitocondrial,
que acopla la reduccion del O, a la generacion de ATP. Esencialmente, los electrones de
flavinas reducidas FADH, (flavina adenina dinucle6tido) y NADH (nicotinamida adenina
dinucledtido) provenientes de la glucolisis o del ciclo de Krebs fluyen hasta el O, a través de
una serie de complejos proteicos ubicados en la membrana interna mitocondrial: Complejo I:
NADH deshidrogenasa, complejo II: succinato deshidrogenasa, complejo III: citocromo ¢
reductasa y complejo IV: citocromo oxidasa. Los electrones fluyen a través de los complejos
por transferencia a grupos flavinas, centros hierro-sulfuro (Fe-S), grupos hemo ¢ iones cobre

que poseen las proteinas de estos complejos.

La ubiquinona y el citocromo ¢ son las moléculas encargadas de transportar los electrones
desde un complejo al siguiente. Cualquiera de estas moléculas es susceptible de donar un
electron al O, en lugar de al siguiente componente de la cadena, generandose asi el ion O;" .
La reduccion puede seguir hasta la formacion de H,O, por superposicion de orbitales
moleculares entre el dador electronico y el anion O, . Este proceso genera una mezcla de
O, y HyO, en proporcion diferente entre los distintos componentes de la cadena de

transporte electronico.
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Existen xenobiodticos que interaccionan con los componentes de la cadena de transporte
electronica y que provocan un aumento en la produccion de O," a través de dos mecanismos:
bloqueando el transporte electronico en algin punto de la cadena, con un aumento
consiguiente en el estado reducido de los transportadores anteriores, o funcionando como
aceptores de electrones de algun transportador y donadores de estos electrones al O,, siendo
éste el caso de drogas como el paraquat o la menadiona, que utilizan los electrones de NADH

o NADPH para reducir al O, generando O," en un mecanismo conocido como redox-cycling.

Existen mas fuentes de electrones, a nivel mitocondrial, que pueden reducir parcialmente al
oxigeno, como la glicerol-fosfato deshidrogenasa (Drahota et al. 2002) o la monoamin
oxidasa (Hauptmann et al. 1996; Cadenas & Davies 2000), que cataliza la desaminacion

oxidativa de aminas biogénicas, generando H,O».

La exposicion a radiaciones X, y o UV también promueve la formacion de ROS. La
produccion de ROS puede ser enzimatica, como es el caso de los enzimas detoxificadores
SOD, que generan H,O, + O, a partir de 2 moléculas de O,". Es también el caso de las
NADPH oxidasas, localizadas en la membrana celular de macrofagos, células
polimorfonucleares y células endoteliales (Babior 2000; Babior 2002; Vignais 2002) asi como
de las oxigenasas dependientes del citocromo P450 (Coon et al. 1992). Durante el
metabolismo de las purinas, las enzimas xantina deshidrogenasa y xantina oxidasa son otra

fuente de O," y H,O, (Turrens 2003).

Existen fuentes de H,O; independientes de la produccion de O™ ; es el caso de la B-oxidacion
de acidos grasos, catalizada por la acil-CoA oxidasa, que se da a nivel peroxisomal en células

eucariotas (Chance et al. 1979) (Fig.9).
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Fig. 9 Produccion y detoxificacion de ROS en las células eucariotas

El radical OHe se genera cuando un atomo de hierro ferroso transfiere un electron al H,O,

segun la reaccion de Fenton:

H,0, +Fe*'—O0H- +FeOQ,+ +H" —Fe**+OH- +OHe

El Fe’" es reducido a Fe* por el anién O, asi como por cisteinas o glutation. De esta forma,
lugares en los que se generan radicales H>O, y O,", como es el caso de la cadena de
transporte electronico mitocondrial, proporcionan las condiciones para la formacion de radical
OHe segun la reaccion de Fenton. El cobre (en su forma Cu+t) también puede catalizar esta
reduccion. El hierro ferroso libre, es decir, no incorporado en enzimas ni en proteinas que
almacenan hierro, proviene de la liberacion desde centros Fe-S dafados por oxidacion, de la
pérdida espontanea de metales que sufre, por ejemplo, la aconitasa de Escherichia coli

(Varghese et al. 2003) asi como de pérdidas en procesos de trafico de hierro.
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2.5.1.1. Generacion de ROS en hongos.

Junto con las fuentes de ROS mencionadas anteriormente, son mas de tres enzimas que
producen ROS en las células fungicas y estan involucradas en la regulacion del desarrollo en
eucariontes, la NADPH oxidasa (NOX), la glioxal oxidasa y la NO sintasa (Belozerskaya &
Gessler 2007; Aguirre et al. 2005).

La NADPH oxidasa (NOX) fue el primer ejemplo de enzima dedicada a la produccion de
ROS y fue descrita en animales y plantas. El reciente descubrimiento de enzimas NOX en
microorganismos eucarioticos, expande el rango de posibilidades de las funciones de esta

enzima sobre la regulacion (Aguirre et al. 2005).

2.5.2. Las ROS como moléculas seializadoras.

Se han establecido los efectos dafiinos de las ROS sobre el ADN, proteinas, lipidos y otros
componentes celulares y su participacion en los procesos patologicos, sin embargo, una gran
cantidad de evidencia muestra que las ROS juegan un papel especifico en las funciones

celulares (Cano-Dominguez et al. 2008).

Estudios anteriores han demostrado que las ROS participan activamente en diversos procesos
bioldgicos, que incluyen el normal crecimiento celular, induccion y mantenimiento de un
estado transformado, la muerte celular programada y la senescencia celular (Finkel 2003;
Aguirre et al. 2006).

Se sabe que las ROS producidas en ciertos puntos de tiempo del ciclo de vida celular y a bajas
concentraciones fisiologicas, desempefian funciones cruciales en la homeostasis del

organismo Yy las funciones celulares (Reverberi et al. 2008).

Como segundos mensajeros, las ROS estan involucrados en procesos de desarrollo en plantas
y en mecanismos de defensa contra patégenos y estrés abidtico (Apel & Hirt 2004; Jones
1994). Efectos similares se han observado en mamiferos, donde niveles apropiados de ROS
estimulan las reacciones antioxidantes, la modulacion del sistema inmune y la regulacion de

la proliferacion celular (Bokoch & Knaus 2003).

Asi mismo, estudios recientes han revelado que las rutas de sefializacion son reguladas por el

estado intracelular redox (Kamata & Hirata 1999).
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2.5.2.1. Las ROS en el desarrollo flingico.

Se ha propuesto que la diferenciacion celular es una respuesta al EOX. De acuerdo a esto, el
crecimiento y los estados diferenciados, son condiciones estables en las cuales los niveles de
ROS son mantenidos por un balance en la generacion de ROS (i.e. por mitocondria y NOX) y
la eliminacién (por enzimas antioxidantes) (Cano-Dominguez et al. 2008). Un cambio entre
estos dos estados ocurre cuando un incremento transiente en los niveles de ROS, ademas de

su capacidad celular de neutralizarlas (Aguirre et al. 2005) (Fig. 10).

El caracter transitorio de esta respuesta es debido en parte a que, el hecho de que niveles
elevados de ROS resultan en una alta expresion de enzimas que las descomponen. Ademas,
varios reportes en diferentes microorganismos eucaridticos han mostrado una correlacion
entre los procesos de desarrollo y la regulacion de enzimas antioxidantes especificas, tales
como las superoxido dismutasas (SODs), catalasas, peroxidasas y peroxirredoxinas (Aguirre

et al. 2005).

Radical anién superoxido (O;").

Durante la respiracion, parte del oxigeno usado por la mitocondria (2 al 5%) es reducido
incompletamente, formando el anion radical superéxido O," (cuya produccion calculada para
S. cerevisiae es de 6-7 nmol/min). Ademas de la cadena respiratoria, el O," es un producto
intermediario generado en reacciones que involucran a la xantina oxidasa, monooxigenasas
microsomales, lipooxigenasas y como resultado de la autooxidacion de tioles, flavinas,
quinonas y catecolaminas, asi como la reduccion de xenobioticos. El estrés por superoxido en
Aspergillus nidulans conduce a cambios en la expresion de genes e inicia la diferenciacion de
la cleistotecia (6rgano de reproduccion sexual). La fusion de mixamoebae y la diferenciacion
subsecuente en el mixomiceto Dictyostellium discoideum son acompainados por un
incremento en el contenido intra y extracelular de O," . La deficiencia del radical superdxido
perjudica el proceso sexual y la germinacion de las ascosporas en el ascomiceto Podospora

anserine y Neurospora crassa (Belozerskaya & Gessler 2007).
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Fig. 10 Modelo de regulacion de la diferenciacion celular por ROS (Aguirre et al. 2005).

H,O0,.

El H,0O, es generado durante la transformacion del O," tanto espontdneamente como con el
involucramiento de la SOD (superoxido dismutasa). El estudio de la formacién de H,O; en el
hongo Scleotium rolfsii antes del comienzo de la diferenciacion (antes del desarrollo del
esclerotium), demostré6 que la tasa de formacion en el micelio fue de 440.5 nmol/min/g
biomasa seca e incrementd 2.5 veces después de iluminacion o de la adicion de iones de
hierro.  En hongos, la molécula de HO, como molécula sefial estd involucrada en varios
procesos, tales como el cambio en tasa de crecimiento, diferenciacion y proliferacion. Como
se demostro, el H,O, influencia la actividad de los genes de A. nidulans, incluyendo los genes
de defensa antioxidante; induce la diferenciacion de la esclerotia en S. rolfsii y la transicion
del crecimiento filamentoso y la patogenicidad en Ustilago maydis; y activa la queratogénesis

en N. crassa (Belozerskaya & Gessler 2007).

HO-.

El H,O; es capaz de reaccionar con metales de valencia variable, por ejemplo, con Fe*" y Cu”

(reacciones de Fenton) o con O," (reacciones de Haber-Weiss), para formar un radical
extremadamente reactivo como es el radical hidroxilo (HO®). EI tiempo de vida del HO® es
muy corta (menor de 1 ns); sin embargo actia muy rapido (a una tasa constante de 10°-10'"° 1
mol™ s). EI HOe es capaz de reaccionar virtualmente con todas las moléculas biologicas,

oxidando DNA, proteinas y lipidos (Belozerskaya & Gessler 2007).

. .y . 1 1 . . r
La luz visible aumenta la generacion intracelular del "O,. El O, reacciona con biomoléculas,

por ejemplo, con 4cidos grasos y bases de ADN, formando H,O, e hidroperéxidos. El 'O,
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estimulan la formacion de esporas, el desarrollo de la conidia, y la sintesis de carotenoides en

N. crassa.
Iones, Radiaciones y otros factores.

La ionizacion (rayos a-, B-, 8- y rayos x) y radiaciones ultravioleta (extremo 200-290 nm,
medio 290-320 nm y cerca 320-420 nm) aumentan la generacion de ROS en células y
esencialmente influyen en la actividad fisiologica de los hongos (Belozerskaya & Gessler

2007).

Ademas, los cambios de pH en el medio, temperatura, osmosidad, presion parcial de oxigeno,
asi como concentraciones de sustratos, secado, dafio mecanico y otros factores externos
influencian el crecimiento y desarrollo microbiano e induce la generacion de radicales de

oxigeno en las células fungicas (Belozerskaya & Gessler 2007).

2.5.2.2. Enzimas Antioxidantes como Indicadores de ROS en el Desarrollo

Celular.

Las Superdxido Dismutasas (SOD), son enzimas abundantes presentes en muchos de los
organismos aerobicos y anaerobicos. Su actividad conocida es la dismutacion del radical

superoxido (O,") para dar dioxigeno y peroxido de hidrégeno:
20, +H2H > 0O, +H,0O,

Varios investigadores han estudiado la respuesta al EOX midiendo la actividad de la enzima

SOD y/o la expresion de su gen correspondiente (Kreiner et al. 2000).

En varios hongos Aspergillus y Neurospora crassa, el gen que codifica para una Cu, Zn-SOD,
es conocido como sod! (Bermingham-McDonogh et al. 1988). La levadura posee dos SOD, la
MnSod codificada por el gen sod2 que se localiza en la mitocondria y la Cu/Zn-Sod
codificada por el gen sod! de localizacion citoplasmica. La Cu/Zn Sod parece ser la enzima
que remueve O," del citoplasma y posiblemente también del peroxisoma, mientras que la
MnSod parece proteger la mitocondria del O," generado durante la respiracion y en la
exposicion al etanol (Jamieson 1998). Cabe mencionar que la falta de esta proteina también

provoca un fenotipo osmosensible (Garay-Arroyo et al. 2003).

Se ha observado que el gen de la SOD de manganeso, es inducido durante el desarrollo de la
espora en Colletotrichum graminicola y en el desarrollo de esferulacion en el hongo

Physarum polucephalum. Durante la fase estacionaria, muchos microorganismos desarrollan
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resistencia a estrés que se compara con esporas. La SOD es esencial para la sobrevivencia en
la fase estacionaria de Saccharomyces cerevisiae y en Candida albicans, una SOD
manganeso citoplasmica es expresada a la entrada de la fase estacionaria. Ademas, una de
cuatro Cu,Zn-SOD es inducida durante la transicion a hifa y también es requerida para

virulencia en la levadura C. albicans (Aguirre et al. 2005).

La Catalasa también conocida como H,0, oxidoreductasa (Ec. 1.11.1.6), transforma el
H,0; en O, y HO. S. cerevisiae posee dos de estas enzimas codificadas por los genes CTA1 y
CTTI. El gen CTAI codifica para la catalasa que se localiza en los peroxisomas, la cual es la
encargada de remover el H,O, que se produce durante la -oxidacion de los acidos grasos.
Como se ha mencionado, el gen CT7I se regula por EOX, osmoético y ante la falta de
nutrientes. Las cepas deficientes en ambas catalasas son hipersensibles al H,O; en la fase
estacionaria y las mutantes en uno u otro gen son incapaces de montar una respuesta

adaptativa al H,O; en fase de crecimiento exponencial (Folch-Mallol et al. 2004).

En el caso de hongos filamentosos, se ha encontrado que contienen distintos genes que
codifican la misma clase de enzimas que son reguladas diferencialmente de acuerdo a las
condiciones. Es el caso de dos genes de catalasas, catd y catB, de Aspergillus oryzae (Hisada

et al. 2005), y tres en el caso de Aspergillus nidulans (Kawasaki et al. 1997).

En el caso de Aspergillus nidulans, el gen catA codifica para una catalasa especifica de
esporas, la cual se va perdiendo durante la germinacion y el crecimiento, la actividad de catB
apenas es detectable en esporas asexuales (conidios), desaparece después de la germinacion e
inicia a acumularse a las 10 h después de la inoculacion de esporas, desde principio a fin del
crecimiento y conidiacion. El mRNA del catB se encuentra ausente en la conidia, y su
acumulacion se correlaciona con la actividad catalasa, sugiriendo que la expresion de catB es
regulado a nivel de transcripcion. El gen catB es inducido por H,0,, choque térmico,
paraquat, o el catabolismo del acido urico pero no por el EOS. Este patron de regulacion y su
rol protectivo en contra del H,O, ofrecido por catd y catB, en diferentes estados del ciclo de
A. nidulans, sugieren que los genes catalasas desarrollan una funcién redundante de satisfacer
la demanda de las catalasas en los diferentes estados de la regulacion metabolica y genética

representada por el crecimiento de la hifa contra las esporas (Kawasaki et al. 1997).

Las enzimas de la ruta de las pentosas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (ZWFI), la

trancetolasa (7KL1) y la ribulosa-5-fosfato epimerasa (RPEI) son enzimas cruciales para la
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produccion de poder reductor celular en la forma de NADPH. La glutation reductasa y la
tiorredoxina reductasa (ver abajo) requieren del NADPH como reductor para reducir el
glutation oxidado (GSSG) y la tiorredoxina. Dado que el GSH y la tiorredoxina son
antioxidantes importantes, no es sorprendente que las mutaciones que afectan a los genes de
las enzimas de la ruta de las pentosas vuelvan a las células hipersensibles a oxidantes tales

como el H,O» (Folch-Mallol et al. 2004).

La glutation reductasa es la enzima responsable de la reduccion de glutation oxidado
(GSSQ) y, por lo tanto del mantenimiento de la proporcion GSH/GSSG intracelular. Las
mutantes con defectos en el gen de la glutation reductasa (GLRI) acumulan un exceso de
glutation oxidado y son hipersensibles a oxidantes. La glutation peroxidasa cataliza la
reduccion de hidroperoxidos, al usar GSH como reductor. S cerevisiae presenta tres de estas
enzimas Gpxlp, Gpx2p, y Gpx3p. Mientras que la mutante nula de Gpx3p es hipersensible al
perdxido, las mutantes de las otras isoformas no muestran un fenotipo evidente (Folch-Mallol

et al. 2004).

La tiorredoxina peroxidasa (7sa) es una enzima abundante en la levadura, su nivel aumenta
al doble en respuesta a una concentracion de O, del 95% o en presencia de agentes que
contengan tioles como el mercaptoetanol. La tiorredixina peroxidasa reduce el H,O, y a
hidroperéxidos de alquilo en conjunto con la tiorredoxina reductasa y el NADPH (Folch-
Mallol et al. 2004).

Las peroxirredoxinas (Prxs) son una superfamilia de proteinas antioxidantes que dependen
de un grupo tiol para su funcion. A diferencia de las otras enzimas antioxidantes
mencionadas, las peroxirredoxinas no requieren de cofactores redox tales como metales o
grupos prostéticos. También conocidas como tiorredoxina peroxidasas (Tpx)
o alquilo hidroperéxido reductasas, estas enzimas protegen contra el HyO,,
hidroperoxidos orgénicos o peroxinitritos. Saccharomyces cerevisiae tiene al menos cinco
peroxirredoxinas que se localizan en distintos compartimientos celulares donde realizan
diferentes funciones. Ademas de su papel como antioxidantes algunas Prxs estan implicadas
en la regulacion de mecanismos de sefializacion mediados por H,O, (Folch-Mallol et al.

2004).
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2.5.2.3. Percepcion de las ROS y las respuestas antioxidantes en hongos.

Para entender los efectos de las ROS en la diferenciacion celular, es importante definir como
las células detectan las ROS y como los niveles de éstas son ajustadas. Aunque es posible
que las ROS endodgenas y exdgenas no causan los mismos efectos celulares, estudios sobre las
respuestas a las ROS exogenas en microorganismos eucaridticos han proveido un

entendimiento relevante en el entendimiento de la sefializacion por ROS (Aguirre et al. 2005).

Una caracteristica critica en la respuesta al EOX es la necesidad de una répida sefalizacion de
un nuevo ambiente estresante, el cual a su vez conduce a una reprogramacion de genes y la
expresion de lo productos génicos requeridos para amortiguar la elevacion letal de ROS.
Debido a que una elevacion de ROS puede pasar rapidamente, las rutas de respuesta de los
hongos deben ser igualmente rapidas, la célula debe ser capaz de detectar el balance redox
alterado, modular la actividad de reguladores transcripcionales apropiados, y entonces inducir

la expresion de genes blanco relevantes (Moye-Rowley 2003).

Los mecanismos que regulan la respuesta fungica en el cambio oxidante, pueden ser

clasificados en dos tipos:
a) Control por Localizacion Nuclear y
b) Regulacion de la Actividad Via Fosforilacion.

Ciertas rutas, tales como la modulacion de la proteina quinasa Styl en Schizosaccharomyces
pombe, son influencias por estos dos tipos de mecanismos regulatorios. Otros factores de
respuesta oxidante, tales como Yaplp o Hsflp de S. cerevisiae, parecen ser regulados a nivel

de localizacion nuclear o fosforilacion (Moye-Rowley 2003).

a) Control por localizacion nuclear.

La compartamentalizacion del ADN gendmico dentro de la membrana nuclear provee un
importante mecanismo para la regulacion de las proteinas regulatorias sintetizadas
transcripcionalmente. La barrera de la membrana nuclear permite el acceso de factores de
transcripcion hacia sus genes blanco para controlar la regulacion a través de la localizacion de
estas proteinas modulatorias clave. Estos genes reguladores, como todas las proteinas con un
sitio de accion nuclear, deben cruzar la membrana nuclear a través del poro nuclear (Moye-

Rowley 2003).
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Las proteinas que son factores de transcripcion tipo bZip (cremalleras de leucina) operan bajo
este mecanismo. Entre los factores mas extensamente estudiados en S. cerevisiae estan tres
proteinas llamadas Yaplp, Yap2p y Gendp las cuales participan en la respuesta protectora de

la levadura contra las condiciones de EOX (Folch-Mallol et al. 2004).

Brevemente, la Fig. 11 muestra que el regulador clave del movimiento direccional nuclear es
una pequefia GTPasa llamada Ran en células mamiferas, y codificada por el gen GSPI en S.
cerevisiae. Gsplp es mantenida en un estado primario unido a GTP dentro del nucleo a través
de la accion de un factor de intercambio de nucledtidos de guanina llamada Prp20p, mientras
que la actividad de Gsplp GTPasa es estimulada principalmente por la proteina de activacion
Rnalp GTPasa presente en el citoplasma. Las proteinas contienen secuencias de sefial cortas
conocidas como sefiales de localizacion nuclear que interactia con carioferinas (importinas)
que en turno pueden ser importadas a través del poro dentro del interior nuclear. Una vez
llegadas adentro del nticleo, la Gsp1p-GTP estimula la disociacion del complejo cargado de la
carioferina. A la inversa, la exportacion nuclear ocurre cuando una proteina contiene una
sefial de exportacion nuclear (NES, por nuclear export signal) unida al homoélogo de la
carioferina llamada Exportina (tal como Crmlp en S. cerevisiae y S. pombre) junto con
Gsplp-GTP. El complejo entonces se mueve al citoplasma, donde Rnalp estimula la
actividad de la GTPasa de Gsplp, conduciendo a la disociacion del complejo (Moye-Rowley

2003).

