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Figura 3.1.4: Clones de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255. Bioensayo en placa positivo
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Figura 3.1.5: Clones de P. chrysogenum NRRL-1951. Bioensayo en placa positivo donde se
observa un halo de inhibicién del crecimiento del microorganismo sensible (B. subtilis) en la
colonia de P. chrysogenum NRRL-1951 donde se habia afiadido un compuesto potencialmente
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inductor se afiadi6é a un pocillo practicado junto a la colonia formada por el hongo. 140
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(ACV-m) y ACV-dimérico (ACV-d). Las colonias son de la cepa P. chrysogenum NRRL-1951.
142

Figura 3.1.8: A. Halos de inhibicion positivos utilizando caldos recogidos de fermentaciones.
AC (caldo de A. chrysogenum). AC x 2 (caldo de A. chrysogenum concentrado 2 veces). AC x 6
(caldo de A. chrysogenum concentrado 6 veces). Lev (caldo de C. utilis). Lev x 2 (caldo de C.
utilis concentrado 2 veces). Los controles se realizaron afiadiendo agua destilada estéril a los
pocillos practicados junto a las colonias. B. Halos de inhibicion positivos utilizando caldos
recogidos de fermentaciones de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 concentrado 10 veces y
tratado con una enzima betalactamasa para desactivar la penicilina previo al desarrollo del
bioensayo y caldo de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 npelO concentrado 10 veces. Los
controles se realizaron afiadiendo agua destilada estéril a los pocillos practicados junto a las
colonias. 146

Figura 3.1.9: TLC donde se muestra un patrén de ACV de concentracion 1 mg/ml comparado
con el caldo de A. chrysogenum cepa N-2 a distintas concentraciones (sin diluir y diluido 1/10 y
1/100). Las condiciones del TLC se recogen en el apartado 10 de Materiales y Métodos. 147

Figura 3.1.10: Cinética de crecimiento determinada en funcién del peso seco obtenido en las
fermentaciones realizadas en medio definido de produccién con los controles y los cultivos
suplementados con caldo AC, inoculados ambos con la cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-
1255. 149

Figura 3.1.11: Cinética de produccion de bencilpenicilina en medio definido de produccién de
los controles y de los cultivos suplementados con caldo AC, inoculados ambos con la cepa P.
chrysogenum Wisconsin 54-1255. 150
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produccion de los controles y de los cultivos suplementados con caldo AC, inoculados ambos
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Figura 3.1.13: A. Andlisis mediante transferencia de Northern de los niveles de expresion del
gen pcbC en los micelios extraidos de los controles y de los matraces con el caldo inductor AC.
Como control se empleo el transcrito del gen de la B-actina. Carril 1; control a las 24 h. Carril 2;
AC a las 24 h. Carril 3; control a las 48 h. Carril 4; AC a las 48 h. Carril 5; control a las 72 h.
Carril 6; AC a las 72 h. Carril 7; control a las 96 h. Carril 8; AC a las 96 h. B. Cuantificacion de
la intensidad (en cpm) de las bandas de hibridacion del gen pcbC con respecto al gen de la 8-
actina mediante el uso de un escéaner electronico de autorradiogramas (Instant Imager,
Packard). 152

Figura 3.1.14: A. Analisis mediante transferencia de Northern donde se muestran los niveles
de expresion de los genes pcbC y penDE en los micelios extraidos de los matraces con el
caldo inductor y de los controles. Como control se emple6 el transcrito del gen de la B-actina.
Carril 1; AC anadido a las 0 h de fermentacion. Carril 2; Control a las 0 h de fermentacién. Carril
3; AC afnadido a las 12 h de fermentacion. Carril 4; Control a las 12 h de fermentacion. Carril 5;
AC afadido a las 24 h de fermentacion. Carril 6; Control a las 24 h de fermentacion. B.
Cuantificaciéon de la intensidad (en cpm) de las bandas de hibridaciéon de los genes pchC y
penDE con respecto al gen de la B-actina mediante el uso de un escaner electrénico de

autorradiogramas (Instant Imager, Packard). 154

Figura 3.1.15: Valoracién de la actividad B-galactosidasa del transformante pDELO. Los
extractos celulares se obtuvieron a las 30 h y 60 h de fermentacién. Los datos representan la
media y la desviacién estandar de tres experimentos independientes. 156

Figura 3.1.16: Bioensayo frente a B. subtilis empleando medios de cultivo sin AFA, con AFA a
diferentes concentraciones y afiadiendo en todos los casos el compuesto inductor a una de las
colonias. 157

Figura 3.1.17: Bioensayo frente a M. luteus de caldos de fermentacién obtenidos a diferentes
tiempos.

20 horas de fermentacion:

. 1 (+AFA/+inductor).
. 2 (-AFA/-inductor).

. 3 (-AFA/+inductor).
. 4 (+AFA/-inductor).

40 horas de fermentacion:

XV



Indice

. 5 (+AFA/-inductor).

. 6 (-AFA/-inductor).

. 7 (+AFA/+inductor).

. 8 (-AFA/+inductor). 159

Figura 3.1.18: Cromatograma correspondiente a las muestras recogidas a las 40 horas de
fermentacion. Las condiciones cromatograficas para valoracién de bencilpenicilina (pen G) son
las del apartado 8.3.2 Tabla 2.4 de Materiales y Métodos. 160

Figura 3.1.19: Cromatograma del caldo de cultivo de A. chrysogenum N-2 (72 h). Absorbancia
a 214 nm. Método cromatografico descrito en el apartado 9 de Materiales y Métodos Tabla 2.5.
161

Figura 3.1.20: A. Cromatograma del caldo de cultivo después de realizar la extraccion con
acetato de etilo (fase organica). B. Cromatograma del caldo de cultivo después de realizar la
extraccion con acetato de etilo (fase acuosa). Método cromatografico descrito en el apartado 9
de Materiales y Métodos, Tabla 2.5. 163

Figura 3.1.21: Bioensayo en placa con las fracciones acuosa y organica obtenidas en el
proceso de extraccion. Como control se afadié agua milliQ. La cepa utlizada para la
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Figura 3.1.22: Clarificado de la muestra a medida que avanza el proceso de purificacion. Tubo
ndmero 1, muestra inicial del caldo concentrado. Tubo nimero 2, muestra fase acuosa después
del proceso de extraccidbn con acetato de etilo. Tubo nimero 3, muestra después del
tratamiento con carbon activo. 164
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Figura 3.1.28: A. Espectros de masas de los HPLC-masas de la fraccion nimero 1 recolectada
del HPLC. El espectro de masas muestra una sefial mayoritaria que se corresponde a un
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al caldo control después de 48 horas de cultivo. Las preparaciones de las muestras para la
microscopia confocal se realizaron segin el apartado 13 de Materiales y Métodos. 204

Figura 3.2.20: Iméagenes correspondientes a microscopia Optica confocal de cultivos tratados
con 1,3-diaminopropano. A. Tinciones de las membranas vacuolares utilizando el fluoréforo FM
4-64. B. Misma imagen combinada de las hifas (contraste de fases) y de la tincion. 205

Figura 3.2.21: A. Placa control de P. chrysogenum sembrado en medio Czapek. B. Placa de P.
chrysogenum sembrado en medio Czapek suplementado con 5 mM de 1,3-diaminopropano.
206

Figura 3.2.22: A. Placa control de P. chrysogenum sembrado en medio Power después de 4
dias de incubacion. B. Placa de P. chrysogenum sembrado en medio Power suplementado con
5 mM de 1,3-diaminopropano después de 4 dias de incubacion. 207

Figura 3.2.23: A. Fotografia de microscopia de campo claro (200x) con esporas procedentes
de una placa control de medio Power. B. Fotografia de microscopia de campo claro (200x) con
esporas procedentes de una placa de medio Power suplementada con 1,3-diaminopropano (5
mM). Las fotografias fueron realizadas con el sistema de Microscopio modelo BX60 Olympus
Corporation con sistema automatico para fotomicrografia PM20. 207

Figura 3.2.24: Figuras A y C. Fotografias de microscopia electrénica de barrido (650x) con
esporas procedentes de diferentes placas control de medio Power. Figuras B y D. Fotografias
de microscopia electronica de barrido (650x) con esporas procedentes de diferentes placas de
medio Power suplementadas con 1,3-diaminopropano 5 mM. Las imagenes fueron obtenidas
con el sistema de Microscopio Electrénico de Barrido JEOL 6100 (Apartado 14 de Materiales y
Métodos). 208

Figura 3.2.25: A. Fotografia de microscopia electrénica de barrido (12000x) con esporas
procedentes de una placa control de medio Power. B. Fotografia de microscopia electrénica de
barrido (15000x) con esporas procedentes de una placa de medio Power suplementada con
1,3-diaminopropano (5 mM). Las fotografias fueron realizadas con el sistema de Microscopio
Electronico de Barrido JEOL 6100. (Apartado 14 de Materiales y Métodos). 209

Figura 3.2.26: Cinética de crecimiento determinada en funcién del peso seco obtenido en
medio definido de produccién a partir de las fermentaciones control y de las suplementadas con
poliaminas. 211

Figura 3.2.27: Cinética de produccion volumétrica de bencilpenicilina, en medio definido de
produccion, de las fermentaciones control y de las fermentaciones suplementadas con las
poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina. La gréafica inferior corresponde a la produccion a
las 24 horas (con un cambio de escala del eje de las ordenadas para facilitar su visualizacion).
213

XX



Indice

Figura 3.2.28: Cromatograma de la valoracion de bencilpenicilina (PG) por HPLC a las 48
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CAPITULO 3.
EFECTO DE LAS POLIAMINAS SOBRE EL PROTEOMA DE P. chrysogenum.

Figura 3.3.1: Comparacion de los proteomas intracelulares de P. chrysogenum
Wisconsin 54-1255 con y sin la adicion de 1,3-diamin  opropano. Geles 2-DE de los
proteomas intracelulares de la cepa Wisconsin 54-1255 crecida durante 40 horas en ausencia
(control) o presencia del compuesto 1,3-diaminopropano. Las proteinas se separaron mediante
2-DE usando tiras IPG de 18-cm (pH 3-10 NL) y geles de SDS-PAGE del 12.5 % y se tifieron
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PRESENTACION

Al descubrimiento de la penicilina a principios del siglo XX, le siguieron muchos afios
de investigacion y mejoras tecnolégicas que han hecho de los antibidticos B-lactamicos un
modelo de aplicacion de la quimioterapia y de su produccion a escala industrial por
fermentacion, uno de los mejores ejemplos del desarrollo tecnoldgico. La fabricacion con éxito y
el desarrollo de la penicilina G demostré que los microorganismos podian producir compuestos
médicamente Utiles y también iniciar la busqueda de nuevos antibiéticos que ha continuado
hasta el presente dia. Actualmente, el interés por los antibiéticos B-lactamicos sigue vigente ya

gue ocupan un porcentaje muy alto del mercado mundial de antibidticos.

La ruta de biosintesis de bencilpenicilina (penicilina G) ha sido ampliamente estudiada
y esté caracterizada tanto a nivel bioquimico como genético. Se han clonado todos los genes
involucrados en dicha ruta, se han purificado y caracterizado todas las enzimas que éstos
codifican. Parte de las investigaciones actuales se centran en los procesos regulatorios de la
ruta de biosintesis de este antibidtico. Los resultados de los estudios realizados indican que la
biosintesis de penicilina esta controlada por reguladores globales del metabolismo secundario
mas que por un regulador especifico, por lo que el objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido la
purificacidn y caracterizacion de una molécula inductora que actle a nivel de regulacion génica
siendo capaz de incrementar la produccién de bencilpenicilina en el hongo filamentoso P.

chrysogenum.
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Introduccion General

1. Introduccion a los antibidticos  B-lactamicos.

El descubrimiento de los antibidticos fue uno de los avances mas trascendentales en la
historia de la medicina, puesto que con ellos se ha podido hacer frente a las enfermedades
infecciosas que han causado la muerte de millones de seres humanos a lo largo de la historia

de la humanidad, consiguiendo éstos reducir drasticamente el indice de mortalidad.

Los antibiéticos (palabra de origen griego que significa anti; contra y bios: vida; es decir,
inhibidores de la vida de otros seres vivos) pueden definirse como sustancias quimicas
organicas de bajo peso molecular producidas por microorganismos que son capaces de inhibir
selectivamente, a bajas concentraciones, el crecimiento de otros microorganismos (Waksman,
1947). Estos compuestos son mayoritariamente sintetizados una vez que la densidad del
cultivo del microorganismo productor llega a su valor maximo, a su vez coincidiendo con una
velocidad especifica de crecimiento baja. Por este motivo y en funcién de que son compuestos
no indispensables para la viabilidad del microorganismo productor, los antibiéticos son
considerados como metabolitos secundarios. La funcion biolégica de estos compuestos, en los
microorganismos productores, se atribuye generalmente a que confieren una ventaja ecolégica
cuando dichos microorganismos deben competir con otros por los nutrientes del medio

ambiente (Martin y Demain, 1980).
1.1. Penicilina: descubrimiento y caracterizacion.

Ya en el siglo XIX algunos investigadores, como Cornil y Babes en 1885, llevaron a cabo
experimentos con microorganismos vivos sobre antagonismo microbiano, sugiriendo que
existiria un agente inhibidor de naturaleza quimica producido por uno de los microorganismos
qgue interferiria en el crecimiento del otro. Aunque el afio que se suele tomar como punto de

partida de la historia de los antibiéticos es el de 1928.

En Septiembre de 1928, Alexander Fleming, profesor de bacteriologia del St. Mary's
Hospital de Londres, estaba intentando aislar la bacteria Staphylococcus aureus. Para este
propodsito crecié la bacteria en placas de cultivo y cuando observo éstas después de un periodo
corto vacacional, apreci6 la contaminacion de alguna de ellas con un hongo (Figura 1.1). Las
placas contaminadas deberian haber sido descartadas; sin embargo, Fleming se dio cuenta de
la ausencia de crecimiento de bacterias alrededor de las colonias del hongo que contaminé

accidentalmente los cultivos bacterianos.
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Figura 1.1: Placa original de S. aureus (en
la zona intermedia e inferior de la placa)
contaminada con una colonia de Penicillium
notatum (en la zona superior de la placa)
donde se puede comprobar la zona de

inhibicidon observada por Fleming.

Fleming aislo el hongo y lo identificd viendo que se trataba del género Penicillium; por su
morfologia concluyd que era Penicillium rubrum y denominé al compuesto capaz de inhibir el
crecimiento de las bacterias “penicilina”. Trat6 ademas de concentrar y purificar el antibiético
pero encontré que la penicilina se destruia facilmente y todos los intentos y propésitos
fracasaron. El hallazgo de Fleming fue publicado el 10 de Mayo de 1929 en la British Journal of
Experimental Pathology (Fleming, 1929). El articulo describe una extensa serie de
experimentos donde se establece claramente el potencial de la penicilina como agente
terapéutico. El articulo de Fleming describiendo la penicilina no causé mucho interés al
principio y el descubrimiento qued6 reducido a una mera observacion manteniéndose
desconocido fuera del circulo cientifico. Sélo unas pocas publicaciones referentes a la
penicilina aparecieron en los siguientes 10 afios siendo la més importante la que identificd
correctamente el hongo aislado por Fleming como Penicillium notatum (Figura 1.2) en lugar de
P. rubrum. (Clutterbuck y col., 1932).

Figura 1.2: Imagen microscopica de los
conidiéforos en forma de pincel de P.

notatum.




Introduccion General

Figura 1.3: Uno de los matraces del
trabajo en el laboratorio de Florey
donde puede observarse el
precipitado seco que contiene

penicilina.

Un segundo capitulo en la historia de la penicilina comenz6 en el afio 1938 cuando el
médico patélogo australiano Howard Walter Florey y el bioquimico de origen aleman Ernst
Boris Chain, junto con Norman Heatley, iniciaron una investigacion detallada de las

propiedades terapéuticas de la penicilina.

Florey se ocup6 de los aspectos biologicos y farmacoldgicos, Chain se ocupé de las
propiedades quimicas y bioquimicas y Heatley se ocup6 de la produccion, de como cultivar la
mayor cantidad posible del microorganismo para que produjese gran cantidad del principio

activo y finalmente, de separarlo del caldo de cultivo y purificarlo (Figura 1.3).

Fruto de este trabajo se consiguié aislar el antibiético con una pureza aceptable
mediante las nuevas técnicas cromatograficas en columna. En Agosto de 1940 se describieron
métodos para la produccion de la penicilina y la utilizacion con éxito del antibidtico para curar
infecciones en ratones (Chain y col., 1940). El éxito de estos experimentos iniciales permitié
tomar la decision de llevar a cabo el primer ensayo clinico en humanos. En Agosto de 1941
Abraham y colaboradores (1941) describieron en detalle las condiciones ideales para la

produccién de penicilina en grandes cantidades.

La importancia médica de la penicilina, gracias a los buenos resultados obtenidos, fue

comprendida de inmediato. El conflicto de la Segunda Guerra Mundial aceleré las
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investigaciones para la mejora del proceso y su produccién a escala industrial fue llevada a
cabo en los Estados Unidos en el Northern Regional Research Laboratory (NRRL) de Peoria,
lllinois en 1941.

El descubrimiento de la penicilina y el desarrollo de un método de producciéon masiva
supuso la concesion del premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el afio 1945 a los cientificos
Sir Alexander Fleming, Ernst Boris Chain y Sir Howard Walter Florey (Figura 1.4).

Sir Alexander Fleming Ernst Boris Chain Sir Howard Walter Florey
(1881-19535) (1906-1979) {1898-1968)

Figura 1.4: Fleming, Chain y Florey recibieron el premio Nobel de Medicina y Fisiologia en
Diciembre de 1945.

Las innovaciones mas relevantes en la produccion de penicilina a gran escala fueron el
aislamiento y seleccién de nuevas cepas y la optimizacidon del proceso de fermentacion,
sustituyendo el cultivo en superficie por cultivos sumergidos (Moyer y Coghill, 1946 a; b), la
utilizaciéon de liquido de maceracion de maiz como fuente de nitrégeno y la adicion de
precursores de la cadena lateral, tales como el acido fenilacético (Moyer y Coghill, 1947)
(Figura 1.5).

El incremento de la produccién también fue posible gracias al desarrollo de la tecnologia
del proceso industrial, introduciendo mejoras como la ingenieria de aireacion y el sistema de
mezclado en fermentadores. Paralelamente a las investigaciones destinadas a producir
penicilina a gran escala, se llevaron a cabo estudios que permitieron determinar la estructura

qguimica de la penicilina (Clarke y col., 1949).
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El &cido 6-aminopenicilanico (6-APA) fue detectado en fermentaciones en el afio 1957 y
aislado en forma pura un afio mas tarde (Batchelor y col., 1959). Este hallazgo fue el punto de
partida para el desarrollo de las penicilinas semisintéticas mediante la incorporacion de

diferentes cadenas laterales al nlcleo de 6-APA por un proceso quimico.

Figura 1.5: Andrew J.Moyer disefiando

un medio de cultivo adecuado para el

hongo.

1.1.1. Mecanismo de accion de los antibiéticos  B-lactamicos .

Los antibiéticos B-lactamicos son agentes bactericidas que mediante la union a las
enzimas DD-transpeptidasa y DD-carboxipeptidasa, proteinas llamadas “PBP” (Penicillin
Binding Proteins) proteinas de unién a penicilina, inhiben de forma especifica la sintesis de
peptidoglicano, un componente indispensable de la pared celular bacteriana que consta de

cadenas de polisacaridos lineales que estan entrecruzadas con péptidos cortos.

La penicilina bloguea la dUdltima etapa en la sintesis de la pared celular, el
entrecruzamiento de las distintas cadenas del peptidoglicano. La penicilina inhibe las enzimas
transpeptidasa y carboxipeptidasa, responsables de dicho entrecruzamiento, llegando al centro
activo de éstas porgue se confunde con el sustrato normal de las enzimas, el compuesto acil-D-

alanina-D-alanina, mimetizandolo en la reaccion de entrecruzamiento. En la Figura 1.6 se
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puede observar como la penicilina unida a la enzima transpeptidasa, forma un enlace covalente

con un residuo de serina en el centro activo de ésta.

Figura 1.6: Molécula de penicilina en el centro activo de la enzima transpeptidasa del

peptidoglicano de la pared celular de las bacterias.

Estas penicilinil-enzimas ya no reaccionan mas y por lo tanto, quedan inhibidas de forma
irreversible. Esto provoca que la pared celular se vuelva osmoéticamente sensible, con la

consiguiente autolisis de la bacteria (Giesbrecht y col., 1991; Frere y col., 1993).

La actividad de estos antibiéticos es mucho mayor frente a bacterias gram positivas que
frente a gram negativas. La explicacién a esta diferencia en la actividad se encuentra en el
diferente porcentaje de peptidoglicano en la composicion de la pared celular de ambos grupos.
Mientras que el peptidoglicano es el componente mayoritario de la pared celular de las
bacterias gram positivas, constituye solo una fina capa en la pared celular de las bacterias

gram negativas. En todo caso, el espectro de actuacién se ha ido ampliando a lo largo de los
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afios con la incorporacion de nuevas moléculas que poseen una mayor actividad frente a los

microorganismos gram negativos.
1.1.2. Clasificacién y estructura quimica.

Los antibiéticos B-lactamicos se incluyen dentro de los antibiéticos de tipo peptidico. Se
pueden clasificar segun su estructura quimica en cinco grupos (Tabla 1.1) (O “Sullivan y Sykes,
1986; Aharonowitz y col., 1992). La caracteristica estructural comun a todos ellos es un anillo
B-lactdmico de cuatro miembros, formado por la condensacién no ribosomica de tres
aminoacidos: L-valina, L-cisteina y acido L-a-aminoadipico. Exceptuando las monobactamas,
gue sélo presentan el anillo B-lactamico, estos compuestos estan formados por un sistema

biciclico, siendo la estructura de este segundo anillo la que permite su clasificacion.

En el caso de las penicilinas, el nucleo central es el 6-APA, formado por el anillo B-
lactdmico asociado a un segundo anillo tiazolidinico. Sin embargo, las cefalosporinas y las
cefamicinas contienen como nudcleo central el acido 7-aminocefalosporanico formado por el

anillo B-lactdmico unido a un anillo dihidrotiazinico (Figura 1.7).

Anillo tiazolidinico Anillo dihidrotiazinico

|

y !
N j:( \2‘ N A s
° 4

O/,— Z\/R
COOH ,T\
Anillo B-lactamico COOH

Anillo B-lactamico

Penicilinas Cefalosporinas

Figura 1.7: Estructura quimica general de penicilinas y cefalosporinas.
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Microorganismos Productores
Estructura Antibioticos
quimica Hongos Bacterias
Gram’ Gram’
H
RN }043 o Penicillium chrysogenum
0 H o Penicilinas -
- Penicillium notatum
Penam Aspergillus nidulans
- Cefalosporinas
R AN/ Acremonium chrysogenum ;
e ici ys09 Flavobacterium sp.
° %@%R Cefamicinas Paecilomyces persinicus P
cooH Cefabacinas Streptomyces clavuligerus Lysobacter lactamgenus
Ceph-3-em Citinovorinas Nocardia lactandurams
R
ﬁ%@
g™ Acido clavulanico Streptomyces clavuligerus
Clavam
RTQfE Tienamicinas S lavli
N - o treptomyces clavuligerus Erwinia carotovora
Acidos olivanicos ,
. . Streptomyces olivaceus Serratia sp.
Carbapenem Epitienamicinas
H
RN
Y ﬁ‘ N Nocardia uniformis
~oH Nocardicinas
subsp. Tsuyamanensis
i
R N OH
LN o
> Agrobacterium radiobacter
cooH Monobactamas
Pseudomonas acidophila
Monolactam

Tabla 1.1: Clasificacion de los antibidticos B-lactdamicos segun su estructura quimica.
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Los antibidticos B-lactdmicos poseen cadenas laterales, (la R indica las diferentes
cadenas laterales), que confieren un cardcter hidrofilico o hidrofébico; asi algunas penicilinas
son de caracter hidrofébico al presentar una cadena lateral de acido fenilacético (penicilina G o
bencilpenicilina), &cido fenoxiacético (penicilina V), mientras que otras presentan una cadena

lateral hidrofilica de acido L-a-aminoadipico (isopenicilina N).

En una fermentacion en la que no se aflada al medio de cultivo ningun precursor de la

cadena lateral se producirdn no menos de 7 penicilinas naturales (Tabla 1.2).

NOMBRE GENERICO ESTRUCTURA (R) (Ver Figura 1. 7)
Penicilina G CH,-
Penicilina F CH3CH=CHCH,CH,-
Dihidropenicilina F CH3(CH,)4-

Penicilina K CH3(CH;)e-
Penicilina X

OH CH,-
Isopenicilina N L-isbmero H,N-CH-(CH,)3-

COOH

COOH-CH-(CH,)s-

PenicilinaN D-isémero
NH,

Tabla 1.2: Diversos tipos de penicilinas naturales.
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Las penicilinas con una cadena lateral hidrofobica son exclusivamente sintetizadas por
hongos filamentosos, como es el caso de especies del género Penicillium (P. chrysogenum, P.

nalgiovense y P. griseofulvum).

Sin embargo, la produccién de antibidticos B-lactamicos de tipo hidrofilico tiene lugar en
hongos filamentosos, como Acremonium chrysogenum, y en muchos Actinomicetos, como
especies del género Streptomyces sp., ademas de algunas especies bacterianas Gram

negativas (Aharonowitz y col., 1992).

Algunas de las penicilinas son producidas de forma natural por los microorganismos que
las sintetizan. A partir de las producidas naturalmente pueden sintetizarse quimicamente otras

penicilinas de mayor interés farmacéutico que se denominan penicilinas semisintéticas.

Si se afiade al medio de cultivo un precursor de la cadena lateral se producira de forma
mayoritaria un tipo de penicilina. Las penicilinas asi obtenidas se denominan biosintéticas
siendo las mas importantes la bencilpenicilina o penicilina G (cuando se aflade como precursor
de la cadena lateral acido fenilacético) y la penicilina V (cuando se afiade como precursor de la
cadena lateral acido fenoxiacético). A partir de estas penicilinas biosintéticas se obtiene el
nucleo de 6-APA escindiendo de forma quimica o enzimatica la cadena lateral e incorporando
mediante procedimientos quimicos otras cadenas laterales obteniéndose las penicilinas

semisintéticas como por ejemplo: ampicilina, amoxicilina, nafcilina, etc.
1.2. Hongos productores: taxonomia y caracteristica s generales.

Aunque la penicilina es producida por diversas especies del género Penicillium y

Aspergillus, la produccién industrial de penicilina esta basada en el hongo P. chrysogenum.

Los hongos productores de antibiéticos B-lactamicos, como es el caso del hongo P.
chrysogenum (Figura 1.8) pertenecen al phylum Ascomycota, el cual agrupa aproximadamente
al 75 % de todos los hongos descritos, y dentro de éste al subphylum Pezizomycotina. Se
caracterizan porque las células que lo forman se encuentran dispuestas en filamentos largos
tubulares, divididos en segmentos celulares denominados hifas. Se reproducen de forma
asexual con la formacién de esporas asexuales (conidios o mitosporas). Dichos conidios

contienen un ndcleo mitético y su pared celular procede de una hifa modificada.
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1.2.1. Clasificacion taxondmica de  Penicillium chrysogenum
Reino: Fungi. Phylum: Ascomycota. Subphylum: Pezizomycotina.
Clase: Eurotiomycetes. Orden: Eurotiales.

Familia: Trichocomaceae.; mitosporic Trichocomaceae.

Género : Penicillium.

NCBI Taxonomy ID: 5076.

Figura 1.8: Hongo productor de penicilina P. chrysogenum (en la parte izquierda se pueden
observar las esporas mediante microscopia electrénica de barrido y en la derecha las hifas
mediante microscopia confocal).

1.3. Mejora de cepas productoras de penicilina.

La cepa original de Penicillium aislada por Fleming y que fue designada como P. notatum

NRRL-1249 producia alrededor de 3-6 pg/ml de penicilina. En la busqueda por conseguir cepas
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con un incremento en los titulos de penicilina se enviaron muestras de tierra de todas partes del
mundo (recogidas durante la Segunda Guerra Mundial) al Northern Regional Research
Laboratory (NRRL) de Peoria, lllinois, donde fueron analizadas consiguiéndose cepas que

incrementaban la produccién de penicilina en cultivos sumergidos.

Sin embargo, la mejor cepa aislada fue hallada en Peoria a partir de un melén
enmohecido obtenido en el mercado local. Esta cepa fue designada como P. chrysogenum
NRRL-1951, la cual presentaba mayor capacidad de produccién (0,25 mM) que la cepa de

Fleming y era mas adecuada para cultivos sumergidos (Raper, 1946).

Hoy se conoce uno de los motivos del incremento de produccién de bencilpenicilina de
P. chrysogenum NRRL-1951 con respecto a P. notatum NRRL-1249. Basicamente es debido a
gue P. chrysogenum NRRL-1951 presenta una mutacion en la posicién 1357 del gen pahA
involucrado en el catabolismo del &acido fenilacético, reduciendo la oxidacién de éste y
permitiendo asi que se genere mayor produccion de bencilpenicilina con respecto a P. notatum
(Rodriguez-Séiz y col., 2001).

A partir de la cepa P. chrysogenum NRRL-1951 y por mutagénesis al azar, utilizando
mutagenos tanto fisicos (luz UV, rayos X) como quimicos (nitrosoguanidina) se fueron

obteniendo sucesivas cepas que se seleccionaron segin su mayor produccion.

Tras varios pasos de mutaciéon se consiguio aislar la cepa Wis Q-176 con un titulo en
penicilina de 2500 pg/ml. Esta cepa fue adoptada por la mayor parte de los fabricantes de
penicilina y fue la original de la conocida linea Wisconsin en los distintos programas de mejora
de cepas (Backus y Stauffer, 1955).

Dichos programas han conseguido aumentar la productividad mas de 1000 veces (Lein,
1986; Elander, 2003). No solo ha sido importante el aumento del rendimiento en el desarrollo
de las cepas, sino que también han sido optimizados otros factores que tienen un efecto muy
importante sobre la recuperacién del producto, como por ejemplo, la eliminacién de pigmentos

gue se purificaban junto con la penicilina.

Han sido varios los grupos que han investigado desde un punto de vista molecular las
cepas industriales de P. chrysogenum con el fin de poder establecer una relaciéon entre las
modificaciones genéticas existentes en las cepas de alta produccién con respecto a las cepas

utilizadas inicialmente y la alta produccién de penicilina conseguida.
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La principal explicacion hallada, es el elevado niumero de copias y los altos niveles de
transcripcion de toda la agrupacion de genes (cluster) responsables de la biosintesis de
penicilinas en estas cepas (Barredo y col., 1989a; Christensen y col., 1995; Fierro y col., 1995;
Newbert, 1997; Kosalkova y col., 2007). Mas recientemente y tras la publicacién del genoma de
P. chrysogenum (van der Berg y col., 2008) se ha visto que la abundancia de peroxisomas y el
aumento de la transcripcién de los genes que codifican las enzimas encargadas de la
biosintesis de los aminoacidos precursores, también estan directamente relacionados con el

aumento de la produccion.

Del mismo modo, estudios basados en protedmica, han revelado que el incremento del
metabolismo redox y la biosintesis de NADPH, asi como la disminucion de la biosintesis de
otros metabolitos secundarios y la capacidad infectiva del hongo, han tenido lugar durante el

proceso de mejora de cepas (Jami y col., 2010).
1.4. Biosintesis de penicilinas y cefalosporinas.

Las rutas de biosintesis de penicilinas y cefalosporinas han sido estudiadas en detalle a
nivel molecular y bioquimico, habiéndose conseguido conocer los pasos implicados (Martin y
Liras, 1989a; Aharonowitz y col., 1992; Martin y Gutiérrez., 1995; Martin, 1998; Garcia-Estrada
y Martin, 2007; Martin y col., 2010). En la Figura 1.9 se muestra un esquema de la via
biosintética de penicilinas y cefalosporinas con las actividades enziméticas implicadas en cada

paso.

Los dos primeros pasos de la via biosintética de penicilinas y cefalosporinas son
comunes. El primer paso consiste en la formacion del tripéptido ACV: &-(L-a-aminoadipil)-L-
cisteinil-D-valina por condensacion no ribosémica de los tres aminoacidos que lo conforman
(acido L-a-aminoadipico, L-cisteina y L-valina), llevada a cabo por la enzima ACV sintetasa
(ACVS). El segundo paso de la via biosintética es la ciclacién oxidativa del tripéptido ACV para
dar lugar al compuesto isopenicilina N ya con una débil actividad antibiética. La enzima

responsable de la ciclacién es la isopenicilina N sintasa (IPNS), también denominada ciclasa.

El paso final de la biosintesis de penicilinas consiste en la sustitucion de la cadena lateral
de L-a-aminoadipico por un acido organico activado mediante coenzima A (CoA), que en el
caso de la bencilpenicilina es el acido fenilacético. Este ultimo paso es llevado a cabo por la

enzima acil-CoA: isopenicilina N aciltrasferasa (IAT).
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Figura 1.9: Ruta de biosintesis de penicilina y cefalosporina por los hongos P. chrysogenum

y A. chrysogenum respectivamente.
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En hongos filamentosos y actinomicetos productores de cefalosporinas, la ruta prosigue
con la epimerizacion de la isopenicilina N a penicilina N. Se ha propuesto que esta reaccion
transcurre en dos etapas: en primer lugar la isopenicilina N es activada por la enzima que
codifica el gen cefD1 a su derivado de CoA y después es epimerizada por la epimerasa que

codifica el gen cefD2.

Posteriormente, se produce la expansion del anillo tiazolidinico de la penicilina N dando
lugar a la desacetoxicefalosporina C (DAOC). La enzima DAOC sintasa (expandasa) es quien
lleva a cabo esta reaccion. La DAOC es hidroxilada y oxidada por la enzima
desacetilcefalosporina C sintetasa (hidroxilasa), sintetizando desacetilcefalosporina C (DAC). El
Ultimo paso es llevado a cabo por la DAC acetiltransferasa, que acetila DAC mediante la

transferencia de acetil-CoA al grupo hidroxilo, obteniéndose cefalosporina C.

1.5. Genes directamente implicados en la biosintesi s de antibioticos -

lactamicos.

Algunos de los genes implicados en la biosintesis de los antibiéticos penicilina y
cefalosporina son comunes. Basandose en esta situacion, se han hecho dos categorias
distintas dentro de los genes biosintéticos: por un lado estan los genes que participan en las
dos primeras reacciones de biosintesis (comunes a todas las B-lactamas), que son
denominados con las letras pcb (“penicillin and cephalosporin biosynthesis”) siguiendo la

sugerencia de Ingolia y Queener (1989).

Por otra parte, estan el resto de los genes que intervienen de forma especifica en la
biosintesis de un tipo particular de antibiético B-lactamico, y que son denominados por las
letras pen y cef para indicar su implicacion en la biosintesis de penicilinas y cefalosporinas,

respectivamente.

1.5.1. Genes y proteinas comunes de las rutas biosi ntéticas de penicilinas y

cefalosporinas.
1.5.1.1. El gen pcbAB codifica la ACV-sintetasa.

El gen que codifica para la enzima ACV-sintetasa fue denominado pcbAB porque se
suponia que eran dos los genes implicados en la biosintesis de L-a-aminoadipil-L-cisteinil (AC)

en primer lugar y ACV a continuacion (Martin y col.,, 1990). Algunas evidencias genéticas
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posteriores demostraron la existencia de un Unico gen que codifica una Unica enzima

conteniendo todas las actividades necesarias para la biosintesis de ACV.

La ACV-sintetasa es una enzima multimérica con un peso molecular de 426 KDa. Los
médulos que la conforman presentan las diferentes actividades cataliticas necesarias para
realizar la sintesis del tripéptido ACV: reconocimiento y activacion de los tres aminoacidos
precursores (L-valina, L-cisteina y L-a-aminoadipico), formacion de los enlaces peptidicos,

isomerizacion de la L-valina a D-valina y tioesterificacion para liberar el tripéptido formado.

Esta enzima ha sido purificada a partir de A. nidulans (van Liempt y col., 1989), A.
chrysogenum (Baldwin y col., 1990), Streptomyces clavuligerus (Jensen y col., 1990),
Amycolaptosis (Nocardia) lactamdurans (Coque y col., 1996) y P. chrysogenum (Theilgaard y
col., 1997).

Estudios transcripcionales revelaron la existencia de un ARN mensajero de
aproximadamente 11,5 Kb, tamafio que fue confirmado al secuenciarse el gen y comprobarse
la existencia de un ORF (Open Readin Frame) de 11376 pb, que codifica una proteina de 3792

aminoacidos con un peso molecular deducido de 426 KDa.

Este gen ha sido clonado en P. chrysogenum (Diez y col., 1990; Smith y col., 1990a), A.
chrysogenum (Gutiérrez y col., 1991a), A. nidulans (MacCabe y col., 1991), S. clavuligerus
(Tobin y col., 1991) y A. lactamdurans (Coque y col., 1991). El ORF de este gen tanto en
hongos como en bacterias, no esta interrumpido por ningldn intrén y en su secuencia se
observa la presencia de tres regiones repetidas o0 dominios. Cada uno de estos dominios
presenta una gran similitud a dominios de péptido sintetasas de Bacillus brevis, ademas de
regiones de unién a 4 -fosfopanteteina similares a las de policétido y acido graso sintetasas
(Martin y col., 2000a).

1.5.1.2. El gen pcbC codifica la isopenicilina N-si  ntasa (ciclasa).

El gen que codifica esta enzima se denomina pcbC, tiene un tamafio de 1 Kb y su
secuencia no se encuentra interrumpida por ningan intrén. El primer gen pcbC que se clon6 fue
el de A. chrysogenum (Samson y col., 1985). Posteriormente, el gen pcbC se cloné a partir de
muchos otros microorganismos como P. chrysogenum (Carr y col., 1986; Barredo y col., 1989b),
A. nidulans (Ramén y col., 1987; Weigel y col., 1988), S. griseus (Garcia-Dominguez y col.,
1991), S. clavuligerus (Leskiw y col., 1988) y A. lactamdurans (Coque y col., 1991).
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La enzima isopenicilina N-sintasa tiene una masa molecular de 48 KDa. Para llevar a
cabo la reaccion de ciclacion del tripéptido ACV que origina el anillo B-lactamico, esta enzima
requiere Fe*? y oxigeno molecular como cofactores y ascorbato como donador de electrones.
La ciclasa ha sido purificada a partir de A. chrysogenum (Pang y col., 1984; Hollander y col.,
1984), S. clavuligerus (Jensen y col.,, 1986), A. lactamdurans (Castro y col., 1988) y P.
chrysogenum (Ramos y col., 1985; Carr y col., 1986).

1.5.1.3. El gen penDE codifica la acil-CoA: isopeni cilina N-aciltransferasa
(IAT).

El dltimo paso en la biosintesis de bencilpenicilina esta catalizado por la enzima
aciltransferasa. En este paso se produce el intercambio de la cadena lateral de L-o-
aminoadipico de la isopenicilina N por un acido activado en forma de acil-CoA. Se ha propuesto
un proceso de dos pasos enzimaticos (Queener y Neuss, 1982). En primer lugar, una actividad
amidohidrolasa elimina la cadena lateral de L-a-aminoadipato de la isopenicilina N generando
6-APA y a continuacion, una actividad acil-CoA: 6-APA-aciltransferasa incorpora la nueva
cadena lateral activada. Estas dos actividades enziméticas residen en una proteina
heterodimérica (Tobin y col., 1990; 1993; Alvarez y col., 1993) denominada isopenicilina N-
aciltransferasa (IAT). La forma activa de la enzima IAT resulta del procesamiento del precursor
monomeérico de 40 KDa a un heterodimero que contiene dos subunidades; una de 11 KDa
(subunidad a correspondiente a la regién amino terminal) y otra 29 KDa (subunidad [

correspondiente a la region carboxilo terminal).

En P. chrysogenum, se ha conseguido purificar la subunidad de 29 KDa de la IAT
(Alvarez y col., 1987), mientras que en A. nidulans se han purificado las dos subunidades
(Whiteman y col., 1990). Ambas subunidades estan codificadas por un Unico gen denominado
penDE (Tobin y col., 1990; 1993). Dicho gen ha sido clonado en P. chrysogenum, (Barredo y
col., 1989c; Tobin y col., 1990) y en A. nidulans (Montenegro y col., 1990; Tobin y col., 1990).

En contraste con los otros genes de la biosintesis de penicilina, el gen penDE contiene
tres intrones en similares posiciones en ambos organismos (Barredo y col., 1989c; Tobin y col.,
1990; Fernandez-Cafidn y Pefialva, 1995). La presencia de intrones indica un posible origen
fungico (Aharonowitz y col., 1992), aunque éste alun no esta claro ya que no se conocen
analogos cercanos en organismos eucariotas 0 procariotas. Algunas caracteristicas de este

gen indican que derivé de una fusién de un gen eucariota con otro procariota (Martin y col.,
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1994). En A. nidulans han descubierto el gen aatB, un gen homadlogo al gen aatA (que codifica
la IAT) con una estructura similar y un modelo de expresién génica igual al gen aatA. La
proteina codificada por este gen posee actividad aciltransferasa e interviene en la biosintesis
de penicilina en A. nidulans. En otras especies de hongos productores de penicilina los genes
homdlogos al aatA forman parte del cluster de genes de biosintesis de penicilina mientras que
los genes homologos al aatB también estan presentes en hongos no productores (Spréte y col.,
2008; Garcia-Estrada y col., 2009).

El andlisis del genoma en P. chrysogenum ha revelado la presencia de un gen
(Pc13909140) denominado gen ial debido a que codifica una proteina de gran similitud (IAL por
IAT-like) a la IAT. Los estudios realizados sobre la proteina IAL concluyen que no tiene
actividad relacionada con la biosintesis de penicilina. Estos resultados sugieren que no sucede
lo mismo que en A. nidulans, asi los genes ial y penDE de P. chrysogenum podrian no haberse
formado a partir de un mismo gen ancestral por duplicacion génica. Por lo tanto, estos genes
podrian no tener una funcién similar sino, distintas funciones dentro del organismo (Garcia-
Estrada y col., 2009).

1.6. Organizacion génica en los microorganismos pro ductores de

penicilinas y cefalosporinas.

En bacterias y en hongos los genes implicados en la biosintesis de antibiéticos B-
lactamicos tienden a localizarse en agrupaciones génicas denominadas “clusters” (Martin y
Liras, 1989b; Martin, 1992,) (Figura 1.10).

En los hongos productores de penicilinas A. nidulans y P. chrysogenum, los tres genes
de la ruta biosintética de penicilina se encuentran agrupados en un cluster localizado en el
cromosoma |, en el caso de P. chrysogenum (Fierro y col., 1993) y en el cromosoma VI en el

caso de A. nidulans (Montenegro y col., 1990).

Los genes pcbAB y pcbC se transcriben en orientacion divergente, existiendo entre ellos
una region intergénica comun que funciona como un promotor bidireccional. La expresion de
estos genes que estan situados en una region del genoma que contiene dos promotores
divergentes ha sido asociada con la reorganizacién de la estructura de la cromatina que

permite la interaccién facilitada de las regiones promotoras con la ARN polimerasa Il y con
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factores transcripcionales (Garcia y col., 2004; Ishida y col., 2006; Shwab y col., 2007). El gen

penDE, situado aguas abajo del gen pcbC, se transcribe a partir de su propio promotor.

N
pcbAB B pcbc>_ penDE>_
4

P. chrysogenum (cromosomal)

acvA — @7 aatA

A. nidulans (cromosoma VI)
cefT >—<ORF3 < pcbAB @—éem

A. chrysogenum (cromosoma VII)

<:efEF - cefG>—

A. chrysogenum (cromosomal)

A

cefD1 > cefM>—

Figura 1.10: Agrupacion de genes de biosintesis de antibioticos B-lactamicos en “clusters”

en hongos filamentosos.

En A. chrysogenum, los genes pcbAB y pcbC forman el denominando “cluster” temprano,
situado en el cromosoma VIl en la cepa C10 junto a los genes cefT, cefD1 y cefD2 (Ullan y col.,
2002a, 2002b), mientras que los genes cefEF y cefG se encuentran agrupados en el

cromosoma |, formando la agrupacion tardia (Gutiérrez y col., 1999).

1.7. Regulacion de la biosintesis de penicilina en P. chrysogenum . Control

molecular de la expresion de los genes.

La penicilina es, posiblemente, el metabolito secundario mas estudiado y su biosintesis
la mas investigada y conocida, debido en parte a que actualmente la penicilina sigue siendo
uno de los antibidticos mas importantes en términos de uso terapéutico y de volumen de

produccién anual.

La produccién de penicilina tiene lugar, preferentemente, en condiciones de desequilibrio
de nutrientes y a velocidades de crecimiento bajas. El desequilibrio nutricional se refiere sobre

todo a la limitacion en las fuentes de carbono, nitrégeno y fosforo. Ademas de estos factores,
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aminoacidos como la lisina ejercen un marcado efecto en la produccién de penicilina en
algunos microorganismos. Diversos componentes del medio de cultivo, como por ejemplo, el
liquido de maceracién de maiz y determinadas caracteristicas del medio de cultivo como

pueden ser el pH y el oxigeno disuelto, juegan un papel importante en el proceso de regulacion.

La produccién de penicilina es un proceso relativamente ineficiente ya que so6lo un 20 %
de la fuente de carbono consumida durante la fermentacion termina incorporandose a la
molécula de penicilina, aunque los andlisis de flujos metabdlicos en las cepas de alta
produccién estiman un rendimiento teérico de la conversion hasta valores del 50 % (Jorgensen
y col., 1995).

La mejora en la produccién y en el porcentaje de rendimiento de las cepas que
actualmente se emplean se ha conseguido, en mayor medida, mediante la utilizacién de

técnicas clasicas de mutacion y seleccion.

La introduccion de la tecnologia del ADN recombinante ha llevado a la clonacion y
caracterizacion de los genes estructurales de la ruta biosintética de penicilina y hace posible la
investigacion sobre su regulacién a nivel molecular. Debido a que la expresion de los genes de
biosintesis de penicilina esta sujeta a sofisticados controles, bien sea por factores nutricionales
ylo factores reguladores, los conocimientos sobre los circuitos reguladores y la sobreexpresion
de los posibles genes reguladores pueden llevar a incrementos importantes sobre la

produccién y el rendimiento en la biosintesis de la penicilina.
1.7.1. Mecanismo de regulacion de la expresion géni  ca.

La regulacion de la expresion génica es un proceso que permite la expresion selectiva de
la informacion codificada por el ADN. Cada célula contiene un gran nimero de genes, incluidos
en su ADN, cuyos productos pueden llevar a cabo diferentes reacciones enzimaticas

necesarias para la supervivencia de cada organismo en el nicho ecoldgico que habita.
La regulacion génica puede tener lugar a diferentes niveles:

« Controlar la cantidad de enzima que se sintetiza, bien mediante el control de la
transcripcion (cuanto ARN se produce) y estabilidad de los transcritos (regulacién post-

transcripcional) o a nivel de traduccidn (se traduce o no el ARN a proteinas).
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« Control postraduccional de la actividad enzimatica, es decir, controlar la actividad de la

enzima una vez sintetizada.

Tanto en organismos eucariotas como en procariotas, la regulacion de la expresion
génica se produce principalmente a nivel transcripcional, ya que es la transcripcién la primera
etapa del proceso de expresidn génica. De los tres pasos de la transcripcion génica (iniciacion,
elongacion y terminacion), la iniciacién es la epata mas importante ya que de ella depende que

un gen sea transcrito o no en un momento dado.

Un promotor eucariota esta compuesto por sitios de unién de proteinas reguladoras
especificas y un nucleo central compuesto por la caja TATA y/o un elemento iniciador. La
magquinaria de transcripcion se ensambla sobre este nucleo central e inicia la transcripcion del
ADN. Esta iniciacion de la transcripcion a partir de un promotor requiere de la actividad
enziméatica de las ARN polimerasas ademas de una serie de factores de transcripcién, que en
el caso de la ARN polimerasa Il que transcribe los ARN mensajeros, son los factores de
transcripcion (TFIIA a TFIIH). Cada uno de estos elementos se ensambla en un orden

determinado y regulado (Buratowski, 1994).

La proteina TBP (“TATA-Binding Protein-") se une a la caja TATA, junto a una serie de
proteinas reguladoras llamadas TAFs (“TBP-Associated Factor-") implicadas en el correcto
posicionamiento sobre el ADN. Este complejo se conoce como TFIID y, una vez ensamblado

totalmente, protege una regién de ADN de 70-80 pb alrededor del inicio de la transcripcion.

Posteriormente a este complejo TFIID se une el factor de transcripcion TFIIA que es
esencial en la activacion transcripcional y en la antirrepresion de muchos genes e impide la
disociacioén o la inactivacion de TBP mediada por inhibidores; ademas estabiliza la unién TBP-
ADN e induce cambios conformacionales en el complejo TFIID que podrian favorecer la union
de la ADN-polimerasa Il. A continuacién se une el factor TFIIB, el cual proporciona una
plataforma para que la holoenzima ARN-polimerasa Il unida al factor TFIIF se incorpore al
complejo de transcripcién. Finalmente son incorporados secuencialmente los factores
generales de transcripcion TFIIE y TFIIH haciendo competente a la enzima polimerasa para

iniciar la transcripcion (Figura 1.11).

Un gen reprimido esta esencialmente inactivo, quiza porque se encuentra en una region
de la cromatina que impide que la maquinaria de transcripcion o algun otro factor pueda

acceder a la secuencia promotora. Un gen que se expresa de forma basal, puede encontrarse

23



Introduccion General

en una cromatina abierta y ser, por tanto, accesible a la maquinaria de transcripcién; sin

embargo, en ausencia de un activador que ponga en marcha toda esta maquinaria, el gen se

expresa a bajos niveles.

Figura 1.11: Orden de
ensamblaje de los factores de
transcripcion al promotor

eucariota.

Los genes inducibles, probablemente, se encuentran también en una cromatina “abierta”
y a sus promotores se unen activadores transcripcionales que permiten, de forma altamente
eficiente, el ensamblaje de la maquinaria transcripcional; estos genes se expresan a altos
niveles, aunque el nivel de induccién dependera de los reguladores transcripcionales presentes

en el complejo.

La regulacion transcripcional viene dada por la union de distintos factores
transcripcionales a secuencias especificas del ADN y por una serie de interacciones, que
determinan que la transcripcién se produzca o no. Algunos elementos reguladores se

encuentran en la misma molécula de ADN y en regiones cercanas al gen a expresar
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(elementos en cis), mientras que otros estan situados en lugares diferentes del genoma

(elementos en trans).

i. Elementos en cis. Estas secuencias se encuentran en los promotores de los genes que
se van a transcribir y presentan una serie de caracteristicas comunes como son la longitud, que
oscila entre 3y 8 pb, y a menudo, una estructura palindromica. En dicha estructura, los centros
de simetria se encuentran situados en la misma cara de la doble hélice. La informacion
contenida en estos pequefios médulos, sobre todo si aparecen en forma de palindrome, parece
ser suficiente para ser reconocida por determinadas proteinas reguladoras; la posicion y
organizacion de éstas permiten crear numerosos complejos entre los distintos tipos de factores

transcripcionales.

La estructura de estas secuencias parece indicar que las proteinas con las que
interaccionan lo hacen en forma de dimeros, lo que explicaria el hecho de que los centros de
simetria del palindrome estén separados por una vuelta de la doble hélice. Se ha observado
gue la modificacion de esta orientacion angular mediante la introduccién o eliminacién de una
base en el centro de simetria conlleva una reduccién drastica de la afinidad de la proteina

reguladora correspondiente (Beato, 1991).
Existen dos tipos de elementos en cis:

» Potenciadores o “enhancers”. Pueden hallarse a una distancia considerable del inicio
de la transcripcién, en cualquier orientacion y estan formados por varios médulos generalmente
conjuntos. También aparecen en promotores de la ARN-polimerasa | (Muller y col., 1988). La
uniéon de proteinas reguladoras a estos potenciadores activa la expresion de los genes

adyacentes (Mcknighy y Tjian, 1986).

« Silenciadores. Son responsables de la represion transcripcional. Hay dos tipos:
elementos silenciadores, no dependen de la posicién y dirigen el mecanismo de represion
activa y elementos reguladores negativos o “NRE”", que si dependen de la posicion y dirigen el

mecanismo de represion activa (Ogbourne y Antalis, 1998).

i. Elementos en trans: Son factores transcripcionales que actian a nivel del ADN
conjuntamente con otras proteinas que permiten o dificultan la unién de la ARN-polimerasa. Por
comparacién de secuencias, presentan una serie de motivos estructurales comunes muy cortos,

responsables de la union al ADN (Pabo y Sauer, 1992). Son:
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» Los receptores de esteroides: Forman un grupo definido por una relaciéon funcional:

cada receptor es activado por la union de un esteroide concreto.

 El dedo de zinc: Es un dominio proteico de unién al ADN (Figura 1.12). Se caracteriza
por poseer varias cisteinas que unen moléculas de zinc. Aparecen en proteinas que unen ADN
0 ARN y pueden encontrarse solos o repetidos dos veces (Miller y col., 1985). Se encuentran,
por ejemplo, en la proteina GAL4 de Saccharomyces cerevisiae y en las proteinas CreAy PacC

de hongos filamentosos.

» Motivo hélice-vuelta-hélice. Se describié por primera vez en la regiéon de union al ADN
de represores fagicos; también se encuentran en las proteinas reguladoras MATal y MATa2 de
S. cerevisiae. Estd formado por dos hélices a cortas separadas por una secuencia corta que
induce un giro de forma que ambas hélices quedan sobre planos diferentes. Una hélice a se

coloca en el surco mayor del ADN; la otra forma un angulo con respecto al ADN.

» Motivo hélice anfipatica-lazo-hélice anfipatica. Se encuentran en varios reguladores del
desarrollo y en proteinas eucariotas de union al ADN. Esta formado por dos hélices a de
distinto tamafo separadas por un lazo flexible, lo suficientemente grande como para permitir
gue las dos hélices se enfrenten paralelamente. Cada hélice antipatica tiene una cara con
residuos hidréfobos y otra con residuos hidréfilos. La longitud del lazo que separa las dos
hélices varia entre 12 y 28 aminoacidos. Este motivo estructural tiene dos funciones:

dimerizacién de proteinas y unién al ADN.

