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Resumen

Los hongos filamentosos tienen un gran potencial para producir moléculas bioac-
tivas, muchas de ellas de interés para la industria farmacéutica, como por ejemplo
antibidticos y antitumorales. Por ello resulta de gran interés la busqueda de clusters
del metabolismo secundario que sinteticen nuevos productos naturales. Sin embargo,
frecuentemente estos clusters no se expresan en las condiciones habituales de cultivo en
laboratorio, y en consecuencia no se sintetizan los compuestos a los que darian lugar.
Estos clusters que no se expresan habitualmente se denominan “clusters silentes”, y los
compuestos que sintetizan suelen denominarse “cripticos”. El silenciamiento de clus-
ters del metabolismo secundario se sabe que depende principalmente de mecanismos

de regulacién epigenética.

Se conoce como Mineria Genémica (Genome Mining) a la busqueda de nuevas
enzimas y productos a partir de la informacion suministrada por la secuencia de un ge-
noma. En el campo del metabolismo secundario comprende un conjunto de estrategias
encaminadas a la busqueda de nuevos clusters, su expresion y la obtenciéon de nuevos
metabolitos secundarios. El objetivo de este estudio fue emplear algunas estrategias de
Mineria Genémica para la manipulacién de la regulacién epigenética en P. chrysogenum
NRRL 1951, y provocar cambios en el perfil de metabolitos secundarios producidos. De
igual forma, se realizé un andlisis para la prediccion de clusters involucrados en el me-
tabolismo secundario mediante el analisis del genoma del hongo utilizando el programa
bioinformético antiSMASH.

Una parte de este trabajo consintié en la aplicaciéon de distintas concentraciones
de dos compuestos remodeladores de la cromatina: 5-azacitidina (inhibidor de DNA
metiltransferasas) y tricostatina A (inhibidor de histonas desacetilasas), a medios de

cultivo liquidos de P. chrysogenum. Uno de los medios utilizados fue el medio definido
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MDFP y otro el medio complejo PDB. A continuacién los extractos obtenidos se
analizaron por LC-MS, y los perfiles cromatogréficos generados fueron examinados con
el programa MZmine2, que permitié evidenciar la aparicién de cambios en el perfil
de metabolitos secundarios en todas las condiciones utilizadas. Se produjeron cambios
de manera mas significativa en el medio PDB con la concentracién de 250 yM de 5-

azacitidina y 1 uM de tricostatina A.

Se utilizaron ademads técnicas moleculares para modificar la regulacién epigenética.
Se construyé un vector para el silenciamiento por medio de la via RNAi (RNA inter-
ferente) del gen cclA, cuyo producto hace parte del complejo COMPASS, un efector
transcripcional que actua favoreciendo el estado de heterocromatina. Con este vector de
silenciamiento se obtuvieron ocho cepas transformantes de P. chrysogenum, que fueron

analizadas mediante PCR para confirmar la integracién del vector.

Finalmente, se llevé a cabo un anélisis con el software bioinformético antiSMASH
de la secuencia gendémica de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255, con el objeto de
predecir clusters del metabolismo secundario, dando como resultando un aumento con-
siderable en el nimero y clase de compuestos predichos en comparacién con un estudio

previamente realizado en este hongo con otro programa.

En resumen, en el presenten estudio se pusieron a punto varias estrategias comple-
mentarias con el proposito de encontrar nuevos compuestos bioactivos producidos por

P. chrysogenum.
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Abstract

Filamentous fungi have a great potential to produce bioactive molecules, many of
them of interest to the pharmaceutical industry, such as antibiotics and antitumor
agents. It is therefore of great interest to search for clusters of secondary metabolism to
synthesize new natural products. However, often these clusters are not expressed under
conditions of cultivation in the laboratory, and consequently the compounds that these
clusters might produce are not synthetized. Clusters that are not expressed are kown as
“silent clusters”, and the compounds that they potentially may synthesize are usually
called “cryptic”. The silencing of secondary metabolism clusters is known that depends

mainly on epigenetic regulatory mechanisms.

The concept of Genome Mining refers to the search of new enzymes and products
on the basis of the information provided by the sequence of a genome. In the field of
secondary metabolism genome mining comprises a set of strategies for the search of
new biosynthetic clusters, their expression and the isolation and identification of new
secondary metabolites. The objective of this study was to assay some genome mining
strategies for the manipulation of the epigenetic regulation in P. chrysogenum NRRL
1951, and thus cause changes in the profile of the secondary metabolites produced. Si-
milarly, a bioinformatic analysis was carried out for the prediction of clusters involved
in secondary metabolism through the analysis of the P. chrysogenum genome using the
program antiSMASH.

A part of this work was the application of different concentrations of two chromatin
remodeling compounds: 5-azacitidine (DNA methyltransferase inhibitor) and trichosta-
tin A (histone deacetylase inhibitor), to liquid cultures of P. chrysogenum. One of the
media used was the defined MDFP medium, and the other the complex PDB medium.
The extracts obtained from the filtrated broths were analyzed by LC-MS, and
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chromatographic profiles generated were examined with the program MZmine2,
which allowed to detect the appearance of changes in the profile of secondary metabo-
lites produced in all conditions tested. The most significant changes in the profile of
secondary metabolites occurred in the PDB medium with a concentration of 250 pM

of 5-azacitidine and 1 uM of trichostatin A.

Molecular techniques were also used to modify the epigenetic regulation. A vector
was constructed for gene silencing via the RNAi pathway (interfering RNA) of the cclA
gene, whose product is part of the COMPASS complex, a transcriptional regulator that
acts inducing formation of heterochromatin. Fight transformant strains were obtained
with this silencing vector, which were analyzed by PCR to confirm the integration of

the vector in the genome.

Finally, an analysis of the P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 genome was carried
out with the bioinformatic software antiSMASH, in order to predict secondary meta-
bolism clusters. The results showed a considerable increase in the number and class of
clusters and predicted compounds in comparison to a study previously conducted in

this fungus with other programs.

In summary, in this work different complementary strategies of genome mining were

set with the purpose of finding new bioactive compounds produced by P. chrysogenum.
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Capitulo 1

Introduccion

El hongo Penicillium chrysogenum NRRL 1951 fue aislado en 1943, esta cepa pre-
sent6 altos niveles de produccion de B-lactamicos, permitiendo la purificacién y pro-
duccién a nivel industrial de la primera molécula con actividad de gran espectro anti-
bacterial (6).

Recientes investigaciones han mostrado una variedad de compuestos adicionales y
de interés terapéutico que producen las diferentes variantes generadas de esta cepa (1).
Es por tanto de gran relevancia conocer que otra clase de compuestos puede producir
la cepa NRRL 1951; la primera cepa que dié partida al linaje de cepas productoras de

B-lactamicos.

En este trabajo se abordan algunas estrategias de mineria gendémica centradas en la
regulacion epigenética de los genes del metabolismos secundarios en hongos filamento-
sos. Estas metodologias han demostrado ser efectivas para producir nuevos compuestos;
ya que muchos de los clusters biosintéticos del metabolismo secundario se encuentran
silenciados (clusters cripticos), lo cual dificulta el descubrimiento de nuevos compuestos

en condiciones habituales de laboratorio (86, 105).

En este trabajo se presenta en primer lugar (capitulo 2), la literatura correspon-
diente a los metabolitos secundarios, sus diferentes mecanismos de regulacién, y nos
centraremos especificamente en el mecanismo de la regulacion epigenética y las diferen-

tes estrategias de mineria gendémica relacionadas con el mismo.

En el tercer capitulo, se hace el planteamiento principal, con la justificacion, la

hipétesis y objetivos propuestos para esta investigacion.




1. INTRODUCCION

En el cuarto capitulo, se describen todos los recursos que se emplearon durante la reali-
zacién de los ensayos con los modificadores o remodeladores de la cromatina; asi como
su andlisis, la construccién del pldsmido de silenciamiento para un gen implicado en la

regulacién epigenética y el uso de programas bioinforméticos.

Seguidamente en el quinto capitulo se presentan los resultados obtenidos aplicando
la metodologia descrita en el cuarto capitulo. En el capitulo sexto se examinan y se hace
la discusion de los resultados obtenidos. Por tltimo en el séptimo capitulo se senalan las
conclusiones y perspectivas generadas en el presente trabajo. Finalmente se adjuntan

los anexos con la informacién adicional de los analisis y de las aplicaciones utilizadas.




Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Los Metabolitos Secundarios

Se conoce a los metabolitos secundarios (MS) normalmente por ser moléculas de
bajo peso molecular, los cuales no son esenciales para el crecimiento y viabilidad de
microorganismos o plantas. Los MS derivan de los metabolitos primarios y su produc-
cién se da pricipalmente durante la fase estacionaria de la curva de crecimiento, cuando
los nutrientes del medio se han agotado. La produccién de metabolitos secundarios
en hongos estd a menudo correlacionada con una etapa especifica de la diferenciacién
morfolégica (54). Si bien los MS no son vitales para el desarrollo de los hongos, estos
se encuentran involucrados en su supervivencia, ya sea para establecer interacciones en
su entorno, defenderse o dandole ventajas al competir ante otro microorganismo en su
medio (31). Los metabolitos secundarios han sido de gran utilidad para el hombre desde
la antigiiedad. Uno de los més conocidos y difundido ha sido la penicilina, descubierto
en los afnos veinte; fue el primer antibiético de amplio espectro que salvé miles de vidas
durante la segunda guerra mundial, dando entonces un giro a la investigacién farma-
coldgica de la época (99). Desde entonces el interés por las propiedades bioactivas de
los MS, no ha dejado de crecer, en la actualidad se han descubierto miles de sustancias.
Muchos de los metabolitos secundarios aislados de hongos poseen actividad antifingica,
antimicrobiana y antitumoral (76). Sin embargo, otros muchos metabolitos secundarios
muestran efectos adversos para el ser humano, como citotoxicidad, mutagénesis, carci-

nogénesis e inmunosupresién entre otras (54).

La carrera hacia la busqueda de nuevos metabolitos secundarios bioactivos y con
aplicacién farmacolégica, como por ejemplo antibiéticos, hizo que en las tltimas déca-

das las grandes farmacéuticas desarrollaran nuevas herramientas para la busqueda de
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nuevos compuestos (27). Dentro de los esfuerzos por agilizar esta bisqueda estd la uti-
lizacién de la informacion contenida en los genomas microbianos como se mencionard

mas adelante.

Estudios llevados a cabo a nivel genético permitieron establecer que los genes bio-
sintéticos de MS se encuentran agrupados en clusters (53). Un ejemplo de la exploracién
por conocer la agrupacion de los genes de biosintesis de penicilina fue realizada en 1990
por Diez et al. (32) y en 1995 por Fierro et al. (34), también en Aspergillus nidulans
y Aspergillus fumigatus (22).

En los clusters de las vias biosintéticas de metabolitos secundarios se ven implicadas
numerosas enzimas como, policétido sintasas (PKS), péptidos no ribosomales sintasas
(NRPS), y terpeno ciclasas entre otras (54), las cuales proveen las moléculas més abun-
dantes como lo son los policétidos sintetizados por enzimas PKS del tipo I , péptidos
no ribosomales (NRP) los que son péptidos pequenos cuya sintesis es independiente
del ribosoma y son sintetizados por enzimas NRPS, asi mismo hay estructuras de com-
puestos hibridos participando enzimas PKS-NRPS, y del tipo terpenoides, sintetizado
por enzimas terpeno ciclasas (47). Ejemplos de estos compuestos del MS que se deri-

van de las vias de biosintesis de Metabolitos Primarios, se esquematizan en la figura 2.1.

La regulacién en la expresién de los genes en la biosintesis de los MS en hongos
filamentosos esta relacionada con la respuesta a estimulos de factores externos e inter-
nos que inciden en los clusters figura 2.2, donde interviene la fuente de carbono, de
nitrégeno, el estrés, la luz, el pH, entre otros. La regulacion esta mediada por facto-
res de transcripcion y participan también reguladores globales como LaeA, que actian
mediante la remodelacién de la cromatina; este tipo de regulacion se conoce también
como epigenética y se comentard mas adelante (19). También es propio de los hongos
que la regulaciéon de MS esté relacionada con los procesos de diferenciacién fungica,
comunmente en la esporulacién (10). La regulaciéon de la biosintesis de penicilina ha

sido descrita tanto en Penicilliun chrysogenum como en A. nidulans (20, 21).

En la actualidad, el andlisis de los genomas completos de microorganismos como
bacterias y hongos ha permitido descubrir clusters del metabolismo secundario que no
estaban reportados, y cuyos productos son a menudo desconocidos. Este tipo de anali-

sis, junto con las herramientas moleculares utilizadas para activar la expresién de estos
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Figura 2.1: Principales rutas metabdlicas del metabolismo primario que son precursores de
los metabolitos secundarios en hongos, exponiendo a PKS, NRPS, terpenoides, alcaloides
inddlicos , hibridos de PKS-NRPS , meroterpenos, con ejemplos de compuestos.

clusters e identificar los productos sintetizados se conoce con el nombre de Mineria
Gendmica (Genome Mining). Para llevar a cabo esta metodologia se han desarrollado
algoritmos bioinformaticos que utilizan la informacién de la secuencia gendémica para
localizar clusters del metabolismo secundario. (94). Sin embargo, muchos de los clusters
del metabolismo secundario que son encontrados mediante los softwares bioinformati-
cos no son expresados en condiciones de cultivo en el laboratorio, lo que obstaculiza el
aislamiento y la elucidacion de la estructura los nuevos compuestos, por esta razon se

les denomina a estos clusters “silentes” o “cripticos” (46).

Para activar estos cluster cripticos la mineria gendémica ha planteado diversas
estrategias para inducir la biosintesis de las moléculas, entre ellas la remodelacién
de la cromatina utilizando genes o compuestos quimicos que modifican el estado de

condensaciéon de la cromatina, la sobreexpresién de reguladores especificos del cluster
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Figura 2.2: Algunas proteinas de la regulaciéon global de metabolitos secundarios como el
complejo SAGA-ADA, (Spt-Ada-Genb-acetiltransferasas); el complejo velvet; laeA VeA y
velB ; los Factores de transicripcién PacC', CreA y AreA y modificaciones en la cromatina
que participan en regulacién de clusters de genes de metabolitos secundarios. Las senales
que provienen del ambiente influyen en los clusters intermediado por las proteinas regula-
dora que responden a estos estimulos al mismo tiempo que alteran la expresiéon de estos.
En el centro se representa un cluster de metabolito secundario, posee un gen que puede
ser de un policétido (PKS), un péptidos no ribosomales (NRPS) o un hibrido PKS-NRPS.

biosintético, simulacién de entornos naturales (incluyendo el co-cultivo con microorga-

nismos autéctonos), entre otras que se abordaran posteriormente (18, 19).

Los antecedentes han demostrado que la mineria genémica es una poderosa e inno-
vadora herramienta para la exploracién, expresién y obtencién de diversos y novedosos
metabolitos secundarios en hongos filamentosos (107). Por lo tanto la intencién de este
estudio es aplicar algunas de las metodologias usadas en la modificacién de la regula-
cién epigenética en hongos enfocada en la producciéon de metabolitos secundarios en la

cepa Penicillium chrysogenum NRRL 1951.
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2.2. Caracteristicas Generales y Taxonomia de Penici-
llium chrysogenum NRRL 1951.

2.2.1. Caracteristicas Generales

La cepa silvestre P. chrysogenum NRRL 1951, es productora de penicilina, un anti-
bidtico de la familia de los B-lactamicos, y productora de otros MS como la crisogenina,
meleagrin, roquefotina (C, D) (49) . Esta cepa fue aislada de un melén por el departa-
mento de agricultura del NRRL (the Northern Regional Research Laboratory) en un
mercado de Peoria, Illinois, y fue sometida a mutaciones aleatorias (rayos X, luz UV)
dando origen a P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 (80, 81) cuyo genoma fue secuen-

ciado posteriormente en el 2008 (98).