Las células fingicas han dirigido la localizacion nuclear de varios componentes de su
maquinaria de respuesta a la modulacion del EOX. Esto permite la preexistencia de conjuntos
de proteinas para ser rapidamente reclutadas dentro de sus roles de respuesta al estrés (Moye-

Rowley 2003).

Uno de los primeros ejemplos de un factor de transcripcion en el cual la localizacion nuclear
es regulada por el EOX es la proteina de region basica de cremallera de leucina (bZip),

llamada Yaplp de S. cerevisiae.

Yaplp fue primero identificado por su similaridad bioquimica con AP-1 de mamiferos
(Aguirre et al. 2006; Reverberi et al. 2008). La secuencia de ADN de Yaplp indicod que el
producto génico muestra similaridad en la secuencia limitada a la region del dominio bZip.
En S. cerevisiae parece ser que Yaplp es un regulador positivo de la expresion de genes, pero
poco se conoce acerca de su papel in vivo de esta proteina, aunque el trabajo de varios
laboratorios evidencian que Yaplp juega un rol en la homeostasis redox (Moye-Rowley

2003).
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Fig. 11 Regulacion por oxidantes de Yaplp. A) Condiciones de no estrés y B) Condiciones de EOX por diamida o por H,0,
(Moye-Rowley 2003).
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El papel de Yaplp en la regulacion de enzimas que protegen contra oxidantes se hizo evidente
cuando se descubrié que mutantes en yapl resultaban hipersensibles a diferentes agentes
oxidantes. Las mutantes deficientes en Yaplp presentan una disminucion en la transcripcion
de los genes que codifican varias enzimas con actividad antioxidante como la superoxido
dismutasa, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la glutation reductasa (Folch-Mallol et al.

2004).

En estas mutantes la respuesta adaptativa al H,O, se encuentra seriamente afectada, lo cual
muestra que Yaplp afecta la transcripcion de los genes que median esta respuesta. Esto se ve
apoyado por el hecho de que la presencia del gen YAPI en un alto nimero de copias resulta en
un incremento modesto en los niveles celulares de glutation y en las actividades de las
enzimas antioxidantes mencionadas. Entre los genes activados por Yaplp se encuentran
aquellos que codifican para proteinas que participan en la sintesis del glutation y de la via de
las pentosas, la cistationina y-liasa (Cys3) que genera cisteina, un precursor del glutation a
partir de la cistationina, la y-glutamilocisteina sintasa (GSH1), que es la enzima limitante en la
biosintesis de GSH y la glutation reductasa dependiente de NADPH (GLRI), que recicla el
GSH oxidado. Yaplp también activa a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (ZWF1I), que
regula el flujo de carbon a través de la ruta de las pentosas y la transaldolasa (TAL!). Datos
experimentales demuestran que Yaplp y Skn7p cooperan para activar un grupo de genes entre
los que se incluye la catalasa citosdlica (CT7T1), la citocromo c peroxidasa (CCPI), la
peroxirredoxina (7SA7), la alquilo hidroperdxido reductasa (4HPI), la tiorredoxina 2 (TRX2),
la tiorredoxina reductasa (7RRI), la cobre/zinc (SODI) y la manganeso (SOD2) superoxido
dismutasas (Folch-Mallol et al. 2004).

Los posibles sitios de union de Yaplp se han localizado en la secuencia del promotor de

algunos genes como SODI, TWF, TRX2, GLRI y GSHI (Folch-Mallol et al. 2004).

La regulacion de los genes de la respuesta antioxidante mediada por Yaplp depende de la
acumulacion nuclear del factor. En presencia de H,O, dos residuos de cisteina forman un
enlace disulfuro intramolecular provocando un cambio conformacional que enmascara el sitio
de reconocimiento del factor por un sistema de exportacion nuclear (mediado por
Crml1p/Xpolp), esta oxidacion promueve la acumulacion nuclear. Una tiorredoxina nuclear,
también controlada por Yaplp, reduce al factor y permite su devolucion al citoplasma (Fig.

11) (Folch-Mallol et al. 2004).

Uno de los primeros factores que mostraron ser reclutados en el nucleo en respuesta al estrés
fue la proteina de union elemento respuesta a estrés Msn2p (y su homoélogo Msndp). Msn2p
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se encontrd que es requerida para la activacion de la expresion del gen de la catalasa
citosolica CTT1 en respuesta al EOX. Mientras que claramente se ha demostrado que Msn2p
se requiere tanto para la expresion de CT7T! y ser localizada hacia el nicleo en respuesta a
otros estreses. Modelos actuales para la regulacion de Msn2p/Msndp argumentan que €sos
factores parecen responder a un amplio conjunto de estreses para inhibir el crecimiento y de
esta forma permitir que las células se ajusten a la imposicion del estrés. Estudios detallados
sobre la localizacion nuclear de Msn2p han mostrado que reducciones en los niveles de AMP
ciclico pueden provocar la acumulacion nuclear, aunque un segundo regulatorio introducido
parece inhibir el exporte de esta proteina bajo la imposicion de estrés. De este modo, Msn2p
(y Msn4p) no esté directamente regulado por cambios en el estado redox sino que es regulado
por mas efectos globales causados por estrés. Es interesante que, al menos en el caso de C.
albicans, este circuito de estrés general Msn2p/Msndp se ha reportado que no existe. (Moye-
Rowley 2003)

El control de la localizacion nuclear es una importante area experimental bajo una intensa

investigacion.

b) Regulacion via Fosforilacion.

Uno de los sistemas mas ampliamente estudiados, involucra un serie de proteinas quinasas
que act@ian secuencialmente, referidas como la cascada de la proteina quinasa mitégeno
activada (MAPK, del inglés Mitogen-Activated Protein Kinase). Este modulo de
sefalizacion, consiste de un MAPK quinasa quinasa (MAPKKK) corriente arriba que es
activada para fosforilar su objetivo, una MAPK quinasa (MAPKK). La fosforilacion de
MAPKKK hacia MAPKK entonces permite que ésta quinasa fosforile la ltimo objetivo
quinasa en la ruta, que es la MAPK, conduciendo a la activacion de esta molécula de
sefializacion clave. MAPK fosforilada y activa, puede entonces regular corriente abajo

moléculas efectoras, conduciendo a los efectos regulatorios apropiados (Moye-Rowley 2003).

Las rutas de MAPK han sido implicadas en la tolerancia al EOX en células animales y ciertas

especies fungicas.

Una familia conservada de MAPK's que incluye en S. cerevisiae a Hogl, en S. pombe a Spcl
(también llamada Styl) y en mamiferos p38 y JNK, son cruciales para la transduccion de

muchas sefiales de estrés, principalmente de EOX (Aguirre et al. 2005).
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Estudios sobre las MAPK Spc1-Styl han conducido a la caracterizacion de una ruta completa
involucrada en la respuesta a H,O,. Esta ruta involucra un sistema de fosforilacion de tipo
bacteriano, compuesta por un hibrido de quinasas de histidina Mak2, Mak3, proteinas de
fosfotransferencia Mprl y regulador de respuesta Mcs4, el cual activa la cascada de estrés
MAPK, compuesta de la MAPKKK Wis4 (llamada también Winl), MAPKK Wisl y MAPK
Spcl-Styl (Aguirre et al. 2005).

El hibrido de histidina quinasa Makl y el regulador de respuesta Prrl, parecen estar
involucrados en la transduccion de sefiales por H,O,, también ambos son requeridos para
inducir el gen de catalsa c#/+ en respuesta al H,O,, en un modo independiente de Spcl.
Ademas del Prri, los factores de transcripcion bZIP Atfl y Papl median la expresion
inducida por peréxido de ctt/+ y otros genes. Una vez que A#f] es activado por Spcl-Styl,
es regulada la expresion de un conjunto de genes en respuesta al HO, y otras condiciones de
estrés. Papl no es un sustrato de Spcl-Styl pero puede activar c#t/+ en respuesta a H,O,

independientemente de esta MAPK (Aguirre et al. 2005).

Resultados recientes indican que bajas concentraciones de H,O, inducen la formacion de
enlaces disulfuro intramolecular y la activacion de Papl. En S. cerevisiae el homoélogo de
Papl es Yapl, el cual desempeiia una funcion fundamental en la activacion de la expresion de
genes en respuesta al EOX. Se ha demostrado que Yapl puede discriminar entre diferentes
tipos de EOX y que la tiol peroxidasa Gpx3 (Orpl) trabaja como un sensor-transductor de
H,0; que media la oxidacion-activacion de Yapl, a través de la formacion transitoria de un
enlace disulfuro intramolecular entre Gpx3 y Yapl. La Tioredoxina inactiva esta ruta por la

reduccion del sensor y regulador (Aguirre et al. 2005).

Se ha sugerido por los datos reportados un mecanismo analogo por el cual Tpxl, el Gnico 2-
Cys-peroxiredoxina presente en S. pombe, regula la activacion inducida por el HyO, de Styl
(Spcl) a través de la formacion del enlace disulfuro entre Tpx1 y Styl (Veal et al. 2007). En
células de mamiferos, la tioredoxina actiia como un inhibidor sensible al redox de MAPKKK
ASKI, la cual activa las rutas de JNK y p38 y regula la muerte inducida por estrés. La
activacion inducida por H,O, de Trx-ASK1, Gpx3-Yapl y Tpx-Spcl puede mostrar

mecanismos con la regulacion redox de otras proteinas sefializadoras (Aguirre et al. 2005).

En S. pombe Atfl, Prrl y Papl participan en rutas que detectan el H,O;, involucran la
expresion de numerosos genes necesarios para contender con este y otros tipos de estrés;
respuestas comunes y similares se han reportado para S. cerevisiae y C. albicans. Es probable

que varios de estos mecanismos que detectan H,O, también estén conservados en hongos
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filamentosos y otros eucariontes inferiores. En A. nidulans, SakA MAPK, homologo a Spcl -
Styl, es activado por H,O, y EOS y regula la expresion del gen de catalasa catB en respuesta
a H,O,. Ademas, los homodlogos de todos los componentes de las rutas que detectan H,O,

descritas en S. pombe se encuentran en A. nidulans y N. crasa (Fig. 12).
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Fig. 12 Ruta responsable de la respuesta a H,O, en Schizosaccharomyces pombe (Aguirre et al. 2005)

2.6. Relacion del Metabolismo Secundario, Desarrollo Fungico y EOX.

2.6.1. Metabolismo Secundario y Desarrollo Fingico.

Se ha observado por décadas, una asociacion entre la formacion de un producto natural y el
desarrollo morfologico. Por ejemplo, una clase inusual de mutantes de Aspergillus parasiticus
llamadas ‘sec’, son deficientes tanto para la esporulacion, como para la produccion de
aflatoxinas. Aunque estan presentes los genes que codifican las enzimas para sintetizar
aflatoxinas, la expresion de afIR, que es un regulador especifico de la ruta, se reduce de 5 a 10
veces en cepas toxigénicas comparada con la cepa parental. Un ejemplo similar, involucra una

mutacion en el gen fluP de A. parasiticus, que resulta en un fenotipo morfologico de hifa
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esponjosa, una reduccion en el nimero de esporas asexuales producidas y una reduccion en el

nivel de produccion de aflatoxinas (Keller et al. 2005).

Se ha revisado recientemente la correlacion del metabolismo secundario con el desarrollo
fungico, y los autores hacen una nota especial en la regulacion conjunta de estos procesos, a
través de la proteina G heterométrica y la ruta de transduccion de senales de la proteina
quinasa A. Particularmente, han sido bien caracterizadas FadA, una proteina G en 4. nidulans,
y PkaA, una proteina quinasa que se encuentra corriente abajo en la ruta regulatoria de FadA
(Calvo et al. 2002). Ambas proteinas, regulan negativamente la sintesis de aflatoxinas y

esterigmatocistina (Fig. 13) (Keller et al. 2005).

» Crecimiento

BriA

l

Conidiacion Esterigmatocistina Penicilina

Fig. 13 Controles integrados en la transduccion de sefiales en la produccion de esporas (conidiacion) y el metabolismo
secundario en Aspergillus nidulans. Las lineas continuas, muestran las rutas conocidas, y las lineas punteadas indican una
ruta hipotética. FadA, subunidad o de una proteina G, heterotrimérica; FIbA, una proteina regulatoria que tiene un motivo

RGS (regulador de la sefializacion de proteina G); PkaA, subunidad catalitica de una proteina quinasa A; BrlA, factor de
transcripcion, producto del primer gen de la via reguladora central de la conidiogénesis; AfIR (regulador de aflatoxinas), un
factor de la transcripcion especifica de la biosintesis de esterigmatocistina/aflatoxina (Keller et al. 2005).

PkaA regula la produccion de esterigmatocistina transcripcional y post- transcripcionalmente,
a través del producto del gen de afIR, y se postula que una cascada regulatoria similar,
controla la regulacion en A. parasiticus. AfIR es inactivado por PkaA, mediante fosforilacion,
y la transcripcion de aflR es reprimida por la actividad de PkaA; la represion de la
transcripcion de afIR es mediada por PkaA a través de una metil transferasa, llamada LacA

(Bok & Keller 2004).
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2.6.2. Metabolismo Secundario y EOX.

Toda la evidencia mostrada anteriormente, relaciona estrechamente el desarrollo fiingico con
el metabolismo secundario. Pero también se ha relacionado el desarrollo fingico con la
produccion de ROS como moléculas reguladoras o sefializadores, importantes para dicho
proceso, por ello no es dificil pensar que el metabolismo secundario puede estar relacionado

con la generacion de ROS.

Anteriormente, en Aspergillus parasiticus se observo que cepas toxigénicas (productoras de
aflatoxinas) requerian mayores concentraciones de oxigeno en la trofofase, con respecto a las
no toxigénicas (cepas mutadas que no producian aflatoxinas), de igual modo se observo que
las actividades enzimaticas antioxidantes fueron mayores en el paso de trofo- a idiofase.
Estos resultados sugirieron en su momento, que la produccion de aflatoxinas por la cepa
toxigénica, puede ser una consecuencia de un incremento en el nivel de EOX (Jayashree &
Subramanyam 2000). Mas adelante, se propuso que la formacion de aflatoxinas puede ocurrir

como una respuesta compensatoria a la acumulacion de ROS (Narasaiah et al. 2006).

La presencia de probables sitios de union a AP-1 en el promotor de afIR, sugirié que el EOX
puede regular la biosintesis de aflatoxinas. Mutantes AApyapA (ortdlogo de AP-1) en
Aspergillus parasiticus, mostraron un incremento en el EOX, conidiogénesis y biosintesis de
aflatoxinas prematura (Reverberi et al. 2008). Estos resultados comienzan a mostrar un
panorama de que el metabolismo secundario esta relacionado con el EOX, sin embargo, pocos
son los reportes que comienzan aportar sobre cual o cuales son los mecanismos por los que

puede llevar a cabo estas interacciones (Roze et al. 2011).

Hasta la fecha, las ROS no han sido asociadas en particular con la biosintesis de lovastatina y

mucho menos, se ha establecido si las ROS regulan de manera particular la biosintesis de este.
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3.  JUSTIFICACION

Los MS microbianos, son compuestos con una variedad en estructuras quimicas complejas,
producidos principalmente por hongos y actinomicetos (Barrios-Gonzéalez et al. 2003).
Aunque los antibidticos son los MS mas conocidos, existen otros con distintas actividades
bioldgicas; ejemplo de ello es la lovastatina, molécula que posee propiedades

anticolesterolémicas (Endo 2008).

Las enfermedades cardiovasculares, son la principal causa de muerte a nivel mundial siendo
la hipercolesterolemia, uno de los factor detonantes (Alberts et al. 1980). La lovastatina es un
MS producido por 4. terreus, y es de gran importancia comercial y médica, por que ademas
de sus propiedades anticolesterolémicas, ensayos clinicos han demostrado que ésta y otras
estatinas tienen efectos pleiotropicos (asociados) y potencialmente pueden emplearse en el
tratamiento de otras enfermedades crénicas como el cancer (Bonovas et al. 2006). Hoy en
dia, la lovastatina es blanco de estudio en protocolos de investigacion clinica para el
tratamiento de otras enfermedades (Dulak & Jozkowicz 2005), incluso, el afio pasado se
reporto el uso de éste fArmaco en el tratamiento de pacientes con VIH (Montoya et al. 2012) .
Ademas, de la lovastatina se obtiene el derivado “simvastatina”, firmaco que ha llegado a ser
el mas vendido a nivel mundial, generando ventas de hasta 12 billones de ddélares anuales

(Kidd 2006).

Por su importancia médica, la produccion biotecnoldgica de lovastatina ha sido y es blanco de
estudio. Particularmente, con este trabajo se pretende aportar un poco del conocimiento sobre
los muchos eventos que a nivel molecular pueden influir en la biosintesis de éste metabolito
secundario, lo cual podrd servir como base para disefiar estrategias racionales de
mejoramiento genético de la cepa productora, o incluso desarrollar mejores sistemas de

produccion.

Hasta la fecha, se han hecho esfuerzos para lograr mejorar las condiciones fisioldgicas del
hongo para que éste produzca mayores concentraciones de lovastatina, mediante la
optimizacion del medio y/o sistema de produccion (Szakécs et al. 1998; Suryanarayan &
Mazumdar 2003; Casas Lopez et al. 2004; Bafios et al. 2009), o realizando estrategias de
mejoramiento genético de las cepas productoras, empleando herramientas tradicionales de

mutagénesis (Rollini 2002).

Los mads recientes avances en esta area, han indicado que es mediante la produccion en FS

donde se han logrado las mas altas producciones de este metabolito. En nuestro grupo se
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desarrolld un sistema novedoso en FS (empleando como espuma de poliuretano como soporte
inerte), donde se logr6 una produccion de lovastatina 30 veces mayor que en FL (Bafios et al.
2009). Con el objeto de encontrar los eventos responsables de la diferencia en la produccion
de lovastatina entre FS y FL, se realizé un analisis de expresion de dos genes de la via: lovE y
lovF. Los resultados mostraron que la alta produccion de lovastatina en FS, se correlaciona
con altos niveles de expresion de ambos genes y por un periodo mas largo. La acumulacion
de transcritos de lovE en FS fue 4.6 veces mayor que en FL. Similarmente, la acumulacion de
transcritos de lovF, fue 2 veces mayor que los detectados en FL. Estos resultados mostraron
por primera vez, que la alta produccion de lovastatina en FS es debido, al menos
parcialmente, a elevados niveles de expresion del factor transcripcional lovE(Barrios-

Gonzélez et al. 2008).

La observacion de que en FS el micelio esta en contacto directo con el aire, en contraste con
el micelio de FL, nos hizo proponer la hipotesis de que éste estimulo puede influir en la alta
produccion de lovastatina, a través de la generacion de EOX o la produccion de ROS. En este
sentido, en nuestro grupo se desarrollaron métodos de seleccion racional y se aislaron
mutantes resistentes a EOX. Los resultados mostraron que 42% de estas mutantes, fueron
sobreproductoras en FS, pero malas productoras en FL y con ello, se concluyd que la
resistencia al EOX es una ventaja para que A. terreus produzca mayores concentraciones de

lovastatina en FS (Baiios et al., 2010).

El EOX es un desbalance entre la produccion de ROS y la capacidad antioxidante de la célula
(Folch-Mallol et al. 2004), y se sabe que las ROS generadas en ciertos puntos del desarrollo y
a concentraciones fisiologicas, juegan un papel importante en la homeostasis del organismo,
regulando diversos procesos celulares como la estimulacion de las reacciones antioxidantes, la
respuesta inmune, regulacion de la proliferacion celular, la diferenciacion, etc., esto en
mamiferos, plantas y hongos (Jones 1994; Rhee 2006; Veal et al. 2007; Bokoch & Knaus
2003; Aguirre et al. 2005).

En hongos, estudios recientes han evaluado el rol que juegan las ROS en los procesos de
diferenciacion; por ejemplo, se ha encontrado un desbalance redox provocado por una
elevacion en el nivel de ROS en el inicio de la transicion de conidio a hifa aérea en N. crassa
(Aguirre et al. 2005; Aguirre et al. 2006), y si con respecto al metabolismo secundario se
considera que el paso de trofo- a idiofase es una diferenciacion metabolica, se establecio la
hipotesis de que un estado oxidante (provocado por una elevacion en la concentracion de

ROS) estaria relacionado con el inicio de la idiofase en A. ferreus, por lo que se decidio
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estudiar comparativamente el estado oxidante que existe justo antes de iniciarse la idiofase de
lovastatina en FS y FL. Se analiz6 la expresion del gen sod/ como un indicador del estado
oxidante y se encontré que su expresion fue fuerte durante la trofofase y decayé bruscamente
justo al iniciar la idiofase (observado por la expresion del gen /ovE) en los dos sistemas de
cultivo. Ademas se observaron diferentes caracteristicas en la expresion de este gen para cada
uno de los sistemas de produccion tanto en intensidad como en duracion. La expresion de
sodl fue hasta 2 veces mas fuerte en FL que en FS, por un periodo de 6 h y de 8 h
respectivamente (Miranda et al. 2008), sugiriendo que en FS la respuesta a EOX es mas
eficiente que en FL y quizés sea esta caracteristica la que influye sobre el nivel de produccion

de lovastatina.