Figura 1.12: El motivo de
dedo de zinc Cys2-His2, que
consiste en una hélice alfa y
una lamina beta antiparalela.
El i6n de zinc (verde) esta

coordinado por dos cisteinas y

dos histidinas.
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» Cremalleras de leucina. Son hélices ricas en residuos de leucina que emergen en uno
de los laterales cada dos vueltas, (Figura 1.13). Son hélices anfipaticas con los grupos polares
dispuestos hacia uno de los lados que les confiere la posibilidad de formar dimeros con mucha
facilidad. En éstos se une las hélices a para formar hélices superenrolladas. Ademas de
homodimeros pueden formar heterodimeros, lo cual aumenta las posibilidades de regulacién

génica.

Figura 1.13: Cremallera de
leucina, (azul) unida al ADN.

Los residuos de leucina estan

indicados en rojo.

» Grupo de alta movilidad electroforética o0 HMG (“High Mobility Group”). Las proteinas
HMG actlan como elementos arquitectonicos, estando implicadas en la regulaciéon de la
transcripcion del ADN. Contienen un grupo de aproximadamente 75 aminoacidos aromaticos y
béasicos en el extremo carboxilo terminal. Se encuentran en proteinas cromosomales altamente

conservadas.

Un factor trascripcional tipico contiene un dominio especifico de unién a ADN que se une
a la secuencia reguladora de éste, un dominio de multimerizacion y un dominio de activacion
transcripcional. Aunque muchos de ellos actlan interaccionando directamente con el promotor
o las secuencias reguladoras, otros pueden hacerlo mediante la interaccién con otros factores,
con la ARN-polimerasa o incorporandose al complejo de transcripcion tras la union de otras

determinadas proteinas.
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Es frecuente que una secuencia consenso sea reconocida por un factor de transcripcion,
lo que no implica que éste sea el mismo en todos los promotores, es decir, una Unica secuencia
de ADN puede ser capaz de unir distintas proteinas reguladoras como por ejemplo, la
secuencia CCAAT en eucariotas (Brakhage y col.,, 1999). Del mismo modo, una proteina
reguladora puede reconocer varias secuencias, como por ejemplo, la proteina HAP1 de S.
cerevisiae. Por ultimo se han descrito proteinas reguladoras, que para activar la expresion del
gen correspondiente, deben unirse al ADN en una determinada conformacion; es el caso de las

proteinas HAP2 y HAP3 de S. cerevisiae.
Existen varios tipos de mecanismos reguladores de la expresion de un gen:

1. Activacion: Un factor de transcripcion se une a la secuencia del potenciador
provocando un cambio en la conformacién de la proteina que permite la unién del coactivador.
El complejo de proteinas coactivadoras, a través del mediador, incrementa la frecuencia de las
interacciones de ensamblaje en el complejo transcripcional basal y, por tanto, aumenta el nivel
de expresion del gen. Para la actividad de ciertos activadores es necesaria la participacion de
determinadas proteinas que funcionan como componentes arquitectonicos, capaces de curvar
el ADN entre los sitios de unién y acercando las proteinas activadoras al complejo basal de

transcripcion (Tjian y Maniatis., 1994).

2. Represion activa. Un factor transcripcional se une a la secuencia consenso de un
elemento silenciador y esta unién provoca un cambio en su conformacion que permite la union
del correpresor. Este complejo reacciona con los factores del complejo transcripcional basal e

impide su ensamblaje completo.

3. Represion pasiva. Un elemento regulador negativo inhibe fisicamente la unién de los
factores transcripcionales a sus sitios de unidon en el ADN o interfiere con las sefales

especificas que controlan varios eventos transcripcionales.
1.7.2. Regulacion de la expresion de los genes de b iosintesis de penicilina.

Las cepas de alta produccion de P. chrysogenum contienen niveles elevados de las tres
enzimas implicadas en la ruta biosintética de penicilina: ACV sintetasa (LOpez-Nieto y col.,
1985), isopenicilina N sintasa (Ramos y col., 1985) e isopenicilina N aciltransferasa (IAT),
(Alvarez y col., 1993). Este efecto se debe a un elevado nimero de copias de los tres genes
estructurales: pcbAB, pcbC y penDE (Barredo y col., 1989c; Smith y col., 1989).
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En las cepas de P. chrysogenum de alta produccién de penicilina se ha observado que la
region que contiene los tres genes de la ruta de biosintesis de penicilina se encuentra
amplificada en repeticiones en tandem (Fierro y col., 1995). Estas repeticiones estan unidas por
un hexanucleétido conservado de secuencia TTTACA (Barredo y col., 1989a; Fierro y col.,
1995; Newbert y col., 1997).

El tamafio de la region génica que sufre amplificacién varia segun la cepa (106.5 Kpb 6
56.8 Kpb), asi como también varia el nUmero de repeticiones. En P. chrysogenum, la cepa
silvestre NRRL-1951 y la cepa Wisconsin 54-1255 poseen una Unica copia de la region
amplificada. En cambio, la cepa AS-P-78 contiene unas 6 repeticiones y la cepa de alta
produccién E1 contiene aproximadamente 14 copias. La region amplificada ha sido
secuenciada en las cepas AS-P-78 (Fierro y col., 2006) y Wisconsin 54-1255 (van den Berg y
col., 2007), encontrdndose varias ORFs flanqueando los genes responsables de la biosintesis

de penicilina.

La presencia de estas agrupaciones de genes biosintéticos de antibiéticos en muchos de
los organismos productores apoya la hipétesis que atribuye su formacién durante el proceso
evolutivo a la obtencién de una ventaja ecoldgica (Martin y Liras, 1989b). Ademas, si esta
organizacion estuviera controlada por un solo promotor permitiria coordinar la regulacion de los
genes biosintéticos, como ocurre en las bacterias productoras de antibiéticos B-lactamicos
(Seno y Baltz, 1989). Sin embargo, el hecho de que en los hongos productores los genes
biosintéticos se transcriban de forma independiente y se expresen a través de diferentes
promotores (Brakhage y Turner, 1995), parece indicar mas bien que la formacion del cluster
refleja s6lo un origen ancestral comun. Esto Ultimo se encuentra sustentado por la alta similitud
de los genes pcbC de hongos y bacterias (Weigel y col., 1988; Pefialva y col., 1990; Landan y
col.,, 1990). De hecho, se ha sugerido que los genes pcbAB y pchC se transfirieron
horizontalmente desde las bacterias a los hongos filamentosos hace aproximadamente 370

millones de afios (Carr y col., 1986; Ingolia y Queener, 1989; Cooper, 1993; Martin y col., 1994).

Los estudios transcripcionales mediante analisis de “Northern” han revelado que en las
cepas con un alto numero de copias de genes biosintéticos de penicilina también los niveles de
ARNM de estos genes son mayores en comparacion con la cepa silvestre (Smith y col., 1989,
Renno y col., 1992). El patron temporal de los transcritos de los genes pcbC y penDE en P.

chrysogenum muestra que los niveles mas elevados se observan en la fase de maximo
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crecimiento, mientras que el gen pcbAB se expresa ya desde el inicio de la fermentacion
(Renno y col., 1992; Suarez y Pefialva, 1996).

1.7.2.1. Reguladores transcripcionales.

La biosintesis de penicilina esta afectada por diversos factores nutricionales como la
regulacién catabolica por fuente de carbono, nitrégeno y fésforo (Martin y col., 1999) y
complejos procesos reguladores (Chang y col., 1990; Aharonowitz y col., 1992; Feng y col.,
1994; Martin, 2000b; Brakhage y col., 2004).

Diversos factores transcripcionales diferentes a los TFs han sido identificados en
diversos hongos filamentosos. Algunos de estos factores transcripcionales se unen a la region
promotora de los genes pcbAB y pcbC y a la regién corriente arriba del gen penDE en A.
nidulans (Brakhage, 1998) y P. chrysogenum (Martin, 2000b).

Estos factores transcripcionales actian como elementos reguladores de la expresiéon de
los genes de biosintesis de penicilina, (Chu y col., 1995; Feng y col., 1995; Kosalkova y col.,
2000; 2007; 2009). Sin embargo, ningln gen regulador especifico ha sido encontrado en la
region amplificada que contiene los tres genes biosintéticos (Fierro y col., 2006; van den Berg y
col., 2007), lo cual indica que la biosintesis de penicilina debe ser controlada directamente por

“reguladores globales” mas que por un regulador especifico.
1.7.2.1.1. Regulacion por pH externo. Regulador Pac  C.

La produccion de penicilina en A. nidulans estd regulada mediante el pH ambiental o
externo, siendo mayor en los cultivos incubados con valores de pH alcalinos. Este efecto se

observa también en P. chrysogenum (Chu y col., 1997; Gutiérrez y col., 1999).

Existen diferencias en el comportamiento de estos dos hongos, ya que mientras en A.
nidulans un valor de pH alcalino contrarresta la represion catabdlica ejercida por el azucar
sacarosa sobre el gen pcbAB cuando se utiliza ésta como fuente de carbono (Espeso y col.,
1993), en P. chrysogenum un valor de pH alcalino aunque estimula la transcripcién de los
genes pcbAB, pcbC y penDE, no elimina la fuerte represion catabdlica por glucosa que se
ejerce sobre los dos primeros genes de la ruta de biosintesis de penicilina (Gutiérrez y col.,
1999) (Figura 1.14).
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Figura 1.14: Circuitos reguladores que controlan la expresion de los genes pchbAB y pcbC
desde el promotor bidireccional y regulacion del gen penDE desde su propio promotor en P.
chrysogenum y A. nidulans. La induccion de la expresion génica se indica por flechas negras
con un signo positivo (+) y la represion de la expresion génica se indica por flechas rojas con
un signo (-). La intensidad de la induccidn o represion se muestra con el nimero de signos
(+) o signos (-). El inicio de la transcripcién de los genes se indica con linea gruesa negra

continua.

En A. nidulans, el efecto regulador por pH externo estd mediado a través del factor
transcripcional PacC. Esta proteina es sintetizada como producto primario de la traduccion,
siendo inactiva en la regulacion de los genes estructurales debido a las interacciones
intramoleculares entre las regiones carboxilo y amino terminal (Arst y col., 1994; Tilburn y col.,
1995).

A pH ambiental alcalino la proteina PacC cambia su conformacion y aproximadamente
un 60 % de la proteina inactiva (de la regién carboxilo-terminal) es eliminada mediante
proteolisis, dando lugar a una proteina funcional que contiene tres dominios de unién al ADN
en forma de dedos zinc que activa la transcripcion de genes que se expresan bajo un pH

alcalino y reprime la transcripcion de los genes que se expresan a pH acido (Tilbur y col., 1995).
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Suarez y Pefialva (1996) han determinado los sitios de unidn in vitro de la proteina PacC de P.
chrysogenum en la region intergénica pcbAB y pcbC. Dicha region intergénica contiene siete

sitios de union PacC mediante la secuencia consenso 5 -GCCARG-3".

1.7.2.1.2. Regulacion catabdlica de la biosintesis  de penicilina por la fuente
de carbono. Regulador transcripcional CreA.

La regulacion por la fuente de carbono es un mecanismo general conocido en bacterias y
hongos que impide la sintesis y/o la actividad de enzimas necesarias para la asimilacion de las
diversas fuentes de carbono cuando esté presente una fuente de carbono facilmente utilizada,
como puede ser la glucosa. Desde el punto de vista fisiolégico, este tipo de regulacion es
beneficioso para el microorganismo ya que se utiliza la fuente de carbono mas energética y no
se desperdicia energia en la sintesis de otros sistemas catabdlicos para fuentes de carbono
alternativas. Los genes sujetos a represion por fuente de carbono pueden dividirse en tres
grupos: los que codifican enzimas implicadas en el metabolismo de fuentes de carbono menos
favorables, los que codifican enzimas implicadas en la gluconeogénesis y en el ciclo del
glioxilato y los relacionados con el metabolismo secundario. El mejor ejemplo del Gltimo grupo

es la regulacion por fuente de carbono de la produccién del antibiético penicilina.

El término represion por fuente de carbono (0 mas especificamente represion por
glucosa) se refiere a un efecto represor que ejerce la glucosa sobre la expresion de algunos
genes. La glucosa es una de las fuentes de carbono con que se produce un mayor crecimiento

de micelio pero ejerce un efecto represor sobre la produccién de penicilina.

En A. nidulans se ha observado el mismo fenbmeno de represion catabdlica en la

biosintesis de penicilina mediada por la fuente de carbono que en P. chrysogenum.

La mejor caracterizacion del fenébmeno de la regulacion catabdlica por la fuente de
carbono en hongos se consiguidé en S. cerevisiae. La regulacion por glucosa en levaduras
puede tener lugar mediante la activacion o represion a nivel transcripcional o postranscripcional.
En levaduras, el represor MIG1, codificado por el gen Migl es el efector responsable de la
represion de los genes regulados por glucosa. La proteina MIG1 contiene dominios de union de
tipo dedos de zinc y se une a cajas GC, motivo presente en muchos genes reprimidos por

glucosa.

32



Introduccion General

El gen homdlogo al Migl en A. nidulans se denomina creA. El factor regulador o proteina
CreA contiene dos dedos de zinc del tipo Cys2-His2 y una region rica en alaninas indicativa de
una proteina represora de unién al ADN. La proteina CreA se une a determinadas regiones del
ADN con el propésito de modular la expresion génica. Se ha conseguido definir la secuencia de
union consenso para CreA: 5-SYGGRG-3" (S= C 0 G; Y=C o T; R= A 0 G) que coincide en
gran medida con la de Migl: 5-GCGGRG-3".

Se ha demostrado que la represion por la fuente de carbono del metabolismo primario es
mediada por la proteina reguladora CreA. Sin embargo, la deleccién de un fragmento de 29 pb
protegido por el factor regulador CreA no alter6 la represion catabdlica en A. nidulans, lo que
indica que la represion catabdlica por la fuente de carbono del gen que codifica la ACV

sintetasa (acvA) es independiente del represor transcripcional CreA.

Estos resultados sugieren que en la biosintesis de penicilina en A. nidulans esta
involucrado otro mecanismo de regulacion independiente del gen creA. Sin embargo, en P.
chrysogenum una mutacion dirigida a los sitios de union del factor regulador CreA indica que

éste tiene un papel importante en la regulacion por glucosa en la biosintesis de penicilina.

La biosintesis de penicilina en P. chrysogenum esta fuertemente regulada por glucosa,
sacarosa y en un nivel mas bajo por otros azlicares como la maltosa, fructosa y galactosa. Esta
regulacién no aparece cuando se utiliza como fuente de carbono la lactosa, por este motivo
inicialmente la produccion industrial de penicilina en P. chrysogenum, fue llevada a cabo
utilizando como fuente de carbono lactosa, ya que se comporta de forma contraria a la glucosa,
siendo menor el crecimiento en biomasa del microorganismo pero no poseyendo un efecto
represor sobre la produccion de penicilina. La lactosa no ejerce efecto represor debido,
probablemente a una lenta hidrélisis de este azicar como resultado de la muy baja actividad -

galactosidasa en este hongo.

La glucosa en altas concentraciones reprime la formacion del tripéptido ACV
(reprimiendo la enzima ACVS) y la represién no es reversible por la adicién del acido o-
aminoadipico, cisteina o valina y también reprime la isopenicilina N sintasa, pero no tiene
efecto sobre la isopenicilina N aciltransferasa (IAT) (Revilla y col., 1986). También la biosintesis
de penicilina es reprimida por 2-desoxiglucosa. Este analogo de glucosa es fosforilado a 2-

desoxiglucosa-6-fosfato pero parece que no es metabolizado en la ruta glucolitica.
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Martin y colaboradores (1999) demostraron que los niveles de ARN mensajero de los
genes pcbAB, pcbC y penDE estan drasticamente reducidos en presencia de glucosa. Ademas
los cultivos crecidos con glucosa como fuente de carbono muestran niveles reducidos del acido
a-aminoadipico, aparentemente causado por estimular la biosintesis del aminoacido lisina y
estimular a su vez el crecimiento del microorganismo (Revilla y col., 1984). En el afio 1988 se
aislé un mutante de P. chrysogenum (Barredo y col., 1988) desregulado en la represion
ejercida por la glucosa sobre la biosintesis de penicilina. Este mutante es incapaz de fosforilar
la D-glucosa, lo que sugiri6 que podria carecer de la actividad glucoquinasica. En relacion con
esta hipétesis, se demostré que la hexoquinasa Il de S. cerevisiae posee un importante papel
en la represion catabdlica ejercida por la glucosa en levaduras (Entian y col., 1984; Gancedo,
1998). Este hecho en hongos filamentosos no esta del todo aclarado (Ruijter y col., 1997) dado
gue una deficiencia en la hexoquinasa provoca una disminucién de la tasa de toma de glucosa,
con lo que su efecto sobre la biosintesis de penicilina podria explicarse en términos de una

reduccién de captacion del compuesto represor.

Todas las evidencias disponibles sugieren que la regulacién catabdlica por fuente de
carbono en la biosintesis de penicilina es ejercida por una proteina reguladora, el factor
transcripcional CreA que regula la produccion de penicilina mediante dos mecanismos; uno
indirecto, controlando el metabolismo general del hongo y otro directo regulando la expresion
del gen pcbAB uniéndose a las cajas creA. La mutacién de las cajas creA presentes en la
region intergénica pcbAB-pcbC disminuye la tasa de represion de, al menos, el primer gen de la
ruta biosintética de penicilina. Actualmente, el problema de la represiéon por glucosa ha sido
parcialmente superado usando como fuente de carbono glucosa pero en dosis no represoras.
De este modo la produccion de penicilina es favorecida bajo condiciones suboptimas para el

crecimiento del microorganismo (Demain y col., 1998).

1.7.2.1.3. Regulacién por la fuente de nitrégeno. R egulador transcripcional
NRE.

La represién por la fuente de nitrégeno en hongos es un ejemplo de un mecanismo
regulador global necesario para la coordinacion de la expresidon de los genes que aseguren un
aporte de fuente de nitrégeno necesario para el crecimiento en respuesta a cambios
medioambientales. El ibn amonio y la glutamina o el glutamato son las fuentes de nitrégeno

preferiblemente usadas por los hongos.
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En ausencia de fuentes de nitrogeno favorables se inicia una sintesis de novo de
permeasas y enzimas catabdlicas, cuya expresién es altamente regulada por el circuito
regulador que permiten el uso de las fuentes de nitrégeno secundarias, como pueden ser

nitratos, purinas, proteinas y amidas (Marzluf, 1993; Caddick y col., 1994).

En el hongo Neurospora crassa la regulacion por la fuente de nitrégeno es llevada a
cabo por el producto del gen nit-2 (Fu y col., 1990) y en A. nidulans por el producto del gen are
A (Kudla y col., 1990). Ambos genes codifican para los factores reguladores que contienen un

dedo de zinc tipo Cys-X,-Cys-X;7-Cys-X,-Cys.

En P. chrysogenum la regulacion por la fuente de nitrégeno es mediada por el producto
del gen nre, homodlogo a los genes nit-2 y areA (Hass y col.,, 1995). Los factores
transcripcionales de los genes reguladores reconocen una secuencia consenso GATA en el
ADN (Marzluf, 1997). En el hongo P. chrysogenum hay seis secuencias o cajas GATA en el
promotor bidireccional pcbAB-pcbC aunque se ha descrito que el producto del gen nre, el factor
regulador NRE, sélo interactua fuertemente con sélo dos de ellas (Haas y Marzluf, 1995). Cabe
pensar, por lo tanto, que la regulacién de la biosintesis de penicilina esté mediada por la misma

proteina reguladora NRE que patrticipa en el circuito regulatorio de la fuente de nitrégeno.
1.7.2.1.4. Regulador transcripcional PENRL1.

De los circuitos reguladores conocidos, algunos de ellos han sido encontrados mediante
el andlisis de mutantes (creA, pacC) o mediante analisis bioquimicos o fisiolégicos (nre). El
analisis deleccional de la region intergénica entre los genes pchAB y pcbC en A. nidulans ha
revelado la presencia de otro factor transcripcional denominado PENR1 (PENicillin Regulator 1)

gue se une especificamente a la secuencia que contiene la caja 5-CCAAT-3".

La deleccion de la regidn que contiene la secuencia 5-CCAAT-3" de la region
intergénica pcbAB-pchC o el cambio de cuatro pares de bases, provoca el incremento de hasta
ocho veces, la expresion del gen pcbAB y una reduccién simultanea del 30 % del nivel normal
de la expresion del gen pcbC. Estos datos indican que la proteina PENR1 esta involucrada en
la expresion de los genes de la biosintesis de penicilina en A. nidulans y que la secuencia de la

unién del PENR1 manifiesta un efecto opuesto en la expresion de los genes pcbAB y pcbC.

Las cajas CCAAT estan presentes en los promotores de aproximadamente el 30 % de

los genes de eucariotas y son sitios de union de diferentes factores transcripcionales.
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Los complejos de union a la secuencia 5-CCAAT-3" se denominan HAP, AnCF, CBF o
NF-Y. Son requeridos para la activacion de un amplio grupo de genes y fueron caracterizados
inicialmente en S. cerevisiae y posteriormente en A. nidulans (Papagiannopoulos y col., 1996).
Este complejo, en S. cerevisiae, esta formado por cuatro subunidades, HAP2, HAP3, y HAPS5,
(formando un complejo heterotrimérico esencial para la unién al ADN) y HAP4, que es una

proteina acida que actia como el domino de activacion transcripcional.

Estudios realizados por Brakhage y colaboradores (1998) identificaron el complejo HAP
en A. nidulans (denominado PENR1) (Steidl y col., 1999; Bergh y col., 1996; Litzka y col., 1999).
La deleccion o mutagénesis de los sitios de union de la proteina PENR1 (409 pb corriente
arriba del codon de iniciacién del gen pcbAB) incrementd hasta un valor de ocho veces la
expresion del gen acvA, mientras la expresion del gen ipnA, fue reducida hasta un 30 % del
valor normal (Bergh y col., 1996). En resumen, la caja CCAAT | media un efecto positivo en la

expresion del gen acvA y un efecto negativo sobre el gen ipnA.

Otra caja CCAAT II, que es reconocida por el complejo proteico PENR1 esta localizada
250 pb aguas arriba del inicio de la transcripcion del gen penDE. La sustitucion de la secuencia
5"-CCAAT-3" por 5-GATCC-3’, resulta en una reduccion de la expresion de este gen (Litzka y
col., 1996).

En P. chrysogenum, el complejo HAP esta formado por los factores transcripcionales
HAPB (fuerte similitud a la proteina HAPB de A. nidulans), HAPC (fuerte similitud a la proteina
HAPC que se une a la secuencia 5-CCAAT-3" de Aspergillus oryzae) y HAPE (fuerte similitud
a la proteina HAPE de A. oryzae).

La contribucioén real del complejo PENR1 al control de la expresién de los genes de
biosintesis de penicilina no estad muy clara. La delecciéon del complejo PENR1 deberia permitir
niveles de transcripcion mas altos del gen pcbAB e incrementar la produccion de penicilina en
A. nidulans, donde es conocido que la expresion del gen pcbAB es limitante en la produccién

de penicilina.
1.7.2.1.5. Regulador transcripcional PTAL.

En P. chrysogenum, la expresion de los dos primeros genes de la ruta biosintética de
penicilina, pcbAB y pcbC, se deben expresar de forma coordinada ya que ambos muestran un

modelo regulatorio y de expresién similar.
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El andlisis de la secuencia de ADN de la region intergénica de estos dos genes revela la
presencia de multiples secuencias reguladoras que actGan en cis y que son objetivo de
diversos reguladores transcripcionales como se ha visto hasta ahora. Asi, un total de siete
secuencias consenso para PacC, seis para CreA, seis para NRE y seis cajas CCAT son

distribuidas a lo largo de la regién del promotor bidireccional (Figura 1.15).

Estudios realizados sobre la region intergénica muestran que al menos hay cuatro
regiones que parecen ser importantes en la regulacion de la expresion del promotor del gen
pcbAB. Cuando se delecciona la region mas distal del promotor pcbAB (posicién -933 a -789 en
referencia al punto de inicio de la transcripcion), el resultado es un incremento de la expresion
del gen pcbAB en un medio donde se ha utilizado como fuente de carbono lactosa. Ademas,
hay otras tres regiones importantes en la regulacion del promotor denominadas cajas A, By C
gue producen un bajo nivel de expresién cuando son deleccionadas tanto si se utiliza como

fuente de carbono glucosa o lactosa.

Dos de estas regiones contienen secuencias que actian en cis (cajas A y B). Ambas
cajas contienen la mayoria de los motivos de union al ADN de las diferentes proteinas que

actua como factores reguladores de la expresion génica (Martin y col., 1999) (Figura 1.15).

En la caja A aparece una secuencia heptamérica (TTAGTAA), que es el sitio de unién
para una proteina reguladora denominada PTA1 (“Penicillin Transcriptional Activator 1”). La
deleccion de la secuencia heptamérica provoca una drastica reduccién de la expresion del gen
pcbAB, por lo que este factor regulador es requerido para un alto nivel de expresion del gen
pcbAB (Kosalkova y col., 2000). La secuencia 5-TTAGTAA-3’, se parece a las secuencia del
factor regulador BAS2 (PHO2) requerido para la expresion de diversos genes en levaduras
(Tice-Baldwin y col., 1989).

1.7.2.1.6. Regulador transcripcional penRFX

Recientemente se ha identificado un nuevo factor transcripcional en el hongo A.
chrysogemun (CpcR1) y que muestra gran homologia con la familia de factores reguladores en
animales (RFX) (Gajiwala y Burley., 2000).
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Figura 1.15: Esquema donde se muestra: la localizacidon de las cajas TATA y CCAAT, las
secuencias consenso de los reguladores transcripcionales PacC, CreA y NRE, las regiones
correspondientes a las cajas A y B, que estdn sombreadas y se indica la unién del activador
transcripcional PTA1 a la caja A y la transcripcién de los genes pcbAB y pcbC, que estan

indicadas por lineas onduladas bajo el mapa de restriccién (Kosalkova y col., 2000).

En A. chrysogenum, la proteina CPCRL1 se une a una secuencia palindrémica imperfecta
en la region promotora de los genes pcbAB-pcbC. La localizaciéon del sitio de union de la
proteina es aproximadamente 350 pb corriente arriba del lugar de inicio de la transcripcion del
gen pcbC, lo que sugiere que el factor de transcripcion CPCR1 esta involucrado en la

regulacién de la ruta biosintética de cefalosporina C.

El gen homdlogo del cpcR1 de A. chrysogenum se ha identificado en P. chrysogenum
(penRFX) el cual presenta una homologia del 60 % con el gen cpcR1. Hasta el momento, muy
poco se sabe del posible papel regulador penRFX en la biosintesis de penicilina en P.
chrysogenum, pero los resultados de nuestro laboratorio indican que esta implicado en el
control transcripcional de los genes biosintéticos y de la biosintesis de este antibiético (Rebeca

Dominguez Santos, Carlos Garcia-Estrada y Juan Francisco Martin, resultados no publicados).
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1.7.2.1.7. Regulador global LaeA.

En P. chrysogenum se ha identificado el gen que codifica un regulador global del
metabolismo secundario denominado LaeA. Este gen codifica una proteina nuclear (PcLaeA)
con un dominio metiltransferasa. El gen LaeA esta presente como copia Unica en el genoma de
cepas de baja y alta produccién de penicilina y no esta localizado en la region amplificada de
56,8 kb donde se encuentra el cluster de genes de biosintesis de penicilina en las cepas de alta
produccién de este antibiético, lo que significa que no ha ocurrido amplificacion génica en el

proceso de seleccion de las cepas de alta produccién (Kosalkova y col., 2009).

Estudios realizados de sobreexpresion de este gen dieron como resultado un incremento
de un 25 % en la produccién de penicilina, lo que indica que la proteina PcLaeA actlia como un
regulador de la expresion del cluster de genes de biosintesis de penicilina. Estudios realizados
en mutantes donde se habia interrumpido el gen dieron como resultado un descenso drastico
de la produccion de penicilina, una baja pigmentacion y esporulacion. Estos resultados
evidencian que el gen LaeA codifica un regulador global transcripcional que afecta a la
esporulacion, pigmentacion y biosintesis de penicilina en P. chrysogenum (Kosalkova y col.,
20009).

1.7.2.2. Regulacion por aminoacidos.

La penicilina es sintetizada a partir de tres aminoacidos precursores, la L-cisteina, L-
valina y el L-a-aminoadipico (a-AAA), por lo que estos compuestos tienen un papel importante
en su regulacion. Altas concentraciones de lisina reducen la produccién de penicilina (Demain,
1957; Luengo y col., 1979). En P. chrysogenum, las rutas biosintéticas de la penicilina y de la
lisina tienen varias etapas en comudn. El punto de ramificacién de las dos rutas es el acido a-
aminoadipico. En la biosintesis del aminodcido lisina este &cido es convertido en a-
aminoadipato-6-semialdehido mediante la enzima a-aminoadipato reductasa, mientras que en
la ruta de la biosintesis de la penicilina, el acido a-aminodipico es condensado junto con L-
valina y L-cisteina dando lugar al tripéptido ACV. La L-lisina ejerce la inhibicion de la biosintesis
de penicilina en varios pasos. Masurekar y Demain, describieron en 1974 que la primera
enzima de la ruta biosintética de la lisina en P. chrysogenum, la homocitrato sintasa, era

inhibida por el aminoécido lisina.
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Resultados similares fueron descritos por otros investigadores (Friedrich y Demain, 1978;
Luengo y col., 1979). Jaklitsch y Kubicek (1990), describieron la presencia de inhibicion por

lisina de la homocitrato sintasa.

Las diferencias observadas entre los distintos grupos pueden deberse a las cepas de P.
chrysogenum utilizadas. La lisina también inhibe la actividad de la a-aminoadipato reductasa y
se ha observado que esta inhibicidon se producia en mayor o menor intensidad segun la cepa
estudiada (Affenzeller y col., 1989). El hecho de que algunas enzimas de la biosintesis de lisina
sean inhibidas mediante el proceso de retroalimentacién ejercido por la L-lisina, ocasiona una
reduccion del flujo de a-AAA disponible para la produccion de penicilina (Brakhage, 1998). El a-
AAA tiene un papel importante en la biosintesis de penicilina, puesto que la adicion del a-
aminoadipato externo (Friedrich y Demain, 1978) u otras condiciones que incrementanse el
flujo intracelular de a-AAA (Honliger y Kubicek, 1989) aumentan la tasa de ACV y de biosintesis
de penicilina. Las cepas de alta produccion de penicilina de P. chrysogenum presentan altos
niveles de flujo intracelular de a-AAA (Jaklitsch y col., 1986). Mediante la disrupcion génica del
gen lys2, que codifica para la enzima aminoadipato reductasa, Casqueiro y colaboradores

(1999), han conseguido aumentar el flujo de a-AAA disponible para la biosintesis de penicilina.
1.7.2.3. Regulacion por la adicién de liquido de ma  ceracion del maiz (CSL).

El liquido de maceracion del maiz (Corn steep liquid o CSL) es un subproducto de la
manufactura del almidén de maiz y viene siendo empleado como ingrediente de los medios de

cultivo microbioldgico desde hace muchos afios.

El CSL es el liquido resultante del proceso de molienda himeda del maiz para la
fabricacion del almidén y del gluten. Toda el agua empleada en sucesivas operaciones a lo
largo de la manufactura del almidén va arrastrando compuestos solubles contenidos en un
principio en el grano y que han de separarse de los productos finales: almidén, gluten, germen

y fibra.

La adicion de CSL al medio de produccién de P. chrysogenum estimula la produccion de
penicilina (Ligget y Koffer, 1948). Una explicacion de las propiedades béasicas del CSL podria
ser que en su composicién hay un alto contenido en aminoacidos, polipéptidos, minerales y
acido lactico que favorecen la biosintesis de penicilina. Las busquedas de los compuestos
simples, que son parte de esta mezcla tan compleja y que son responsables del efecto positivo

gue provoca su adicion en el medio de fermentacion, han sido infructuosas (Demain, 1999),
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debido en parte al fenémeno de la variabilidad en los CSL de diferente origen y debido a las
enormes oscilaciones del porcentaje en la composicién de éste dependiendo de la intensidad
de la fermentacion que tiene lugar en la fabricacién del CSL. Segun Ligget y Koffer (1948), la
fraccion proteica del CSL tiene el importante papel de servir como fuente de nitrégeno al
organismo P. chrysogenum. Los aminoacidos presentes no parecen tener proporciones
constantes dependiendo del tipo de maiz del que proceden y del grado de solubilidad proteica

gue hayan sufrido.
1.7.2.4. Regulacion mediada por el oxigeno.

Para la produccion de penicilina, conseguir una buena aireacion del micelio con oxigeno
es una de las condiciones imprescindibles. Diversas enzimas como la isopenicilina N sintasa
requieren oxigeno para su actividad. Sin embargo, el analisis transcripcional descrito por Renno
y colaboradores (1992) demostré que la expresion de los genes pcbAB y pcbC en P.
chrysogenum puede ser también inducida, como la respuesta al estrés, por la reduccién de los

niveles de oxigeno.
1.7.2.5. Regulacion mediada por la fuente de fosfor  o.

El efecto represor de la glucosa sobre la biosintesis de penicilina depende de la
concentracion del fosfato inorganico en el medio de fermentacién. En el medio complejo de
fermentacién con la fuente de fésforo limitada, el efecto represor es del 13 % cuando la fuente
de carbono (glucosa) es afiadida en el tiempo de inoculacion, mientras que se incrementa
hasta un 59 % cuando el medio es suplementado a la vez con glucosa y con fosfato inorganico
a una concentracion de 100 mM. La adicion de fosfato inorganico a una concentracion de 100
mM no tiene efecto sobre la produccién de penicilina en medios con la concentracién de

glucosa limitada o con lactosa como fuente de carbono (Martin y col., 1999).
2. Compartimentalizacion de la biosintesis de penic ilina.

Las diferentes reacciones bioquimicas involucradas en la biosintesis de penicilina
ocurren en diferentes organulos celulares (revisado por van de Kamp y col., 1999), lo que

significa que los sustratos y las enzimas de biosintesis estan separadas fisicamente.
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Esta organizacién implica el transporte de enzimas y precursores a través de los
organulos celulares ademas de crearse distintas condiciones medioambientales especificas

para cada paso de las reacciones de biosintesis.

2.1. Localizacion de la ACVS.

Como ya se ha indicado en apartados anteriores, el primer paso en la ruta de biosintesis
de penicilina consiste en la formacion del tripéptido ACV por condensacién no ribosémica de
los tres aminoacidos que lo conforman (acido L-a-aminoadipico, L-cisteina y L-valina), llevada a

cabo por la enzima ACVS.

Estudios iniciales localizaban esta enzima asociada a estructuras membranosas del
aparato de Golgi (Kurylowicz y col., 1987). Posteriormente, mediante experimentos de
fraccionamiento celular, se localizé la enzima ACVS en el interior de vacuolas o vinculada a la

membrana de éstas (Miler y col., 1991; Lendenfeld y col., 1993).

La purificacién de la ACVS mostré6 que esta enzima era soluble (aunque altamente
inestable) en ausencia de detergentes y que ademas, su actividad no parecia depender de la
presencia de detergentes o de lipidos (van Liempt y col., 1989; Baldwin y col., 1990; 1991;
Theilgaard y col., 1997). Un posterior analisis de la secuencia de aminoacidos de la ACVS
mostré que era una proteina hidrofébica, pero que no contenia ninguna region transmembrana
(Lendelfeld y col., 1993) ni ninguna sefial de localizacién (targeting) reconocible a reticulo

endoplasmico o vacuolas (van de Kamp y col., 1999).

Todos estos hechos hicieron replantearse de nuevo la localizacién de esta proteina y se
realizaron mas experimentos empleando las técnicas tradicionales de fraccionamiento, las
cuales no mostraron ningun resultado claro dada la inestabilidad de la ACVS y su sensibilidad a
la degradacion proteolitica. La mejora de los protocolos de lisis celular, unida al uso de la
técnica de inmunocitoquimica asociada a la microscopia electronica, permitieron la localizacion
subcelular de la proteina ACVS en el citosol (van der Lende y col., 2002a). En A. nidulans, se
ha conseguido ademéas mostrar la localizacién de la ACVS en el citosol fusionandola a una
proteina verde fluorescente (Vousden y Turner, 2001; Evers y col., 2004). Esta localizacién
citosdlica esta mas acorde con las propiedades bioquimicas que se conocian de la ACVS, entre
ellas un pH neutro (el pH de las vacuolas es &cido), requerimiento de cofactores y sensibilidad

a proteasas (la vacuola tiene gran actividad proteolitica).
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2.2. Localizacion de la IPNS.

El segundo paso de la biosintesis de penicilina consiste en la ciclacion oxidativa de LLD-
ACV a IPN, catalizada por una proteina de 38 KDa denominada IPN sintasa o ciclasa (IPNS).
Los resultados de los experimentos de fraccionamiento mostraron claramente que la IPNS era
una enzima soluble y citosoélica (Mdiller y col.,, 1991; Kurzatkowski y col., 1991). Esta
localizaciéon estd de acuerdo con la ausencia de regiones transmembrana y de sefiales de
localizacién especificas en la secuencia aminoacidica deducida de la enzima (Ramén y col.,
1987; Barredo y col.,, 1989b) y también, con todas las caracteristicas bioquimicas y
estructurales conocidas de la misma (Martin y Liras, 1989a; Roach y col., 1995; 1997). Esta
enzima ha sido localizada también en el citosol utilizando técnicas de microscopia electrénica
(Muller y col., 1991; Van der Lende y col., 2002a).

La presencia de la IPNS en el citosol implica que puede utilizar directamente como
sustrato el LLD-ACV producido por la ACVS. Se ha planteado que estas dos enzimas, ACVS e
IPNS, podrian estar organizadas formando un metabol6n o gran complejo, pero esto es algo de

lo que no se tiene ninguna evidencia experimental.

2.3. Localizacion de la IAT.

El tercer y ultimo paso de la sintesis de penicilinas es el intercambio, catalizado por la
acil-CoA: isopenicilina N aciltransferasa (IAT), de la cadena lateral L-a-aminoadipico de la IPN
por el grupo fenilacetilo o fenoxiacetilo activado con Coenzima A, resultando la formacion de
bencilpenicilina o fenoxipenicilina, respectivamente. Estudios bioinformaticos muestran que una
de las dos subunidades que forman la IAT (la subunidad de 29 KDa), una vez realizado el
procesamiento autocatalitico de la pre-proteina de 40 KDa (Aplin y col., 1993a;b), posee en el
extremo carboxilo terminal una sefial PTS1, lo cual localiza esta enzima en la matriz
peroxisomal. Por tanto, el sustrato de esta enzima, la IPN, tiene que entrar en el peroxisoma

para poder ser convertida en bencilpenicilina o fenoxipenicilina.

El uso de técnicas inmunocitoquimicas asociadas a la microscopia electronica ha
permitido localizar a la IAT en el interior de los peroxisomas (Muler y col., 1991; 1992; 1995,
Garcia-Estrada y col., 2008a). Se ha demostrado que el transporte de la enzima IAT al interior
del peroxisoma no depende del estado de procesamiento de la enzima ya que un mutante no

C103S

procesable de la IAT (variante IAT ) se transporta activamente al interior del peroxisoma
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aungue no sea activo (Garcia-Estrada y col., 2008a). Finalmente la localizacion de la IAT y dos
fenilacetil-CoA ligasas (encargadas de la activacion de la cadena lateral) en el interior de los
peroxisomas, ha sido confirmada por aislamiento fisico de estos organulos e identificacién de

las proteinas perixomales, mediante espectrometria de masas (Kiel y col., 2009).
2.4. Otras enzimas implicadas en la biosintesis de  penicilina.

Ademas de las tres proteinas de la ruta biosintética de penicilina, existen algunas
enzimas implicadas en el metabolismo primario que son necesarias para la formacion de la
penicilina. Tres de las mas importantes son la fosfopanteteinil transferasa (PTTasa), la

fenilacetil-CoA ligasa (PCL) y la disulfuro reductasa.

La ACVS es sintetizada como una apoproteina inactiva, cuya activacion se logra

mediante la adicién de 4’-fosfopanteteina a través de la PPTasa.

Esta clase de enzimas son las responsables de la modificacién postraduccional de
enzimas implicadas en la biosintesis de acidos grasos, policétidos y péptidos no ribosémicos.
Por lo tanto, la enzima PTTasa es necesaria para la biosintesis de penicilina tanto en A.
nidulans (Lambalot y col., 1996; Keszenman-Pereyra y col., 2003; Marquez-Fernandez y col.,
2007), como en P. chrysogenum (Garcia-Estrada y col., 2008b). Ademas de activar a la enzima
ACVS, la PTTasa activa también en el citosol a la enzima a-aminoadipato reductasa que
convierte el a-aminoadipato en a-aminoadipato semialdehido en la ruta biosintética de la lisina

en hongos (Casqueiro y col., 1998; Ehmann y col., 1999; Guo y col., 2001).

Para que se lleve a cabo la reaccién de sustitucion catalizada por la IAT, los acidos
fenilacético (AFA) o fenoxiacético (POA) que van a actuar como precursores de la cadena
lateral, tienen que estar activados en sus correspondientes tioésteres. TeGricamente, esta
activacion la puede realizar una enzima de actividad acil-CoA sintetasa (ACS) o de actividad
PCL. En 1997, se identific6 una enzima PCL que contenia una sefial PTS1 (SKI) de
localizacién en peroxisomas (Gledhill y col., 1997). Afios mas tarde, se consiguio clonar el gen
phl que codificaba esta enzima PCL, y se comprobd su actividad PCL y su implicacion de forma
directa en la ruta biosintética de penicilina (Lamas-Maceiras y col., 2006). También se encontro
gue no era la Unica enzima que presentaba esta actividad en el microorganismo, ya que
aungue su inactivacion suponia una notable reduccion, no blogueaba completamente la

biosintesis de penicilina (Lamas-Maceiras y col., 2006).
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De hecho, también se ha clonado en P. chrysogenum un segundo gen implicado en la
activacion del acido fenilacético, el gen phiB, el cual codifica una proteina que posee actividad
PCL y una sefial de localizacion peroxisomal en su extremo carboxilo terminal (Wang y col.,
2007). Sin embargo, un reciente estudio de Koetsier y colaboradores (2010) ha puesto en
evidencia que este gen (también denominado aclA) no interviene en la activacién del acido
fenilacético y por tanto, en la biosintesis de penicilina, tratandose de un gen que codifica una
acil-CoA ligasa de amplio espectro que activa acido adipico. La localizacion subcelular en
peroxisomas de la PCL es ventajosa ya que es la misma localizacion que posee la IAT.
Ademas, puesto que los acidos fenilacético y fenoxiacético muy probablemente difunden a
través de la membrana peroxisomal, su activaciébn proporciona un método muy Uutil para
acumularlos en este microcuerpo en concentraciones mas altas que en el citosol sin ejercer
efectos toxicos. Una vez que el tripéptido ACV se sintetiza en la célula tiende a formar el
dimero bis-ACV, lo cual le impide continuar la ruta biosintética puesto que la IPNS s6lo admite
como sustrato la ACV monomérica. Mas aun, el bis-ACV inhibe la actividad de la ACVS
(Theilgaard y col., 1997). La reincorporacién del bis-ACV a la biosintesis de penicilina es
posible por la accién de un sistema tiorredoxina disulfuro reductasa (TrxAB) dependiente de
NADPH. Este sistema esta presente en el citosol y ha sido caracterizado en P. chrysogenum a

nivel genético y proteico (Cohen y col., 1994).

2.5. Importancia de la compartimentalizacion de la biosintesis de

penicilina.

La organizacion subcelular de la biosintesis de penicilina en diferentes compartimentos
permite la regulaciéon y la optimizacion de los procesos implicados. El elevado rendimiento de la
produccién de penicilina en las cepas industriales supone un elevado gasto de precursores y
cofactores tales como CoA, ATP y NADPH (Hersbach y col.,, 1984; Nielsen, 1995). La
compartimentalizacion facilita la canalizacion de los cofactores necesarios y de los precursores
procedentes del metabolismo primario (aminoacidos) hacia la ruta metabdlica especifica de la
biosintesis de penicilina, en lo que se conoce como control del flujo metabdlico por una barrera

fisica.
2.5.1. Importancia de los peroxisomas en laruta bi  osintética de penicilinas.

La razén exacta de porqué el dltimo paso de la ruta biosintética de penicilina se realiza

en el interior del peroxisoma no esta clara. Lo que si se conoce es que este hecho proporciona
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una serie de condiciones favorables que pueden explicar que ocurra de este modo. Por
ejemplo, crea un entorno especifico para las enzimas que actian en él. El pH 6ptimo de la IAT
y la PCL esta para ambas enzimas en un rango (pH 8,2) ligeramente alcalino (Alvarez y col.,
1993; Lamas-Maceiras y col., 2006).

El pH de los microcuerpos de P. chrysogenum se ha investigado con experimentos de
fluorescencia y se ha concluido que el pH es ligeramente alcalino (pH 7.0 — 7.5) (van der Lende
y col., 2002b), lo cual esta en concordancia con el pH optimo de las enzimas biosintéticas

mencionadas.

Otras posibles ventajas para la compartimentalizacion de algunos pasos enzimaticos
pueden ser las altas concentraciones de proteinas y sustratos que se encuentran en los
peroxisomas y que favorecen las reacciones que catalizan estas enzimas, la prevencién de la
pérdida de intermediarios de estas rutas por derivatizacion de los mismos a rutas laterales no

deseadas y la regulacion de la ruta biosintética.

La importancia de los peroxisomas en la biosintesis de penicilina fue evidente cuando se
demostré que la IAT estaba localizada en este organulo (Miiller y col., 1991). Tratando de
delimitar las implicaciones de esta localizacién, se realizaron unos experimentos en los que,
tras la eliminaciéon de la sefial de localizacion a peroxisomas, se observaba que la IAT
permanecia en el citosol interrumpiéndose en estas condiciones la produccion de penicilina,

pese a que la enzima se expresaba in vivo y se mostraba activa in vitro (Mller y col., 1992).

La explicacién mas factible a estos resultados es que la activacion del precursor por la
PCL tiene lugar en el interior peroxisomal y por tanto, al estar la IAT en el citosol, estos
precursores activados se encuentran fuera de su alcance. Otra explicacién que se planted en
su momento fue que la IAT no era capaz de desarrollar su actividad catalitica en el citosol. La
obtencion de un mutante de A. nidulans que carece de peroxisomas funcionales y que
mantiene la produccién de penicilina con las enzimas del peroxisoma localizadas en el citosol

(De Lucas y col., 1997) hace que esta posibilidad sea menos probable.

Ademas, estos resultados sugieren que los peroxisomas no son esenciales para la
produccién de la penicilina per se, pero que existe una correlacion positiva entre el rendimiento
de la produccidn de penicilina y el nimero de peroxisomas. La razén de esta correlacién no se
conoce, pero podria deberse a un incremento en la cantidad de enzimas de esta ruta

biosintética (Evers y col., 2004).
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Figura 1.16: Compartimentalizacion de la ruta biosintética de penicilina. Representacién
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esquematica mostrando los pasos enzimaticos y los organulos involucrados en la ruta
biosintética de penicilina. (1)ACV sintetasa. (2)IPN sintasa. (3)IPN aciltransferasa. (4)
fenilacetil-CoA (aryl-CoA) ligasa. PAA-CoA, (fenilacetil-CoA). aAA, (L-a-aminoadipico). Cys,
(L-cisteina). Val, (L-valina). PAA, (acido fenilacético (AFA)). PenG, (bencilpenicina).

En la Figura 1.16 se muestra un esquema de la localizacion de las enzimas de la ruta
biosintética de penicilinas y de los procesos de transporte necesarios para que se lleve a cabo.
Una evidencia clara de la importancia de estos microcuerpos en la biosintesis de penicilina ha
sido subrayada a través de la alteracion del nimero y forma de estos organulos como resultado
de la sobreexpresion de la proteina Pc-Pex11lp (una peroxina que esta involucrada en la
abundancia de peroxisomas). La sobreexpresion de esta proteina se traduce en un incremento
en la biosintesis de penicilina. Este efecto positivo viene a estar relacionado con un aumento
en el transporte de penicilina y/o de los precursores a través de los peroxisomas, (Kiel y col.,
2005), lo cual evidencia que el transporte a través de membrana en los organulos es muy

importante.
2.5.2. Importancia de otros organulos en la biosint  esis de penicilina.

Ademas de los peroxisomas, organulos como la mitocondria y las vacuolas son de cierta

importancia en la biosintesis de penicilina. La vacuola fangica esta implicada en una amplia
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variedad de procesos celulares (Klionsky y col., 1990), entre los que se encuentran el control

activo de la concentracion en el citosol de muchos y muy diferentes componentes.

La mayor parte de los aminoacidos libres basicos y neutros, y una parte sustancial de los
aminoacidos acidos, estan localizados en las vacuolas (Klionsky y col., 1990; Kubicek-Pranz y
Kubicek, 1991). Estudios acerca de los niveles de aminoacidos utilizados en la biosintesis de
penicilina en el citosol indicaban que existia una transferencia elevada desde las vacuolas
(Jaklitsch y col., 1986; Honlinger y Kubicek, 1989; Kubicek y col., 1990; Affenzeller y Kubicek,
1991; Lendenfeld y col., 1993). Ademas, el acido L-a-aminoadipico y la L-cisteina son toxicos a
concentraciones moderadas, siendo por tanto sus niveles citosélicos cuidadosamente
regulados a través de su almacenamiento en la vacuola (Klionsky y col., 1990; Kubicek-Pranz y
Kubicek, 1991). El transporte a través de la membrana de la vacuola tanto al interior como al
exterior, implica un sistema de antiporte de tipo H+-aminoé&cido, el cual esta presente en la

membrana vacuolar fungica (Klionsky y col., 1990; Harvey y Nelson, 1992).
2.5.3. Transporte a través de la membrana plasmatic  a.

La pared celular fungica estd compuesta por una capa de polimeros que rodean la
membrana plasmatica (Kuhn y col., 1989; Losel, 1989; Ruiz-Herrera, 1992; Sentandreu y col.,
1994; Sietsma y Wessels, 1994; Gooday, 1995a; van der Rest y col., 1995).

La pared celular puede ser atravesada libremente por solutos con un tamafio menor de
700 KDa, aunque este limite podria ser mucho mayor (de Nobel, 1991; de Nobel y Barnett,
1991). La membrana plasmatica forma la barrera principal entre el medio y el citosol (Kuhn y
col., 1989; Gooday, 1995b; van der Rest y col., 1995).

El mayor componente lipidico de la membrana plasmatica fungica son los
glicerofosfolipidos, los cuales se encuentran combinados con una cantidad de esteroles que es
caracteristicamente alta en hongos y que compactan el empaquetamiento lipidico, y también
con pequefias cantidades de esfingolipidos glicolipidos (van den Bossche, 1989; Losel, 1989;
Hillenga y col., 1994; Gooday, 1995b; van der Rest y col., 1995).

El transporte a través de la membrana plasmatica fangica puede ocurrir por difusién
pasiva (principalmente para los compuestos relativamente hidrofébicos) o por un transporte
mediado por proteinas. Las fuerzas conductoras para el transporte activo en hongos son tanto

gradientes electroquimicos (transporte secundario) como hidrélisis de ATP (transporte primario)
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(van der Rest y col., 1995; Kramer, 1996). Por tanto, una caracteristica importante que afecta al

transporte es el pH del citosol.

En P. chrysogenum, el pH intracelular se mantiene aproximadamente entre 7.0-7.2
(Henriksen, 1996). En A. nidulans, se midi6 el pH interno creciendo el hongo a diferentes pHs
del medio de cultivo, entre 3.5 y 8.0. Se observd que el pH intracelular permanecia entre los
valores 5.7-6.6, ilustrando la gran estabilidad del pH interno (Caddick y col., 1986). Por otro
lado, se sabe que la biosintesis de penicilina se encuentra regulada transcripcionalmente por el
pH externo (Chu y col., 1997; Brakhage, 1997; 1998).

2.5.4. Transporte de precursores: aminodcidos y aci  do fenilacético.

Los hongos filamentosos pueden sintetizar cualquier aminoécido, pero también son
capaces de incorporarlos del medio de cultivo al interior celular para usarlos como fuente de
nitrégeno y de carbono o como unidades estructurales para la sintesis de proteinas y péptidos

(Horak, 1986), estando implicadas en este proceso permeasas activas de aminoacidos.

La mayoria de las permeasas flngicas de aminoacidos muestran similitudes muy
significativas en la secuencia y forman una Unica familia conocida como AAP (permeasas de
aminoacidos) (Andre, 1995), que pertenece a la superfamilia de proteinas APC
(aminoacidos/poliaminas/organocationes) (Jack y col., 2000). Las permeasas tienen una
estructura comun con 12 posibles segmentos a-hélice transmembrana y regiones hidrofilicas
en los extremos carboxilo y amino terminal localizadas en el citoplasma (Horak y Wolf, 1997;
Regenberg y col., 1999). La incorporacion de aminoacidos transcurre a través de un transporte
secundario, mediante un gradiente electroquimico de protones como fuerza conductora que
permite dicha incorporacion contra el gradiente de concentracion (Seaston y col., 1973; Andre,
1995; Jack y col., 2000).

En P. chrysogenum, se han clonado y caracterizado tres permeasas de aminoacidos
(Trip y col., 2002) y se han determinado y clasificado otras actividades en base a ensayos de
competiciébn y transporte. Se han publicado hasta el momento nueve sistemas de
transportadores de aminoéacidos: sistema | para la L-metionina (Benko y col., 1967), sistema Il
para la L-cisteina (Skye y Segel, 1970), sistema lll para todos los aminoacidos (Benko y col.,
1969; Hunter y Segel, 1971), sistema IV para aminoacidos acidos; sistema V para la L-prolina;
sistema VI para L-lisina y L-arginina, sistema VIl para L-arginina, sistema VIIl para L-lisina y

sistema IX para L-cisteina (Hunter y Segel, 1971).
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La incorporacion del aminoacido acido a-aminoadipico podria ser realizada mediante
ambos sistemas, el sistema de transporte de amino&cidos &cidos (Hunter y Segel, 1971) y un
sistema de transporte de aminoacidos general (Horak, 1986). Estudios mas recientes muestran
gue la permeasa general de aminoacidos es la principal ruta para la incorporacion a la célula

de este aminoacido (Evers y col., 2004).