P. chrysogenum NRRL 1951 es un hongo filamentoso del grupo de los ascomicetos,
su reproduccion se da de manera asexual con la formacién de esporas asexuales (conidios
o mitosporas) y sexual por medio de produccién de ascosporas meidticas (meiosporas)
(13). La ruta biosintética de la penicilina ha sido ya descrita (61), asimismo los genes
biosintéticos estdan agrupados en un cluster de unas 17 kb (35) y como se mencioné
anteriormente se conocen muchos aspectos de la regulacién de esta ruta de biosintesis
(20, 21).

2.2.2. Clasificacion Taxondomica

Recientemente esta cepa se ha reclasificado como Penicillium rubens NRRL 1951
(tabla 2.1) en un estudio filogenético molecular (49), aunque para fines de este estudio

seguiremos refiriéndonos a esta especie como P. chrysogenum NRRL 1951.

2.3. Histonas y Regulacién Epigenética

La cromatina es la encargada en el nicleo de células eucariotas de empaquetar y
compactar el ADN en diferentes niveles hasta formar los cromosomas; el nucleosoma es
la unidad fundamental de la cromatina que estd conformado por 146 pb de ADN que
se envuelven alrededor de un nticleo de proteinas. Este nicleo o “core” posee dos copias

de cada histona, H2A, H2B, H3 y H4, ensambladas en un octdmero como se aprecia en
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Taxonomia de P. rubens NRRL 1951
Super Reino: Eukariota

Reino: Fungi.

Filum: Ascomycota.

Subfilum: Pezizomycotina.

Clase: Eurotiomycetes.

Orden: Eurotiales.

Familia: Trichocomaceae.

Género: Penicillium
Especie: Penicillium rubens NRRL 1951
NCBI ID: 500485

Tabla 2.1: Clasificacién taxonomia de P. chrysogenum NRRL 1951.Tomado de la base de
datos NCBI (National Center for Biotechnology Information)

la figura 2.3; siendo entonces el nucleosoma un determinante primordial para el acceso

de la maquinaria de transcripcién de genes al ADN (63).

En ciertas regiones de los cromosomas la cromatina se encuentra dispuesta como
heterocromatina (telémeros, centrémeros) rica en secuencias repetidas, los nucleosomas
se hallan altamente condensados, por lo tanto la transcripcién no ocurre o es baja. Sin
embargo, si se encuentra dispuesta en eucromatina, los nucleosomas se encuentran me-
nos condensados estando entonces activa a la transcripcién (59). Se demostr6 en A.
nidulans, que los clusters de MS tienden a localizarse en las regiones subtelémericas,
dependiendo entonces del estado de la cromatina para ser expresados, un hecho evi-
denciado por Palmer y colaboradores en 2010 (75). Las proteinas de los nucleosomas
pueden sufrir diversas modificaciones postraduccionales (figura 2.3), como acetilacion,
metilacién, fosforilacién, ubiquitinacién y sumoilaciéon entre otras, en los extremos de
la histona tres (H3) e histona cuatro (H4) (38).

2.4. Regulacion Epigenética del Metabolismo Secundario

en Hongos

La epigenética se puede definir como cambios reversibles, y en ocasiones, heredi-
tarios en los niveles de expresién de un gen sin alterar las secuencias del ADN. Dicho
fenémeno ocurre en ADN y cromatina, en donde esta interviene a su vez en la regulacién

epigenética de los clusters de MS, relacionados con las modificaciones de las histonas
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Figura 2.3: Esquema general de un nucleosoma, la unidad fundamental de la cromatina.
Se muestra en el centro las proteinas de las histonas que lo conforman, con sus modifica-
ciones postraduccionales: acetilacién (AC), fosforilacién (F) y metilacién (Me); que se dan
en determinados aminodcidos: arginina (R), lisina (K) y Serina (S). Estas modificaciones
reportadas en hongos filamentosos pueden dar lugar a heterocromatina reprimiendo la ex-
presién de clusters de metabolitos secundarios o a eucromatina permitiendo la expresién
de los clusters como se muestra en la parte inferior.

que pueden encontrarse acetiladas (AC) o metiladas (ME) en el aminoécido lisina (K).
Estas se encuentran a lo largo del extremo N-terminal de la histona 3, la cual es critica

en la formacién de heterocromatina o eucromatina (figura 2.3) (18).

Los hongos también metilan su ADN como otro mecanismo de regulacién epigenéti-
ca en la expresién génica durante su ciclo de vida. La metilacién del ADN junto con
modificaciones en la cromatina como la trimetilacion de la lisina 9 en la histona 3 y
HP1 (proteina de Heterocromatina 1), localizados en centrémeros y telémeros, funcio-
nan como sistema de defensa del genoma frente a la repeticién inducida por mutacién
puntual (48).
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En estos dltimos afios se han descrito en hongos varias enzimas que regulan la dispo-
sicién de la cromatina mediante modificaciones quimicas de las histonas. Las interven-
ciones para inactivar o sobreexpresar los genes que codifican dichas enzimas mostraron

importantes efectos en la produccién de MS.

2.4.1. Genes Participantes en el Modelamiento de la Cromatina
2.4.1.1. Genes implicados en Metilacién de las Histonas

El regulador global LaeA es una metiltransferasa encontada incialmente en A.nidulans.
Cuando el gen laeA fue inactivado disminuy6 la expresién de MS, y cuando se sobreex-
pres6 aumentd la expresion de clusters de MS por medio de modificacion de las histonas
y consecuentemente de la cromatina (16, 17). LaeA forma un complejo heterotrimérico
con dos proteinas: VeA y VelB, denominado complejo Velvet, el cual regula procesos
como la diferenciacién sexual y asexual en respuesta a estimulos de luz (8). Este gen
también esta presente en P. chrysogenum, y cuando LaeA se sobreexpresé aumenté
la produccién de penicilina; en cambio la ausencia de LaeA reduce drésticamente la
produccion de penicilina y de la diferenciacién asexual para la produccién de conidios
(56). La metiltransferasa ClrD, encargada de la trimetilacién de H3K9 (lisina 9 de la
histona 3) y la unién de HepA (homoélogo HP1) estd asociada a la heterocromatina y
por lo tanto al silenciamiento de los clusters; sin embargo la mutacién de LaeA, revirtié
este efecto (83).

Posteriormente se caracterizé la histona metilasa cclA (14), que forma parte del
complejo COMPASS (complejo de proteina asociado con Setl), un efector transcripcio-
nal que actiia sobre la cromatina como metiltransferasa en la lisina 4 de la histona 3. En
A. nidulans, la delecién de cclA condujé a la reduccion de los niveles de dimetilacion
y trimetilacién de la lisina 4 de la histona 3, lo que ocasioné un cambio en el perfil
de produccién de metabolitos secundarios. Igualmente se obtuvieron cambios en las
cepas A. fumigatus (74) y Aspergillus oryzae (87). Lo més destacable en estos estudios
ha sido la expresion de clusters de MS que se encontraban previamente silenciados,

denominados clusters cripticos.

2.4.1.2. Genes Asociados a la Acetilacion de las Histonas

La acetilacién acontece especificamente en condiciones fisiologicas distintas, y puede

ser reversible y regulada por histonas desacetilasas (HDAC), siendo muy importante su

10



2.5 Compuestos Quimicos Modificadores
de la Cromatina

papel en la regulacién de clusters de MS. Shwab et al. (2007) obtuvieron mutantes que
carecfan de una actividad HDAC por delecién del gen hdaA (histona desacetilasa A) en
A. nidulans. Los mutantes AhdaA mostraban una activacién concreta en los clusters
préximos a regiones teloméricas y un aumento en la produccién de los metabolitos pe-
nicilina y esterigmatocistina (88), de igual forma en mutantes AhdaA de A. fumigatus

se obtuvieron resultados similares (58).

De equivalente trascendencia en la regulaciéon de MS son las histonas acetiltransfe-
rasas (HAT), como se evidencié en A. nidulans al caracterizarse la HAT GcNE que
pertenece al complejo SAGA-ADA ( Spt-Ada-Genb-acetiltransferasas). Esta HAT estd
implicada en el aumento de la acetilacién de la lisina 14 en la histona 3 en las regiones
promotoras de la biosintesis de dcido orselinico, al mismo tiempo que incrementé la

biosintesis de penicilina y terrequinona (72).

2.4.1.3. Genes Involucrados en Sumoilacion de las Histonas

SUMO es una pequena proteina modificadora de tipo ubiquitina, participante del
desarrollo sexual y la estimulacién luminica del desarrollo asexual. La delecién en A.
nidulans de SUMO mostré un bloqueo del desarrollo sexual, y las metiltransferasas cclA
y SetA, que son subunidades del complejo COMPASS, demostraron estar interconec-
tadas con la red SUMO en la modificacién de histonas (43). En levaduras se identificé
que SUMO regula el funcionamiento de Gend (HAT), que como se indicd, forma parte
de SAGA-ADA, provocando el silenciamiento de genes (92).

2.5. Compuestos Quimicos Modificadores

de la Cromatina

En la actualidad existen en el mercado una serie de pequenos compuestos quimicos
que inhiben la actividad de enzimas remodeladoras de la cromatina; de esta manera la
manipulacion epigenética puede inducir la expresién de los clusters silentes producien-

do nuevos MS en hongos.

El modo de accién de estos compuestos quimicos puede ser de dos formas, la pri-
mera consiste en inhibir las HDAC que alteran las histonas, las cuales interactian con

el ADN, y la segunda son compuestos que inhiban la actividad ADN metiltrasferasas

11
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(DNMT) (37). En la tabla 2.2 se muestran los compuestos quimicos empleados para

esta finalidad en hongos, la mayoria filamentosos.

NH2
Penicillium NN
*5-Azaci i A Wang, X 12010 ; Williams, Russell
siimiding S-Azacitidina o citreonigrum y — oL 0PN ang, Xiaoru, et al.2010 ; Williams, Russel
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—
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_
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) y )
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Acidos *Tricostatina A alternata y A oM
I, hy Ki I, 7
hidroxémicos (TsA) HDAC Penicillium nmol/L J Shwab, E. Keats, et al. 200
expansum

Tabla 2.2: Compuestos quimicos remodeladores de la cromatina utilizados en hongos.
*Compuestos empleados en este estudio.

2.6. Estrategias de Mineria Gendémica en Hongos Fila-

mentosos

Como ya se indicé anteriormente, los clusters de metabolitos secundarios pueden
codificar enzimas biosintéticas para una variedad de compuestos como PKS, NRPS y
algunos otros (figura 2.1) de utilidad para la industria farmacéutica y agricola princi-
palmente. Frecuentemente no se expresan bajo condiciones estandar de cultivo, deno-

minandolos entonces como clusters cripticos o silentes.
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Actualmente podemos acceder a numerosas secuencias de genomas de los Ascomy-
cota que se encuentran en plataformas como NCBI, siendo estas un valioso recurso
para realizar busquedas de clusters silentes. El niimero total de clusters del metabolis-
mo secundario que se encuentran en un genoma flingico generalmente es muy superior
al nimero de MS conocidos que produce un hongo; se calcula que alrededor de un

porcentaje mayor de 70 % del genoma permanece silenciado (37).

La exploracion de estos genomas facilito el desarrollo la minerfa genémica que com-
prende un conjunto de técnicas que tienen como propésito la deteccion e identifica-
cién de nuevos compuestos, utilizando la informacién que se encuentra en la secuencia
genémica. Dentro de las estrategias de la mineria gendmica se encuentran aquellas orien-
tadas a activar la expresion de clusters del metabolismo secundario que permanecen
silenciados, y de este modo conseguir que el hongo produzca el compuesto correspon-
diente a este cluster; entonces se elucidard y caracterizard (104). Siendo por tanto la
mineria gendémica, una llave para descubrir cuantiosas moléculas bioactivas de rele-
vancia. Podemos decir que las estrategias estan encaminadas a determinar el posible

producto de estos clusters.

2.6.1. Herramientas Bioinformaticas

La secuenciaciéon de los genomas y la mineria genémica in silico para hongos y
bacterias ha llevado a desarrollar herramientas bioinforméticas que detectan rutas bio-
sintéticas de clusters de MS (figura 2.4), siendo esto un importante paso para disminuir
la brecha hacia el descubrimiento de novedosas moléculas. Una variedad de programas
en la actualidad se encuentran disponibles en la web para hacer dichas predicciones
(tabla 2.3). En 2008, van den Berg y colaboradores emplearon el programa SMURF
(Secondary Metabolite Unique Region Finder) para P. chrysogenum Wisconsin54-1255
donde se identificaron 33 clusters para MS, de los cuales fueron 20 para PKS; 10 para
NRPS; 2 hibridos de NRPS-PKS y 1 Dimetilalil tript6fano sintasa (DMTAS) (98); con
este mismo programa fueron analizados un par de anios después los genomas de varias
especies de Aspergillus , identificandose 105 clusters en total siendo 65 de estos para
NRPS o enzimas similares, 8 hibridos de NRPS-PKSs y 15 DMTAS (50).

En 2011 fue presentado antiSMASH (antibiotics and Secondary Metabolite Analy-
sis SHell), un servidor web y un software independiente que facilita la identificacién

gendémica automatica y analisis de clusters de genes biosintéticos; tanto en bacterias
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Programa URL Ref.
2metDBa http://secmetdb.sourceforge.net/ (5)
*antiSMASH http://antismash.secondarymetabolites.org (101)
CASSIS and SMIPS https://sbi.hki-jena.de/smips/Download.php (106)
CLUSEAN https://bitbucket.org/tilmweber/clusean (103)
ClusterFinder https://github.com/petercim/ClusterFinder (29)
ClustScan Professional http://bioserv.pbf.hr/cms/index.php?page=clustscan (91)
FunGeneClusterS https://fungiminions.shinyapps.io/FunGeneClusterS/ (2)
MIDDAS-M http://133.242.13.217/MIDDAS-M/ (97)
MIPS-CG http://www.fung-metb.net/ (97)
NaPDoS http://napdos.ucsd.edu/ (111)
NP.searcher http://dna.sherman.lsi.umich.edu/ (60)
SMURF http://jcvi.org/smurf/index.php (55)
GNP/PRIMS http://magarveylab.ca/gnp/#!/genome (89)

Tabla 2.3: Programas y base de datos bioinformaticos disponibles para la prediccién de
clusters cripticos del metabolismo secundario.
*Programa utilizado en este estudio.

como hongos (65).

Su interface es amigable y facil para ingresar los datos, dando una amplia gama de
opciones. La tultima version hasta la fecha, es la versién 3.0, la cual ofrece la posibilidad
de detectar 44 clases diferentes de clusters de genes biosintéticos. Otra facilidad en esta
versién es la del manejo de la salida de datos (resultados) por parte del usuario, ya que
permite por medio de otro software manejar los datos, sin necesidad de conexién a la
red (101). Lo que resulta hasta el momento en un programa robusto para la prediccién
de clusters de MS.

2.6.2. Ingenieria Genética
2.6.2.1. Activacién de Clusters

Por medio de las diferentes metodologias que nos ofrece la ingenieria genética se
puede manipular a los diferentes genes integrantes de los mecanismos reguladores im-
plicados en las rutas biosintéticas de los posibles MS. Los clusters cripticos de MS
pueden ser activados induciendo la sobreexpresién de factores de transcripcién espe-
cificos como apdR, que se realizé en A.nidulans obteniendose nuevas moléculas como

aspyridones A y B (figura2.4) que por otra parte se desconocia que este hongo las pro-
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dujera (12).

Como se detallé anteriormente estan los reguladores globales como LaeA , su de-
lecién ALaeA permitié delimitar la extension de algunos clusters del metabolismo se-
cundario y descubrir otros nuevos en A. nidulans, y asimismo se logré la produccién
de Terrequinone A (figura 2.4), un compuesto antitumoral (15). La sobreexpesién de
LaeA provocé el aumento de penicilina en P. chrysogenum (56). Con la delecién de cclA
(figura 2.4), integrante del complejo COMPASS en A.nidulans, se identificaron nuevos
compuestos como monodyctiphenone y emodins (14). En A.fumigatus con la delecién
de cclA se obtuvo més sintesis de gliotoxina (74) y en A.oryzae se identificaron dos

moléculas, 14-deacetyl astellolide A y B, que mostraron tener actividad citotdxica (87).