Son pocos los trabajos que han asociado a las ROS con el metabolismo secundario, y todos
ellos son referentes a la produccion de aflatoxinas (un metabolito secundario diferente a la
lovastatina) producido por diferentes especies Aspergillus (Jayashree & Subramanyam 2000;

Narasaiah et al. 2006; Reverberi et al. 2008; Roze et al. 2011).

Hasta la fecha, las ROS no han sido asociadas con la biosintesis de lovastatina, por lo que el
presente trabajo se enfocd en encontrar una relacion entre el EOX y la biosintesis de este
metabolito. Ademas, se realizd un esfuerzo en encontrar las diferencias en la acumulacion y
control de ROS en FS y FL, lo cual podria ayudar a explicar la alta produccion del metabolito

y quizas otras caracteristicas de la fisiologia del medio sélido.

Una mejor comprension de la fisiologia del medio solido, en particular durante la idiofase,
podra ser aplicada en el mejoramiento genético de cepas sobre productoras de lovastatina
especiales para FS e incluso cepas mejoradas para FL. Ademas, estos conocimientos podrian
aplicarse al disefio de procesos mas eficientes de FS o incluso procesos de FL novedosos. que
aprovechen estimulos de medio s6lido para produccion més eficiente de lovastatina (o incluso

para la produccion de otros metabolitos secundarios).
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4. HIPOTESIS

Un estado oxidante es necesario para iniciar y mantener la biosintesis de lovastatina, ya que
las ROS contribuyen a su regulacion. Las caracteristicas de este estado oxidante (intensidad y

duracion), determinan el nivel de produccion en FS y FL.

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion de las ROS en la biosintesis de lovastatina y su influencia sobre el

nivel de produccion en FS y FL.

5.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Confirmar la existencia de un PEO en la trofofase, que precede el inicio de
biosintesis de lovastatina.

2) Confirmar que las ROS son necesarias para la biosintesis de lovastatina, mediante
el empleo de oxidantes/antioxidantes exogenos.

3) Demostrar que las ROS inciden sobre la expresion del gen regulador lovE y
biosintético lovF.

4) Caracterizar in silico el promotor del gen lovE (factor transcripcional del clister

biosintético de lovastatina).
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Cepas, medio de cultivo y condiciones de cultivo.
6.1.1. Microorganismos utilizados.

6.1.1.1. Aspergillus terreus.

La cepa TUB F-514 utilizada para la produccion de lovastatina fue aislada previamente del
suelo en el desierto de Irak, por el Dr. Gyorgy Szakéacs y pertenece a la coleccion de la
Technical University of Budapest, Hungria. Esta cepa fue la mejor productora de lovastatina

en FL. Esta cepa es considerada de alta produccion (Szakacs et al. 1998).

6.1.1.2. Neurospora crassa.

La cepa FGSC 4200 (Fungal Genetics Stock Center), fue utilizada para la realizacion del
bioensayo, debido a la sensibilidad que presenta a la forma activa de la lovastatina, la -

hidroxiacida (Kumar et al. 2000).

6.1.2. Propagacion de esporas para FL y FS.

Esporas de Aspergillus terreus se generaron inoculando 50 ul de un stock de esporas
(guardadas en glicerol al 25% a -80°C), sobre 50 ml de Agar de medio Power en matraces
Erlenmeyer de 250 ml, se incubd a 30°C durante 4-5 dias, las esporas se colectaron con
Tween 80 al 0.2% y fueron contadas con ayuda de la cdmara de Newbawer. La cantidad se

ajusté para inocular con 2x10° esporas/ml a la FL, y con 1x10® esporas/ml a la FS.
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6.1.3. Medios de Cultivo.

6.1.3.1. Medio de propagacion de esporas y conservacion de cepas.

El medio para Propagacion de esporas y mantenimiento de cepa se describe en la Tabla 1.

Tabla 1 Composicioén del medio Power (mantenimiento y propagacion de esporas)

‘ Elemento g/L

Sacarosa 15
Lactosa 2.5
Bacto Peptona 2.5
Solidos de Maceracion de Maiz 0.5
NaCl 2
NaNO; 1
K,HPO, 0.28
MgS047H,0 0.275
FeSO4 7H,0 0.005
FeCl;-6H,0 0.0015
CuSO4-5SH,0 0.0005
Agar 15
6.1.3.2. Produccion de Lovastatina.

Tabla 2 Composicién del Medio de Produccion de Lovastatina para FL y FS.

Elemento

Glucosa 6 15
Lactosa 34 85
Harina de sova 3 7.5
KNO; 2 5
KH,PO, 3 7.5
NaCl 0.5 1.25
MgSOy4 0.5 1.25

Se ajustd el pH a 6.5 con NaOH 0.1 N.
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6.1.4. Condiciones de cultivo.

6.1.4.1. FL.

50 ml de medio de produccion (Tabla 2), se dosificaron en matraces Erlenmeyer de 250 ml y

se inocularon con 2x10° esporas/ml. Los cultivos se incubaron a 30°C a 200 rpm.

6.1.4.2. FS.

Se empled el medio de FL concentrado 2.5 veces (Tabla 2), el cual se inoculd de 1x10°
esporas/ml, el cual se uséd para impregnar el soporte solido (PUF de alta densidad, pretratado
como describe (Tomasini et al. 1997), a una humedad final de 85%. Se emplearon 6 g de
medio solido por cada matraz Erlemeyer de 250 ml, el cual iba cubierto con una tapa de papel

aluminio y parafilm (Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WI, USA).

6.1.4.3. CAJA DE PETRI

En experimentos iniciales se realizaron cultivos en Caja de Petri para determinar con facilidad
el rango de concentraciones de los antioxidantes y oxidantes exogenos. Se empled el medio
de produccion de FL, suplementado con agar al 2%. Se inocularon 1x10° esporas en el centro

de la caja, se incubod a 30°C durante 10 dias.

6.1.4.4. Empleo de Antioxidantes y Oxidantes exégenos.

Se emplearon antioxidantes como N-acetilcisteina (NAC, stock de 0.2 g/ml en HO, y
ajustado a pH 6.5 con NaOH 1 M) y tetrametiltiourea (TMTU, stock de 0.5 M en etanol al
95%), y los pro-oxidantes Paraquat (Methyl viologen dichloride hydrate, stock 0.5M en H,O)
y H,0, (9.8M)*. Todos los reactivos fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

% Para medir la concentracién del stock de H,0, y emplearlo a la concentracion deseada, se empled su
coeficiente de extincion molar (E=43.6 M™'-cm™), y empleado la formula A=E-M-L, donde A= Absorbancia a

240 nm, M=molaridad y L=Longitud del haz (=1).
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En Caja de Petri, los antioxidantes/oxidantes, fueron suplementados a la concentracion
requerida antes de que se solidificara el medio. En FL, se suplementaron diferentes
concentraciones en el tiempo inicial del cultivo, y en otros ensayos, a diferentes tiempos de la
trofo- e idiofase. En FS, los anti/oxidantes fueron suplementados en el medio de produccion a

la concentracion indicada, justo antes de impregnar el soporte solido.

6.2. Técnicas analiticas

6.2.1. Biomasa.

En FL, la biomasa se determind por peso seco, filtrando todo el contenido de un matraz a
través de un papel filtro de peso conocido, y secando a 80°C durante 3 dias hasta peso
constante. En el caso de FS, se determind indirectamente usando el contenido de acidos
nucleicos como lo reportado anteriormente (Pei-lian 2006), pero con las siguientes
modificaciones. Un gramo de cultivo solido, fue tratado con 5 ml de acido tricloroacético
(TCA, Sigma-Aldrich) al 5%, y se incub6 a 120°C durante 25 min, inmediatamente se enftrio
en hielo durante 10 min. De ahi, 1 ml de sobrenadante se centrifugdé a 10,000 x g a 4°C
durante 15 min. El sobrenadante se diluyo (de 5 a 20 veces) con TCA al 5% y se ley6é a una
absorbancia de 260 nm (Biophotometer, Eppendorf). EI contenido de biomasa de FS, se
correlaciond con el contenido de &cidos nucleicos contenidos en una cantidad conocida de
biomasa de FL del mismo tiempo del muestreo. La concentracion de acidos nucleicos del
sobrenadante, se calculé asumiendo que una solucidon que contiene 1 mg/ml de acidos

nucleicos, tuvo un absorbancia de 23 a 260 nm (Ooijkaas et al. 1998).

6.2.2. Extraccion y cuantificacion de Lovastatina.

Para FS, se coloco 1 g de cultivo solido en un tubo de ensayo con 10 ml de una mezcla de
acetonitrilo:agua (1:1 v/v), seguido de una agitacion a 200 rpm durante 30 min, e incubado en
un bafio sonico (Bradson) durante 30 min. Para FL, la lovastatina se extrajo tanto de micelio
como del caldo, de acuerdo a lo establecido por Bafios et al. (2009). La cuantificacion de

lovastatina (intracelular y extracelular), se realizd6 por HPLC, empleando una columna

54



Novapack C-18 (150x3.9mm, 4 um) de Waters Co., usando una fase moévil de acetonitrilo-
acido fosforico 0.1% (60:40 v/v), con un flujo de 1.5 ml/min, donde la forma B-hidroxiacida,
se determind a 238 nm con un detector de arreglo de diodos. Todos los solventes organicos

fueron proveidos por J.T.Baker.

En el caso de Caja de Petri, la extraccion de lovastatina se realizd6 mediante el siguiente
procedimiento. Un taco de agar por caja de Petri, fue retirado con ayuda de un sacabocados de
10 mm de diametro, se coloco dentro de un tubo de ensaye que contenia 5 ml de Acetato de
Etilo (J.T.Baker), se macer6 y se dejo reposando durante 2 h, después de este tiempo, se
tomaron 20 pl del sobrenadante, y se impregnd un papel filtro de 10 mm de didmetro hasta
secarse. El papel filtro impregnado, junto con controles de concentracion conocida (curva
estandar), se colocaron sobre una caja para bioensayo (20x20 cm) con medio PDA,
previamente inoculado con 2x10° esporas de N. crassa. La caja se selld con papel parafilm y
se incubd a 30°C durante 16 h. Se tom¢ la lectura, midiendo los halos de inhibicion, que se

correlacionaron con los datos obtenidos en la curva estandar.

6.2.2.1. Conversion de la lovastatina de su forma Lactona a su forma -

hidroxiacida.

20 mg de lovastatina (Fermic S.A. de C.V.), se disolvieron en 50 ml de NaOH 0.1 (preparado
con una solucién de Acetonitrilo al 25%). Esta mezcla se ajusté a pH 7.7 con HCI 0.1 N
(preparado en Acetonitrilo), se incubo a 45°C durante 1 h, se ajust6 el volumen a 100 ml y se
guardd en alicuotas de 1 ml a -20°C. Este proceso asegura un 98% de conversion de la forma
lactona a la forma B-hidroxiacida (Yang & Hwang 2006), sin embargo, hubo que confirmarlo
mediante HPLC, para obtener una curva patrén con las concentraciones reales de la forma f3-

hidroxiacida.

6.2.3. Extraccion y cuantificacion de azucares.

Para FS, se colocd 1 g de soporte humedo en un tubo con 10 ml de agua destilada, se agitd
durante 30 min a 200 rpm, del sobrenadante se tomd 1 ml para andlisis. Para FL, se tomo
directamente 1 ml del caldo para andlisis. La cuantificacion se realizé por HPLC, empleando
una columna YMC-Pack NH;, (Amino) S-512A (4.6x250 nm, S-5um, 12 nm) de Waters Co.,
usando una fase movil de acetonitrilo:agua (75:25 v/v) a un flujo de 2.0ml/min. Se estimaron

glucosa y lactosa a 138 nm con un detector de arreglo de diodos.
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6.2.4. Cuantificacion de ROS.

La oxidacion de la sonda H,DCF-DA (Sigma-Aldrich) por las ROS, se midio6 a través de una
cinética. A 10 ml de PBS con una concentracion de 20 mM H,DCF-DA, se le adicionaron
100 mg de micelio de FL o en su caso, 1 g de cultivo sélido de FS. La reaccion se incubd en
condiciones de oscuridad y en hielo durante 30 min. Transcurrido el tiempo, cada muestra se
filtro, se congeldo y se moli6 con N, liquido (con ayuda de mortero y pistilo).
Aproximadamente 500 mg del polvo (micelio molido y congelado), se adicionaron a un
microtubo de 1.5 ml negro (o dmbar), y a éste se le adicion6 1 ml de PBS frio. El tubo fue
vortexeado durante 20 seg y centrifugado a 12,000 x g a 4°C por 15 min. 200 pl del
sobrenadante se colocaron sobre un placa de 96 pozos para fluorescencia, la cual se leyo en el
lector multimodal DTX 880 Multimode Detector (Beckman-Coulter, Inc, Brea, CA, USA),
empleando 485 nm de excitacion y 530 nm de emision. Se realizo el mismo procedimiento,
pero sin emplear la sonda H,DCF-DA (control negativo), al final a la fluorescencia emitida en
las muestras tratadas con la sonda, se les rest6 la fluorescencia del control negativo. La
normalizacion de la Fluorescencia (dado en Unidades Relativas de Fluorescencia, o URF) se
obtuvo al dividir éste resultado entre el contenido de proteina (determinado por Bradford) o
por biomasa, en FL por peso seco y en FS por acidos nucleicos. Todo se realizd por

triplicado.

6.2.5. Determinaciéon de GSH/GSSG (balance redox).

Una muestra de 200 ul de polvo de micelio molido congelado de FL o 500 ul de polvo de
cultivo solido de FS, se agregaron a 800 y 400 ul de Buffer PBS frio, respectivamente.
Subsecuentemente, se le adicion6 a cada muestra 200 pl de acido metafosforico al 5% (J.T.
Baker), seguido de un ligera agitacion con vortex. Las muestras fueron centrifugadas a 8000
x g por 10 min a 4°C, y 500 pl del sobrenadante se mezclaron con 500 ul de cloroformo,
mezclando por inversion. La mezcla se centrifugd 5 min a 8,000 x g a 4°C, y 100 ul del
sobrenadante se tomaron para analizar en HPLC. La cuantificacion de GSH y GSSG se
realizd empleando una columna Synergi 4 mm Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm) de
Phenomenex Inc, empleando una fase movil de acetonitrilo: 20 mM KH,PO4 pH 2.7 (1:99).
GSH y GSSG se analizaron a 210 nm con un detector de Arreglo de Diodos (Waters 996)
(Water Corporation, Milford, MA, USA). Los estandares GSH (C;oH;7N304S) y GSSG
(C10H32N6012S;) se obtuvieron de Sigma-Aldrich.
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6.3. Técnicas Moleculares.
6.3.1. Northern-blot.
6.3.1.1. Extraccion de RNA.

Cada muestra previamente congelada se tritur6 con N, liquido. Se llenaron los tubos a un
volumen, para muestras de FL, no mas de 250 pl, y para el caso de muestras de FS, no mas de
500 pl. Se llenaron hasta 4 tubos por muestra, los cuales se echaron a flotar en N; liquido. El
polvo restante se guardd en microtubos de 1.5 ml y se guardaron a -70°C hasta su

procesamiento.

A cada uno de estos tubos, se le adicion6 1 ml de TRIZOL (Invitrogen), se mezcldé por
agitacion con vortex hasta su descongelacion e incorporacion total del reactivo. Para muestras
de FS, se centrifugd a 12,000 x g por 5 min a temperatura ambiente (TA) y para muestras de
FL, solamente se incubaron durante 5 min a TA. Los tubos se centrifugaron a 4°C a 12,000 x
g por 15 min. La fase acuosa se colectd y se colocod en un nuevo tubo. La precipitacion se
realizd con 500 pl de isopropanol y se almacenaron a -20°C O.N. Se centrifugd a 4°C a
12,000 x g por 30 min. El precipitado se lavdo con 1 ml de etanol al 75%, se mezclo por
agitacion en vortex y se centrifugé a 4°C a 7,500 x g por 5 min. Finalmente el ARN se
resuspendié en 11 pl de H,O tratada con DEPC’ (dietilpirocarbonato) por cada tubo. Para
resuspender, se dejo en hielo durante 10 min, y después se incubaron a 65°C por 10 min con

agitacion.

6.3.1.2. Cuantificacion del RNA.

Se emplearon dos formas: 1) Se prepard un gel con formaldehido (como se describe en los
siguientes apartados) y se corrid 1 pl de cada muestra o tubo con RNA. Se visualizé con luz
UV y esta imagen sirvido como base para obtener concentraciones homogéneas con cantidades
equiparables de ARN. 2) Cada una de las muestras, se leyd con el espectrofotometro, este

método sirvio también para ver parametros de pureza y limpieza. Se emple6 el Nanodrop

° DEPC: se empled a una concentracion de 1 pl/ml.
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2000¢ (Thermo Scientific) a 260, 230 y 280 nm de absorbancia. Se hicieron calculos para
correr 10 pg de ARN por cada muestra de FS o FL.

6.3.1.3. Electroforesis en geles con Formaldehido.

Por cada 100 ml de solucion de agarosa se necesitaron de 1.2 g de agarosa + 87 ml de agua
(destilada estéril), la mezcla se fundi6 al microondas. Entre 50-55°C, se le agregaron 10 ml de
MAE 10X°. En la campana de extraccion, se le agregaron 3 ml de formaldehido al frasco.
Tras gelificacion, se colocaron dentro del tanque de electroforesis tampon MAE 1X. Las
muestras se colocaron dentro del pocillo del gel y se aplicé 100 volts durante 2 h. Las bandas
se visualizaron con la luz ultravioleta, se tomo la foto y se procedid a la transferencia a

membrana.

6.3.1.4. Transferencia del RNA a Membrana Hybond-N+.

La transferencia se realizo por capilaridad como se describe a continuacion: La camara de
transferencia se limpié con SDS 1% vy se enjuagd con H,O-depc. Se colocd buffer SSC10X’
en la camara hasta los 2 bordes (pero sin rebasarlos). Se colocd 1 tira larga de papel filtro
3MM® (Whatman) y se verifico que los extremos colgaran y fueran mojados por el buffer,
enseguida se colocaron la 2da. y la 3er. tira. Con cuidado, se coloco el gel boca abajo (de
manera que la transferencia se haga de la parte mas plana), después se coloco la membrana de
nylon Hybond-N+ (Amersham, GE Healthcare), y después se colocaron los 3 cuadros de filtro
3MM (al tamafio del gel), seguido de una torre de papel absorbente y/o papel periddico (altura
aproximada de 15 cm). Se colocé un vidrio cuadrado (centrado) y un libro de
aproximadamente 250 g. Se dejo toda la noche. Después de 12-16 h, la transferencia fue

desmontada, quitando todo el peso hasta llegar a la membrana, la cual fue rotulada con lapiz.

6 MAE10X: 0.2 M MOPS, 50 mM acetato sodico y 10 mM EDTA, ajustado a pH 7.0 con NaOH.

7$SC10X: NaCl 1.5M + Citrato de sodio 0.15M, ajustado a pH 7 con HCI 0.1N.

¥ Papel para cromatografia 3MM: velocidad de flujo 130 mm/30 min.
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6.3.1.5. Fijacion del RNA a la membrana.

La membrana fue colocada sobre un placa o un soporte limpio con SDS al 1% y cloroformo.
El RNA fue fijado mediante UV (UVC Crosslinker, Amersham Bioscience) empleando
70,000 pJ/cm? de energia. La membrana se coloco dentro de SSC1X y con ayuda de una

lampara de UV, se marcaron los ribosomales y carriles con lapiz.

6.3.1.6. Marcaje de Sondas.

Las sondas correspondientes a los genes sodl, lovE, lovF, brlA, fadA, srrA y yapl (disefio de
oligos se muestran en la Tabla 3), fueron obtenidas por PCR. 50 ng de sonda se marcaron con
5 pL de [0-32P]-dCTP (10 pCi/ul), utilizando el kit Ready-To-GoTM DNA Labelling Beads
(-dCTP) (Amersham, GE Healthcare).

La exposicion se llevo a cabo usando peliculas X-Ray (Kodak Sci. Imaging Film X-OMAT-
blueXB-1). Las sefiales obtenidas fueron escaneadas (escaner Epson TX100) y analizadas por
densitometria, usando el programa ImageJ (version 1.4u). Los valores fueron normalizados
con el RNA ribosomal tefiido con bromuro de etidio (al 0.1%). Una misma membrana con
RNA proveniente de FS junto con otra con RNA de FL, se hibridaron al mismo tiempo con

una sola sonda (mismo tiempo y condiciones de hibridacion).