Los acidos fenilacético y fenoxiacético son acidos débiles que entran rapidamente en las
células de P. chrysogenum mediante difusion pasiva y se distribuyen a lo largo de la membrana
de acuerdo con el gradiente transmembrana de pH (Eriksen y col., 1995; Hillenga y col., 1995).
Este hecho, actualmente aceptado, fue durante un tiempo objeto de discusion pues otros
autores habian postulado un transporte activo para la adquisicion del AFA desde el medio de
cultivo (Fernandez-Cafién y col., 1989a; b; Martinez-Blanco y col., 1989). Las principales
diferencias en estos estudios se encontraban en las concentraciones empleadas de AFA y en
el tipo de cepas (de bajo y alto rendimiento). Un andlisis pormenorizado de estas variables
condujo de nuevo a la misma conclusiéon, que durante la biosintesis de penicilinas se
consumen grandes concentraciones de AFA o POA que entran en la célula utilizando como

ruta dominante la difusién pasiva (Eriksen y col., 1998).

Por otro lado, este tipo de transporte supone que a concentraciones muy elevadas de
AFA en el medio, se produciria una difusion masiva de este acido hacia el interior celular, lo
gue conduciria a un colapso del gradiente electroquimico (Henriksen, 1996). Esto podria
explicar en parte el efecto toxico de estas moléculas cuando estan presentes en elevadas

concentraciones o en un medio de pH bajo (Barrios-Gonzalez y col., 1993; Henriksen, 1996).
2.5.5. Transporte de intermediarios.

El hongo P. chrysogenum secreta al medio de cultivo los tres intermediarios de la ruta
biosintética de penicilina ademas del producto final de la misma, la bencilpenicilina, cuando se
utiliza acido fenilacético como precursor de la cadena lateral. Se han encontrado en dichos
caldos tanto el tripéptido ACV (Adriaens y col., 1975; Lépez-Nieto y col., 1985), como la IPN y
el 6-APA (Demain, 1983). En todos estos casos no esta claro si la secreciéon de intermediarios
se debe a un sobreflujo de la ruta biosintética en las cepas de alta produccién o si es un

proceso natural con un significado ecoldgico.

Las cantidades de los intermediarios que se secretan al medio durante las

fermentaciones son diferentes. Mientras que el ACV se va acumulando en el caldo de cultivo,
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llegando a ser una tercera parte de la concentracidn intracelular, las concentraciones de IPN
extracelulares permanecen bajas y mas o0 menos constantes durante toda la fermentacion

(Jgrgensen y col., 1995).

Aungue no hay evidencia experimental de ello, se ha propuesto que el ACV podria ser
transportado fuera de la célula por el sistema de exportacién del glutation (GSH) (Meister y
Anderson, 1983; Schwartz y col.,, 1988; del Carmen Mateos y Sanchez, 1990), el cual se
pareceria al sistema glutation S-conjugado (GSX) dependiente de ATP que se ha localizado en
la membrana plasmatica de eucariotas superiores (Deeley y Cole, 1997; Rea y col., 1998). Una
vez que el tripéptido ACV es transportado al exterior celular no es importado de nuevo hacia el

interior, ni en forma dimérica, ni monomérica (Garcia-Estrada y col., 2007).

La IPN es el siguiente intermediario de la ruta biosintética de penicilina y al igual que el
tripéptido ACV, se sintetiza en el citosol celular y también se secreta parcialmente al caldo de
cultivo. Mediante estudios de transporte realizados utilizando una cepa mutante que carece del
cluster de genes de biosintesis de penicilina (P. chrysogenum npel0 pygG), transformada con
un pldsmido que contiene en gen penDE, se ha observado que la IPN atraviesa con dificultad la
membrana plasmatica. No ocurre lo mismo con el paso a través de la membrana peroxisomal
desde el citosol ya que en este caso probablemente éste sea muy efectivo (Garcia-Estrada y
col., 2007).

El 6-APA es el ultimo intermediario de la ruta biosintética de penicilina antes de formarse
bencilpenicilina cuando se afiade &cido fenilacético como precursor de la cadena lateral. El 6-
APA, es un compuesto mas hidrofébico que los anteriores ya que posee un grupo carboxilo
menos. Esto, unido a su menor tamafio, hace mas factible su transporte por difusion pasiva a
través de las membranas. Estudios realizados de conversion de 6-APA en bencilpenicilina
utilizando el mismo microorganismo mutante que en el caso de la IPN se ha podido apreciar
que el 6-APA es transportado al interior celular mediante un transporte por difusién que
depende de la concentracion extracelular (Garcia-Estrada y col., 2007). Hasta el momento, no
se ha identificado ningln transportador que pueda estar implicado en el transporte de los

compuestos intermediarios de la ruta al exterior celular.
2.5.6. Transporte de penicilina.

Las penicilinas aromaticas producidas por P. chrysogenum son compuestos anfipaticos,

moderadamente hidrofébicos y cargados negativamente al pH normal del citosol (Kirschbaum,
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1986). Estas caracteristicas hacen posible su secrecién al exterior celular por difusién a través

de las membranas peroxisomal y plasmatica.

Aparte de estas indicaciones, no se conoce mucho mas acerca del mecanismo por el
gue los antibiéticos B-lactdmicos son secretados al medio por las células de los hongos

productores (Martin y col., 2010).

Existen varias razones que apuntan a un sistema de transporte activo, primario o
secundario, como el mas probable para la secrecion de penicilinas a través de la membrana
plasmética. En primer lugar, factores fisicos relacionados con las caracteristicas de la
membrana plasmatica, como el apretado empaquetamiento de su capa lipidica debido al alto
contenido en ergosterol y diferentes factores superficiales y electroguimicos, que
probablemente son suficientes para inhibir drasticamente la difusion pasiva de penicilinas
(Hillenga y col., 1994). En segundo lugar, la difusién pasiva no puede explicar una distribucion
de penicilinas y con concentraciones més altas fuera que dentro de la célula (van de Kamp y
col., 1999).

Tampoco se puede excluir una tercera opcion, situada entre la difusion pasiva y el
transporte activo, que es el transporte vesicular (Luengo y col., 1986a; Kurylowicz y col., 1987,
Kurzatkowski y Kurylowicz, 1991; Miiller, 1991; Martin y col., 2010). Este tipo de transporte esta
implicado, por ejemplo, en la sintesis de la pared celular, en la secrecion de feromonas, en la
liberacion de neurotransmisores y en el transporte y secrecién de acidos biliares en los
organismos eucariotas. El hecho de que la penicilina sea sintetizada en el interior de
microcuerpos, otorga posibilidades a este tipo de transporte mediado por vesiculas, de modo
gue la bencilpenicilina ademas sea transportada desde el peroxisoma hasta la membrana
citoplasmatica sin encontrarse libre por el citosol. Aunque por otro lado, el flujo de
bencilpenicilina a través del citosol podria servir para explicar en parte la formacion de 6-APA

atribuyéndola a una actividad acilasa citosolica (Nielsen, 1995).

Con respecto al transporte activo, hasta el momento no se ha identificado ningin
transportador de penicilina en P. chrysogenum. Las investigaciones en la busqueda de
transportadores ha tenido algun resultado en A. nidulans donde se ha encontrado un
transportador de tipo ABC codificado por el gen atrD que esta implicado, de algin modo, en la

secrecion de penicilina (Andrade y col., 2000).
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En A. chrysogenum, se han localizado dos proteinas pertenecientes a la familia de
transportadores MFS que tienen caracteristicas de antiporter droga/H+, denominadas CefT y
CefT3. La inactivacion del gen cefT mostrd que este gen no era esencial para la biosintesis de
cefalosporinas, pero su sobreexpresion aumentaba la produccion de cefalosporinas un 100 %
(Ulldn y col., 2002b). Estos datos sugerian que debia de haber otros transportadores de
cefalosporinas en A. chrysogenum. Por ello, dada su alta similitud con CefT, se propuso esta
actividad también para la proteina CefT3. En otros clusters de genes de biosintesis de
metabolitos secundarios estan presentes también dos genes que codifican transportadores
similares a CefT y CefT3 (por ejemplo, en los clusters de actinorrodina y HC-toxina), pudiendo
ser esta duplicacién un mecanismo para asegurar una secrecion apropiada de los metabolitos
toxicos internos (Martin y col., 2005). El papel de la proteina CefT en el transporte de
compuestos B-lactamicos hidrofilicos que contienen &cido a-aminoadipico como cadena lateral
ha sido demostrado recientemente (Ullan y col., 2008). La implicacién de las proteinas CefT y
CefT3 en la secrecién de cefalosporinas parece clara aunque no se puede excluir por el
momento la posibilidad de que estas proteinas CefT sean sensores de sefiales extracelulares y
gue formen parte de una cascada de sefales de transduccion que estimule la biosintesis de

cefalosporinas (Martin y col., 2005).

La mayor capacidad para la produccién de antibiéticos de P. chrysogenum con respecto
a A. chrysogenum, unido al mayor coste que supone las fermentaciones de A. chrysogenum,
ha motivado que se hayan realizado numerosos esfuerzos para producir antibiéticos con anillo
cefalosporanico en P. chrysogenum (Skatrud, 1992; Diez y col., 1997; Nielsen, 1998). Para ello,
se han obtenido diferentes cepas transformando P. chrysogenum con una amplia variedad de
combinaciones de genes biosintéticos de antibidticos cefalosporanicos procedentes de los

microorganismos productores de dichos antibiéticos (Cantwell y col., 1992; Ullan y col., 2007).

En el andlisis de los caldos de fermentacion de estas cepas se han encontrado los
intermediarios de las rutas biosintéticas de los antibiéticos cefalosporanicos que corresponden
a los genes introducidos en cada una de las cepas. También se hall6 una amplia variedad de
compuestos derivados de 7-ACA y 7-ADCA, ambos de gran importancia industrial. Pero, sin
embargo, no se detecté CPC en los caldos de cultivo de ninguna de las cepas. La presencia de
los compuestos intermediarios detectados en los caldos de fermentacion implica que son
secretados por P. chrysogenum al medio. En cambio, parece que P. chrysogenum no es capaz
de secretar CPC al medio de cultivo.
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La transformacién de hongos filamentosos no productores de penicilina como N. crassa y
A. niger con el cluster biosintético de penicilina, les capacita para la produccion y secrecion de
penicilinas (Smith y col., 1990a). Del mismo modo, cuando A. chrysogenum se transformd con
el gen penDE de P. chrysogenum se observé produccion de bencilpenicilina (Gutiérrez y col.,
1991b).

Aunque la produccion de penicilina de todos los transformantes obtenidos en estos
estudios es baja, indica que los constituyentes principales para la produccién y secreciéon de
penicilina son enddgenos en la mayoria de los hongos filamentosos. Esta hipétesis se ha
ampliado postuldndose ademas que durante una evolucién posterior, P. chrysogenum y A.
chrysogenum desarrollaron enzimas especializadas mas efectivas para la producciéon y
secrecion de penicilinas y cefalosporinas respectivamente. Esta hipétesis no esta clara
actualmente, pero hechos como la mayor produccién de penicilina por parte de P. chrysogenum
con respecto a otros hongos productores, la produccion de penicilinas por hongos no
productores de las mismas como A. chrysogenum, A. niger o N. crassa introduciéndoles los
genes necesarios, y la nula capacidad de P. chrysogenum para secretar CPC al medio,

parecen apoyarla.
2.5.7. Transporte a través de la membrana peroxisom  al.

Los peroxisomas se han estudiado en varios hongos filamentosos como A. nidulans
(Valenciano y col., 1996; 1998; De Lucas y col., 1997), A. niger (van Dijken y Veenhuis, 1980;
Schilling y Lerch, 1995), N. crassa (Wanner y Theimer, 1982; Kionka y Kunau, 1985; Thieringer
y Kunau, 1991a,b; de Zoysa y Connerton, 1994) y Podospora anserina (Berteaux-Lecellier y
col., 1995). El microcuerpo de P. chrysogenum es un compartimento pequefio de membrana
sencilla con un didametro de 200-800 nm por lo que es de esperar que el flujo a través de este
organulo sea alto.

Aunque se han aislado microcuerpos de P. chrysogenum, la contaminacién con otros
organulos ha impedido su completa caracterizacion (Miller y col., 1995). Los peroxisomas
estan implicados en diferentes rutas metabodlicas que varian segun los distintos organismos. En
hongos, el Unico lugar en el que se lleva a cabo la B-oxidacién de acidos grasos es en los
peroxisomas. Ademas, estos organulos estan implicados en otras funciones como la biosintesis

de penicilina y el desarrollo sexual.
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Durante mucho tiempo se pensé que los peroxisomas eran permeables a moléculas
pequefias debido a la presencia de porinas en sus membranas. Pero estudios posteriores
realizados in vivo, mostraron que estas membranas constituian una barrera efectiva siendo
impermeable a los protones (lo que permite la existencia de diferente pH entre la matriz
peroxisomal y el citosol), y a otros pequefios solutos como NADPH, acetil-CoA y acidos grasos
activados, para los cuales eran necesarios transportadores especializados (Singh y col., 1992;
Tabak y col., 1995; van Roermund y col., 1995; Hettema y col., 1996). De todos modos, debido
al bajo contenido en esterol de la membrana peroxisomal, se ha sugerido que es mas

permeable que la membrana plasmatica (Sulter y col., 1993; Zinser y Daum, 1995).

No existen datos disponibles de la permeabilidad de la membrana peroxisomal para el
AFA, POA, CoAy ATP, sustratos de la PCL, o para el AFA-CoA, POA-CoA e IPN, sustratos de
la IAT, ni tampoco para los productos de la reaccion catalizada por la IAT, la bencilpenicilina y

el acido L-a-aminoadipico.

En vista de las propiedades de permeabilidad del AFA y POA (Hillenga y col., 1995), es
probable que tanto el AFA como el POA difundan libremente a través de la membrana del
microcuerpo. Del mismo modo, basandose en las propiedades hidrofilicas y de peso molecular
de la IPN y del acido L-a-aminoadipico, es de esperar que se necesiten transportadores

especificos para estos compuestos.

En cuanto a las penicilinas hidrofébicas formadas, podrian liberarse del microcuerpo
tanto por difusion como por transporte activo. Pero esto hasta el momento son suposiciones, ya
gue no existe ninguna evidencia experimental de la implicacién de transportadores activos en el
transporte de IPN, AFA, &cido L- a-aminoadipico o penicilinas hidrofébicas a través de la

membrana peroxisomal.
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Materiales y Métodos

MATERIALES

1. Instrumental.

El instrumental que se emple6 para la realizacion de los experimentos presentados en

esta memoria fue suministrado por las siguientes casas comerciales:
Agitador de Placas -Promax 1020.

Agitador Vortex-Heidolph-Reax  2000.

Analyzer MALDI-TOF/TOF (4800 Proteomics). Espectrémetro de masas.

GE Healthcare Bio-Sciences Corporation (Piscataway, NJ, EE.UU.), (antiguamente
Amersham Pharmacia Biotech): Filtros de nailon Hybond y peliculas de autorradiografia del tipo
Hyperfilm-MP. Transiluminador de Iluz ultravioleta modelo LKB-Macro Vue. Equipo de
cromatografia compuesto de detector de luz ultravioleta modelo LKB-Uvicord Sll, bomba

peristaltica modelo LKB-pump P-1y colector GradiFrac.
Beckman Instruments Inc.  (Palo alto, CA, EE.UU.): Centrifuga refrigerada modelo GS-15R.

BioRad Laboratories (Richmond, CA, EE.UU.): Cubetas de electroforesis para ADN y ARN
(equipos SubCell).

Braum-Biostat B5 L . Fermentador de 5 litros de capacidad.
Braum-Biostat B 15 L . Fermentador de 15 litros de capacidad.
Buchi-R-114 Rotavapor concentrador.

Buchi Labortechnik AG  (Flawil, Suiza): Bombas de vacio modelo B-169.
Cabina de Extraccion de gases -FAGV-80.

Cabina de flujo laminar vertical -Flu 80.

Camag (Muttenz, Suiza): Cubetas de desarrollo cromatografico.
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Camara de Neubauer . Esta camara se utilizdé para conteo celular siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Canon Inc. (Japon): Camara digital EOS 10D Reflex.
Colector de fracciones -Pharmacia-Gradifrac.
Colector de fracciones -Bio-Rad-2110.

Eppendorf (Hamburgo, Alemania): Microcentrifugas de los modelos 5415C y 5417C y
refrigerada modelo 5415R. Agitador Thermomixer del modelo 5432.

ImageScanner Il (GE 175 Healthcare). Escaner empleado para los geles de electroforesis.
Ettan Dalt Six (GE Healthcare). Equipo de electroforesis geles de poliacrilamida.
Gallenkamp (Leicester, Reino Unido): Incubadores orbitales modelo IMR 250.

Gilson Medical Electronics Inc.  (Middletown, WI, EE.UU.): pipetas automéaticas de los tipos
P2, P20, P200, P1000 y P5000.

Hitachi Instruments, Inc  (Tokio, Japén): Espectrofotdmetro modelo U-2001.
Maissa (Barcelona, Espafa): Filtros de poliamida Nytal.

Merck (Darmstad, Alemania): pulverizador.

Merck-HIR 10M Horno de hibridacion.

Microflow -Cabina de flujo laminar horizontal.

Microscopio Confocal RADIANCE 2000 (BIORAD).

Microscopio Electrénico de Barrido  JEOL 6100.

Millipore Corp. (Bedford, MA, EE.UU.): Membranas de filtracién, unidades de ultrafiltracién
Ultra free y membranas de PVDF de electrotransferencia (Immobilon-R). Equipo de filtracidn de
agua MilliRo y MilliQ.

Misonix Inc . (Narmingdale, NJ, EE.UU.): Sonicador del modelo Sonicator-XL.
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Moulinex (Barcelona, Espafia): Microondas M41.
New Brunswick Scientific  (Edison, NJ, EE.UU.): Incubador orbital modelo Innova 4230.

Olympus Corporation  (Shibuya-ku, Japon): Sistema de Microscopio modelo BX60 de
contraste de fases, campo brillante de luz transmitida, contraste de interferencias diferenciales
Nomarski de luz reflejada y luz fluorescente reflejada. Sistema automatico para fotomicrografia
PM20.

Packard Instrument Comp. (Meriden, EE.UU.): Aparato de autorradiografia electrénica

InstantimagerTM.

Perkin Elmer (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, EE.UU.): termociclador
GeneAmp 2400.

Q-BlOgene (Irvine, CA, EE.UU.): Instrumento Fast-Prep FP 120, Bio 101.
Sanyo-ultra 10 W-Armario congelador -80 °C.
Sartorius GmbH (Weinheim, Alemania): Balanzas de precision, modelos 2442 y 1216MP.

Savant Instruments Inc. (Hicksville, NY, EE.UU.): Centrifuga de vacio modelo SVC-100H.
Speedvac SC-110.

Selecta (Barcelona, Espafia): Autoclave del modelo Autester-E, bafios termostatizados del
modelo 320 OR, estufas de incubacion de los modelos 207, 207-A y 237, estufa del modelo

372-A para el secado de vidrio y horno de vacio del modelo Vacio-Term 571.
Sorvall (Newtown, CO, EE.UU.): Centrifugas refrigeradas, modelo RC-5B.

Spectrum Medical Industries Inc. (LA, CA, EE.UU.): Transiluminador de luz UV Spectroline
TR-302.

Stratagene (La jolla, CA, EE.UU.): Fijador de ADN/ARN UV Stratalinker72400.
VirTis (Gardiner, NY, EE.UU.): Liofilizador modelo Bench Top3.

Whatman Laboratory Products Inc.  (Clifton, NJ, EE.UU.): Papel SMM.
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Whatman Biometra7rGmbH  (Goettingen, Alemania): Termociclador con gradiente de

temperatura TGradient.

WTW (Alemania): pHmetro del modelo Sentix 41.

1.1. Equipos de cromatografia liquida de alta resol  ucion (HPLC).
Los equipos de cromatografia liquida que se emplearon fueron:

* Equipo analitico Waters compuesto por una bomba binaria modelo Waters 1525 y un
detector dual modelo Waters 2487. El sistema de inyeccién fue automatico. El Software

para el equipo Waters fue el Millenium32 Versiéon 3.05.01.
« Equipo analitico Agilent 1100.

« Equipo HPLC-masas: Waters Alliance 2695 conectado a un detector de masas Waters

Micromass LCT. El programa de asignacion de masas empleado fue el Masslynx 3.5.

2. Productos y reactivos.

2.1. Productos para cromatografia.

2.1.1. Reactivos y solventes para cromatografia.

El agua empleada para todos los desarrollos cromatograficos realizados fue agua
ultrapura (milliQ) obtenida mediante el sistema de purificacién de agua Millipore, modelo MilliQ-
Plus. Los solventes organicos, acetonitrilo y metanol, eran de calidad HPLC y fueron adquiridos

a las casas comerciales Merck y Sigma-Aldrich Chemical Co.

Los reactivos utilizados para la preparacion de las soluciones acuosas, sales y acidos,

fueron de una pureza mayor del 99 % (Sigma-Aldrich Chemical Co.).
2.1.2. Resinas cromatograficas

El carbdn activo en polvo (Panreac Quimica), las resinas de intercambio i6nico Dowex®
50WX8-400 (Sigma-Aldrich Chemical Co.) y 1WX8-400 (Sigma-Aldrich Chemical Co.), la resina

hidrofébica Phenyl sepharose 6 fast flow (Pharmacia Biotech) y la resina de gel filtracién
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Sephadex G10 (GE Healthcare) fueron empaquetadas en las columnas correspondientes

siguiendo las indicaciones de las casas comerciales.

2.1.3. Columnas.

2.1.3.1. Columnas para cromatografia.

Las columnas empleadas en el desarrollo de cromatografias de baja presiéon fueron:
glass Econo-column ® (5 x 30 cm) y glass Econo-column ® (1.5 x 170 cm) de BioRad y la

columna modelo XK-50 de GE Healthcare.
2.1.3.2. Columnas para cromatografia liquida de alt  a resolucion (HPLC).

Las columnas utilizadas en los andlisis de HPLC fueron: columna analitica LiChrospher
® 100 RP-18 de 5 ym de tamafio de poro y dimensiones 250 x 4 mm protegida por un guarda
columna (Merck) y columna analitica Tecnokroma C-18 de 3 um de tamafio de poro y

dimensiones 150 x 4,6 mm (Sea Mediterranea).
2.2. Reactivos quimicos de uso general.

Los reactivos empleados para la realizacion de los experimentos presentados en esta
memoria han sido adquiridos a las siguientes casas comerciales: Ambion Inc. (Austin, TX,
EE.UU.), Apothecon (Princeton, NJ, EE.UU.), Appligene Oncor (Francia), BDH Chemicals
(Poole, Reino Unido), BioRad Laboratories (Richmond, CA, EE.UU.), Carlo Erba (Milan, Italia),
Cayla (Toulouse, Francia), Difco Laboratories Inc. (Detroit, MI, EE.UU.), Fluka Chemika-
Biochemika (Buchs, Suiza), GE Healthcare Bio-Sciences Corporation (Piscataway, NJ,
EE.UU.), Genosys Biotechnologies Inc. (TX, EE.UU.), Gibco BRL (Eggenstein, Alemania), ICN
Biomedicals Inc. (Irvine, CA, EE.UU.), Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, EE.UU.),
Laboratorio Reig Jofré, SA (Espafia), MBI Fermentas (Vilnius, Lituania), Merck (Darmstad,
Alemania), Millipore (Billerica, EE.UU.), New England Biolabs Inc. (Beverly, MA, EE.UU.), Oxoid
Ltd. (Hampshire, Reino Unido), Panreac (Barcelona, Espafia), Probus (Badalona, Espafa),
Prolabo (FontenayBois, Francia), Promega Corporation (Madison, WI, EE.UU.), Pronadisa
(Madrid, Espafia), QIAGEN (Hilden, Alemania), Roche Diagnostics Corporation (Indianapolis,
IN, EE.UU.), Schleicher & Schuell (Alemania), Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO,
EE.UU.), Stratagene (La Jolla, CA, EE.UU.), Takara Bio Inc. (Shiga, Japén), USB™ (Cleveland,
OH, EE.UU.), Whatman7 (Reino Unido).
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2.3. Reactivos especificos para biologia molecular.
2.3.1. Acidos nucleicos.

El ADN del bacteriéfago lambda (empleado como marcador de peso molecular en los
geles de electroforesis de ADN tras su digestién con las endonucleasas de restriccion Hindlll o

Pstl), fue adquirido a la casa comercial MBI Fermentas.

- ADN del bacteriéfago lambda digerido con Hindlll: 23130; 9416; 6557; 4361; 2322; 2027; 564;
125 pb.

- ADN del bacteriéfago lambda digerido con Pstl: 11509; 5080; 4649; 4505; 2840; 2577; 2454;
2443; 2140; 1980; 1700; 805; 516; 467; 448; 339; 265; 247; 210 pb.

El marcador de peso molecular de 1 Kb para ADN, de Roche, proporciona fragmentos
de: 75, 134, 154, 201, 220, 298, 344, 396, 506, 517, 1018, 1636, 2036, 3054, 4072, 5090,
6108, 7126, 8144, 9162, 10180, 11198, 12216 pb.

El marcador de peso molecular para ARN utilizado fue el RNA Millennium Size Markers,
de Ambion Inc. Es un marcador comercial de excelente calidad con bandas de 0.5-1.0-1.5-2.0-
2.5-3.0-4.0-5.0-6.0 y 9.0 Kpb.

El ADN de esperma de salmon tipo Il se obtuvo de la compafia Sigma-Aldrich, Inc.

Los oligonucledtidos sintéticos utilizados en este trabajo fueron adquiridos a Sigma-
Genosys. Cuando se necesitd afadir secuencias de corte para enzimas de restriccion, se
siguieron las recomendaciones presentes en el catdlogo comercial de Biolabs. En la Tabla 2.1

se detalla la secuencia de los mismos.
2.3.2. Reactivos marcados con isétopos radiactivos.

El reactivo quimico con is6topo radiactivo en su estructura utilizado en este trabajo, [a-
32P] dCTP (3000 Ci/mmol) fue adquirido a Amersham International. Este nucleétido tri-fosfato
fue empleado para el marcaje radiactivo de moléculas de ARN mediante el sistema de

desplazamiento de mella (nick translation).

64



Materiales y Métodos

B-actina-Upper CTGGCCGTGATCTGACCGACTAC

B-actina-Lower GGGGGGAGCGATGATCTTGACCT
TH10-R AGGCCTTCACTTCCATCGTCCGATATAC
TH10-F CCATGGTCATCGATGTGGACAGTGC
pcbC-R

CCATGCCATGGCGAAGAGAAGTGGGACCTC G

pcbC-F CCATGCCAATGGACACGTCCTCATGCCATT CG
penDE-R AAAAGGCCTTCAAAGCCTGGCGTTGAGCGC
penDE-F CATGCCATGGTTCACATCCTCTGTCAAGG
pacC-R GTCCGCATGAGTCTTGACAT
pacC-F GTCCGCATGAGTCTTGACAT
laeA-5 GATCGCCGATATCAGATCTATGTCTTACCG AG
laeA-6 GTAGAAGAATTCAGGCCTTTATTCCTCGAC

Tabla 2.1: Oligonucleédtidos utilizados en este trabajo. Se indica el nombre y la secuencia
(5" a3").

2.3.3. Antibidticos.

La bencilpenicilina potasica se obtuvo de lotes procedentes de la planta industrial de

Antibidticos (S.A.U.). Se almacend a 4 °C. Las disoluciones se prepararon en agua milliQ.
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2.3.4. Enzimas de restriccion, modificadoras de aci  dos nucleicos y otras.

Las enzimas de restriccion fueron suministradas por las casas comerciales New England

Biolabs Inc., GE-Healthcare, MBI Fermentas y Takara Bio Inc.

Las enzimas desoxirribonucleasa | (ADNasa |) y ribonucleasa A (ARNasa A), ambas de

pancreas bovino, fueron adquiridas a la compafiia Sigma-Aldrich, Inc.

La enzima Taq ADN polimerasa fue adquirida a Sigma-Aldrich, Inc. y a Promega, y la

enzima Platinum ® Pfx ADN polimerasa a Invitrogen.
2.3.5. Sistemas comerciales ( Kits).

Varios de los procesos descritos en este capitulo se realizaron mediante el uso de
sistemas comerciales (kits) que incluyen todos los componentes necesarios para las

reacciones. Los sistemas comerciales utilizados fueron los siguientes:

GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit.  Kit comercial para realizar la

extraccion de ADN de geles de agarosa.

Nick Translation Kit. Marcaje radiactivo de ADN por medio de la técnica de
desplazamiento de mellas (nick translation). Se obtiene una cantidad adecuada de sonda

marcada con una actividad especifica de 2 x 109 dpm/ug (GE Healthcare).

Wizard® DNA Clean-Up System. Sistema de minicolumnas y resina, adquirido a

Promega,

RNAeasyTM Plant Mini Kit. Kit de QIAGEN usado para la obtencion de ARN total de

hongos filamentosos a pequefa escala.

SuperscriptTM One-StepTM RT-PCR System (GibcoBRL). Utilizado para la realizaciéon

de reacciones de RT-PCR.
2.3.6. Vectores plasmidicos.

Los vectores plasmidicos utilizados durante el desarrollo de este trabajo fueron los

siguientes:
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pULJL33

Plasmido de 7,9 Kpb derivado del PBluescript “** (Barredo, 1990). Este vector tiene
clonado en el sitio de restriccién Sall, un fragmento de 5,0 Kpb que contiene los genes pcbC y
penDE de P. chrysogenum con sus respectivas regiones promotoras y la zona intergénica

presente entre ambos genes.

pZact

Plasmido de 3,71 Kpb derivado del pZErO™-2 (Bafiuelos, 1999). Este vector tiene
clonado en el sitio de restriccion Sacl, un fragmento de 420 pb correspondientes al gen de la #
actina de P. chrysogenum (Haas y col., 1997). Este fragmento fue empleado en los

experimentos de hibridacion.

3. Microorganismos utilizados.

3.1. Cepas fungicas.

. Penicillium chrysogenum NRRL-1951. Cepa silvestre aislada de un melén en Peoria
(llinois). (Raper, 1944).

. Penicillium chrysogenum  Wisconsin 54-1255. Cepa de baja produccion de penicilina
(800 pg/ml) cedida por el Dr. A.L. Demain del Instituto Tecnoldgico de Massachusetts (M.1.T.).

. Penicillium chrysogenum  Wisconsin 54-1255 npel0 . Cepa fangica no productora de
penicilina obtenida a partir de la cepa Wisconsin 54-1255 por mutacion con nitrosoguanidina.
Tiene deleccionado un fragmento de ADN de 56,8 Kb que contiene la agrupacion de genes
biosintéticos de penicilina. Obtenida por el Dr. S. Gutiérrez (Cantoral y col., 1993; Fierro y col.,
1995).

. Penicillium chrysogenum  pDELO (Kosalkova y col., 2000). Esta cepa deriva de la
npel0 pyrG™ (Cantoral y col., 1993; Fierro y col., 1995) que posee integrado en una sola copia
en el locus pyrG, el promotor del gen pcbAB fusionado en fase, a nivel del codén de inicio, al
gen lacZ de E. coli que codifica para una enzima 3-galactosidasa.

e« Candida utilis CETCT 1061. Cepa flngica utilizada para realizar estudios
comparativos de péptidos no relacionados con la biosintesis de penicilinas.

¢ Acremonium chrysogenum N-2. Mutante no productor obtenido por sucesivas

mutaciones de la cepa A. chrysogenum ATCC 14553, cedida por Industrias Quimicas Takeda,
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Osaka (Japon). Esta cepa no productora acumula durante la fermentacion de cefalosporina

varios tipos de péptidos intermediarios de la biosintesis de penicilinas y cefalosporinas.
3.2. Cepas bacterianas.

. Escherichia coli DH5a. Cepa utlizada para experimentos de transformacion y
amplificaciones de ADN plasmidico. Permite la obtencién de células competentes con alta
eficiencia de transformacién (hasta 1 x 10° transformantes / ug de ADN). Posee ademas una
deleccion en el gen lacZ que permite la seleccion por color de aquellas colonias transformadas
con un plasmido capaz de originar a-complementacién, como por ejemplo el pBluescript o el
pBC. (Hanahan, 1985). Genotipo: F, endAl, hsdR17 (r,, my), SUpE44, thi-1, A, recAl, gyrA96,
relAl, @80dlacZ A M15, @ (lacZYA-argF), deoR.

. Bacillus subtilis ATCC 6633. Este microorganismo que presenta una gran sensibilidad
a bajas concentraciones de penicilina y facilidad de cultivo y conservacion, ha sido utilizado
para la valoracion del antibiético formado en las distintas fermentaciones.

. Micrococcus luteus ATCC 9341. Cepa supersensible a la bencilpenicilina y sensible a
isopenicilina N.

4. Medios de cultivo.
4.1. Medios de cultivo para bacterias.

¢ Medio Luria-Bertani (LB)

Medio de mantenimiento y propagacion de E. coli (Miller, 1972).

Bacto-triptona............coceeii i 10g
Extracto de levadura..................co.oeenee. 59
NaCl.. . 10g
Agua destilada...................oeee. hasta 1 litro

pH 7.5 ajustado con NaOH.

Para medio sélido se afiade un 2 % (p/v) de agar.
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YED

Extracto de levadura........................... 10g
GlUCOSA....co i 10g
(NH)2SO00u. ..o 49
Agua destilada.......................... hasta 1 litro
pH 7.0

Medio 2 x TY

Medio empleado para el crecimiento de E. coli (Maniatis y col., 1982).

Bacto-triptona................ccoo i 20 g
Extracto de levadura............................. 20 g
Agua destilada........................... hasta 1 litro

pH 7.2 ajustado con KOH.

Medio SOB

Medio de cultivo utilizado para la preparacion de células competentes de E. coli
(Hanahan, 1983).

Bacto-triptona....................oc 20g
Extracto de levadura............................... 5¢
NaCL....c 05¢
Agua destilada........................... hasta 1 litro

pH 7.5 ajustado con KOH.
Antes de su utilizacion se afiaden 20 ml de una solucién estéril de MgSO,4 1 M.

Medio TSB

Medio utilizado para el crecimiento y mantenimiento de B. subtilis ATCC 6633 y M. luteus
ATCC 9341.
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Peptona de caseina........................... 16 g
Peptonade soja............cccocoovviiiiiannn. 39
GluCOSA. ... 25¢g
NaCL ... 649
KoHP Oy .o 25
Agua destilada......................... hasta 1 litro
pH 7.0

Para su uso como medio base en la realizacién de bioensayos se afiaden 10 g de agar por litro
(TSA 1 %).

» Medio para Bacillus cereus (obtencion de penicilinasa).

Acido casamino...............ccccciiiiil 209
KHoP O oo, 6.5¢
FeSO,(Amg/ml).........oooooi, 1ml
MOSO4x 7 HpO.ooovoooiii . 049
Agua destilada......................... hasta 1 litro
pH 7.0

» Medio para Bacillus subtilis (obtencién de esporas).

Peptonade soja...........cocoeevviiiiiiin i, 8¢
Extractode carne..................cceeeenieenn 39
AGar.. ..o 20¢g
MNCly... oo, 10° M
Agua destilada......................... hasta 1 litro
pH 7.2
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4.2. Medios de cultivo para hongos.

4.2.1. Acremonium chrysogenum

Medio LPE

Medio de esporulacién y mantenimiento. Medio modificado a partir del de Le Page y

Campbell (1946).

GlUCOSA........o v 1lg
Extracto de levadura............................ 29
NaCl.......ooo 15¢9
CaCly..o i 10g
Agua destilada......................... hasta 1 litro

pH 6.8 ajustado con NaOH.
Se afiade agar al 2 % (p/v).

MDIA

Medio definido de inéculo de A. chrysogenum (Shen y col., 1984).

GlUCOS@....o i 10g
CaCOg3. .. i 59
Solidos de maceraciéon de maiz............ 30g
Almidon...........oo 30g
Agua destilada........................ hasta 1 litro
pH 7.0

Debido a que el almidon y los sélidos de maceracién de maiz se mantienen en

suspensién y no se disuelven, el medio se mantiene continuamente en agitacion durante la

dispensacion en botellas. La esterilizacion se realiza en olla a presion.
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* MDFA

Medio definido de fermentacién de A. chrysogenum (Sheny col., 1984).

SACANOSA. .. ... 3649

DL-Metionina..............cocoiiiiiii 59

L—Asparragina................cooeiiieinannn. 12 ¢

Soluciondesalesn®1............ccoeeeiene 8 ml

Solucibn de salesn®2..................... 144 mi
Agua destilada......................... hasta 1 litro
pH 7.4

Composicion de la solucién de sales n® 1 (gramos por 100 ml):
Fe (NH4)2(SO4)2 X 6 Hzo ....................... 2 g

Composicion de la solucién de sales n° 2 (gramos por litro):

KoHPOu. oo oo 104 g
KHoPOu. oo 102 g
Na,SO,x 10 HO..ooi i 11.5 g

MGSOsx 7 HpO.ooovovoviiiiiicien e 2.4 G

MnSO4 X Hzo ...................................... 0.2 g
CuSOsx B5HO. .o 0.05¢
CaCly x 2HaO. oo 05¢g

Este medio se complementa con 5.4 ml de glucosa al 50 % estéril por cada 100 ml antes

de su utilizacion.
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GluCoSA........o o 229

Soélidos de maceracién de maiz...........0.5 g

L-Asparragina...........cccccoeiiiiiieeeiiein 759
Acetato amoniCo..........cccceevvieiiiee 0.22¢g
KHoPOu. ..o, 15 g
KoHP Oy .o, 21g
NasSOy.. o 0.75¢
MgSO4x 7 HyO oo 0.18 g
CaCly oo 0.06 g
Solucionde sales...............oooiei . 1ml
Agua destilada.......................... hasta 1 litro
pH 7.0

Composicion de la solucion de sales (gramos por litro):

Fe(NH4)2(SO04)2 x 6 HyO oo 15¢g
MNSO,; x4 HyO. oo, 39
ZNSO4x THO. ..o, 349
CuSO4x5H,0......ooi 0.8g

4.2.2. Penicillium chrysogenum
» Czapek (C2)

Medio minimo de crecimiento, se usa para microorganismos capaces de utilizar el
NaNO; como Unica fuente de nitrégeno y para la realizacion de bioensayos en placa
(Smith, 1960).

SACArOSA. ... 3049
NaNOsz ... 2g
KoHPOy oo 05¢g
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MQSO4x 7THO.o oo 05¢g
FeSO4x7HoO oo 0.01g
Agua destilada.......................... hasta 1 litro
pH 7.0

Se afiade agar al 2% (p/v).

* Medio Power (PW)

Medio de esporulacion y mantenimiento para P. chrysogenum. Consiste en una fusion de
los medios PM1 (Lopez-Nieto y col., 1985) y Czapek-KCl 0.7 M.

SACANOSA. ......ooeiiiiiiiiiiiiii i 25¢

LACLOSA. ... e 59
Peptona........c.ooooooeii 25¢g
Solidos de maceracion de maiz.............. 05¢g

@ T 26.1g

NACH ... 2g

NaNOz......ooiiiiiiiiiiiii 15¢

KoHPO 4 oo 0.25¢g
MOSO4x 7 HoO.oovovoooe . 0.25g

Sales PW. ... 1ml
Aguadestilada .............................. hasta 1 litro
pH 6.75

Se afiade agar en una concentracion de 2% (p/v)

Sales PW:

KHoP Oy oo 69
FESOsx 7T HoO...ooiiiiiiiiiiiiiie 1g
FECl3x 6 HyO.oovvniiiiiieiiee 049
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CUSO4 x5 HoOvoovovee. 0.2g

Se completa el volumen hasta 200 ml con agua destilada. El precipitado formado se

homogeiniza por agitacién antes de su uso.

« MDP

Medio definido de P. chrysogenum (Casqueiro y col., 1999).

Acido Citrico..........coooooeveiiiiii 20 g
Acido acético..........ccooevviiiiii. 4.76 ml
Etilamina........coo oo,

(NH4)2SO04. oo
KHoPOyg..ooiiiiiiii
MgSO4x7 HoO.ooooiiii
FESO, X7 HoOoovovooooiieie 0.1g
ZnSO4x 7T HyO. oo, 0.02g
CUSO4 x5 Hp0 oo, 0.02 g
MNSO4 x4 HyO.ooiiiiii 0.015¢
(670151 0 0.01g
NaCL......oooiiiiii 0.002 g
Agua destilada................... hasta 1.6 litros
pH 5.5

Este medio se dispensa en botellas (80 ml) y se esteriliza en olla a presion.

* MDIP

El medio definido de in6culo para fermentaciones de Penicilium se prepara

suplementando cada 80 ml de MDP con 20 ml de glucosa al 20 % estéril.
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- MDFP

El medio de fermentacion de Penicillium se prepara suplementando el MDP (cada 80 ml)

con:

10 ml de sacarosa al 10 %.
10 ml de lactosa al 30 %.

Si en la fermentacién se quiere producir bencilpenicilina se aflade ademas 2.5 ml de
fenilacetato potasico al 40 % por litro (fenilacetato potasico 40 %: 20 g de acido fenilacético, 25
ml de KOH 40 % y 25 ml de agua destilada, pH 8.0-8.2).

* MCIP

Medio complejo de in6culo para Penicillium.

Soélidos de maceracion del maiz.......... 20 g
Extracto de levadura......................... 10g
SACAINOSA... e viie e e 209
[OF- O 59
Agua destilada........................ hasta 1 litro
pH 5.7

¢ MCFP

Medio complejo de fermentacion para Penicillium.

Fenilacetato potasico........................ 0.4%
Pharmamedia..............ccooov i, 20g

LacCtoSa....ocvvvieie e 509
(NH)2SO00u. .. oo, 49

(O O 5¢9

Agua destilada....................... hasta 1 litro

pH 6.1
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La lactosa se esteriliza por separado y se aflade en condiciones estériles.

4.2.3. Candida utilis.

* YED
Extracto de levadura......................... 10g
GlUCOSA....ce v e e 10g
(NHL)2SO0u. .o, 49
Agua destilada....................... hasta 1 litro
pH 7.0

METODOS

5. Cultivo y mantenimiento de los microorganismos

5.1. Cepas bacterianas.

5.1.1. Cultivo.

La cepa de E. coli se creci6 en placas de medio LB soélido (2 % de agar) durante unas 12
horas a 37 °C. Para el cultivo en medio liquido, se inoculé una colonia desde una placa a un
matraz liso de 500 ml con 100 ml de medio y se incubé de 16-18 horas a 37 °C y 250 rpm.

Los medios se suplementaron con antibidticos cuando se cultivaron transformantes

resistentes a algunos de éstos en las siguientes concentraciones:
«  Ampicilina (Ap) 100 pg/ml.

La cepa de B. subtilis se crecid en placas de medio TSA al 1 % durante 24 horas. Para la

obtencion de esporas se procedio de la siguiente manera:

* A partir de una placa de TSA al 1 % se prepard una suspension de células en agua

estéril de DO = 1 medida a una A 660 nm.
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e Se prepararon matraces de 250 ml con 50 ml de medio YED liquido. Cada matraz se

inocul6 con 1 ml de la suspension de esporas preparada anteriormente.
e Seincubaron los matraces durante 24 horas a 32 °C y 250 rpm.
e Se recogieron los medios y se centrifugaron durante 10 minutos a 9000 rpm.
e El precipitado de células se lavo con agua destilada estéril 4 veces consecutivas.
¢ Las células lavadas se resuspendieron en un volumen de 5 ml de agua estéril.

« De la resuspension anterior se inocularon con 1 ml matraces de 250 ml conteniendo el

medio de esporulacion.
e Se incubaron los matraces a 32 °C y 250 rpm durante 7 dias.

e Al final el 95 % de las células se vieron esporuladas a microscopia de contrate de
fases.

« El contenido de los matraces se centrifugé, se elimind el sobrenadante y el precipitado
se resuspendidé en 50 ml de agua estéril. Posteriormente, se repartié el contenido en

alicuotas y se congelaron éstas a -20 °C hasta su utilizacion.
5.1.2. Mantenimiento.

Las condiciones para el mantenimiento de las cepas bacterianas dependieron del tiempo
de conservacion. Para periodos de tiempo cortos (2-3 semanas), se conservaron en placas de

Petri selladas con parafim™ a 4 °C.

Para su conservaciéon durante un afio, se prepararon suspensiones bacterianas en
glicerol al 20 % que se guardaron a -20 °C. Para la conservacion durante varios afios se
recurrié a la liofilizacion. Para la realizacion de bioensayos en placa para la cuantificacion de
produccién de penicilina se utilizaron suspensiones de esporas de la cepa de B. subtilis ATCC

6633 mantenidas en agua estéril a 4 °C.
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5.2. Cepas fungicas.
5.2.1. Cultivo.

5.2.1.1. Acremonium chrysogenum.

La cepa de Acremonium se sembré en placas de medio LPE y se incubaron éstas a 28

°C durante una semana para lograr una completa esporulacion.

Los cultivos liquidos se realizaron en matraces erlenmeyer de paredes estriadas de 500
mly 2 I, con un volumen de medio de 100 ml y 400 ml respectivamente. Las condiciones de
cultivo, tanto para el inéculo como para la fermentacion, fueron de 25 °C y 250 rpm en

agitadores orbitales.

El cultivo de in6culo se obtuvo extrayendo las esporas de 6 placas de medio LPE
(raspando la superficie del micelio con una pipeta invertida estéril) e inoculandolas en 100 ml
de medio de in6culo. Transcurridas 48 horas en las condiciones antes descritas, se inicio la
fermentacién afiadiendo 10 ml de este cultivo de in6culo (10 % del volumen de la fermentacidon)

por cada 100 ml de medio de fermentacion.

Para la fermentacion en volimenes mayores se recurrid a un fermentador BRAUM
BIOSTAT de 15 litros de capacidad. Las condiciones de cultivo para la fermentacion fueron de
25 °C, 300 rpm, y un caudal de aire estéril de 10 litros/minuto y el mismo porcentaje de siembra

gue en las condiciones anteriores.
5.2.1.2. Penicillium chrysogenum.

Las diferentes cepas de Penicillium se sembraron en placas de medio Power y se
incubaron a 28 °C durante 4-5 dias para lograr una completa esporulacion. Los cultivos en
medio liquido se realizaron en matraces erlenmeyer lisos de 250 ml y 500 ml con un volumen
de medio de 50 ml y 100 ml respectivamente. Las condiciones de cultivo, tanto para el indculo

como para la fermentacion, fueron de 25 °C y 250 rpm en agitadores orbitales.

El cultivo de inéculo se obtuvo extrayendo las esporas de una placa de medio Power
(raspando la superficie del micelio con una pipeta invertida estéril) e inoculandolas en 100 ml

de medio de in6culo. Tras 24-48 horas (dependiendo de la cepa) en las condiciones antes
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descritas, se inicio la fermentacion afiadiendo 10 ml de este cultivo de in6culo (10 % del

volumen de la fermentacién) por cada 100 ml de medio de fermentacion.

Para las fermentaciones del escalado se utilizaron fermentadores BRAUM BIOSTAT de 5
litros de capacidad. Las condiciones de cultivo fueron de 25 °C de temperatura, 350 rpm de
agitacion inicial y un caudal inicial de aire estéril de 2.5 litros/minuto. En todos los experimentos
realizados se mantuvo el mismo porcentaje de siembra utilizado en las fermentaciones en
matraz, ademas de utilizar un mismo cultivo de in6culo para todos los fermentadores para

poder cerciorarse de tener las mismas condiciones iniciales de fermentacion.

5.2.1.3. Candida utilis.

La cepa de Candida se sembr6 en placas de medio TSA, a partir de un glicerol y se

incubaron éstas a 28 °C durante una noche para lograr un crecimiento 6ptimo.

Los cultivos liquidos se realizaron en matraces erlenmeyer lisos de 500 ml, con un
volumen de medio de 100 ml. Las condiciones de cultivo para la fermentacion, fueron de 25 °C

y 250 rpm en agitadores orbitales.

El cultivo se obtuvo extrayendo las células de 3 placas de medio TSA (afiadiendo agua
estéril y raspando la superficie de la placa con una pipeta invertida estéril) e inoculandolas en
100 ml de medio YEME. Tras 48 horas, una vez finalizada la fermentacién, a los caldos de

cultivo se les aplicé el siguiente tratamiento:

i.  Separacion del microorganismo mediante el uso de un filtro de nailon “nytal” de 30 um
de tamafio de poro y posterior lavado de las células con agua milli Q. Se desech¢ la

fraccion precipitada de células.

ii.  Centrifugacion del caldo obtenido en el apartado anterior en una centrifuga Sorvall a

4000 rpm durante 30 minutos.

iii. Recoleccion del sobrenadante y posterior esterilizacion mediante filtracion (se utilizaron

filtros de 0,20 pm de tamafio de poro).
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5.2.2. Mantenimiento.

Las cepas fungicas se conservaron aprovechando la capacidad de estos organismos de
formar estructuras asexuales de reproduccién y resistencia (conidios). Para periodos cortos,
maximo un mes, se mantuvieron a 4 °C sembradas en placas. Para su conservacién durante un
afo, se prepararon suspensiones de esporas con una concentracion final de glicerol del 20 %
que se guardaron a -20 °C. Para periodos mas largos de tiempo, se liofilizaron suspensiones de
conidios.

5.3. Determinacion del crecimiento de los microorga  nismos.

Para la determinacion del crecimiento de las bacterias, se calcul6 la turbidez del cultivo

valorandose la absorbancia a 600 nm (DO 600 nm) en un espectrofotometro.

En hongos filamentosos, el crecimiento se valoré mediante el calculo de peso seco por
volumen de medio. El procedimiento que para ello se siguid fue el siguiente: se recogieron
muestras de la fermentacion (5 ml) a distintos tiempos y se centrifugaron para recoger el
micelio. Este micelio se lavé tres veces con una soluciéon de NaCl 0.9 %. Tras eliminar el dltimo
sobrenadante de lavado, el micelio se transfirié a cestillos de papel de aluminio previamente
pesados. Tras 2 6 3 dias de secado, en una estufa a 80 °C, se pesaron éstos y se calculé el

peso seco restandolo del peso de los cestillos vacios.

6. Analisis y manipulacion de acidos nucleicos.

6.1. Eliminacion selectiva de acidos nucleicos.

Los procesos de purificacién de ADN o ARN conllevan habitualmente la contaminaciéon
de las muestras con ARN o ADN respectivamente. Para eliminar selectivamente alguno de los
dos tipos de &cidos nucleicos, se utilizaron las enzimas ARNasa' y ADNasa’, libres de
ADNasas y ARNasas respectivamente. Ambas enzimas se utilizaron a una concentracion final

de 10 ug/ml, incubando la reaccién 90 minutos a 37 °C.

!ARNasa: Stock a 10 mg/l en Tris-HCI 10 mM, pH 7.5; NaCl 15 mM. Las ADNasas presentes se eliminan
hirviendo la solucién durante 15 minutos. Se enfria lentamente y se almacena a -20 °C.
’ADNasa |: Solucion de 10 mg/ml en agua.
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6.2. Determinacion de la concentracion de &cidos nu  cleicos por

espectrofotometria en la region ultravioleta-visibl e.

La concentracion de acidos nucleicos se determiné espectrofotométricamente midiendo
la absorbancia a 260 nm, longitud de onda a la que presentan un maximo de absorcion las
bases nitrogenadas. Para ADN de doble hebra, se estimé que una unidad de densidad éptica
equivale a 50 yg/ml de ADN. Para ARN de simple hebra, una unidad de densidad Optica
equivale a 40 pg/ml de ARN.

Para estimar el grado de pureza del acido nucleico con respecto a la presencia de
proteinas, se utilizé el valor de la razén de absorbancia 260/280, ya que 280 nm es la longitud
de onda a la que absorben las cadenas laterales de los aminoacidos aromaticos (se considera

puro cuando esta razén se encuentra entre 1.7 y 2 (Sambrook y Rusell, 2001)).
6.3. Analisis y manipulacion de ADN.
6.3.1. Extraccion de ADN.

6.3.1.1. Limpieza y precipitacion.

La eliminacién de proteinas y otras impurezas de las soluciones de ADN, se realizé

mediante un proceso de limpieza con fenol seguido de la precipitacién del ADN.

Protocolo:

« Afiadir a la solucién de ADN un volumen de fenol neutro® y agitar vigorosamente
mediante un agitador vortex. Centrifugar durante 5 minutos a 13200 rpm y temperatura

ambiente.

* Recoger la fase acuosa (superior) cuidadosamente y afiadir 0.5 volimenes de fenol
neutro y 0.5 volimenes de CIA®. Agitar nuevamente de forma vigorosa y centrifugar 5

minutos a 13200 rpm y temperatura ambiente.

* Repetir la adicién de fenol-CIA hasta que la interfase quede completamente libre de

impurezas.
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* Afadir 1 volumen de CIA para eliminar los restos de fenol. Agitar vigorosamente con un
vortex y centrifugar de igual manera que en los pasos anteriores, recogiendo la fase

acuosa al final del proceso.

* Afadir a la solucion de ADN 0.1 volumenes de acetato sodico 3 M pH 5.2 y 2.5

volumenes de etanol absoluto (enfriado a -20 °C). Mezclar con un vortex.

« Mantener la mezcla al menos durante 2 horas a -20 °C 6 30 minutos a -80 °C.

Centrifugar durante 30 minutos a 13200 rpm y 4 °C.

» Eliminar el sobrenadante. Lavar el precipitado con 0.5 voliumenes de etanol al 70 % y
centrifugar 5 minutos a 13200 rpm y temperatura ambiente. Retirar el sobrenadante y

dejar secar el precipitado.

« Resuspender en agua o en TE>. Conservar a 4 °C o congelado (-20 °C) durante largos

periodos de tiempo.