2.6.2.2. Expresiéon Heterdloga

Este método consiste en la transferencia de genes de un cluster de MS. Dicha
transferencia se realiza mediante la clonacion del cluster o la sintesis in vitro del mismo y
la transformacién genética de una cepa hospedadora, la cual éptimamente debe ser una
“cepa vacia”, es decir, que no posea clusters propios de MS, o bien que su niimero se haya
reducido, con el fin de detectar y purificar con mayor facilidad el compuesto producido
por el cluster que se ha transferido. Un ejemplo es la produccién de Neosartoricin C
(figura 2.4) luego de tranformar A. nidulans con un cluster criptico proveniente de un

dermatofito Trichophyton tonsurans (109).

2.6.3. Modificadores de la Cromatina

Se han empleado compuestos quimicos remodeladores de la cromatina descritos
anteriormente (tabla 2.2) para inducir la produccién de diferentes y nuevos MS. Por
ejemplo, se utilizé6 TSA 1 uM en cultivos de en P. expansum y A. alternata, observando-
se un aumento en el nimero de MS producidos, algunos de los cuales no habian sido
descritos como producidos por estas especies (88). El compuesto 5-aza, inhibidor de
HMT y DNMT, se utilizé6 en Diatrype sp. y se determinaron dos nuevos policétidos
glicosilados, lunalides A y B (105).

Henrikson et al. (2009) utilizaron 10 uM de SAHA en Aspergillus niger, y después
de dos semanas de cultivo se detecté un nuevo compuesto, nygerone A (figura 2.4) (45).

En P. citreonigrum se identificaron diez compuestos, entre ellos 6 azaphilone. Uno de
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estos compuestos, una sclerotioramine, que presenté actividad frente a Candida. Se
identificaron ademds dos nuevos meroterpenoides. (100). Asimismo se han aplicado in-
hibidores como butirato de sodio 100 M al hongo marino Leucostoma persoonii, y se

obtuvo cytosporone R, un compuesto no descrito previamente (9).

En 2013, a un hongo enddfito proveniente de la planta medicinal Datura stramo-
nium, se le agregé SBHA 500 M , en esta ocasion se produjeron dos nuevos compuestos
de dcido fusérico (26). Investigadores en Taiwan utilizarén 5-aza 100 uM en Aspergillus
sydowii, identificindose tres nuevos compuestos sesquiterpenoides, los cuales mostraron

actividades antidiabéticas y antiinflamatorias (28).

Christoph et al. (2013) manejaron por separado una variedad de inhibidores de bu-
tirato de sodio, 5-aza, TSA y dcido Valproico sobre Aspergillus clavatus, los inhibidores
presentaron un aumento significativo en la produccién de los MS citocalasina E y patu-
lina (112). Recientemente en Chaetomium cancroideum se obtuvieron tres nuevos MS:
chaetophenol G y cancrolides A y B después de 14 dias de cultivo, en esta oportunidad

el compuesto utilizado fue nicotinamide 50 pM (4).

2.6.4. Recreacion de Habitat

En la naturaleza los microorganismos como los hongos y bacterias coexisten en el
mismo ambiente. En el ambiente terrestre se sabe que ocurre mayormente la conforma-
ci6én de consorcios entre bacterias y hongos (93). Partiendo de lo expuesto anteriormente
sobre el hecho de que muchos de los MS en hongos no se expresan en condiciones de la-
boratorio habituales y en cambio se expresarian, para tener ventaja de supervivencia, en
su habitat natural; por lo que el recrear dichas condiciones (figura 2.4) se ha obtenido,
por ejemplo, en Fusarium tricinctum, la produccién de macrocarpon C y citreoiso-
coumarinol, tras realizar un co-cultivo en presencia de Bacillus subtilis (73). Rateb
et al. (2013), cultivaron A. fumigatus con dos especies de Steptomyces por separado,
y obtuvieron nuevos MS, como fumitremorgin C y spirotryprostatin B, un potencial

farmaco anticancerigeno (82).

Es claro el gran potencial que tienen los hongos filamentosos, como una fuente
incalculable e inexplorada para el descubrimiento de moléculas de interés industrial;
por esta razén, los adelantos logrados en esta materia se encuentran en el camino

de la continua mejora de técnicas novedosas, mas poderosas y rapidas. Una de estas
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Figura 2.4: Diferentes estrategias en la mineria genémica para conseguir la expresion
de clusters silentes del metabolismo secundario. a) antiSMASH (antibiotics and Secondary
Metabolite Analysis SHell) herramienta bionformaética para la prediccién de clusters cripti-
cos a partir de la secuenciacién de genomas de hongos o bacterias. b) Sobreexpresién de
reguladores globales (RG) como laeA y factores de transcripcién especificos como apdR.
c) Delecién de genes implicados en regulacién epigenética como cclA cuyo producto forma
parte de COMPASS (complejo de proteina asociado con Setl) o delecién de RG. d) Uti-
lizacién de compuestos inhibidores de histonas desacetilasas (HDAC) como Tricostatina
A (TSA) e inhibidores de ADN metiltrasferasas (DNMT) como 5-azacitidina (5-aza). e)
Método de expresion heterdloga , una célula normalmente no expresa un metabolito en
concreto y al ser transferido el cluster criptico a otra célula se logra que se exprese. f)
Simulacién del hébitat , al someter un hongo a compartir cultivo con otras especies, este
expresa compuestos no habituales. g) Moléculas novedosas obtenidas con las técnicas antes
ilustradas.
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vias, es el conocimiento sobre la regulacién epigenética con sus distintos complejos y
protéinas que se encuentran involucradas en la regulacién de genes del metabolismo
secundario, facilitado el acceso a los clusters silentes (104). En esta carrera estén el
esfuerzo coordinado de las diferentes disciplinas que incluyen la metabolémica y a su

vez es complementada y se retroalimenta de la transcriptémica y protedmica.

2.7. Silenciamiento de Genes Mediante RN A1

Como se mencioné en la seccién 2.6.2.1 el gen cclA fue delecionado en A. nidulans
y otras especies de este género, lograndose la activacién de clusters de genes del me-
tabolismo secundario y la produccién de algunos compuestos nuevos. La deleciéon de
genes en hongos filamentosos conlleva un considerable trabajo ya que la recombinacién
homéloga es ineficiente. Una alternativa a este método es el silenciamiento mediante
RNA de interferencia (RNAi), que resulta mas sencillo y puede aplicarse con mayor
rapidez. El mecanismo del RNAIi consiste basicamente en la formacion de un RNA de
doble cadena (dsRNA) con una secuencia idéntica o muy similar a la del gen cuya
expresion se pretende silenciar. Este dsRNA es procesado por la RNasa Dicer para dar
fragmentos de 21-26 nucle6tidos denominados siRNA (small interfering RNA). Las dos
hebras del siRNA se separan entonces, y la que es complementaria al mRNA del gen
que se quiere silenciar se une a este mRNA, guiando al complejo RISC (RNA-induced
silencing complex) para que a través de la actividad RNasa de Argonauta se corte el

mRNA en el lugar en que se ha formado el diplex con la hebra del siRNA (95).

En hongos filamentosos se han encontrado los componentes de la maquinaria del
RNAi en muchas especies pero no en todas (70) y se ha demostrado la existencia de
silenciamiento por RNAI en varias especies, por ejemplo del género Aspergillus (7), en

Neurospora crassa (69) y en Penicillium chrysogenum (52, 96).
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Capitulo 3

Planteamiento Principal

3.1. Justificacion

A partir del descubrimiento del antibidtico S-lactdmico penicilina en 1929, y el
impacto que anos mas tarde tuvo en el tratamiento de infecciones bacterianas, dio
comienzo la era de los antibidticos, inicidndose una intensa labor de bisqueda de com-
puestos naturales con actividad antimicrobiana, pero también compuestos con otras

propiedades bioactivas, como por ejemplo antitumorales (11).

Los hongos filamentosos son uno de los grupos de organismos con mayor capaci-
dad de produccién de MS. Se conocen muchos detalles moleculares de la biosintesis de
MS en los hongos, como la agrupacién en clusters de los genes biosintéticos y muchos
aspectos de su regulacién a nivel genético. La secuenciacién completa de genomas de
hongos filamentosos ha revelado la presencia de clusters “silentes”, es decir que no se ex-

presan en condiciones de laboratorio y por tanto se desconoce qué compuesto sintetizan.

La mineria genémica es un concepto nuevo surgido en la reciente era de la genémi-
ca, y consiste en la extraccién de informacién nueva a partir de genomas y que tenga
aplicacién para el ser humano; en el contexto del metabolismo secundario, se centra en
la deteccién de clusters de MS en el genoma y en la induccién de la expresion de los
mismos para identificar y analizar el compuesto que sintetizan (86, 105). El hallazgo
de nuevos compuestos naturales bioactivos es muy importante para, por ejemplo, con-
trarrestar la emergencia de cepas bacterianas resitentes a los antibiéticos actuales (85),

ademads de buscar nuevos tratamientos para diversas enfermedades.
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3. PLANTEAMIENTO PRINCIPAL

En este estudio aplicaremos algunas estrategias de mineria genémica basadas en la
remodelacién de la cromatina para activar la expresién de clusters silentes en el hongo
P. chrysogenum. En el genoma de este hongo se han detectado un total de 33 clusters del
metabolismo secundario utilizando la herramienta bioinformética SMURF (98), pero se
desconocen los productos sintetizados por muchos de ellos, los cuales son probablemente
clusters silentes. También realizaremos un analisis bioinformético mediante antiSMASH
para detectar nuevos clusters de metabolismo secundario en P. chrysogenum, todo ello

con el objetivo de tratar de identificar nuevos compuestos producidos por este hongo.
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3.2 Hipétesis

3.2. Hipobtesis

Al igual que en otros hongos, el metabolismo secundario en Penicillium chrysoge-
num estd regulado a nivel epigenético por la disposicién de la cromatina. La aplicacion
de compuestos que inhiben enzimas participantes en la remodelacion de la cromatina,
y asimismo el silenciamiento por RNAi del gen cclA, cuyo producto forma parte del
complejo remodelador de la cromatina COMPASS, provocarian cambios en el perfil de
metabolitos secundarios producidos por el hongo, con la posible producciéon de com-
puestos no identificados previamente. En el terreno de la bioinformaética, la aplicacién
de la herramienta antiSMASH al genoma de Penicillium chrysogenum podria detectar
clusters del metabolismo secundario no identificados previamente por otros programas

como SMURF.

3.3. Objetivo General

Como objetivo general, utilizacién de estrategias de mineria genémica en P. chry-
sogenum para el hallazgo de nuevos clusters de metabolismo secundario en su genoma
y para obtener cambios en el perfil de metabolitos secundarios producidos

3.3.1. Objetivos Especificos

® Utilizaciéon de compuestos remodeladores de la cromatina, (tricostatina A y 5-
azacitidina) en cultivos de P. chrysogenum y analisis de la produccién de meta-

bolitos secundarios
® Clonacién del gen cclA de P. chrysogenum
® Trasformacion de P. chrysogenum para atenuar el gen cclA mediante RNAi

® Aplicacion del software bioinformético antiSMASH para la prediccién de clusters

del metabolismo secundario
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Capitulo 4

Materiales y Métodos

4.1. Equipos

Los Equipos empleados para este trabajo fueron:
Autoclave (All American)
Balanza analitica (Sartourios BP221S)
Balanza granataria (Ohaus® y Adam Equipment)
Bano termostatico (LAB-LINE AQUABATH)
Camaras de electroforesis: (Apollo instrumentation 75.710.)
Camara de Neubauer (Boeco)
Centrifuga refrigerada (Eppendorf 5417 R)
Campanas de flujo laminar (VECO, S.A de C.V.)
Campana de seguridad quimica
Estufa (Binder)
Espectréometro de masas APCI/ESI-TOF (Bruker)
Fuentes de poder PowerPac 300 (Bio-Rad)
Gel DOC 2000 (Bio-Rad)
Incubadora (New Brunswick Scientific G-24)
Incubadora Orbital (INO- 650 V)
Horno de microondas (SANYO)
Microscopio éptico (Olympus CH30)
Micropipetas (Gilson)
Microcentrifuga (Eppendorf 5415 C)
Parrillas con agitacién magnética (Thermolyne)
Potenciémetro (Conductronic, 120)

Sistemas de purificacién de agua Milli-Ro y Milli-Q (Millipore)
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4. MATERIALES Y METODOS

Sonicador (Branson, 1210)

Termociclador (Bio-Rad, T1007%)

Thermomixer (Eppendorf, 5436)

Transiluminador de luz UV (Bio-Rad)

UltraHPLC marca Dionex (Thermo Scientific)
Ultracentrifuga (AVANTI 30 BECKMAN)
Ultracongelador -20°C (Revco)

Ultracongelador -70°C (Forma Scientific)

Vértex Maxi Mix® (Thermo Scientific Thermolyne)

4.2. Microorganismos

4.2.1. Cepas Bacterianas

Escherichia coli DH5a.. Cepa inocua, habitualmente utilizada para las técnicas de
transformacion y amplificacién de ADN plasmidico, gracias a su alta eficiencia de trans-
formacién de células competentes (hasta 1 x 108 transformantes / ug de ADN). Esta
cepa posee una delecion en el gen lacZ del operén lac, por lo que es posible la seleccién

por a-complementacién produciendo una coloracién azul de la colonia.

Esta cepa bacteriana se aproveché para la amplificacién de las construcciones plasmidi-
cas. Su crecimiento se realizé en medio LB liquido y sélido, complementado con am-
picilina (100 pg/mL) a 37°C durante 16 h. Cuando crecieron colonias transformantes
resistentes a dicho antibidtico, se procedié a almacenar las cepas transformadas debi-

damente etiquetas, en glicerol al 40 %(v/v) a -20°C.

4.2.2. Cepas Fungicas

Penicillium chrysogenum NRRL 1951 (ATCC 28089).

Cepa silvestre, aislada de un melén del mercado de Peoria, Illinois. (71, 81).

4.3. Vectores Plasmidicos

pBlueScript KS-SK (4/-).
Plasmidos derivados del pUC19, de Stratagene, compania adquirida por Agilent Tech-
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4.3 Vectores Plasmidicos

nologies Inc (2007). Contienen un fragmento del gen lacZ, capaz de complementar la
mutacién presente en la S-galactosidasa en cepas de E. coli con la delecién lacZ AM15,
lo que permite la apariciéon de color azul en la colonia. Este plasmido posee un sitio de
clonacién multiple, con cortes tinicos para 21 enzimas de restriccion, facilitando asi la
integraciéon de insertos. En cambio si el inserto interrumpe la region del gen lacZ produ-
cird colonias bacterianas de color blanco. Cuenta también con un genbla de resistencia
al antibidtico B-lactamico ampicilina, posibilitando la seleccién de transformantes que
se desarrollen en presencia de dicho antibidtico; este plasmido posee un tamano de 2.958
pb.