6.3.1.7. Hibridacion.

Las membranas se prehibridaron junto con los controles correspondientes con 10 ml de bufter
PSE’, en el horno de hibridacién a 65°C durante 10 o 20 min. El PSE de pre-hibridacion se
desechd y se le agregé 10 ml de PSE nuevo al tubo de hibridacion mas 225 ul de la sonda
marcada (50 pL sonda +175 pl de NaOH 0.1 M), para posteriormente meterlos en el horno de
hibridacién a 65°C O.N.

? PSE:3ml de Fosfato sodicolM, pH 7.2, 7mL de SDS 10%, y 20 ul de EDTA 0.5M.
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Tabla 3 Secuencias de oligos disefiados y empleados en este trabajo.

(0) 9 (&]0] SECUENCIA pb REFERENCIA
TCCGTGGWGACTCCAARRTCWCCGG .
sodl 281 Miranda et al. 2008
CKKCTTGGAGCCSWYGGMGTTACCC
brid AACCGTCCCACTCCTATCCGGAAGG 495 Miranda et al. 2008
GCATGGTCGCGTAATGATGCATGGC
fadA TGCCATTGAGCGCATCGCTCAACC 535 Miranda et al. 2008
CATTGACTGCGGCCATGACGAACC
lovE GGGCCATGGCTGCGATCAAGGTATATTCA 1512 Barrios-Gonzalez et al. 2008
GCTGGATCCGTTCATGGAGGAATATTGTT
lovF GCGTCGGTACATAAGGGGGG 749 Barrios-Gonzalez et al. 2008
GTGGTTCCAAGGGTAGGGCGG
TT TATCAAT AT A
yaplRNAi ceace ¢ GCECATGGCCGOAGE 553 Este trabajo
GATTCCTGCCCATCCATGGTGTTATAGG
ATGACCTCAGGTGCGCAAGC
srrA 1998 Mendoza-Rico et al., (en revision)
ACAGCATATGCAGCAACTGCC
6.3.1.8. Lavados.

Se etiquetaron tubos falcon de 15 ml con el nombre de la sonda. Cada tubo de hibridacion se

saco del horno y se vacio el liquido dentro del tubo falcon correspondiente, y posteriormente

se guardd a -20°C. Por otra parte, al tubo de hibridacion se le adicionaron 100 ml de solucion

de lavado', el cual fue llevado nuevamente al horno de hibridacion a 65°C durante 20 min,

esta accion se realizd dos veces.

' Solucion de Lavado: Por cada 1050 ml: Fosfato de sodio 1 M pH 7.2 (105 ml), SDA al 10% (70 ml) y 875 ml

H,Od.
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6.3.1.9. Autorradiografia.

Las membranas se colocaron entre dos peliculas de acetato y fueron envueltos en egapack y
puestos dentro de un cassette de exposicion (Hypercassette de Amersham GE Healtcare), el
cual contenia pantallas intensificadoras de la misma marca. La exposicion se llevd a cabo
sobre peliculas Kodak Scientific Imaging Film, X-Omat Blue XB-1, de 18 x 24 cm, a -70°C.
El tiempo de exposicion fue directamente proporcional a la sefial proporcionada por el

contador Geiger-Muller.

6.3.1.10. Densitometria.

Se utilizo el programa ImageJ (version 1.43u) para normalizar las sefiales emitidas en la
pelicula, las cuales eran proporcionales a la cantidad de transcritos del gen de estudio. Se

empleo como base de calculo el RNA ribosomal en cada carril.

6.3.2. Silenciamiento del gen Atyapl.

6.3.2.1. Vector de Silenciamiento.

El plasmido pGpdPki-RNAi (Fig. 14) fue obtenido del plasmido pJL43-RNAi (Ullan et al.
2008) y modificado por Marcial ef al., (2011). El vector pGdpPki-RNA1 contiene el promotor
del gen gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa A (gdh) de Aspergillus nidulans, el terminador del
gen que codifica la citocromo oxidasa 1 (cycl) de Saccharomyces cerevisiae y el gen de
resistencia a fleomicina (ble). Ademas, este vector posee los promotores de los genes gpd
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y pki (piruvato quinasa), en sentido opuesto y
enfrentados, separados por un sitio de restriccion Ncol, donde se inserté un fragmento de

ADN (553 pb del gen Atyap1'"). El vector fue digerido con la enzima Ncol (Promega).

"' Atyapl: Homologo a Yapl descrita en levaduras, pero el prefijo At, proviene de Aspergillus terreus.
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pGpdPpki-RNAi
6288 pb

Neol

Fig. 14 Vector pGdpPki-RNAi empleado para silenciar Atyap! de A. terreus (Marcial et al. 2011).

6.3.2.2. Condiciones para la obtencion del fragmento del gen Atyapl para

Silenciamiento.

Para silenciar el gen A¢yap1, se disefiaron los oligos yap1 RNAi (descritos en la Tabla 3). Las

concentraciones empleadas para obtener el fragmento fueron las siguientes:

Componente Cantidad (ul)
H,O (grado Biologia Molecuar, MoBio Laboratorios) 70.5
Buffer 10x 10.0
dNTPs 10mM 4.0
yapRNAi-Fwd 10 mM 5.0
yapRNAi-Rev 10 mM 5.0
MgS04 100mM 4.0
Templado ADN (1ug) 1.0
Vent (BioLabs) 0.5
Total 100.0

El programa en el Termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal) se establecido con las

siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial de 98°C durante 30 seg; seguido de 35 ciclos que consistieron en lo
siguiente: una desnaturalizacion a 98°C durante 30 seg, 68.5°C de anillamiento o hibridacion

durante 50 segundos y 72°C de elongacion durante 1 min; después de los ciclos, una
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elongacion final a 72°C durante 5 min para finalmente guardar la reaccion a 4°C. Este

programa se guardo6 bajo el nombre de Yapl RNAi en el termociclador.

Dado que la reaccion de PCR generd un producto con extremos romos, éste (purificado) se
cloné dentro del vector plet (Fermentas) siguiendo las instrucciones del proveedor. El
producto de la ligacion, se transformé en células electrocompetentes de E. coli DH5a'? . Las
transformantes obtenidas se analizaron por la técnica de Lisis Alcalina (LA) o PCR de colonia
De la transformante seleccionada, se realizd un cultivo a mediana escala. El inserto de
Atyapl (553 pb) se obtuvo por digestion del ADN plasmidico con la enzima Ncol, el cual se
purificoé a partir de un gel de agarosa al 1%, siguiendo el procedimiento de Purificacion de

productos de PCR y vectores.

6.3.3. Lisis Alcalina: Técnica para obtener ADN plasmidico.

Se colocaron cultivos O.N. de las células a analizar. Se centrifugaron 1.5 ml de cultivo
durante 2 min a 12,000 x g. Se desechd el sobrenadante y el pellet se resuspendi6é con ayuda
de un palillo y agitacion con vortex en 200 pl de SOLUCION I'® hasta la homogeneidad. Se
le adicionaron 200 ul de SOLUCION II'* (preparada al momento) mezclando por inversion
de 3 a 5 min o hasta que el lisado estuviera claro. Se agregaron 200 ul de SOLUCION III', se
mezcld por inversion y se dejo en hielo durante 5 min. Se adicionaron 300 pl de cloroformo
(para precipitar proteinas), se mezcld bien por inversion y se centrifugd durante 10 min a
12,000 x g para bajar los restos celulares y cromosomas. El sobrenadante se transfiri6 a otro
tubo, adicionandole 2 volumenes de etanol absoluto, mezclando por inversion y dejando a
temperatura ambiente durante 5 min, enseguida se centrifugd durante 10 min para bajar el

ADN. El sobrenadante fue removido y desechado, el tubo se secd, se le agregd 1 volumen de

12 Cepa utilizada en experimentos de transformacion por electroporacion debido a la alta eficacia que puede
conseguirse con ella, 5 x 108 transformantes/ug de ADN. Entre sus caracteristicas destaca la de poseer el
fragmento a de la f-galactosidasa, lo que permite seleccionar por color las células transformadas que contengan
plasmidos capaces de originar a-complementacion, tales como pGEM-T® Easy (Promega, Madison, WI,
E.U.A). Genotipo: deoR, endAl, gyrA96, recAl, hsdR17 (rk-, mk+), relAl, supE44, thi-1, A(lacZYA-
argF'V169), f805lacZAMI15F-\~

" SOLUCION I:10 mM EDTA pH 8.0, 50 mM Glucosa y25 mM Tris-HCI pH 8.
¥ SOLUCION 1II: Por cada 500 ul de solucion: 400 ul de H,O, 50 ul de SDS 10%, 50 ul de NaOH 2N

" SOLUCION 1II: 60.0 ml de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de acido acético glacial y 28.5 ml de agua
destilada. Se mantuvo en frio.
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etanol al 70%. Se centrifugd durante 3 min a 12,000 x g y se desecho el sobrenadante. La
pastilla de ADN se sec6 (a temperatura ambiente) y se resuspendié en 20-30 pl de agua °BM
(MoBio Labs) y 1 ul de RNAsa (1ug/ul).

6.3.4. PCR de colonia para identificacion de clonas.

Se emplearon las mismas condiciones descritas para la reaccion de PCR normal y las mismas
concentraciones de componentes, a excepcion del templado de ADN, donde en su lugar se
colocaron células potencialmente transformadas con el vector-inserto. Con ayuda de una
punta para micropipeta, se tomé una transformante, la cual se resembrd sobre una placa nueva
de agar LB con Ampicilina (100 pg/ml), y lo restante se introdujo dentro del tubo con la
mezcla de reaccion de PCR, donde se dejo por 5 min, después la punta se desechd y se
procedid a realizar la reaccion como de costumbre. Las colonias que produjeron el producto
de PCR de 553 pb se seleccionaron como transformantes viables para proseguir con el

procedimiento.

6.3.5. Purificacion de productos de PCR y vectores.

A partir de una electroforesis en gel de agarosa (de 0.8 o 1%), se cortdé con ayuda de un cutter
el fragmento del gel con la banda de ADN (PCR, vectores digeridos con enzimas de
reestriccion, etc), La purificacion del ADN, se realizd empleando el kit Wizard® SV gel and

PCR clean-up system (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.3.6. Digestiones con enzimas de restriccion.

Las digestiones, se realizaron con 2 pl de ADN obtenido por Lisis Alcalina, y se prepar6 la

siguiente mezcla de reaccion:
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H,0 °BM 14
Buffer10x 2
ADN 2
RNAsa 1
Enzima 1
Total 20 ul

La digestion se realizd por alguno de los siguientes métodos: 1) Incubacion a 37°C durante 3
horas; 2) Incubacion a 37°C O.N. (para enzimas sin actividad “star”) o 3)En horno de
microondas: 3 pulsos de 10 segundos a maxima potencia, con intervalos de descanso de 2
min. Se corrieron 10 pl en una gel de agarosa al 1% para ver el producto, usualmente se

corrié una muestra sin digerir como control negativo.

6.3.7. Ligacion Vector-Inserto.

Debido a que el sitio de ligacion en el vector fue Ncol fue el mismo para los dos extremos, se
realizd una desfosforilacion del vector empleando Fosfatasa Alcalina (SAP, Thermo

Scientific) siguiendo las instrucciones del proveedor.

Después de la desfosforilacion, se procedié a realizar una mezcla para llevar a cabo la

ligacion del vector:inserto, tomando en cuenta el siguiente criterio:

ng of vector X kb size of insert
Kb size of vector

X insert:vector molar ratio = ng of insert

Se empled una relacion inserto:vector de 3:1. Se hicieron los ajustes para llevar a cabo la

reaccion en un volumen final de 10 pl

H,0°BM (8-x-y)
Buffer 10x 1
Vector X
Inserto y
T4 DNA Ligase (Promega) _1_
Volumen final 10ul

65



6.3.8. Transformacion.

Las condiciones de Transformacion tanto de E. coli DH5a y A. terreus, fueron las mismas
empleadas y descritas por Pérez-Aguirre et al., (2009), empleando Ampicilina y Fleomicina

como marcador de seleccion respectivamente.

6.3.9. Analisis in silico del promotor.

Se utilizaron los siguientes programas, siguiendo las instrucciones dadas por los mismos

programas.
MEME: http://meme.sdsc.edu/meme4/submit.html
N_SITE de Softberry: www.softberry.ur

JASPAR: http://jaspar.genereg.net/
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7.
7.1.

RESULTADOS.

Cinéticas de produccion en FS y FL de lovastatina.

Se implementaron sistemas de FS y FL para propdsitos de comparacion.

Como puede

observarse en la Fig. 15, la produccion de lovastatina (idiofase) inicidé aproximadamente al

mismo tiempo (cerca de las 24 h) tanto en FS y FL. También, se puede observar que la

esporulacion solo se presenté en FS (después de las 72 h).

Es importante notar que el

comportamiento del pH siguidé un patrén similar en ambos sistemas de cultivo. La elevada

produccion de lovastatina en FS es parte de la denominada “fisiologia del medio solido”.
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Fig. 15 Cinética de produccion de lovastatina en A)FS y B)FL. También se presenta la cinética de produccion de biomasa en
ambos sistemas de cultivo. Noétese que el comportamiento del pH fue similar en ambos sistemas de produccion.
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7.2.  Perfil de acumulaciéon de ROS durante la trofofase e idiofase de produccion en FS

y FL.

Para confirmar la existencia del estado oxidante hipotético que precede el inicio de
produccion de lovastatina (idiofase), se cuantifico el contenido de ROS en el micelio

proveniente de diferentes tiempos de la trofofase y de la idiofase de la FL y la FS.

A diferencia de lo esperado, los resultados mostraron concentraciones relativamente bajas
durante la trofofase, mientras un abrupto incremento de ROS se observo exactamente a las 24
h en ambos sistemas de cultivo, continuando este alto nivel durante la idiofase (de las 24 a las
72 h). Enrelacion a los sistemas de cultivo, los resultados mostraron que la concentracion de
ROS en FL fue 10 veces mas alta que FS. Sin embargo, es importante notar que las
concentraciones de ROS se mantuvieron en un nivel mas estable (durante la idiofase) en FS
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Fig. 16 Perfil de acumulacién de ROS durante la trofofase e idiofase de A)FS y B)FL. Notese la diferencia de escalas en la
concentracion de ROS entre los paneles A y B, debido a bajos niveles en FS. El contenido de ROS con diferentes letras
indica diferencias significativas del resto, esto de acuerdo a la prueba de comparacion LSD (p<0.05). URF=Unidades
Relativas de Fluorescencia
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7.3. Estado redox de trofo- e idiofase de FS y FL.

Para confirmar los resultados anteriores, s¢ midi6 el estado redox a través del cociente
GSH/GSSG durante la trofo- e idiofase de la fermentacion de lovastatina en ambos sistemas

de cultivo.

Como puede observarse en la Fig. 17, este balance fue relativamente alto (en ambos sistemas
de cultivo) durante la trofofase, es decir, se encontré un ambiente reductor durante las
primeras 48 h del cultivo. El estado, mostrd una tendencia a hacerse oxidante durante toda la
idiofase del cultivo (medido hasta las 168 h). En general, los resultados detectaron un

decremento en el balance redox (cerca de 4 veces) en la idiofase.

En relacion al sistema de cultivo, este parametro también mostrd diferencias notables. En FS

el cociente GSH/GSSG fue 4 veces mas alto (en ambas fases) que en FL.
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Fig. 17 Balance redox (GSH/GSSG) durante la trofo- e idiofase de la fermentacion de lovastatina en FS y FL. Notese la
diferencia de escalas en el cociente GSH/GSSG entre FS y FL
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7.4. Efecto de antioxidantes exdgenos sobre la produccion de lovastatina.

Con la finalidad de demostrar una relacion entre el EOX y la biosintesis de lovastatina, se
realizaron ensayos con antioxidantes exdgenos y se observo su efecto en los distintos sistemas

de cultivo.

7.4.1. Efecto de antioxidantes en caja de Petri.

Los antioxidantes que contienen grupos tiol (-SH), son neutralizadores efectivos de radicales
OH', ayudando a mantener concentraciones intracelulares adecuadas de ROS. N-
Acetilcisteina (NAC, Fig. 18) es un antioxidante que es permeable en la membrana y contiene
un grupo tiol, el cual es susceptible de reaccionar con oxidantes. El NAC, tiene funcion
antioxidante doble, primero por su grupo tiol y segundo, como precursor de glutation (GSH),
quizas siendo esta la molécula mas abundante en la célula y por lo tanto, la que posee un

papel importante en el mantenimiento del estado redox (Folch-Mallol et al. 2004).

O

HS OH
HN._ _CHs

big

O

Fig. 18 Molécula de N-Acetil-L-cisteina

Con el objeto de determinar las concentraciones de antioxidante a emplear en FS y FL, se
determind el rango de concentraciones del NAC que tiene efecto en la biosintesis de
lovastatina. Para ello se realizaron cultivos en caja de Petri usando Medio de Produccion 1X
(ver seccion Medios de Cultivo) con el antioxidante a diversas concentraciones. Se determind
su efecto sobre la morfologia, crecimiento y produccion de lovastatina por la técnica de

extraccion con acetato de etilo (ver seccion Métodos Analiticos).

Los resultados mostraron que la produccion de lovastatina se vio disminuida un 41% (p<0.05)
al emplear NAC 15 mM (Fig. 20) y se observo una disminucion méaxima del 72% (p<0.05)
empleando 100 mM del antioxidante (Fig. 20).

70



15 mM o\ 50 mM

150 mM . 200 mM

/

Fig. 19 Efecto de diferentes concentraciones del NAC sobre la morfologia de Aspergillus terreus al dia 10.
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Fig. 20 Efecto sobre la biosintesis de lovastatina al emplear diferentes concentraciones de NAC en cultivo s6lido en caja de
Petri al dia 10. Los datos originalmente se obtuvieron en unidades de ug/ml, pero se representaron en % para efectos de
comparacion. Se observaron diferencias significativas con respecto al control, de acuerdo a la prueba de Dunnet (p<0.05).

Se confirmé que el efecto de la disminucion de la biosintesis no se debié a diferencias en el
crecimiento del hongo (Fig. 19). También se encontrd que la esporulacion se vio afectada en

cuanto apariencia con el empleo de concentraciones altas del NAC (Fig. 19).
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7.4.2. Efecto del antioxidante TMTU en cultivo en caja de Petri.

Con el objeto de evitar artificios y verificar los resultados obtenidos anteriormente por el
antioxidante NAC, se emple6 un segundo antioxidante exogeno Tetrametiltiourea (TMTU,
Fig. 21).

S
H3C\NJ\N/CH3

CHs CHs

Fig. 21 Molécula de Tetrametiltiourea

Los resultados mostraron un efecto negativo sobre la produccion de lovastatina (p<0.05) con
respecto al control, ya que se observo una disminucion del 41 hasta el 50%. Es importante
notar que no hubo diferencias significativas en el nivel de produccion, al emplear

concentraciones de 50 a 200 mM (Fig. 22).

Se observo que el crecimiento en placa y la morfologia del hongo no se vieron afectados por
el empleo del TMTU (datos no mostrados), por lo que se desprende que el efecto sobre la

lovastatina se debid al antioxidante.

Con el empleo de ambos antioxidantes y observando el efecto que tuvo sobre el crecimiento y
la produccion de lovastatina, se determind emplear el antioxidante NAC en FL y FS para

estudiar su efecto sobre la biosintesis de lovastatina y la produccion de ROS.
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Fig. 22 Efecto del antioxidante TMTU sobre la biosintesis de lovastatina al dia 10 de cultivo en caja de Petri . Se observé un
efecto negativo significativo (p<0.05) de acuerdo a la prueba de comparacién de Dunnet.

7.4.3. Efecto del NAC en FL.

7.4.3.1. Efecto de diferentes concentraciones de NAC.

Con el objeto de analizar el efecto antioxidante sobre la produccion especifica de lovastatina y
la generacion de ROS al dia 3, se suplementdé NAC desde el tiempo 0 del cultivo a
concentraciones finales de 1, 10 y 50 mM. Al final del dia 3, se tomaron muestras de cultivo
para extraccion de RNA, para analizar el perfil de expresion de los genes lovE y lovF, que

pertenecen a la via biosintética de lovastatina.

A las 72 h de la FL, se observé un efecto negativo sobre la produccion de lovastatina y sobre
la acumulacion de ROS al emplear concentraciones iniciales de 10 y 50 mM del antioxidante
NAC. La produccion de lovastatina se redujo de 320.9 pg/ml (control, 0 mM NAC) a 192.5 y
119.7 pg/ml, es decir, reducciones del 40 y 62% empleando 10 y 50 mM respectivamente
(Fig. 23,Tabla 4). Con respecto a la acumulacion de ROS (la cual fue monitoreada por la
oxidaciéon de la sonda DCF-DA), de manera semejante a la lovastatina, se observaron
reducciones significativas empleando 10 y 50 mM del 64 y 71% (Fig. 23, Tabla 4). Un
andlisis de regresion lineal simple, mostré una estrecha relacion entre ambas variables

(Lovastatina vs ROS), dando un indice de correlacion R*= 0.93 (p<0.05).
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Fig. 23 Relacion entre la produccion de lovastatina (W) y acumulacion de ROS (€) a las 72h de la FL. La letra “a” indica
diferencia significativa con respecto al control en relacion a la produccion de lovastatina, mientras que el signo “#” indica
diferencias significativas en la acumulacion de ROS, segtin la prueba de comparaciones multiples de Dunnet (p<0.05). Enla
parte superior, se muestran los datos de biomasa (™) y el comportamiento del pH () donde no hubo diferencias
significativas con respecto al control de acuerdo a la prueba de Dunnet (p<0.05).