! Fenol neutro : Se mezclan por agitacion fuerte 3 volimenes de fenol &cido con 1 volumen de Tris-HCI 1
M, pH 8 (para que el fenol se sature y evitar que capte agua de la fase acuosa que va a ser extraida) y 8-
hidroxiquinoleina (50 mg por cada 100 ml de fenol acido), un compuesto reductor que evitara que se
oxide. Se deja reposar hasta que se separan las fases y se guarda a 4°C. Fenol acido: Se mezclan por
agitacion fuerte 500 ml de fenol cristalino con 500 ml de agua destilada. Se deja reposar hasta que se

separen las dos fases y se retira la fase superior (acuosa).
2 CIA: Cloroformo 24 volimenes; alcohol isoamilico 1 volumen.

3 TE: Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8.0.

6.3.1.2. Obtencion de ADN plasmidico de E. coli.
6.3.1.2.1. Preparacion de células competentes.

Este procedimiento ha sido descrito por Hanahan (1983 y 1985) y se usé para la cepa
DH5a con el fin de obtener elevadas eficiencias de transformacion (hasta 10° transformaciones
/ug de ADN).

La cepa de E. coli se crecido en medio SOB sdlido durante 12-14 horas. Se inocularon

100 ml de medio SOB liquido con 2 6 3 colonias aisladas y se incubo a 37 °C y 250 rpm hasta
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gue el cultivo alcanzd una DOggonm de 0.4-0.45. Las células se recogieron por centrifugacion a

3000 rpm, 4 °C durante 5 minutos.

Las células se resuspendieron en 1/3 del volumen inicial de solucibn RF1 y se
mantuvieron durante 30 minutos en hielo. A continuacion se centrifugaron de la misma forma
gue antes, se resuspendieron en 1/12.5 del volumen inicial de solucién RF2 y se mantuvieron
durante 15 minutos en hielo. Las células competentes resultantes pueden ser usadas
inmediatamente o bien pueden conservarse a -75 °C previa congelacion en N, liquido o en un

bafio de hielo seco/etanol.

Agua tratada con carbdn activo : Se utilizd H,O milliQ tratada con carbdn activo para eliminar todas las
impurezas en la preparacion de todas las soluciones y medios de cultivo asi como para lavar el material
utilizado. Se mezclé H,O milliQ con carbén activo (1 % p/v), se agité durante 48 horas y se filtr6 a través
de papel Whatman 3MM.

Solucién RF1 : 0.1 M RbCI, 50 mM MnCl,, 30 mM acetato potasico, 10 mM CacCly, glicerol al 15 % (v/v),

pH 5.8 ajustado con 0.2 M acido acético. Esterilizacion por filtracion.

Solucién RF2: 10 mM MOPS pH 7, 10 mM RbCI, 75 mM CacCl,, glicerol al 15 % (v/v), pH 6.8 ajustado
con NaOH. Esterilizacion por filtracion.

6.3.1.2.2. Transformacioén de E. coli.

Los plasmidos purificados se transformaron en células competentes de E. coli siguiendo
un protocolo descrito por Hanahan (1983). Las células competentes se descongelaron en un
bafio de hielo y se mezcl6 el ADN con 100 ul de células, se mantuvo la mezcla en hielo durante
20 minutos. A continuacion se sometioé a un choque térmico por inmersién en un bafio de H,O a
42 °C durante 45 segundos, las células volvieron a pasarse nuevamente a hielo donde se

mantuvieron 2 minutos.

La suspension bacteriana se suplementd con 800 pl de medio LB y se incub6 a 37 °C,
250 rpm durante 1 hora con el fin de que las células transformadas expresasen su resistencia
al antibiético. Finalmente se inocularon placas de petri con una alicuota, o bien todas las
células, en medio LB suplementado con el antibiético para el cual confiere resistencia el

plasmido con el que se transformé. La concentracion final de antibiético empleada fue:

- Ampicilina (Ap): 100 pg/ml.
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6.3.1.2.3. Lisis alcalina.

Se utilizé un protocolo basado en el descrito por Maniatis y colaboladores (1982). Se
inocul6é una colonia de E. coli en 100 ml de medio TB con el antibiético adecuado y se incubé

durante 15-18 horas con agitacion a 250 rpm y a 37 °C.

Las células se recogieron por centrifugacién a 4000 rpm, 4 °C durante 10 minutos y se
resuspendieron en 4 ml de solucién GTE (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA
pH 8) con 5 mg/ml de lisozima y la suspension se mezcld6 manteniéndose a temperatura
ambiente 5 minutos. Se afadieron 8 ml de solucion alcalina recién preparada (0.2 N NaOH,
1 % SDS), se mezcl6 agitando suavemente y se mantuvo 10 minutos a temperatura ambiente.
Se afadieron 6 ml de acetato potasico pH 4.8 (60 ml acetato potasico, 11.5 ml acido acético
glacial, 28.5 ml H,O destilada) previamente enfriado a 4 °C, se mezclé y se mantuvo en hielo

durante 15 minutos.

La mezcla se centrifugé a 15000 rpm, 4 °C durante 20 minutos para precipitar las
proteinas. Al sobrenadante se le afadieron 0.7 volimenes de isopropanol, se mezclé y se
mantuvo 30 minutos a temperatura ambiente. El ADN plasmidico se precipitd por centrifugacion
a 8000 rpm durante 20 minutos, se lavé con etanol al 70 %, se seco y se resuspendié en 500 pl
de tampon TE. Se traté con 5 pyg/ml final de ARNasa, (preparada libore de ADNasas segun
Sambrook y col., 1989), durante 1 hora a 37 °C y se extrajo una vez con fenol, varias veces con
fenol-CIA hasta observarse una interfase clara y una ultima vez con CIA, precipitandose
finalmente con 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2.5 volimenes de etanol
mantenido a -20 °C. El ADN se resuspendi6 tras centrifugarlo y lavarlo con etanol al 70 % en
200-300 pl de tampén TE.

6.3.2. Hidrélisis con endonucleasas de restriccion.

Las enzimas de restriccibn son enzimas nucleoliticas que catalizan la hidrdlisis de
enlaces fosfodiéster internos en las dos hebras de una molécula de ADN bicatenario,

mayoritariamente por sitios especificos (dianas o sitios de restriccion).

Toda enzima posee unas condiciones 6ptimas de temperatura, pH, concentracion salina
y presencia de cofactores para llevar a cabo su actividad que varian segln la enzima. Tanto el
pH como las condiciones salinas y los aditivos necesarios son suministrados por los tampones

de digestion.
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Las enzimas de restriccion empleadas para este trabajo se utilizaron siguiendo las

indicaciones de los proveedores y teniendo en cuenta las siguientes recomendaciones:

* Afadir siempre menos de 1/10 de volumen de enzima con respecto al volumen final de
la reaccion, con objeto de diluir suficientemente el glicerol presente en las soluciones

de conservacion de las enzimas, evitando que pueda inhibir la actividad enzimatica.

« Si el ADN se encuentra suspendido en TE, configurar la reaccién en un volumen que
supere 10 veces el volumen de ADN a digerir. De esta manera se evita que el TE

modifique las caracteristicas del tampoén de reaccion.
El esquema seguido en la preparacion de una reaccion de digestion fue el siguiente:

* Mezclar en un microtubo:

Tampon de digestion (10X) *..................... 1/10 del volumen final
ADN ..ot (n)? ug de ADN a digerir
ARNasa A (Lpg/ml)....ccccvvviiiiiiiiieiieeieeeeeee, 1/10 del volumen final
Enzima de restriccion............ccco v, 1-2 U/ug de ADN
Agua milliQ.........coevviv i, completar hasta el volumen final

e Incubar la reaccién a la temperatura adecuada para cada enzima durante 1-4 horas.

* Analizar mediante electroforesis en geles de agarosa o purificar y precipitar, segin su
finalidad.

! Este tampoén contiene principalmente; una solucién amortiguadora que mantiene un pH constante y
adecuado para las condiciones 6ptimas de la enzima (suele ser Tris-HCI pH 7.5-8.0), iones Mg+2
requeridos como cofactores de las endonucleasas, agentes reductores (DTT normalmente) y sales (éste

es el parametro mas variable en los medios de digestion de las distintas enzimas).

2 1-2 pg de ADN por 20 ul de volumen total de digestion (digestiones analiticas). Para digestiones
preparativas no se superaron los 100 ul de volumen total.
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6.3.3. Electroforesis de ADN.

La electroforesis es una técnica de separacibn muy importante en el trabajo con
biopolimeros, en general, y con acidos nucleicos, en particular. Se basa en el movimiento o
migracién de las macromoléculas disueltas en un determinado medio (solucion tampoén de
electroforesis) a través de una matriz o soporte reticulado y como resultado de la accion de un
campo eléctrico. El comportamiento de una molécula en esas circunstancias viene definido por
su movilidad electroforética que depende de la carga, peso molecular y estructura

tridimensional de la misma.

La velocidad de migracion electroforética depende de la densidad de carga de la
molécula (relaciéon carga/peso), del voltaje aplicado y de la porosidad del gel de electroforesis.
El voltaje no se puede incrementar indiscriminadamente porque se genera un calor excesivo.
En contraste, al aplicar un voltaje bajo, puede ocurrir una separacion pobre causada por la

difusion que tiene lugar durante un proceso electroforético muy largo.
6.3.3.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

La agarosa es el soporte electroforético mas usado en el trabajo con ADN. Se trata de un
polisacéarido, de estructura lineal, insoluble en medios acuosos a temperatura ambiente pero
gue se disuelve en ellos en ebullicién. Cuando la solucion se enfria, la agarosa gelifica
formando un reticulado microscépico por cuyos poros se desplazan las moléculas de ADN

cuando se les coloca en un campo eléctrico.

La migracién de las moléculas a través de la matriz del gel es inversamente proporcional
al logaritmo de su peso molecular, de modo que las moléculas mas pequefias lograran hacer
un mayor recorrido a lo largo del gel. La conformacion en la que se encuentra la molécula es
otro aspecto importante a tener en cuenta, asi aquellas moléculas de ADN que se encuentran
en forma circular covalentemente cerrada ofrecen menos resistencia a la migracion a través del

gel que aquéllas que se encuentran de forma lineal.

La electroforesis en geles de agarosa se realizd6 basicamente segln las descripciones
realizadas por Sambrook y Russell (2001). Se utiliz6 agarosa (Pronadisa) disuelta por
calentamiento en tampén TAE con concentraciones entre 0.3 y 2 % (p/v) dependiendo del

rango de tamafios de los fragmentos de ADN a separar (Tabla 2.2).
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Concentracion de Tamarfos de los
agarosa (%) fragmentos de ADN

separados (Kpb)

0.3 5-60
0.5 1-20
0.7 0.8-12
1 0.5-10
1.5 0.2-3
2 0.05-2

Tabla 2.2: Concentraciones de agarosa utilizadas en los geles para la resolucién de

fragmentos de ADN de diferentes tamanos.

El tamafio de los fragmentos de ADN separados por electroforesis se determin6 por

comparacién con marcadores de peso molecular de ADN.
Protocolo:

« Disolver por calentamiento la agarosa en tampén TAE' (1x) y verterla en el molde

adecuado. Dejar solidificar.

« Mezclar las muestras de ADN con 1/10 del volumen final de tampén de carga®
concentrado. Calentar las muestras a 65 °C por 3-5 minutos y enfriar en hielo antes de

dispensarlas en los pocillos del gel.

» Desarrollar la electroforesis horizontal en tampén TAE (1x) mediante la aplicacién de

una diferencia de potencial de entre 1 y 5 voltios/cm de gel.

e Teiir el ADN por inmersion del gel durante 20-30 minutos en una solucién de bromuro
de etidio®. Los geles se visualizan y fotografian sobre un transiluminador Spectroline
TR-302 (emite luz con longitud de onda de 302 nm) con el sistema vides Graphic
Printer UP-890CE (UVP).
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! Tampén TAE 50x: 242 g de Tris base (2 M); 57.1 ml de acido acético glacial (5.7 % (v/v)); 100 ml de
EDTA 0.5 M, pH 8.0 (50 mM) y agua destilada hasta completar un litro.

2 Tampoén de carga concentrado  (6x): azul de bromofenol 0.25 % (p/v); xilene-cianol 0.25 % (p/v);
glicerol 50 % (v/v); EDTA 0.1 M; SDS 0.1 %; Tris-HCI 10 mM; en solucién acuosa. Se conserva a 4 °C o a

temperatura ambiente.

% Solucion de bromuro de etidio  (BrEt): Se prepara una solucién concentrada a 10 mg/ml en agua y se
conserva a 4 °C protegida de la luz. Para un litro de agua destilada se afiaden 50 pl de la solucién
concentrada. El BrEt se intercala en la doble cadena y en las estructuras secundarias de los acidos

nucleicos de cadena sencilla y permite su visualizacion iluminando el gel con luz ultravioleta.
6.3.3.2. Extraccién de ADN de geles de agarosa.

Para realizar la extraccion de ADN de geles de agarosa se empled el kit comercial
GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit  (GE Healthcare), que fue utilizado siguiendo

las recomendaciones del fabricante.

Este kit emplea un agente caotrépico que desnaturaliza las proteinas, disuelve la agarosa y

promueve la unién del ADN de doble cadena (0.1-48 Kpb) a la matriz de la columna.

Una vez que el ADN es “retenido”, las proteinas y sales contaminantes son eliminadas
mediante un lavado. El ADN es posteriormente eluido en un buffer de baja fuerza iénica. Se

obtiene un porcentaje de recuperacion superior al 60 %.
Protocolo:

» Separar el ADN mediante electroforesis, cortar la banda de interés del gel procurando

escindir la menor cantidad de agarosa posible.

* Introducir el fragmento de agarosa en un microtubo de 1.5 ml de peso conocido,

pesandose posteriormente el conjunto tubo-agarosa. Deducir el peso de la agarosa.

e Adicionar 10 ml de buffer de captura por cada 10 mg de agarosa. Mezclar
vigorosamente en vortex e incubar a 60 °C durante 5-15 minutos (hasta la completa

disolucion de la agarosa).
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e Transferir la muestra a una columna GFX e incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 30 segundos a 13200 rpm.

» Descartar el eluyente y adicionar a la columna 500 ul de buffer de lavado. Centrifugar

durante 30 segundos a 13200 rpm.

e Transferir la columna a un nuevo microtubo de 1.5 ml y afiadir 15-50 yl de buffer de

eluido® e incubarla por 1 minuto a temperatura ambiente.
¢ Centrifugar durante 1 minuto a 13200 rpm para recuperar el ADN purificado.
! Buffer de eluido : Tris-HCI 10 mM, pH 8.0. También puede usarse agua milliQ.

6.3.3.3. Marcaje de sondas de ADN por desplazamient o de mellas “nick

translation”.

El is6topo radiactivo empleado es el *

P. Este is6topo posee como caracteristicas
principales: una vida media de 14 dias, la emision casi exclusiva de particulas a, y una elevada
actividad especifica. El hecho de que la mayoria de las enzimas empleadas en el marcaje no
se inhiban con la utilizacion de nucleétidos trifosfatos marcados en su grupo a fosfato, junto con
la gran energia del **P, que permite la deteccién en un espacio corto de tiempo, hacen que sea

el is6topo comunmente empleado en el marcaje radiactivo de sondas de ADN.

La técnica de marcaje por desplazamiento de mella, “nick translation”, se basa en la
utilizacién combinada de la ADNasa | y la ADN polimerasa | de E. coli. La ADNasa | rompe
inespecificamente una de las dos cadenas de la molécula generando extremos 3"-OH libres;
por otro lado, la ADN polimerasa | puede desplazar estas roturas o mellas “nicks” en una de las
cadenas, gracias a sus actividades exonucleasa 5'- 3y polimeras 3" -5". A medida que se

sintetiza la nueva cadena, se van introduciendo nucleétidos trifosfato marcados con *?P.

« Esquema de la reaccién de marcaje de la sonda.

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se mezclan los siguientes componentes:

ADN sonda..........ccoovveviinininnnn, 40-200 ng
dATP 0.3 MM, 1yl
dGTP 0.3 MM....ciiiiieeiiie e, 1l
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ATTP 0.3 MM, .ol 1l
Tampon de reaccion 10X.......cccceuvveenen. 2 ul
Mezcla de enzimas................cooee e, 2 ul
[0%2P] ACTP...eeeeeeeeeeeeeeeen 2 ul

H,O destilada hasta 20 pl. La reaccion se lleva a cabo a 15 °C durante 30 minutos.

e Purificacion de la sonda.

La sonda se purifica con el fin de eliminar los nucleétidos no incorporados a la doble

hélice de ADN, a través de minicolumnas denominadas Wizard™

(Promega). La purificacion
consiste basicamente en mezclar la sonda con la resina de purificacién, pasarla a través de una
minicolumna de cromatografia, en la que quedan retenidos los acidos nucleicos; lavar la
columna con 2 ml de isopropanol al 80 % y eluir posteriormente la sonda con 100 pl de agua
destilada caliente (65-80 °C). Una vez purificada la sonda se afiaden 500 pl de agua destilada
estéril, se hierve durante 10 minutos para desnaturalizar la sonda vy, transcurrido este tiempo,
se mantiene en hielo durante 2-3 minutos; posteriormente se afiade al tampén de hibridacion

gue se va a emplear.
Tampdn de nick translation  10x: Tris-HCI 0.5 M pH 8; MgCl, 50 mM; DTT 5 mM; gelatina 500 pg/ml.

Mezcla de enzimas: ADN polimerasa | (0,025 V/ul)+ADNasa | (0.5 pg/ul).
6.4. Analisis y manipulacion de ARN.

6.4.1. Extraccion de ARN total.

La mayor dificultad que presenta la obtencién de ARN se debe a la existencia de
ARNasas, enzimas muy activas de dificil eliminacion y que no necesitan cofactores en el
desarrollo de su actividad. Cualquier método que pretenda ser valido para la extraccién de ARN

debe cumplir una serie de requisitos:

» Ha de realizarse en una solucién que contenga algin agente inactivador de la actividad

de las ARNasas [fenol, dietilpirocarbonato (DEPC 0.1 %) o isotiocianato de guanidina].

» Debe ser un método rapido y realizado en condiciones que no favorezcan la actuacion
de las ARNasas. Esto puede conseguirse, por ejemplo, efectuando el proceso de rotura

de las células en presencia de nitrégeno liquido o calentando a 65 °C.
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Independientemente del método utilizado, es muy importante el uso de guantes a lo
largo de todo el proceso, asi como extremar el grado de limpieza del material utilizado,
limpiando con cloroformo el material de vidrio (y después con etanol para eliminar los
restos de cloroformo), esterilizando (preferiblemente dos veces) en autoclave el

material de plastico y cuidando la limpieza del lugar de trabajo.
6.4.1.1. Obtencion de ARN total de P. chrysogenum.

Para la purificacion de ARN total de P. chrysogenum se utilizoé el sistema RNeasyTM

Plant Mini Kit (Qiagen), el cual utiliza minicolumnas que contienen una matriz con base de silica

gel que posee la propiedad de unir selectivamente el ARN.

Protocolo:

92

Recolectar el micelio proveniente de medio liquido por filtracion a través de filtros
estériles de nailon de 30 ym de poro y lavar con NaCl 0.9 %. Eliminar el exceso de
humedad con papel de filtro y congelar inmediatamente en N, liquido. El micelio puede

almacenarse a -80 °C hasta la extraccion del ARN.

Triturar el micelio en mortero con N, liquido hasta convertirlo en un fino polvillo.

Distribuir el polvillo en microtubos de 2.0 ml hasta la marca de 0.7 ml (0.5 g).

12

Adicionar 700 ul de tamp6n de lisis RLT ™, mezclar fuertemente mediante vortex y

centrifugar a 13200 rpm durante 3 minutos.

Transferir el sobrenadante a un nuevo microtubo y adicionar etanol 100 % en

proporcion 1:1 mezclando suavemente con la pipeta.

Adicionar la mitad del volumen de la mezcla (aproximadamente 700 pl) a la columna de
purificaciéon y centrifugar durante 15 segundos a 10000 rpm. Desechar el eluyente y

repetir el procedimiento con el volumen restante de la mezcla.

Lavar, primero con 700 pl de buffer RW1 y luego con 500 ul de buffer RPE,

centrifugando cada vez durante 30 segundos a 10000 rpm.

Afadir otros 500 pl de buffer RPE y centrifugar a 10000 rpm durante 2-3 minutos para

secar la columna y eliminar cualquier resto de etanol.
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«  Eluir con 30 pl de agua-DEPC? centrifugando a 10000 rpm durante 1 minuto. Recoger y

volver a pasar por la columna los 30 ul para recoger todo el ARN *.

« Almacenar a -80 °C.

! El kit dispone ademas de otro buffer (RLC) que puede emplearse dependiendo de las recomendaciones

del fabricante. Todos los tampones mencionados en este protocolo los proporciona el fabricante.

% A la cantidad de tampén RLT que se vaya a utilizar se le adiciona antes de su uso p-mercaptoetanol al 1
% (viv).

% para preparar esta disolucién se afiade DEPC al 0.1 % (v/v) en agua destilada y se deja en agitacion
durante 12-15 horas. Se esteriliza en autoclave.

* En este paso es opcional una precipitacién con etanol absoluto y acetato sédico, y una posterior

resuspension en un volumen menor de agua-DEPC.
6.4.2. Electroforesis de ARN en geles desnaturaliza ntes.

La electroforesis para separar fragmentos de ARN en funcion de su tamafio se efectud
en geles de agarosa desnaturalizantes. Se siguid basicamente el método descrito por
Sambrook y Russell (2001).

En los geles para electroforesis de ARN se afiadié formaldehido como agente
desnaturalizante, con la finalidad de evitar la formacion de estructuras secundarias en el ARN
gue pudieran afectar el proceso de separacion. El tamafio de las bandas de ARN separadas en
el gel se determiné por comparacion con el marcador de peso molecular de ARN, RNA

Millenium Size Marker (Ambion).
Protocolo:

» Lavar todo el material de electroforesis con H,O, durante 5-10 minutos y después con
agua-DEPC.

« Por cada 100 ml de volumen de gel mezclar: 1.5 g de agarosa, 5 ml de MOPS (20x)" y
80 ml de agua tratada con DEPC. Calentar la mezcla hasta que la agarosa esté

completamente disuelta.
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! MOPS (20x): acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) 0.8 M; acetato sédico 0.2 M; EDTA 0.04
M; ajustar pH a 7 con NaOH 1 N; completar con agua tratada con DEPC hasta 1 litro o bien afiadir 0.1 %

de DEPC. Agitar vigorosamente varias veces y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

?La composicion final del gel es; 1.5 % de agarosa, MOPS 1x y 6 % formaldehido.

desnaturalizarlas e inmediatamente se enfrian en hielo durante 5 minutos. Dichas muestras se

Dejar enfriar hasta 50-55 °C y afiadir 15 ml de formaldehido al 37 %. Mezclar sin formar
burbujas y dispensar la mezcla sobre una bandeja de electroforesis nivelada, donde se
deja solidificar durante al menos 30 minutos. Para evitar los vapores del formaldehido

realizar éste y los siguientes pasos en una campana de extraccion.

Colocar el gel dentro de la cubeta de electroforesis con tampén MOPS (1x) sin que

llegue a cubrir completamente el gel.

Dispensar las muestras en los pocillos y aplicar una diferencia de potencial de 70

voltios durante 30 minutos (lo necesario para que salgan las muestras de los pocillos).

Rellenar la cubeta con MOPS (1x) hasta cubrir el gel y aplicar de nuevo la corriente

durante 3-4 horas. También se puede dejar a 4 °C durante la noche a menor voltaje.

Las muestras antes de ser cargadas se calientan a 65 °C durante 5-10 minutos para

preparan como se describe a continuacion:

! Colorante DYE (10x): Glicerol 50 %; azul de bromofenol 0.25 % (p/v); xilene-cianol 0.25 % (p/v); EDTA

ARN ... e e, 10-20 ug
Formamida............oooii 5ul
Formaldehido al 37 %..........c.cooviiiiiii i, 2 ul
Y@ S (1 T 1yl
Colorante DYE! (10 X).......ouoeeeeeeeeeeeeeees oo 1l
AQuUa-DEPC...... ..o hasta 20 pl

1 mM; en agua tratada con DEPC.
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6.4.3. Transferencia de ARN a filtros de nailon ( Northern ) e hibridacion.

La transferencia a un soporte soélido del ARN total tras someterlo a migracién
electroforética en gel de agarosa desnaturalizante se denomina Northern blotting o
“transferencia de Northern” (Alwine y col., 1977; Thomas, 1980). Como soporte para la
transferencia se utiliza una membrana de nailon cargada positivamente (Hybond-N (+) TM, GE
Healthcare). La transferencia puede realizarse por sistema de vacio o por capilaridad. En este

trabajo se empled el segundo sistema.
6.4.3.1. Transferencia por sistema de capilaridad.

El fundamento de la transferencia por capilaridad consiste en que las moléculas de acido
nucleico son arrastradas desde el gel hasta el soporte sélido en contacto con él, gracias al flujo
capilar originado por la accion absorbente de una pila de papeles. Un peso colocado sobre esta
pila ayuda al mantenimiento del flujo y, al mismo tiempo, fuerza la salida del liquido del interior
del gel que queda al final deshidratado y reducido a una fina capa de agarosa. El proceso suele

durar entre 8 y 24 horas, en funcion del tamafio de las hebras y de la dureza del gel.
Protocolo:
» Separar el ARN mediante electroforesis.

« Terminada la electroforesis transferir el gel a una cubeta y mantenerlo sumergido en 20

X SSC-DEPC! durante 1 hora con agitacién suave.

* Colocar en una cubeta con SSC 20x un taco de unos 5 cm de papeles de filtro cortados
a la medida del gel. Sobre los papeles de filtro colocar 2 laminas de papel Whatman 3

MM y sobre éstas el gel.

* Colocar encima del gel un filtro de nylon (Hybond N, Healthcare) de un tamafio 1 cm

mayor que éste en anchura y longitud.

e Colocar sobre el filtro de nylon 2 laminas de papel Whatman 3 MM y otro taco de
papeles de filtro de unos 10-15 cm de grosor. Tanto el filtro de nylon como los
Whatman 3 MM se humedecen en H,O destilada y posteriormente en SSC 2x durante

5 minutos previamente a su colocacion en contacto con el gel.
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« Encima de toda esta estructura colocar un peso de unos 500 g.

e Comprobar el nivel de la cubeta (nunca debe secarse). Si es necesario, afiadir mas
cantidad de la solucion SSC 20x hasta que finalice la transferencia del ARN al filtro de

nylon.

« Terminada la transferencia fijar el ARN al filtro mediante la aplicaciéon de luz UV (UV-

Stratalinker 2400, Stratagene) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

e Pasar a la hibridacion, o bien realizar un lavado del filtro con agua milliQ para eliminar
los restos de SSC. Estos filtros se pueden conservar a 4 °C protegidos con papel

Whatman 3 MM y papel de aluminio durante varios meses.

'SSC 20x-DEPC: 3 M NaCl, 0.3 M citrato sédico, pH 7 ajustado con NaOH. Se afiade DEPC 0.1 % final y

se esteriliza en el autoclave.
6.4.3.2. Hibridacion de ARN.

La busqueda de homologias entre secuencias de ADN localizadas en filtros de
nitrocelulosa (screening de genotecas) o bien en filtros de nylon con ADNs o ARNSs transferidos
desde geles de agarosa, se realiza mediante la utilizacion de una sonda de ADN marcada, en
la mayoria de los casos radiactivamente, y posterior exposicion del filtro hibridado bien sobre
un film de autorradiografia o realizar una cuantificacién de la intensidad de las bandas de

hibridacién de la sonda mediante el uso de un escaner electronico.

El proceso de hibridacion se lleva a cabo una vez que se ha realizado la transferencia
del ARN y se ha marcado la sonda. En el proceso completo de hibridacién se pueden distinguir

cuatro fases: prehibridacién, hibridacion, lavados y deteccion.

e La prehibridacién, tiene como finalidad bloquear los sitios activos de la membrana
donde no se han unido acidos nucleicos durante la transferencia y equilibrar ésta con el

tampodn de prehibridacion.

e La hibridacién, en sentido estricto permite la unién de la sonda marcada al ARN fijado
en la membrana. La especificidad de esta union depende tanto de las condiciones

utilizadas durante la incubacién (temperatura a la que se desarrolla la hibridacion y la
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concentracion de sales y detergentes en el tampdn de hibridacion) como de las

utilizadas en los lavados posteriores.

» Los lavados, permiten la eliminacion selectiva de las uniones inespecificas que hayan
podido producirse entre la sonda y el ARN. La disminucién de la unién inespecifica

durante los lavados se consigue:

i) disminuyendo la concentracién de sales del tampén de lavado.

ii) aumentando la concentracion de detergentes en el tampdn de lavado.
iii) aumentando la temperatura y la duracién del lavado.

e La deteccién, permite visualizar la unién de la sonda con los fragmentos de acidos
nucleicos, mediante autorradiografia o realizar una cuantificacion de la intensidad (en
cpm) de las bandas de hibridacion de la sonda mediante el uso de un escaner

electronico de autorradiogramas (Instant Imager, Packard).
Prehibridacion:

Los filtros de ARN se prehibridaron utilizando un tubo de vidrio de hibridacién cerrado
herméticamente con tampén de “Northern” (40 % formamida, Denhardt 5x, SSPE 5x, SDS
0.1 % y 500 pg/ml ADN de esperma de salmén) a 42 °C durante un minimo de 5 horas o toda la
noche. El ADN de esperma de salmén se hirvido 10 minutos para desnaturalizarlo y se enfrié en

hielo rapidamente antes de afiadirlo al resto de componentes del tampoén.
Hibridacion:

Tras retirar el tampoén de prehibridacion se afiadié el de hibridacion, cuya composicién es
la misma que en el caso anterior pero con una cantidad menor de ADN de esperma de salmén
(120 pg/ml) y la sonda de ADN marcada por “nick translation”. El filtro se incubd con la sonda
durante 12-24 horas a 42 °C. Posteriormente se retird el tampon de hibridacién con la sonda y

se procedié a continuacion a los lavados del filtro.

Tampodn de hibridacién para ARN:  formamida 40 %; Denhardt 5x; SSPE 5x; SDS 0.1 %.

Denhardt 100x : BSA (fraccion V) 2 %; Ficoll 2 %: Polivinilpirrolidona 2 %; se disuelven en este orden sin

calentar. Se conserva a -20 °C.
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SSPE 20x: NaCl 3.6 M; NaH,PO, 0.2 M; EDTA 20 mM pH 8.

ADN esperma de salmon: se disuelven 10 mg/ml en tampon TE.
Lavados y exposicion:

La duracién y temperatura de los lavados a los que se sometieron los filtros depende de
la sefial observada al chequearlos con un contador “Geiger”. Como norma general se realizan

los siguientes lavados:
e SSC 2x, 0.1 % SDS; 20 minutos a temperatura ambiente.
e SSC 2x, 0.1 % SDS; 20 minutos a 42 °C.
e SSC 0.1x, 0.1 % SDS; 5-20 minutos a 42 °C.
Reutilizacién de filtros de nylon:

Tras el proceso de exposicion los filtros que se van a reutilizar posteriormente, se
someten a un lavado para eliminar la sonda hibridada. Este lavado consiste en incubar el filtro
durante 30 minutos con 50 % formamida, SSPE 6x a 65 °C y a continuacion con SSPE 2x unos

minutos a temperatura ambiente. Se deja secar y se guarda a 4 °C.
6.4.4. Retrotranscripcion de ARN y amplificacion de | ADNc (RT-PCR).

La amplificacién por PCR del producto de la retrotranscripciéon de ARNm abre una amplia
serie de posibilidades, tales como la detecciéon de moléculas de ARN, el clonado del ADNc de

un mensajero, la construccién de bibliotecas de ADNc o la determinacién de intrones.

La primera etapa del proceso consiste en la sintesis de la primera cadena del ADNc
mediante la accion de la transcriptasa inversa sobre el ARNm, puro o mezcla. El cebador usado

para ello puede ser:

e Una mezcla de oligdbmeros (hexameros) construidos al azar (random primer), lo que

dirige la retrotranscripcion indiscriminada de una mezcla de ARNSs.

« Un oligonucleétido (dT) capaz de unirse a la cola poli(A) de la mayoria de los
mensajeros eucariotas; de esta forma puede conseguirse la amplificacion de la

secuencia completa de aquellos ARNs que lleven cola poli(A) (fraccién poli(A)+).
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e Un cebador especifico disefiado para la posterior PCR de un determinado ARNm;
dirige un proceso mucho mas selectivo que permite la amplificacion de un ARNm

particular a partir de una mezcla compleja.

La segunda parte es una reaccion de PCR en la que se emplea como molde el producto

de esta reaccién de transcripcién inversa.

Esta sencilla técnica permite la amplificacién in vitro de &cidos nucleicos (Mullis y
Faloona, 1987). Asi, partiendo de una molécula de ADN diana se pueden obtener entre 105y
109 veces una secuencia especifica contenida en ella mediante la utilizacion de

oligonucleétidos (o cebadores) disefiados al efecto y una ADN polimerasa termoestable.
La amplificacién se basa en la repeticidn de un ciclo que consta de tres etapas:

» Desnaturalizaciéon : Consiste en la separacién de las dos cadenas del ADN molde
mediante la incubacion a elevada temperatura (92-96 °C). Las hebras disociadas
permaneceran de esta forma en la solucién hasta que la temperatura baje lo suficiente

como para permitir la unién de los cebadores.

* Anillamiento de los cebadores : Béasicamente consiste en la unién de dos
oligonucledtidos al ADN diana. Cada uno de estos oligonucle6tidos es complementario
a una de las dos cadenas del ADN y su disefio es tal, que quedan enfrentados por sus
extremos 3’ tras el anillamiento flanqueando la regién a amplificar. La distancia entre

ellos determinard la longitud de la secuencia de ADN que se pretende obtener.

. Extension : Consiste en la elongacion de los cebadores del conjunto ADN-cebador por
la accion de una ADN polimerasa termoestable, a una temperatura proxima a los 72 °C,
durante un tiempo que depende de la longitud del fragmento a amplificar. El resultado
del proceso es la formacion de las dos nuevas cadenas de ADN, copias de la molécula
molde y que han incorporado en el extremo 5’ de su secuencia al cebador respectivo.
Este paso depende de la velocidad de proceso de la enzima (p.ej.: Taq polimerasa 60
pb/segundo). Los ciclos de PCR se repiten del orden de 20 a 40 veces. Para asegurar
qgue la primera desnaturalizacion del ADN molde sea completa, se realiza una
desnaturalizacién inicial a 94-96 °C durante 2-3 minutos. Igualmente para permitir que

la ADN polimerasa termine de sintetizar todas las hebras de ADN que no hubiera
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completado después de finalizar el ultimo ciclo de PCR, se programa una extension

final a 70 °C durante 10 minutos.

Los tiempos y temperaturas para una reaccién de PCR son basicamente empiricos y
dependen de diversos factores como: contenido en G+C del ADN, contenido en G+C de los
oligonucledétidos, longitud del fragmento a amplificar, velocidad de procesamiento de la ADN
polimerasa, abundancia de ADN molde, etc. De modo genérico estos tiempos y temperaturas

aparecen reflejados en la Tabla 2.3.

Desnaturalizacion inicial 94-96 °C 4-6 minutos
Desnaturalizacion 94-96 °C 30-60
segundos
nucledtido segundos
Extension 72 °C 30-120
segundos
Extension final 72 °C 10 minutos 1

Tabla 2.3: Tiempos y temperaturas de reaccién tipicos para una reacciéon de PCR.

6.4.4.1. Protocolo de eliminacion de moléculas de A DN contaminantes en
el ARN.

Antes de la realizacién de las RT-PCR las muestras con el ARN obtenido en el apartado
6.4.1.1.fueron tratadas con el kit RQ1 DNase (PROMEGA) para eliminar la posible existencia

de moléculas de ADN.

Protocolo:

Mezclar en un microtubo estéril libre de ARNasas los siguientes componentes:

e Tampodn de reaccion 10X........c.ccovvevviiinineennnnn. 1l
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e EnzimaRQ 1ADNasa...........ccccovveunnns 1 u/pg ARN
e ARN.... delas8ul
* Nuclease-freewater...............ocoeeeenn.. hasta 10 pl

* Incubar a 37 °C durante 45 minutos.
* Afadir 1 pl de la solucion de stop para parar la reaccion.

e Incubar a 65 °C durante 10 minutos para inactivar la ADNasa. La muestra de ARN ya

esta preparada para afiadir a la RT-PCR.
6.4.4.2. Protocolo de amplificacion de secuenciasd e ARN por RT-PCR.

Las RT-PCR de este trabajo se realizaron fundamentalmente empleando el kit
Superscript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Taq System (INVITROGEN).

Protocolo:

Mezclar en un microtubo estéril libre de ARNasas los siguientes componentes:

o Tampon de reaccion” 2X............cccceeeeeuee.... 25 pl
o ARN MOIAE? .. e, 2-4 pl
* Oligonucle6tido 1 (10 UM)...oovvevvniieiiie e 1ul
* Oligonucle6tido 2 (10 IM).....oeveevvicvieeeeeeiiiiieeen. 1ul
e Enzima RT/Tag MiX....cccoivuireeiiiiiiiieee e 1l
e AguaDEPC..........cccoiiii hasta 50 pl

* Incubar a 55 °C durante 30 minutos para que se lleve a cabo la sintesis de ADNCc.

e Incubar la reaccién durante 2 minutos a 94 °C para inactivar la retrotranscriptasa (RT).
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« Amplificar el fragmento de ADNc mediante PCR segln los parametros indicados en el
sistema SuperscriptTM One-StepTM RT-PCR System (GibcoBRL).

! Tampoén de reaccién 2x:  dNTP 0.4 mM; MgS0O, 2.4 mM.
2 Se realizaron diferentes reacciones variando la cantidad de ARN molde entre estas dos cantidades.

Al finalizar cualquier reacciéon de PCR, se debe analizar el resultado de la misma en un
gel de agarosa, comprobando la cantidad del fragmento amplificado y la inexistencia de bandas

inespecificas.
7. Métodos de analisis de proteinas.

7.1. Obtencion de extractos acelulares.
Se utilizo el método descrito por Miller (1972), adaptandolo a P. chrysogenum:

* Recoger el micelio por filtracion a través de un filtro de nailon “Nytal” de 30 ym de
diametro de poro. Lavar el micelio retenido con una solucién de NacCl al 0,9 % (p/v).

e Pulverizar el micelio con N, liquido en un mortero y recoger aproximadamente 100 mg
del polvo resultante en un tubo Eppendorf de 2.2 ml (el polvo recogido no debe superar
los 0.5 ml de volumen). Afadir 1 ml de tampdn de rotura, manteniendo la muestra en
hielo en todo momento y posteriormente centrifugar a 14000 rpm durante 10 minutos a

4 °C. Recoger la fase acuosa y utilizarla como extracto proteico.
Tampédn de rotura : EDTA 1mM; tampon fosfato sédico 50 mM, pH 7.0
7.2. Cuantificacion de proteinas.

La concentracién de proteinas se determiné por el método de Bradford (1976), basado
en el cambio del maximo de absorcion de 465 a 595 nm al unirse, de modo especifico, el

colorante Azul Brillante Coomassie G-250 a las proteinas.
La mezcla de la reaccion consistio en:

e Muestra.......cccoiii i, 10 pl dilucién 1:5y 1:10
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Reactivo Bradford................... 200 pl
H,O destilada........................ 790 pl
En el caso de los blancos, se afiadieron 800 ul de H,O destilada.

Se prepar6 ademdas una recta patron usando concentraciones conocidas de BSA. Se

utilizé un stock de BSA de 10 mg/ml y las concentraciones finales fueron 1, 2, 5, 7, 10 y yg/ml.

7.3. Determinacion de la actividad enzimatica  B-galactosidasa.

Se utilizé una variante del método descrito por Miller (1972):

Obtener un extracto proteico como se describi6 en el apartado 7.1.

Realizar una reacciéon de prueba, para determinar el volumen de muestra necesario
para alcanzar una densidad o6ptica a 420 nm (DO,y) de 0.4 unidades tras una

incubacion de 30 minutos a 37 °C.

Para esta reaccién mezclar:

Extracto proteico...................... 50 ul
Tampon Z ... 470 ul
Solucién de ONPG?................. 100 pl

Parar la reaccion mediante la adicion de 1ml de Na,CO; 1 M, ya que de esta forma se

produce un aumento del pH hasta valores proximos a 11, lo que inactiva la enzima.

Medir la absorbancia a 420 nm.

Una vez determinado el volumen necesario, llevar a cabo la reaccién definitiva en las

mismas condiciones.

Medir la absorbancia a 420 nm, longitud de onda a la que absorbe el O-nitrofenol

formado por la accion de la p-galactosidasa sobre el ONPG (orto-nitrofenil-B-D-

galactopiranésido), y a 550 nm, longitud de onda a la que pueden absorber restos celulares

gue también lo hacen a 420 nm.
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Una vez determinados todos estos parametros, calcular la actividad 3- galactosidasa:

AE (ulmg) = D0420- 2.2 x DO550) x Vit

gxVsobxtxP

donde:
DOy, = absorbancia a 420 nm.
DOss5 = absorbancia a 550 nm.
Vt = volumen total de la reaccién (1620 ml).
€ = coeficiente de extinction molar del ONPG a 420 nm (0,0045 ml/(nmol x cm).
Vsob = volumen del extracto (X ml).
t = tiempo de reaccién (30 minutos)

P = concentracion de proteinas totales en el extracto (Y mg/ml).

Para determinar la actividad p-galactosidasa de una cepa de P. chrysogenum se
realizé el ensayo por duplicado con extractos proteicos procedentes de tres fermentaciones

distintas.

1Tampén Z: NapHPO4x 12 H,0 21,5 g; NaH,PO4 x H,0 5,5¢g; KCI 0,75 g; MgSO4x 7 H,0O 0,246 g. Afiadir

antes de usar, 2-mercaptoetanol 27 pl /10 ml.

%Solucién de ONPG (orto-nitrofenil-Beta-D-galactopir ~ anésido): Disolver 40 mg de producto en 10 ml

de tampon fosfato sédico 0,1 M, pH 7,0

8. Valoracion de antibidticos B-lactamicos.

8.1. Obtencién de penicilinasa a partir de  Bacillus cereus

La penicilinasa obtenida a partir de cultivos de B. cereus hidroliza especificamente el
anillo B-lactamico de las penicilinas. Esta enzima se utilizé a razén de 1 volumen de muestra
por 1 volumen de enzima, para eliminar la penicilina producida por P. chrysogenum Wisconsin
54-1255 cuando se realizaron bioensayos en placa, de los caldos obtenidos por fermentacion
de esta cepa y asi, comprobar la posible existencia de moléculas inductoras de la expresion de
los genes de biosintesis de penicilina. Para la obtencién de esporas se sigui6 el siguiente

protocolo:
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Protocolo:

* Inocular con una colonia de B. cereus, sembrado en aislamiento en una placa de
medio TSA, en un matraz erlenmeyer liso con 100 ml de medio de cultivo para B.
cereus al que se ha afiadido 50 U/ml de penicilina G' para inducir la formacién de

penicilinasa.
e Incubar a 30 °C y 250 rpm durante 18-36 horas.

» Centrifugar a 8000 rpm durante 15 minutos, recoger el sobrenadante y esterilizarlo por

filtracion utilizando filtros de 0.22 ym.

 Dispensar en tubos de 2.2 ml y guardar a -20 °C. Se emplea 600 ul de este

sobrenadante con penicilinasa de B. cereus por cada 100 ml de caldo de cultivo.

Tras el tratamiento de los caldos de P. chrysogenum, para eliminar las penicilinas
presentes, la penicilinasa se inactivd posteriormente sometiendo el caldo a 3 volumenes de
metanol, dejando la mezcla durante 45 minutos a temperatura ambiente y posteriormente

eliminando el metanol en la centrifuga de vacio modelo SVC-100H. Speedvac SC-110.

! La correspondencia es de 1595 U/mg de penicilina G potasica. Para 100 ml de medio se afiaden, por
tanto, 3 ml de penicilina G potasica a una concentracion de 1 mg/ml, previamente esterilizada por
filtracién.

8.2. Valoracion cualitativa de antibidticos B-lactamicos: bioensayo en

placa.

El bioensayo en placa proporciona un método rapido para cuantificar de forma cualitativa
la produccion de penicilina en medio solido. Para este propdsito, se utilizaron placas de petri
con medio de cultivo Czapek (20 ml de medio/placa 6 50 ml medio/placa dependiendo del
diametro y capacidad de éstas). Una vez el medio fundido, se reparti6 entre las placas
utilizando una plataforma niveladora. Cuando el medio de cultivo de las placas se solidifico, se
comprobo de forma visual, que el reparto de éste fuese lo mads homogéneo posible, en caso

contrario, se descart6 la placa.
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Protocolo:

e Sobre la superficie de cada placa se inocularon 2 ul de esporas de P. chrysogenum
procedentes de una suspension de esporas mantenidas en una solucién de glicerol al
25-30 % y a -20 °C. Las cepas utilizadas en los bioensayos fueron P. chrysogenum
NRRL-1951 y P. chrysogenum Wisconsin 54-1255.

« Una vez las placas inoculadas, se incubaron durante un periodo de 24 horas a 28 °C
para permitir la germinacién de las esporas. Transcurrido ese tiempo, con la ayuda de
un sacabocados se perford y se eliminé un disco de agar junto a las colonias formadas
de P. chrysogenum. En el agujero practicado, se afiadieron los distintos compuestos a
analizar en una cantidad de 100 pl por pocillo. Como control, se afiadié agua destilada
estéril o medio estéril a uno de los pocillos practicados junto a las colonias. Las placas
se incubaron durante otras 24 horas a 28 °C permitiendo, en ese tiempo, que los
compuestos afiadidos difundiesen por el agar y contactasen con las colonias de P.

chrysogenum.

e Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de 48 horas aproximadamente, se
procedio a afadir una cobertera (20 ml 6 40 ml segun el tipo de placa utilizado en el
bioensayo) de TSA al 1 % con esporas de B. subtilis, como microorganismo sensible a
la penicilina (100 pl de esporas por cada 100 ml de medio TSA al 1 %). Después de
afiadir la cobertera, las placas se incubaron durante una noche a una temperatura de
30 °C.

8.3. Valoracioén cuantitativa de antibiéticos B-lactamicos.

La determinacion de la produccién del antibiotico penicilina en fermentaciones de
Penicillium, se realiz6 mediante bioensayo o cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
Las muestras a valorar se tomaron por triplicado a diferentes tiempos de las fermentaciones y

cada una de ellas fue analizada tres veces.
8.3.1. Valoracién cuantitativa de bioensayo en plac  a.

Se utilizaron dos microorganismos sensibles a penicilinas, M. luteus ATCC 9341, crecido
en medio TSB a una DO 600 nm de 2.0 y esporas de B. subtilis ATCC 6633.
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Protocolo para M. luteus:

e Inocular un 1 % del cultivo de M. luteus en medio TSA 1 % previamente fundido y
temperado, homogeneizar y dispensar en placas de Petri de 15 cm de diametro (40 ml

por placa).

* Una vez solidificado, perforar 8 agujeros de 5 mm de diametro con un sacabocados y

extraer el taco de agar con un palillo estéril.

» Afadir 100 pl de los patrones o caldos a bioensayar en cada pocillo.

* Incubar a 4 °C durante 2 horas para permitir la difusién del antibiético por el medio.

* Incubar a 30 °C durante 15 horas para permitir el crecimiento del microorganismo.

« El antibiético presente en el medio inhibe el crecimiento del microorganismo inoculado
dando lugar a halos de inhibicion del crecimiento cuyo didmetro es directamente

proporcional a la concentracion del antibiético.
Protocolo para B. subtilis:

* Inocular 100 ul de esporas de B. subtilis en medio TSA 1 % previamente fundido y
temperado, homogeneizar y dispensar en placas de Petri de 15 cm de didmetro (40 ml

por placa).

* Una vez solidificado, perforar 8 agujeros de 5 mm de diametro con un sacabocados y

extraer el taco de agar con un palillo estéril.

» Afadir 100 pl de los patrones o caldos a bioensayar en cada pocillo.

e Incubar a 4 °C durante 2 horas para permitir la difusion del antibiético por el medio.

* Incubar a 30 °C durante 15 horas para permitir el crecimiento del microorganismo.

» El antibiético presente en el medio inhibe el crecimiento del microorganismo inoculado
dando lugar a halos de inhibicion del crecimiento cuyo diametro es directamente

proporcional a la concentracion del antibiético.
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Los controles con diferentes concentraciones de penicilina permitieron realizar una recta
patrén, que relacionaba directamente la concentracién de penicilina con el diametro del halo de
inhibicibn de crecimiento. La interpolacion en esta recta, de los diametros de los halos de
inhibicion de las muestras problema permitié determinar la concentracion de penicilinas en los

caldos de fermentacion.

Hay que tener en cuenta, que este método proporciona la concentracion de penicilinas
totales, sin distinguir unas de otras. Cuando en la fermentacion se emplea fenilacetato potasico
como precursor de la cadena lateral, se asume que todo el halo es derivado de bencilpenicilina.
Por tanto, se utilizan los diametros de los halos de inhibicién obtenidos al realizar bioensayos
en las mismas condiciones con disoluciones de bencilpenicilina potasica pura de

concentraciones 1, 5, 10, 20, 50 y 100 uyg/ml.
8.3.2. Deteccion y valoracion de penicilinas por HP  LC.

La cromatografia HPLC (High Performance Liquid Chromatography) o cromatografia
liquida de alta eficacia, es una técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla
basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias analizadas y la
columna cromatogréfica. En la cromatografia HPLC, el compuesto pasa por la columna
cromatografica a través de la fase estacionaria (normalmente, un cilindro con pequefas
particulas redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el
bombeo de liquido (fase mévil) a alta presion a través de la columna. La muestra a analizar es
introducida en pequefias cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente
dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que

adelantan por la columna.

El grado de retencion de los componentes de la muestra depende de la naturaleza del
compuesto, de la composicién de la fase estacionaria y de la fase mavil. El tiempo que tarda un
compuesto en ser eluido de la columna se denomina tiempo de retencion y se considera una
propiedad identificativa caracteristica de un compuesto en una determinada fase movil y

estacionaria.

La utilizacion de presion en este tipo de cromatografias incrementa la velocidad lineal de
los compuestos dentro la columna y reduce asi su difusion dentro de la columna mejorando la

resolucion de la cromatografia. Los disolventes mas utilizados son el agua, el metanol y el
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acetonitrilo. El agua puede contener tampones o sales que ayuden a la separacion de los

compuestos.

Una mejora introducida a la técnica de HPLC descrita, es la variacién en la composicion
de la fase movil durante el analisis, conocida como un eluido en gradiente. Un gradiente normal
en una cromatografia de fase reversa puede empezar a un porcentaje bajo de acetonitrilo y
progresar de forma lineal hasta alcanzar un 50 % un tiempo determinado. El gradiente utilizado
varia en funcion de la hidrofobicidad del compuesto. El gradiente separa los componentes de la
muestra, como una funcion de la afinidad del compuesto por la fase mavil utilizada respecto a
la afinidad por la fase estacionaria. Asi, por ejemplo, utilizando un gradiente agua/acetonitrilo
los compuestos mas hidrofilicos eluirdn a mayor concentracion de agua, mientras que los

compuestos mas hidrofobicos eluiran a concentraciones elevadas de acetonitrilo.

Hay varios tipos de cromatografia; la cromatografia de fase normal y fase reversa. La
cromatografia de fase normal se caracteriza por separar los compuestos en base a su
polaridad. Esta técnica, utiliza una fase estacionaria polar y una fase mavil apolar y se utiliza
cuando el compuesto de interés es bastante polar. EI compuesto polar se asocia y es retenido
por la fase estacionaria. La fuerza de adsorcion aumenta a medida que aumenta la polaridad
del compuesto y la interaccidon entre el compuesto polar y la fase estacionaria polar (en

comparacion a la fase mévil) aumenta el tiempo de retencion.

La fuerza de interaccion no sélo depende de los grupos funcionales del compuesto de
interés, sino también en factores estéricos de forma que los isébmeros estructurales a menudo
se pueden diferenciar el uno del otro. La utilizacidon de disolventes mas polares en la fase movil
disminuye el tiempo de retencion de los compuestos mientras que los disolventes mas

hidrofébicos tienden a aumentar el tiempo de retencién.

La cromatografia de fase reversa, consiste en una fase inmovil apolar y una fase mévil
de polaridad moderada. Una de las fases estacionarias mas comunes de este tipo de
cromatografia es la silica tratada con RMe2SiCl, donde la R es una cadena alquil tal como
C18H37 6 C8H17. El tiempo de retencion es mayor para las moléculas de naturaleza apolar,

mientras que las moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente.

El tiempo de retencion aumenta con la adicion de disolvente polar a la fase movil y
disminuye con la introduccién de disolventes mas hidrofébicos. La cromatografia de fase

reversa se basa en el principio de las interacciones hidrofobicas que resultan de las fuerzas de
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repulsién entre un disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente apolar, y una

fase estacionaria apolar.

La fuerza conductora en la unién del compuesto a la fase estacionaria es la disminucién
del area del segmento apolar del analito expuesto al disolvente. Este efecto hidrofébico esta
dominado por la disminucién de la energia libre de la entropia asociada con la minimizacion de
la interfase compuesto-disolvente polar. El efecto hidrofébico disminuye con la adiciéon de
disolvente apolar a la fase movil. Esto modifica el coeficiente de particion de forma que el

compuesto se mueve por la columna y eluye.

Las caracteristicas del compuesto de interés juegan un papel muy importante en la
retencion. En general, un compuesto con una cadena alquil larga se asocia con un tiempo de
retencién mayor porque aumenta la hidrofobicidad de la molécula. Aun asi, las moléculas muy
grandes pueden ver reducida la interaccion entre la superficie del compuesto y la fase
estacionaria. El tiempo de retencion aumenta con el area de superficie hidrofébica que suele
ser inversamente proporcional al tamafio del compuesto. Los compuestos ramificados suelen

eluir mas rapidamente que sus isémeros lineales puesto que la superficie total se ve reducida.