La convencién KS o SK se emplea para indicar la orientacion del sitio multiple de
clonacién, en el caso de KS es direccién 5-Kpnl...Sacl-3’, respecto al extremo 5 del

gen lacZ y en el SK la orientacién es la contraria (5-Sacl. .. KpnlI-3’).

a

Ampicilina

“‘ lacZ_a
\\ _Ppki

... KpnI

pBluescript KS (+)

GpdPki-RNAI
2958 bp p=R

ot 6269 bp

lac prom

AmpiciinaR

Figura 4.1: Mapa circular de pldsmidos empleados en este trabajo. Se indican los nombres,
tamanos, enzimas de restricciéon con corte unico, marcadores de resistencia y promotores.
a) Vector comercial pBluescript®. b) Vector pGpdPki-RNA.
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pGpdPki-RNAi Marcial-Quino (64).
Plasmido derivado del pJL43bl (40), posee un tamano de 6269 pb. Este pldsmido
estd constituido por un promotor Pgpd (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) de
Apergillus nidulans y el promotor Ppki (piruvato quinasa) de Aspergillus niger en
orientacion opuesta y enfrentados, espaciado por el Unico sitio de restriccion para Ncol.
El objetivo de la presencia de los dos promotores es la generaciéon de un dsRNA a
partir de un fragmento de un gen cuya expresion se quiera silenciar. Posee un marcador
de resistencia bacteriana a ampicilina, Asimismo posee un cassette de resistencia a
fleomicina que se emplea como marcador de seleccion en hongos. Este plasmido fue

empleado para insertar un fragmento del gen cclA y silenciar su expresién.

4.4. Antibioticos

Ampicilina:
Se adquirié de laboratorios Amsa. Se prepard una solucién en agua inyectable con una
concentracion final de 100 mg/mL , luego fue esterilizada por filtracién a través de una
membrana Millipore?™ de 0.22 pm. Por tltimo esta solucién se distribuyé en alicuotas
y se mantuvo almacenada a -20°C hasta su uso. Se empled en la seleccién de colonias

transformantes de E. coli.

Fleomicina:
Fue suministrada en polvo por InvivoGen. Se preparé una solucién de 20 mg/mL con
agua inyectable. Se esterilizé por filtracién en una membrana Millipore’™ de 0.22
pm. Se hicieron alicuotas y se conservé a -20°C. Fue utilizada para la selecciéon de

transformantes de P. chrysogenum NRRL 1951.

4.5. Enzimas de Uso Comercial y Otros

Las enzimas de restriccién, fosfatasa alcalina FastAp® (thermosensitive Alkaline
Phosphatase) , y las enzimas Taqg ADN Polimerasa recombinante y T4 DNA ligasa
fueron proporcionadas por Termo Scientific®. La enzima polimerasa PfuUltra II Fusion
HS DNA polymerase® se obtuvo de Agilent Technologies, Inc. La -glucuronidasa, las
enzimas liticas de Trichoderma harzianum y el Dithiothreitol (DTT) fueron utilizados

en la obtencién de protoplastos, se adquirieron de Sigma-Aldrich, Inc.
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4.6. Compuestos remodeladores de la cromatina

Tricostatina A (TSA)
La Tricostatina A fue adquirida en Sigma-Aldrich, Inc. Producido por Streptomyces
sp inhibe las histonas desacetilasas (HDAC) en concentraciones nanomolares lo que
acarrea un aumento de la acetilacién de histonas, contribuyendo asi a la activacién

transcripcional. (67)

5- azacitidina (5-aza)
El 5- aza, distribuido por Sigma-Aldrich, Inc. es un inhibidor de las DNA metiltrans-
ferasas (DNMT), es un andlogo quimico de citidina. Cuando este andlogo se integra en
las cadenas de ADN en crecimiento, bloquea la metilacién de citosina por la inhibicién
no competitiva de las enzimas ADN metiltransferasa que normalmente metilan al ADN
(42).

4.7. Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por la Unidad de Servicio del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México. En la tabla 4.1 se

describen los oligonucleétidos utilizados.

Nombre Secuencia
cclA-F AGGATCCAGAATCAAATCGGCAAGGTTGGTA
cclA-R AGAATTCCACACCGTTCATTCCGTCTCTC

cclA-RNAi-F  AAGCCATGGGCACTTACGATCCTGCCGATAATAC
cclA-RNAi-R CCCACCATGGACCCTCAAATC

Ble-trl-F AAGTTGACCAGTGCCGTTCC

Teye-trl-R - AGGGACCTAGACTTCAGGTTGTC

pki(gdp)-F ~ TCTCTCTTCTCTCGCTCAC

gpd (pki-R ~ TACTCCATCCTTCCCATCC

cclA(pki)}R ~ CAGGCGGCAAGAAAGCATAGA

Tabla 4.1: Listado de los oligonucleétidos utilizados en este trabajo. Se indica el nombre,
la secuencia (5’ a 3’). Los sitios de corte para enzimas de restriccién original se senalan en
subrayado.
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4.8. Sistemas Comerciales (Kits)

Wizard® Genomic DNA Purification.
Se adquirié de Promega, estd disenado para el aislamiento de ADN genémico, el pro-
cedimiento se basa en un proceso de cuatro pasos; lisis de nucleos, precipitacién de

proteinas, precipitacion de ADN y rehidratacion. Empleada en la cepas fungicas.

Wizard® DNA Clean-Up System.
Sistema de minicolumnas con resina de Promega, utilizadas para la purificacion, aisla-

miento y concentracién de productos de PCR y fragmentos de ADN en geles de agarosa.

4.9. Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucién-Espectrometria de Masas (LC-MS)

Los equipos que prestaron su servicio fueron:

Espectrémetro de masas APCI/ESI-TOF marca Bruker, modelo MicroTOF-II- Focus™™™
Acoplado a equipo UltraHPLC marca Dionex, modelo UltiMate® 3000

4.9.1. Columnas para Cromatografia Liquida de

Alta Resolucién UltraHPLC

Las columnas utilizadas para el UltraHPLC fueron: columna analitica Poroshell
120 EC C18 de 2.7 pm de tamano de poro y dimensiones 4.6 X 50 mm, y la columna
analitica zorbax SB C-18 de 3.5 ym de tamafno de poro y dimensiones 2.1 X 100 mm.

Las dos columnas son de la casa comercial Agilent Technologies.

4.10. Programas Utilizados

4.10.1. Software de Bioinformatica
4.10.1.1. antiSMASH

antiSMASH (65) es un servidor web de libre acceso, o puede ser descargado el

software de su sitio web. Con esta herramienta bioinforméatica se puede identificar,
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4.11 Medios de Cultivo

anotar, y comparar grupos de genes que codifican para la biosintesis de metabolitos
secundarios en genomas de hongos y bacterias. El software fue utilizado para analizar
el genoma P. chrysogenum NRRL 1951. La versién que se utiliz6 fue antiSMASH 3.0.5
(101).

4.10.2. Software para Analisis de Espectros LC-MS
4.10.2.1. MZmine2

MZmine2 (78) es un software de c6digo abierto para el procesamiento de datos de
espectrometria de masas, gestionando la salida de datos principalmente de LC-MS. Ba-
sado en una caja de herramientas que contiene todos los métodos para el procesamiento

de datos de andlisis diferencial.

4.11. Medios de Cultivo

4.11.1. Medios de Cultivo para Bacterias

LB o Luria-Bertani Medio de cultivo para E.coli; Miller, 1972 (66) (g/L)
Bactotriptona 10

Extracto de levadura | 5

NaCl 10

pH 7.5

Para emplearlo como medio sélido se anadieron 20 g de agar Bacteriologico por
litro. El medio se esteriliz6 en autoclave durante 15 min a 121°C.

4.11.2. Medios de Cultivo para Hongo

Medio Czapek, medio minimo de crecimiento,
usa NaNQOs como unica fuente de Nitrégeno

(77, 90) (9/L)

Sacarosa 30
KoyHPOy 0.5
NaNOs 2

MgS04.7TH20 | 0.5
FeS0O,.7TH,O | 0.01
Agar 20
pH 7
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El Medio se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 min. Cuando se utilizé para
la regeneracion de protoplastos de P. chrysogenum NRRL 1951, este medio fue suple-
mentado con Sorbitol (1 M) como estabilizador osmético.

Medio MDIP medio definido de P. chrysogenum
(24) (/1)

Solucién A:
Acido citrico 10
Acido acético | 2.5

Etilamina 3
(NHy)2504 5
KHyPOy 1

MgSO,.TH,O | 0.5

FGSO4.7H20 0.05
ZnS04.7TH,0 | 0.01
CUSO4.5H20 0.01
MnSO4.4H,0 | 0.01

CoS0y, 0.005
NaCl 0.001
Agua destilada | 0.8
pH 5.5
Solucién B: 3
Glucosa 50

Agua destilada | 0.1

Las soluciones A y B se esterilizan por separado a 121°C por 15 min y se mezclan
antes de su uso (10 ml de solucién B por cada 90 ml de solucién A).

Medio MDFP. Medio definido de producciéon de
Penicillium (g/L)
Solucion A

Solucién MDI
Solucién B
Lactosa 30

Agua destilada 0.1
Solucién C
Sacarosa 10

Agua destilada 0.1

Las soluciones A, B y C se esterilizan por separado y se mezclan antes de su uso.
Para 80 ml de medio MDFP se anaden 10 ml de solucién B y 10 ml de solucién C.
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Medio Potato Dextrose Broth (PDB) BD
Difco'™. Medio para el cultivo de levaduras y
hongos filamentosos

Infusién de 200 g de patata | 4 g

Dextrosa 20 g

pH 5.1

Se disolvieron 24 g del medio en 1 litro de agua destilada. Se esterilizo en autocla-
ve a 121°C durante 15 min.

Medio Power (PW) Medio de esporulacién y mantenimiento para P. chrysogenum, el cual
consiste en una fusién de los medios PM1 (62) y Czapek-KC1 0,7 M (¢/L)

Sacarosa 25
lactosa 5)
Peptona 2.5
Sélidos de maceracion de maiz | 0.5
Kl 2
NaCl 1
NaNOg 1.5
KyHPOy 0.25
MgSO4.7HQO 0.25
Sales PW 0.01
pH 6.75

Se anadié agar en una concentracién del 2,0% (p/v). Se esterilizé en autoclave a
121°C durante 20 min.

Sales PW (g/L)
KHyPO, 6
FeSO4.7TH20 | 1
FeCl3.6H20 | 0.4
CUSO4.7H20 0.2

Se completé el volumen hasta 200 ml con agua destilada. El precipitado formado se
resuspendid por agitacion antes de su uso.
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Medio MPPY Medio de germinacion y crecimiento
para P. chrysogenum (modificado de Anné, 1977)(3)
(9/L)

Glucosa 40

NaNOg 3

Extracto de levadura | 2

KCl 0.5

MgS0O4.7H>0 0.5

F6504.7H20 0.01

pH 6

Se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 min.

4.12. Métodos de cultivo de P. chrysogenum

4.12.1. Cultivo y Mantenimiento de P. chrysogenum NRRL 1951

El crecimiento y esporulacién de P. chrysogenum NRRL 1951 se efectué en medio
s6lido, empleando el medio Power (PW), fue incubado a 28°C de 4 a 6 dias, luego se
procedié a la recoleccién de esporas con la ayuda de una solucién para esporas (NaCl
0.9% (p/v) y tween al 0.1% (v/v) ). Para el crecimiento en medio liquido se utiliz6 50
mL del medio MPPY en matraces 250 mL con agitacién orbital a 250 rpm.

Para preservar la cepa fingica durante periodos prolongados, se tomaron y propaga-
ron las esporas provenientes de una colonia aislada de crecimiento y esporulacion rapida
que conservd las caracteristicas macroscopicas de una colonia aterciopeladas de color
verde obscuro rodeado por un halo blanco, y al microscépico el conidiéforo ramificado
con racimos de fidlides y esporas esféricas. Luego se realizé la liofilizacion de conidios
suspendidos en leche descremada contenidos en ampolleta y se conservé a temperatu-
ra ambiente, o bien en suspensién de esporas en glicerol al 40 % (v/v) almacenadas a
-20°C, contenidas en un vial. En periodos mas cortos, menos de un mes, se procedio
manteniendo a 4°C la siembra de esporas recientes en placas de Petri con medio PW

selladas con papel parafilm M®.

4.12.2. Condiciones de Crecimiento para la Preparacion de Inéculo

Se sembraron masivamente 30 pl. de P. chrysogenum procedentes de un stock de
almacenamiento en glicerol al 40% (v/v) en medio PW a 28°C durante 5 dias, las

esporas se recolectaron con solucién para esporas, con la ayuda de un varilla roma de

32



4.12 Métodos de cultivo de P. chrysogenum

vidrio estéril y fueron depositadas en un tubo falcon estéril. Luego se realizé en conteo

de esporas con la ayuda de la cimara de Neubauer.

4.12.3. Cultivo en Medio Liquido Incorporando Remodeladores de la
Cromatina

4.12.3.1. Cultivo en Medio Liquido Complejo PDB y Definido MDFP

Se in6culo con una concentracién final de 1x107 esporas/mL. de P. chrysogenum en
50 mL de medio liquido PDB o MDFP contenidos en un matraz de 250 mL, incubandose
a 28°C con agitacion orbital de 150 rpm durante 16 dias. Después de las primeras 24 h
se agregd el respectivo inhibidor. El experimento se llevé a cabo por duplicado y con

un control negativo adicionandole solo DMSO.

La concentracién del inhibidor 5-aza aplicada al medio MDFP con P. chrysogenum
fue de 250 uM, en el caso del inhibidor TSA se trabajé con 0.25 uM y 1 M respec-
tivamente. Para el cultivo de P. chrysogenum en medio complejo PDB se agregé el
inhibidor TSA a concentraciones finales de 0.25 uM y 1 uM y para el inhibidor 5-aza
de 50 uM y 250 pM.

Los matraces con medio adicionado con 5-aza se cubrieron de la luz, para mantener
la estabilidad del inhibidor. Posteriormente se recuperé el sobrenadante por centrifu-

gacion y almacené a -70°C hasta su extraccién.

4.12.4. Separacién del Caldo de Cultivo

Concluido el tiempo de los experimentos donde se adicionaron los inhibidores 5-aza
o TSA, a medios de cultivo liquidos (PDB o MDFP) de P. chrysogenum, de los cua-

les, se recupero el sobrenadante y se extrajo la fase organica siguiendo esta metodologia:

i. Consiste en separar el micelio del caldo mediante centrifugacion a ~ 13500 x g

durante 20 min a 4°C.

ii. A continuacién se filtra con nailon “nytal” de 30 um de tamano de poro, el so-
brenadante para terminar de separar el micelio, el caldo fue almacenado en un tubo

falcon estéril.
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iii. El caldo de cultivo se extrae tres veces en un embudo de separacién con una
mezcla de acetato de etilo:cloroformo:metanol 3:2:1 . El extracto resultante se deja eva-

porar con la ayuda de una campana de extracciéon a presién reducida.

iv. Luego se resuspende en 500 pL. de metanol contenido en un tubo estéril y fue
almacenado a -70°C hasta su andlisis. Antes de inyectar la muestra en el LC-MS se

filtra con una membrana Millipore”™ de 0.22 ym de didmetro de poro.

4.13. Analisis de las Muestras por LC-MS

Los extractos filtrados previamente fueron inyectados en columnas C18 donde se
aplic6 un gradiente lineal (agua: acetonitrilo) y luego pasaron al espectrémetro de
masas en ionizacién ESI en modo positivo con un flujo de 0.3 mL/min. Las muestras
a las que se aplicé 5-aza y TSA en la concentraciéon 0.25 M se inyectaron en una
columna Poroshell 120 EC C18 (4.6x 50 mm 2.7um), con un flujo isocrético, la cual fue
de 0 a 10 min a 5% de acetonitrilo, del minuto 10 a 50 un gradiente lineal hasta llegar
a 90 % de acetonitrilo, y del minuto 50 a 65 un flujo isocratico a 90 % de acetonitrilo,
para un tiempo total de 65 min. En el caso de las muestras tratadas con TSA para la
concentracién de 1 M se inyectaron en una columna Zorbax SB - C18 (2.1 x 100 mm
3 5um), con un flujo isocratico, de 0 a 10 min a un 5% de acetonitrilo, del minuto 10 a
40 un gradiente lineal hasta llegar a 90 % de acetonitrilo, y del minuto 40 a 55 un flujo

isocratico a 90 % de acetonitrilo, para un tiempo total de 55 min.