Se descartd que la baja produccion tanto de lovastatina como de ROS, se debiera a una

disminucién en la produccion de biomasa, por lo que se midid este parametro y se observo

que no se alter6 por el empleo del antioxidante (Fig. 23), de igual manera, para descartar que

el comportamiento observado en lovastatina y ROS no estuviera influenciado por cambios de

pH, éste se midi6 al final de las 72 h y no se observaron cambios significativos (Fig. 23).

Tabla 4 Reduccion de lovastatina (%), y ROS por el empleo de diferentes concentraciones de NAC en FL. La letra “a

[I3e]

yel

signo “#” indican diferencias significativas con respecto a sus controles, de acuerdo a la prueba de Dunnet (p<0.05).

‘ NAC Lovastatina ROS
mM ug/ml % Reduccion URF/g % Reduccion
0 320.9 £49 0 1.1E+10 + 5.7E+08 0
1 260.51 £43 18 1.0E+10 + 1.2E+09 9
10 192.48+50a 40 4.0E+09 + 3.2E+08 # 64
50 119.72 +35a 62 3.2E+09 + 3.6E+08 # 71
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Considerando la biomasa obtenida, se obtuvo la produccion especifica para cada uno de los
tratamientos, y como se esperaba (por los datos anteriores), las disminuciones fueron

significativas a partir de 10 mM (39% de reduccion) (Fig. 23) .

7.4.3.2. Efecto del tiempo de adicion del NAC.

Para analizar el efecto que tiene el antioxidante NAC sobre la produccion de lovastatina, se
suplementdé NAC a una concentracion final de 10 mM a diferentes tiempos de la trofofase (0,
15 y 20h) y en la idiofase (36 y 48h). El resultado “control” mostrado en la Fig. 24, es aquel

al que no se le suplementé NAC.

Los resultados mostraron que la adicion de 10 mM de NAC desde las 0, 15, 20 y 36 h,
redujeron significativamente la produccion de lovastatina (Fig. 24, Tabla 5) desde un 50 a un
80%. Y aunque la adicion a las 48 h mostré6 una disminucion del 30%, este no fue

significativo con respecto al control.

Se observd también que tanto como la biomasa y el pH no se vieron alterados por la adicion

del NAC (Fig. 24).
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Fig. 24 Efecto de la adicion de 10mM de NAC sobre la produccion de lovastatina (M) al final de las 72h en FL. La adicién
se realiz6 independientemente a diferentes tiempos durante la trofofase (0, 15 y 20h) e idiofase (36 y 48h). El CONTROL, es
al que no se le adiciond NAC. En la parte superior, se muestra la produccion final de biomasa (®) y el pH () al final de las
72h después de cada tratamiento. El simbolo “*” muestra diferencias significativas respecto al control de acuerdo a la prueba

de Dunnet (p<0.05).

Tabla 5 Produccion Especifica de lovastatina en FL y % de reduccion debido a la adicion del antioxidante NAC (10mM) a
diferentes tiempos . La letra “a” indica diferencias significativas de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples Dunnet

(p<0.05).
Tiempo (h) ug Lov/mg bms %
CONTROL 284 +3.6 0
0 12.7+44 a 55
15 6.0+0.2a 79
20 6.6+1.9a 76
36 54+15a 80
48 19.8+5.0 30
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7.4.4. Efecto del NAC en FS.

Para estudiar el efecto antioxidante sobre la FS, se emplearon concentraciones finales de NAC
de 1, 10, 50 y 100 mM. Los resultados mostraron que el NAC ejercié un efecto negativo

tanto sobre la produccion de ROS como de lovastatina (Fig. 25).

Se observo que solo a concentraciones mayores se obtuvieron disminuciones en la produccion
de lovastatina significativas con respecto al control. Con 50 y 100 mM se obtuvo

disminuciones del 72 y 79% (p<0.05) respectivamente (Fig.25, Tabla 6).
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Fig. 25 Relacion produccion de lovastatina (W) vs acumulacion de ROS (€) a las 72h de la FS. La letra “a” indica diferencia
significativa con respecto al control en relacion a la produccion de lovastatina, y el signo “#’en la acumulacién de ROS,
segun la prueba de comparaciones multiples Dunnet (p<0.05). En la parte superior, se muestran los datos de biomasa (¥) y
el comportamiento del pH (" ) donde no hubo diferencias significativas con respecto al control de acuerdo a la prueba de
Dunnet (p<0.05).

La acumulacion de ROS de igual manera se vio afectada por el empleo del antioxidante NAC,
ya que al cuantificar éstas al final del dia 3 (72 h), se observo una disminucioén con 50 y 100
mM, del 52 y 53% (p<0.05) respectivamente. Esto se relaciona estrechamente con la
produccion de lovastatina, segun un Analisis de Regresion Simple, ya que se obtuvo un indice

de correlacién R*=0.99 (p<0.05).
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Tabla 6 Reduccion (%) en la produccion de lovastatina y ROS al emplear diferentes concentraciones de NAC. La letra “a”
indica diferencias significativas segun la prueba de comparaciones multiples de Dunnet.

Lovastatina ROS
NAC (mM) ug/g ms % reduccion URF/g biomasa %Reduccion
0 6633 + 658 0 1.24e+09 + 1.57e+08 0
1 6030 + 1453 9 1.24e+09 + 1.07e+08 0
10 5062 + 585 24 1.02e+09 + 1.91¢+08 18
50 1937+ 672 a 72 5.99¢e+08 + 6.60e+07 # 52
100 1374 +10_a 79 5.76e+08 + 1.06e+08 # 53
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7.4.5. Efecto del NAC sobre la expresion de los genes de la ruta biosintética: lovE y

lovF.

Para revisar si el efecto observado (de disminucion) en la produccion de lovastatina, se debid
a una afectacion del NAC sobre los genes de la ruta biosintética de la lovastatina, se realizo
un analisis de Northern de los genes lovE y lovF, (que codifican para el factor transcripcional

de la via y Policétido Sintasa respectivamente) tanto para FS como FL.

7.4.5.1. Analisis de Northern de los genes lovE 'y lovF en FS.

El analisis de Northern de los genes lovE y lovF, indic6 disminuciones en su nivel de
acumulacion de transcritos para ambos genes (Fig. 26). Y los resultados se detallan a

continuacion.
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Fig. 26 Northern-blot de los genes lovE'y lovF en FS. La intensidad de las bandas (sefiales) fueron cuantificadas por
densitometria empleando el software ImagelJ (version 1.43u) y los resultados se normalizaron con la carga de rRNA (tefiido
con bromuro de etidio). A) Los resultados de la normalizacion de los tratamientos se presentan como fraccion, considerando

que la banda correspondiente a la muestra control (0) es 1 (es decir, el 100%), se muestran los promedios de las
densitometrias de 2 réplicas independientes. B) Se muestra el resultado de uno de los Northerns obtenidos de los genes lovE
y lovF.
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7.4.5.1.1. Analisis de lovE.

Para el caso del gen /ovE (Fig. 26) se observo un decaimiento en el nivel de transcritos del
25% con 1 mM (9% de disminucion en lovastatina), del 35% con 50 mM (72% disminucion
de lovastatina) y de un 50% con 100 mM (79% de disminucion de lovastatina) (Ver Tabla 6).
Cabe mencionar que segun los datos de densitometria obtenidos, la muestra proveniente del
tratamiento con 10 mM, no mostrd cambios en el nivel de expresion, sin embargo se obtuvo

un decremento del 24% en el nivel de produccion del metabolito (no significativo).

Estos resultados mostraron que con concentraciones altas de NAC (50 y 100mM) se lograron
disminuciones significativas en la produccion de lovastatina (ver Tabla 6) y esto puede

deberse a un decaimiento en el nivel de transcritos de /ovE del 35 y 50% respectivamente.

7.4.5.1.2. Analisis de lovF.

El gen lovF que codifica para la Policétido Sintasa (LDKS), se utilizd como un indicador del
comportamiento de los genes biosintéticos de lovastatina. La expresion de este gen mostrd un
comportamiento a la baja con el empleo del NAC. Se obtuvo un ligero decremento del 5%
empleandol mM del NAC, mientras que con 10 mM no se mostraron cambios, empleando 50
mM se observo un decremento en el nivel de transcritos de un 25% (con 72% de disminucion
en lovastatina, que fue significativo) y el minimo nivel de transcritos se observo con 100 mM
de NAC, ya que decayo un 35% (y un 79% de disminucion en lovastatina) (ver Tabla 6 y Fig.
26).

80



7.4.5.2. Analisis de Northern de los genes lovE y lovF para FL.
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Fig. 27 Northern-blot de los genes lovE'y lovF en FL. La intensidad de las bandas (sefiales) fueron cuantificadas por
densitometria empleando el software ImagelJ (version 1.43u) y los resultados se normalizaron con la carga de rRNA (teflido
con bromuro de etidio). Los resultados de la normalizacion de los tratamientos se presentan como fraccion, considerando que
la banda correspondiente a la muestra control (0) es 1 (es decir, el 100%). A) Los resultados de la normalizacion de los
tratamientos se presentan como fraccion, considerando que la banda correspondiente a la muestra control (0) es 1 (es decir, el
100%), se muestran los promedios de las densitometrias de dos réplicas independientes. B) Se muestra el resultado de uno de
los Northerns obtenidos de los genes /ovE y lovF.

7.4.5.2.1. Analisis de lovE.

El perfil de acumulacion de transcritos del gen /ovE, mostré una tendencia a la baja y se
observo que, a mayor concentracion de NAC, mayor decremento en el nivel de transcritos de
este gen. Con el empleo de 1 mM de NAC, se observo un decremento de un 15%, y con el
empleo de 10 y 50 mM, se obtuvieron decrementos del 35%y 50% en el nivel de transcritos

de lovE respectivamente (Fig. 27).

El nivel de transcritos de este gen, influyo en el nivel de biosintesis de lovastatina. Asi que
con los decrementos obtenidos, se logré disminuir la biosintesis del metabolito en un 9, 64 y

71% para 1, 10 y 50 mM respectivamente (Tabla 4).

7.4.5.2.2. Analisis de lovF.

La expresion del gen lovF mostrd que el empleo de 1 y 10 mM de NAC, resultaron en
decrementos del 10 y 15% y con el empleo de 50 mM se observo un decremento del 35% en

el nivel de transcritos de este gen.
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De este modo, al realizar un Analisis de Regresion Lineal Simple relacionando en el nivel de
transcritos de lovF vs produccion de lovastatina (Tabla 4), se obtuvo un indice de correlacion

R?=0.94, lo cual indica una estrecha relacion entre ambas variables.

7.5. Efecto de oxidantes exdgenos sobre la produccion de lovastatina.

Para tener un panorama mas amplio del papel de las ROS sobre la biosintesis de lovastatina,

se emplearon oxidantes exdgenos como el H,O, y el paraquat.

7.5.1. Efecto de oxidantes en cultivo en caja de Petri.

Se suplementé los oxidantes H,O, y paraquat desde el inicio del cultivo, y se observd en
general, que el empleo de estos oxidantes exdgenos, aumentaron la produccion de lovastatina

en cultivo solido realizado en caja de Petri.

La produccion de lovastatina, se incrementd proporcionalmente de acuerdo a la concentracion
de H,O» empleada, sin embargo, el aumento s6lo fue significativo (de acuerdo a la prueba
estadistica de Dunnet (p<0.05)) empleando 150 mM en el medio, obteniéndose un incremento

de 233.3% con respecto al control (Fig. 28).

Este efecto fue similar al emplear paraquat (generador de superdxidos), ya que con
concentraciones de 1, 10 y 25 mM, se lograron obtener aumentos con respecto al control, del
64, 149 y 106% respectivamente (Fig. 28).

Sin embargo, el aumento de la produccion fue sélo significativo con el empleo del 10 y 25

mM de paraquat (seglin la prueba estadistica de Dunnet (p<0.05).
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Fig. 28 Produccion de lovastatina (en %) en cultivo sélido en caja de Petri al dia 10 al suplementar diferentes

concentraciones de H,O, y paraquat (PQT). Los simbolos

ek

y “#”, muestran diferencias significativas de muestras tratadas

con H,0, y paraquat respectivamente, comparado contra el control, esto de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples

de Dunnet (p<0.05).

Cabe sefialar, que el empleo del H,O; no tuvo ningun efecto sobre el crecimiento y/o

morfologia del hongo, sin embargo, el empleo de paraquat alteré negativamente tanto el

crecimiento como la morfologia del hongo a partir de 10 mM (Fig. 29).

A) Hz05

Fig. 29 Efecto de los oxidantes H,O, y paraquat (PQT) sobre la morfologia de Aspergillus terreus al dia 10 en caja de Petri.
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7.5.2. Efecto del H,O; en FL.

En un primer ensayo, se probaron 3 concentraciones distintas de H,O» (ver métodos para

medir concentracion): 50, 150 y 200 mM, que fueron suplementados desde el tiempo O.

Los resultados mostraron que el tratamiento por H,O, no alter la produccion de lovastatina,
ya que el analisis de varianza (ANOVA) no detectd6 cambios (p=0.2238). En cuanto a la
produccion de biomasa, de igual manera no se observaron cambios significativos por el
tratamiento con el peroxido de hidrogeno, segin el analisis de ANOVA (p=0.08) (ver Fig.
30).
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Fig. 30 Efecto de diferentes concentraciones de H,O, al dia 3 de la FL, sobre la produccion especifica de lovastatina (M) y
sobre la produccion de biomasa (€). En ambos parametros, no se observaron cambios significativos.

En otro ensayo, se suplement6 H,O, 50 mM a diferentes tiempos durante la trofofase de FL (a
0, 15, 20 h y una doble suplementacion en un mismo cultivo a las 15 h y posteriormente a las
20h).

En los resultados mostrados en la Fig. 31 se observo que la adicion de H;O, 50 mM desde las
0 h y a las 15 h, ejercid un efecto negativo sobre la produccion especifica, también pudo
observarse un aumento de aproximadamente el 20% en el nivel de produccion cuando se
afiadi6 el oxidante a las 20h. Sin embargo, el Analisis de varianza (ANOVA) no detecto
diferencias significativas en cuanto a los resultados obtenidos por el tratamiento, en cuanto a

produccion especifica (p=0.1640) y biomasa ( p=0.3577).
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lovastatina (™) y sobre la produccion de biomasa (). En ambos parametros, no se detectaron diferencias significativas al

aplicar el Analisis de Varianza.

7.5.3. Efecto del H,O; sobre la biosintesis de lovastatina en FS.

El ensayo realizado en FS, suplementando el medio de produccion con diferentes

concentraciones de H,O,, mostrd que el oxidante tuvo un efecto negativo sobre la biosintesis

de lovastatina y biomasa. Esto se observd al emplear concentraciones de 10 y 50 mM del

oxidante, donde la caida en la produccion fue significativa (la disminucion fue del 98%,

practicamente se abolio) (Fig. 32).

Cabe mencionar que debido a que el sistema de FS es heterogéneo, no fue factible hacer un

ensayo donde se pudiera aplicar a distintos tiempos del cultivo.
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Fig. 32 Efecto de varias concentraciones de H,O, sobre la biosintesis de lovastatina y biomasa, al final del dia 3 (72h) de FS.
El anélisis de ANOV A mostré que existen diferencias, y el anlisis de Dunnet encontr6 diferencias significativas (p<0.05) en
la produccion de lovastatina con 10 y 50 mM (#) y la biomasa (a).

7.6. Mecanismo que pueden regular la biosintesis de lovastatina.

Los estudios realizados con el antioxidante, demostraron que la biosintesis de lovastatina esta

regulada al menos parcialmente por la acumulacion de ROS.

Con el objeto de proponer el (los) posible(s) mecanismo(s) por el (los) cual(es) pueden las
ROS influenciar la biosintesis de lovastatina, se realizO un analisis in silico, de los
promotores de los genes lovE (factor transcripcional de la ruta biosintética de lovastatina),

lovF (LDKS o Policétido Sintasa).

Para realizar el analisis de cada uno de los promotores, se tomaron de cada uno, 1000 pb
corriente arriba del codon de inicio de traduccion (ATG) de cada gen y se analizaron con los

programas (software) descrito en la secciéon de MATERIALES Y METODOS.

7.6.1. Analisis in silico del promotor del gen lovE.

El gen lovE codifica para un factor transcripcional del tipo dedos de zinc (Zn,Cyss) que
regula la expresion de genes, cuyos productos participan en la ruta de biosintesis de

lovastatina (Kennedy 1999; Bok & Keller 2004).

86



Para realizar el andlisis de los promotores, estos se localizaron dentro del genoma publicado
por el Broad Institute'®. La ubicacion de la secuencia codificadora del gen lovE dentro del

genoma esta descrita en la Tabla 7.

Tabla 7 Posicion del gen lovE en el genoma de Aspergillus terreus obtenido del Broad Institute.

Locus ATEG 09966.1

Gene Name hypothetical protein similar to polyketide
Gene Product Names hypothetical protein similar to polyketide
Location A. terreus: Supercontig 16: 57546-59057 +
Length Gene: 1512 nt; Protein: 503 aa

Para localizar el promotor, se tomaron 1000 pb corriente arriba de la posicion del ATG
(posicion 57546), es decir, el promotor se considerd de la posicion 56546 a la 57545 (Fig.
33).

16 | proyecto de secuenciacion de Aspergillus terreus NIH 2624 es parte del Broad Fungal Genome Initiative y
fue fundado por el National Institute of Allergy and Infectious Disease (NIAID) a través del Broad's Sequencing
Center (MSC). El acceso a la base de datos es:

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/aspergillus_group/MultiHome.html).
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-1000
AATATACTTATTCTAGGTAGGCGGTAGGGATTTTAATGCGTATGCCTATGATACAATAATGGTA
CATGAAGGCGACTGCAC. CAATCTTACGCCGTTTGGCTCGCTGGCTAGAAGAGTAAGCACTA
AACAAGGCCAGGGTTGGGGAAATCTTCTCCACTGTCAGAGGTCCTTCGTACGTTAGGTACTAGG
TACCTTACCGGGGTCAGGTACTTTTATCTGAACACGGAATTACACCCTTTTGCCACGAATTTTC
AGATCTCCCAATTTTGTAGGTTATGAAATATTGAAATTTATTGACCTGCCCCCTTCGATTGGCT
AGATATTACACGTGGCCGTATCTCTATCTCATAGAGTGGTACCTAGTAGGCTCTTTTCGATATT
ACC. GGGGATTTTTCAGAAAATTTGGAAATATCCAGTGGGAGGAGGGTGTACGTACTCTGGT
AGGTAAGGTACCTACCTCCTGGAGTCCTGGTGACATTGTTTGTGTAATCAATCAATCAGCGTAG
TGCGCTAACATTCAGTCACCCCGTAGCAACATAACAATAGTTCCTTTCTTCAGCCCCTACCAAA
TTAGGTGTTCAAATCCAAGGAGTAATACATACCGTCATTATTTCTAGGTTGGCAGGAGGAATTT
TGATTCTGTCACCCTTGGCGCATCATGCACGACTCATGAAACAGACTGCACTAACCGTCTTACG
CGCCTTAGCGCCGCGGCCGGACGAGTAAGCACTCAGCCAAGGAGCCCACCCCCTCCCGGLCCCA
CCCCCTGGCAGGGCTGTCARAGCGGGTCGAGTCTCATTGGGTTTTGCTTATCAAAATCGGTTGA
TCATCCAGGTAGCAGTAGCATCTGGATGTAAACTAAAARAAAAAGGCAGACTGTCGGGACCTTAA
AAGGCCACAGAGGTACCCATGCCCGGGTTCTTCGGTCGCCAGACCTGCAATGTATCAAATGTCT
TATGCTCATAAACCAGGACACAGCACAGTA
-1+1

CAGGGGGGCA-GCTGCAGATCAAGGTACATTCACGACC TCGGTCACTCTCTCGCCAGTGGAG
GGTTCACGCACCGGTGGAATATTACCCCGCCGTGCATTCCGACGCTCTTGTGATCGGTGTCATG
CACAAAAGATCAAATGTACAGGAAATAAGGAGGTTACTGCCCGTGCTCCCTGTCAACGTTGCCA
GCAGGCTGGACTTCGGTGCGTCTACAGTGAGCGATGTCCCAAGCGCAAGCTACGCCCATCCAGG
GCAGCGGATCTCGTCTCTGCTGACCCAGATCCCTGCTTGCACATGTCCTCGCCCCCAGTGCCCT
CACAGAGCTTGCCGCTAGACGTATCCGAGTCGCATTCCTCAAATACCTCCCGGCAATTCCTTGA
TCCACCGGACAGCTACGACTGGTCGTGGACCTCGATTGGCACGGACGAGGCTATTGACACTGAC
TGCTGGGGGCTATCCCAATGTGATGGAGGCTTCAGCTGTCAGTTAGAGCCAACGCTGCCGGATC
TACCTTCGCCCTTCGAGTCTACGGTTGAAAARAGCTCCGTTGCCACCGGTATCGAGCGACATTGC
TCGTGCTGCCAGTGCGCAACGAGAGCTTTTCGATGACCTGTCAGCGGTGTCGCAGGAACTGGAA
GCAATCCTTCTGGCCGTGACGGTAGAATGGCCGAAGCAGGAAATCTGGACCCGTGCGTCGCCGC
ATTCCCCAACTGCTTTCCCTGAGAGGATAACACAGCGCCGACACAACATGTGGGCARACTGGCT
AACAGACTTGCATGTATTCTCACTAGATCCCATTGGAATGTTTTTCAACGCGTCCCGACGGCTT
CTTACAGTCCTGCGCCAACAAGCGCACGCCGACTGCCATCAAGGCACGCTAGACGAATGTTTAC
GGACCAAGAACCTCTTTACGGCAGTACACTGTTACATATTGAATGTGCGGATTTTGACCTCGAT
ATCGGAGTTGCTCCTGTCGCARATTAGGCGGACCCAGAACAGCCATATGAACCCATGGGAGGGG
AGCCGATCTGAGTCGCCGAGCAGAGACGACACCAGCAGCACCAGTGGCCATAGCAGTGTTGACA
CCATACCCGACTTTAGCGAGGACCTCCCTATTGGTGAGCTGTTCTCCTATGTTGACCCCCTGAC
ACACGCCCTATTCTCGGCTTGCACTACGTTACATGTTGGGGTACAATTGCTGCGTGAGAATGAA
ATTACTCTGGGGGTACACTCCGCCCAGGGCATTGCAGCTTCCATCAGCATGAGCGGGGGACCAG
GTGAGGATATAGCCAGGACAGGGGCAACCAATTCTGCAAGATGCGAGGAGCAGCCGACCACTCC
AGCTGCTCGGGTTTTGTTCATGTTCTTGAGTGATGAAGGGGCTTCCCAGGAGGTAAAGTCTGCT
GGTTCACGAGGTCGAACCATCGCAGCACTGCGACGATGCTATGAGGATATTTTTTCCCTCGCCC
GCAAGCACAAATATGGCATGCTCAGAGACCTCAACAATATTCCTCC

+1512
ATGA

Fig. 33 Promotor (en gris) junto con la secuencia codificadora del gen lovE, ubicado en el supercontig 16: 56546-59057 (+).