Aparte de la hidrofobicidad de la fase movil, otras modificaciones de la fase mévil pueden
afectar la retencion del compuesto; por ejemplo, la adicion de sales inorganicas provoca un
aumento lineal en la tensién superficial, y como que la entropia de la interfase compuesto-
disolvente esta controlada precisamente por la tension superficial, la adicién de sales tiende a

aumentar el tiempo de retencion.

Otra variable importante es el pH puesto que puede cambiar la hidrofobicidad del
compuesto. Por este motivo, la mayoria de métodos utilizan un tampén para controlar el valor
del pH. Estos tampones controlan el pH, pero también neutralizan la carga o cualquier resto de
silica de la fase estacionaria que haya quedado expuesta y actllan como contraiones que
neutralizan la carga del compuesto. El efecto de los tampones sobre la cromatografia puede

variar, pero en general mejoran la separacién cromatografica.

El diametro interno de una columna de HPLC es un aspecto critico que determina la
cantidad de muestra que se puede cargar a la columna y también influye en su sensibilidad.
Las columnas de didmetro interno mas grande (>10 mm) se utilizan normalmente en la
purificacion de compuestos para su utilizacion posterior. En cambio, las columnas de diametro

interno menor (4-5 mm) se utilizan en el andlisis cuantitativo de las muestras, y se caracterizan
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por el aumento la sensibilidad y la minimizaciéon del consumo de disolventes que conllevan.
Estas columnas se suelen denominar columnas de rango analitico y normalmente estan
asociadas a un detector UV-VIS. Aparte, existen otros tipos de columnas, como las de tipo
capilar, con un didametro inferior a 0.3 mm, utilizadas principalmente en espectrometria de
masas. La mayoria de HPLC tradicionales se realizan con una fase estacionaria unida al
exterior de particulas esféricas de silica. Estas particulas pueden tener diferentes medidas,
siendo las de 5 ym de didmetro las mas utilizadas. Particulas mas pequefias ofrecen una
mayor superficie y una mejor separacion, pero la presion que se requiere por obtener una
velocidad lineal éptima aumenta de forma inversamente proporcional al cubo del diametro de la
particula. Esto significa que disminuir la medida de las particulas a la mitad, aumentaria la

resolucion de la columna, pero a la vez, aumentaria la presion necesaria en un factor de ocho.

Muchas fases estacionarias son porosas para proporcionar una mayor superficie. Los
poros pequefios proporcionan una mayor superficie mientras que los poros de mayor medida
proporcionan una cinética mejor, especialmente para los compuestos de tamafio mas grande;
por ejemplo, una proteina que sea ligeramente mas pequefia que el tamafio de los poros puede

entrar, pero dificilmente saldra con facilidad.
8.3.2.1. Preparacion de muestras y tampones.

Todos los tampones empleados en los métodos cromatograficos fueron realizados en
agua milliQ utilizando compuestos de alta pureza (Sigma-Aldrich) y filtrados con filtros de 0.45
pum (Millipore). Los tampones se prepararon nuevos cada dia para evitar el crecimiento de
microorganismos y cambios de concentraciéon debido a evaporaciones. La correcta preparacion
de las muestras es muy importante para el buen desarrollo cromatogréfico. Deben de estar

libres de proteinas y de cualquier particula solida que pueda colapsar la columna o el sistema.
8.3.2.2. Bencilpenicilina.

La poca absorbancia de la bencilpenicilina en UV, unido a la presencia de gran namero
de compuestos en los filtrados, hizo que se optara por extraer la bencilpenicilina antes de su

determinacién por HPLC en las muestras correspondientes a las 24 horas de fermentacion.

111



Materiales y Métodos

Extraccion de bencilpenicilina:

La extraccion se realizé disminuyendo el pH de la solucién en la que se encontraba la
bencilpenicilina (filtrado), por debajo de valor de 2.5. En estas condiciones, el grupo acido de la
bencilpenicilina tiene una carga neta neutra (pKa = 2.7) lo cual, unido a las propiedades
hidrofébicas de su cadena lateral, permite su extraccién con solventes organicos. Las
precauciones para evitar la degradacion de la penicilina a estos pH tan acidos fueron trabajar lo

mas rapidamente posible, en camara fria a 4 °C y manteniendo las muestras en hielo.

Protocolo:

¢ Reducir el pH de la muestra a pH 2.0 utilizando HCI diluido.

¢ Realizar extracciones (3x) con un tercio del volumen de muestra con acetato de n-
butilo.

« Juntar todas las fracciones organicas y realizar en ellas una reextraccion de la

bencilpenicilina con tampdén fosfato 10 mM pH 7.5 (3x) con un tercio de volumen inicial.

¢ Juntar las fracciones acuosas, congelar a -80 °C y liofilizar.

¢ Resuspender en agua destilada en el mismo volumen inicial de muestras o menor

segun se quiera concentrar la muestra.
Condiciones cromatograficas:

El método cromatografico que se empled para la deteccion y cuantificacion de
bencilpenicilina fue desarrollado en el presente trabajo (Tabla 2.4.). El método cromatografico
consta de dos partes, una primera isocratica en la que eluye la bencilpenicilina y otra en

gradiente, que constituye el lavado y equilibrado de la columna.

En total, cada cromatograma tiene una duraciéon de 35 minutos. El tiempo de retencién
de la bencilpenicilina con este método es de 15.39 + 0.17 minutos, y la menor cantidad

detectada es de 0.1 pg/ml.

112



Materiales y Métodos

Tampoén A = formiato de amonio 30 mM, pH 5.0 + 5 %
de acetonitrilo.
, i 0 15
Tampon B = acetonitrilo.
Absorbancia: 214 nm.
; 20 13
Columna: LiChrospher ® 100 RP-18(4 x 250 mm), 5
pm (Merck). 22 70
Flujo: 1.0 ml/minuto.
Volumen de inyeccion : 20 pl. 2 70
Equipo: Waters compuesto de bomba binaria Waters
1525 y detector dual Waters 2487. 28 15
35 15

Tabla 2.4: Método cromatografico para la deteccidén y cuantificaciéon de bencilpenicilina.

9. Derivatizacion de las muestras con el compuesto FMOC.

Condiciones cromatograficas.

Las muestras obtenidas en el proceso de recoleccién de caldo inicial de la cepa de A.
chrysogenum N-2 y las muestras obtenidas en los procesos de purificacion de cromatografia en

columnay HPLC, se derivatizaron con cloruro de 9-fluoroenilmetil cloroformato (FMOC-CI).

El FMOC-CI reacciona con los grupos amino (primarios y secundarios) formando
derivados carbamados (-NCO2R) altamente fluorescentes y estables. Este agente altamente
reactivo, originalmente y todavia usado como grupo amino protector en sintesis de péptidos,
fue primeramente aplicado como un agente derivatizante en precolumna para analisis de
aminoécidos. EI FMOC-CI reacciona con todos los aminoacidos a pH alcalino y a temperatura
ambiente para producir derivados aminoacidicos. Durante la reaccion, también se forman
productos de hidrélisis del reactivo (FMOC-CI) que pueden interferir en la separacion por
cromatografia de fase inversa y que son eliminados por extraccion con un disolvente organico.
Este compuesto es usado para la derivatizacion y andlisis de varios tipos de aminas incluyendo
aminas biogénicas y poliaminas y grupos amino de los aminoéacidos. El método cromatografico

esta recogido en la Tabla 2.5.
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Protocolo:

« Afadir a 1 ml de caldo (o extracto) 2 ml de acetona. Mezclar con vortex y dejar reposar

en hielo 30 minutos para desproteinizar las muestras.

e Centrifugar a 4 °C durante 20 minutos y recoger el sobrenadante.

« Afadir a este sobrenadante 300 pl de solucion bérica * y 400 pl de solucién FMOC 2.

e Agitar en vortex 1 minuto y dejar la reaccion a temperatura ambiente durante 4 minutos.

e Extraer con hexano (2 x 3.7 ml) para eliminar los productos formados por la hidrélisis

de FMOC-CI.

« Concentrar a vacio en speed-vac para eliminar los restos de hexano y llevar la muestra

a su volumen inicial (1 ml).

! Solucién bérica:  borato de sodio 0.2 M, pH 7.5.

2 Solucién FMOC:  solucién de FMOC 15 mM en acetona.

Tampon A = acetato de sodio 50 mM, pH 4.2.
Tampén B= acetonitrilo

Absorbancia: 254 nm.

Columna: LiChrospher ® 100 RP-18(4 x 250 mm),
5 um (Merck).

Flujo: 1.0 ml/minuto

Volumen de inyeccion: 10 pl.

Equipo: Waters Alliance 2695

0 20

7 25
15 20
30 50
33 70
38 70
40 20
46 20

Tabla 2.5: Método cromatografico para el andlisis de varios tipos de aminas derivatizadas

con FMOC.
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9.1. Derivatizacion con cloruro de benzoilo, para i dentificacion de

poliaminas. Condiciones cromatograficas.

La derivatizacion con cloruro de benzoilo (benzoilacién) es uno de los compuestos mas

utilizados para la deteccién de poliaminas por cromatografia HPLC.
Protocolo:
* Afadir a 500 pl de muestra 1 ml de NaOH 2 N.

» Afadir 10 pl de cloruro de benzoilo. Mezclar con vortex vigoroso durante 10 segundos

e incubar las muestras durante 20 minutos a temperatura ambiente.
* Afadir 2 ml de una solucién saturada de NaCl y mezclar suavemente.
« Afadir 2 ml de éter dietilico y mezclar suavemente.
* Centrifugar las muestras durante 4000 rpm durante 15 minutos.
* Recoger 1 ml de la fase organica y evaporar ésta a sequedad en el speed vac.
* Resuspender la muestra en 100 pl de metanol grado HPLC.

El método cromatogréafico que se empled para la deteccion de poliaminas esta basado
en los métodos descritos en los trabajos de Flores y colaboradores (1982), Slocum y
colaboradores (1989) y Ozgiil y Uren Ali (2009), (Tabla 2.5).

El método cromatografico en un principio isocratico se sustituyd por un gradiente para
mejorar la resolucién de los picos cromatograficos.
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Tampon A = agua milliQ )
Tiempo % B
Tampén B= metanol
Absorbancia: 254 nm. 7 65
Columna: TeknoKroma C-18 (4.6 x 150 mm), 3

um (Sea-Mediterranea). 13 80

Flujo: 1.0 ml/minuto 20 80

Volumen de inyeccion: 10 pl.

Equipo: Waters Alliance 2695 25 80
30 100

Tabla 2.6: Método cromatografico para el andlisis de varios tipos de aminas derivatizadas

con cloruro de benzoilo.
10. Cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina, 0 mas cominmente denominada TLC (thin layer
chromatography), consigue la separacién de los componentes de una mezcla gracias a la
diferencia entre sus coeficientes de reparto entre las dos fases del sistema, la fase estacionaria
y la fase movil. Esta diferencia se traduce en un mayor o menor desplazamiento o movilidad de
cada componente individual, lo cual permite su separacion e identificacion. La fase estacionaria
mas empleada es la silica gel dispuesta formado una capa uniforme sobre una lamina de
aluminio que actia de soporte. Aunque en un principio estas cromatoplacas o placas se

preparaban en el propio laboratorio, actualmente se adquieren a casas comerciales.

El pardmetro experimental asociado a la técnica es el Rf o movilidad relativa, el cual es la
relacion entre la distancia recorrida por la mancha de un compuesto y la distancia recorrida por
el frente de solvente en el momento de sacar la placa del solvente. El Rf se encuentra
relacionado con la solubilidad relativa de un compuesto entre la fase estacionaria y la fase
moévil. En un sistema de TLC bien caracterizado, las sustancias pueden identificarse
comparando los valores de Rf con los de los estandares, los cuales se han analizado

previamente o durante la cromatografia.

Para la realizacion de este trabajo se han empleado las cromatoplacas de silica gel 60

(Merck) de 20 x 20 cm con zona de concentracion y una fase movil de (butanol/acético/agua).
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Protocolo:

e Cortar la cromatoplaca con el tamafio adecuado y marcar con un lapiz una linea
paralela a 1 cm de la zona de concentracion de la placa. Sobre esta linea se marcan
con una cruz los lugares donde se va a aplicar la muestra, a distancias iguales,

dejando al menos 1 cm a un lado y al otro de la placa.

 Las muestras en disolucién se aplican sobre la placa mediante puntas capilares a
cantidades no mayores de 1.5 pl con el fin de que las manchas correspondientes a las
muestras no sean mayores de 5 mm, lo cual se traduciria en peores separaciones.
Después de cada aplicacion se seca ésta, para que la evaporacion del disolvente sea
mas rapida utilizando para ello un secador de pelo. Una vez que se han secado las

manchas, la placa esta lista para el desarrollo de la cromatografia.

» Para preparar la cubeta cromatografica se afiade la fase movil (2:1:1) que se va a
emplear en cantidad suficiente para que ocupe de 1.5 a 2 cm de altura en la cubeta y
se cierra herméticamente. Después se deja en estas condiciones un minimo de una
hora, dependiendo de las caracteristicas del disolvente, con el fin de asegurar que la

atmosfera del interior de la cubeta de cromatografia esta saturada con el solvente.

» Pasado este tiempo, se introduce la placa y se desarrolla la cromatografia hasta que el

frente de la fase mévil llegue casi hasta el final de la placa.

e Sacar la placa de la cubeta y marcar el limite del frente alcanzado antes de que se

seque con un lapiz.

» Secar la placa con ayuda de un secador de pelo y una vez seca revelar para la

localizacién de los productos.

Las sustancias coloreadas son visibles inmediatamente, pero hay otros compuestos que
son incoloros y que deben hacerse visibles. En estos casos, se puede hacer uso de varios
métodos: métodos fisicos, que utilizan propiedades particulares de los compuestos tales como
la fluorescencia (sustancias que son invisibles a la luz ordinaria pero que son visibles a la luz
ultravioleta), o métodos quimicos (son los mas utilizados), que consisten en hacer reaccionar
las sustancias a revelar con algin agente quimico con el que forman algin compuesto

coloreado y asi hacerlas visibles.
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El revelado de estas placas se realizé6 mediante el método quimico-colorimétrico.
Método quimico-colorimétrico: reaccion con ninhidrin a.

Los métodos colorimétricos se basan en la reaccién especifica del compuesto a
determinar con ciertos compuestos, dando derivados coloreados. De todos los métodos el mas
general y utilizado, y que fue el empleado en este trabajo, es la reaccién con ninhidrina (hidrato
de tricetohidrindeno). La ninhidrina reacciona con las aminas primarias, en caliente,

produciendo amoniaco, diéxido de carbono y un complejo de color purpura azulado.

Para el revelado de las placas de TLC por este método, las placas se pulverizaron con
una solucién de ninhidrina en acetona al 0.2 % (p/v). (Esta solucion puede conservarse
preservandola de la luz a 4 °C). Después se aplico calor con un decapador hasta la aparicién

de las manchas coloreadas.
11. Cromatografia en columna.

Durante el transcurso de este trabajo se utilizaron varios tipos de resinas cromatograficas
gue fueron adquiridas en forma de polvo seco. Estas resinas se empaquetaron en carcasas de
diferentes tamafos, siguiendo un mismo protocolo, para obtener las columnas cromatogréaficas
que se emplearon en el proceso de purificacion del compuesto inductor. El correcto
empaquetamiento de estas columnas fue fundamental para conseguir un desarrollo

cromatografico éptimo.
Protocolo:

« Hinchar la resina a utilizar en un exceso del mismo solvente que se va a emplear para
el desarrollo cromatografico durante al menos 12 horas a la temperatura a la que va a

operar la columna. Evitar la agitacion brusca y la formacién de burbujas.
« Montar la carcasa de la columna con agarradores estables.

e Llenar con el solvente el espacio muerto de la salida de la columna para asegurar que

no haya burbujas en el mismo. Cerrar la salida de la columna.

e Inclinar la columna y verter sobre la pared de la misma la resina en suspension, bien

mezclada. Inmediatamente, y sin dejar de verter la resina, abrir la columna y reajustarla
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a una posicion vertical. Todo el gel se debe afiadir en una sola operacién con el fin de
formar un lecho homogéneo y evitar la formacion de capas que supondrian un mal

empaquetamiento de la columna.

» Cerrar la salida de la columna y llenar el espacio sobre el gel con eluyente en torno a 1-

2 cm de altura.

» Poner la tapa superior de la columna. Esta operacion debe de hacerse con cuidado de

no dejar ninguna burbuja en el sistema.

» El flujo debe empezar tan pronto como sea posible después de llenar la columna para
obtener una sedimentacion igualada. Los flujos de empaquetamiento vienen dados por
el tipo de resina y dependen de la presion que soporta cada una de ellas. Normalmente
este flujo es ligeramente mayor que el que se va a utilizar para el desarrollo

cromatografico.

» Pasar diez volumenes de eluyente a través de la columna para estabilizar el lecho y

equilibrar la columna.
11.1. Cromatografia de adsorcion: columna de carbon activo.

El mecanismo en el que se basa la cromatografia de adsorcién es la competicién entre el
disolvente y las moléculas de soluto por los sitios de unién de la superficie adsorbente con los
gue cuenta la resina empleada. Estas uniones pueden deberse a interacciones quimicas o,
mas frecuentemente, a interacciones fisicas (fuerzas de dispersion de tipo London, fuerzas

electrostéticas). El carbdn activo opera por este mecanismo.

Independientemente de su fuente, las cuales son diversas (madera, turba, petréleo, etc),
el carbon se activa al calentarlo a altas temperaturas (entre 800 y 1000 °C) en ausencia de
oxigeno. El resultado de este tratamiento es la creacién de millones de poros microscépicos en
la superficie del carbén. Esta enorme cantidad de area superficial favorece en gran medida que
tenga lugar el proceso de adsorcion. El carbon activo tiene una fuerte atraccion de adsorcion
para moléculas organicas y es excelente en la retencién de compuestos organicos aromaticos.
El nivel de actividad de la adsorcion depende de la concentracion de la sustancia en la muestra,
la polaridad de la misma, la temperatura a la que se desarrolla la cromatografia y el tipo de

carbon, ya que cada uno tiene su propia isoterma de adsorcion.
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Para la preparacion de la columna de carbdn activo empleada en este trabajo, se hidrat
el carbon activo con agua milliQ durante 12-14 horas a 4 °C, temperatura a la que se iba a

desarrollar la cromatografia.

11.2. Cromatografia de intercambio ionico.

La cromatografia de intercambio iénico es un equilibrio heterogéneo donde se produce
un intercambio de iones entre un cambiador i6nico fijo y el medio mévil con el que esta en

contacto (normalmente una disolucién acuosa).

Cada intercambiador de iones posee un esqueleto (la matriz del intercambiador que es
un polimero organico sintético) y grupos de intercambio idnico (los grupos ionogénicos o grupos
funcionales). El grupo ionogénico se encuentra dividido en dos partes: el idn fijo que esta unido
fuertemente a la matriz mediante enlaces covalentes y el iobn mévil o contraidbn que posee carga
opuesta a la del i6n fijo y, normalmente, se une a éste mediante fuerzas de tipo electrostatico

en numero suficiente para asegurar la neutralidad eléctrica.

Atendiendo a la naturaleza del grupo ionogénico podemos hablar de diferentes tipos de
intercambiadores, entre los que destacan los intercambiadores catiénicos y anidnicos que son
los empleados en la mayoria de las aplicaciones analiticas. Los intercambiadores de iones que
poseen cationes como contraiones se denominan intercambiadores catidnicos (intercambian
cationes). Los intercambiadores de iones capaces de intercambiar aniones, se denominan

intercambiadores aniénicos.

Sus propiedades como cambiadores idnicos estaran presentes solamente para aquellos
valores de pH en los cuales los grupos ionogénicos se encuentren ionizados. Los términos
fuerte y débil aplicados a las resinas de intercambio i6nico nos indican cémo varian las
propiedades de intercambio con el pH. La causa principal de la accién separativa del proceso
de intercambio i6nico es la atraccion electrostatica selectiva entre los grupos iénicos fijos y los
contraiones, los cuales pueden ser intercambiados por una cantidad equivalente de iones (del

mismo tipo de carga) presentes en la disolucién que esta en contacto con el intercambiador.

Para la preparacion de la columna de intercambio catiénico empleada en este trabajo, se
hidraté la resina embebiéndola en el buffer acetato sédico 100 mM pH 3. En el caso de la

resina de la columna de intercambio aniénico, ésta se embebié en Tris 100 mM.
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Una vez empaquetada la resina en la columna cromatogréfica, siguiendo el protocolo
antes citado, se equilibré pasando 10 volumenes del mismo buffer pero en esta ocasion a una

concentracion 10 mM. En estas condiciones la columna ya esta preparada para ser utilizada.

11.3. Cromatografia de hidrofobicidad: columna de r  esina Phenyl

sepharose 6 fast flow.

La cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC), separa los componentes de una
muestra segun su hidrofobicidad. Las moléculas de la muestra, que contienen regiones
hidrofébicas e hidrofilicas, se aplican a una columna HIC disueltas en un tampoén de
concentracion salina alta. La sal del tampén reduce la solvatacién de los solutos de la muestra
haciendo que las regiones hidrofdbicas se encuentren expuestas y sean adsorbidas por la

resina.

Cuanto mas hidrofobica es la molécula que se quiere separar, menos sal es necesaria
para promover su adsorcion. Posteriormente, para la elucion se suele usar un gradiente
decreciente de sal de modo que los distintos compuestos de la muestra eluyan de la columna
segun un aumento de su hidrofobicidad, un incremento del pH que origina un aumento de la
repulsion con la matriz o por el contrario la salida de la muestra puede hacerse también por la
adicion de modificadores organicos suaves o detergentes, como por ejemplo isopropanol o

metanol.

Para la preparacion de la columna de hidrofobicidad empleada en este trabajo, se hidratd

la resina embebiéndola en agua milliQ durante 12-14 horas a 4 °C de temperatura.

Una vez empaquetada la columna se equilibré la resina pasando 10 voliumenes de agua

milliQ. En estas condiciones la columna ya esta preparada para ser utilizada.
11.4. Cromatografia de gel filtracién: columna Seph  adex G10.

La cromatografia de gel filtracion o de exclusion (SEC) se define como la separacion
diferencial por tamafios de los solutos componentes de una mezcla, provocada por el volumen
de poro de la fase estacionaria, el cual es particular de cada clase de resina. Este tipo de
cromatografia se utiliza en las Ultimas etapas de los procesos de purificacion de proteinas ya

que la capacidad de esta técnica es baja, s6lo un 5-10 % del volumen de la columna se puede
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inyectar como muestra y la velocidad de flujo es baja, dado que la matriz no resiste mucha

presién por sus grandes poros.

Al contrario que otras técnicas de cromatografia liquida, las separaciones de gel filtracién
estan controladas exclusivamente por efectos entrépicos. Al menos en principio, factores como
la composicién de la fase movil o el flujo, no deberian de influir en la separacién. Como es
I6gico, en muchas circunstancias las separaciones SEC no se comportan de un modo ideal,
especialmente en lo que se refiere a la ausencia de interacciones soluto-matriz. Por ello, es
usual recomendar una fase movil de fuerza iénica apreciable cuando se trabaja en SEC acuosa
para prevenir las interacciones entre los solutos y la superficie del gel. EI Sephadex es uno de
los materiales de mayor difusién y aplicabilidad. Variando el grado de entrecruzamiento se
consiguen geles de diferente porosidad y por tanto, diferente intervalo de utilizacién. La
Sephadex G10 tiene como matriz el dextrano y es estable en el intervalo de pH 2-13. Ademas,
admite sin problemas aditivos como tensioactivos y es esterilizable en el autoclave. La

Sephadex G10 tiene un intervalo de fraccionamiento para solutos menores de 700 Da.

Para la preparacion de la columna de gel filtracion empleada en este trabajo, se hidratd

la resina con agua milliQ durante 12-14 horas a temperatura ambiente.

Una vez empaquetada la columna se equilibré la resina pasando 10 voliumenes de

acetato sodico 0,05 M. En estas condiciones la columna ya esta preparada para ser utilizada.
12. Resonancia magnética.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica empleada
principalmente en la elucidacion de estructuras moleculares. Algunos nucleos atémicos
sometidos a un campo magnético externo absorben radiaciéon electromagnética en la regién de

las radiofrecuencias.

Como la frecuencia exacta de esta absorcion depende del entorno de estos nucleos, se
puede emplear para determinar la estructura de la molécula en donde se encuentran éstos. La
aplicacion fundamental de la espectroscopia de RMN es la determinacidn estructural, ya sea de
moléculas orgdanicas, organometdlicas o biolégicas. Para ello es necesaria la realizacién de

diferentes tipos de experimentos de los cuales se obtiene una determinada informacién.
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Para la elucidacion estructural de moléculas organicas y organometdlicas los

experimentos mas utilizados son los siguientes:

« Espectro monodimensional de 'H: Da informacién del nimero y tipo de hidrégenos
diferentes que hay en la molécula. La posicion en el espectro (desplazamiento quimico)
determina el entorno quimico del ndcleo, y por tanto da informacion de grupos
funcionales a los que pertenecen 0 que estan cerca. La forma de la sefal da

informacién de los protones cercanos acoplados escalarmente.

« Espectro monodimensional de **C: Al igual que en 'H el desplazamiento quimico da
informacién de los grupos funcionales. Dependiendo del tipo de experimento realizado

se puede obtener informacién del nimero de hidrégenos unidos a cada carbono.

» Espectros bidimensionales homonucleares: Los experimentos COSY dan informacion
de las relaciones entre los protones de la molécula, por acomplamiento escalar o

dipolar.

e Espectros bidimensionales heteronucleares: Los experimentos HMQC indican qué

hidrégenos estan unidos a qué carbonos.

Las medidas para los espectros RMN fueron realizadas en D,O a temperatura ambiente
utilizando un espectometro modelo Bruker WM 500 (500 MHz (1H-RMN) y 125 MHz
(13CRMN)).

El programa de los experimentos 2D fue tomado de la libreria del Software de Broker.
Los experimentos de RMN y espectrometria de masas fueron realizados en la Facultad de

Ciencias de la Universidad Autonoma de Madrid (Departamento de Quimica Organica).
13. Microscopia laser confocal.

Las imagenes de fluorescencia de células vivas se obtuvieron utilizando un microscopio
confocal RADIANCE 2000 (BIORAD).

13.1. Preparacion de las muestras y tincion de las  vacuolas.

Las membranas vacuolares se tifieron utilizando un fluoréforo lipofilico, N-(3-

trietilamoniopropil)-4-(p-dietilaminofenil-hexatrienil) piridio dibromuro (FM 4-64, Molecular
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Probes Inc., OR), utilizando un protocolo que incluia algunas modificaciones con respecto al
descrito por Vida y Emr (1995).

Protocolo:

* Recoger el micelio a las 24 y 48 horas de incubacion, procedentes de una fermentacion

en medio liquido.
¢ Centrifugar las muestras recogidas a 4000 rpm durante 10 minutos.

e Eliminar el sobrenadante y realizar dos lavados de las células obtenidas con agua
estéril.

* Afadir a 4ml de muestra 5 pl de colorante y agitar suavemente.
¢ Incubar las muestras en oscuridad y a temperatura ambiente durante 60 minutos.

e Coger una alicuota de 1 ml de muestra y llevar a un microtubo de 1.5 ml de capacidad
y realizar 3 lavados utilizando medio definido de in6culo (MDI) del apartado 4.2.2 para

eliminar el exceso de colorante.

¢« Con una punta de micropipeta truncada en la base coger un volumen de 20 pl de
preparacion y depositarla en un portaobjetos. Colocar un cubreobjetos sobre la
preparacion. Para evitar burbujas, depositar el cubreobjetos sobre la gota: primero una

arista y luego todo él.

e Observar la fluorescencia por microscopia confocal con una longitud de onda de
excitacion (AEX) de 488 nm y una longitud de onda de deteccion (AEM) de entre 620 y
660 nm, segun se ha descrito (Yenush y col., 2005).

14. Microscopia electronica de barrido (SEM).

La microscopia barrido (SEM) permite el andlisis de superficies de las muestras
biol6gicas o de materiales con unos aumentos practicos de 60.000x. En este modelo de
microscopio (Microscopio Electrénico de Barrido JEOL 6100), el haz de electrones, enfocado

por las lentes electromagnéticas a través de una columna con alto vacio, se proyecta sobre la
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superficie de la muestra donde los electrones rebotan o provocan la emisién de electrones

secundarios de la muestra.

Estos electrones dispersados o emitidos son recogidos por unos detectores y
proyectados sobre una pantalla de television que proporciona una imagen tridimensional del
objeto. Las muestras bioldgicas requieren un proceso de desecado en un gradiente de etanol y

un recubrimiento con una pelicula de un metal conductor (oro).
15. Andlisis protedmico.

La protedmica es el estudio y caracterizacion de todo el conjunto de proteinas
expresadas de un genoma (proteoma). La protedmica permite identificar, categorizar y clasificar
las proteinas con respecto a su funcién y a las interacciones que establecen entre ellas. De
este modo, se pueden caracterizar las redes funcionales que establecen las proteinas y su

dinamica durante procesos fisioldgicos.

El proteoma de una célula varia segun el estado en el que se encuentre, si se encuentra
en una situaciéon de estrés o, por ejemplo, bajo el efecto de una molécula inductora o una
hormona. Asi, en cada momento y en cada tipo celular el perfil de proteinas expresadas sera
diferente. La prote6mica es Util para estudiar estas diferencias. Las técnicas mas usadas en
protedmica se basan en la electroforesis bidimensional (2-DE) y en la espectrometria de
masas. Estas técnicas han sido empleadas en el analisis proteémico de algunos hongos
ascomicetos como Schizosaccharomyces pombe (Hwang y col., 2006), algunas especies del
género Aspergillus (Melin y col., 2002; Vodisch y col., 2009), S. cerevisiae (Shevchenko y col.,
1996; Bruckman y col., 2009) y P. chrysogenum (Jami y col., 2010).

15.1. Microorganismo utilizado y condiciones de cul tivo para el analisis

protedmico.

Para el estudio del analisis protedmico se utilizo la cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-
1255. Para la obtencién de esporas y posterior cultivo en medio liquido, se emplearon los

medios Power, MDI y MDP (ver apartado 4.2.2).

Transcurridas 48 horas de fermentacion, el caldo de cultivo se filtré a través de un filtro
de nailon “nytal” de 30 um de tamafio de poro. Se recolecté el micelio y se lavé con NaCl al

0.9 %. Posteriormente se realizaron varios lavados sucesivos con agua milliQ y se eliminé el
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exceso de humedad con papel de filtro. EI micelio asi obtenido se almacené a -80 °C hasta su

utilizacion.

15.2. Preparacion de las muestras y extraccion prot  eica.

Se utilizé un protocolo basado en el descrito por Ferndndez-Acero y colaboradores

(2006), tal y como se indicé por Jami y colaboradores (2010).

Protocolo:
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Triturar el micelio obtenido en mortero con N, liquido hasta convertirlo en un fino
polvillo.

Resuspender 2 g de muestra en 10 ml de tampon fosfato 10 mM (K,HPO,4:KH,PO,) (pH
7.4) (rango 1 g /5 ml) conteniendo un 0.07 % (p/v) de 1,4 ditiotreitol (DTT) y
suplementado con un inhibidor de proteasas (una tableta cocktail Complete™ (Roche)

por cada 10 ml de tampén fosfato).

Agitar la mezcla a 4 °C durante 2 horas.

Realizar dos centrifugaciones sucesivas de la mezcla a 13200 rpm durante 5 minutos

hasta obtener un clarificado.

Precipitar las proteinas a -20 °C durante 1 hora afiadiendo 1 volumen de &cido

tricloroacético (TCA) al 20 % en acetona conteniendo un 0.14 % (p/v) de DTT.

Realizar dos lavados sucesivos del pellet obtenido con acetona seguido de un lavado

final con acetona al 80 %.

Resuspender la proteina purificada (pellet) en 500 ul del buffer de solubilizaciéon cuya
composicion es: urea 8 M, detergente CHAPS 2 % (p/v), buffer IPG pH 3-10 NL (GE
Healthcare) 0.5 % (v/v), DTT 20 mM y azul de bromofenol 0.002 %.

Centrifugar la mezcla a 13200 rpm durante 5 minutos y recoger el sobrenadante.

Cuantificar la concentracion de proteinas por el método de Bradford (1976), segun el

apartado 7.2.
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15.3. Isoelectroenfoque (primera dimension) y elect  roforesis en geles de

poliacrilamida (segunda dimensién).

La electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida es la herramienta mas
empleada para el andlisis global y la separacién de los componentes del proteoma. Dicha

técnica permite la separacion de cientos o miles de proteinas (manchas o “spots”) en un Unico

gel.

En el isoelectroenfoque las proteinas se separan en base a su punto isoeléctrico en
gradientes de pH inmovilizados (IPGs). En este caso, el enfocamiento isoeléctrico fue
desarrollado con tiras de gradientes de pH inmovilizados (IPG) de 18 cm, con un rango de pH
3-10 no lineal (GE Healthcare).

La cantidad de muestra proteica (obtenidas en el apartado 15.2) utilizada fue de 500 pg
para la tinciéon con azul de Coomassie Coloidal (CC). Las muestras proteicas se colocaron en
contacto con las tiras de isoelectroenfoque (IPGs) y se sometieron una serie de voltajes
diferentes para favorecer su migracion hasta alcanzar su punto isoeléctrico. Durante todo el
proceso la temperatura fue constante (20 °C). El voltaje aplicado y el tiempo de duracion fueron

los siguientes:

* 1 hora a0 voltios (V).

e 12 horas a 30 V (rehidratacién).
e 2horasa60V.

* 1horaab500V.

* 1horaal000V.

* 30 minutos en gradiente hasta alcanzar los 8000 V.

e 7 horas a 8000 V hasta alcanzar un total de 50 KVh.

Finalizado el isoelectroenfoque, cada tira fue equilibrada durante 15 minutos en un buffer
de composicién: 6 M de urea, glicerol 30 % (v/v), dodecilsulfatosddico (SDS) 2 % (p/v), Tris-HCI
50 mM pH (8.8), azul de bromofenol 0.002 % y DTT 1 % (p/v). Después de 15 minutos, las tiras
fueron equilibradas en el mismo buffer otros 15 minutos, pero en este segundo paso el DTT se

sustituyd por iodoacetamida 4 % (p/v).
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Para la segunda dimension, las tiras fueron sometidas a electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5 % utilizando el equipo Ettan Dalt Six (GE Healthcare) con
una potencia de corriente de 3 Vatios/gel durante 45 minutos seguido de una potencia de
corriente de 18 Vatios/gel durante 4 horas. Se utilizaron patrones estandar de proteinas de

concentracion conocida (Bio-Rad) como marcadores de peso molecular.

Los geles fueron tefiidos mediante una solucion de tefiido (Blue Silver) segun el método
descrito por Candiano y colaboradores (2004), el cual, proporciona una alta reproducibilidad
utilizando una mezcla que contiene azul de Coomassie G-250 (Sigma) 0.12 %, sulfato amonico

10 %, acido fosférico 10 % y metanol 20 %.

15.4. Analisis de los geles bidimensionales.

Las imagenes de los geles fueron capturadas utilizando un escaner ImageScannerll (GE
175 Healthcare) calibrado mediante el uso de un marcador de escala de grises (Kodak)
digitalizado con el programa Labscan 5.00 (v 1.0.8) (GE Healthcare) y analizado con el

programa ImageMaster™ 2D Platinum v 5.0 (GE Healthcare).

Para garantizar unos resultados representativos se analizaron tres geles procedentes de
tres experimentos independientes de cada cultivo, incluyendo el control y aquellos

suplementados con las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina.

Después de la deteccion de los puntos correspondientes a las proteinas (“spots”), éstos
fueron comprobados manualmente para eliminar cualquier tipo de artefacto como rayas o ruido
de fondo. Cada gel de electroforesis correspondiente a diferentes experimentos fue
superpuesto y emparejado para detectar posibles diferencias en el patrén de expresion proteica
utilizando las mismas condiciones de cultivo. Se comprobd que habia una diferencia inferior al

10 % de variabilidad en el nUmero de puntos en las réplicas de los geles.

Para determinar la existencia de un perfil de expresién proteica diferente entre las
distintas condiciones de cultivo ensayadas, se determiné el volumen relativo (% vol) de cada
punto. Este volumen relativo se corresponde con el volumen de cada punto dividido por el
volumen total de todos los puntos del gel. Se consider6 que un punto esta diferencialmente
representado cuando el valor de la media del volumen relativo (obtenido de los tres geles
réplica) de ese punto comparado entre las distintas condiciones fue superior a 1.5, con un valor

de confianza p< 0.05.
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15.5. Identificacion proteica mediante espectrometr ia de masas (MALDI-
TOF y MS/MS en tandem).

Los puntos de interés se escindieron manualmente de los geles tefiidos con Coomassie
coloidal utilizando puntas de micropipeta truncadas en su extremo. Los puntos embebidos en
acrilamida se situaron en tubos de microcentrifuga y se lavaron dos veces con agua destilada.
Las proteinas se digirieron siguiendo el método de Havlis y colaboradores (2003): las muestras
se deshidrataron con acetonitrilo (Carlo Erba) durante 5 minutos, se redujeron con DTT 10 mM
(GE Healthcare) en bicarbonato aménico 25 mM (Fluka) durante 30 minutos a 56 °C y alkiladas
con iodoacetamida 55 mM (MS grade; Sigma) en bicarbonato amoénico 25 mM durante 15
minutos en oscuridad. Finalmente, las muestras se digirieron durante toda la noche a 37 °C con
10.0 ng/ul de tripsina porcina modificada (grado de secuenciacion; Promega) en bicarbonato
amonico 25 mM (pH 8.5).

Tras la digestion, se recolecto el sobrenadante, se seco a vacio y se resuspendi6 en 4 pl
de acetonitrilo al 50 % y acido trifluoroacético al 0.1 % en agua destilada. Un pl de esa solucion
se situd en una placa de MALDI y se sec6 al aire durante 10 minutos a temperatura ambiente.
A continuacién se afiadieron a los péptidos digeridos secos 0.5 ul de matriz [3 mg/ml de &cido
a-cyano-4-hydroxy-trans-cinnamic  (LaserBio Labs)] diluida en acido trifluoroacético-
acetonitrilo/agua 0.1 % (1:1, v/v), dejando secar la mezcla al aire durante otros 5 minutos a
temperatura ambiente. Las muestras asi preparadas se analizaron con un analizador “4800
Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Applied Biosystems)”. Como
calibrador externo se emple6 la mezcla “4700 proteomics analyzer calibration mixture (Cal Mix

5; Applied Biosystems)”.

Todos los espectros de masas se calibraron internamente usando péptidos procedentes
de la digestion con tripsina. El andlisis mediante espectrometria de masas MALDI-TOF produjo
huellas de masas peptidicas. Los péptidos observados (hasta 65 por punto) se analizaron y se
representaron como una lista de pesos moleculares monoisotopicos con un parametro S/N
(sefal/ruido) mayor de 20, usando el programa informatico “4000 Series Explorer v3.5.3
software (Applied Biosystems)”. Todos los iones contaminantes conocidos (péptidos derivados
de tripsina y queratina) se excluyeron de la basqueda en las bases de datos proteicas y para el
subsiguiente analisis de MS/MS en tandem. Por tanto, de cada espectro de masas, se
seleccionaron para analisis de MS/MS en tandem los seis precursores mas intensos que

tuviesen un S/N mayor de 20. Para ello, se llevd a cabo una disociacién inducida por colisién
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(CID) con gas atmosférico en modo reflector de iones 2-kV y ventanas de precursor de masas
de +7 Da.

Para la identificacion de proteinas, se crearon automaticamente Archivos Genéricos
Mascot combinando espectros de MS y MS/MS en tandem. Estos se emplearon para buscar
frente a una base de datos no redundante con una licencia local de Mascot v 2.2 de Matrix
Science a través del servidor “Protein Global Server (GPS) v 3.6 (Applied Biosystems)”. Los
parametros de busqueda para las huellas peptidicas y los espectros de masas en tandem

obtenidos se fijaron de acuerdo a los siguientes parametros:
i) Base de datos empleada NCBInr (2008.11.22).
ii) Taxonomia: Total (7387702 secuencias) y Fungi (433354 secuencias).

iii) Se consideraron modificaciones fijas y variables (Cys como S carbamidometil

derivado y Met como metionina oxidada).
iv) Se permitié la pérdida de un sitio de digestion.

v) La tolerancia del precursor fue de 100 ppm, mientras que la tolerancia del fragmento
de MS/MS fue 0.3 Da.

vi) Carga peptidica: 1+.
vii) Se fijo el algoritmo para que se emplease tripsina como enzima de digestion.

Las proteinas candidatas generadas mediante esta blsqueda combinada de
PMF/tandem MS se consideraron validas cuando el resultado proporcionado por Mascot fue
superior a 81 (base de datos total) o 69 (base de datos Fungi) con un nivel de confianza p<0.05.
Otros criterios adicionales para una identificacion de confianza fueron que se identificase la
proteina con una cobertura minima de secuencia de al menos el 15 %. Para coberturas
menores, soélo se consideraron validas aquellas proteinas que en el andlisis de MS en tandem
arrojasen un resultado de Mascot para los iones superior a 40 (con un nivel de confianza
p<0.05).
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CAPITULO

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE
MOLECULAS INDUCTORAS DE LA EXPRESION
DE LOS GENES DE BIOSINTESIS DE PENICILINA

EN P. chrysogenum.

1. INTRODUCCION.

Como ya se ha mencionado en la presentacion, Introduccion General de este trabajo, la
penicilina producida por el hongo filamentoso P. chrysogenum, es uno de los metabolitos
secundarios mas extensamente estudiados y a pesar de que las rutas biosintéticas de penicilina
han sido ampliamente estudiadas a nivel genético y bioquimico, hoy en dia se sigue investigando
principalmente en los mecanismos de control de la biosintesis y su aplicaciéon en la mejora del

proceso de produccion.

Gracias al andlisis bioinformatico del genoma de P. chrysogenum (van den Berg y col.,
2008), se han podido identificar muchos genes que codifican diversos factores transcripcionales,
los cuales, hipotéticamente, regulan la expresién de un amplio grupo de genes involucrados en
diversos procesos tales como el crecimiento, desarrollo asexual, remodelacion de la cromatina,

morfologia, resistencia a drogas, respuesta al estrés y la biosintesis de penicilina, entre otros.

Ademas de las lineas generales de investigacion descritas en la Introducciéon General para
la mejora del proceso, existen también métodos alternativos que persiguen los mismos
resultados; incrementar la produccién de penicilina. Estos métodos se basan en la adicién de

moléculas al medio de cultivo que actien como inductores de la expresion de los genes de
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biosintesis de penicilina y que no actien como nutrientes o precursores (Bolatito y col., 1998; Liu
y col., 2001; Radman y col., 2003,2004), un fendmeno similar al sistema de comunicacion celular

denominado “quorum sensing”.

El fundamento de este sistema consiste en la biosintesis de sustancias sefial que son
utilizadas como mecanismo de comunicacién entre los microorganismos. Estos compuestos, en
la mayoria de los casos, son producidos por las propias células y liberados al medio provocando
ulteriormente cambios fisioldgicos y/o morfolégicos. Por este motivo, han sido denominados
hormonas microbianas o feromonas. El sistema del “quorum sensing o control de la expresion
génica en respuesta a la densidad celular”, es utilizado por bacterias gram negativas y gram
positivas (Khokholv y col., 1967; Salmon y col., 1995; Bassler, 1999) y por hongos y levaduras
(Timothy y col., 1998; Ki-Bong Oh y col., 2001).

Como se advirtio en la Introduccion General, en P. chrysogenum se ha observado que
una proporcidn significativa del tripéptido ACV es secretado al medio de cultivo y no es retornado
al interior celular. También se han encontrado otros péptidos analogos en el caldo de cultivo de P.
chrysogenum, que no estan relacionados con la biosintesis de penicilina (Neuss y col., 1980;
Avanzini y col.,, 1980,1984), por lo que pueden servir como sefiales quimicas para la

comunicacion intercelular (feromonas).

OBJETIVOS DEL CAPITULO 1:

. Determinacion de la existencia de moléculas inductoras de la expresion de los

genes de biosintesis de penicilina en P. chrysogenum.
. Purificacién de las moléculas inductoras.

. Caracterizacién espectroscopica de las moléculas purificadas e identificacién

de los compuestos por Resonancia Magnética Nuclear.
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1. Busqueda inicial de moléculas inductoras de la biosintesis de

penicilinas en P. chrysogenum

El planteamiento y primer objetivo de este trabajo ha sido identificar la posible existencia
de moléculas que actien como sefiales intercelulares y que activen las rutas de biosintesis de
metabolitos secundarios en P. chrysogenum. Como punto de partida de la basqueda de posibles
moléculas inductoras, se disefid un experimento a partir de esporas de P. chrysogenum similar al

realizado por Sanchez y Brafa (1996).

Para ello se inocularon, con esporas de la cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-1255,
placas de Petri con medio de esporulacion Power (apartado de Materiales y Métodos 5.2.1.2).
Después de mantener las placas durante 5 dias de incubacién a 28 °C se recogieron las esporas
formadas raspando las placas con un asa de siembra y se resuspendieron éstas en una soluciéon
de cloruro sddico al 0.9 %. La suspension de esporas fue sonicada en un bafio de ultrasonidos,

lavada 3 veces con agua destilada estéril y resuspendida en una disolucion de glicerol al 30 %.

Se prepararon una serie de matraces de 500 ml de volumen con 100 ml de medio de
cultivo formado por una solucién de 0.0001 % de cloruro sédico, 0.5 % de sulfato amonico y 2 %
de glucosa. Los matraces se inocularon con distintas cantidades de esporas preparadas con una
camara de contaje celular; 10*, 10°, 10% y 10° esporas/ml y se incubaron durante 12 horas en un

agitador orbital a 25 °C y 250 rpm.

Transcurrido el tiempo de incubacion se recogid el contenido de los diferentes matraces y
se centrifugé a 4000 rpm durante 30 minutos. Se recogid el sobrenadante de cada lote de
matraces con diferente cantidad de esporas y se concentré 10 veces en un rotavapor

concentrador.

A continuacién se filtraron los diferentes medios concentrados por un filtro de 0.45 um de

tamafio de poro y se guardaron a 4 °C hasta su uso.

Para comprobar si las diferentes concentraciones de esporas habian producido algun tipo
de factor condicionante que acelerase la adquisicion de la capacidad de biosintesis de
metabolitos secundarios, en concreto la produccién de penicilina, se preparé una fermentacion
en medio liquido, segin el apartado 5.2.1.2 de Materiales y Métodos, a la cual se afiadieron

diferentes volimenes de los medios concentrados de la fermentacion de esporas a tiempo “0” en
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matraces con medio definido de produccion. Los volumenes afiadidos a las fermentaciones

inoculadas con cada lote de concentracién de esporas/ml (10*, 10°, 10° y 10°) fueron:

e 0.1ml
e 0.5ml
e 1ml
e 15ml
e 2ml

« Los matraces que sirvieron de controles se les afadié la cantidad equivalente de agua

destilada estéril.

Para efectuar las fermentaciones en medio liquido se eligi6 la cepa de P. chrysogenum
Wisconsin 54-1255. Las condiciones de fermentacion, los medios empleados y los métodos de
valoracién de bencilpenicilina estan recogidos en los apartados de Materiales y Métodos (4.2.2,
5.2.1.2,8.2y8.3).

La toma de muestras de las fermentaciones se realizé a las 24, 48 y 72 horas para
determinar el peso seco, la produccion volumétrica y la produccién especifica de bencilpenicilina.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados de las fermentaciones,

independientemente del lote de concentracion de esporas utilizado, fueron los siguientes:

e EIl crecimiento del microorganismo fue similar en los cultivos correspondientes a los
controles con respecto a los cultivos suplementados con diferentes volimenes obtenidos
en las incubaciones de las esporas. En todos los casos, el crecimiento fue lento en las
primeras horas de incubacién incrementandose de forma progresiva hasta el final de la

fermentacioén (Figura 3.1.1).

Los caldos de fermentacién tomados a diferentes tiempos se analizaron mediante
bioensayo. La recta de calibracion de la penicilina empleada para esta cuantificacion fue
obtenida mediante una regresion lineal (y = 1.2691x — 2.753; r* = 0.998). Para ello, se emplearon

los didmetros de los halos de inhibicion obtenidos al realizar bioensayos en las mismas
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condiciones con disoluciones de bencilpenicilina a una concentracién de 1, 5, 10, 20, 50 y 100
pg/ml.

» La produccién de penicilina en todos los casos siguié una pauta similar. El antibidtico
comenzd a producirse a las 24 horas de fermentacion incrementandose de forma lineal
hasta las 72 horas. No se aprecié un mayor incremento de produccién de penicilina en
los matraces que se habian suplementado con diferentes volimenes obtenidos en la

incubacion de la concentracion de esporas con respecto a los controles (Figura 3.1.2).

* Lo mismo que en el caso anterior, no se observd un incremento de la produccion
especifica de bencilpenicilina en los matraces donde se habian afiadido diferentes

voliumenes obtenidos en la incubacion de la concentracion de esporas (Figura 3.1.3).

Como resultado de la experimentacion, se pudo concluir que los diferentes medios
obtenidos a partir de la fermentacion de esporas en distintas proporciones y afadiendo
diferentes volumenes de los mismos no ejercieron efecto alguno sobre el crecimiento y la
produccién de bencilpenicilina en medio definido de produccion.

14
12
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E =0.1ml
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Figura 3.1.1: Cinética de crecimiento determinada en funcién del peso seco obtenido de las
fermentaciones realizadas en medio definido de produccidon con los controles y los cultivos
suplementados con diferentes volimenes de los sobrenadantes obtenidos en la incubacién de
la concentracién de esporas igual a 10* esporas/ml.
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Figura 3.1.2: Cinética de produccién de bencilpenicilina en medio definido de produccion de
los controles y de los cultivos suplementados con diferentes volimenes de los sobrenadantes

obtenidos en la incubacidn de la concentracidén de esporas igual a 10* esporas/ml.
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50.1ml
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Figura 3.1.3: Cinética de produccién especifica de bencilpenicilina en medio definido de
produccion de los controles y de los cultivos suplementados con diferentes voliumenes de los
sobrenadantes obtenidos en la incubacién de la concentracién de esporas igual a 10*
esporas/ml.
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1.1. Disefio de un método para el analisis de compue stos que inducen la

produccién de penicilinaen  P. chrysogenum

Como se pudo evidenciar en el apartado anterior, cada compuesto que se pretendiese
analizar para comprobar el efecto sobre el metabolismo secundario en P. chrysogenum obligaria
a realizar numerosas fermentaciones en medio liquido lo que implicaria manejar cantidades

elevadas de matraces, medios de cultivo y toma de muestras para su posterior analisis.

Por este motivo, para poder realizar analisis de compuestos de diversa naturaleza sin
tener que efectuar un ndimero elevado de fermentaciones en medio liquido, se disefid un
bioensayo en placa donde se podia cuantificar de forma cualitativa la produccion de penicilina en

medio sélido utilizando un microorganismo sensible a la penicilina.

En cualquier caso, cuando el resultado de un bioensayo en placa no evidencié de forma
clara que un incremento de penicilina observado en medio sélido se relacionaba o se debia a un
posible efecto inductor, se recurrid a realizar fermentaciones en medio liquido para valorar la

produccién especifica de bencilpenicilina.

En un principio, se utilizaron distintos medios de cultivo sélido para la realizacién de los
bioensayos en placa, asi como, distintos volumenes de siembra de esporas. Ademas, se
variaron los tiempos de incubacion totales de los bioensayos hasta llegar a las condiciones que
se consideraron Optimas para la realizacién de los mismos (apartado de Materiales y Métodos

8.2). Todos los compuestos analizados se bioensayaron como minimo por triplicado.

El criterio a seguir para determinar si un compuesto analizado pudiera actuar como
inductor de la biosintesis de penicilina fue el siguiente: los resultados de los bioensayos en placa
se consideraron positivos cuando los halos de inhibicion de crecimiento del microorganismo
sensible (generados por la penicilina producida por las colonias de P. chrysogenum donde se
habia afiadido una posible sustancia inductora) fueron superiores a los halos de inhibicion de las
colonias usadas como controles (donde se afadia la cantidad equivalente de agua destilada
estéril) (Figura 3.1.4 y Figura 3.1.5). Si no habia diferencia en los diametros de halo generados o
si no se generaban halos de inhibicion, se consideraba el resultado del bioensayo como

negativo.
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Figura 3.1.4: Clones de P. chrysogenum
Wisconsin 54-1255. Bioensayo en placa positivo
donde se observa un mayor halo de inhibicién del
crecimiento del microorganismo sensible (B.
subtilis) en la colonia de P. chrysogenum
Wisconsin 54-1255 donde se habia afadido un
compuesto potencialmente inductor de |la
biosintesis de pencilina con respecto al control. El
compuesto potencialmente inductor se anadié a
un pocillo practicado junto a la colonia formada

por el hongo.

Figura 3.1.5: Clones de P. chrysogenum
NRRL-1951. Bioensayo en placa positivo donde
se observa un halo de inhibicion del
crecimiento del microorganismo sensible (B.
subtilis) en la colonia de P. chrysogenum
NRRL-1951 donde se habia afadido un
compuesto potencialmente inductor de |la
biosintesis de penicilina con respecto al
control. EI compuesto potencialmente inductor
se afadié a un pocillo practicado junto a la

colonia formada por el hongo.

1.2. Analisis de compuestos que acttan como hormona s en otros

microorganismos diferentes a

P. chrysogenum

Como punto de partida, se decidi6 bioensayar como primer grupo de compuestos las

llamadas hormonas microbianas de bacterias gram negativas; las butirolactonas y de bacterias

gram positivas; las homoserina lactonas ademas de reguladores u hormonas vegetales como por

ejemplo el &cido jasmoénico. Para ello se prepararon de cada uno de los compuestos (y-

butirolactona, L-homoserina lactona, acido jasmonico), una serie de concentraciones que

abarcaba desde el rango 100 nM hasta alcanzar concentraciones del orden de 1-10 mM.
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Para la realizacion de los bioensayos en placa se utilizé en este caso P. chrysogenum
NRRL-1951, ya que interesaba que la cepa a utilizar no estuviese modificada (mejorada en la
biosintesis de penicilina) genéticamente pensando que este hecho facilitaria ver un posible
efecto inductor. Para ello se sigui6 el procedimiento mencionado en el apartado 1.1 utilizando

como microorganismo sensible B. subtilis.