4.14. Métodos de Extraccion y Manipulacion de ADN

4.14.1. Obtencién de ADN Gendémico de Penicillium chrysogenum
NRRL 1951

La extraccién de ADN genémico de Penicillium chrysogenum NRRL 1951 se realizo
a partir de micelio, el cual se obtuvo de 30 ml de medio MPPY, este fue incubado a
28°C por 48 h , se recogio el micelio resultante por filtraciéon con un filtro de nylon
estéril de 30 pum de didmetro de poro; o bien se centrifugd a ~1300 x g durante 10 min,
decantar el sobrenadante. El micelio fue lavado dos veces con un volumen de NaCl 0.9 %
(p/v), enseguida se sec6 con papel de filtro y se pasé a un mortero con nitrégeno liquido

donde se maceré rapidamente; el micelio pulverizado se puso en un tubo Eppendorf (&
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25 mg) y se almacené a -70°C hasta su posterior utilizacién. En adelante se procedié con
las instrucciones del Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI)
siguiendo el protocolo de extraccién para levaduras a partir de la adicién la solucién de
lisis (Nuclei Lysis Solution, NLS).

4.14.2. Extraccion de ADN Plasmidico por Miniprep

El procedimiento seguido fue el descrito por Zhou et al. (110). Con esta metodologia
se obtuvo ADN plasmidico a pequena escala. Para ello se seleccionaron colonias trans-
formantes de interés al azar, provenientes de una placa de medio LB con ampicilina,
antibidtico de seleccién del plasmido. Se sembraron masivamente las colonias seleccio-
nadas con ayuda de un palillo estéril, en una placa LB con el mismo antibidtico, Se
incubaron a 37°C de 12 a 16 h. Se recogi6 del tubo eppendorf un pellet de células con un
palillo estéril y se resuspendié en 50 uL. de agua estéril, a continuacién se adicionaron
300 pL de Buffer TENS! y se resuspendié con un vértex durante 2 — 5 s. Se adicionaron
100 pL de acetato de sodio 3.0 M, pH 5.2, y se resuspendié nuevamente con un vortex
de 2 — 5 s. Se centrifugd a 16.000 x ¢ durante 2 min y el sobrenadante se transfirié a un
nuevo eppendorf de 1.5 mL. Se adicionaron 900 uL de etanol absoluto frio y se mezcld
por inversion. Se centrifugd durante 2 min a 16.000 x ¢ y se retiré el sobrenadante. El
pellet se lavé dos veces con 1 mL de etanol al 70 % (v/v), se centrifugé durante 2 min a
16.000 x ¢ y se retird el sobrenadante. El botén se dejé secar a temperatura ambiente
durante 10 min aproximadamente, el ADN plasmidico se resuspendié con 50 — 100 uL
de agua estéril libre de ADNasas. Se analizaron 8 ul. de la muestra en un gel de agarosa
al 1% (p/v), luego se requiri6 de 1 — 5 uL. de cada minipreparacién para realizar los

ensayos de restriccién pertinentes.

4.14.3. Extraccion de ADN Plasmidico a Gran Escala: Megaprep

En esta ocasién se dese6 obtener mayor cantidad de ADN plasmidico para esto se
inocularon 50 —100 mL de medio LB con antibidtico de seleccién del plasmido con la
cepa transformante, y se incub6 de 12 a 16 h a 37°C con agitacién constante de 200
rpm. Se recuperaron las células por centrifugacién a ~ 2200 x g durante 10 min a
temperatura ambiente (en tubos de 50 mL), decantando el medio. Se resuspendié el
pellet celular con 4 mL de Buffer P12, 10 mM EDTA (pH 8). Se adicionaron 4 mL de

'TENS: 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8), 0.1 N NaOH, 0.5% (p/v) SDS.
2Buffer P1: 50 mM Tris-HCI (pH 8).
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Buffer P2 3, y se mezclé completamente por inversién suave de 4 - 6 veces. Se incubé
a temperatura ambiente por 5 min. A continuacién se le adicionaron 4 mlL de Buffer
P3 *, se mezclé por inversién 4 — 6 veces, y se mantuvo en hielo durante 15 min. Se
centrifugd a ~ 2200 x ¢g por 30 min, y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo.
Luego se adicionaron 0.1 volimenes de acetato de sodio 3.0 M, pH 5.2 y 3 volimenes
de etanol absoluto. El ADN plamidico se dejé precipitando a -20°C toda la noche. Se
centrifugd a ~ 2200 x ¢g durante 30 min y se deseché el sobrenadante. Posteriormente
se lavé el botén con 1 mL de etanol al 70 % (v/v), y se transfirié la suspensién a un
tubo eppendorf de 1.5 mL. Después se centrifugd a =~ 14800 x g durante 5 min, se
retird el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet con 500 pl. de agua estéril libre de
ADNasas. Posteriormente se le adicion6 ARNasa ° (100 pug/mL) y se incubé a 37°C
por 1 h. Como ultimo paso se agregd un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
25:24:1 (Sigma Aldrich Co.) y se mezcl6 por inversién brevemente hasta formar una
emulsion. Se centrifugd a = 14800 x g por 5 min a temperatura ambiente para separar
la fase acuosa de la fase orgédnica. La fase acuosa (superior) fue transferida a un tubo
nuevo. Se repitié el procedimiento anterior desde la adicién de fenol. Se retiraron los
restos de fenol agregando un volumen de cloroformo. Se centrifugd a ~ 14800 x ¢ por
5 min y la fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 mL. Finalmente el ADN
plasmidico se precipité con etanol 70 % (v/v) y se centrifugé 2 min a ~ 14800 x g. El
pellet resultante se secé a temperatura ambiente y se resuspendié con 50 ul. de agua
estéril libre de ADNasas. Finalmente se analizaron 8 pl. de la muestra en un gel de

agarosa al 1% (p/v).

4.14.4. Digestion de ADN con Endonucleasas de Restriccién

Se realizaron digestiones con endonucleasa de restriccién para efectuar cortes es-
pecificos en fragmentos de ADN producto de PCR y pldsmidos para construccién de
vectores de interés. También se emplearon las enzimas de restriccién para el andlisis y
verificacién de las construcciones plasmidicas. Cada una de las reacciones con enzimas
de restriccion se llevo a cabo con las especificaciones descritas por el proveedor, ya que
cada enzima requirié determinas condiciones. Posteriormente las reacciones se limpia-
ron con ayuda del kit Wizard® SV Gel and PCR clean-Up System (Promega®). Las

3Buffer P2: 200 mM NaOH, 0.5% (p/v) SDS.

4Buffer P3: 3.0 M Acetato de sodio pH 5.2.

5ARNasa 10 mg/mL. Se disuelve en Tris-HC1 10 mM pH 7.5 y NaCl 15 mM. Hervir durante 15 min,
se enfria lentamente, se reparte en alicuotas y se conserva a —20°C o —70°C.Cuando se especifica por el
proveedor, la ARNasa puede diluirse directamente en H2O destilada estéril a 10 mg/mL sin necesidad
de tratamiento alguno, conservdndose a —20°C o —70°C.
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digestiones de ADN resultantes se analizaron en geles de agarosa 1% (p/v).

4.14.5. Desfosforilacion de extremos 5’ con Fosfatasa Alcalina

La desfosforilacion fue utilizada para el plasmido pGpdPki-RNAi para evitar su
recirculacién en el momento que se realizo la ligacion del inserto de interés, ya que este
vector al ser tratado con la enzima de restriccién Ncol en el sitio de destino del inserto
presenta extremos 5’ protuberantes que pueden religarse. Para evitar recircularizaciones
en la ligacién del pldsmido con el inserto se empled la enzima recombinante FastAp®
thermosensitive Alkaline Phosphatase (Termo Scientific®), que cataliza la hidrélisis de
los grupos 5’ fosfato en los extremos del plasmido digerido, evitando asi su recircula-
rizacion, esto debido a que la ADN ligasa necesita indispensablemente un extremo 5’
fosforilado para la formacién del enlace fosfodiéster (84). Luego de realizada la reaccién
bajo las indicaciones del fabricante no fue necesaria la purificacién de esta, antes de

llevar a cabo la ligacién correspondiente.

4.14.6. Ligacion de Fragmentos de ADN

Para la clonacién de productos de PCR previamente digeridos y ligarlos al respectivo
plasmido igualmente digerido se utiliz6 con ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Thermo
Scientific®) siguiendo las instrucciones del proveedor. Después las reacciones fueron
incubadas a 22°C de 5 a 30 min y rapidamente se tomaron hasta 10 uL. de la mezcla

para seguir la transformacién de E. coli.

4.14.7. Transformacion de E.col:

Se realizé el método de transformacién por choque térmico para ello se utilizaron
células ultracompetentes de E. coli, siguiendo el protocolo descrito por Inoue et al.,
(1990) y Hengen, (1996) (44, 51).

Se procedi6 a tomar 50 pl de células ultracompetentes y se transfirieron a un tubo
eppendorf de 1.5 mL. Se adicionaron 10 pyL. de plasmido, se resuspendié con suavidad
y se mantuvo en hielo durante 30 min. Se pasé la mezcla a un bano de agua a 42°C
durante 2 min y rapidamente fue enfriado en hielo. Se adicionaron 800 puL. de medio
LB, se mezclé por inversién, en seguida se incubd a 37°C durante 1 h. Finalmente fue
sembrada una alicuota de 100 pL sobre una placa con agar LB y con el antibidtico de

seleccidn, en este caso ampicilina. Se incubé de 12 — 16 h a 37°C.
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4.14.8. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Electroforesis de ADN en geles de agarosa, es una técnica utilizada para separar
fragmentos de dcidos nucleicos en base a su tamano, bajo un campo eléctrico en geles
de agarosa o poliacrilamida, se emple6 durante este trabajo agarosa en concentraciones
entre 0.6 % y 2% (p/v), la agarosa fue disuelta en amortiguador TAE® 1X con la ayuda
de horno microondas, después se agregé el colorante Gel Red® para la tincién de dcidos
nucleicos, disolviéndose 0.1 pl. por cada 35 mL de agarosa disuelta, y se virtié en el
molde hasta su polimerizacién. Paralelamente las muestras de ADN se mezclaron con el
amortiguador de carga 6X” en un volumen necesario para obtener una concentracién de
1X. En seguida se sumergio el gel en TAE 1X y se cargaron las muestras de ADN junto
con el marcador de peso molecular adecuado (1 kb, Promega® 6 100 bp O’rangeRuler
de Termo Scientific®). Se aplicé un voltaje de 10 V/cm de gel durante 45 a 90 min,
dependiendo de la dimensién del gel. Finalmente se fotodocumenté con el equipo Gel
Doc EZ Imager (BioRad®).

4.14.9. Extraccion de ADN de Geles de Agarosa

Para la extraccién de ADN de geles de agarosa se empleé el kit comercial de puri-
ficaciéon Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega®. Antes de utilizar
el kit previamente se separé el ADN mediante electroforesis, se corté la banda de in-
terés del gel procurando separar la menor cantidad de agarosa posible. En seguida se

procedié con el protocolo recomendado por el proveedor.

4.14.10. Cuantificacién de Acidos Nucleicos

Las muestras de ADN se cuantificaron por espectrofotometria en el equipo Na-
noDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific®). Antes que se iniciara la medicién de las
muestras se pasé un blanco, es decir, la sustancia en la cual se encuentre el ADN resus-
pendido (agua destilada estéril o TE) para restar interferencia, luego se procedié con
las muestras y su medicién a absorbancias en longitudes de onda de 230, 260 y 280 nm.
Después se analizaron los cocientes A260/A280 y A260/A230 utilizando los siguientes

criterios:

STAE 50X: Tris base 242 g, 4cido acético glacial 57.1 mL, EDTA 0.5 M pH 8.0 100 mL. Agua
destilada hasta 1 litro.

" Amortiguador de carga 6X: Azul de bromofenol al 0.25 % (p/v), sacarosa al 40 % (p/v), xilenocianol
al 0.25% (p/v). Se esteriliza y se conserva a 4° C.
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® Una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde aproximadamente a una con-
centracién de 50 pg/mL de ADN de doble hebra.

® Es posible estimar el grado de impurezas de origen proteico a partir del cociente
A260/A280 el cual para el ADN debe ser cercano a 1.8 si se encuentra libres de

impurezas. Cocientes menores se deben a contaminacién por proteinas, fenol o

material insoluble.

® La muestra puede resultar con residuos contaminantes como hidratos de carbono,

fenoles y péptidos entre otros, el cociente A260/A230 debe ser mayor que 2 y

menor que 2.4 para ADN. Cocientes menores se deben a contaminacién por una

sal de guanidina o por S-mercaptoetanol.

4.15. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Este método desarrollado por Kay Mullis en 1986 (68). La PCR amplifica expo-

nencialmente una secuencia especifica de ADN sintetizando grandes cantidades de un

segmento especifico de ADN de muy pequenas cantidades de ADN molde. En este es-

tudio se utilizé la PCR para la amplificacién de secuencias genémicas y plasmidicas. Se

empled la enzima Taq DNA Polymerase, Recombinant (Thermo Scientific) provenien-

te del microorganismo Thermus aquaticus y PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase

(Agilent Technologies). Las condiciones de reaccién y de operacién del termocicaldor se

muestran en las tablas 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 respectivamente. Los resultados se visualizaron

en geles de agarosa entre 0.8 y 1.8% (p/v).

Reactivo

Concentracién final

Volumen final (uL)

H->0dd estéril

Reaccién de Amortiguador (10X)
Mezcla de ANTP (10 mM)

iniciador F (20 uM)
iniciador R (20 pM)

ADN molde (~25 ng/uL)
PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase

Volumen de reaccién

0 —
1X
200 pM
1 uM
1 uM
100 ng
25 U/pl

34
)
1

2.5

2.5
4
1

50

Tabla 4.2: Mezcla de reaccién para PCR con PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase.
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Reactivo

Concentracién final

Volumen final (uL)

H->0dd estéril

Reaccion de Amortiguador (10X)

Mgcly (25 mM)

Mezcla de ANTP (10 mM)
iniciador F (20 M)
iniciador R (20 puM)

ADN molde (~25 ng/uL)
Taq polimerasa (5 U/uL)
Volumen de reaccién

00—
1X
1.5 mM
200 pM
1 uM
1 puM
100 ng
1.25 U

31.5
5
3
1
2.5
2.5
4
0.5
50

Tabla 4.3: Mezcla de reaccién para PCR con Tag polimerasa

ciclos Proceso Temperatura Tiempo

Desnaturalizacién inicial 98°C 4 min
Desnaturalizacién 98°C 30s
Anillamiento cclA 0°C 30
30 cclA-RNAi | 72°C 30s

. cclA o 4 min

Elongacién cclA-RNA; 72°C 1 min

Elongacién final 72°C 5 min

Tabla 4.4: Condiciones de operacion del termociclador de la PCR de los genes a analizar

(PfuUltra II Fusion).

Ciclos Proceso Temperatura | Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 4 min
Desnaturalizacion 95°C 30s
30 Anillamiento 63 — 68°C 45s
Elongacién 72°C 1 min
Elongacién final 72°C 5 min

Tabla 4.5: Condiciones de operacion del termociclador de la PCR de los genes a analizar

(Taq polimerasa).
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4.16 Transformacién de P. chrysogenum por Protoplatos

4.16. Transformacién de P. chrysogenum por Protopla-

tos

En los siguientes protocolos, se tuvieron en cuenta los procedimientos descritos por
Cantoral et al. (1987) y Queener et al. (1985)(23, 79).