Un andlisis realizado por el programa MEME, encontré 3 motivos conservados dentro del
promotor de estudio (Fig. 34).

Motivo 1:

TAL,

3

Motivo 2:

Standard | Reverse Complement [

Motivo 3:

W

Fig. 34 Motivos conservados encontrados por el programa MEME en el promotor del gen /ovE.

Posteriormente, se realizd un andlisis con las herramientas GOMO y JASPAR, para poder
pronosticar o predecir que Factores Transcripcionales pueden unirse a estos motivos o sitios

de union.
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La Fig. 35 muestra en resumen los posibles sitios de uniéon a Factores Transcripcionales
putativos que responden a diferentes estimulos como EOX o estrés nutricional. Este resultado
in silico mostré que el promotor es rico en posibles sitios de unién que en su mayoria
responde a EOX como Skn7, Ap-1 (homdlogo de Atyap1), Msn2/4, Nrf2 y NF-K-B (Factores
Transcripcionales de respuesta a EOX en mamiferos), lo cual sugiere que este tipo de estrés

puede regular a través de lovE la biosintesis de lovastatina.

Un analisis mas detallado se encuentra en el APENDICE 1.

3 Ap-1
985 e AR
+ Hsfl Adrl
2326 -254
-1000 e—

Hap2
Aft2
-378

Rpn4 Msn2/4
=700 -643

NF-k-B
-610

Skn7
-326

Fig. 35 Posibles sitios de union de Factores Transcripcionales (que responden a diferentes tipos de estimulos. Notese que en
su mayoria, son Factores Transcripcionales que responden a EOX (Skn7, Nrf2, Msn2/4, AtfB, Ap-1, Aft2 y NF-kB) y
algunos mas que responden a estrés nutricional (CreA, Adrl, Rpn4). Algunos sitios de unién se encontraron sobre la cadena
principal (+, sobre la linea) y algunos otros, se encontraron en la cadena antisentido (-, debajo de la cadena).

7.6.2. Analisis in silico del promotor lovF.

De manera semejante al analisis del promotor de lovE, se realiz6 el mismo procedimiento
para el promotor de /ovF. La informacion para la localizacion del gen dentro del genoma de
A. terreus mediante el genoma publicado por el Broad Institute, se presenta en la siguiente

tabla.

Tabla 8 Localizacion del gen lovF dentro del genoma de A. terreus (Broad Institue).

Locus ATEG 09968.1

Gene Name hypothetical protein similar to polyketide synthase
Gene Product Names hypothetical protein similar to polyketide synthase
Location A. terreus: Supercontig 16: 63664-71705 +
Length Gene: 8042 nt; Protein: 2452 aa
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Para localizar el promotor, se tomaron 1000 pb corriente arriba de la posicion del ATG
(posicion 63664), es decir, el promotor se considerd de la posicion 62664 a la 63664 (Fig.
36).

-1000

AGTGGACCATGCATTCTACGTTGCGGTCGGT GCGTCTGGAGCTACCTTCATATTCGCCTGGGGTATGGGC
CGGCTTACCTGGAGAGGCT GGCGGATGCAGGAGARAGGACGGAGCGAATGAATTTAATCCCTCGCCAAAG
AAATATTAATATTTCTATGGAGATAACCATGTAGCGTTTGGCAACTCATACACTCTACCTACTCTTCTCA
AACCAAACGAACCTTTATTATTACAGGGAGAGCAATAATTCATCACGAACCGGTTGTGACGACAGACCGG
TCCAACTGCGGCCTTTTTTGGCGCTTTATGGGTAAACACTTTAGTGTCGATAAGATTCCTAGCTTGACCT
GAGCAGACCTAAACCTGCATTAGTCATGGAAATGTGCATTCGAGTACCCGACAGGTTGTGTTACGRATCC
ACCGCATCAGCATATTCAATGGACATGGCCTCCCAGTATTTGCT TCTCTTAAAGAAAGTTCCATGGTTCC
ATGGTTAACTCACGGCTTCCAGTAGGGAAGT TGTGCTCCTCGTAGCCTACATGTACACATTGGCCATCAC
GGGTGATTGAGCAAGACAGTCGAGGCGATCAACATTGATATTCGGTCTTAGCACTGATACCACACAGAAC
TGGCGGGTATGAAGCAGTCCGTCTAGGTAGT GTGGCAGAGRAATCGTGGCGTGTAGCATCTACGCTTCAG
AGCAACTATCGCAACCCTCAGGTCGGCAGACCAACTGGAGTACCGGACTCGGCGTTTTGGTCGGCGTTAT
CAACCGGGGTTATTGAGCACCGCCAACCCGTGCAGCTACCTAGCTCACTGTGGAGAATGGTAATGCTAGG
CTTCGGTCTGACGATGTCATTCTATTGCTGATGACGTTCCTGAGCACCCGTTTCTCTACCATCCTGGCGA
GGTCGAATCAGCCCGCGTCCGTCATACTCCAGGTGTGCGCAGTAAGGAAGGCTCATCCATCARACATCAA

-1+1
ACTAGAAGACATTGGCCACGATGCACCATTAGATGCGCCCGGTGCGCCTGCTCCCATAGCTGTGGTTGG
CATGGGCTGCAGGTTTGGCCERGGCGCAACAGATCCCCAGAAACTGTGGARATTGC TGGAGGAAGGAGGG

AGCGCCTGGTCTAAGATTCCTCCTTCACGATTCAATGTCGGCGGGGTCTACCACCCCAATGGCCAGAGAG
TAGGATCGGTGAGTATGAGGGATGCTGGGTTGAGCATTTTTGAGGCCCATATCTTCCTGTTCAGAACGAT
AGGCGTTGACTGCGAGTAGATGCACGTTCGCGGTGGCCACTTTCTCGACGAAGACCCGGCTCTTTTTGAT
GCCTCATTTTTCAATATGAGCAGTGAAGTCGCCAGTGTACGTCCCGCGATCATTTTCCAGTTGTGTATGG
ATCGGAAGCGGGAGAAACCCATGCTAAGACCGCCGAACAGTGTATGGACCCCCAGTACCGACTCATACTT
GAGGTCGTTTATGAGGCTCTCGAAGCTGGTATGTATTATATTCCTTGGTTTCACACATGGGTATTAACTC
TCCATGGCTCCGCAGCGGGAATTCCTCTCGAACAGGTCTCTGGCTCCAAGACTGGGGTCTTTGCAGGAAC
CATGTATCACGACTAC....GATCCGTTGAGGGACAATAATGGAGCTTTGCCGCTGACCCTGGCTGAAGATG
ACAATCTTCACGCCAGGCTGAACCGTGCAACCAGCCAACAGGCGTCCATCGCTGTGATTATGGAGGCGAT
GGGCCGCAAACTCATTTCAATGTTCGGCCTGACGGATAGCGAGATGTCCGCCACTCAGACATTGGCGGGE
ATCGGCGTGGACTCCCTGGTCGCCATTGAGCTCCGGAACTGGAT CACAGCTCGATTCAATGTTGATATCT
CGGTTTTCGAGTTGATGGAGGGC! CGATCGCCARAGTCGCGGAGGTGGTGCTGCAGCGATACARACC
+8042
TTAG

Fig. 36 Promotor (en gris) junto con la secuencia codificadora del gen lovF, ubicado en el supercontig 16: 63664-71705(+)

El andlisis del promotor de lovF, con MEME y JASPAR, dio como resultado los sitios de

union a diferentes Factores Transcripcionales que responden a diferentes situaciones de estrés.

En el caso de EOX, se encontraron al menos 10 sitios de union para el Factor Transcripcional
Skn7 (homodlogo a SrrA, en hongos), 2 sitios de uniéon para Ap-1 (homologo a Yapl en
levaduras), y un sitio para Nrf2 (6 NFE2L1::MafG), entre otros, como Msn2 y Yap5.

Se encontraron también putativos sitios de union a Factores Transcripcionales que responden
a otras situaciones, i.e. GIn3 responde a deprivacion de nitrogeno mediante la via TOR.
Ademas se hallaron multiples sitios para Factor Transcripcional que se relacionan con

desarrollo como Matal, Arrl, Hap1/2, etc.

La Fig. 37 muestra la posicion de los posibles sitios de union a diferentes Factores
Transcripcionales que responden a EOX. Un andlisis mas detallado del promotor, se muestra

en el APENDICE II.
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Skn7

Fig. 37 Posibles sitios de union a Factores Transcripcionales que responden a EOX en el promotor de /ovF. Nétese que en su
mayoria son sitios de union a Skn7 (en levadura), homologo a StrA (en Aspergillus).

7.6.3. Perfiles de expresion de genes que codifican para los Factores Transcripcionales :

srrA'y Atyapl.

Con el objeto de sugerir un posible mecanismo de regulacion de biosintesis de lovastatina a
través de ROS, y a partir del andlisis in silico realizado anteriormente, se presume o sugiere
que la biosintesis de lovastatina puede ser regulada a través de algunos de estos Factores
Transcripcionales, por lo que se decidio observar los perfiles de expresion de los genes que
codifican para los factores transcripcionales SrrA'” (homélogo a Skn7, indicador de la ruta

MAPK quinasas) y AtYapl (homologo a Yapl, ortélogo de AP-1), tanto en FS como en FL.

De manera semejante y para tener un panorama general, el perfil de expresion de los genes
anteriores, se compard con la expresion de los genes lovE y lovF como indicadores del
metabolismo secundario y s6lo en el caso de FS, del gen briA, estos 3 genes como indicador
de la conidiacion, asi mismo, también con la expresion del gen sodl y fadA, el primero como
indicador del EOX y el segundo como indicador de la via cAMP-PKA. La expresion de los
genes fadA y briA, se tomaron como referencia de los resultados de la tesis de maestria para

efectos comparativos (Miranda et al. 2008).

'7 El analisis de Northern-blot fue realizado en conjunto con Mariel Mendoza Rico (ver tesis).

91



7.6.3.1. Expresion de srrA 'y Atyapl en FS.

La Fig. 38 mostro los siguientes resultados. El analisis de Northern realizado para el gen srr4,
reveld que este se encendié poco antes de iniciarse la idiofase (observado por el inicio de
expresion del gen lovE y lovF) y permanecid asi hasta el final del cultivo. No asi el gen

Atyapl, ya que este se encendié durante la trofofase.

Con respecto al gen fadA, no se observaron cambios en sus niveles de expresion, ya que estos

fueron constantes durante la trofofase e idiofase.

En relacion al gen sodl, por su patron de expresion, sugiere que este gen puede ser regulado
por Atyapl (un andlisis in silico en el promotor de sodl, mostro sitios putativos de union a
AP-1 o Yapl, datos no mostrados), ya que ambos tanto Atyap! como sod! estan encendidos

en los mismos puntos de tiempo y es mas notable en trofofase.

En relacion al inicio de expresion de los genes del metabolismo secundario (lovE, lovF y

brlA), coincidieron con el patron de expresion del gen srrA.
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Fig. 38 Analisis de Northern de los genes srrd, Atyapl, fadA, sodl, briA, lovE y lovF, a diferentes tiempos de trofo- (15, 18,
21y 23h) y de idiofase (24h en adelante) de la FS. Para cada uno de los genes se muestra su rRNA empleado como control
de carga para cada gen en particular. La flecha en la parte superior indica que las 24h es el inicio de la idiofase, observado

por el inicio de expresion de lovE 'y por medio de una cinética de produccion de lovastatina.
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7.6.3.2. Expresion de srrA y Atyapl en FL.

En la Fig. 39 se muestran los siguientes resultados. El andlisis de Northern realizado para el
gen srrA, no mostroé un patron de comportamiento como en FS, dado que se observd que se
expres6 en diferentes tiempos de la trofofase, practicamente se abolid en el inicio de la
idiofase (a las 24h) y se encendi6 intermitentemente durante toda la idiofase, aunque no es

muy claro.

Para el caso de la expresion del gen Atyapl, se observo que se encendid fuertemente hasta las
18h, horas antes del inicio del metabolismo secundario (observado por la expresion de los

genes lovE y lovF) y decay6 considerablemente después de las 18h hasta el final del cultivo.

Por otra parte, el gen fadA mostré un comportamiento distinto al de FS. Se observo que éste
se expresa fuertemente durante toda la trofofase (hasta las 24h), después de este tiempo, la

expresion de este gen decayo considerablemente.

Para el caso de FL, se encontré que tanto los genes que codifican para Atyap! y fadA, tienen
un comportamiento muy similar al de sod!, el cual también se enciende fuertemente durante

la trofofase y decae considerablemente en la idiofase.

Por otra parte, el gen srr4 no parece tener un comportamiento definido durante todo el
cultivo, pero es claro que se encontré encendido durante la trofofase, y en puntos distintos de

tiempo durante la idiofase.
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Fig. 39 Analisis de Northern de los genes srrd, Atyapl, fadA, sodl, lovE y lovF, a diferentes tiempos de la trofo-(de 15 a
23h) y de la idiofase (de 24h en adelante) de la FL. Para cada uno de los genes se muestra el RNA como control de carga
empleado para cada gen en particular. La flecha en la parte superior indica que las 24h es el inicio de la idiofase, observado
por el inicio de expresion de lovE 'y por medio de una cinética de produccion de lovastatina.
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7.6.4. Efecto del silenciamiento de A#yapl.
7.6.4.1. Construccion del vector pGdpPkiRNAi-Atyapl.

En colaboracion con Ailed Pérez Sanchez, se logro la amplificacion del fragmento del gen de
Atyapl con los oligos yapl RNAi-Fwd y yap1RNAi-Rev (Tabla 3). Se observo que la mejor
temperatura de hibridacion, fue a 68°C (al realizarlo en una prueba con empleando un
gradiente con diferentes temperaturas de hibridacion) (41-A). Dicho fragmento se clond

dentro del vector pJET/Blunt, para generar el vector pJet-Atyap IRNAI.

El fragmento de Atyapl con extremos Ncol, se obtuvo de la construccion pJet-Atyap  RNAi
después de la digestion con dicha enzima de restriccion (Fig. 41-B). El fragmento purificado,
se clond dentro del vector pGpdPki-RNAi (Fig. 14) previamente digerido con Ncol y
purificado (Fig. 40).

Ladder
1 kb 1 2

288 pb

Fig. 40 Caracterizacion del plasmido pGpdPki-RNAi. Carril 1: plasmido sin digerir. Carril 2: plasmido digerido con Ncol.
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A) B)

500

Fig. 41 A) Obtencion del fragmento de 553 pb de Atyap! empleando un gradiente de temperaturas de hibridacién; B)
Caracterizacion de una de las clonas de E. coli DHS5a transformadas con la construccion pJET-Atyapl RNAI seleccionadas,
tras una digestion con la enzima de restricciéon Ncol

De la construccion pJet-Atyap IRNAI, se obtuvo el fragmento del gen Atyap! mediante la
digestion con la enzima Ncol. El producto se clond dentro del vector pGpdPki-RNAi para
generar el vector pGpdPki-Atyapl RNAi. La construccion se verifico mediante la digestion
de la enzima Ncol, cuando generd 2 fragmentos, uno correspondiente al vector (6628 pb) y

otro correspondiente al inserto (553 pb) (Fig. 42).

6288 pb

553 pb

Fig. 42 Caracterizacion de las clonas que poseen la construccion pGdpPkiRNAi-Atyap]1 tras la digestion con la enzima Ncol.

Con la construccion ya comprobada, se transformo a A. terreus por el método de protoplastos

generandose 8 transformantes.
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7.6.4.2. Caracterizacion de las transformantes de A. ferreus con la construccion

pGdpPkiRNAi-Atyapl.

7.6.4.2.1. Sensibilidad al H,O,.

De las transformantes obtenidas, se seleccionaron y analizaron las T1, TS5, T7 y T8. De
acuerdo a los resultados obtenidos, las transformantes con la construccion de silenciamiento,
produjo sensibilidad en las esporas a diferentes concentraciones de H,O,. La Fig. 43 muestra
que las transformantes mostraron marcada sensibilidad a concentraciones mayores de 140
mM de H,0,, ademas, con respecto a la parental, las 4 transformantes redujeron su viabilidad

celular a concentraciones de 100 y 120 mM de H;0,.

100
H202 mM
80 ug
& .
£ 60 - 100
[=]
3
[ =120
k=] wd
S 40
£ 140
=]
2 20 -
160
0 -+ T
P T1 T5 7 T8 5l

Fig. 43 Sensibilidad de las esporas de A4. terreus a HyO; : P, cepa parental; T1 a T8, transformantes (con la
construccion pGdpPkiRNAi-Atyap1) obtenidas de A. terreus.
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7.6.4.2.2. Esporulacion y produccién de lovastatina de las transformantes de A.

terreus.

Se realiz6 una cinética de esporulacion de las transformantes de A. terreus, y se observo su
comportamiento frente a la cepa parental Fig. 44. Los resultados mostraron que las cepas
transformantes, tuvieron una marcada elevacion en la produccion de esporas, ademas de que
se presentd una produccion temprana de éstas. En la cepa parental se observd que la
produccion empezo6 entre las 120 y 144 h, mientras que en las transformantes analizadas, se
observd que la produccion empezo entre las 72 y 96 h. Todo esto se realizd6 en medio de

cultivo en Caja de Petri con medio de produccion de lovastatina 1X.

1E+09 -
+p
8E+08 -
= —T1
£ 6es08
B T5
2 4E+08 |
3 ——T7
* OE+08
& P TB
0E+00 +—F—F—H—F—F
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo (h)

Fig. 44 Cinética de esporulacion de las cepas transformantes y la parental (P) de 4. terreus.

Es importante sefialar que en experimentos preliminares, las transformantes tuvieron un inicio
precoz en la biosintesis de lovastatina (Pérez et al., 2013). Actualmente se estd trabajando
con una caracterizacion mas profunda de las transformantes obtenidas (Pérez et al., tesis de

maestria en desarrollo).

99



7.7.

Diferencias entre FS y FL.

En este trabajo se hizo un esfuerzo para detectar las diferencias entre FS y FL que nos podrian

ayudar a tener un mejor entendimiento de las caracteristicas propias de la fisiologia del medio

solido. La primera diferencia inesperada, fue que sod! se expres6 mayormente en FL. Por

otra parte, cuando este gen se regula a la baja (justo en el inicio de la idiofase), la

acumulacion de ROS se incrementa considerablemente. En relacion a esto, el balance redox

(medido por el cociente GSH/GSSG) fue 4 veces mayor en FS con respecto a la FL, durante

la trofofase (Tabla 9).

Tabla 9 Diferencias fisiologicas y a nivel de expresion de genes encontradas entre FS y FL

y 48 h.