En todos los casos ensayados para dichos compuestos y a distintas concentraciones, el
resultado de los bioensayos fue negativo ya que no se generd ningun halo de inhibicién del
crecimiento del microorganismo sensible. El promedio de crecimiento de las colonias fue similar

en todos los casos analizados (Figura 3.1.6).

control
| control e

kY 800 nM 100 nM
k]

Figura 3.1.6: A. Bioensayo realizado con el compuesto y-butirolactona a diferentes
concentraciones. En todos los casos analizados el resultado fue negativo. Las colonias son de
la cepa P. chrysogenum NRRL-1951. B. Bioensayo realizado con el compuesto acido
jasménico a diferentes concentraciones. Las colonias son de la cepa P. chrysogenum NRRL-

1951. No se obtuvo ninatin halo de inhibicion. como en el caso anterior.

1.3. Andlisis de aminoacidos.

Un segundo grupo de compuestos analizados fueron soluciones acuosas preparadas de
aminoécidos libres y combinaciones de éstos a diferentes concentraciones como en el caso
anterior (punto 1.2). Ademas, junto a los aminoacidos bioensayados, se analizé6 también el

tripéptido ACV en su forma monomérica y dimérica a diferentes concentraciones. Los
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aminoacidos analizados estan indicados en la Tabla 3.1.1. De la misma manera que en el caso
anterior, el procedimiento de realizacion de los analisis fue el establecido en el punto 1.1,
utilizando para los bioensayos la cepa P. chrysogenum NRRL-1951 y como microorganismo
sensible B. subtilis. En los bioensayos realizados se podia esperar que en P. chrysogenum,
algln aminoacido ejerciera un efecto similar al producido por el aminoacido DL-metionina en A.
chrysogenum. Este aminodcido ejerce un efecto estimulador en la producciéon de antibiéticos
tanto en medios complejos como definidos (Velasco y col., 1994; Martin y col., 1994). La DL-
metionina no es necesaria para el crecimiento de A. chrysogenum; por el contrario, reduce
ligeramente el crecimiento cuando se afiade a un medio definido con sulfato aménico como
fuente principal de azufre y nitrégeno. El efecto estimulador de la DL-metionina es maximo si se
aflade durante el crecimiento exponencial del hongo. Se ha descrito que induce ademas cambios
morfolégicos cuando se afade durante la fase temprana del crecimiento. En este sentido, se ha
observado que las hifas se engruesan y fragmentan de forma irregular y se inhibe la conidiacién
(Velasco y col.,, 1994). Los resultados de los bioensayos con los diferentes aminoacidos
analizados, asi como con el compuesto ACV en su forma monomérica y dimérica, fueron en
todos los casos considerados como negativos ya que en ningln momento se observd que se
formase algun halo de inhibicion. Con algunos aminoacidos, como la L-glutamina, si se observo
sin embargo, un mayor crecimiento de las colonias suplementadas con este aminoacido a una
concentracion entre 5-10 mM con respecto a los controles donde se habia afiadido la cantidad
equivalente de agua destilada estéril. Este mayor crecimiento de las colonias debido
probablemente a una estimulacion general del metabolismo primario, no se tradujo en una

produccién de penicilina detectable por bioensayo. Uno de los bioensayos realizados se muestra

como ejemplo en la Figura 3.1.7.

Figura 3.1.7: Resultado negativo de los
compuestos analizados por bioensayo en
placa. Las colonias fueron suplementadas con
los aminoacidos glicina (G) y cisteina (C) a
diferentes concentraciones. En la zona central
las colonias fueron suplementadas con ACV-
monomérico (ACV-m) y ACV-dimérico (ACV-
d). Las colonias son de la cepa P.

chrysogenum NRRL-1951.
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Aminoacidos analizados Resultado del bioensayo en placa

N a-acetil L-lisina Negativo
Acido L-glutamico Negativo
L-alanina Negativo
D,L-arginina Negativo
L-asparragina Negativo
D,L-cisteina Negativo
L-fenilalanina Negativo
glicina Negativo
L-glutamina Negativo
L-histidina Negativo
L-isoleucina Negativo
D,L-lisina Negativo
D,L-metionina Negativo
L-prolina Negativo
L-serina Negativo
L-tirosina Negativo
L-treonina Negativo
Triptéfano Negativo
L-valina Negativo
ACV-monomeérico Negativo
ACV-dimérico Negativo

Tabla 3.1.1: Aminoacidos analizados en bioensayo en placa.
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1.4. Andlisis del efecto inductor de caldos obtenid 0s en fermentaciones.

Un tercer grupo de compuestos analizados por bioensayo en placa siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el apartado 1.1, fueron los caldos obtenidos al realizar fermentaciones
en medio liquido con diferentes microorganismos “medios acondicionados”, asi como los medios

de cultivo (medios definidos) utilizados sin fermentar.

Una vez finalizada la fermentacion en medio liquido, a los caldos de cultivo se les aplico el

siguiente tratamiento:

i.  Separacion del microorganismo mediante el uso de un filtro de nailon “nytal” de 30 um de
tamafio de poro y posterior lavado de las células con agua milliQ. Se desech6 la fraccién

conteniendo el precipitado de células.

ii.  Centrifugacion del caldo obtenido en el apartado anterior en una centrifuga Sorvall a
4000 rpm durante 30 minutos.

iii. Recoleccion del sobrenadante y posterior esterilizacion mediante filtracion (se utilizaron

filtros de 0,20 pm de tamafio de poro).

Las muestras asi obtenidas se analizaron en bioensayo en placa, pero en esta ocasion las
esporas utilizadas para el desarrollo de los bioensayos fueron de la cepa P. chrysogenum
Wisconsin 54-1255. El motivo de utilizar la cepa de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 en lugar
de la cepa de P. chrysogenum NRRL-1951 fue debido a que al existir una diferencia
considerable en cuanto a produccion de penicilina, este hecho facilitaria detectar por bioensayo
en placa un posible efecto inductor de los compuestos que se estaban analizando y que pudiera
ser gue no se detectaran con la cepa de P. chrysogenum NRRL-1951 debido a su escaso nivel

de produccién en medio sdlido.

Ademas, en esta ocasion, dado que la sensibilidad del bioensayo era un factor critico a la
hora de determinar si un compuesto analizado pudiera actuar como inductor, se procedid a
concentrar en un rotavapor parte de las muestras obtenidas en las fermentaciones para evitar
una posible baja concentracion del compuesto activo buscado. Estas muestras se denominaron

caldos “acondicionados” concentrados.

Los microorganismos que se utilizaron en las fermentaciones en medio liquido para

obtener los caldos fermentados que se utilizaron posteriormente en los bioensayos estan
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recogidos en la Tabla 3.1.2. Los medios y las condiciones de cultivo empleadas estan recogidos

en los apartados de Materiales y Métodos (4.2, 5.2).

Microorganismos para obtener el Caracteristicas.

“caldo acondicionado”

P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 Cepa fungica de baja produccion de
penicilina. Posee una sola copia de la agrupacion

de genes biosintéticos de penicilina.

P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 Cepa fungica obtenida a partir de la cepa
npel0 Wisconsin 54-1255 por mutacion con
nitrosoguanidina. Tiene deleccionado un
fragmento de ADN de 56,8 Kb que contiene la

agrupacion de genes biosintéticos de penicilina.

Candida utilis CETCT 1061. Cepa fungica utilizada para realizar
estudios comparativos de péptidos no

relacionados con la biosintesis de penicilinas.

A. chrysogenum N-2, Cepa fungica no productora de antibidticos
B-lactdamicos obtenida por mutacion de la cepa
A. chrysogenum ATCC 14553, cedida por
Industrias Quimicas Takeda, Osaka (Japdn).
Esta cepa acumula durante la fermentacion
varios tipos de péptidos intermediarios de la

biosintesis de penicilinas y cefalosporinas.

Tabla 3.1.2: Microorganismos utilizados en fermentacion en matraz para recoger

posteriormente caldos acondicionados y realizar bioensayos en placa.

Como se puede comprobar en la Figura 3.1.8, los caldos obtenidos dieron positivo en los
bioensayos en placa. Se pueden apreciar las diferencias de tamafio existentes entre los halos de

inhibicion generados por las colonias de la cepa de Penicilium donde se habian afiadido
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diferentes concentraciones de los caldos de A. chrysogenum, C. utilis, P. chrysogenum npelO y
P. chrysogenum Wisconsin 54-1255, con respecto a los controles donde se habia afiadido la
cantidad equivalente de agua destilada estéril (bioensayo realizado segun el apartado 8.2 de

Materiales y Métodos).

Antes de realizar el bioensayo en placa, el caldo de la cepa de P. chrysogenum Wisconsin
54-1255 fue tratado previamente con una enzima betalactamasa para eliminar la penicilina

producida por esta cepa. Dicha betalactamasa fue posteriormente inactivada segun el apartado

de Materiales y Métodos 8.1.

Figura 3.1.8: A. Halos de inhibicion positivos utilizando caldos recogidos de fermentaciones.
AC. (caldo de A. chrysogenum). AC. x 2 (caldo de A. chrysogenum concentrado 2 veces). AC.
X 6 (caldo de A. chrysogenum concentrado 6 veces). Lev (caldo de C. utilis). Lev x 2 (caldo de
C. utilis concentrado 2 veces). Los controles se realizaron afiadiendo agua destilada estéril a
los pocillos practicados junto a las colonias. B. Halos de inhibicion positivos utilizando caldos
recogidos de fermentaciones de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 concentrado 10 veces y
tratado con una enzima betalactamasa para desactivar la penicilina previo al desarrollo del
bioensayo y caldo de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 npel0O concentrado 10 veces. Los
controles se realizaron afiadiendo agua destilada estéril a los pocillos practicados junto a las
colonias.
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1.5. Analisis de la estimulacion de la produccion e  n medio liquido.

Para comprobar que los resultados positivos obtenidos en los bioensayos en placa no
eran debidos a un mayor crecimiento de las colonias del microorganismo, no apreciado
visualmente, como consecuencia de estar enriqueciendo el medio con una variedad de
compuestos de distinta naturaleza como pueden ser oligopéptidos, oligosacaridos, etc., y por lo
tanto, que el incremento de produccidon de penicilina observado de forma cualitativa no se
debiera a un compuesto activo, se decidio realizar fermentaciones en medio liquido para poder

valorar la produccion especifica de bencilpenicilina.

El caldo que se utilizd para realizar las fermentaciones en matraz fue el recogido de la
fermentacioén realizada en medio definido con el microorganismo A. chrysogenum cepa N-2. El
motivo de elegir este caldo y no otros que habian dado positivo en los bioensayos en placa fue
gue esta cepa produce, ademas de diversos péptidos, el tripéptido ACV, uno de los compuestos

posibles candidatos a funcionar como inductor (Martin, 2000), (Figura 3.1.9).

ACV
" ET
1\ Figura 3.1.9: TLC donde se muestra un patréon de ACV de
bis-ACV concentracion 1 mg/ml comparado con el caldo de A.
v T2 N2 N2 chrysogenum cepa N-2 a distintas concentraciones (sin diluir y
diluido 1/10 y 1/100). Las condiciones del TLC se recogen en el
1/10 1/100 )
apartado 10 de Materiales y Métodos.
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Para realizar las fermentaciones en medio liquido se eligi6 como control la cepa de P.
chrysogenum Wisconsin 54-1255. Las condiciones de las fermentaciones, los medios empleados
y los métodos de valoracidn de bencilpenicilina estan recogidos en los apartados de Materiales y
Métodos (4.2, 5.2, 8.3).

1.5.1. Estudio de la cinética de produccion de peni  cilina en matraz.

Los resultados obtenidos de las fermentaciones realizadas fueron los correspondientes a
tres experimentos distintos. Cada experimento a su vez se realizé por triplicado. En las gréaficas
obtenidas se representaron los valores promedios de todas las fermentaciones efectuadas. El
medio elegido para acometer los estudios de produccién de bencilpenicilina fue un medio
definido de composicion conocida para evitar la utilizacion de un medio complejo cuya
composicion podria interferir en el desarrollo del experimento. Las fermentaciones se realizaron
utilizando matraces lisos de 500 ml. Se utilizé un mismo indculo para realizar las siembras de los
matraces con medio de produccion con el objetivo de que la fermentacién se iniciara en las
mismas condiciones preliminares. A una serie de matraces se les afiadié en el momento de la
siembra con el inéculo, un 10 % del volumen total (10 ml) del caldo “acondicionado” de A.
chrysogenum cepa N-2 (matraces en adelante denominados “AC”). Los matraces que sirvieron
como control se les afadi6 la cantidad equivalente de medio de cultivo estéril, en unos casos, y
agua estéril en otros para que partieran todos los matraces con un mismo volumen inicial. La
toma de muestras se realiz6 cada 24 horas durante los dias que dur6 la fermentacion. A partir de
las muestras se determiné el peso seco, la produccion volumétrica en bencilpenicilina y la

produccién especifica de dicho antibidtico.

Los caldos de fermentacién tomados a diferentes tiempos se analizaron mediante
bioensayo en placa utilizando como microorganismo sensible B. subtilis. La recta de calibracién
empleada para esta cuantificacion (y = 1.2691x — 2.753; r* = 0.998) fue obtenida mediante una
regresion lineal. Para ello, se emplearon los diametros de los halos de inhibicién obtenidos al
realizar bioensayos en las mismas condiciones con disoluciones de bencilpenicilina de
concentraciones 1, 5, 10, 20, 50 y 100 ug/ml. Las Figuras 3.1.10, 3.1.11 y 3.1.12, muestran la

cinética de fermentacién obtenida en medio definido.

En la Figura 3.1.10 se aprecia que el patrén de crecimiento del microorganismo en los
matraces controles y en los matraces con el caldo afiadido AC fue ligeramente diferente. El

crecimiento en los controles fue menor que en los matraces AC. A las 24 horas de fermentacion
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hubo un incremento del 28 % del crecimiento en los matraces AC, con respecto a los controles.
Esta diferencia de crecimiento se mantuvo durante las siguientes horas de fermentacion en un
porcentaje similar hasta las 72 horas, donde se alcanz6 una meseta y se observd una
disminucion de crecimiento a las 96 horas, en ambos casos (controles y matraces AC), debido al

agotamiento de algun nutriente esencial, posiblemente la fuente de carbono.

En la Figura 3.1.11 se aprecia que la produccién de penicilina comenz6 a las 24 horas,
pero con claro incremento en los matraces donde se habia afiadido el caldo de AC, con respecto
a los controles. En las 24 y 48 horas de cultivo el incremento de produccién fue del orden del 72-
75 % superior a los controles, descendiendo este porcentaje en las horas siguientes hasta el

55 %. La produccion de penicilina se realiz6é de forma lineal hasta las 96 horas en ambos casos.

En la Figura 3.1.12 se observa un incremento de la produccién especifica de los matraces
AC, superior a los controles desde el inicio de la fermentacion, manteniéndose la diferencia

constante durante el desarrollo de ésta y alcanzando un valor promedio del 33 % de incremento.

Ocontrol BAC 10%

16

14 T

10 1

Peso seco (mg/ml)
oo
—

24 48 72 96
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Figura 3.1.10: Cinética de crecimiento determinada en funcién del peso seco obtenido en las
fermentaciones realizadas en medio definido de producciéon con los controles y los cultivos
suplementados con caldo AC, inoculados ambos con la cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-
1255.
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Figura 3.1.11: Cinética de produccion de bencilpenicilina en medio definido de produccién de
los controles y de los cultivos suplementados con caldo AC, inoculados ambos con la cepa P.
chrysogenum Wisconsin 54-1255.
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Figura 3.1.12: Cinética de produccion especifica de bencilpenicilina en medio definido de
produccion de los controles y de los cultivos suplementados con caldo AC, inoculados ambos

con la cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-1255.
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1.6. Estudios de la expresion de los genes de biosi ntesis de penicilina

pcbC y penDE.

Una vez comprobado mediante el estudio de la cinética de la fermentacién, que al afadir a
los medios de cultivo una alicuota del caldo recogido en una de las fermentaciones realizadas en
el punto 1.4. se obtenia un incremento en los titulos de penicilina en términos de produccion
especifica, se decidio realizar fermentaciones en matraz para recoger el micelio a distintas horas
de cultivo. A continuacidn, se procedi6 a la extraccion del ARN total (Materiales y Métodos 6.4) y
posteriormente se realiz6 un estudio por hibridacién de Northern (Materiales y Métodos 6.4.3)
para determinar el nivel de expresidn de los genes de biosintesis de penicilina cuando se afiadia

el compuesto inductor.

Para realizar este estudio se efectud una fermentacion en las mismas condiciones que
en el apartado 1.1. afadiendo el caldo inductor en los matraces con el medio definido de
produccién a tiempo “0”. El micelio procedente de los matraces utilizados como controles y de los
matraces con el inductor se recogio a las 24, 48, 72 y 96 horas de fermentacion para extraer el
ARN total.

Para el desarrollo del experimento se utilizé la sonda del gen pcbC obtenida a partir del
plasmido pULJL33 digerido con Ncol. Como control del nivel de expresion se empled la sonda
del gen de la B-actina obtenida a partir del plasmido pZact digerido con Sacl (Materiales y
Métodos 2.3.6).

Para la cuantificacion de la intensidad (en cpm) de las bandas de hibridacion del gen pcbC
con respecto al gen de la B-actina se utilizdé el uso de un escéaner electronico de
autorradiogramas (Instant Imager, Packard). El resultado del escaner electrénico sirvio para
poder realizar una cuantificacion del nivel de expresién dividiendo las cpm obtenidas a las
diferentes horas con el gen pcbC entre las cpm obtenidas a las mismas horas con el gen de la 8-

actina.

La Figura 3.1.13 muestra los niveles de expresion del gen pcbhC a distintas horas de
fermentacién. Como resultado de esta experimentacion se pudo apreciar un mayor nivel de
expresion del gen pcbC en los matraces donde se habia afiadido el caldo que contenia el

inductor en comparacion a los controles en todas las horas analizadas.
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A las 24 horas de fermentacion hubo un ligero aumento en el nivel de expresion en los
matraces con el caldo inductor AC que se acentué de forma mas acusada a las 48 horas,
alcanzando un valor del 47 % de incremento del nivel de expresion y posteriormente

disminuyendo esta diferencia a las 72 y 96 horas con unos valores del 44 y del 19 9%,

respectivamente.
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Figura 3.1.13: A. Anadlisis mediante transferencia de Northern de los niveles de expresion del
gen pcbC en los micelios extraidos de los controles y de los matraces con el caldo inductor AC.
Como control se empled el transcrito del gen de la B-actina. Carril 1; control a las 24 h. Carril
2; AC a las 24 h. Carril 3; control a las 48 h. Carril 4; AC a las 48 h. Carril 5; control a las 72 h.
Carril 6; AC a las 72 h. Carril 7; control a las 96 h. Carril 8; AC a las 96 h. B. Cuantificacion de
la intensidad (en cpm) de las bandas de hibridacion del gen pcbC con respecto al gen de la 8-
actina mediante el uso de un escaner electrénico de autorradiogramas (Instant Imager,
Packard).

En un segundo estudio se decidi6é afadir el caldo inductor AC a distintos tiempos de la
fermentaciéon para comprobar el efecto del compuesto inductor a lo largo del tiempo sobre la

expresion de los genes de biosintesis de penicilina pcbC y penDE.
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Las condiciones de siembra y el medio de cultivo empleado fueron las mismas que en el
apartado 1.1. salvo los tiempos en los cuales se afadié el caldo inductor AC, que fueron a
tiempo “0”, es decir, cuando se afiadio el indculo, 12 horas después del inicio de la fermentacion

y 24 horas después del inicio de la fermentacion.

El micelio procedente de los matraces utilizados como controles y de los matraces con el
caldo inductor se recogi6 a las 48 horas de cultivo para extraer el ARN total. Para el desarrollo
del experimento de hibridacion se utilizé la sonda del gen pcbC obtenida a partir del plasmido
pULJL33 digerido con Ncol y la sonda del gen penDE obtenida a partir del plasmido pULJL33
digerido con Xhol. Como control del nivel de expresion se empled la sonda del gen de la S-actina
obtenida a partir del plasmido pZact digerido con Sacl. Para el proceso de cuantificacion de la
intensidad (en cpm) de las bandas de hibridacion del gen pcbC y del gen penDE con respecto al
gen de la B-actina se utiliz6 un escaner electronico de autorradiogramas (Instant Imager,
Packard). El resultado del escaner electrénico sirvié para poder realizar una cuantificaciéon del
nivel de expresion dividiendo las cpm obtenidas a las diferentes horas con el gen pcbC y del gen

penDE entre las cpm obtenidas a las mismas horas con el gen de la B-actina.

La Figura 3.1.14 muestra los niveles de expresion del gen pcbC y del gen penDE a las 48

horas de fermentacion. Se pudieron apreciar tres situaciones diferentes.

 Caldo con el compuesto inductor afiadido a tiempo “0". Los niveles de expresion de los

genes pcbC y penDE fueron mas altos que los correspondientes controles.

 Caldo con el compuesto inductor afiadido a las 12 horas del inicio de la fermentacion.
Los niveles de expresion de los genes pcbC y penDE fueron mayores que los

correspondientes controles, pero en menor medida que en el caso anterior.

» Caldo con el compuesto inductor afiadido a las 24 horas del inicio de la fermentacion.
Los niveles de expresion de los genes pcbC y penDE fueron practicamente iguales a los

correspondientes controles.

A la vista de los resultados obtenidos, la conclusién final fue que el mayor efecto de
incremento del nivel de expresion se consiguid mediante la adicién a tiempo “0”, disminuyendo
de forma progresiva el nivel de expresién de los genes analizados a medida que se afiadia mas
tarde el caldo AC con el compuesto inductor.
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Este hecho se confirm6 analizando la produccion volumétrica de bencilpenicilina en las
mismas muestras donde se recogié el ARN total, siendo mayor la produccion volumétrica en
aguellos matraces donde se habia afiadido el compuesto inductor a tiempo “0” y disminuyendo la
diferencia con respecto a los controles de forma progresiva a medida que se retardaba el tiempo

de adicién del inductor a los matraces (datos no mostrados).
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Figura 3.1.14: A. Analisis mediante 0
transferencia de Northern donde se 0 12 24
. L, Horas
muestran los niveles de expresion de
los genes pcbC y penDE en los
micelios extraidos de los matraces
con el caldo inductor y de los mAC (penDE) mcontrol
controles. Como control se empled el 18
transcrito del gen de la pB-actina. o 16 1
c i
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Figura 3.1.14. B. Cuantificacion de la intensidad (en cpm) de las bandas de hibridacién de los
genes pcbC y penDE con respecto al gen de la B-actina mediante el uso de un escaner

electrénico de autorradiogramas (Instant Imager, Packard).
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1.7. Estudio de expresion génica del gen pcbAB empleando genes

reporteros. Andlisis de la actividad  B-galactosidasa.

Para poder analizar el nivel de expresion del gen pcbAB cuando se afiadié el compuesto
inductor a las fermentaciones, se recurrié a una determinacion de actividad enzimatica en lugar
del andlisis mediante transferencia de Northern ya que todos los intentos de obtener una sefial
de las bandas electroforéticas en los filtros utilizados para la hibridacion de la sonda presentaron
mucho ruido de fondo lo que imposibilité la cuantificacion de la intensidad (en cpm) de las

bandas de hibridacion del gen pcbAB.

Para los estudios de analisis de la actividad enzimatica se utiliz6 la cepa P. chrysogenum
pDELO (Kosalkova y col., 2000). Esta, deriva de la cepa npel0 pyrG™ y posee integrado en una
sola copia en el locus pyrG, el promotor del gen pcbAB fusionado traduccionalmente al gen lacZ

de E. coli, el cual codifica la enzima -galactosidasa.

El gen de esta enzima asi como su producto estan bien caracterizados genética y
bioquimicamente y existen ensayos muy sensibles para determinar la actividad de ésta, que

utiliza sustratos comerciales disponibles.

Se realizaron fermentaciones por triplicado utilizando medio definido de produccion en las
mismas condiciones que en el apartado 1.1. y afiadiendo el caldo AC al inicio de la fermentacion.
La actividad B-galactosidasa se determin6 en extractos libres de células recogidos a las 30 y 60

horas de fermentacién segun el apartado de Materiales y Métodos 7.3.

En la Figura 3.1.15 se observa que la actividad B-galactosidasa en la cepa P.
chrysogenum pDELO fue siempre mas alta en los cultivos donde se afiadié el caldo con el
compuesto inductor, con lo cual, éste actué también incrementando el nivel de expresién del

promotor del gen pchAB.

Con este Ultimo experimento quedé comprobado que el caldo AC afiadido a los matraces
con medio definido de produccién, incrementaba el nivel de transcripcion de los tres genes

implicados en la biosintesis de penicilina en P. chrysogenum.
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1.8. Efecto de la adicién del acido fenilacético (¢ adena lateral precursora de
bencilpenicilina) con respecto a la adicion del com puesto inductor en el

medio de fermentacion.

La adicion de precursores de la cadena lateral de penicilina origina un incremento de la
formacion del antibidtico, en particular, de un tipo de penicilina dependiendo de la naturaleza del
precursor. Con objeto de comprobar si existia una relacion directa o de sinergia entre la
presencia de acido fenilacético (AFA) y presencia del compuesto inductor e incremento en la

produccién de penicilina, se realizaron bioensayos en placa y fermentaciones en medio liquido.
1.8.1. Efecto sobre la produccion en medio sdlido.

Para la realizacion de este estudio se disefié un bioensayo en placa como los realizados
en apartados anteriores (apartado 8.2 de Materiales y Métodos). Se prepararon placas con
medio de cultivo Czapek sin AFA en su composicion y placas con el mismo medio a las que se

afiadieron dos concentraciones de este compuesto 0,15 g/l y 1,5 g/l, respectivamente.

Las placas se inocularon con 2 pl de esporas de la cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-
1255 procedentes de un mismo glicerol. Trascurridas 24 horas de incubacién a 28 °C se practico

un pocillo con un sacabocados al lado de cada colonia y se afiadieron 100 pl del caldo inductor a
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una de las colonias y el equivalente en agua estéril a otra colonia que serviria de control. A las
48 horas de incubacion se afiadié una cobertera de TSA al 1 % con esporas del microorganismo

sensible (B. subtilis).

Después de anadir la cobertera las placas se incubaron a 30 °C durante toda la noche. En
la Figura 3.1.16 se puede apreciar en todas las placas, ya sea en ausencia o presencia de AFA,
gue las colonias a las que se afiadié el caldo inductor presentan un mayor halo de inhibicién que

los respectivos controles.

‘control

/control

con inductor

control

con inductor :
con inductor

Sin AFA Con AFA 0,15 g/l Con AFA 1,5 g/l

Figura 3.1.16: Bioensayo frente a B. subtilis empleando medios de cultivo sin AFA, con AFA a
diferentes concentraciones y afadiendo en todos los casos el compuesto inductor a una de las

colonias.

1.8.2. Efecto sobre la produccion en medio liquido.

Para llevar a cabo este estudio se realizé una fermentacion en medio definido de
produccién segun el apartado 5.2.1.2 de Materiales y Métodos empleando todas las
combinaciones posibles referidas a la presencia de AFA y compuesto inductor. Las muestras
para la valoracion de penicilina por bioensayo se recogieron a las 20 y 40 horas. Se resumen en

la Tabla 3.1.3 las condiciones iniciales de cada serie de matraces.
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Serie Acido fenilacético Compuesto inductor

2 (20 h)

4 (20 h)

6 (40 h)

8 (40 h)

Tabla 3.1.3: Serie de matraces con/sin AFA en el medio de cultivo y con/sin compuesto

inductor.

Para la realizacion de los bioensayos se eligié el microorganismo M. luteus por ser una
cepa sensible a la isopenicilina N y a la bencilpenicilina. En la Figura 3.1.17 se pueden apreciar
los halos de inhibicién generados frente al microorganismo sensible a las 20 y 40 horas de
fermentacién. Con estos resultados tanto en bioensayo en placa como en medio liquido, se pudo
concluir que el AFA no parece influir en gran medida sobre el incremento de produccion de
penicilina, al contrario que el compuesto inductor, que ejerce un gran efecto sobre la misma. En

la Figura 3.1.18 se puede comprobar que el pico cromatografico correspondiente a la muestra de
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40 horas de fermentacion de los matraces que contenian el compuesto inductor y el AFA es
mayor que el pico cromatografico correspondiente a los matraces que contenian AFA sin
compuesto inductor. Este efecto pudo deberse, en parte, a que en las cepas de baja produccién
el posible efecto activador de la produccién por parte del AFA fuera menos acusado que en las
cepas de alta produccion donde la expresion enzimatica de la via biosintética es

considerablemente mayor.

Figura 3.1.17: Bioensayo frente a M. Juteus de caldos de fermentacidn obtenidos a diferentes
tiempos.
20 horas de fermentacién:
1 (+AFA/+inductor).
2 (-AFA/-inductor).
3 (-AFA/+inductor).
4 (+AFA/-inductor).

40 horas de fermentacién:

5 (+AFA/-inductor).
6 (-AFA/-inductor).

7 (+AFA/+inductor).
8 (-AFA/+inductor).
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Figura 3.1.18: Cromatograma correspondiente a las muestras recogidas a las 40 horas de
fermentacion. Las condiciones cromatograficas para valoracion de bencilpenicilina son las del
apartado 8.3.2 Tabla 2.4 de Materiales y Métodos.

2. Proceso de obtencion, recoleccion y purificacion del caldo de

cultivo de la cepa A. chrysogenum N-2.

Una vez comprobado que el caldo obtenido por fermentacion de la cepa de A.
chrysogenum N-2 incrementaba la produccion especifica de bencilpenicilina en cultivos de la
cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 y al mismo tiempo existia un incremento del nivel de
expresion de los genes de biosintesis de penicilina, nos planteamos desarrollar un método de
purificacion para el compuesto inductor. Con este fin, se procedi6 a realizar una revision
bibliogréafica de los procedimientos y técnicas habituales en la purificacion de compuestos a partir
de caldos de fermentacion. Ademas, fue necesario disponer de un sistema rapido de bioensayo
gue permitiese un seguimiento del compuesto de interés durante su purificacion (bioensayo en

placa).
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En el proceso de obtencién del caldo de A. chrysogenum cepa N-2 se utilizé un
fermentador BRAUM-BIOSTAT G 15 litros segln se especifica en el apartado de Materiales y
Métodos (5.2.1.1). Para realizar la fermentacion se utilizaron tanto en la etapa de inéculo como la

de produccién, medios de composicion definida.

De la etapa de fermentacion se obtuvo un volumen de caldo de 10 litros, transcurridas 72
horas desde el inicio de ésta. El primer tratamiento del caldo obtenido fue la separacién del
micelio mediante la filtracién del medio de cultivo por un filtro de nailon “nytal” de 30 um de
tamarfio de poro. Posteriormente el caldo se centrifugd a 8000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. De
las dos fracciones obtenidas se recogid el sobrenadante y se desechd la fraccion precipitada

(restos celulares).

El caldo filtrado obtenido mostr6 numerosos picos cuando se analizé mediante
cromatografia de HPLC (Figura 3.1.19).

5.0
4.0—4
3.0
AU 1
2.0;
] Figura 3.1.19: Cromatograma del caldo
1ol de cultivo de A. chrysogenum N-2 (72 h).
] Absorbancia a 214 nm. Método
] cromatografico descrito en el apartado 9
0.0+ ;
de Materiales y Métodos Tabla 2.5.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (min)

2.1. Desproteinizacion del caldo filtrado.

Una vez obtenido el filtrado libre de células, el caldo se procesoé rapidamente para evitar

una posible degradacién del compuesto a purificar ya que los caldos de fermentacion de

161



Capitulo 1

cualquier microorganismo contienen con frecuencia enzimas que pueden degradar todo tipo de
metabolitos. Para no tener que trabajar con un volumen excesivo, se decidié concentrar el caldo
filtrado en un rotavapor concentrador. El caldo concentrado en el paso anterior fue clarificado
eliminando las proteinas del mismo. El método utilizado para el proceso de desproteinizaciéon
consistié en ajustar el pH con HCI concentrado hasta alcanzar un valor de pH de 2 en un bafio
de hielo y trabajando en una camara fria lo mas rapidamente posible para evitar una posible
degradacion del compuesto. Transcurrida una hora desde el ajuste del pH, el caldo se centrifugd

a 8000 rpm a 4 °C durante 90 minutos en una supercentrifuga Sorvall.

Después de la centrifugacion, se recogi6 el sobrenadante obtenido y se ajusté a pH 7 con
NaOH, con lo que se incrementé ligerisimamente el volumen de dicho sobrenadante. Este caldo
asi tratado, se esterilizd por filtracion utilizando un filtro estéril de 0,2 um de tamafio de poro,
trabajando en campana de flujo laminar, para evitar cualquier tipo de contaminaciéon con
microorganismos ambientales que pudieran generar una degradacion de los compuestos a
purificar. El caldo, una vez estéril, se reparti6 en botellas estériles y se mantuvo a 4 °C en

oscuridad hasta su utilizacién en los distintos procesos cromatograficos.
2.2. Extraccién con un solvente organico.

Dado que no se tenia conocimiento sobre la naturaleza del compuesto inductor, era
importante realizar una extraccion con un solvente organico apolar para obtener dos fases: una
fase acuosa y otra organica y realizar un seguimiento del compuesto mediante bioensayo en
placa para dilucidar su naturaleza polar o apolar. Para ello, se procedié a realizar una extraccién
del caldo utilizando como solvente organico acetato de etilo en una relacién 3:1 (3 volumenes de

acetato de etilo por 1 volumen de caldo).

Este proceso se repiti6 3 veces. Una vez separadas las fases acuosa y organica, éstas se
concentraron en un rotavapor concentrador a sequedad. El sélido procedente de la fase acuosa
se disolvié en agua milliQ y el de la fase organica se disolvié en una mezcla de metanol/agua
milliQ en una proporcién 50/50 (vol/vol). El caldo obtenido en este proceso de purificaciéon se
analiz6 mediante cromatografia HPLC para ver el resultado del proceso de extraccion con un

solvente orgénico (Figura 3.1.20: A, B).
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Figura 3.1.20: A. Cromatograma HPLC del caldo de cultivo después de realizar la extraccidén
con acetato de etilo (fase organica). B. Cromatograma del caldo de cultivo después de realizar
la extraccién con acetato de etilo (fase acuosa). Método cromatografico descrito en el apartado
9 de Materiales y Métodos, Tabla 2.5.

Ambas fracciones, acuosa y organica, se bioensayaron en placa para determinar la
actividad inductora, siguiendo el mismo procedimiento ya descrito anteriormente. El resultado
obtenido (Figura 3.1.21), fue que la molécula inductora estaba presente en la fase acuosa y no

en la fase orgénica, indicando por lo tanto su naturaleza polar.

Figura 3.1.21: Bioensayo en placa con las
fracciones acuosa y organica obtenidas en el
proceso de extraccion. Como control se afiadid

agua milliQ. La cepa utilizada para la realizacion

del bioensayo fue P. chrysogenum NRRL-1951.
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2.3. Cromatografia de adsorcion. Tratamiento con ca  rbon activo.

Para conseguir un mayor grado de pureza de la fraccion acuosa en la que se encontraba
el compuesto inductor, se utilizaron columnas de adsorcién. La preparacién de la columna de
carbon activo empleada en este trabajo esta recogida en el apartado de Materiales y Métodos 11
y 11.1. Tras el empaquetamiento de la columna y el equilibrado de la misma con agua milliQ, se
pasaron por ésta 100 ml de la fraccion acuosa obtenida en el proceso de extraccion con acetato
de etilo a un flujo de 1 ml/min. Finalizado este proceso, se pasaron por la columna dos
volumenes de agua milliQ que se juntaron al caldo eluido. Los compuestos retenidos en la

columna se eluyeron de ésta con metanol.

Todas las fracciones obtenidas, tanto el eluido inicial como los compuestos retenidos en el
tratamiento de esta columna, se concentraron en un rotavapor concentrador a sequedad.
Posteriormente las fracciones se disolvieron en agua milliQ y se realizaron bioensayos en placa
para determinar las fracciones que seguian dando resultado positivo antes de proceder al
siguiente paso de purificacion. El resultado del bioensayo en placa indicé que sélo la fraccion
acuosa dio positivo con respecto a los controles y todas las fracciones retenidas por la columna
dieron negativo (datos no mostrados). Puesto que el color de la muestra palidecia al paso por la
columna, elimindndose impurezas coloreadas del caldo ademas de compuestos organicos
aromaticos (Figura 3.1.22), la conclusién final que pudo extraerse de estos resultados es que

este tratamiento aport6 una limpieza de la muestra.

Figura 3.1.22: Clarificado de la muestra a medida que
avanza el proceso de purificacion. Tubo numero 1,

muestra inicial del caldo concentrado. Tubo numero 2,

muestra fase acuosa después del proceso de extraccion
con acetato de etilo. Tubo nimero 3, muestra después

del tratamiento con carbdn activo.
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2.4. Cromatografia de intercambio ionico.

Para la realizacion de este trabajo se emplearon dos resinas de intercambio i6nico fuerte,
ambas con la matriz de poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB); la resina de intercambio catiénico
fuerte Dowex ® 50WX8-400 (cuyo grupo ionogénico es — SOsz-H+ y se encuentra totalmente
ionizado a un pH por encima de 2.0) y la resina de intercambio anionico fuerte Dowex ® 1X8-400
(cuyo grupo ionogénico es — CH,N+(CH3)sCl- y se encuentra totalmente ionizado hasta un pH de

aproximadamente 10).

Debido al desconocimiento de la posible carga de la molécula inductora y su punto
isoeléctrico, se probaron distintas condiciones cromatograficas con ambas resinas con el objetivo
de seleccionar el tipo de cromatografia a utilizar, bien de intercambio catiénico o anionico,
seleccionar el tipo de tampdén para desarrollar la cromatografia y poner a punto las condiciones
de equilibrado de columna y elucibn de moléculas retenidas. Los pasos seguidos para la

realizacion de las cromatografias en “batch” fueron los siguientes:

» Preparar una bateria de tubos de polipropileno de 10 ml de capacidad con 1 g de resina

en cada uno.

« Embeber la resina de cada tubo en el tampon elegido (acetato s6dico 100 mM para la
resina de intercambio catiénico y Tris 100 mM para las resina de intercambio aniénico) a
diferente pH y realizar sucesivos lavados de la resina hasta 10 veces. Usar un rango de
pH de 3 a 8 para la resina de intercambio catiénico y de 5 a 9 para la resina de

intercambio aniénico con 0,5 unidades de pH de variacion en cada tubo.

« Equilibrar la resina de cada tubo con lavados sucesivos (hasta 5 lavados) en tampén de
baja fuerza ionica (los mismos tampones utilizados en el apartado anterior pero en esta

ocasion a una concentracion 10 mM).
 Afiadir la muestra de caldo diluida en el tampon.
» Mezclar la muestra con la resina durante 10 minutos con agitacion suave.

« Centrifugar los tubos a 800 rpm durante 2 minutos para precipitar la resina y recoger el

sobrenadante.
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« Lavar los tubos con el tampén de baja fuerza ionica y centrifugar éstos como en el paso

anterior.

* Eluir los compuestos retenidos mediante el lavado de las resinas con una solucién de
NaCl 1 M en el tampén empleado. Mezclar la resina con la solucion durante 10 minutos

con agitacién suave.

« Centrifugar los tubos a 800 rpm durante 2 minutos para precipitar la resina y recoger el

sobrenadante.
* Bioensayar las fracciones recogidas.

Después de la serie de test realizados con ambas resinas, el resultado fue que con la
resina de intercambio catidnico, utilizando un tampdn de acetato sédico a un pH entre 3y 6, se
obtenia en bioensayo en placa un resultado positivo en la fraccion eluida. También se obtuvo un
resultado positivo en el sobrenadante recogido antes de comenzar los lavados para la obtencion
del eluido. La explicacion de estos resultados, se debe a una saturacion de la capacidad de la
resina. Con estos resultados, se prepard una columna de dimensiones 5 x 30 cm (Materiales y
Métodos 2.1.3). Tras cargar la muestra de caldo (fraccién acuosa, 15 ml diluidos en el tampon
acetato sédico 10 mM pH 3,0) y de realizar los lavados de la columna con tampdén, comenzo el
eluido con NaCl en gradiente hasta alcanzar una concentracién 0,5 M. Se recogieron 120

fracciones de 3 ml cada una.

Las fracciones, en su conjunto, se congelaron a -80 °C para una posterior liofilizacion.
Cada liofilizado se disolvié en 400 ul de agua milliQ y posteriormente se juntaron las fracciones
en grupos de 3 6 4 para reducir el nimero de bioensayos. A continuacion se bioensayaron todas
las fracciones para determinar cudles daban resultado positivo y se analizaron en el HPLC
analitico empleando el método cromatografico de la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos (Figura
3.1.23 y Figura 3.1.24).

Se observaron resultados positivos en las fracciones siguientes: 33-35, 36-38, 39-41, 42-
44, 45-47 y 48-50. Se juntaron todas las fracciones que componian cada una de estas series con

actividad para continuar con el proceso de purificacion.
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Figura 3.1.23: Bioensayo de |las
fracciones eluidas de la columna de

intercambio catidnico.
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Figura 3.1.24: Anadlisis de las fracciones 36-50 en HPLC analitico. Las muestras se

derivatizaron con FMOC. Método cromatografico descrito en el apartado 9 de Materiales vy

Métodos Absorbancia a 250 nm.

167



Capitulo 1

2.5. Cromatografia de hidrofobicidad

Con el fin de separar los componentes de las distintas fracciones de acuerdo a su
hidrofobicidad, en el proceso de purificacién de la molécula reguladora se utilizé una columna de
interaccion hidrofébica (HIC) con una resina phenyl sepharose 6 fast flow. Una vez empaquetada
la columna y equilibrada seguin el apartado de Materiales y Métodos 11.3, se pasaron las
fracciones recogidas en la cromatografia de intercambio cationico a un flujo de 1 ml/min. No se
adicion6 ninguna sal a las fracciones ya que éstas contaban con una concentracién salina lo
suficientemente alta para que la mayor parte de los compuestos con cierto caracter hidrofébico
presentes en dichas fracciones fueran adsorbidos por la resina. El proceso de elucion se realiz6
de forma gradual, para que el cambio de polaridad del eluyente no afectara al empaquetamiento
del lecho. De este modo, se fueron pasando por la columna diferentes mezclas de metanol: agua
(20:80; 50:50; 80:20). Todas las fracciones recogidas, las eluidas de la columna y la que no
habia quedado retenida en la columna se concentraron a sequedad y se disolvieron en agua
milliQ para analizar por bioensayo en placa. Unicamente dio resultado positivo en el bioensayo

en placa la fraccién no retenida en la columna (Figura 3.1.25).

f. no retenida

f. metanol-agua 20:80

f. metano-agua 80:20

Figura 3.1.25: Bioensayo de la fraccién no

f. metanol-agua 50:50 . . .
J retenida y de las fracciones eluidas de la

columna de hidrofobicidad.

2.6. Cromatografia de gel filtracion: columna Sepha  dex G10.

Con el fin de conseguir un grado mayor de purificacion, se llevo a cabo un paso a través
de cromatografia de gel filtracion o de exclusion (SEC), cuyo empaquetamiento y equilibrado se

definen en el apartado de Materiales y Métodos 11.4. El tamafio de la columna empleada para

168



Capitulo1

desarrollar la cromatografia fue 1.5 x 170 cm. El tampdn utilizado para el desarrollo de la
cromatografia fue acetato sédico 0,05 M, para evitar las interacciones inespecificas entre los
compuestos y la matriz de la columna. La carga (2,5 ml de la fraccion no retenida en la columna
de hidrofobicidad) se realizd por gravedad y el caudal de flujo fue de 0.2 ml/min. Se recogieron
120 fracciones de 3 ml que se concentraron mediante liofilizacion. El liofilizado de cada fraccion
se disolvio en 300 pl de agua milliQ y se analizé mediante bioensayo. Las fracciones que

resultaron positivas (Figura 3.1.26: A, B) se juntaron en una Unica para continuar en el proceso

de purificacion.

Figura 3.1.26: A. Bioensayo de las fracciones recogidas de la columna de gel filtracién G10.
B. Clarificado de la muestra a medida que avanza el proceso de purificacion. Tubo nimero 1,
muestra inicial del caldo concentrado. Tubo numero 2, muestra fase acuosa después del
proceso de extraccion con acetato de etilo. Tubo nimero 3, muestra después del tratamiento

con carbdn activo. Tubo nimero 4, muestra después del tratamiento columna G10.

2.7. Purificacion mediante cromatografia de alta ef  icacia (HPLC).

La cromatografia liquida de alto rendimiento o HPLC suele ser el dltimo paso en los
protocolos de aislamiento de compuestos bioactivos de caldos de fermentacién para conseguir
purificarlos a homogeneidad. En esta etapa de purificacion, se probaron diferentes tipos de

columnas cromatograficas y métodos cromatograficos con distintos solventes hasta conseguir
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una resolucion aceptable de los picos cromatograficos. El método cromatografico utilizado esta
recogido en el apartado 9 de Materiales y Métodos, Tabla 2.5. La Figura 3.1.27 A, muestra el
cromatograma obtenido al aplicar la fraccién recogida en la cromatografia de gel filtracion.

Se recogieron 5 fracciones correspondientes a los picos cromatograficos obtenidos para
proceder a su liofilizacion y posterior bioensayo en placa (Figura 3.1.27 B). De las fracciones
obtenidas la Unica que dio positivo fue la fraccion ndmero 1. A partir de este momento, se
recogid la fraccion numero 1 de forma sucesiva para obtener cantidad suficiente de metabolito

relativamente puro para poder realizar una posterior identificacion mediante espectrometria de

masas y RMN.
A
250
€— fraccion 1
200
fraccion 2
150
fraccion 3
mAU < fraccion 4
100+
< fraccion 5
50+
0 b MLJ L/\K — e
T 1 ] T 1 T
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Figura 3.1.27: A. Cromatograma de la purificacion (250 nm) de la fraccién bioactiva de la
columna Sephadex G10 mediante HPLC analitico. B. Bioensayo en placa de las fracciones 1, 2,

3, 4 y 5 recogidas de los picos cromatograficos en HPLC.

170




Capitulo1

2.8. Identificacion y caracterizacion completa de | a fraccion 1 mediante

técnicas espectroscopicas.

Para poder identificar los componentes existentes en la fraccion bioactiva del HPLC se
recolectaron 20 ml de la fracciéon correspondiente al pico cromatografico nimero 1. Este volumen
se concentré hasta 1 ml mediante centrifugacion a vacio para realizar un posterior andlisis por
HPLC-MS.

La muestra mostré un compuesto mayoritario de m/z 75.1 (M+H)" que se corresponde
con el compuesto 1,3-diaminopropano. La muestra también mostré otro compuesto en menor
proporcion de m/z 178.1 (M+H)" que se corresponde con el aspartato sodico (Figura 3.1.28 Ay
B) y aln en menor proporcion, fragmentos del compuesto TRIS que podrian estar unidos al

compuesto 1,3-diaminopropano, formando el compuesto bis-tris-propano.

i 75.1 A
%_
55.0
|
[ 119.1
| 136.1 1541
¢ | -
Wit Tm"-ksm 2282
LI (L il f ¢ 1851 1g32 2192 | 2702 2 282.3 2883 381.3
oMl LJHLMulllllnh|;|.'.I|I!|||.i|':".Iﬁn.-.ll.l._'..I.-ﬁl...I.... D2 uiajima spy ORI sid . s P
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 3.1.28: A. Espectros de masas de los HPLC-masas de la fraccion nidmero 1 recolectada
del HPLC. El espectro de masas muestra una seflal mayoritaria que se corresponde a un
producto de m/z 75.1 (M+H)", (1,3-diaminopropano).
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Figura 3.1.28: B. Espectros de masas de los HPLC-masas de la fraccién numero 1
recolectada del HPLC. El espectro de masas muestra varias sefiales; la mayoritaria se
corresponde a un producto de m/z 178.1 (M+H)* que se corresponde con el aspartato sédico.

La sefial de m/z. 200.0 (M+H)* se corresponde con la sal disddica del mismo compuesto.

Ademas del andlisis de espectrometria de masas también se llevaron a cabo resonancias
magnéticas de protén y de carbono (apartado 12 de Materiales y Métodos). Las sefiales y
asignacién de las mismas, obtenidas de los analisis de RMN-H* y RMN-C™ se indican en las
Tablas 3.1.4 y 3.1.5. Estos datos indican que los compuestos existentes en la fraccion bioactiva
correspondiente al pico cromatografico nimero 1 recogido del HPLC son, en orden de mayor a
menor proporcion:
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1. 1, 3-diaminopropano.

HoN NH
2 2 2

1,3-diaminopropano

N° de carbono

2.34 (t, J=6.9 Hz, 2H)
CH, 36.59 1,17 m (2H)
CH, 39.08 2,34 (t, J=6.9 Hz, 2H)

Tabla 3.1.4: Datos de RMN-H! y RMN-C*3 del compuesto 1,3-diaminopropano en CDCls con
un producto de m/z 75.1 (M+H)™*.

2. &cido aspartico sal sddica.

O
| 1 oH
o) NH,
ac. aspartico sal sodica
N° de carbono DEPT oc (ppm) & (ppm)
C 174.27
CH 52.20 2.90 (m, 1H)
CH, 36.55 A: 2.81 (dt, )=17.5y 3.1
B: 2.68 (ddd, J=17.5; 8.6 y 1.7 Hz, 1H)
C 177.58

Tabla 3.1.5: Datos de RMN-H! y RMN-C!® del &cido aspartico sal sédica en D,O con un
producto de m/z 178.1 (M+H)™*.
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2.9. Identificacion de poliaminas en los caldos uti lizados mediante HPLC.

Una vez identificado el 1,3-diaminopropano como compuesto mayoritario en la fraccion 1
responsable de la induccién de la biosintesis de penicilina, se procedié a analizar la presencia de

esta poliamina en los caldos utilizados en el presente trabajo.

Ademas, se procedio a analizar la presencia en los caldos de otras poliaminas como la
espermidina, ya que la espermidina es una molécula formada por 1,3-diaminopropano y 1,4-
diaminobutano (putrescina). Las condiciones cromatograficas y método de andlisis estan
recogidos en el apartado de Materiales y Métodos 9.1, Tabla 2.6. La identificacion de los picos se

vio facilitada al poseer poliaminas como patrones con una pureza superior al 99 %.

Como se puede comprobar en la Figura 3.1.29 A, el tiempo de retencién de la fraccion 1
purificada en el HPLC coincide con el tiempo de retencion del compuesto 1,3-diaminopropano.
En la Figura 3.1.29 B, se observa que el caldo purificado de la cepa de P. chrysogenum
Wisconsin 54-1255 presenta varios picos cromatograficos con tiempos de retencién que

coinciden con las poliaminas putrescina y espermidina.

1,3-diaminopropano ——
0.18 -

0.124

AU

0.06

Figura 3.1.29: A. Cromatograma de la

fraccion 1 —» ., .
fraccion 1 purificada, la cual presenta el
A mismo tiempo de retencién que el
0.0l PO Moa compuesto puro 1,3-diaminopropano.
2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Tiempo (min)
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Figura 3.1.29: B. Cromatograma de la fraccién
acuosa del caldo de fermentacion de P.
chrysogenum Wisconsin 54-1255 donde se pueden
observar los picos que coinciden con los patrones

de putrescina y espermidina.

El caldo purificado de la cepa mutante P. chrysogenum npelQO presenta varios picos

cromatograficos que coinciden con las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina (Figura

3.1.30 A). También se puede observar que el caldo obtenido de la levadura C. albicans, que

también dio positivo en bioensayo en placa (Figura 3.1.8 A), presenta un pico cromatografico que

coincide con la espermidina (Figura 3.1.30 B).

1.60

1.20

AU

0.80

0.40

0.00

+——caldo F. chrysogenum
npe 10

4+—1,3-diaminopropano

espermidina

|

3.0

6.0 9.0
Tiempo (min)

Figura 3.1.30: A. Cromatograma del caldo de la
cepa P. chrysogenum npel0 donde se observan
dos picos que coinciden con los patrones de 1,3-

diaminopropano y espermidina.
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El Unico caldo que no presenta ningln pico cromatografico cuyo tiempo de retencion
coincida con algun patrén de las poliaminas, fue la fraccién organica obtenida en los primeros
pasos de purificacion del compuesto inductor (Figura 3.1.31). Como se indicd con anterioridad,
éste no dio positivo cuando se realizé en bioensayo en placa (Figura 3.1.21), lo que confirma el

papel de las poliaminas en la induccion de la biosintesis de penicilina.

1.004

<«—f.organicadespués dela

0.804 extraccion
0.60+
Al - .
v Figura 3.1.31: Cromatograma de la fraccion
0.40- putrescina .. o,

1,3-diaminopropano organica del caldo que sirvio de base para la

] espermidina purificacion del compuesto inductor y donde se
0.20+

l l puede observar la no coincidencia de picos
] L‘M j\ /\& cromatograficos en los mismos tiempos de
0.00 - retencion que los patrones de las poliaminas.
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EFECTO DE LAS POLIAMINAS SOBRE EL
METABOLISMO PRIMARIO Y SECUNDARIO DE

P. chrysogenum.

OBJETIVOS CAPITULO 2:

. Efecto de la adicién de los compuestos purificados en el Capitulo 1 sobre la

produccién de penicilina en P. chrysogenum.

. Efecto de las poliaminas a nivel de expresion de los genes de biosintesis de

penicilina en P. chrysogenum.
. Efecto de las poliaminas sobre la diferenciacion morfolégica de P. chrysogenum.

. Efecto de las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina sobre la produccién
de penicilina en fermentaciones realizadas a escala semi-industrial en Planta
Piloto.

. Efecto de las poliaminas sobre la produccién de otros metabolitos secundarios

diferentes de penicilina en P. chrysogenum.
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1. Efecto de la adicion de los compuestos purificad 0os en el

Capitulo 1 sobre la produccién de penicilina.