4.16.1. Obtencion de Protoplastos

Se Inocularon 100 mL de medio liquido MPPY para la cepa P. chrysogenum NRRL
1951 con conidios frescos procedentes de un cultivo masivo en una placa de Petri con
medio PW, incubada a 28°C durante 4 a 6 dias. Se Incub6 en agitacion orbital a 250
rpm y 28°C, durante 15 a 18 h, tiempo adecuado para que el tubo germinativo tenga
una longitud media equivalente a unas 10-15 veces el didmetro de una conidia. El
micelio fue recolectado por filtracién a través de un filtro estéril de nailon (Nytal) de
30 pm de tamaifio de poro. A continuacién se lavé dos veces con solucién de lavado®.
Se elimind el exceso de liquido entre papeles de filtro estériles. Luego se pesé 1 g
de micelio, fue transferido a un matraz liso estéril de 250 ml y resuspendido en 20
mL de tampén TPP?. Se Adicionaron 400 pL de MgSO4 1 M y 200 puL de DTT!
1 M. Se incub6 la solucién a 28°C durante 1 a 2 h en agitacion orbital a 80 rpm.
Fue colectado el micelio por filtracién en Nytal (como en el paso anterior). En un
tubo de 15 mL, se preparon 10 mL de una solucién de enzimas liticas (Sigma-Aldrich
Chemical Co) disueltas en TPP, a una concentracién de 14 mg/mL. La solucién fue
esterilizada por filtracion mediante un filtro Milipore de 0,22 pm. Se resuspendio el
micelio en 10 mL de tampdén TPP y se adicioné la solucién anteriormente preparada,
todo esto contenido en un matraz liso estéril de 250 mL. Se incubd la mezcla a 28°C
con agitacién orbital a 80 rpm durante 1 h. Después se adicioné $-glucuronidasa (Sigma
Chemical Co) a una concentracién final de 4.000 U/ml. Fue incubado bajo las mismas
condiciones hasta la liberacién de protoplastos''. Una vez que la mayoria de las hifas
generaron y liberaron los protoplastos, se procedio a filtrar la suspensién a través de un
filtro estéril de nailon de 3 pum. El efluente resultante se transfirié a dos tubos estériles

de 15 mL. A continuacién se centrifugé a 800 x ¢ durante 4 min. Se decantd y el

8Solucién de lavado: NaCl 0,9% (p/v); Tritén 0,01 % (v/v).

9TPP: Tampén fosfato potdsico 50 mM; KC1 0,7 M; pH 5,80.

10E] DTT permite reducir las uniones bisulfuro de la pared celular, facilitando la disgregacién del
micelio que suele crecer en grumos.

18e verificé la liberacién de protoplastos cada hora mediante muestreos periédicos al microscopio.
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botén fue resuspendido suavemente en 5 ml de tampén KCM!? y se realizé un recuento
del ntimero de protoplastos obtenidos con la ayuda de una cdmara de Neubauer. Se
centrifugd a 800 x ¢ durante 3 min y finalmente se resuspendié en tampén KCM a
una concentracién de protoplastos de 1-2 x 10® protoplastos/mL. Se mantuvo en hielo

hasta la transformacién.

4.16.2. Transformaciéon de Protoplastos

La seleccién de transformantes se realizé en un medio de cultivo minimo por co-
bertera, para este estudio el medio seleccionado fue Czapek junto con el estabilizador
osmético sorbitol (concentracién final 1 M) para evitar el colapso de los protoplastos
y suplementado con fleomicina a una concentracién final de 25 a 30 pg/mL. Para la

transformacion se siguié el siguiente protocolo.

En un tubo de 15 mL, se realizé la mezcla de transformacion:

Solucién de protoplastos (1x108 protoplastos/ml)......... 100 plL
Tampén PCM' ... .. 10 pL
Solucién de ADN (1-2 pg/pul). oo 5-10 pl

Se mezclé suavemente con ayuda de una pipeta sin dejar burbujas.

En otro tubo se realizé una mezcla idéntica a la anterior, pero prescindiendo del
ADN, se emple6 como reaccién control para determinar la capacidad de regeneracién
de los protoplastos, asi como de la aparicién de colonias revertientes. Las mezclas se
incubaron en hielo durante 20 min. Luego se adicionaron 500 pL de tampén PCM y se
mezcld suavemente. Se incubd a temperatura ambiente durante otros 20 min. Después se
diluyé el polietilenglicol del tampén PCM de la reaccién de transformacion, agregando
600 pL de tampén KCM'™. A continuacién en un tubo de 15 mL se mezclaron, la
reaccién de transformacién'®, el agente de seleccién y el medio de cultivo fundido (a
una temperatura de 48-50°C). Fue mezclado suavemente y se sirvié como cobertera

sobre 5 mL de medio base'® previamente preparado en placas 60 mm. Se dejé secar.

12KCM: KC1 0,7 M; CaCl2 50 mM; MES 10 mM, pH 5,80.

BTampén PCM: Polietilenglicol 6000 50 %; CaCl2 50 mM; MES 10 mM, pH 5,80.

HSjempre que se requiera hacer diluciones se realizardn en tampén KCM. En el caso de la reaccién
control, se hacen diluciones decimales seriadas para establecer el porcentaje de regeneracién.

15La reaccién de transformacién de divide en varios tubos para ser sembrada en varias placas de
petri o se diluye en series decimales, segin el nimero de transformantes esperados.

16T.a composicién de la base de medio de cultivo y la cobertera, es la misma.
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4.17 Mecanismo de Silenciamiento del Gen cclA de P. chrysogenum

Por tultimo se incubé a 28°C durante 4 a 7 dias hasta la aparicion de las colonias

transformantes.

4.16.3. Selecciéon de Transformantes

Las colonias transformantes que aparecieron durante el tiempo de incubacién fueron
resembradas por puncién con la ayuda de un palillo estéril en placas de 60 mm de medio
Czapek con 50 % mas de concentracién de fleomicina!” que se empled en la transfor-
macién de protoplastos, igualmente se emplearon controles positivos y negativos'®. Se
incub6 durante 4 a 7 dias a 28°C. Después fue tomada parte de la colonia, se sembré
en placas de 60 mm con medio PW adicionando fleomicina, se sembré de forma masiva
con ayuda de solucién salina. Fueron incubadas a 28°C durante 4 a 7 dias. Luego se
recolectaron los conidios y se realizaron dilucién en serie (10~! — 107%) en medio Cza-
pek con fleomicina, con el fin de obtener colonias de transformantes homocariontes. Se
incubaron durante 3 a 5 dias a 28°C. Al tener colonias totalmente aisladas y de buen
tamano, se escogieron varias para ser resembradas por puncion el centro en medio PW.
Se incubo a 28°C de 4 a 6 dias. Al tener la colonia homocarionte se realizé un 1ltimo
pase al sembrar masivamente en placas de 90 mm en medio PW (sin flemomicina) para
finalmente obtener un stock de esporas de trabajo y fueron almacenadas a -20°C con
glicerol (40 % v/v).

4.17. Mecanismo de Silenciamiento del Gen cclA de P.

chrysogenum

Para hacer uso de este mecanismo en P. chrysogenum NRRL 1951 se construyé un
vector para silenciar el gen cclA, mediante RNA mensajero de interés, con ayuda de
RNA de interferencia. El plasmido utilizado en este trabajo fue el pGpdPki-RNAi (64)
descrito anteriormente (4.1). A este plasmido se le introdujo un fragmento del gen cclA

justo entre los dos promotores.

El fragmento de interés se va encontrar flanqueado por los dos promotores en sen-
tidos opuestos y encontrados entre si, dando como resultado la formacién RNA men-

sajeros complementarios entre si y que hibridaran para dar lugar a RNA de doble

17Se empleé en adelante la misma concentracién de fleomicina para adicionar al medio.
81,05 controles se realizaron para cada pase de las colonias transformante con el agente de seleccién.
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cadena (dsRNA). En seguida la activacién del proceso de silenciamiento inicia cuando
el dsRNA es reconocido por Dicer (RNasa tipo I1I), que corta en fragmentos de 21-26
nucleétidos al dsRNA que son denominados como siRNA, luego el siRNA por accién
de la enzima Argonauta libera la cadena complementaria que pasa al complejo RISC
(RNA-induced silencing complez) el cual lo integran Argonauta y proteinas asociadas.
El complejo RISC junto a la secuencia guia son campaces de degradar el ARN mensa-
jero de interés ya que la secuencia guia es complementaria como se ilustra en la figura
4.2 (25, 30).

+X mRNA 5 .

5 3

3 5
pGpdPpki-RNAI o — / X dsmRNA

0 0DICER

AmpicinaR

-X mRNA

21 - 26 nucleétidos
0 / siRNA

Silenciamiento
D S

mRNA
diana Degradacion
l de +X mRNA

Degradacion 1

Figura 4.2: Mecanismo de silenciamiento por transcripciéon convergente. Donde se repre-
senta el RNA mensajero (mRNA), el RNA de doble cadena (dsRNA), la enzima argonauta
(Ago) y el complejo RISC (RNA-induced silencing complex).

44



4.18 Prediccién Bioinformética de Clusters Silentes del Metabolismo secundario

4.18. Prediccion Bioinformatica de Clusters Silentes del

Metabolismo secundario

4.18.1. Datos de Entrada en antiSMASH (Input data)

El programa antiSMASH como servidor web presenta una Unica pagina de ingreso
de datos. Se puede ingresar los datos en formato FASTA o datos gendmicos en formato
EMBL (European Molecular Biology Laboratory) y GenBank del NCBI. En este caso los
datos fueron ingresados en formato EMBL. Como las secuencias analizadas fueron de
un hongo, entonces se selecciond la casilla de ADN de origen eucariota; la seleccién de
este criterio es esencial para aplicar los correspondientes algoritmos de que dispone el
programa para hacer una adecuada prediccion. Luego vienen preseleccionadas una serie
de opciones y ademads se pueden seleccionar otros criterios, dependiendo de lo que se
requiera. Finalmente se envié el andlisis. A continuacién se desplego una nueva ventana

que muestra el estatus del andlisis. Se tard6 de 2 a 7 h en obtener los resultados.

4.18.2. Datos resultantes de antiSMASH (Output)

Finalizado el analisis de los datos se accedié directamente a su sitio web donde se
despleg6 una pagina de resultados donde se muestran los clusters identificados para
las vias biosintesis principalmente de PKS y NRPS, y se muestra la descripcién del
clusters, también se identificé la homologia con otras especies, asi como la prediccién
de una posible estructura. Todos los resultados generados por el programa pudieron ser

descargados.
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Capitulo 5

Resultados

5.1. Analisis del Cambio en el Perfil de Metabolitos Indu-
cido por el Remodelador de la Cromatina 5-azacitidina
(5-aza)

5.1.1. Aplicacion de 5-aza a Medios de Cultivo Liquidos de
P. chrysogenum: MDFP y PDB

Las concentraciones de 5-aza empleadas fueron dos, en el medio complejo PDB se
traté con 50 pM y 250 pM, para el medio definido MDFP se evalué la concentracién de
250 uM. Las condiciones del cultivo al igual que la extraccion del medio de cultivo y el
método de extraccién del medio de cultivo se describen en los apartados 4.12.3 y 4.12.4
de Materiales y Métodos. Los extractos obtenidos fueron analizados por un espectréome-
tro de masas acoplado a cromatografia de liquidos (LC-MS), las condiciones del analisis
se describieron en la seccion 4.13. Los perfiles cromatograficos generados por el equipo
fueron visualizados y analizados por el programa bioinformético Mzmine2 (4.10.2.1), en
el cual se pudo evidenciar la aparicion de cambios del perfil de metabolitos con respecto
a la muestra control por medio del uso del algoritmo de alineamiento RANSAC como
se observa en la figura 5.1 (d) y apéndice B, y se aprecian en la visualizacién de los

diferentes cromatogramas en las figuras 5.1, 5.2, 5.3.
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5-aza 250 uM Medio MDFP
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5-aza 50 uM Medio PDB
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Figura 5.1: Cromatogramas de LC-MS correspondientes al experimento con 5-aza (a —
c) El patrén de referencia (extracto obtenido de medio sin 5-aza) se muestra en color azul,
y el perfil de los extractos a partir de medio con 5-aza se muestra en color rojo y verde
(duplicados). d) Resultado del andlisis en MZmine2 para cada condicién analizada en este

estudio.

5-aza 250 uM Medio PDB

Base peak plo, M1, mi: 45,0160 20016847

|

alriEIE e

MDFP 5-aza 250uM
m/z [H]+ RT (min)

PDB 5-aza 250uM
m/z [H]#+ RT (min)

1 121,0721 143 1 3983414 27.5
2 144,0871 22.3 2 305,1735 28.7
3 353,2398 27.8 3 548,2813 30.8
4 288,2979 31.6 a 509,2735 31.0
5 288,2979 32.2 5 415,142 34.4
6 481,3017 33.4 6 532,2934 34.5
7 335,2283 33.1 7 304,3030 35.8
8 317,2177 39.7 8 608,5098 37.3
9 659,3001 47.0 9 3323343 388
10 425,2096 47.3 10 421,347 399
1 255,1344 33.4 1 256,2650 45.7
12 429,2519 55.2 12 381,3004 51.2
13 517,3398 33.3 13 149,0273 40.9
14 2551344 34.8 14 301,1446 41.0

15 409,1765 33.7

PDB 5-aza 50uM 16 146,0598 19.9
m/z [H]+ RT (min) 17 113,0607 14.55
1 237,0720 17.9 18 463,3040 42.43
2 321,1643 23.0 19 123,0447 7.9
3 421,2297 40.0 20 353,2701 47.1
4 637,3051 46.8 21 493,2816 35.2
5 381,997 51.2
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5.1 Analisis del Cambio en el Perfil de Metabolitos Inducido por el Remodelador de la
Cromatina 5-azacitidina (5-aza)
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Figura 5.2: Senalizacién de variaciénes en segmentos de los cromatogramas de LC-MS
correspondientes al experimento con 5-aza. Medio MDFP aplicando 250 uM de 5-aza, se
muestra el patrén de referencia del extracto del medio sin 5-aza (en color verde) junto con
tratamiento y duplicado en colores rojo y verde.
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Figura 5.3: Senalizacién de variacidénes en cromatogramas de LC-MS correspondientes al
experimento con 5-aza en medio PDB, aplicando 50 y 250 uM de 5-aza. El patrén de refe-
rencia (extracto del medio sin 5-aza) se muestra en color azul, y los extractos pertenecientes
a los cultivos con tratamiento de 5-aza se muestran en color rojo y verde (duplicados).
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5.2. Analisis del Cambio en el Perfil de Metabolitos Indu-
cido por el Modificador de la Cromatina Tricostatina
A (TSA)

5.2.1. Aplicacion de TSA a Medios de Cultivo Liquidos de P. chry-
sogenum: MDFP y PDB

En esta ocasién las concentraciones del remodelador TSA aplicadas fueron de 0.25
uM para el medio MDFP, 0.25 uM y 1 uM para el medio complejo PDB. Al igual que
en la seccién 5.1.1 el medio de cultivo se extrajo, fue inyectado a un equipo de LC-MS
(4.13), y los cromatogramas generados se visualizaron y analizaron con la ayuda de
Mzmine2 (4.10.2.1). El uso de este programa también evalué y senalé la aparicién de
variaciones en el perfil de metabolitos que se presentaron en las diferentes concentra-
ciones de TSA, esto aplicando el alineamiento de RANSAC (figura 5.4 (d) y apéndice
B) contra el control. Los diferentes cromatogramas y diferencias de picos se muestran

en las figuras 5.5, 5.6.

5.3. Identificacién de cclA in stlico

Por medio de la base de datos disponible en el portal del NCBI se realizé un Blast en
donde fue identificado el gen Pc14g00650 en P. chrysogenum Wisconsin 54-1255, hemos
denominado cclA, al ser homdlogo al gen del mismo nombre en A. nidulans (AN9399.2),
donde se ha caracterizado su funcién, y con el cual presenta un 73 % de identidad en la

secuencia de la proteina deducida, como se puede observar en el apéndice A, panel B.