PARAMETRO FL FS ‘ COMENTARIOS
Produccion 38 Lo me!
especifica de © H& Mg 118.4 ug mg"' biomasa Al dia 7
. biomasa
lovastatina
*En ambos, bajos
P niveles en
\CHD ROS en 1?(1010 URF/g trofofase.
S idiofase biomasa. 1.2x10° URF/g biomasa. ~ 10 veces menos
% (valores Niveles fluctuantes | Niveles constantes en FS.
= promedio) Aumento
significativo a las
24h (inicio
idiofase).
GSH/GSSGen | 5, 22 ~ 4 veces mayor en
trofofase FS
Fuerte expresion
en trofofase . En ambas,
sodl Fuerte expresion en trofofase regulacion a la baja
(2.5 veces mayor en idiofase
n que en FS)
5]
E Expresion fuerte . 4
T Atyapl en trofofase Expresion fuerte en trofofase Régulat;lqn ala
g baja en idiofase
4 Expreglon Expresion fuerte en trofofase,
Ne) srrA intermitente en . . L
= - regulacion a la baja en idiofase
é trofo- e idiofase
Fuerte expresion .
) .
2 fudd | entrofo-, bajaen | ExDresion constante durante Miranda ct al.,
idiofase 2008
briA No se expreso Expresion en idiofase, entre 36 Miranda et al.,

2008
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8.  DISCUSION.

En los ultimos afios varios autores han encontrado evidencia de una estrecha asociacion entre
el estrés oxidante y el desarrollo y la diferenciacion de hongos (Aguirre et al. 2006). Ademas,

la diferenciacion se ha asociado con el metabolismo secundario (Calvo et al. 2002).

Son pocos los estudios que han relacionado el metabolismo secundario con el EOX, y esto se
ha centrado en la biosintesis de AT (Jayashree & Subramanyam 2000; Narasaiah et al. 2006),
por lo que este trabajo se enfocd en encontrar por primera vez, una relacion entre la

biosintesis de lovastatina y el EOX o la produccion de ROS.

La lovastatina es un metabolito secundario de importante interés farmacéutico y comercial
por sus propiedades anticolesterolémicas, ademas, se han asociado efectos pleiotropicos con

el empleo de esta y otras estatinas (Barrios-Gonzalez & R. Miranda 2010).

Se ha reportado que la produccion de este metabolito secundario por A. terreus puede llegar a
ser hasta 30 veces mayor mediante FS con respecto a la FL (Bafios et al. 2009). Estudios
moleculares previos, indicaron que una mayor expresion de los genes de la via de biosintesis
en FS, puede ser responsable de esta alta produccion (Barrios-Gonzalez et al. 2008). A su
vez, esto se debe a estimulos ambientales que en FL no estan presentes. De hecho, se han

logrado identificar varios de estos estimulos (Barrios-Gonzélez 2012)

Uno de estos estimulos que influye de forma muy importante en una mejor produccion en FS,
es que el micelio estd en contacto directo con el aire, lo cual a su vez genera EOX a través de

la formacion de ROS.

En estudios anteriores (Miranda et al., 2008), se encontrd que el gen sod! estaba fuertemente
expresado durante la trofofase de FS y FL. Inesperadamente, se encontrd también que la

expresion de sod! fue 2.5 veces mayor en FL que en FS.

En ese momento los resultados parecian indicar la existencia de un Periodo de Estrés
Oxidativo (PEO) debido a una tedrica elevada concentracion de ROS que resultaba en un
estado mas oxidante, el cual antecedia el inicio de la biosintesis de lovastatina. Esto, pensando
en lo reportado por Toledo et al. (1991), quienes encontraron un estado hiperoxidante que
precede justamente los procesos de diferenciacion en Neurospora crassa (el paso de
germinacion y el de hifa a hifa aérea-espora). Consideramos que si el paso de trofo- a idiofase
se puede entender como un proceso de diferenciacion metabolica o bioquimica (Calvo et al.

2002), esperariamos algo similar: un estado hiperoxidante precediendo el cambio.
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Entonces, la hipdtesis original se estructur6 en funcion de los hallazgos en cuanto al perfil de
expresion de sodl. Se penso inicialmente la existencia de un PEO durante la trofofase, en el
cual se encontrarian concentraciones elevadas de ROS, y por consiguiente, un estado mas
oxidante; todo esto justo antes de iniciarse la idiofase de lovastatina en FS y FL. Por lo que la
demostracion de esta hipotesis se inicid realizando a la par FS y FL y la caracterizacion del

PEO.

8.1. Diferencias de producciéon de lovastatina en FS y FL: Fisiologia especial del

medio solido.

Rara vez se realizan comparaciones precisas entre FL y FS. Una razon importante de esto es
porque la FS generalmente se realiza utilizando sustratos naturales (agroindustriales), por lo
que el medio de la FL correspondiente, puede diferir considerablemente (Barrios-Gonzalez et
al. 2005). El sistema FS utilizado en este trabajo (FS sobre soporte inerte) permitio el uso del
mismo medio liquido que en FL, impregnado en un soporte inerte (espuma de poliuretano).
Este es también un sistema mas limpio en el que se pueden hacer comparaciones precisas. De
esta manera, el cultivo para la produccion de lovastatina en FS y FL se realizd el mismo
medio de cultivo (aunque una version 2.5x se utilizo en FS, ver seccion Medios de Cultivo, y
ambos presentaron cinéticas de pH muy similares. Por otra parte, el inicio de la idiofase
ocurrié en tiempos similares (aproximadamente a las 24 h) en ambos sistemas de cultivo,
alcanzado los maximos de produccion de lovastatina en los mismos tiempos de cultivo en

general (144 h).

La diferencia en la fisiologia del medio soélido, fue representado por una mayor produccion de
lovastatina en FS, asi como la esporulacion. En FS se produjeron 22.57 mg/g cultivo seco vs
0.65 mg/ml de FL (Fig. 15). A menudo se reporta, en estudios comparativos FS vs FL, una

mayor produccion y productividad de enzimas y de metabolitos en FS (Robinson et al. 2001).

Para poder corroborar la existencia del PEO en trofofase e idiofase de lovastatina, se
identificaron ambas fases a nivel fisiologico (Fig. 15) y a nivel molecular (inicio de
transcripcion de los genes lovE y lovF, ver Fig. 38 y Fig. 39). En ambos sistemas de cultivo,
se observo que la idiofase inici6 a las 24 h, por lo que se tomaron muestras de micelio de
diferentes puntos de trofofase y otros tantos de idiofase para iniciar la caracterizacion del

PEO.
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8.2. Caracterizacion del PEQ: Cuantificacion de ROS y balance redox.

Como ya se mencioné anteriormente, se penso en la existencia de un PEO que precedia la
biosintesis de lovastatina, por lo que se procedié a caracterizarlo en funcion de 2 parametros
principales: 1) Cantidad de ROS y 2) Balance REDOX; ambos pardmetros nos ayudarian a

aclarar si un estado hiperoxidante precede el inicio de idiofase de lovastatina.

Si la induccion de la sod! se interpreta como un indicador de altas concentraciones de ROS,
estos resultados parecian indicar la presencia de un estado transitorio hiper-oxidante que
estrechamente precede la aparicion de la idiofase de lovastatina; ain mas cercano que la
misma esporulacion, ya que la expresion del gen bri4 se detectd a las 48 h . Esto seria
consistente con el hecho de que el cambio entre las fases de desarrollo (ontogénesis hongos)
se produce a través de un estado inestable hiper-oxidante determinado por un aumento en el

nivel de ROS en las células (Belozerskaya & Gessler 2007).

Sin embargo, la medicion directa de ROS en el micelio no lo confirmé. Por el contrario, los
resultados mostraron que no existia un estado hiperoxidante en la trofofase. En su lugar, se
puso de manifiesto un estado oxidante en la idiofase en ambos sistemas de cultivo, el cual
continu6 durante la mayor parte de la fase de produccion. Esto sugiere que las ROS influyen

directamente sobre la biosintesis de la lovastatina.

Estudios realizados por otros autores, habian indicado una correlacion positiva entre la
acumulacion de ROS y la produccion de otro metabolito secundario: aflatoxinas (AT).
Jayashree y Subramanyam (2000) encontraron mayores niveles de ROS en una cepa
toxigénica de Aspergillus parasiticus, en relacion con una cepa toxigénica. Por otra parte, las
actividades de las enzimas antioxidantes, tales como SOD y GPX, asi como los niveles de
GSH, fueron todos aumentados durante la progresion de la cepa toxigénica de trofofase a
idiofase. Los autores discutieron que las AT son policétidos altamente oxigenados con
actividad antioxidante, cuya produccion puede ser sometido a la regulacion redox. Por otra
parte, proponen que las AT junto con las enzimas antioxidantes, regresan el estado redox
intracelular de nuevo a su estado normal (Narasaiah et al. 2006, Belozerskaya & Gessler

2007).

Sin embargo, debido a que la lovastatina es un policétido més bien reducido, y no se ha
reportado para éste actividad antioxidante, nuestros resultados sugieren que la relacion entre

el metabolismo secundario y la formacion de ROS puede ser més general. El presente trabajo
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constituye el primer reporte de un estado oxidante relacionado con la produccion de
lovastatina en A. ferreus, ya que es un metabolito secundario diferente de AT, sugiriendo que

las ROS podria estar implicado en la regulacion de otros MS.

En contraste con el caso de AT, en los cultivos de lovastatina estudiados aqui, la transcripcion
de la enzima antioxidante sod! (y probablemente otros) se reguld a la baja en idiofase,
aparentemente propiciando un aumento de ROS y posiblemente induciendo el metabolismo
secundario. Los resultados sugieren que, durante la fase de crecimiento rapido (trofofase), la
alta expresion sod! contribuye a contener los niveles de ROS con el fin de generar un entorno
intracelular conveniente para el crecimiento. Recientes investigaciones denotan que las vias
de senalizacion celular implicados en la proliferacion, el crecimiento, y la diferenciacion de

diversos eucariotas estan regulados por su estado redox intracelular (Kamata & Hirata 1999).

Ademas, nuestros resultados mostraron que durante la fase de crecimiento rapido los cultivos
de lovastatina, tuvieron altas expresiones de Atyapl y sodl (Fig. 26 y Fig. 27) y niveles
contenidos de ROS (Fig. 16). Esto sugiere que en A. terreus, AtYapl regula a Sodl. Se ha
sefialado que en levadura, la expresion de sod! es inducida por ROS, posiblemente a través de

Yapl (Jamieson 1998; Cyrne et al. 2003).

Las células tiene una serie de mecanismos para mantener bajos los niveles intracelulares de
ROS que en conjunto constituyen la respuesta antioxidante(Aguirre et al. 2006). Esto es
debido a que el EOX al que se enfrentan los hongos, afectan principalmente a las estructuras
celulares y macromoléculas, principalmente lipidos, proteinas y acidos nucleicos, que si se
someten a cambios estructurales pueden danar su funcion poniendo en peligro su desarrollo
(Folch-Mallol et al. 2004). El control de ROS en la célula puede ser realizado
enzimaticamente por la SOD que transforma los iones superdxido (O,") en peroxido de
hidrégeno (H»0,). Dado que esta es también una molécula peligrosa, se transforma en H,O
por la catalasa y/o por la glutation peroxidasa GSH dependiente, al mismo tiempo la

conversion a GSH a su forma oxidada GSSG (Pocsi et al. 2004).

El glutation, es el tiol mas prevalente que contiene en la célula y juega un papel clave en
equilibrio redox. El equilibrio entre la formacion y disolucion de los enlaces disulfuro entre
las moléculas de GSH impulsadas por el potencial redox de un estado celular, crea un tampon

de alta capacidad oxidorreductivo dentro de la célula (Pocsi et al. 2004).

La célula debe ser capaz de detectar la alteracion del equilibrio redox, modular la actividad de

los reguladores transcripcionales apropiados y, a continuacion inducir la expresion de los
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genes blanco relevantes. Mientras que los hongos utilizan varios medios diferentes para
controlar la expresion de productos génicos activos por redox, una caracteristica comun es la

necesidad de una respuesta transcripcional rapida al desafio oxidante (Moye-Rowley 2003).

En el presente trabajo, la acumulacion de ROS en la idiofase, fue apoyado ademas por los
datos del estado redox. En ambos sistemas de cultivo, los resultados mostraron un equilibrio
redox bastante alto en trofofase (es decir, un entorno relativo de reduccion intracelular). Este
equilibrio comenzo a disminuir alrededor de las 24 h para llegar a un nivel bajo y estable en
48 y se extendio al resto de idiofase. Es decir, un entorno relativamente oxidante se observo
en idiofase (alrededor de 4 veces menos que en fase de crecimiento). Al parecer, la oxidacion
de GSH se utiliza en parte para contrarrestar el alto nivel de ROS (ademas de ser utilizado

para la biosintesis de lovastatina y otros procesos celulares).

8.3. Las ROS son necesarias para la biosintesis de lovastatina.

Debido a que se encontré una coincidencia en el inicio de biosintesis de lovastatina y la
acumulacion de ROS, fue necesario establecer (o descartar) una relacion entre ambas. Para
realizarlo, se emplearon oxidantes y antioxidantes que fueron suplementados de manera

exogena a los medios de cultivo empleados en FS y FL.

Inicialmente se realizaron ensayos con NAC y TMTU sobre cultivos en caja de Petri, donde
se encontraron reducciones significativas en la produccion de lovastatina, con el empleo de
estos antioxidantes, ademas de que se determinaron los rangos efectivos para cada molécula

(Fig. 19 y Fig. 22).

Interesantemente, el empleo del antioxidante NAC en FS y FL, redujo significativamente el
nivel de produccion de lovastatina en ambos sistemas, asi como el nivel de
produccion/acumulacion de ROS; ambas reducciones fueron dependientes de la dosis
empleadas, de tal modo, que al realizar un Analisis de Regresion Simple, se obtuvieron
indices de correlacion R*=0.93 para FL y para FS un R*=0.99 (ambos p<0.05) entre las

variables lovastatina vs ROS.

El analisis a nivel transcripcional, reveld que la acumulacion de transcritos de lovE y lovF en
FS y FL se redujeron con el empleo de NAC, y como ya se ha sefialado anteriormente, el
nivel de produccion del metabolito, es consecuencia del nivel de expresion de los genes de la

via (Barrios-Gonzalez et al. 2008; Sorrentino et al. 2010).
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El resultado de estos experimentos demuestran que las ROS contribuyen a la sefializacion
sobre la regulacion de la biosintesis de lovastatina, a través del gen regulador /lovE, y los

genes de biosintesis, representados aqui por el gen lovF..

Ahora bien, el empleo de antioxidantes redujo la produccion del metabolito con la
concomitante reduccion de ROS y a nivel transcripcional, redujo la expresion de los genes

lovE y lovF. Entonces, surgio la pregunta ;qué pasara al emplear oxidantes?

Inicialmente, se pensd que con el empleo de oxidantes, se obtendria el efecto contrario a los
antioxidantes, esto debido a que el uso tanto de H,O, como de paraquat, indujeron
incrementos importantes del metabolito en cultivo solido en caja de Petri (Fig. 28), y con ello
se pensd que se podria manipular fisiolégicamente al hongo mediante los cultivos para
mejorar los niveles de produccion. Esto, aunado a los experimentos realizados con A.
parasiticus, donde se lograron incrementos en la produccion de AT, los cuales fueron dosis-

dependientes a diferentes concentraciones de HO, exdgeno (Narasaiah et al. 2006).

Sin embargo, en nuestros sistemas de estudio (FS y FL), el empleo de H,O, a diferentes
concentraciones, redujeron el nivel de produccion en FS, mientras que en FL no se mostraron
diferencias importantes. Esto sugiere que existe una linea fina entre el nivel de ROS (niveles
bajos y fisioldgicos para poder sefalizar (Reverberi et al. 2008), puede inducir el metabolismo
secundario y/o otros procesos) y el EOX. En este sentido, en FS, concentraciones de 10 y 50
mM de H,0,; afectaron negativamente el crecimiento, aboliendo practicamente la biosintesis
de lovastatina (Fig. 32), suponemos por un incremento en el nivel de EOX inducido por la
adicion de H,O; exodgeno, produciendo dafio celular y consecuente muerte (Belozerskaya &
Gessler 2007).

8.4. El mecanismo de regulacion de ROS sobre la biosintesis de lovastatina, puede ser

a través de Factores Transcripcionales que responden a EOX.

Debido a que el empleo del NAC redujo el nivel de transcritos de los genes de la via (lovE' y
lovF), y como consecuencia una reduccion en el nivel de lovastatina, se analizd in silico el
promotor del gen lovE (Factor Transcripcional de la ruta biosintética de lovastatina). La
presencia de sitios probables para CreA sugiere que es a través de este Factor Transcripcional
que se regula la biosintesis de lovastatina por represion catabdlica (Hajjaj et al. 2001). Un
andlisis mas a detalle del promotor de /ovE puede aportar informaciéon importante sobre su

regulacion.
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La presencia de multiples sitios de unién para Factores Transcripcionales que responden a
diferentes tipos de estrés, (nutricional, térmico y oxidante), sugiere que la biosintesis de
lovastatina puede ser consecuencia de la respuesta a estimulos ambientales que generan estos
tipos de estrés, generando una Respuesta General a Estrés (Folch-Mallol et al. 2004).
Particularmente se encontraron en su mayoria Factores Transcripcionales que responden a
EOX (AP-1, Skn7, Msn2/4, NF-kB y Nrf2, algunos en humanos y otros en levadura, Fig. 35),
por lo que se sugiere que el EOX a través de las ROS, puede regular mas particularmente este

gen.

En forma andloga a lovE, se encontraron sitios putativos de uniéon de AP-1 en el promotor del
regulador AfIR (factor transcripcional del cluster biosintético de AT, (Reverberi et al. 2008).
Para poder tener un panorama que nos permita entender si es a través de AtYapl que la
biosintesis de lovastatina pueda ser regulada, se realiz6 un andlisis de Northern para el gen

que codifica a este Factor Transcripcional.

Los resultados sugieren que en A. terreus, Atyapl puede regular a sodl, ya que ambos tienen
patrones de expresion similares, i.e. se expresan fuertemente en trofofase. En S. pombe, donde
Yaplp actia como un sensor de equilibrio redox, regulando la activacion de diferentes
antioxidantes relacionadas con la defensa de los genes, como SOD, CAT y GPX (Lee et al.

1999).

La hipotesis de que la biosintesis de AT es regulada por medio de Yaplp es interesante y
podria ser el mismo mecanismo que para la lovastatina. Esto por que Yaplp es un Factor
Transcripcional (paralelo a la cascada MAPK cinasas) que funciona como un sensor de ROS
o estado redox de la célula; y que en caso de incremento de ROS, la proteina entra al nucleo y
participa en la transcripcion de cientos de genes cuyos productos van a contender o neutralizar
este brote oxidante (Reverberi et al. 2008). Sin embargo, cuando Reverberi et al., (2008)
construyeron una cepa AApyapl sélo encontraron una acumulacion precoz de ROS en el
cultivo de AT y una produccion adelantada de AT. Incluso la esporulacion se presentd en
forma precoz. Los autores propusieron que ApYapl podria estar regulando en forma negativa
los genes del metabolismo secundario, también es posible que los ROS estén regulando estos
genes por otro mecanismo. Esto se relaciona por el hecho de que encontramos que Atyap/ no

se expres6 durante la idiofase de FS y FL.

La hipotesis de que la regulacion de lovastatina a través de AtYapl, no se descarta, por ello se
empez6 a trabajar en el silenciamiento de este gen en A. terreus. Nuestros resultados

mostraron que el silenciamiento de este gen (ademas de que produjo una marcada sensibilidad
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al H,O, como la reportado por Reverberi et al. (2008)), produjo una temprana y elevada
produccion de esporas. También, resultados preliminares mostraron un incremento
importante en la biosintesis de lovastatina, sin embargo, faltdé una caracterizacion mas
profunda de las transformantes obtenidas, lo cual nos podra en un futuro dar informacion
valiosa sobre si es 0 no importante AtYapl para la biosintesis de lovastatina por 4. terreus, y
si se corrobora la alta produccion de lovastatina por el silenciamiento de este, podria

proponerse como una herramienta de mejoramiento genético.

Aunque AtYapl podria ser el Factores Transcripcionales implicado, el mecanismo podria ser
a través de alglin otro Factor Transcripcional. Es importante notar que se encontraron varios
sitios de union para el Factor Transcripcional Skn7 (en S. cerevisiae) o StrA (en A. nidulans).
Por tal razon, se analizo el perfil de expresion de srr4 de 4. terreus en FS y FL por la técnica
de Northern-blot en conjunto con Mariel Mendoza Rico (Mendoza-Rico et al., tesis en
revision).

Los resultados mostraron que en FS el gen srrd4 se expresdé durante toda la idiofase,
comenzando justo cuando el gen Atyapl es regulado a la baja. Asi, se ve un patréon donde
Atyapl es expresado durante la trofofase, junto con sod!, sugiriendo que son responsables del
mantenimiento de bajos niveles ROS. Después, ambos disminuyen su expresion y es en ese
momento donde empieza la acumulacion de ROS. También es ese el momento en el que srr4

se “enciende”, y su expresion dura toda la idiofase (Mendoza-Rico et al., tesis en revision).

Esto significa que el mecanismo por medio del cual los ROS regulan a los genes de
lovastatina bien puede ser por medio de StrA. Es decir, la acumulaciéon de ROS estaria
induciendo s774, cuyo producto va al promotor de lovE y quizas otros genes de la via para
facilitar su transcripcion, como es el caso del promotor del gen lovF, donde se encontraron

hasta 10 sitios probables de union para este Factor Transcripcional (Fig. 37).

Es importante notar que se ha demostrado que Skn7 (homologo de SrrA) puede actuar en
conjunto con Yapl, o solo en la regulacion de otros genes, i.e. de esporulacion (Delaunay et

al., 2000).