Una vez identificados los compuestos existentes en la fraccién niamero 1 de la ultima
etapa del proceso de purificacion (mediante HPLC), fue necesario realizar una serie de

fermentaciones en medio liquido para determinar la verdadera molécula inductora.

Para ello, se decidieron probar las moléculas identificadas por separado y a distintas
concentraciones y posteriormente ir afiadiendo de forma progresiva una mezcla de los
compuestos identificados para comprobar la posible existencia de un efecto amplificador o

inclusive inhibidor de la biosintesis de penicilina.

1.1. Efecto de la adicion de 1,3-diaminopropano sob re la produccion de

penicilina en P.chrysogenum.

Al ser el 1,3-diaminopropano el compuesto mayoritario identificado en el analisis de
espectrometria de masas y RMN se decidié comenzar el estudio con la adicion de esta molécula

a los medios de cultivo.

Se determind la cinética del crecimiento y de la produccion en medio definido segun los
apartados 5.3 y 8.3 de Materiales y Métodos. En todos los casos estudiados, se afadié el
compuesto 1,3-diaminopropano al inicio de la fermentacion a diferentes concentraciones: 1 mM,
3 mM, 5 mM y 10 mM. Como controles, se realizaron cultivos a los que se afiadi6 la cantidad

equivalente de agua destilada estéril.

La toma de muestras se realiz6 a las 24, 48 y 72 horas para determinar el peso seco, la
producciéon volumétrica y la produccién especifica de bencilpenicilina. El resultado de las

fermentaciones a nivel de matraz fue el siguiente:

El crecimiento del microorganismo fue diferente en los controles con respecto a los
matraces con una mayor concentracion del compuesto 1,3-diaminopropano. En los controles el
crecimiento fue lento durante el desarrollo de la fermentacién, incrementandose de forma

progresiva hasta las 72 horas.

Los matraces con una concentracion de 1 y 3 mM de 1,3-diaminopropano crecieron de

forma similar a los controles no observandose ninguna diferencia significativa. Sin embargo, a
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partir de una concentracion 5 mM de 1,3-diaminopropano, se observé ya a las 24 horas un fuerte
incremento del crecimiento en comparacion a los controles. Con concentraciones 5 mMy 10 mM
de 1,3-diaminopropano se alcanz6 una meseta de crecimiento a las 48 horas de fermentacion
debido posiblemente al agotamiento de alguno de los nutrientes esenciales, en especial la fuente

de carbono (Figura 3.2.1).

16
14 T T I
£ 12 ! :
< =
o)
% 107 | ¥ Contol Figura 3.2.1: Cinética de
8 8- - BimM crecimiento determinada en
8 6 - ~ B3mM funcion del peso seco obtenido
§ 4 - | B5SmM de las fermentaciones realizadas
) | BlomM™ en medio definido de produccién
con los controles y los cultivos
0- ' - ' - suplementados con 1,3-
24 . 48 72 diaminopropano a diferentes
Tiempo (h) concentraciones.

A continuacién, los caldos de fermentacion tomados a diferentes tiempos se analizaron
mediante bioensayo en placa. La recta de calibracion de la penicilina empleada para esta

cuantificacion (y = 1.2691x — 2.753; r* = 0.998) fue obtenida mediante una regresion lineal.

La produccién de penicilina se estimé como se indica en el punto 8.3.1 de Materiales y
Métodos y en todos los casos siguié una pauta similar. El antibiético comenz6 a producirse a las
24 horas de fermentacion incrementandose de forma lineal hasta las 72 horas. Se aprecié un
mayor incremento de produccion de penicilina a las 24 horas (hasta 2 veces superior a los
controles) en los matraces donde se habia afadido el compuesto 1,3-diaminopropano a unas

concentraciones 5y 10 mM.

No se observé con concentraciones inferiores, un incremento tan significativo en la
produccién de penicilina como con concentraciones superiores de 1,3-diaminopropano. A las 48
y 72 horas de fermentacién disminuyeron las diferencias de produccion de penicilina entre los
matraces con el compuesto 1,3-diaminopropano y los controles, pero aun asi las diferencias en

cuanto a produccién volumétrica fueron altas (Figura 3.2.2).
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Figura 3.2.2: Cinética de
produccién volumétrica de
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3.2.3:

especifica de

Figura Cinética de
produccién
bencilpenicilina en medio definido
de produccidon de los controles y
de los cultivos suplementados con
1,3-diaminopropano a diferentes

concentraciones.

En cuanto a la produccion especifica de penicilina, se observé un incremento de la misma

con concentraciones de 5 y 10 mM de 1,3-diaminopropano desde el inicio de la fermentacion,

manteniéndose la diferencia constante en un promedio del 48 % durante el desarrollo de ésta

(Figura 3.2.3). En base a estos datos, se pudo concluir que el compuesto 1,3-diaminopropano a

una concentracién entre 5 y 10 mM incrementd la produccién de bencilpenicilina en medio

definido de produccion.

Con concentraciones de 1,3-diaminopropano

inferiores a las

mencionadas no se observd una diferencia significativa en la produccién especifica de

bencilpenicilina.
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1.2. Efecto de la adicion de bis-tris-propano sobre la produccién de

penicilina en P.chrysogenum.

El hecho de que junto a la identificacién del compuesto 1,3-diaminopropano apareciese el
tampon TRIS (tris-hidroximetil aminometano), presumiblemente arrastrado en los pasos iniciales
de purificacion aplicando las técnicas de cromatografia de intercambio i6nico (anionico), cabia la
posibilidad de que el compuesto 1,3-diaminopropano estuviese unido a fragmentos de TRIS
formando el compuesto bis-tris-propano. En este sentido, se desarrollaron una serie de
fermentaciones, en medio definido de produccion, en las mismas condiciones que en el apartado
1.1. donde se afadi6 a los cultivos el compuesto bis-tris-propano a la concentracion de 5 mM. A
otra serie de cultivos, se afiadié la misma concentracion del tampén TRIS. Como control, se
afiadi6 a otros cultivos la cantidad equivalente de agua destilada estéril. Se determindé la cinética
del crecimiento y de la produccién en medio definido siguiendo el mismo criterio que en el

apartado 1.1.

Debido a que tanto el bis-tris-propano como el TRIS provocaron un incremento del pH
inicial del medio con respecto a los controles, los medios de cultivo se esterilizaron por filtracion
a través de un filtro de tamafio de poro 0,2 um debido al previo ajuste de pH necesario antes de
proceder a la inoculacion de los matraces con el micelio procedente del in6culo. Para el ajuste de
pH se utilizé HCI al 37 % (v/v). La toma de muestras se realizé a las 24, 48 y 72 horas para
determinar el peso seco, la produccién volumétrica y la produccion especifica de bencilpenicilina.

El resultado de las fermentaciones a nivel de matraz fue el siguiente:

El crecimiento del hongo fue similar en los controles con respecto a los matraces donde se
habian afadido los compuestos bis-tris-propano y TRIS. Como en otras fermentaciones, el
crecimiento fue lento en las primeras horas de fermentacion incrementandose de forma

progresiva hasta el final de ésta (Figura 3.2.4).

Los caldos de fermentacion tomados a diferentes tiempos se analizaron mediante
bioensayo en placa. La recta de calibracion empleada para esta cuantificacion (y = 1.2691x —

2.753; r* = 0.998) fue obtenida mediante una regresion lineal.

La produccion de penicilina se estimé como se indica en el punto 8.3.1 de Materiales y
Métodos y en todos los casos siguié una pauta similar. El antibiético comenzé a producirse a las

24 horas de fermentacion incrementandose de forma lineal hasta las 72 horas. No se aprecié un
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mayor incremento de produccion de penicilina en los matraces que se habian suplementado con
el compuesto bis-tris-propano a una concentracion de 5 mM y tampoco en los matraces que se
habian suplementado con el tampon TRIS a la misma concentracion (Figura 3.2.5).
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de produccidén de los controles y los
, W |

cultivos suplementados con 5 mM
24 48 72
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de bis-tris-propano (BTP) o 5 mM
de TRIS.

Tampoco se observo un incremento de la produccion especifica de bencilpenicilina al
afiadir 5 mM de bis-tris-propano o TRIS con respecto a los controles (Figura 3.2.6), con lo que se
pudo concluir que ninguno de estos compuestos ejercié efecto alguno sobre el crecimiento y la
produccién de antibiético, en medio definido de produccién, a las concentraciones analizadas,

descartandoles como moléculas inductoras.
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1.3. Efecto de la adicion del acido aspartico (sal sodica) sobre la

produccion de penicilinaen P. chrysogenum.

El segundo compuesto identificado por espectrometria de masas y RMN en el pico
cromatografico nimero 1 recogido del HPLC fue la sal sédica del acido aspartico. Para
comprobar el posible efecto inductor en la produccion de bencilpenicilina generado por el acido
aspartico, se realizaron una serie de fermentaciones en medio definido de produccion donde se

afiadieron diferentes concentraciones de este compuesto (1 mM, 3 mM, 5 mM y 10 mM).

Como en casos anteriores, se realizaron cultivos control a los que se afadié la misma
cantidad de agua destilada estéril. Se determind la cinética del crecimiento y de la produccién en
medio definido segun el apartado 5.3 y 8.3 de Materiales y Métodos. El resultado promedio de

las fermentaciones realizadas fue el siguiente:

El crecimiento del microorganismo fue similar en los controles con respecto a los cultivos a
los que se habia afiadido el compuesto aspartato sodico a diferentes concentraciones. Como en
otras ocasiones precedentes, el crecimiento fue incrementandose de forma progresiva hasta el

final de la fermentacion (Figura 3.2.7).

183



Capitulo 2

14
12 l e
= 10 1
£
£°
g 61
7
o 47
%]
g 21
0- - . .
24 48 72
Tiempo (h)

B Control
E1mM
O3mMm
E5mM
010 mm
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Los caldos de fermentacién tomados a diferentes tiempos se analizaron mediante

bioensayo en placa. La recta de calibracion empleada para esta cuantificacién (y = 1.2691x —

2.753; r* = 0.998) fue obtenida mediante una regresién lineal. La produccién de penicilina se

estim6 como se indica en el punto 8.3.1 de Materiales y Métodos y siguié una pauta similar a la

observada en ocasiones precedentes. El antibiético comenzé a producirse a las 24 horas de

fermentacion incrementandose de forma lineal hasta las 72 horas. No se aprecié un mayor

incremento de produccion de penicilina en los matraces donde se habia afiadido el aspartato

sédico a diferentes concentraciones (Figura 3.2.8).
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Tampoco se observé un incremento de la produccidn especifica de bencilpenicilina al
afladir concentraciones diferentes de aspartato sddico (Figura 3.2.9). En base a los resultados
obtenidos, se pudo concluir que la sal s6dica del aspartato sodico no ejercio efecto alguno sobre
la produccion de bencilpenicilina, en medio definido de produccién, a las concentraciones
analizadas, por lo que cabe descartar este compuesto como la molécula inductora identificada

por espectrometria de masas y RMN.
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1.4. Efecto de la adicion conjunta de 1,3-diaminopr  opano y acido aspartico

(sal sddica) sobre la producciéon de penicilina en P. chrysogenum.

Puesto que el acido aspartico se identificé en la fraccion 1 que ejercia efecto inductor y
afadido a las fermentaciones en medio liquido no provocé efecto alguno sobre el incremento de
produccién de penicilina, se decidi6 comprobar si éste era capaz de actuar de modo sinérgico
con el 1,3-diaminopropano provocando un incremento en la produccién de penicilina mayor que

cuando se afiadia Unicamente el compuesto 1,3-diaminopropano.

Para ello se llevaron a cabo una serie de fermentaciones en medio definido de produccion
en las mismas condiciones que en los apartados anteriores. La concentracion elegida fue de 5
mM, tanto para el 1,3-diaminopropano, como para el acido aspartico. Como controles se

utilizaron una serie de cultivos a los que se afiadié Unicamente el compuesto 1,3-diaminopropano
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a una concentracion de 5 mM, o la cantidad equivalente de agua estéril (controles negativos). Se
determind la cinética del crecimiento y de la produccién en medio definido segin los apartados
5.3 y 8.3 de Materiales y Métodos.

Como ya se indicé en el apartado 1.1. de este capitulo, el crecimiento del microorganismo
fue mas lento en los controles con respecto a los matraces donde se habia afiadido el
compuesto 1,3-diaminopropano con o sin aspartato sédico. Los matraces con el compuesto 1,3-
diaminopropano crecieron de forma similar independientemente de la adicién de aspartato sédico
presentando un fuerte crecimiento a las 24 horas y alcanzando una meseta a las 48 horas para
disminuir el crecimiento a las 72 horas como consecuencia, probablemente, de lisis celular por

falta de nutrientes (Figura 3.2.10).
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Como en otras ocasiones, los caldos de fermentacién tomados a diferentes tiempos se
analizaron mediante bioensayo. La recta de calibracién empleada para esta cuantificaciéon (y =

1.3705x — 3.5132; r* = 0.989) fue obtenida mediante una regresion lineal.

La produccién de penicilina se estimé como se indica en el punto 8.3.1 de Materiales y
Métodos y siguié la misma pauta observada en el apartado 1.1. de este capitulo. El antibiético
comenzé a producirse a las 24 horas de fermentacién incrementandose de forma lineal hasta las
72 horas. Los matraces donde se afiadio el compuesto 1,3-diaminopropano comenzaron con un
incremento de produccion de penicilina muy superior a los controles y no mostraron diferencias
significativas con respecto a aquellos donde se afiadieron 1,3-diaminopropano y aspartato sodico
conjuntamente (Figura 3.2.11).
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Tampoco se observé un incremento de la produccion especifica de los matraces con 1,3-
diaminopropano y aspartato sodico con respecto a los matraces donde se afiadié sélo el 1,3-
diaminopropano. Si hubo un incremento de la produccién especifica de ambas series de
matraces comparandolas con los controles donde no se afadié ningin compuesto (Figura

3.2.12), como ya ocurrié en el apartado 1.1.

100
= 90 i
S -
3 70 —
= 60 — Figura 3.2.11: Cinética de
% 28 [ | Econtrol produccién volumétrica de
E)_ 30 . ®Dp bencilpenicilina de los controles y
§ 20 - —  ODprAsp los cultivos, en medio definido de
3 18 ™ | | - produccién, suplementados con
24 48 72 1,3-diaminopropano (DP) y con
Tiempo (h) 1,3-diaminopropano mas acido
aspartico (Dp+Asp).
10
= 9
o |
8 8
(]
o 7 —
o
g 6 -
R .
= T B Control Figura 3.2.12: Cinética de
@ 4 i - ®Dp produccién especifica de
= | ODp+Asp
2 3 bencilpenicilina de los controles y
()] i -
% 2 de los cultivos en medio definido de
c 1 T [ A -
g j_. produccién suplementados con 1,3
0 - ' ' diaminopropano (DP) y con 1,3-
24 48 72 . . . .
diaminopropano mas acido
Ti h L
lempo (h) aspartico (Dp+Asp).

Con los resultados obtenidos se pudo concluir que no existi6 efecto sinérgico o de
incremento de produccién de penicilina entre aspartato sddico y 1,3-diaminopropano a las

concentraciones ensayadas.
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1.5. Efecto de la adicibn de 1,3-diaminopropano y o tras poliaminas
(putrescina y espermidina) sobre la produccién de p enicilina en P.

chrysogenum.

Como se describié en el Capitulo 1 de Resultados, el analisis mediante cromatografia
HPLC de los caldos utilizados en este trabajo indico que ademas de 1,3-diaminopropano,
existian otras poliaminas como la putrescina y la espermidina, en los caldos de fermentacion de
P. chrysogenum. Cabia preguntarse si estas poliaminas podrian ejercer el mismo efecto
observado sobre el crecimiento y produccion de penicilina cuando se suplementaban los medios
de cultivo. Para ello, se desarrollaron una serie de fermentaciones donde se afadieron
respectivamente, 1,3-diaminopropano, putrescina y espermidina a una misma concentracion de 5
mM. Una serie de fermentaciones sirvieron de controles, a las cuales se afiadi6 la cantidad
equivalente de agua destilada estéril. Se determind la cinética del crecimiento y de la produccion

en medio definido segun los apartados 5.3 y 8.3 de Materiales y Métodos.

La cinética de crecimiento confirmd un resultado esperado. La poliamina espermidina
ejercid el mismo efecto que el 1,3-diaminopropano al incrementar el crecimiento ya en las
primeras horas de fermentacién. Sin embargo, con la poliamina putrescina no sucedi6 lo mismo
gue con la espermidina, siendo el crecimiento en este caso similar a los respectivos controles
(Figura 3.2.13 A).

La produccion volumétrica de penicilina (Figura 3.2.13 B) en los matraces donde se afiadio
la espermidina sigui6 la misma pauta que en los matraces donde se afadi6 el 1,3-
diaminopropano, incrementandose en ambos casos dicha produccion con respecto a los
controles. En los matraces donde se afiadi6 la putrescina no se observd un incremento
significativo de la produccién de penicilina con respecto a los controles. Los caldos analizados
para la valoracion de bencilpenicilina se cuantificaron por cromatografia HPLC siguiendo el

método establecido en el apartado 8.3.2 de Materiales y Métodos (Figura 3.2.13 C).

La cuantificacién de la produccion especifica de bencilpenicilina (Figura 3.2.13 D) puso de
manifiesto que la poliamina espermidina ejercié el mismo efecto positivo sobre la produccion que
el 1,3-diaminopropano, al contrario que la poliamina putrescina, que no provocé cambios en los
titulos del antibidtico. Este efecto positivo de la espermidina no fue de extrafiar dado que la
molécula de espermidina esta formada por la unién de 1,3-diaminopropano y 1,4-diaminobutano

y que la degradacién de la espermidina por la enzima diamino oxidasa origina, entre otras, la
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molécula 1,3-diaminopropano en la mayoria de los microorganismos. En el caso de la putrescina

lo que puede suceder es que este compuesto no sea activo “per se” ya que es un intermediario

en la biosintesis de espermidina.
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Figura 3.2.13: A. Cinética de
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Figura 3.2.13: B. Cinética de
produccién volumétrica de

bencilpenicilina de los controles
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definido de produccidn
suplementados con 1,3-
diaminopropano (1,3-Dp),

Putrescina y Espermidina.
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2. Efecto de las poliaminas sobre el nivel de expre sion de los

genes de biosintesis de penicilinaen  P.chrysogenum.

Una vez comprobado el efecto inductor de las poliaminas 1,3-diaminopropano y
espermidina sobre la produccién de penicilina en medio de cultivo definido de produccion, se
comprobo el efecto que las poliaminas ejercian sobre la transcripcion de los genes involucrados
en la biosintesis de penicilina. Para este propdsito, se llevd a cabo una fermentacion en medio
definido de produccién utilizando la cepa de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255, afiadiéndose
respectivamente, las poliaminas 1,3-diaminopropano, espermidina y putrescina a la
concentracion de 5 mM. Como en los casos anteriores, una serie de cultivos sirvieron como

controles, los cuales llevaban la cantidad equivalente de agua destilada estéril.

Para realizar los estudios de expresién génica se utilizé la técnica RT-PCR (amplificacion
de secuencias a partir de ARN por retrotranscripcion y PCR), segun el apartado 6.4.4 de
Materiales y Métodos. Se empleé como molde, el ARN total de P. chrysogenum Wisconsin 54-

1255 extraido del micelio recogido a las 48 y 72 horas de fermentacion.

Se utilizaron cebadores especificos para dirigir un proceso selectivo que permitiese la
amplificacion de un ARNm particular a partir de una mezcla compleja (en este caso se

necesitaba amplificar los ARNm que codificaban las distintas enzimas involucradas en la
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biosintesis de penicilina). Los distintos oligonucleétidos cebadores empleados en las diferentes

RT-PCR realizadas estan recogidos en la Tabla 2.1 del apartado 2.3.1 de Materiales y Métodos.
2.1. Andlisis de la expresion del gen  pcbAB.

Debido a la gran longitud del transcrito del gen pcbAB (mas de 11000 nucleétidos), para
estudiar el nivel de expresion de este gen se emplearon los oligonucle6tidos TH10-R y TH10-F
(ver Tabla 2.1 del apartado 2.3.1 de Materiales y Métodos), los cuales fueron disefiados para
amplificar el ADNc que codifica el dominio tioesterasa (aproximadamente 900 pb) de la enzima
ACVS codificada por dicho gen. Se realizaron diversos ensayos variando las diferentes
condiciones de la RT-PCR: la temperatura de anillamiento, la cantidad de ARN molde y el
namero de ciclos de amplificacion (apartado 6.4.4.2 de Materiales y métodos). Finalmente, las

condiciones de desarrollo de la RT-PCR fueron las siguientes:

* A la mezcla de la reaccion se le afiadieron 2 ul de ARN molde, obtenido en el apartado
6.4.4.1 de Materiales y Métodos.

e Incubacion de la reaccién a 55 °C durante 30 minutos para que se lleve a cabo la sintesis
de ADNCc.

« Incubacién de la reaccion durante 2 minutos a 94 °C para inactivar la retrotranscriptasa
(RT).

« Amplificacion del fragmento de ADNc mediante PCR aplicando las siguientes
condiciones:

i. Temperatura de desnaturalizacion: 94 °C durante 30 segundos.
ii. Temperatura de anillamiento de los cebadores: 58 °C durante 30 segundos.
iii. Temperatura de extensién: 72 °C durante 80 segundos.
iv.  Numero de ciclos: 40 (Pasos i, ii y iii).
v. Temperatura de extension final: 72 °C durante 10 minutos.
El resultado de la RT-PCR mostré una banda de ADNc del tamafio esperado que se
correspondia con la zona amplificada deseada, tal y como se confirmé mediante secuenciacion.

Las bandas generadas se cuantificaron por densitometria utilizando un programa informatico

“Gel-Pro Analizer” (Media Cybernetics).
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El nivel de amplificacion de las bandas en las distintas condiciones fue ajustado
comparando la intensidad de las bandas con respecto a la sefial generada por el ADNc formado
a partir del ARNm del gen de la B-actina.

Para la obtencion del ADNc del gen de la B-actina se emplearon los oligonucleétidos UP y
LP (ver Tabla 2.1 del apartado 2.3.1 de Materiales y Métodos), disefiados para amplificar una

regidon de 526 pb. Las condiciones del desarrollo de la RT-PCR fueron las siguientes:

* Ala mezcla de la reaccion se le afiadieron 2 yl de ARN molde, obtenido en el apartado
6.4.4.1 de Materiales y Métodos.

* Incubacién de la reaccion a 55 °C durante 30 minutos para que se lleve a cabo la sintesis
de ADNCc.

* Incubacién de la reaccién durante 2 minutos a 94 °C para inactivar la retrotranscriptasa
(RT).

« Amplificacion del fragmento de ADNc mediante PCR aplicando las siguientes
condiciones:

i. Temperatura de desnaturalizacion: 94 °C durante 30 segundos.
ii. Temperatura de anillamiento de los cebadores: 55 °C durante 30 segundos.
iii. Temperatura de extensién: 72 °C durante 30 segundos.
iv.  Numero de ciclos: 34 (Pasos i, ii y iii).
v. Temperatura de extension final: 72 °C durante 10 minutos.
Como puede apreciarse en la Figura 3.2.14 el nivel de expresién del gen pcbAB se

incrementd de manera significativa en los cultivos donde se habian afadido las poliaminas

comparado con los controles.

A las 48 horas de fermentacion el mayor nivel de expresion del gen pcbAB correspondi6 a
la serie de matraces donde se habia afiadido el compuesto 1,3-diaminopropano. También se
registré un nivel superior de expresion en los cultivos donde se habian afiadido los compuestos

espermidina y putrescina.

A las 72 horas de fermentacion la diferencia en el nivel de expresion del gen pcbAB se

incrementd aln mas con respecto a los controles con los compuestos 1,3-diaminopropano y
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espermidina, permaneciendo a un nivel constante el nivel de expresion (igual que a las 48 horas)

con el compuesto putrescina.
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Figura 3.2.14: A. Resultado del experimento de RT-PCR donde se muestra el nivel de
transcripcién del gen pcbAB (panel superior) y del gen de la B-actina (panel inferior) a las 48 y
72 horas de fermentacién en los cultivos control (c) y en los cultivos a los que se afiadieron
1,3-diaminopropano (dp), espermidina (e) o putrescina (p). B. El nivel de expresion génica fue
normalizado comparando la intensidad de la sefial de las bandas obtenidas con el gen pcbAB

con la intensidad de la sefial de las bandas obtenidas con el gen de la B-actina.

2.2. Andlisis de la expresion del gen  pcbC.

Para estudiar los niveles de expresion del gen pcbhC en las fermentaciones en medio
liguido, se emplearon los oligonucleétidos pcbC-R y pcbC-F (ver Tabla 2.1 del apartado 2.3.1 de
Materiales y Métodos), disefiados para amplificar un fragmento de unas 400 pb del ADNc que
codifica la enzima IPNS. Se realizaron diversos ensayos variando las diferentes condiciones de
la RT-PCR: la temperatura de anillamiento, la cantidad de ARN molde y el nimero de ciclos de

amplificacion. Las condiciones del desarrollo de la RT-PCR fueron las siguientes:
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* Ala mezcla de la reaccién se le afiadieron 2 yl de ARN molde, obtenido en el apartado
6.4.4.1 de Materiales y Métodos.

* Incubacién de la reaccién a 55 °C durante 30 minutos para que se lleve a cabo la sintesis
de ADNCc.

* Incubacién de la reaccion durante 2 minutos a 94 °C para inactivar la retrotranscriptasa
(RT).

» Amplificacién del fragmento de ADNc mediante PCR aplicando las siguientes
condiciones:

i. Temperatura de desnaturalizacién: 94 °C durante 30 segundos.

ii. Temperatura de anillamiento de los cebadores: 55 °C durante 30 segundos.
iii. Temperatura de extension: 72 °C durante 30 segundos.
iv.  Numero de ciclos: 34 (Pasos i, ii y iii).

v. Temperatura de extension final: 72 °C durante 10 minutos.

Como en el caso anterior, el resultado de la RT-PCR mostré una banda de ADNc del
tamafio esperado que se correspondia con la zona amplificada deseada, tal y como se confirmdé
mediante secuenciacidn. Las bandas generadas se cuantificaron por densitometria utilizando un
programa informético “Gel-Pro Analizer” (Media Cybernetics). El nivel de amplificacién de las
bandas en las distintas condiciones fue ajustado comparando la intensidad de las bandas con
respecto a la sefial generada por el ADNc formado a partir del ARNm del gen de la B-actina

como en el caso anterior.

Como puede apreciarse en la Figura 3.2.15 el nivel de expresion del gen pcbC a las 48

horas fue similar en los controles y en los cultivos donde se habian afiadido las poliaminas.

Sin embargo, a las 72 horas de fermentacion la diferencia en el nivel de expresién del gen
pcbC se incrementd de forma acusada con los compuestos 1,3-diaminopropano, espermidina y
putrescina.
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Figura 3.2.15: A. Resultado del experimento de RT-PCR donde se muestra el nivel de
transcripcién del gen pcbC (panel superior) y del gen de la B-actina (panel inferior) a las 48 y
72 horas de fermentaciéon en los cultivos control (c) y en los cultivos a los que se afadieron
1,3-diaminopropano (dp), espermidina (e) o putrescina (p). B. El nivel de expresién génica fue
normalizado comparando la intensidad de la sefial de las bandas obtenidas con el gen pcbC
con la intensidad de la sefial de las bandas obtenidas con el gen de /a B-actina.

2.3. Andlisis de la expresion del gen  penDE.

Para estudiar el nivel de expresién del gen penDE se emplearon los oligonucleétidos
penDE-R y penDE-F (ver Tabla 2.1 del apartado 2.3.1 de Materiales y Métodos), disefiados para
amplificar un fragmento de 526 pb del ADNc que codifica la enzima IAT. Se realizaron diversos
ensayos variando las diferentes condiciones de la RT-PCR: la temperatura de anillamiento, la
cantidad de ARN molde y el nimero de ciclos de amplificacion. Las condiciones del desarrollo de

la RT-PCR fueron las siguientes:

* A la mezcla de reaccion se le afadieron 2 yl de ARN molde, obtenido en el apartado
6.4.4.1 de Materiales y Métodos.
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* Incubacién de la reaccién a 55 °C durante 30 minutos para que se lleve a cabo la sintesis
de ADNCc.

* Incubacién de la reaccion durante 2 minutos a 94 °C para inactivar la retrotranscriptasa
(RT).

« Amplificacion del fragmento de ADNc mediante PCR aplicando las siguientes
condiciones:

i. Temperatura de desnaturalizacion: 94 °C durante 30 segundos.

ii. Temperatura de anillamiento de los cebadores: 55 °C durante 30 segundos.
iii. Temperatura de extension: 72 °C durante 30 segundos.
iv.  Numero de ciclos: 34 (Pasos i, ii y iii).

v. Temperatura de extension final: 72 °C durante 10 minutos.

Como en el caso anterior, el resultado de la RT-PCR mostré una banda de ADNc del
tamafio esperado que se correspondia con la zona amplificada deseada, tal y como se confirmdé
mediante secuenciacidn. Las bandas generadas se cuantificaron por densitometria utilizando un

programa informatico “Gel-Pro Analizer” (Media Cybernetics).

El nivel de amplificacion de las bandas en las distintas condiciones fue ajustado
comparando la intensidad de las bandas con respecto a la sefial generada por el ADNc formado

a partir del ARNm del gen de la B-actina como en los casos precedentes.

Como puede apreciarse en la Figura 3.2.16 el nivel de expresion del gen penDE se
incrementd de manera significativa a las 48 horas en los cultivos donde se habian afiadido las
poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina. Sin embargo, no se observé un mayor nivel de

expresion del gen penDE con el compuesto putrescina en comparacion con los controles.

A las 72 horas de fermentacioén la diferencia en el nivel de expresion del gen penDE se
incrementd adn mas con respecto a los controles con los compuestos 1,3-diaminopropano y
espermidina, permaneciendo a un nivel constante el nivel de expresién (igual que a las 48 horas)
con el compuesto putrescina. Como puede observarse en la Figura 3.2.16, existe un incremento
en el nivel de expresion del gen penDE a las 72 horas con respecto a las 48 horas, hecho que ha

sido anteriormente observado por otros autores (Garcia-Rico y col., 2008).
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Figura 3.2.16: A. Resultado del experimento de RT-PCR donde se muestra el nivel de
transcripcion del gen penDE (panel superior) y del gen de la B-actina (panel inferior) a las 48 y
72 horas de fermentaciéon en los cultivos control (c) y en los cultivos a los que se afadieron
1,3-diaminopropano (dp), espermidina (e) o putrescina (p). B. El nivel de expresion génica fue
normalizado comparando la intensidad de la sefial de las bandas obtenidas con el gen penDE

con la intensidad de la sefal de las bandas obtenidas con el gen de la B-actina.

2.4. Andlisis de la expresion del gen  laeA.

En P. chrysogenum, el gen laeA codifica un regulador global del metabolismo secundario.
Como se comentdé en la Introduccién General, la sobreexpresion de este gen origina un
incremento en la produccién de penicilina debido a que regula positivamente la expresion del

cluster de genes de biosintesis de penicilina (Kosalkova y col., 2009).

Dado que las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina actian incrementando el nivel
de expresion de los genes de biosintesis de penicilina, era importante determinar si estos

compuestos actlan también sobre la expresion de este gen regulador.
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Para estudiar el nivel de expresion del gen laeA se emplearon los oligonucleétidos laeA-5
y laeA-6 (ver Tabla 2.4 del apartado 2.3.1 de Materiales y Métodos), disefiados para amplificar el
ADNCc (1284 pb) que codifica la enzima PcLaeA. Se realizaron diversos ensayos variando las
diferentes condiciones de la RT-PCR: la temperatura de anillamiento, la cantidad de ARN molde

y el nimero de ciclos de amplificacion. Las condiciones del desarrollo de la RT-PCR se detallan
a continuacion:

 Ala mezcla de la reaccién se le afiadieron 4 yl de ARN molde, obtenido en el apartado
6.4.4.1 de Materiales y Métodos.

* Incubacién de la reaccién a 55 °C durante 30 minutos para que se lleve a cabo la sintesis
de ADNCc.

* Incubacién de la reaccion durante 2 minutos a 94 °C para inactivar la retrotranscriptasa
(RT).

» Amplificacién del fragmento de ADNc mediante PCR aplicando las siguientes
condiciones:

i. Temperatura de desnaturalizacién: 94 °C durante 15 segundos.
ii. Temperatura de anillamiento de los cebadores: 58 °C durante 30 segundos.
iii. Temperatura de extension: 72 °C durante 90 segundos.
iv.  Numero de ciclos 40 (Pasos i, ii y iii).
v. Temperatura de extension final: 72 °C durante 10 minutos.
Como en el caso anterior, el resultado de la RT-PCR mostré una banda de ADNc del
tamafio esperado que se correspondia con la zona amplificada deseada, tal y como se confirmd

mediante secuenciacion. Las bandas generadas se cuantificaron por densitometria utilizando un

programa informatico “Gel-Pro Analizer” (Media Cybernetics).

El nivel de amplificacion de las bandas en las distintas condiciones fue ajustado
comparando la intensidad de las bandas con respecto a la sefial generada por el ADNc formado
a partir del ARNm del gen de la B-actina como en los casos precedentes.
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Figura 3.2.17: A. Resultado del experimento de RT-PCR donde se muestra el nivel de
transcripcién del gen /aeA (panel superior) y del gen de la B-actina (panel inferior) a las 48 y
72 horas de fermentacion en los cultivos control (c) y en los cultivos a los que se afiadieron
1,3-diaminopropano (dp), espermidina (e) o putrescina (p). B. El nivel de expresion génica fue
normalizado comparando la intensidad de la sefial de las bandas obtenidas con el gen laeA con

la intensidad de la sefal de las bandas obtenidas con el gen de la B-actina.

Como puede apreciarse en la Figura 3.2.17 el nivel de expresion del gen laeA se
incrementd de manera significativa a las 48 horas en los cultivos donde se habian afiadido las
poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina. Sin embargo, no se observdé un mayor nivel de

expresion del gen laeA con el compuesto putrescina.

A las 72 horas de fermentacion la diferencia en el nivel de expresion del gen laeA se
incrementd aun mas con los compuestos 1,3-diaminopropano y espermidina en comparacion a
los controles, permaneciendo a un nivel constante el nivel de expresion (igual que a las 48 horas)
con el compuesto putrescina. Este resultado es acorde con los obtenidos anteriormente,

presentando una clara evidencia de que una mayor expresion del gen laeA conlleva una mayor
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expresion del cluster de genes de biosintesis de penicilina como se ha descrito anteriormente
(Kosalkova y col., 2009).

2.5. Analisis de la expresion del gen  pacC.

Como se ha descrito en la Introduccion General, un valor de pH alcalino estimula la
transcripcion de los genes de biosintesis de penicilina. Este efecto regulador por pH esta

mediado a través del factor transcripcional PacC.

Para analizar si el mayor nivel de expresion génica observado en el cluster de genes de
biosintesis de penicilina ejercido por las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina no era
debido a un efecto regulador del pH, se analizé el nivel de expresion del gen pacC. Para estudiar
el nivel de expresion del gen pacC se emplearon los siguientes oligonucleétidos; pacC-R y pacC-
F (ver Tabla 2.1 del apartado 2.3.1 de Materiales y Métodos), disefiados para amplificar 500 pb
del ADNc que codifica la proteina PacC. Se realizaron diversos ensayos variando las diferentes
condiciones de la RT-PCR: la temperatura de anillamiento, la cantidad de ARN molde y el
namero de ciclos de amplificacién. Las condiciones del desarrollo de la RT-PCR fueron las

siguientes:

* Ala mezcla de la reaccion se le afiadieron 2 yl de ARN molde, obtenido en el apartado
6.4.4.1 de Materiales y Métodos.

* Incubacién de la reaccién a 55 °C durante 30 minutos para que se lleve a cabo la sintesis
de ADNCc.

* Incubacién de la reaccion durante 2 minutos a 94 °C para inactivar la retrotranscriptasa
(RT).

« Amplificacion del fragmento de ADNc mediante PCR aplicando las siguientes
condiciones:

i. Temperatura de desnaturalizacion: 94 °C durante 15 segundos.

ii. Temperatura de anillamiento de los cebadores: 55 °C durante 30 segundos.
iii. Temperatura de extension: 72 °C durante 60 segundos.
iv.  Numero de ciclos 40 (Pasos i, ii y iii).

v. Temperatura de extension final: 72 °C durante 10 minutos.
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Como en los casos anteriores, el resultado de la RT-PCR mostré una banda de ADNc del
tamafio esperado que se correspondia con la zona amplificada deseada, tal y como se confirmé
mediante secuenciacion. Las bandas generadas se cuantificaron por densitometria utilizando un
programa informatico “Gel-Pro Analizer” (Media Cybernetics). El nivel de amplificacién de las
bandas en las distintas condiciones fue ajustado comparando la intensidad de las bandas con
respecto a la sefial generada por el ADNc formado a partir del ARNm del gen de la B-actina

como en los casos precedentes.
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Figura 3.2.18: A. Resultado del experimento de RT-PCR donde se muestra el nivel de
transcripcion del gen pacC (panel superior) y del gen de la B-actina (panel inferior) a las 48 y
72 horas de fermentacién en los cultivos control (c) y en los cultivos a los que se afiadieron
1,3-diaminopropano (dp), espermidina (e) o putrescina (p). B. El nivel de expresion génica fue
normalizado comparando la intensidad de la sefial de las bandas obtenidas con el gen pacC

con la intensidad de la sefal de las bandas obtenidas con el gen de la B-actina.

Como puede apreciarse en la Figura 3.2.18 el gen pacC tiene un perfil de expresion

diferente a lo visto hasta ahora. A las 48 horas de cultivo el nivel de expresion del gen pacC en el
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control es superior al nivel de expresion de dicho gen en los cultivos donde se afiadieron las

poliaminas.

A las 72 horas de fermentacion el nivel de expresion del gen pacC fue similar en todos los
casos, lo que indica que el mayor nivel de expresion de los genes de biosintesis de penicilina
originado por las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina no fue debido a un incremento
del factor transcripcional pacC como consecuencia del pH alcalino alcanzado en el medio de

cultivo a las 72 horas.

3. Efecto de las poliaminas 1,3-diaminopropano y es  permidina

sobre la diferenciacion morfologica y la esporulaci on.

3.1. Efecto de las poliaminas. Incremento en la for  macion de vacuolas.

El efecto observado por las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina sobre el
incremento de la expresion de los genes de biosintesis de penicilina en P. chrysogenum vino
acompafiado por una serie de cambios morfoldgicos, como el aumento del niUmero de vacuolas
presentes en las hifas. Segln se observa en la Figura 3.2.19, las hifas procedentes de caldos
donde se habian afiadido las poliaminas, presentaban un grado de vacuolizacion diferente a los
controles ademas de un mayor grosor. Los resultados fueron similares con cualquiera de las

poliaminas 1,3-diaminopropano o espermidina.

Las diferencias fueron apreciables desde el primer dia de la fermentacién (muestra
recogida a las 24 horas), siendo éstas menos notorias transcurridas las 72 horas de
fermentaciéon, donde el grado de vacuolizacion entre los controles y las células con las

poliaminas fue indistinguible.

Para confirmar el fendmeno de vacuolizacion observado mediante microscopia confocal,
las hifas se trataron con el fluoréforo lipofilico N-(3-trietilamoniopropil)-4-(p-dietilaminofenil-
hexatrienil) piridio dibromuro (FM 4-64, Molecular Probes Inc., OR), utilizando el protocolo
detallado en el apartado 13 de Materiales y Métodos. Segun se puede apreciar en la Figura
3.2.20, y debido a su caracter lipofilico, el colorante tifié todas las membranas dejando

perfectamente contorneado todo el perimetro de las vacuolas, en las cuales no penetrd.
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Figura 3.2.19: Imagenes correspondientes a microscopia Optica confocal. A. Fotografia
correspondiente al caldo de cultivo suplementado con la poliamina 1,3-diaminopropano,
después de 24 horas de cultivo. B. Fotografia correspondiente al caldo control después de 24
horas de cultivo. C. Fotografia correspondiente al caldo de cultivo suplementado con la
poliamina 1,3-diaminopropano, después de 48 horas de cultivo. D. Fotografia correspondiente
al caldo control después de 48 horas de cultivo. Las preparaciones de las muestras para la
microscopia confocal se realizaron segun el apartado 13 de Materiales y Métodos.
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Figura 3.2.20: Imagenes correspondientes a microscopia dptica confocal de cultivos tratados

con 1,3-diaminopropano. A. Tinciones de las membranas vacuolares utilizando el fluoréforo FM

4-64. B. Misma imagen combinada de las hifas (contraste de fases) y de la tincién.

3.2. Efecto de las poliaminas sobre la pigmentacion y la esporulacion.

Una vez verificado que las poliaminas afadidas a los medios de cultivo provocaban
cambios en la morfologia de las hifas, se quiso comprobar si éstas podian afectar al grado de
pigmentacion y/o esporulacion dado que las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina
afectan el nivel de expresion del regulador global laeA. Como se indicdé en la Introduccién
General, una menor expresion del gen laeA afecta al fenotipo y a la esporulacién asexual
(Kosalkova y col., 2009).

Para comprobar el efecto que las poliaminas podian producir sobre la pigmentacion y
esporulacion de P. chrysogenum, se prepararon placas de Petri con medio Power y medio
Czapek segun el apartado de Materiales y Métodos 5.2.1.2 y 8.2, respectivamente vy
suplementadas con la poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina a una concentracion de 5

mM. Otra serie de placas sin poliaminas sirvieron de controles.

Para la siembra de esporas se utilizé6 la cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-1255
procedente de un mismo glicerol. Las placas se incubaron a 28 °C. Después de 4 dias de
incubacion las placas presentaban diferente grado de pigmentacion y esporulacion. Aquellas

placas en las cuales se habian afiadido las poliaminas presentaban un fenotipo diferente
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consistente en una mayor pigmentacion. En la Figura 3.2.21, se puede observar que la placa
suplementada con 1,3-diaminopropano (B) presenta mayor grado de pigmentacién que la placa
control (A).

Figura 3.2.21: A. Placa control de P. chrysogenum sembrado en medio Czapek. B. Placa de

P. chrysogenum sembrado en medio Czapek suplementado con 5 mM de 1,3-diaminopropano.

Las placas suplementadas con las poliaminas también presentaron un mayor grado de
esporulacion que los controles. Se pudo comprobar, que todas las placas que contenian
poliaminas en el medio inicial presentaban un color més verde que los controles, con una
tonalidad mas fuerte y mas pubescente (cubierto de un nimero mayor de hifas con el aspecto de

una superficie menos rugosa) (Figura 3.2.22).

Mediante microscopia 6ptica de campo claro se pudieron observar las diferencias en el
nivel de esporulacion entre las placas usadas como controles y las placas suplementadas con

las poliaminas (Figura 3.2.23).

También se pudieron ver las diferencias en el grado de esporulacion mediante el empleo
de microscopia electronica de barrido entre las placas usadas como controles y las placas
suplementadas con las poliaminas (Figura 3.2.24).
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Figura 3.2.22: A. Placa control de P. chrysogenum sembrado en medio Power después de 4
dias de incubacién. B. Placa de P. chrysogenum sembrado en medio Power suplementado con

5 mM de 1,3-diaminopropano después de 4 dias de incubacion.

Figura 3.2.23: A. Fotografia de microscopia de campo claro (200x) con esporas procedentes
de una placa control de medio Power. B. Fotografia de microscopia de campo claro (200x) con
esporas procedentes de una placa de medio Power suplementada con 1,3-diaminopropano (5
mM). Las fotografias fueron realizadas con el sistema de Microscopio modelo BX60 Olympus

Corporation con sistema automatico para fotomicrografia PM20.
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Figura 3.2.24: Figuras A y C. Fotografias de microscopia electronica de barrido (650x) con
esporas procedentes de diferentes placas control de medio Power. Figuras B y D. Fotografias
de microscopia electrénica de barrido (650x) con esporas procedentes de diferentes placas de
medio Power suplementadas con 1,3-diaminopropano 5 mM. Las imagenes fueron obtenidas
con el sistema de Microscopio Electrénico de Barrido JEOL 6100 (Apartado 14 de Materiales y
Métodos).

Se estudid6 también mediante microscopia electronica de barrido, si las poliaminas

afectaban a la morfologia de la espora. No se observaron mediante esta técnica diferencias
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significativas entre las esporas de las placas control y las esporas procedentes de las placas

suplementadas con las poliaminas (Figura 3.2.25).

Figura 3.2.25: A. Fotografia de microscopia electréonica de barrido (12000x) con esporas
procedentes de una placa control de medio Power. B. Fotografia de microscopia electrénica de
barrido (15000x) con esporas procedentes de una placa de medio Power suplementada con
1,3-diaminopropano (5 mM). Las fotografias fueron realizadas con el sistema de Microscopio
Electronico de Barrido JEOL 6100. (Apartado 14 de Materiales y Métodos).

4. Efecto de las poliaminas 1,3-diaminopropano y es  permidina
sobre la produccion de penicilina en fermentaciones realizadas

a escala semi-industrial en Planta Piloto de Fermen tacion.

Hasta este momento, el efecto de las poliaminas a nivel de formacién de metabolitos
secundarios en concreto bencilpenicilina por el hongo P. chrysogenum, ha sido estudiado a
escala de laboratorio. Esta bien establecido, en el campo de la Microbiologia Industrial, que un
proceso o efecto que funciona bien a escala de laboratorio puede ser que no funcione en
absoluto o muy pobremente cuando se intenta realizarlo a otra escala. Se debe tener en cuenta
gue, en muchas ocasiones, no es posible tomar las condiciones de fermentacion que han

funcionado en el laboratorio y aplicarlas a un equipo de diferente escala.
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El objetivo buscado en este apartado fue ver si el efecto ejercido por las poliaminas a
escala de matraz era repetitivo en una escala superior (fermentadores de 5 litros de capacidad),
donde se pudieran controlar y variar diferentes parametros fisicos y/o quimicos como los

expuestos a continuacion:

« Temperatura. Los fermentadores contenian una camisa de refrigeracion que permitia
llevar a cabo la fermentaciéon en el rango mesofilo (temperatura de 25 °C). Lo mas
importante era conseguir una temperatura constante durante todo el proceso de

fermentacion.

< Aireacién. Los fermentadores poseian un sistema de aireacién que posibilitaba ajustar la

dosificacion de ésta en funcion de la cantidad de oxigeno requerida.

* Presion. A fin de minimizar el riesgo de contaminacion ambiental los fermentadores se
podian presurizar (entre 0.2 6 0.5 kg/cm?), ademas de poder influir en la solubilidad del

oxigeno y dioxido de carbono en la solucién de nutrientes.

» Agitacion. Los fermentadores presentaban un arbol de agitacién con paletas impulsoras
que permitia ajustar diferentes velocidades de agitacién en funcion de la demanda de

oxigeno disuelto.

¢ Sonda de pH. Los fermentadores presentaban un electrodo de pH acoplado a un lazo de

control para dosificar acido o base y poder mantener el rango de pH seleccionado.

e Lectura de CO,. Los fermentadores disponian de un dispositivo por el cual se podia

determinar el CO, generado en la fermentacion.

4.1. Efecto de las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina en medio
definido.

En un primer estudio, se decidi6é probar las nuevas condiciones de fermentacién con el

medio definido utilizado hasta el momento segun el apartado de Materiales y Métodos 4.2.

Como en las fermentaciones anteriores, se determind la cinética del crecimiento y de la
produccién segun los apartados 5.3 y 8.3 de Materiales y Métodos. En todos los ensayos

realizados, se afiadieron los compuestos 1,3-diaminopropano y espermidina al inicio de la
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fermentaciéon a una concentracion final de 5 mM. Como control, se realizé una fermentacion

afladiendo la cantidad equivalente de medio estéril.

La toma de muestras se realizé a las 24, 48 y 72 horas para determinar el peso seco, la

produccién volumétrica y la produccion especifica de bencilpenicilina.

Los resultados obtenidos en las fermentaciones evidenciaron que las poliaminas afadidas
surtian el mismo efecto que cuando se realizaron cultivos en matraz en cuanto a acelerar el

crecimiento del microorganismo al inicio de la fermentacion (Figura 3.2.26).

Ocontrol  @1,3 Diaminopropano O Espermidina
16
) 1
1 B S S
£
3 10 ] —
S T
g 8 N B
o 6 = | Figura 3.2.26: Cinética de
§ crecimiento determinada en
o 4 — Ly .
funcion del peso seco obtenido en
21 - medio definido de produccién a
0 . . partir de las fermentaciones control
24 48 [ y de las suplementadas con
Horas poliaminas.

Las diferencias méas notorias se observaron con el compuesto 1,3-diaminopropano. En las
fermentaciones con este compuesto se tuvo que incrementar el aporte del caudal de aire y la
agitacion en las primeras 24 horas para mantener el nivel de oxigeno disuelto, sefial inequivoca
de un mayor crecimiento. Este mismo hecho sucedié de forma menos acusada con la poliamina
espermidina.

Una segunda indicacién de un crecimiento mas acelerado por parte de los fermentadores
con las poliaminas, fue el mayor consumo (el doble) en las primeras horas de fermentacién de la
solucién basica conectada al fermentador para mantener el control del pH al punto de consigna

ajustado de 6.5, junto a un mayor nivel de CO, generado en la fermentaciéon. Mientras en los
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controles se obtenia un valor de 0.29 % de CO, a las 24 horas, con las fermentaciones
suplementadas con poliaminas se obtenian valores de 0.80 % para el 1,3-diaminopropano y 0.58

% para la espermidina.

En todas las fermentaciones realizadas, se observé un fenédmeno de lisis celular a partir de
las 48 horas en los fermentadores donde se habia afiadido el compuesto 1,3-diaminopropano,
adquiriendo éstos una tonalidad verdosa (se comprobd la presencia de hifas lisadas por
microscopia optica con el objetivo de inmersién 100x). Este hecho se atribuyd a un agotamiento
temprano de nutrientes, ya que el crecimiento desde el inicio de la fermentacién fue superior al
resto, alcanzando valores superiores de hasta el 60 % respecto a los controles y algo menores

en relacién a los fermentadores donde se habia afadido la espermidina.

Los caldos de fermentacion tomados a diferentes tiempos se analizaron mediante
cromatografia HPLC, segun el apartado 8.3.2 de Materiales y Métodos para la cuantificacion de
la produccidon de bencilpenicilina. El antibiético comenz6 a producirse a las 24 horas de
fermentacion incrementandose de forma lineal hasta las 72 horas, excepto en las fermentaciones

donde se habia afadido la poliamina 1,3-diaminopropano.

Las primeras muestras valoradas a las 24 horas de fermentacibn permitieron
correlacionar el mayor incremento de crecimiento observado en las fermentaciones
suplementadas con poliaminas con un aumento de la produccién volumétrica superior al 100 %

con respecto a los controles.

A las 48 horas de fermentacion estas diferencias de produccién volumétrica de
bencilpenicilina con respecto a los controles se vieron disminuidas. En el caso de los
fermentadores con el 1,3-diaminopropano, éstas fueron del orden del 58 % y del 22 % con la
espermidina. A las 72 horas de fermentacion la produccion volumétrica con el 1,3-
diaminopropano fue inferior a los controles, debido a la temprana lisis celular. Sin embargo, dicha
produccién se mantuvo un 20-25 % superior a los controles con la espermidina (Figuras 3.2.27 y
3.2.28).
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Figura 3.2.27: Cinética de
produccién volumeétrica de
bencilpenicilina, en medio definido
de produccion, de las
fermentaciones control y de las
fermentaciones suplementadas con
las poliaminas 1,3-diaminopropano
y espermidina. La grafica inferior
corresponde a la produccion a las
24 horas (con un cambio de escala
del eje de las ordenadas para

facilitar su visualizacion).
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Figura 3.2.28: Cromatograma de la valoracion de bencilpenicilina (PG) por HPLC a las 48
horas de fermentacién. Comparacién entre el control (C) y las fermentaciones suplementadas
con 1,3-diaminopropano (D) y espermidina (E). Las condiciones cromatograficas se detallan en

la Tabla 2.4, apartado 8 de Materiales y Métodos.

En cuanto a la produccion especifica de bencilpenicilina (Figura 3.2.29), se observé una
mayor produccién con el compuesto 1,3-diaminopropano durante toda la fermentacion,
alcanzando un incremento superior al 100 % al inicio de ésta con respecto a los controles para

disminuir al 85 % y 40 % respectivamente, a las 48 y 72 horas de fermentacion.

Con la espermidina se mantuvo inicialmente un valor similar al alcanzado con el 1,3-
diaminopropano, disminuyendo éste progresivamente a medida que avanzaba la fermentacién

hasta incrementos de un 25 % a las 48 horas y un 15 % a las 72 horas de fermentacién respecto

al control.
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espermidina en medio

En este apartado se decidieron probar las nuevas condiciones de fermentacién a escala

semi-industrial con un medio complejo segun se describe en el apartado 4.2.2 de Materiales y

Métodos. El hecho de utilizar un medio complejo podria enmascarar el efecto producido por las

poliaminas, ya que algunos componentes del medio complejo como el liquido de maceracion del

maiz, presentan en su composicion diferentes porcentajes de poliaminas como la putrescina o
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cadaverina. Como en las fermentaciones anteriores, se determiné la cinética del crecimiento y de
la produccién segun los apartados 5.3 y 8.3 de Materiales y Métodos. En todos los ensayos
realizados se afadieron los compuestos 1,3-diaminopropano y espermidina al inicio de la
fermentacion a una concentracion final de 5 mM. Como controles se realizaron fermentaciones a

las que se afiadio la cantidad equivalente de medio estéril.

La toma de muestras se realizo a las 24, 48, 72 y 86 horas para determinar el peso seco,
la produccion volumétrica y la produccién especifica de bencilpenicilina. En cuanto al
crecimiento, los resultados obtenidos utilizando el medio complejo fueron diferentes al caso

anterior donde se utiliz6 un medio definido.