5.4. Clonacién del Gen cclA en pBluescript KS (4)

5.4.1. Amplificacién por PCR del Gen cclA

Luego de localizar el gen de cclA en el genoma de P. chrysogenum se procedié a
amplificar el fragmento genémico por PCR, para esto fueron utilizados los oligonu-
cledtidos cclA-F y cclA-R (ver tabla 4.1 del apartado 4.7) disenados para amplificar
un fragmento de 3645 pb. Se empleé ADN total de P. chrysogenum como molde y
la enzima PfuUltra II Fusion (Agilent), una polimerasa de alta fidelidad, ideal para

obtener productos de PCR que seran subsecuentemente clonados (Figura 5.7). Primero
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5.4 Clonacién del Gen cclA en pBluescript KS (+)
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Figura 5.4: Cromatogramas de LC-MS correspondientes al experimento con TSA (a —
c) El patrén de referencia (extracto del medio sin TSA) se muestra en color azul, y los
perfiles correspondientes a los extractos de medio con TSA se muestran en color rojo y
verde (duplicados). d)Resultado del andlisis en MZmine2 para cada condicién analizada
en este estudio.
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Figura 5.5: Senalizacion de variaciones en segmentos del cromatograma de LC-MS corres-
pondiente al experimento con TSA. a) Medio MDFP aplicando 1 uM TSA. b) Medio PDB
aplicando 1 uM TSA. El patrén de referencia (extracto del medio sin TSA) se muestra en
color azul, y los perfiles correspondientes a los extractos de medio con TSA se muestran
en color rojo y verde (duplicados).
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5.4 Clonacién del Gen cclA en pBluescript KS (+)

TSA 0.25 uM Medio PDB a

338 340 342 345 348 350 352 355 5.8 360 362 365 368 370 7.2 37.5 378 360 382 385 368 390 392 395 398 400 402 405 408
Retention time

— TSAQ_LCMSPostivo_1_RA1_01_390.mzXML — TSA@_LCMSPostivo_2_RA1_01_396 mzXML — TSAB_LCMSPosiivo_1_RA1_01_393 mzXhL

Figura 5.6: Senalizacién de variacidénes en segmento del cromatograma de LC-MS co-
rrespondientes al experimento con medio PDB aplicando 0.25 uM de TSA. El patrén de
referencia (extracto del medio sin TSA) se muestra en color azul, y los perfiles correspon-
dientes a los extractos de medio con TSA se muestran en color rojo y verde (duplicados).

se realiz6 un gradiente de temperatura de anillamiento de 66 a 70°C. Finalmente las

condiciones de reaccion y operacién del termociclador se muestran en las tablas 4.2 y
4.4 seccién 4.15.

5.4.2. Construccién del plasmido pBKScclA

Cuando se amplificé el fragmento deseado este fue separado por electroforesis, cor-
tado y purificado por columna (seccién 4.14.9) . Posteriormente fueron digeridos por
separado el fragmento del gen cclA y el plasmido pBluescript KS (4) con las enzimas
de restriccion BamHIl y EcoRI . Después se procedio a la ligacién del fragmento cclA y
pBluescript KS (+) con la enzima ADN ligasa del bacteriéfago T4 descrito en la sec-
cién 4.14.6. Luego se procedid a transformar FE. coli y se realizd extracciones de ADN
a pequefla escala por Miniprep, estos dos ultimos procedimientos se describen en los
apartados 4.14.7 y 4.14.2 respectivamente. Al analizar el vector por corte con enzima
de restriccion BamHl, se determiné la presencia del fragmento del gen cclA (figura
5.7) por la presencia de una banda de 6603 pb . Posteriormente se extrajé el plasmido

denominado pBKScclA a gran escala por Megaprep (seccién 4.14.3).
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Figura 5.7: Construccién del vector pBKScclA. a) Gel de agarosa 1% con la amplificacién
por PCR del gen ccld (3645 pb), este fragmento se digiri6 con las enzimas de restriccién
BamHI y EcoRI, que cortan en los extremos del mismo ya que se introdujeron sus sitios de
corte en la secuencia de los primers utilizados para la amplificacién por PCR. b) Ilustracién
del pldsmido pBluescript KS (4) sefialando donde se alojard el inserto y el corte con las
endonucleasas de restriccién. A continuacién se senala la reaccién de ligacién entre cclA
y el pldsmido. ¢) Se muestra el mapa del vector pBKScclA. d) Extraccién del pldsmido
por minipreperacién y posterior analisis de la integracién del gen cclA por corte con la
endonucleasas de restriccion BamHI el cual se visualiza en el gel de agarosa 1% con su
control.
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5.5 Construccién del Vector pSiRNA-cclA

5.5. Construccién del Vector pSiRNA-cclA

5.5.1. Amplificacién por PCR de un fragmento del gen cclA para
silenciamiento por RNAi

Para esta segunda amplificacién se emplearon los oligonucledtidos cclA-RNAI-F y
cclA-RNAI-R (ver tabla 4.1 del apartado 4.7 ) disefiados para amplificar en esta ocasién
un fragmento de 441 pb (figura 5.8). Para la reaccién de PCR el ADN molde fue el
vector pBKScclA y la enzima fue PfuUltra II Fusion. Las condiciones de reaccién y

operacién del termociclador se muestran en las tablas 4.2 y 4.4 seccion 4.15.

5.5.2. Clonacién del fragmento para silenciamiento del gen cclA en
el Vector pGpdPki-RNAi

El fragmento de cclA fue separado por electroforesis, cortado y purificado por colum-
na (seccién 4.14.9). A continuacién fueron digeridos por separado el fragmento de cclA
y el plasmido pGpdPki-RNAi con la enzima de restriccién Ncol, luego fue desfosforilado
el pldsmido con fosfatasa alcalina (descrito en el apartado 4.14.5), posteriormente se
llevé a cabo la reaccién de ligacion entre el vector y el inserto de 441 pb del gen cclA A
continuacién con la enzima ligasa del bacteriéfago T4. A continuacion se transformé F.
coli (seccién 4.14.7), el plasmido obtenido se nombré pSiRNA-cclA. Posteriormente se
analizé el plasmido pSiRNA-CclA extraido por Miniprep y Megaprep con las enzimas
de restriccion Kpnl y Ncol para asegurarnos que el fragmento se encontraba dentro del
vector como lo muestra la figura 5.8, donde se aprecia la banda del vector pSiRNA-cclA
linearizado con Kpnl de 6600pb, comparado con el control de 6269 pb, y cuando el vec-
tor se digirié con la enzima Ncol se observa un fragmento liberado menor a 500 pb que
corresponde al fragmento de 441 pb del gen de cclA. También se confirmé la presencia
de parte del fragmento del gen cclA por secuenciaciéon empleando el oligonucleétido
cclA(pki)-R.

5.6. Transformacién de P. chrysogenum NRRL 1951 con
los Vectores pSiRNA-cclA y pGpdPki-RNAi

La transformacién de P. chrysogenum NRRL 1951 se llevé segin lo descrito en el
apartado 4.16. El plasmido pGpdPki-RNAi fue empleado como control para introducir

unicamente los componentes del vector. Para ambos plasmidos se utilizé fleomicina
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Figura 5.8: Construccién del vector pSiRNA-cclA. a) Gel de agarosa 1% con la amplifi-
cacién por PCR del fragmento del gen ccld (441pb) a partir de pldsmido pBKScclA, este
fragmento se digiri6é con la endonucleasa de restricciéon Ncol, que corta en los extremos del
mismo ya que se introdujo su sitio de corte en la secuencia de los primers utilizados para
la amplificacién por PCR de dicho fragmento. b) Ilustracién del pldsmido pGpdPki-RNAi
senalando donde fue cortado por Ncol y desfosforilado. En seguida se realizé la reaccién
de ligacién entre cclA y el pldsmido. ¢) Se ilustra la construccién del vector pSiRNA-cclA
que luego fue clonado en E. coli.d) Anélisis de la integracién de del fragmento de 441 pb
por corte con las endonucleasas de restriccion Kpnl y Ncol, el cual se visualiza en el gel de
agarosa 0.8 % con sus controles.
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5.7 Anélisis del genoma de P. chrysogenum para
buscar genes de metabolismo secundario con
el Software antiSMASH

como marcador de seleccién, a una concentracién final de 4 a 15 pg/mL. Luego de
obtener colonias posiblemente transformantes se realizé una seleccién para obtener
transformantes homocariontes la cual se detalla en el apartado 4.16.3. Se obtuvieron
inicialmente 32 transformantes y antes de realizar un anélisis por PCR se sembraron
nuevamente en medio Czapek con fleomicina a una concentracién final de 25 pg/mL,
de donde se recuperaron, extrayéndose a continuacién ADN gendémico (seccién 4.14.1)

de 26 transformantes.

5.6.1. Analisis por PCR de Transformantes

Se llevo a cabo la comprobacién por PCR, a partir ADN gendmico, de la integra-
cion de los pldsmidos en las cepas transformantes, para ello se emplearon dos pares de
oligonucledtidos, el primero de ellos Ble-trl-F y Tcyc-trl-R (ver tabla 4.1 del apartado
4.7) disenado para amplificar parte del cassette de resistencia a fleomicina y el termi-
nador T'cyc que posee el plasmido, que comprende un total de 551 pb . El segundo par
de oligonucledtidos pki(gdp)-F y gpd(pki)-R (ver tabla 4.1 del apartado 4.7 ) disenado
para amplificar aproximadamente 650 pb en el caso de que el inserto se encuentre entre
presente los dos promotores Ppki v Pgpd que estan en orientacién invertida, de lo con-
trario, si no se encuentra presente el inserto, se amplifica un fragmento de 250 pb como
se muestra en la Figura 5.10. Las condiciones de reaccién y operacién del termociclador
se muestran en las tablas 4.3 y 4.5 de la seccién 4.15 respectivamente. Finalmente se
recuperaron 11 cepas transformantes (figura 5.9) de las cuales ocho contenian el vector

pSiRNA-cclA, y tres cepas transformantes con el pldsmido pGpdPki-RNAI.

5.7. Analisis del genoma de P. chrysogenum para
buscar genes de metabolismo secundario con
el Software antiSMASH

Para el uso de esta plataforma Web dedicada a la prediccion de clustres de genes del
metabolismo secundario, se emplearon las secuencias gendémicas que se encuentran en
las bases de datos de libre acceso, disponibles en la red, como lo es la NCBI o la ENA
(European Nucleotide Archive) . Luego de ingresar los diferentes datos que requiere el
programa bioinforméntico antiSMASH, los cuales fueron descritos en la seccién 4.18.1,
se llevé a acabo el analisis. Después de finalizado el analsis se procedié a la visualizacién

de los resultados los cuales se muestran en la tabla 5.1 y apéndice C. Igualmente en
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5. RESULTADOS

Cepas Transformantes con los Plasmidos pSiRNA-cclA y pGpdPki-RNAI

Y
pSiRNA-cclA

pGpdPki-RNAi <

Figura 5.9: Cepas transformante con los vectores pSiRNA-cclA y pGpdPki-RNAi. Se
muestra las cepas trasnsformantes en su ultimo pase de seleccién en medio PW.

la tabla 5.1 se presenta la prediccion hecha para P. chrysogenum en 2008 por Van
den Berg (98) con SMURF, otro programa disponible para la bisqueda de clusters del

metabolismo secundario.
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5.7 Anélisis del genoma de P. chrysogenum para
buscar genes de metabolismo secundario con

el Software antiSMASH
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Figura 5.10: Andlisis por PCR de transformantes. (a — b) Geles de agarosa al 0.8 % con
los productos de PCR del fragmento del gen cclA (650 pb) y/o promotores Ppki y Pgpd
(250 pb). En el gel a) en el segundo carril de izq. a der. esta el control positivo (solo vector
pGpPki-RNAi), del tercer al quinto carril estan las amplificaiones de la transformantes
control (2.A, 2.B y 1.C) que integraron el pldsmido pGpPki-RNAi. En el sexto carril esta
control negativo de la cepa parental y en el ultimo carril esta otro control con el vector
pSiRNA-cclA. En el gel b) estan las amplificaiones de la integracién del vector pSiRNA-
cclA en las transformantes (7.4 - 2.5 ), y en el segundo carril esta el control positivo (vector
pSiRNA-cclA). ¢) Gel de agarosa al 1 %, con los productos de PCR a amplificacién de parte
del cassette de resistencia a fleomicina y el terminador Tecyc (541 pb), los once carriles de
izq. a dere. corresponden a las cepas transformantes que integraron los plasmidos pSiRNA-
cclA (7.4 - 4.1) y pGpPki-RNAi (2.A - 1.C). El control positivo (solo vector pSIRNA-cclA)
en el carril doce, y el control negativo de la cepa parental en el carril cartorce.
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Ntmero y tipo de
. clusters identificados
. Penicillium
Organismo por software
chrysogenum .. "
Wisconsin 54-1255 bioinformaticos
SMURF antiSMASH*
AM920421; 33 53
Niimero de AM920427; PKS 17
; erpenos
gEelr\fg‘ AM920431; PKS 20| (terp) 7
AM920433; NRPS 10 | PKS-NRPS 3
AM920435; PKS-NRPS 2 | Sideroforo 1
AM920436; Dimetilalil . Acidos 5
AM920437 triptéfano sintasa grasos (Ag)
Tamafio NRPS-Indol 1
del 39 9 terp-NRPS-Ag 1
genoma, ' Otros 15
(Mb) a. Numero de clusters homologos a 9
clusters con funcién conocida (%) (17)

Tabla 5.1: Resumen de clusters de MS identificados con antiSMASH en el genoma de
Penicillium chrysogenum. Se exponen los numeros de acceso del genoma del hongo en
formato EMBL, también se presenta el nimero y tipos de clusters encontrados por el

software. En contraste se muestra los clusters reportados previamente para este hongo
pero bajo el andlisis de SMURF (98).
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Capitulo 6

Discusion

6.1. Analisis del Cambio en el Perfil de Metabolitos Indu-

cido por el Remodelador de la Cromatina 5-azacitidina

En este ensayo se empleé el compuesto 5-aza un inhibidor de HMT y DNMT. Las
concentraciones manejadas para P. chrysogenum fueron de 50 y 250 uM, dado que
se han reportado en hongos filamentosos como P. citreonigrum y A. sydowii concen-
traciones similares, y que provocaron la produccién de nuevos compuestos bioactivos
(28, 100).

El cultivo tuvo una duracién de 15 dias a partir de 5-aza, en medios de cultivos liqui-
dos: definido (MDFP) y medio complejo (PDB). Los extractos resultantes se analizaron
por la técnica de LC-MS. Los archivos de los cromatogramas generados del analisis por
LC-MS fueron analizados con el programa MZmine2 (figura 5.1 ). Los cromatogramas
mostraron sobre el eje Y los picos de las diferentes relaciones entre la masa/carga (m/z)
detectadas, y sobre el eje X el tiempo de retencién (RT) en que los compuestos fueron
detectados. En una misma ventana de visualizacién se mostraron los cromatogramas
del patrén presentado por el control (medio sin 5-aza) y del tratamiento (medio con la

concentracién correspondiente de 5-aza) con su duplicado.

De primera instancia, se observé que los cromatogramas para cada concetracién
estudiada junto con su control presentaron un perfil similar, no obstante, los extractos
de los medios en los que fue agregado 5-aza, presentaron adicionalmente variaciones de
algunas m/z con respecto al patrén cromatografico del control, senaladas en las figuras

5.2, 5.3. Para corroborar dichos cambios fue necesario emplear MZmine2.
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6. DISCUSION

Este software proporciona una aplicaciéon que permite alinear los picos detectados
en cada muestra, y de esta manera se aprovechd esta funcién con cada uno de los
tratamientos realizados en el presente trabajo. Se evidencié entonces la aparicion de
cambios reproducibles de m/z en un RT especifico; tanto para el tratamiento como su
duplicado, los cuales no se presentaron en el comportamiento de su respectivo control
(figuras 5.1(d) y Anexo B).

Con este andlisis se pudo evidenciar también la apariciéon de varios picos de m/z
diferentes, los cuales no se presentaron en el control, demostrando que posiblemente el
compuesto 5-aza estd influyendo en el cambio del perfil de MS producidos por P. chry-
sogenum. De igual manera, el nimero de picos detectados fue diferente dependiendo
de la concentracién aplicada; ya que para la concentracién de 50 uM en medio PDB
solo se detectaron 5 m/z diferentes; mientras que con la concentracién de 250 uM, se
detectaron 13 m/z diferentes en el medio MDFP y 21 m/z diferentes en el medio PDB.