Por otra parte, los resultados obtenidos en FL fueron muy diferentes. En FL, s774 se expreso
también durante parte de la trofofase (coincidiendo con Atyap! en 15, 18 y 21 h). Después, ya
en idiofase, se expresé intermitentemente, de hecho, parece haber una correlacion entre las

ROS (debido a fluctuaciones en su contenido) y expresion de sr#4 durante la idiofase. Es

108



posible que la variabilidad de ROS encontrada en FL esté relacionada con la expresion

intermitente de srr4 (Fig. 16 y Fig. 27).

Por otro lado, también se sabe que SrrA (y Skn7) participan en el ensamble, sintesis y
mantenimiento de la pared celular, incluyendo respuesta a pérdida de turgor o estrés de pared
en levadura (Fassler 2011). Esto parece importante, ya que nuestro grupo han encontrado que
el micelio crecido en FS es diferente al crecido en FL, i.e. produce mas. Ademas, es logico
pensar que un micelio de FS necesita explorar, colonizar, etc., por lo que se propuso que el
micelio de FS es diferente (Barrios-Gonzalez 2012). Asi, también es posible que la diferencia
de expresion de s774 en FS y en FL este sefialando también la diferencia en las caracteristicas

del micelio de medio sélido.

8.5. Diferencias en el control de ROS en FS y FL: ;Causa de una mayor produccion

de lovastatina?

Debido a que las concentraciones de ROS en idiofase fueron 10 veces mas altos en el FL en
relacion con la FS, se podria pensar que se estaria induciendo EOX que a su vez podria danar
enzimas que podrian ser importantes para la biosintesis de lovastatina. Por lo tanto, se podria
pensar, que tal vez sea importante que los ROS se mantengan a un nivel mucho mas estable,
como lo encontrado en la idiofase de FS, ya que niveles bajos y fisioldgicos, son importantes

para que las ROS actuen como moléculas sefializadoras (Reverberi et al. 2008).

Otra de las diferencias encontradas, fueron los valores de equilibrio redox, los cuales también
mostraron diferencias notables. En FS se mostr6 4 veces mayor equilibrio redox que en FL.
Al parecer, en FS las condiciones generadas permiten un medio ambiente intracelular mas
reductor en el cultivo. Este equilibrio mas reductor podria ser necesario para un crecimiento

mas rapido en un ambiente mas estresante o exigente.

Por otro lado, ademads de indicar que la acumulacion de ROS y/o equilibrio redox en idiofase
contribuye a regular la biosintesis de lovastatina, nuestros resultados sugieren que los niveles
mas bajos y constantes de ROS encontrados en FS representan mejores sefiales para inducir

los genes biosintéticos de lovastatina, que los mayores niveles observados en FL.

En relaciéon con los niveles de ROS constantes y convenientes para las cascadas de
sefalizacion, un analisis protedmico de cepas de Penicillium chrysogenum con diferentes
niveles de produccion, incluida la de tipo silvestre y cepas sobreproductoras de penicilina,

indic6 que la reorganizacion metabdlica global ocurrié durante el mejoramiento genético de la
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cepa, incluida una mejora en la respuesta al estrés oxidante, lo cual incluydé un aumento de las

proteinas de respuesta a este tipo de estrés (Jami et al. 2010).

Hay evidencias de que en la FS los hongos crecen en un entorno con diferentes tipos de estrés,
como el osmotico, oxidante, y posiblemente nutricional. En un trabajo anterior que mostro
que el gen gldB esta fuertemente inducido en FS de lovastatina, aunque no en FL. Como se
trata de un gen del estrés osmotico de defensa, los resultados mostraron que el hongo esta
sometido a este estrés (Aw baja) durante la FS (Barrios-Gonzalez et al. 2008). Es posible que
este ambiente estresante active la “Proteccion Cruzada”. De esta forma el micelio crecido en
cultivo solido estaria mas apto para hacer frente a acumulaciones de ROS en cualquier
momento, que el micelio de FL y por lo tanto, para mantener ROS a un nivel mas bajo y mas

constante.

En levadura, la Respuesta General al Estrés, se da mediante la via de sefializacion cAMP-
PKA, mediada por proteinas G heterotriméricas, cuya subunidad a (gen gpa2), en condiciones
normales para el crecimiento, activa la adenilato ciclasa, incrementando asi la concentracion
de cAMP (Thevelein, 1994). En A. nidulans, el gen de dicha subunidad se conoce como fadA,
y ha sido empleado como un indicador de la via (Hicks et al. 1997). En este punto es
importante retomar el resultado obtenido en la tesis de maestria (Miranda et al., 2008), donde
se observo que el gen fadA se comporta de manera distinta en FS y en FL. En FS el gen se
trascribe de manera constante durante la trofofase e idiofase, no asi en FL, donde parecid
comportarse de acuerdo al modelo propuesto por Shimizu & Keller (2001): cuando hay
glucosa en el medio, la via cAMP-PKA esta activa, y al entrar en estrés nutricional (por
agotamiento del nutriente clave), la via baja su actividad para activar genes blanco que le
ayudaran al hongo a ser frente a las nuevas condiciones. Asi, se inicia el metabolismo

secundario, la esporulacion y se incrementa la resistencia a estrés.

En nuestro trabajo, ademas de encontrar diferencias en la expresion de fadA4 en FS y FL, otro
de los hallazgos fue que fadA se regula a nivel transcripcional, lo cual hasta la fecha no se ha

reportado.

El hallazgo de que las ROS se encontraron a niveles bajos y constantes, podria ser
consecuencia de una regulacion que podria correlacionarse por la actividad de la via cAMP-
PKA, Ia cual hoy en dia es una linea de investigacion en nuestro grupo (Pérez-Aguirre T.,

Tesis Doctoral en desarrollo).
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9. CONCLUSIONES

(1) No existe un estado hiperoxidante durante la trofofase, sino reductor. Bajos niveles de
ROS, resultado de un estado reductor (medido por el balance GSH/GSSG) y/o
expresion de enzimas antioxidantes i.e. sod/, se encontraron presentes en la trofofase
de ambos sistemas de cultivo.

(2) AtYapl parece regular a Sodl en A. terreus. Se encontraron patrones de expresion
similares entre los genes que codifican a estas proteinas. Ademas, estos se expresaron
fuertemente en la trofofase de FS y FL, por lo que se sugiere que contribuyen a
mantener bajos niveles de ROS, apropiados para llevar a cabo el desarrollo celular. Su
regulacion a la baja, induce la acumulacion de ROS en idiofase.

(3) Las ROS contribuyen en la sefalizacion para iniciar la idiofase de FS y FL. El empleo
del antioxidante NAC redujo niveles de ROS y lovastatina, este Ultimo como
consecuencia de una disminucion en el nivel de transcritos de los genes de la via por
efecto del antioxidante.

(4) Existe una alta probabilidad de que el mecanismo por el cual las ROS pueden
sefializar la biosintesis de lovastatina sea a través de Factores Transcripcionales que
responden a EOX. Se encontraron varios sitios de unioén a elementos como Ap-1
(Yapl en hongos), Nrf2, Skn7 (homoélogo a SrrA), etc., en el promotor de lovE y lovF.
En particular, SrrA se correlaciond con el comportamiento de acumulacion de ROS.
Mientras que AtYapl parece regular a Sodl para que a su vez regule niveles de ROS.
El silenciamiento de Atyap! (mediante RNAI), produjo una desregulacion en el
metabolismo de produccion de esporas, ya que estas se produjeron mas
tempranamente y en numero elevado, y al parecer también, el silenciamiento estimuld
una elevacion en la biosintesis de lovastatina en FS y FL.

(5) Los niveles bajos y controlados de ROS parecen ser importantes para un buen nivel de

produccion (como loe encontrados en FS).
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10. PERSPECTIVAS.

El presente proyecto abre una via importante en la investigacion de los mecanismos que
pueden regular el metabolismo secundario (particularmente lovastatina en 4. terreus). Estos
conocimientos podrian aplicarse para mejorar el proceso de produccion biotecnologica de este

MS, ya sea por manipulacion fisioldgica o por el mejoramiento genético de la cepa.

El presente trabajo ha establecido una relacion entre la produccion de ROS y la biosintesis de
lovastatina, y se propone que es a través de Factores Transcripcionales que responden a EOX

donde esta la clave de regulacion.

Particularmente, para conocer cual es la porcion del promotor importante para la regulacion
por ROS y cual es el factor o factores transcripcionales clave en esta regulacion, se propone
analizar in vitro el promotor del gen lovE. Partiendo del analisis in silico de este gen, se
podria analizar por fragmentos el promotor el cual estaria fusionado con algin gen reportero
como GUS o EGFP, con el objeto de encontrar la zona del promotor que estd sujeta a

regulacion.

Por otra parte, el silenciamiento de genes mediante el mecanismo de RNAi parece ser un
modo facil y efectivo de reducir considerablemente la expresion de genes blanco, por lo que
otra manera de observar cual o cuales son los Factores Transcripcionales que influyen sobre la
biosintesis de lovastatina, seria mediante el silenciamiento de Factores Transcripcionales que

responden a EOX, i.e. SrrA, AtfB, etc.

Ejemplo claro, es el silenciamiento del gen Atyapl a través del mecanismo de RNAi, que
potencialmente parece tener implicaciones positivas en el metabolismo secundario de A.
terreus, ya que se lograron altas producciones de esporas y al parecer, de lovastatina (por
corroborar). Esta puede ser una estrategia de mejoramiento genético de la cepa que podria

tener implicaciones biotecnologicas.

El tratar de comprender aun mejor la fisiologia del medio sélido para aprovechar ese
conocimiento en el mejoramiento del proceso de produccion de lovastatina, parece una labor
dificil, pero en nuestro grupo los avances parecen ser muy importantes, y queda claro que en

el area del EOX-metabolismo secundario queda mucho por investigar.
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APENDICE 1: Andlisis in silico de lovE.

Un analisis detallado de estos putativos o posibles sitios de union (o motivos), se presenta en
la Tabla 10.

Tabla 10 Posicion y valor del p-value de cada uno de los motivos encontrados en el promotor del gen lovE por el programa
MEME. Los motivos o sitios de union sefialados en color VERDE, muestra las secuencias consenso conservadas
pertenecientes al motivo 1, en ROSA, se presentan las secuencias consenso para el motivo 2 y en AMARILLO las secuencias
consenso para el motivo 3 (ubicadas en Fig. 45).

MOTIVO | POSICION | p-value DIAGRAMA DE BLOQUES

1-A -326 2.93¢- 20 | CATGAAACACACT CCACTAACCGT CTTACTECLCCTTACCLCC
1-B -936 1.68e- 17 | CATGAAGCCCACT CCACAAACAATCTTACCCCCTTTGECTC
1-C -500 2.80e- 16 | CAATCACCGTAGTCCLCTAACATTCAGTCACCCCULTACCAAC
1-D -130 6.33¢- 15 | AAAAAGLCACGACT G CLLEACCT TAAAAGLCCACACAGGTAC

-985 5.64¢-10 T AGCCGGTAGGGATTTT

-378 6.45¢-09 T TGCCAGGAGGAATTTT

-821 1.11e-08 GITAGGTACTAGGTACCTT

-643 2.10e-08 TACCTAGTAGCCTCTTT

-574 1.48e-07 AGCGAGGGTGTACGTACTCT

-236 7.20e-07 CCCACCCCCT

-252 7.20e-07 CCCACCCCCT

-700 2.84e-06 CCTGCCCCCT

-542 4.52¢-06 CCTACCTCCT

Posteriormente, se realizd un andlisis para poder pronosticar o predecir que Factores

Transcripcionales pueden unirse a estos motivos o sitios de union.
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Fig. 45 Distribucion de los motivos o posibles sitios de union de factores transcripcionales en el promotor del gen /ovE. En verde el motivol, en rosa el motivo2, en amarillo el motivo 3, en azul
rey, sitios encontrados por NSITE o por busqueda dirigida, en verde agua sitio de union compartido por motivo 3 y AtfB y en la secuencia 3-A (amarillo y subrayado) es el mismo sitio probable

para el factor CreA.
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Un analisis realizado con el programa N_SITE, reconoci6 los probables motivos regulatorios,
al comparar contra los 8458 motivos funcionales contenidos en Ghosh Database y Animal
Database, con un nivel de significancia del 95% y una homologia del 80% como criterios de

comparacion.

Los resultados obtenidos, mostraron que en el promotor del gen /ovE se encuentran presentes
diversos elementos regulatorios (58 en total), entre los cuales existen similitudes con aquellos
reconocidos por algunos Factores Transcripcionales de respuesta a EOX en humanos, tales

como AP-1, AP-2, HSFT, NF-Y, NF-«k-B, entre otras diversas funciones.

El analisis también se soportd con el programa JASPAR, ya que este programa posee matrices
de comparacion con Factores Transcripcionales descritos para hongos (especificamente, para

la levadura Saccharomyces cerevisiae) y para vertebrados.

El andlisis arrojo que el promotor posee diferentes sitios de union que responden a diferentes
actividades celulares, sin embargo, so6lo se detallan los probables sitios de uniéon que

responden a EOX, debido al enfoque de este trabajo.

Los resultados de éste analisis se detallan en la Tabla 11.
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Tabla 11 Posibles Factores Transcripcionales que pueden unirse a los motivos encontrados.

MOTIVO | Factor Transcripcional | Relative score | CADENA | POSIBLE SITIO DE UNION | OBSERVACIONES
1-A HSF1 0.84 1 ATGAAACA HEAT SHOCK FACTOR
SKN7 0.85 -1 GGCGCG HOMOLOGO A srrA
SKN7 0.86 -1 GGCGCT
NFE2L1::MafG 0.82 1 CATGAA EN HUMANOS NRF-2 (ARE)
APl 0.89 1 TGAAACA HOMOLOGO A YAP1
1-B SKN7 0.89 1 GGCGAC
NFE2L1::MafG 0.82 1 CATGAA
1-C MSN2 0.90 -1 CGGGG
MSN4 0.81 -1 CGGGG
APl 0.93 -1 TGACTGA
NFE2L1::MafG 0.87 -1 GGTGAC
1-D SKN7 0.83 -1 GGCCTT
SKN7 0.97 1 GGCCAC
2-A SKN7 0.90 1 GGCGGT
2-B HAP2 0.99 1 TTGGC Resp. A Estrés Nutricional
AFT2 0.94 -1 TACACCCT Homeostasis al hierro y Resp. a EOX
2-C MSN4 0.82 1 AGGGT Resp. A EOX
3-A, 3-B AFT2 0.86 1 CCCACCCC
AFT2 0.82 1 CACCCCCT
ADRI1 0.82 1 ACCCCCT Resp. Estrés Nutricional
MSN2 0.97 -1 GGGGG
MSN4 0.92 -1 GGGGG
MSN2 1.00 -1 AGGGG
MSN4 1.00 -1 AGGGG
3-C RPN4 0.86 -1 GGGGGCA Resp. A varios tipos de estrés
MSN2 0.97 -1 GGGGG
MSN4 0.92 -1 GGGGG
MSN2 1.00 -1 AGGGG
MSN4 1.00 -1 AGGGG
Otros posibles motivos encontrados de Respuesta a EOX
Factor Transcripcional Posicion Cadena Posible sitio de union
NF-K-B -610 -1 GGGGATTTTTC Resp. A EOX
CREA -236 -1 CCCCACCCCCTG Represion Catabolica
ATFB -437 1 AGCCC
-254 1 AGCCC
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APENDICE 2. Analisis del promotor de lovF.

Siguiendo la misma logica que para el analisis del promotor /ovE, se obtuvieron los resultados descritos en la Fig. 46 para el promotor del gen

lovF. Asi mismo se detallan las posiciones o sitios de union probables encontrados para cada uno de los Factores Transcripcionales en la Tabla

12.

lovF G TGGACCATGC ATTCTACGTT GCGGTCGGTG CGTCTGGAGC TACCTTCATA TTCGCCTGGG GTATGGGECE GCLl_AGGClGGC GGATGCAGG
L A e B B I BT IR B e B B e I I AT BCIRIP PP BRI IR
-900 -890 -880 -870 -860 -850 -840 -830 -820 -810

lovF A GAAAGGACGG AGCGAATGAA TTTAATCECHNGGECAAAGAA ATATTAATAT TTCTATGGAG ATAACCATGT AGCGTTTGGC AACTCATACA CTCTACCTA

Hap2/Skn7

L LT e B I E e e e L A B B IR B P R L I I
-800 -790 -780 -770 -760 -750 -740 -730 -720 -710

lovF C TCTTCTCAAA CCAAACGAAC CTTTATTATT ACAGGGAGAG CAATAATTCA TCACGAACCG GTTGTGACGA CAGACCGGTC cAACTGCGGC cTTTTE

HSFl/Yap7

L A e B T T I P I B B IRl HERIRIPIT [P IPIPIP I R R IR IR
-700 -690 -680 -670 -660 -650 -640 -630 —620 -610

lovF B GEErTATGGG TAAACACTTT AGTGTCGATA AGATTCCTAG CTTGACCTGA GCAGACCTAA ACCTGCATTA GTCATGGAAA TGTGCATTCG AGTACCCGA

Apl

-520 -510

-600 590 -580 -57 550 540
lovF C AGGTTGTGTT ACGAATCCAC CGCATCAGCA TATTCAATGG ACATGGCCTC CCAGT 'TG CTTCTCTTAA AGAAAGTTCC ATGGTTCCAT GG‘l‘_
Skn7 2-B Skn7
T A T T AT T e e e O AT T T F e e e B i e N I TR
-500 -490 -480 -470 -460 -450 -440 -430 -420 -410
lovF B CGGCTTCCAG TAGGGAAGTT GTGCTCCTCG TAGCCTACAT GTACACATTGNGECATCACGG GTGATTGAGC AAGACAGTCG AGGEEATCAA CATTGATAT
Skn7 Apl Yap5
I D T T e T T A e T A e e T A e B Tl TP TR
-400 -390 -380 -370 60 -350 -340 -330 -320 -310
lovF T CGGTCTTAGC ACTGATACCA CACAGAACTE! GCCEETANEMMMEENGCTCCGT CTAGGTAGTG TGGCAGAGAA ATCGTGGCGT CMEB@MEICTA CGCTTCAGA
Hap2 Msn2/Hapl/2-A
L T e N I E e e T A e B B B IR B I L AIRITIR BPIIPIPN IR BRI IR
-300 -290 -280 -270 -260 -250 -240 -230 -220 -210
lovF G CAACTATCGC AACCCTCAGG TCGGCAGACC AACTGGAGTA cCGGACTCGG CGTTilllc cecerTaTca Ack TTGAGCACCG CCAACCCGT
Hap2/NRF2
I T A O T T AT T B ) B AT E e P E P B P P AT AERIPIPIPN PP
-200 -190 -180 -170 -160 -150 -140 -130 -120 -110
lovF G CAGCTACCTA GCTCACTGTG GAGAATGGTA ATGCTAGGCT TCGGTCTGAC GATGTCATTC TATTGCTMMMMMMGTTCCTG AGCACCCGTT TCTCTACCA
1-A 3-A Skn7
| celeeadd R B I I \\\ R IRl I I e P I R I
~100 Zo0 “Zgo’ T “lso Za0° “l30° “Z20 “10°
lovF T cciEEEEAEE TCCAATCAGC CCGCGTCCGT CATA_GTGCGCAG TAAGGAAGGC TCATCCATCA AACATCAAAC TAGAAGACAT TGGCCACG

Fig. 46 Analisis in silico del promotor del gen lovF de Aspergillus terreus.
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Tabla 12 Factores Transcripcionales encontrados y sus probables sitios de unién en el promotor del gen /ovF de Aspergillus

terreus.
ANA REA ADO CO ASPAR
Motivo Cadena Inicio | p-value Sitio probable Secuencia en | POSIBLE FT QUE SE UNE AL
1-A - -97 1.50E-05 CCTCGCCA TGGCGAGG SKN7
1-B + -872 1.50E-05 CCTCGCCA
2-A + -225 1.19E-07 GGGTTATTGA MATAI1
2-B + -441 1.19E-07 GGGTGATTGA
- -64 1.51E-05 ACCTGGAG CTCCAGGT ARRI1
+ -925 1.51E-05 ACCTGGAG GLN3
FACTOR SCOR | RELATIVE POSICION CADENA POSIBLE SECUENCIA DE
SKN7 8.02 0.98 -934 1 GGCCGG
SKN7 5.42 0.88 912 1 GGCGGA
8.50 0.99 -704 1 TTGGC
SKN7 4.80 0.86 -702 1 GGCGCT
YAP7 10.53 0.90 -626 1 ATTAGTCATGG
HSF1 8.30 0.88 -626 1 ATGGAAAT
SKN7 8.58 1.00 -450 1 GGCCAT
SKN7 6.36 0.92 -418 1 GGCGAT
SKN7 5.79 0.89 -370 1 GGCGGG
7.69 0.95 -319 1 TAGCAT
8.68 1.00 -245 1 TTGGT
9.17 0.91 =227 1 CGGGGTTA
6.07 0.90 =227 1 CGGGG
7.83 0.97 -9 1 GGCCAC
6.74 0.86 -506 1 TAACTCA
6.69 0.85 -362 1 TGAAGCA
NFE2L1::MafG (NRF2) 8.69 0.99 -132 1 GATGAC
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