También se pudo apreciar que en las dos concentraciones de 5-aza aplicadas en el
medio PDB, coincide la deteccién de 2 picos con la misma m/z y RT, siendo éste un
resultado llamativo en el que se debe profundizar, ya que estos picos solo se presentaron
en el cultivo con este medio. Se podria sefialar que el medio PDB, es un medio satis-
factorio para implementarlo en este tipo de ensayos, como ha ocurrido anteriormente

en ensayos para hongos con remodeladores de la cromatina (28, 108).

El programa Mzmine2 también brinda la posibilidad de buscar en las bases de da-
tos existentes en la Web, la identificacién de picos, en base a compuestos previamente
reportados, que presenten una masa altamente cercana; o también se puede emplear la

aplicacién para generar una posible férmula.
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6.2. Analisis del Cambio en el Perfil de Metabolitos
Inducido por el Remodelador de la Cromatina
Tricostatina A

La utilizaciéon de TSA, un compuesto inhibidor de las HDAC, se utilizd en este
trabajo en concentraciones mucho menores que las empleadas para 5-aza, debido a que
se ha reportado que concentraciones de 1 M inducen cambios en el metabolismo se-

cundario de A. alternata y P. expamsum (88).

En este estudio se aplicaron concentraciones de 0.25 y 1 uM, en medios liquidos
PDB y MDFP, en cultivos que se mantuvieron durante 15 dias después de ser agregado
el compuesto inhibidor. A continuacién se siguié la misma metodologia que se empled
para los extractos a partir de medio con 5-aza, y de la misma forma se realizo la técnica

analitica y los cromatogramas, analizados por MZmine2 (figura 5.4).

Se observé en los cromatogramas para cada concentracion , que presentaron un per-
fil de elucion similar, pero el comportamiento de los extractos a partir de medios en que
fue adicionado TSA mostré variaciones de m/z con respecto al patrén cromatogréfico
del control, senaladas en las figuras 5.5, 5.6. Dichos picos adicionales fueron analizados
con MZmine2. Especificamente para los ensayos con la concentracion 1M, se considerd

también el andlisis del metanol, disolvente en que se fueron resuspendidos los extractos.

Luego de aplicar en el programa el alineamiento de los picos detectados para cada
uno de los tratamientos realizados en este estudio (apéndice B), fue posible evidenciar
la aparicién de variaciones reproducibles de m/z en un RT especifico entre el trata-

miento (y su duplicado) y el control (figuras 5.4 (d)).

Por lo que tomando en consideracion este resultado, la aparicién de varios picos
de m/z adicionales y que no se presentan en el control, ponen de manifiesto que la
incorporacion del compuesto TSA al medio de cultivo, probablemete estan influyendo
en el cambio del perfil de metabolitos secundarios producidos por P. chrysogenum; de

igual forma como se presenté en el andlisis con el compuesto remodelador 5-aza.

En el caso de TSA, el ntimero de picos detectados en el alineamiento fue diferente,
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6. DISCUSION

dependiendo de la concentracién aplicada, ya que para la concentracién de 0.25 uM
en medio PDB, se detectaron 6 m/z diferentes y en el medio MDFP con TSA a 1M
también 6 m/z fueron detectadas. Con la misma concentracién de TSA pero en medio
PDB, se presentaron 11 m/z diferentes, de las cuales también un pico coincide su apari-

cion en el medio MDFP, este es un dato interesante en el que serd necesario profundizar.

Con respecto a los medios empleados PDB ofrecié una mayor capacidad de pro-
ducciéon de MS asi como un mejor comportamiento del inhibidor TSA en cuanto a la
induccién de cambios de m/z en diferentes picos, algo que también se evidencié al usar

H-aza.

Con estos ensayos se consiguié mostrar que el compuesto remodelador TSA presenté
cambios adicionales sobre el comportamiento del perfil cromatografico, siendo un com-
puesto prometedor para la estimulacién del metabolismo secundario. El uso de TSA en
A. clavatus permitié un aumento en la produccién de los MS patulin y cytochalasin E
(112).

6.3. Transformaciéon de P. chrysogenum NRRL 1951 con
los Vectores pSiRNA-cclA y pGpdPki-RNAi

Las cepas transformantes que crecieron en el medio de regeneracién selectiva con
el antibiotico fleomicina se sometieron a un proceso laborioso de seleccién para obte-
ner colonias homocariontes. Estas colonias mostraron un fenotipo similar al de la cepa
silvestre como se aprecian en la figura 5.9: crecimiento radial, textura algodonosa ,
conidios abundantes color oliva, con una corona radial blanca; alguna de ellas exuda-
ron un pigmento amarillo. Las cepas transformantes con el plasmido pGpdPki-RNA,

igualmente presentaron un fenotipo sin cambios.

Posteriormente se procedié con el andlisis por PCR para corroborar la integracién
ectépica (36) de los pldsmidos en las transformantes. Para esto se amplific6 parte del
cassette de resistencia a fleomicina y el terminador Tcyc (figura 5.10 (c)) vizualizandose

una banda correspondiente a 541 pb.

Seguidamente, se realizé una segunda PCR, esta vez los oligonucleétidos fueron di-
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6.3 Transformacion de P. chrysogenum NRRL 1951 con los Vectores pSiRNA-cclA y
pGpdPki-RNAi

senados para amplificar la presencia del fragmento a silenciar, en este caso, parte del
gen cclA isertado entre los dos promotores enfrentados Ppki y Pgpd. En la figura 5.10,
El gel a) presenta la amplificacién de una banda de 250 pb que corresponde con las
colonias transformantes, que solamente integraron el plasmido de pGpdPki-RNAi, lo
cual corresponderia a la cepa control. En el gel b) se ven las amplificaciones de una
sola banda de 650 pb, correspondiente con la presencia del fragmento de 441 pb del gen
cclA para las cepas transformantes con el vector pSiRNA-cclA (cepas 7.4, 2.1, 2.2). Las
demas cepas del gel aparecen con una banda adicional correspondiente a 250 pb, en este
caso podemos mencionar que probablemente las transformantes pueden poseer los dos
vectores. Esto evidencia una contaminaciéon que pudo ocurrir cuando se realizé el mi-
niprep, y se picé mas de una colonia de F. coli, se combiné una colonia con el plasmido
pGpdPki-RNAi y otra colonia con el vector pSiRNA-cclA que crecieron juntas; o hubo
contaminacién durante la extraccién del ADN gendémico, mezclandose accidentalmente
el ADN de transformantes con el vector pSiRNA-cclA y al ADN de transformantes con

el plasmido control.

Por otro lado queda pendiente el poder evaluar el efecto del plasmido pSiRNA-cclA
en P. chrysogenum, como un mecanismo para silenciar el gen cclA, un componente del
complejo COMPASS, que a su vez estd involucrado en la regulacién epigenética de MS.
La delecién del gen cclA, provocé un aumento de la produccién de MS en A. nidulans,

A. fumigatus y Aspergillus oryzae (14, 41, 74, 87).

El mecanismo de silenciamiento (figura 4.2) hace posible el knockdown de genes, y
se ha convertido en un recurso 1til y alternativo para estudiar la funcién de los genes
(57). El plasmido empleado en este trabajo contiene un cassette de expresién para la
sintesis de dsRNA, y este sistema ha sido evaluado en hongos filamentosos como P.

chrysogenum, Acremonium chrysogenum y Trichoderma longibrachiatum (33, 96).

De este modo, en lo posterior, se podrd evaluar este mecanismo y comparar la
eficiencia con otras estrategias de la mineria gendmica, encaminada hacia la busqueda
de la expresién de clusters de genes cripticos en P. chrysogenum, y en diversos hongos

filamentosos.
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6. DISCUSION

6.4. Analisis del genoma de P. chrysogenum para

buscar genes de metabolismo secundario con
el Software antiSM ASH

En este trabajo se utiliz6 antiSMASH, un software dotado de miltiples atributos
que se encuentra disponible en una plataforma web, dedicada a la prediccién de clusters
biosintéticos del metabolismo secundario. Investigaciones anteriores se habia reporta-
do la utilizacién de SMURF (también un programa para la prediccién de clusters de
MS) que analizé las secuencias del genoma de P. chrysogenum cuando este fue recién
secuenciado en 2008 (98)

La secuencias de P. chrysogenum fueron nuevamente analizadas, esta vez por antiS-
MASH y el resultado del anélisis realizado en este trabajo se puede ver en la figura 5.1,
en donde se muestran los resultados respectivos. También se evidencid, que al comparar
estas predicciones con las 33 realizadas previamente con SMURF, se observaron que los
tipos de clusters del metabolismo secundario, identificados con antiSMASH se amplia-
ron a b3 predicciones, las que fueron : 17 PKS, 6 NRPS y 3 hibridos de PKS-NRPS, y
adicionalmente se identificaron clusters para la biosintesis de 7 terpenos (terp), 3 dcidos
grasos (AG), un sideréforo y un par de hibridos uno de NRPS-indol y otro para terp-
NRPS-AG, ademas de 15 clusters que pueden producir algtin otro tipo de metabolito

secundario.

En este andlisis se obtuvieron nueve clusters, que son homologos a clusters con
una funcién conocida. En este caso la homologia se presentd principalmente, con otras
especies de Penicillium (P. digitatum, P. expansum, P. italicum y P. roqueforti), y
también se present6 alta homologia con un cluster del hongo Stachybotrys chartarum.
A su vez estos clusters de metabolitos secundarios homélogos producen compuestos
como: patulin, meleagrin, trans-resorcylide, aflatrem, citocalasina E, yanuton y PR
toxina. Se puede agregar que el programa antiSMASH nos mostrd, que el nimero
de clusters identificados, aumenté significativamente (53); al igual que se diversific6
la identificacion del tipo de clusters de genes putativos del metabolismo secundario

predichos.
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buscar genes de metabolismo secundario con
el Software antiSMASH

Estos datos nos muestran el nimero de MS que puede potencialmente producir P.
chrysogenum es superior al descrito anteriormente en P. chrysogenum. En la actualidad
ya son numerosas las plataformas y bases de datos biolégicas disponibles para la pre-
diccién de metabolitos secundarios (102), lo que aumenta el nimero de herramientas
disponibles para sacar el maximo provecho de la informacién genémica de los hongos,

es decir, para la puesta en préctica de estrategias de mineria gendémica.
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Capitulo 7

Conclusiones y Perspectivas

7.1.

Conclusiones

De acuerdo al estudio realizado, podemos establecer la siguientes conclusiones:

*

%

Las diferentes concentraciones adicionadas de los compuestos 5-aza y TSA pro-

vocaron cambios en el perfil cromatografico de los metabolitos secundarios.

La concentracién de 250 uM del inhibidor 5-aza favorecié la apariciéon de més

variaciones que las detectadas en el tratamiento con 50 pM.

La concentraciéon de 1 pM de TSA ocasioné la aparicién de més picos en el

cromatograma, especialmente en el medio PDB.

El medio de cultivo PDB es més favorable para provocar un aumento en la produc-
cién de nuevos posibles MS que el medio MDFP cuando se anaden remodeladores

epigenéticos.

Los datos obtenidos sugieren que las adiciones de los compuestos 5-aza y TSA
probablemente estimulan la activacion de clusters cripticos de metabolitos secun-
darios en P. chrysogenum NRRL 1951.

Se obtuvieron cepas transformantes con el plasmido pSiRNA-cclA para estudiar

posteriormente el silenciamiento del gen cclA de P.chrysogenum.

Se identificaron 53 posibles clusters del metabolismo secundario en P. chrysoge-
num utilizando la plataforma antiSMASH, lo que incrementa en un ntimero de

33 los previamente detectados mediante el software SMURF.
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7.2. Perspectivas

Los resultados obtenidos en el presente estudio ofrecen la posibilidad de avanzar en

los siguientes aspectos:

¥ Analizar el silenciamiento del gen ccld en las cepas transformadas con el vector
pSiRNA-cclA.

¥ Realizar cultivos en medio PDB de los transformantes con mayor grado de silen-
ciamiento del gen cclA y someter los extractos a los andlisis de LC-MS puestos a

punto en este trabajo.

¥ Purificar los compuestos nuevos obtenidos tras la adicién de 5-aza y TSA e iden-

tificarlos y/o determinar su estructura quimica.

¥ Llevar a cabo ensayos de actividad biolégica con los compuestos purificados y con

extractos resultantes de cultivos realizados con remodeladores de la cromatina.

¢ Aplicar estrategias de mineria genémica para la produccién e identificacién de
los compuestos producidos por los nuevos clusters del MS identificados mediante

antiSMASH en el genoma de P. chrysogenum.
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A. BLAST

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Figura A.1l: a) Resumen grifico del Blast (NCBI) de la proteina de A. nidulans
(AN9399.2) frente a P. chrysogenum wisconsin 54-1255, identificando el gen Pc14g00650.
b) Alineamiento de secuencias de la proteina A. nidulans (AN9399.2) contra la proteina
identificada en P. chrysogenum wisconsin 54-1255 (Pc14g00650), presentando un 73 %
identidad. ¢) Localizacién genémica de cclA (Pcl4g00650) en P. chrysogenum wisconsin
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B. MZMINE2
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Apéndices C

antiSMASH

Compuesto producido

ORF correspondiente en P.

Na i la similitud del Funcién de la proteir tati imilitud icciod
Umero ipo por la similitud del uncién de la proteina putativa con mayor similitu chrysogenum Wisconsin 54-1255 Prediccion de estructura
Cluster de genes
Beta cetoacil sintasa fuerte similitud con la proteina en
Pc13g04470 Pc13g04360
1 t1PKS Penicillium roqueforti FM164 genomic scaffold, bt Pel3, 0:525
ProgFM164501, w. (85% de identidad) &
Chiral
. . . -~ N o R
sintetasa delpendlentevdve ‘AMP‘y \.lgasa fuevrte similitud Pc13g05250 Pc13g05260 T "
2 NRPS con la proteina en Penicillium italicum strain PHI-1 Pc13g05320 Hlc/\rr“ N =0
contig1290, w.g. (85% de identidad) & l a "
Beta cetoacil sintasa similitud con la proteina en
3 t1PKS Penicillium roqueforti FM164 genomic scaffold, Pc13g08690 Pc13g08570
ProgFM164502, w... (80% de identidad)
B, li di tenia hidrol imilitud I
¢ v o s e s s s pgnsn s
p ; e Pc13g11580 Pc13g11610
contig1550, w.g.(33% de identidad)
5 Terpeno similitud con la proteina en Penicillium expansum strain Pc13g12200 Pc13g12220
P d1 contig147, w. g. (58% de identidad) Pc13g12270
similitud con la proteina en Aspergillus clavatus NRRL 1 Pc13g12440 Pc13g12450
6 Otro 1099423829805 genomic scaffold, wh... (60% de Pc13g12480 Pc13g12570
identidad) Pc13g12580
Contiene dominio de proteina de condesacion similitud
7 NRPS con la proteina en Mlcr.usporum canis CBS 113480 Pc13g14330 Pc13g14440 Rj)!\* )ﬁ( j/U\)ﬁ{\\[/%
supercont1.8 genomic scaffold, wh... (23% de Pc13g14430 L. I J I
identidad)
N R
Sintetasa dependiente de AMP y ligasa similitud con la Pc12g05520 Pc12g05590
8 t1PKS proteinaen  Penicillium expansum strain MD-8 Pc12g05510 Pc12g05530 . o
contig220, whole genome s... (12% de identidad) Pc12g05600 i
fuerte similitud con la proteina en Stachybotrys Pc12g06300 Pc12g06310
9 Terpeno PR Toxina chartarum 1BT 40293 unplaced genomic scaffold sca... Pc12g06320 Pc12g06330
(81% identidad) Pc12g06340 Pc12g06350
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