El crecimiento fue similar tanto en las fermentaciones donde se afiadieron las poliaminas
como en aquellas que sirvieron de controles (Figura 3.2.30). En ese sentido, el medio complejo
anulé el efecto provocado por las poliaminas de acelerar el crecimiento desde el inicio de la
fermentacion.

OControl  @1,3Diaminopropano ™ Espermidina
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2 10 — - Figura 3.2.30: Cinética de
(o}

(%]

g crecimiento determinada en

funcion del peso seco obtenido en

medio complejo de produccién a

partir de las fermentaciones

control y de las suplementadas
24 48 72 86

Horas con poliaminas.

Los caudales de aireacion y las rpm de la agitacion permanecieron constantes hasta las
48 horas de fermentacion. Las Unicas diferencias observables en este intervalo horario (24-48

horas) entre las fermentaciones suplementadas con las poliaminas y los controles fueron: un
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mayor consumo de la disolucion basica en los primeros, un valor del oxigeno disuelto mas bajo
(64 % para el 1,3-diaminopropano y 69 % para la espermidina) en los fermentadores con las
poliaminas frente a un 88 % para los controles y un valor de % de CO, generado mas alto en los

fermentadores con las poliaminas (0.41 %), con respecto a los controles (0.31 %).

Entre las 48 y 86 horas de fermentacién se incrementaron las rpm en todos los
fermentadores para mantener un nivel de oxigeno disuelto por encima del 50 %. Los valores
maximos de agitacion fueron de 475 rpm para los fermentadores con las poliaminas frente a 450

rpm en los controles.

El consumo de acido y base fue mayor en los fermentadores con las poliaminas (hasta un
50 % de incremento). Se mantuvo durante toda la fermentacion un mayor nivel de CO, generado
en los fermentadores con las poliaminas con respecto a los controles (0.59 % frente al 0.39 %).
Los caldos de fermentacion tomados a diferentes tiempos se analizaron mediante cromatografia
HPLC segln el apartado 8.3.2 de Materiales y Métodos para la cuantificacion de produccion de

bencilpenicilina.

El antibiético comenz6 a producirse a las 24 horas de fermentacion incrementandose de
forma lineal hasta las 86 horas (Figuras 3.2.31 y 3.2.32). Aunque el crecimiento fue similar en
todos los fermentadores, si se aprecié una mayor produccion volumétrica desde el comienzo de

la fermentacion en los fermentadores donde se habian afiadido las poliaminas.

El promedio de los valores de produccion volumétrica alcanzados a las diferentes horas
de fermentacion oscilé entre un 20-30 % de incremento con el compuesto 1,3-diaminopropano y

un 15-25 % con la espermidina.
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Figura 3.2.31: Cinética de
produccién volumétrica de
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Figura 3.2.32: Cromatograma de la valoracion de bencilpenicilina (PG) por HPLC a las 48
horas de fermentacion. Comparacion entre el control (C) y las fermentaciones suplementadas
con 1,3-diaminopropano (D) y espermidina (E). Las condiciones cromatogréficas se detallan en

la Tabla 2.4, apartado 8 de Materiales y Métodos.

En cuanto a la produccion especifica alcanzada (Figura 3.2.33), se observo un valor
promedio mayor de este parametro en los fermentadores con las poliaminas afiadidas. Los
promedios de los valores alcanzados oscilaron entre un 20-30 % durante las primeras 72 horas
de fermentacidn, disminuyendo al 15 % de incremento con respecto a los controles al final de
ésta. Este resultado pone de manifiesto el gran potencial de estas poliaminas para su uso a

escala industrial de produccién de antibioticos.
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las fermentaciones control y de las
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5. Efecto de las poliaminas 1,3-diaminopropano y es  permidina
sobre la produccion de otros metabolitos secundario s en P.

chrysogenum.

Para comprobar si las poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina también inducian la
produccién de otros metabolitos secundarios en P. chrysogenum, se analizaron por

cromatografia HPLC los caldos obtenidos en cultivos control y suplementados con poliaminas.

Los caldos filtrados obtenidos a las 48 y 72 horas de las diferentes fermentaciones
realizadas con medio definido de produccién con la cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-1255
fueron tratados con 4 volimenes de cloroformo. Las fases acuosa y organica fueron separadas

por centrifugacién a 4800 rpm durante 10 minutos.

La fase acuosa obtenida fue extraida de nuevo con cloroformo. Las dos fracciones,
acuosa y organica fueron evaporadas a sequedad en un rotavapor concentrador vy

posteriormente las muestras fueron disueltas en 1 ml de metanol.

Las muestras se analizaron en el HPLC siguiendo el método descrito en el apartado 8.3.2
de Materiales y Métodos, pero en este caso a unas longitudes de onda de 260 y 240 nm en lugar
de 214 para diferenciar los picos cromatograficos correspondientes a la bencilpenicilina. Los
resultados (Figuras 3.2.34 y 3.2.35) muestran diferencias en algunos metabolitos hidrofilicos e

hidrofébicos secretados al medio de cultivo.

En los cromatogramas de la fraccibn acuosa y organica se indican con flechas los
metabolitos que varian entre los caldos tratados con las poliaminas, especialmente 1,3-

diaminopropano y los controles.

Los resultados de los cromatogramas ponen de manifiesto que el compuesto 1,3-
diaminopropano actla incrementando la formacion de otros metabolitos observables tanto en la
fracciébn acuosa como en la organica, siendo la diferencia mas notoria a las 72 horas de

fermentacion.
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Figura 3.2.34: A. Analisis mediante HPLC de los metabolitos secretados procedentes de la
fraccion acuosa obtenida de muestras extraidas a las 48 horas de fermentacion. Las flechas
indican las diferencias entre los distintos caldos. B. Analisis mediante HPLC de los metabolitos

secretados procedentes de la fraccidon acuosa obtenida de muestras extraidas a las 72 horas
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Figura 3.2.35: A. Analisis mediante HPLC de los metabolitos secretados procedentes de la
fraccidon organica obtenida de muestras extraidas a las 48 horas de fermentacién. Las flechas
indican las diferencias entre los distintos caldos. B. Analisis mediante HPLC de los metabolitos

secretados procedentes de la fraccidon organica obtenida de muestras extraidas a las 72 horas
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de fermentacion. Las flechas indican las diferencias entre los distintos caldos.
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CAPITULO 3

EFECTO DE LAS POLIAMINAS SOBRE EL
PROTEOMA DE P. chrysogenum.

OBJETIVOS CAPITULO 3:

Efecto de la poliamina 1,3-diaminopropano sobre el proteoma intracelular de P.

chrysogenum.

Efecto de la poliamina espermidina sobre el proteoma intracelular de P.

chrysogenum.
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1. Efecto de la poliamina 1,3-diaminopropano sobre el proteoma

intracelular de P. chrysogenum.

Con el fin de proporcionar una vision global acerca de los mecanismos bioldgicos que son
inducidos por el compuesto 1,3-diaminopropano, se llevaron a cabo estudios de protedmica,
(apartado 15.1 de Materiales y Métodos) a partir de muestras de P. chrysogenum Wisconsin 54-
1255 cultivadas en presencia y ausencia de este compuesto a una concentracion 5 mM como se
describié en el apartado 1.1 del Capitulo 2. Las proteinas intracelulares se extrajeron (apartado
15.2 de Materiales y Métodos) y analizaron mediante electroforesis bidimensional (2-DE);
isoelectroenfoque (primera dimension) y electroforesis en geles de poliacrilamida (segunda

dimension).

En el isoelectroenfoque las proteinas se separaron en base a su punto isoeléctrico en
gradientes de pH inmovilizados (IPGs). En este caso, el enfocamiento isoeléctrico fue
desarrollado con tiras de gradientes de pH inmovilizados (IPG) de 18 cm, con un rango de pH 3-

10 no lineal (GE Healthcare), (apartado 15.3 de Materiales y Métodos).

Para la segunda dimension, las tiras fueron sometidas a electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5 % utilizando el equipo Ettan Dalt Six (GE Healthcare) con una
potencia de corriente de 3 Vatios/gel durante 45 minutos seguido de una potencia de corriente de
18 Vatios/gel durante 4 horas. Se utilizaron patrones estandar de proteinas de concentracion
conocida (Bio-Rad) como marcadores de peso molecular (apartado 15.3 de Materiales y
Métodos).

Posteriormente, se realiz6 una identificacion proteica por espectrometria de masas
MALDI-TOF y MS/MS en tAndem (apartado 15.5 de Materiales y Métodos).

Los geles obtenidos con ambas condiciones se compararon entre si (Figura 3.3.1),
mostrando que la intensidad de 40 manchas o “spots” (que incluyen 46 proteinas) estaba
aumentada y la intensidad de 27 manchas (que incluyen 34 proteinas) estaba disminuida tras la
adicion del compuesto 1,3-diaminopropano a los medios de cultivo (Figura 3.3.2). Las proteinas
gue estan presentes en esas manchas se agruparon en categorias funcionales (Tablas 3.3.1 y
3.3.2). Tanto las Tablas 3.3.1 y 3.3.2 como una ampliacion de la Figura 3.3.1, se encuentran en

el apartado de anexos. Los resultados principales se resumen a continuacion.
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Figura 3.3.1: Comparacion de los proteomas intracelulares de P. chrysogenum
Wisconsin 54-1255 con y sin la adicién de 1,3-diaminopropano. Geles 2-DE de los
proteomas intracelulares de la cepa Wisconsin 54-1255 crecida durante 40 horas en ausencia
(control) o presencia del compuesto 1,3-diaminopropano. Las proteinas se separaron mediante
2-DE usando tiras IPG de 18-cm (pH 3-10 NL) y geles de SDS-PAGE del 12.5 % y se tifieron
con Coomassie coloidal siguiendo el método de tincion “Blue Silver”. Las manchas cuya
intensidad se vio disminuida tras la adicion de esta poliamina se designaron como “Cd”,
mientras que aquellas manchas cuya intensidad aumenté tras afiadir el 1,3-diaminopropano,
se identificaron como “Dc”. A todas las manchas se les afiadié un namero identificativo, que se

corresponde con el mostrado en las Tablas 3.3.1. y 3.3.2.

225



Capitulo 3

Control Diaminopropano Control  Diaminopropano Control  Diaminopropano Control  Diaminopropanc
cdil. ' b v . AR ."" “
Dc7 4 Dc9 .r -
' o . T
Cd16 — . Dc26

cd2[
Cd4

Dc6
Cd3

hi L . -
q '. Dc27
./" ’ Dc10 T Dc29

T.
il -
Dgzg - Dcll] - '
Cd6 H_‘ | ' Dc12 t
cd7 . g ¢ . Dc28
3

-
cd19 , . N -
|| Cd20 . " Dc13 . N
Cds| .+ ‘ ® f Dc30 d
> - Caz1 - 'i . .
- Dc31
i cd22 W Dcl15 e - 23
Cd9| Dc16 o ° &
- r Dc35 o - .
PR s /
Cd10 - . -
pow ® (c23 W o Del7 oy - ®
. L - Yy
R .. N
- L - Cd25) ’ . ' "\. - O ~
8 Dc34
cdill 18l 8 Ul s % c 2 ‘e
. 0 .
- Cd26 .«- | ™ . ‘ Dc37 5
cd12 - . Dc19 .
d | (M AT e » o
Dc20 o
Cd24 &' . ol ’ Dezl - . ?
Py Dc22 - . |
cd13 H’ —-— "8 ' .A 7 v DCBS‘ P_
cdia| — Dez ® ) ""
—% peo3 " 5
'. el 8 ,\‘v v " e
De5 — v
Dc33 »— Degl -‘. . . ‘ «
) ¥ ot 8 ‘ . Dc40) . ' . .
. / - 1
Cdi5| W - ) Deld & ’: ) ‘. “

Figura 3.3.2: Imagen aumentada de las manchas cuya intensidad se vio modificada
tras la adicion de 1,3-diaminopropano. Los fragmentos de los geles mostrados en la
Figura 3.3.1 se amplificaron para una mejor observacion de las diferencias. Las manchas cuya
intensidad se vio disminuida tras la adicion de esta poliamina se designaron como “Cd”,
mientras que aquellas manchas cuya intensidad aumenté tras afiadir 1,3-diaminopropano, se
identificaron como “Dc”. A todas las manchas se les anadié un numero identificativo, que se

corresponde con el mostrado en las Tablas 3.3.1. y 3.3.2.
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1.1. Metabolismo y energia.

Dos proteinas cuya sintesis estd aumentada tras la adicion del 1,3-diaminopropano son
especialmente relevantes. La primera de ellas es la acil-coenzima A: isopenicilina N
aciltransferasa (IAT) (mancha Dc40), la cual esta implicada en la Gltima etapa de la biosintesis
de penicilina. Una de las isoformas de esta proteina sélo se detecta en presencia del inductor
(ver Discusién), correlacionandose bien este resultado con el incremento que se observo
previamente en los titulos de penicilina tras la adicion del 1,3-diaminopropano a los medios de
cultivo (Figura 3.2.2 y Figura 3.2.3 del Capitulo 2). La segunda proteina de especial relevancia es
una probable espermidina sintasa Spe3 (mancha Dc26), cuya sintesis esta aumentada 3,28
veces en presencia del 1,3-diaminopropano. Como se ha indicado anteriormente, el 1,3-
diaminopropano es un subproducto de la degradacion de espermidina en muchos

microorganismos (ver Discusion).

Otra enzima interesante que se detecta solamente bajo estas condiciones es una
probable UTP-glucosa-1-fosfato uridiltransferasa Ugpl (mancha Dc8). Esta enzima, conocida
también como UDP-glucosa pirofosforilasa, cataliza la interconversion de MgUTP + glucosa-1-
fosfato y UDP-glucosa + MgPPi y ademas de su papel en la glicogénesis, se ha sugerido que es
esencial para que se complete el desarrollo de la ameba Dictyostelium discoideum (Sussman y
Osborn, 1964; Dimond y col., 1976; Ragheb y Dottin, 1987). También es digno de mencion el
aumento (6,10 veces) de una probable proteina de utilizacion de sorbitol Sou2 (mancha Dc30) en

presencia de 1,3-diaminopropano.

Tras la adicion del 1,3-diaminopropano a los medios de cultivo, la biosintesis de acetil-
CoA parece verse favorecida. Este compuesto es esencial para el equilibrio entre el metabolismo
de carbohidratos y lipidos. Los mecanismos para la produccion de acetil-CoA estan
representados por una probable ATP citrato liasa ACL1 (manchas Dc18 y Dc19, solo detectadas
bajo estas condiciones), la cual esta implicada en la biosintesis de acetil-CoA en el citoplasma y
un probable precursor de la dihidrolipoamida deshidrogenasa Lpdl (mancha Dcl4, aumentado
2,05 veces), que es el componente E3 del complejo piruvato deshidrogenasa catalizador de la
conversion oxidativa de piruvato en acetil-CoA en las mitocondrias. La produccion de ATP
también esta favorecida por el 1,3-diaminopropano, ya que so6lo se detectan bajo estas
condiciones dos isoformas de la subunidad alfa de una probable F1-ATPasa mitocondrial ATP1
(manchas Dcl11 y Dc12). El complejo ATP sintasa utiliza fuerza protén motriz para generar ATP a

partir de ADP y Pi (Boyer, 1997) y su estructura esta altamente conservada entre diversos
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organismos. Esta consiste en dos componentes principales, el complejo F1 soluble (incluye el
ndcleo catalitico) y el complejo unido a la membrana FO (Devenish y col., 2000). Se ha
observado que aunque ATP1 es esencial para la funcién ATP sintasa, no es esencial para la vida
en levaduras y la deleccion del gen que codifica ATP1 provoca un fenotipo "petite" de
crecimiento lento e incapaz de sobrevivir en fuentes de carbono no fermentables (Takeda y col.,
1986).

También es interesante resaltar que se detectan cuatro isoformas de una hipotética
aldehido deshidrogenasa tras la inducciéon con 1,3-diaminopropano (manchas Dc17, Dc20, Dc21
y Dc22). Esta enzima muestra una alta similitud con aldehido deshidrogenasas de diferentes
ascomicetos (p ej. 95 % similitud y 87 % identidad con la proteina ALD3 de Neosartorya fischeri).
Se ha descrito que los genes que codifican las proteinas ALD2 y ALD3 son necesarios para la
biosintesis de B-alanina (acido 3-aminopropionico) en S. cerevisiae (White y col., 2003). En
relacion con estos resultados esta el aumento (2,75 veces) de una probable 4-aminobutirato
transaminasa (mancha Dc13). Esta, esta implicada en la conversién de 4-aminobutanoato
(GABA) + 2-oxoglutarato a succinato semialdehido + L-glutamato que participa en el

metabolismo de B-alanina (ver Discusion).

El metabolismo de las purinas también estd aumentado tras la adicién de 1,3-
diaminopropano. La intensidad de una probable IMP deshidrogenasa IMH3 (mancha Dc7), la
cual esta implicada en la biosintesis de novo de GMP, esta aumentada 3,46 veces. Relacionado
con este resultado esta el hecho de que so6lo se detecten bajo estas condiciones una proteina
similar a una purina sintasa bifuncional (mancha Dc23) y una adenililsulfato kinasa AAA81521
(mancha Dc40), que ademas de su papel en la biosintesis de ADP, también participa en el
metabolismo de selenoaminoacidos y en el metabolismo de azufre catalizando la sintesis de

sulfato activado.

El catabolismo de leucina es predominante tras la induccién, ya que se detectan bajo
estas condiciones una probable 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (mancha Dc6) y una proteina
similar a una isovaleril-coenzima A deshidrogenasa (mancha Dc16), ambas implicadas en la

cuarta y tercera etapas, respectivamente, de la degradacién de leucina.

Como se ha estado viendo hasta el momento, el 1,3-diaminopropano parece incrementar
la biosintesis de varias proteinas relacionadas con la categoria de metabolismo y energia. Sin
embargo, algunas proteinas de esta categoria también sufren una disminucién en su sintesis, la

cual estd en el rango de 2 veces. Algunos ejemplos los constituyen una probable isocitrato liasa
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implicada en la biosintesis de carbohidratos a partid de acidos grasos (mancha Cdl), la
subunidad T de una probable glicina descarboxilasa (mancha Cd26) requerida para el
catabolismo de glicina y su conversion en 5,10-metileno-tetrahidrofolato, o una probable
metilcitrato sintasa (mancha Cd27), la cual esta implicada en la oxidacion de propionato a

piruvato a través del ciclo del metilcitrato.

1.2. Proteinas de rutas de informacion.

Algunas proteinas diferencialmente representadas tras la adiciéon de 1,3-diaminopropano
estan involucradas en mecanismos de destino proteico (ver Discusién). El tratamiento con 1,3-
diaminopropano induce la sintesis de tres isoformas de una probable chaperona molecular de
tipo dnaK Ssb2 (manchas Dc3, Dc4 y Dc5), un probable inhibidor de la disociacién de GDP en la
ruta secretora Gdil (mancha Dc10), el cual desempefia una funcién esencial en el trafico a
través de las membranas y en el reciclado de proteinas de la familia Sec4/Ypt/rab desde sus
membranas de destino hacia las vesiculas de almacenamiento (Garrett y col., 1994) y una
isoforma de una probable subunidad Ensl de la endonucleasa Scel-75 kDa (mancha Dc2), la
cual es una version mitocondrial de la proteina de choque térmico de 70 kDa (Morishima y col.,
1990). Aunque el 1,3-diaminopropano induce la biosintesis de esas chaperonas, este compuesto
parece ejercer un efecto mas marcado que lleva a la reduccidn en la sintesis de varias
chaperonas y “foldasas”, tales como una probable proteina de choque térmico HSP70 (manchas
Cd5, Cd6, Cd21 y Cd21), la calreticulina y una probable proteina disulfuro isomerasa A (PdiA)
(ambas localizadas en la mancha Cdl4 y solo detectables sin 1,3-diaminopropano), una
probable chaperona molecular de tipo dnaK BiPA (mancha Cd20, 2,10 veces disminuida), otra
isoforma de una probable subunidad Ensl de la endonucleasa Scel-75 kDa (mancha Cd7, 3,44
veces disminuida) y una probable ciclofilina B (mancha Cd25, 2,03 veces disminuida), que esta

implicada en el plegamiento de proteinas recién sintetizadas.

Una proteina interesante cuya sintesis estd aumentada tras la adicion del 1,3-
diaminopropano es una probable proteina Mpt4 supresora de toml. Esta proteina, localizada en
las manchas Dc32 (sélo detectada bajo estas condiciones) y Dc33 (4,30 veces aumentada), esta
asociada a los ribosomas en S. cerevisiae y es necesaria para una 6ptima traduccion bajo
condiciones de estrés nutricional (van Dyke y col., 2006). Relacionado con este resultado esta el
hecho de que un probable factor de elongacion lbeta EF-1 sélo se detecte bajo estas
condiciones (mancha Dc24). Un probable complejo alfa-NAC (mancha Dc36), el cual funciona

como coactivador transcripcional (Yotov y col., 1998), se encuentra 2,64 veces aumentado bajo
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estas condiciones, Sin embargo, el 1,3-diaminopropano también disminuye la biosintesis de
proteinas relacionadas con la sintesis proteica, tales como un probable factor de elongaciéon 1-
gamma 1 Tef3 (mancha Cd17).

1.3. Transporte celular y rutas de transporte.

La adicion de 1,3-diaminopropano parece incrementar la generacion de gradiente de
protones a través de las membranas, ya que sdlo se detectan bajo estas condiciones dos
subunidades de la ATPasa vacuolar transportadora de protones (manchas Dc3 y Dc9). Las
ATPasas vacuolares acidifican varios organulos intracelulares y bombean los protones a través

de las membranas plasmaticas de numerosos tipos de células (ver Discusion).

Por el contrario, este compuesto disminuye la sintesis de una probable ciclofilina CypD
(mancha Cd17). Esta proteina juega un papel importante en la permeabilidad mitocondrial, en la
cual, los poros se abren, conduciendo a la muerte celular en mamiferos (Lin y Lechleiter, 2002;
Baines y col., 2005).

1.4. Proteinas de respuesta a estimulos.

Dos de las proteinas cuya intensidad se ve aumentada por efecto del 1,3-
diaminopropano estan involucradas en el mantenimiento del equilibrio redox celular. La
intensidad de una proteina similar a una peroxirredoxina tipo 2 esta aumentada 3,24 veces
(mancha Dc35), mientras que una probable glutation reductasa GIrl sélo se detecta bajo estas
condiciones en la mancha Dc8. Se ha visto que la sintesis de esta Ultima proteina también se
encuentra incrementada en la cepa de alta produccién de penicilina AS-P-78 (Jami y col., 2010).
Otro resultado interesante esta presente en la mancha Dcl0, la cual, sélo se detecta tras la
adicion de 1,3-diaminopropano e incluye una probable colina sulfatasa BetC. Esta proteina esta
implicada en la conversion de colina-O-sulfato y, en menor medida, fosforilcolina, en colina. La
colina es el precursor de la glicina betaina, que es un potente osmoprotector acumulado por

Sinorhizobium meliloti para combatir el estrés osmoético (Osteras y col., 1998).

Entre las proteinas que encuentran disminuida su sintesis tras la adiciéon de 1,3-
diaminopropano, es llamativo que dos de ellas pertenezcan a la ruta del homogentisato, una ruta
empleada para la degradacion de acido fenilacético, que es el precursor de la cadena lateral de
la bencilpenicilina (ver Discusion). La primera posee tres isoformas y es una probable

fumarilacetoacetasa (manchas Cd8, Cd12 y Cd19). Esta enzima cataliza la hidrdlisis del enlace
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carbono-carbono en el fumarilacetoacetato para dar lugar a fumarato y acetoacetato en la etapa
final de la degradacién de fenilalanina y tirosina (Bateman y col., 2001). La otra enzima,
implicada en la pendltima etapa de la ruta del homogentisato, es una probable
maleilacetoacetato isomerasa, cuya intensidad esta disminuida 2,73 veces (mancha Cd16).
También es digno de mencién que la intensidad de tres isoformas de una probable acetil-CoA
hidrolasa Achl (manchas Cd2, Cd3 and Cd4) se encuentre incrementada tras la induccién con
1,3-diaminopropano. Esta proteina esta involucrada en la detoxificacion mitocondrial de acetato
mediante la transferencia de un CoASH desde succinil-CoA a acetato conservando energia en
vez de realizar la hidrélisis de acetil-CoA, que es un paso que consume energia (Fleck y Brock,
2009).

1.5. Proteinas de los procesos del desarrollo fungi  co.

El 1,3-diaminopropano parece que induce la sintesis de proteinas implicadas en la
biosintesis de la pared celular fungica y en el mantenimiento del citoesqueleto (ver Discusion).
Una probable beta (1-3) glucanosiltransferasa Gel3 anclada a glicosilfosfatidilinositol se
encuentra incrementada 3,51 veces en la mancha Dcl. Por otro lado, la gamma-actina solo se
detecta tras la adicion de 1,3-diaminopropano (mancha Dcl15). La actina es una proteina
implicada en procesos cruciales para la célula, tales como la movilidad, la regulacion del
crecimiento celular y diferenciacion, los procesos de endo y exocitosis y el mantenimiento de la

estabilidad estructural (Sheterline y col., 1995).
1.6. Otras proteinas.

La mancha Dc28, que incluye una proteina hipotética Tal372, muestra una alta intensidad
y sélo se detecta tras la induccion con 1,3-diaminopropano. Esta proteina también esta presente
en la mancha Dc29 y su funciébn es desconocida. También es interesante recalcar que la
biosintesis del alérgeno especifico de 16-kDa de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 se
encuentra aumentada 2,64 veces tras la induccion. La intensidad de algunas proteinas de
funcién desconocida se aumenta o disminuye al afiadir 1,3-diaminopropano y su papel e

implicacion en la produccién de penicilina requerira una caracterizacion posterior.
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2. Efecto de la poliamina espermidina sobre el prot eoma

intracelular de P. chrysogenum.

Debido a que los niveles de la espermidina sintasa se incrementaron tras la adicion del
compuesto 1,3-diaminopropano a los medios de cultivo y a que la espermidina proporciond un
efecto similar al 1,3-diaminopropano en términos de produccidon de penicilina y tasa de
crecimiento (ver Figuras 3.2.13 A, B, C, D, del Capitulo 2), se llevaron a cabo estudios de
protedmica para evaluar los mecanismos biolégicos inducidos por la espermidina (apartado 15.1
de Materiales y Métodos). Para ello se realizaron cultivos de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255

en presencia y ausencia de esta poliamina a una concentracién 5 mM.

Las proteinas intracelulares se extrajeron (apartado 15.2 de Materiales y Métodos) y
analizaron mediante electroforesis bidimensional (2-DE); isoelectroenfoque (primera dimension)

y electroforesis en geles de poliacrilamida (segunda dimensién).

En el isoelectroenfoque las proteinas se separaron en base a su punto isoeléctrico en
gradientes de pH inmovilizados (IPGs). En este caso, el enfocamiento isoeléctrico fue
desarrollado con tiras de gradientes de pH inmovilizados (IPG) de 18 cm, con un rango de pH 3-

10 no lineal (GE Healthcare), (apartado 15.3 de Materiales y Métodos).

Para la segunda dimension, las tiras fueron sometidas a electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5 % utilizando el equipo Ettan Dalt Six (GE Healthcare) con una
potencia de corriente de 3 Vatios/gel durante 45 minutos seguido de una potencia de corriente de
18 Vatios/gel durante 4 horas. Se utilizaron patrones estandar de proteinas de concentraciéon
conocida (Bio-Rad) como marcadores de peso molecular (apartado 15.3 de Materiales y
Métodos).

Posteriormente, se realizd una identificacién proteica por espectrometria de masas
MALDI-TOF y MS/MS en tandem (apartado 15.5 de Materiales y Métodos).

Los geles obtenidos para ambas condiciones se compararon entre si (Figura 3.3.3),
mostrando que la intensidad de 53 manchas (que incluyen 62 proteinas) estaba aumentada y la
intensidad de 35 manchas (que incluyen 40 proteinas) estaba disminuida tras la adicion de
espermidina (Figura 3.3.4). Las proteinas que estan presentes en esas manchas se agruparon

en categorias funcionales (Tablas 3.3.3 y 3.3.4). Algunas proteinas cuya sintesis se vio
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modificada tras la induccidén con espermidina coinciden con las proteinas cuya intensidad se

modifico tras la induccién con 1,3-diaminopropano y estan indicadas en la Tabla 3.3.5. Tanto las

Tablas 3.3.3, 3.3.4 y 3.3.5 como una ampliacion de la Figura 3.3.3, se encuentran en el apartado

de anexos. Los resultados principales se resumen a continuacion.
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Figura 3.3.3: Comparacion de los proteomas intracelulares de P. chrysogenum

Wisconsin 54-1255 con y sin la adicion de espermidina. Geles 2-DE de los proteomas

intracelulares de la cepa Wisconsin 54-1255 crecida durante 40 horas en ausencia (control) o

presencia de espermidina. Las proteinas se separaron mediante 2-DE usando tiras IPG de 18-

cm (pH 3-10 NL) y geles de SDS-PAGE del 12.5 % y se tifieron con Coomassie coloidal

siguiendo el método de tincion “Blue Silver”. Las manchas cuya intensidad se vio disminuida

tras la adicidn de esta poliamina se designaron como “Cs”, mientras que aquellas manchas

cuya intensidad aumentd tras anadir espermidina, se identificaron como “Sc”. A todas las

manchas se les afiadié un numero identificativo, que se corresponde con el mostrado en las
Tablas 3.3.3. y 3.3.4.
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Figura 3.3.4: Imagen aumentada de las manchas cuya intensidad se vio modificada
tras la adicion de espermidina. Los fragmentos de los geles mostrados en la Figura 3.3.3 se
aumentaron para una mejor observacidn de las diferencias. Las manchas cuya intensidad se vio
disminuida tras la adicién de esta poliamina se designaron como “Cs”, mientras que aquellas
manchas cuya intensidad aumentd tras afadir espermidina, se identificaron como “Sc”. A todas
las manchas se les afiadié un nimero identificativo, que se corresponde con el mostrado en las
Tablas 3.3.3. y 3.3.4.
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2.1. Metabolismo y energia.

El resultado mas relevante encontrado en esta categoria es que una de las isoformas de la
IAT, que esté implicada en la Ultima etapa de la biosintesis de penicilina, s6lo se detecte tras la
adicion de espermidina a los medios de cultivo (mancha Sc4l). Esta isoforma (Figura 3.3.5.)
también se vio inducida tras la adicidon de 1,3-diaminopropano (ver Discusion). Este resultado se
correlaciona bien con el incremento que se observé previamente en los titulos de penicilina tras

la adicién de espermidina (Figuras 3.2.13 B y C del Capitulo 2).

Isoforma nueva de la IAT soforma nueva de la |IAT
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Figura 3.3.5: Imagen aumentada de las regiones de los geles 2-DE donde se
encuentra la IAT. Los fragmentos de los geles mostrados en las Figuras 3.3.1 y 3.3.3 donde
se encuentra la IAT se aumentaron para ver mejor la aparicion de una nueva isoforma de esa

proteina tras la adicion de 1,3-diaminopropano y espermidina.

Otro resultado interesante es que dos proteinas que juegan un papel importante en la
biosintesis de antibidticos B-lactamicos sélo se detecten tras la induccién con espermidina. La
primera enzima es una probable fosfogluconato deshidrogenasa Gnd1l (mancha Sc20), la cual
cataliza una reaccion de regeneracion de NADPH en la ruta de las pentosas fosfato. La segunda
proteina es una probable tiamina-fosfato pirofosforilasa/hidroxietiltiazol kinasa (mancha Scl5)

(ver Discusion).

Del mismo modo que con el 1,3-diaminopropano, se detecta solamente tras la adicion de
espermidina una probable UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa Ugpl (mancha Scl12). Esta
enzima esta implicada en la glicogénesis y se ha sugerido que es esencial para que se complete

el desarrollo de la ameba D. discoideum (Sussman y Osborn, 1964; Diamond y col., 1976;
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Ragheb y Dottin, 1987). También se vio incrementada la sintesis de una probable proteina de

utilizacion de sorbitol Sou2 (mancha Sc40), tal y como se observd con el 1,3-diaminopropano.

La biosintesis de acetil-CoA parece que se ve favorecida tras la adicién de espermidina.
En este caso, la principal ruta para la produccion de acetil-CoA esta representada por dos
isoformas de una probable ATP citrato liasa ACL1 (manchas Sc28 y Sc29, los cuales solo se
detectan bajo estas condiciones), que también estaban inducidas por el 1,3-diaminopropano, y
por una probable subunidad alfa E1 del complejo de la piruvato deshidrogenasa Pdal (mancha
Sc23).

La presencia de tres isoformas de una probable fumarato reductasa citoplasmatica
soluble, que convierte fumarato en succinato, se detecta solamente tras la induccion con
espermidina (manchas Sc42, Sc43 y Sc45) y podria indicar un cambio en el metabolismo, ya que
se ha descrito que la fumarato reductasa es importante para el metabolismo microbiano

formando parte de la respiracion anaerdbica (lverson y col., 1999).

Dos proteinas alcohol deshidrogenasas diferentes se detectan solamente tras la adicidn
de espermidina. La primera es una probable alcohol deshidrogenasa AlkJ (mancha Scll), que
convierte alcoholes primarios producidos por el sistema de utilizacion de alcanos de
Pseudomonas oleovorans (el sistema bacteriano mas ampliamente caracterizado para la
oxidacion de alcanos en el rango de C5 a C12) en aldehidos (Eggink y col., 1987; van Beilen y
col., 2001). La segunda proteina es una probable alcohol deshidrogenasa (NADP+) ALR
(mancha Sc34), la cual cataliza la reduccién dependiente de NADPH de una variedad de
aldehidos aromaticos y alifaticos a sus correspondientes alcoholes. Cataliza la reduccién de
mevaldato a acido mevaldnico y de gliceraldehido a glicerol y juega un papel importante en la
activacion de procarcindgenos, tales como hidrocarburos aromaticos policiclicos trans-
dihidrodioles y en el metabolismo de varios xenobibticos y drogas, incluyendo las antraciclinas

doxorubicina y daunorubicina (Palackal y col., 2001; Bains y col., 2008).

Varias enzimas implicadas en el metabolismo lipidico también estan inducidas por
espermidina, como una probable triacilglicerol lipasa (4,50 veces aumentada su intensidad,
mancha Sc2), una proteina similar a una acil-CoA deshidrogenasa (s6lo detectada bajo estas
condiciones en la mancha Sc18), dos isoformas de una probable acetil-CoA C-aciltransferasa

POT1 peroxisomal (s6lo detectada bajo estas condiciones en las manchas Sc25 y Sc26) o una
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probable proteina trifuncional de la beta-oxidacion fox-2 (sélo detectada bajo estas condiciones

en la mancha Sc33).

En relacion con la biosintesis de B-alanina, se encontré que la sintesis de dos isoformas
de una probable 4-aminobutirato transaminasa estd 4,47 veces aumentada (mancha Scl7).
También se encontr6é otra isoforma de esta proteina en la mancha Scl6 (solo detectada bajo
estas condiciones) tras la adicién de espermidina (ver Discusion). Esta proteina, que se requiere
para la tolerancia al estrés oxidativo y la utilizacion de nitrégeno (Ramos y col., 1985; Coleman y

col., 2001), también se encontré6 aumentada en presencia del 1,3-diaminopropano.

Tal y como se indic6 para el 1,3-diaminopropano, el metabolismo de purinas también se
ve favorecido tras la adicién de espermidina. Una probable guanilato kinasa Gukl (mancha
Sc48), la cual cataliza la fosforilacion ATP-dependiente de GMP en GDP y es esencial para el
reciclado de GMP e indirectamente, de GMPc (Stehle y Schulz, 1992), tiene aumentada su
intensidad 5,74 veces. Correlacionado con este resultado estd la identificacion de una
adenililsulfato kinasa en la mancha Sc4l (inducida también por 1,3-diaminopropano) y una
adenilato kinasa Adkl, ambas requeridas para la biosintesis de ADP y sdlo detectadas bajo
estas condiciones.

El catabolismo de leucina es predominante tras la adicién de espermidina. Tal y como se
observé con el 1,3-diaminopropano, una probable 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (mancha Sc9),
gue cataliza la cuarta etapa en la degradacion de leucina, sélo se detecta bajo estas

condiciones.

También es interesante la identificacion de una probable &cido 5-aminolevulinico sintasa
HemA (mancha Scl0), la cual s6lo se detecta tras la adicion de espermidina. Esta enzima
cataliza la condensacion dependiente de piridoxal fosfato de succinil-CoA y glicina para dar acido
5-aminolevulinico, que es el primer compuesto de la ruta de biosintesis de porfirinas. En relacion
con este resultado se encuentra el incremento en 2,56 veces de una probable coproporfirinégeno
oxidasa Il Hem13 (mancha Sc31), la cual cataliza la sexta etapa del metabolismo de porfirinas

(ver Discusion).

De un modo similar al 1,3-diaminopropano, pocas proteinas de esta categoria se vieron
disminuidas tras la adicidon de espermidina, manteniéndose el descenso de la intensidad para la
mayoria de ellas en un rango de 2 veces. Algunos ejemplos que siguen este patrén son una

probable isocitrato liasa implicada en la biosintesis de carbohidratos a partir de acidos grasos
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(mancha Cs14), la subunidad T de una probable glicina descarboxilasa (mancha Cs15) requerida
para el catabolismo de glicina y su conversion en 5,10-metileno-tetrahidrofolato, o una probable
metilcitrato sintasa (mancha Cs16), la cual estd implicada en la oxidacion de propionato a

piruvato a través del ciclo del metilcitrato.

Un resultado llamativo es que la espermidina de lugar a un descenso de 2,21 veces en la
sintesis de una cisteina sintasa (mancha Cs18), una enzima que forma cisteina a partir de serina
(ver Discusion). Ademas de esta proteina, también se encuentran disminuidas en intensidad dos
isoformas de una probable aconitato hidratasa mitocondrial Acol (manchas Csl y Cs28) y dos
enzimas implicadas en la fosforilacion oxidativa; la proteina | de una probable ubiquinol-
citocromo-c reductasa beta-MPP (manchas Cs10), y una probable sulfuro deshidrogenasa

mitocondrial (mancha Cs17).

2.2. Proteinas de rutas de informacion.

Algunas proteinas implicadas en mecanismos de destino proteico cuya intensidad esta
modificada tras la adicién de espermidina, son las mismas cuya sintesis se vio modificada tras la
adicion de 1,3-diaminopropano (ver Discusion). El tratamiento con espermidina induce la sintesis
de dos isoformas de una chaperona molecular de tipo dnaK Ssb2 (manchas Sc5y Sc7) y de una
isoforma de una probable subunidad Ensl de la endonucleasa Scel-75 kDa (mancha Sc4), la
cual es una version mitocondrial de la proteina de choque térmico de 70-kDa (Morishima y col.,
1990). Aunque la espermidina induce la sintesis de esas chaperonas, este compuesto parece
ejercer un efecto mas marcado que lleva a la reduccién en la sintesis de varias chaperonas y
“foldasas”. Este es el caso de una probable proteina de choque térmico HSP70 (disminuida su
intensidad en las manchas Cs6, Cs7, Cs21 y Cs22), la calreticulina (mancha Csll), una
probable proteina disulfuro isomerasa A (PdiA) (manchas Csll y Cs12), otra isoforma de una
probable subunidad Ensl de la endonucleasa Scel-75 kDa (mancha Cs5) y la probable ciclofilina
B (mancha Cs34, disminuida su intensidad 2,29 veces), la cual esta implicada en el plegamiento

de proteinas recién sintetizadas.

Tal y como se observé con el 1,3-diaminopropano, la adiciéon de espermidina también
induce la sintesis de una probable proteina Mpt4 supresora de tom1, la cual esta presente en las
manchas Sc39 (aumentada 7,63 veces) y Sc48 (aumentada 5,74 veces). Como se indico
anteriormente, esta proteina esta asociada a los ribosomas en S. cerevisiae y es necesaria para

una 6ptima traduccién bajo condiciones de estrés nutricional (van Dyke y col., 2006). La sintesis
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de un probable complejo alfa-NAC (mancha Sc50, aumentada su intensidad 3,1 veces), el cual
funciona como coactivador transcripcional (Yotov y col., 1998) y la de un probable factor de
elongacion lbeta EF-1 (mancha Sc35, solo detectado bajo estas condiciones) también se vio

aumentada por el 1,3-diaminopropano.

Las proteinas que incrementaron su sintesis especificamente por la espermidina estan
implicadas en procesos de traduccion, tales como un probable factor de la elongacién de la
traduccion eEF-2 (mancha Sc36, 2,80 veces aumentado), o en la regulacién de la funcion
proteica. Algunos ejemplos de esto Ultimo los constituyen una probable cadena reguladora 12 del
proteasoma 26S Rpnl2 (mancha Sc30, solo detectado tras la adicibn de espermidina) y una
probable subunidad reguladora de la proteina kinasa dependiente de AMPc PkaR, (mancha
Sc34, detectado Unicamente bajo estas condiciones). Las proteinas especificamente disminuidas
en su sintesis por la espermidina son el alergeno Pen n 18 (una serina proteinasa vacuolar
presente en la mancha Cs26 cuya sintesis disminuye 2,31 veces) 0 una probable enzima de
conjugacién con ubiquitina Ubc4 (mancha Cs33, sélo detectada sin espermidina), la cual media

en la degradacion selectiva de proteinas aberrantes y de vida corta (Seufert y Jentsch, 1990).
2.3. Proteinas de respuesta a estimulos

Un resultado coincidente con el observado tras la adicién del 1,3-diaminopropano es que
una probable glutation reductasa Glrl se detecte solamente tras la adicion de espermidina
(mancha Sc14). Como se indico anteriormente, la sintesis de esta proteina también se encuentra

incrementada en la cepa de alta produccion de penicilina AS-P-78 (Jami y col., 2010).

Sorprendentemente, se encontr6 aumentada la intensidad de dos isoformas de una
probable fumarilacetoacetasa tras la adicion de espermidina (manchas Sc19, sélo detectada bajo
estas condiciones y Sc22, aumentada 3,35 veces), mientras que esta proteina fue afectada
negativamente por el 1,3-diaminopropano. Esta enzima pertenece a la ruta del homogentisato y
cataliza la hidrdlisis del enlace carbono-carbono en el fumarilacetoacetato para dar lugar a
fumarato y acetoacetato en la etapa final de la degradacion de fenilalanina y tirosina (Bateman y
col., 2001). En relacién con este resultado esta la presencia de dos isoformas de una probable
3,4-dihidroxifenilacetato 2,3-dioxigenasa HmgA en las manchas Scl6 y Sc30. Esta enzima,
también conocida como homogentisato dioxigenasa, sOlo se detecta tras la adicion de
espermidina y cataliza la conversién de 2,5-dihidroxifenilacetato en maleil acetoacetato a través

de la ruta del homogentisato. Curiosamente, la intensidad de otra isoforma de esta misma
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enzima se encuentra aumentada 2,1 veces al afiadir espermidina (mancha Cs19). Por tanto, la
ruta del homogentisato parece ser afectada en gran medida por la espermidina, tanto en forma
positiva, como en forma negativa. Como se indic6 con anterioridad, esta ruta se emplea para la
degradacion de acido fenilacético, que es el precursor de la cadena lateral de la bencilpenicilina
(ver Discusion). Otras proteinas cuya sintesis se vio disminuida tras la adicion de espermidina
son tres isoformas de una probable acetil-CoA hidrolasa Achl (manchas Cs2, Cs3 y Cs4). Este
resultado también se obtuvo con el 1,3-diaminopropano y como se indicé anteriormente, esta
proteina esta involucrada en la destoxificacion mitocondrial de acetato mediante la transferencia
de un CoASH desde succinil-CoA a acetato conservando energia mediante la destoxificacion de
acetato mitocondrial en vez de realizar la hidrélisis de acetil-CoA, que es un paso que consume
energia (Fleck y Brock, 2009). Ademas, también se encontraron dos probables superdxido

dismutasas (manchas Cs31 y Cs32) cuya sintesis disminuye tras afiadir espermidina.
2.4. Proteinas de los procesos del desarrollo fangi  co.

Del mismo modo que se observo para el 1,3-diaminopropano, la espermidina parece
ejercer un efecto inductor sobre la sintesis de proteinas implicadas en la biosintesis de la pared
celular flngica, tal y como lo demuestra el incremento de 3,45 veces en la intensidad de una
probable beta (1-3) glucanosiltransferasa Gel3 anclada a glicosilfosfatidilinositol (mancha Sc3)
(ver Discusion). Por el contrario, una de las proteinas que vio disminuida su sintesis tras la
adicion de espermidina es una hipotética proteina de pared celular BinB. Esta proteina muestra
una similitud del 74 % y una identidad del 62 % con la proteina PhiA de A. nidulans, la cual se ha
descrito que es esencial para el desarrollo de las fialides en este microorganismo (Melin y col.,
2003).

2.5. Otras proteinas.

La mancha Sc37, la cual incluye una proteina hipotética Tal372, muestra una gran
intensidad y Unicamente se detecta bajo condiciones de induccion, ya sea con 1,3-
diaminopropano o con espermidina. Es interesante recalcar que la sintesis del alergeno
especifico de 16-kDa de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 esta aumentada 3,11 veces tras la
adicion de espermidina, resultado que coincide con el proporcionado por el 1,3-diaminopropano.
La sintesis de varias proteinas de funcién desconocida se encuentra tanto aumentada, como
disminuida tras la induccién. Sin embargo, su papel e implicacion en la produccion de penicilina

requerird una caracterizacion posterior.

240



4. DISCUSION GENERAL






Discusion General

DISCUSION GENERAL

Al ser la penicilina uno de los metabolitos secundarios mas importantes sintetizados por
hongos filamentosos, no es de extrafiar que durante las Ultimas décadas se hayan realizado
grandes esfuerzos para optimizar el proceso de fermentaciéon industrial de obtenciéon de
penicilina y mejora de cepas. El motivo principal para el desarrollo industrial de cepas es el
econdémico, ya que las concentraciones de metabolitos producidas por las cepas silvestres son
generalmente demasiado bajas para la economia de los procesos. Para que un proceso sea
rentable, el microorganismo que se va a utilizar para la obtencion de un determinado producto
debe poseer una serie de caracteristicas; entre las mas importantes cabe destacar que se

puedan regular las rutas biosintéticas de produccion de metabolitos.

Como ya se indico en la Introduccion General, la biosintesis de este antibiético esta
controlada por reguladores globales del metabolismo secundario mas que por un regulador
especifico, por lo que se plante6 como objetivo de esta memoria, la purificacién y
caracterizacion de una molécula inductora que actle a nivel de regulacién génica en el hongo
filamentoso P. chrysogenum, para incrementar los titulos de penicilina en fermentaciones en
cultivo sumergido. Para ello se ha abordado este trabajo en varios enfoques, estudiados en tres

capitulos.

Capitulo 1.

1. Bulsqueda inicial de moléculas inductoras en P.

chrysogenum.

La busqueda de moléculas que actien como inductores de la expresion génica se
remonta a la década de los afios 70, cuando se descubrié que los microorganismos patégenos
gue infectaban a vegetales producian una serie de compuestos (polisacaridos y proteinas)
cuyo efecto en el organismo infectado era la superproduccion, por parte de éste, de fitoalexinas
alrededor del tejido dafiado (Keen, 1975).

En este contexto, se definid el término inglés “elicitor” o elicitacion y que se puede definir

como aquel compuesto sefial que cuando es introducido en pequefias concentraciones en un
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organismo (del rango mM), induce o potencia la sintesis de componentes especificos, como la

produccién de metabolitos.

En P. chrysogenum, se ha descrito que algunos carbohidratos actian como moléculas
inductoras de rutas biosintéticas de metabolitos secundarios, entre ellas, la ruta de biosintesis
de penicilina. Los primeros trabajos de investigacion sobre el efecto generado por los
carbohidratos sobre la produccién de penicilina fueron publicados en la década de los afios 90.
Como resultado de las investigaciones llevadas a cabo, se llegé a la conclusiéon de que los
oligosacaridos actuaban como elicitores o potenciadores de la producciéon de penicilina en P.
chrysogenum cuando se afiadian en pequefias concentraciones a los medios de cultivo (Ariyo y
col, 1997; 1998).

Con el propésito de determinar la existencia de moléculas que fueran sintetizadas por el
propio microorganismo se decidid, como primer objetivo de esta Tesis Doctoral, realizar un
“screening” o busqueda de nuevas moléculas que actuasen como “autoinductores” (es decir,
sintetizados por la propia cepa productora de penicilina) de forma similar a la observada con los
oligosacaridos. Uno de los aspectos o enfoques iniciales en este trabajo, con el fin de tener
éxito en el método de seleccion para los ensayos de actividad biol6gica, se ha referido a la
necesidad de concebir un procedimiento analitico para poder cuantificar la produccion de

penicilina.

Para este propdsito, se disefié un sistema de bioensayo en placa, el cual, permitié poder
detectar la actividad de los diferentes compuestos en relacion a su poder para potenciar la
produccion de penicilina en P. chrysogenum. Con este tipo de método de ensayo se consigui6
poder analizar gran cantidad de compuestos bien de forma aislada, o realizando todo tipo de

combinaciones y en diferentes rangos de concentraciones.

En la primera fase del andlisis realizado, se buscaron compuestos que potenciaran la
sintesis de penicilina en bioensayo en placa pero sin poder diferenciar si el compuesto era un
posible inductor, un precursor de dicha sintesis 0 un ingrediente del medio de cultivo con efecto

potenciador del crecimiento.

En una segunda fase del estudio, se seleccionaron aquellos compuestos que habian
producido un incremento de la produccion en bioensayo en placa y se eligi6 como
procedimiento de seleccion la realizacién de fermentaciones en cultivo sumergido. De esta

forma pudieron valorarse, mediante la produccion especifica de bencilpenicilina, aquellas
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sustancias que incrementaban la produccién de penicilina teniendo en cuenta el posible efecto

potenciador del crecimiento.

El resultado final después de las dos fases de analisis realizados evidencié que los
caldos de cultivo fermentados de diferentes cepas de P. chrysogenum y de A. chrysogenum y
la levadura C. albicans, contenian algin compuesto que afiadido al medio de cultivo de P.
chrysogenum potenciaba la sintesis de penicilina. EI hecho de que el caldo obtenido a partir de
la fermentacion de la levadura C. albicans, contuviese una posible molécula inductora de la
biosintesis de penicilina en P. chrysogenum no fue inesperado, ya que este fenbmeno ya se
habia observado en nuestro laboratorio en diferentes fermentaciones de Penicillium
contaminadas a propésito con levaduras (es decir, un cultivo mixto). Las conclusiones que

obtuvimos de los experimentos realizados fueron las siguientes:

* Silainoculacioén de la levadura ocurria al inicio de la fermentacion, la produccion
de penicilina era menor que el respectivo control ya que la levadura predominaba

sobre P. chrysogenum (datos no mostrados).

 Cuando la inoculacién de la levadura se realizaba a las 48 horas de fermentacion,
la produccién de penicilina se incrementaba con respecto al control (datos no

mostrados).

Revisando en la literatura el efecto de afiadir a un medio de cultivo caldos fermentados
de levaduras, encontramos que este fenébmeno ya se habia presentado en otras especies
fungicas como Monascus sp, donde tras suplementar el medio de cultivo de este
microorganismo con un caldo procedente de la fermentacion de S. cerevisiae, se observé que
dicho caldo actué como inductor para la produccion de acido linoleico y acido oleico por parte
del hongo (Suh, J y Shin, CS, 2000).

Con respecto al resto de los caldos obtenidos a partir de cepas fungicas, bien de la
misma especie o de una especie filogenéticamente muy cercana a P. chrysogenum como es A.
chrysogenum, no es extrafio que pueda existir alguna molécula producida por el mismo
microorganismo y que actie como una sefial quimica de comunicacion intercelular (Martin,
2000a).
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2. Desarrollo de un método de purificacion del comp uesto

inductor.

Como segundo objetivo de esta Tesis Doctoral, se propuso el desarrollo de un método
para la purificacién de la molécula inductora. De todas las cepas analizadas que producian el
principio activo, se selecciond la cepa de A. chrysogenum N-2 porque era la que producia
péptidos intermediarios de la ruta de biosintesis de penicilina y éstos podian ser los

responsables del incremento de produccién observado.

La purificacion de una molécula a partir de caldos de cultivo fermentados tiene el
problema de partir inicialmente de una mezcla heterogénea de compuestos, que son el
resultado de rutas anabdlicas y catabdlicas del microorganismo ademas de las rutas de
biosintesis relacionadas con el metabolismo secundario. La seleccién de las etapas apropiadas
de purificacion depende en gran medida de la naturaleza del compuesto que se quiere purificar,
su concentracion, estabilidad y grado de purificacion necesario. Dado que se desconocia por
completo la naturaleza quimica del inductor, se procedi6 al desarrollo de un método de
purificacion aplicando técnicas cromatograficas clasicas y disponibles en nuestro laboratorio

para el aislamiento de compuestos desde los caldos de fermentacion obtenidos.

La principal dificultad a la que nos enfrentamos durante el proceso de purificacion y
posterior identificacion del compuesto inductor, consistié en la optimizacion de las condiciones

para el desarrollo de las diferentes técnicas cromatograficas.

En la cromatografia HPLC, ultimo paso en los protocolos de aislamiento de compuestos
bioactivos, surgieron los mayores problemas, ya que en los primeros cromatogramas realizados
los picos cromatograficos aparecian con pérdida de resolucidn, rotos, redondeados o con cola
desde que se inyectaban. Con esta situacion, era muy dificil por no decir imposible poder

purificar ningln compuesto.

La utilizacion de diferentes tipos de columnas cromatogréaficas y de diferentes tipos de
disolventes orgéanicos para la preparacion de las fases méviles, junto con diferentes ajustes de
pH asi como diferentes volimenes de inyeccidn de muestra, dieron como resultado final una

buena resolucién de los picos cromatograficos.
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Tras una optimizacion de los pasos que resultaron efectivos para dicha purificacion y del
orden de los mismos, se obtuvo al final un método de purificacion para el compuesto inductor.
La identidad del compuesto purificado por el método desarrollado se comprobé mediante
diversas técnicas. Los resultados aportados por la espectroscopia de masas y la resonancia
magnética nuclear de protdn mostraron que las sefiales correspondian a la poliamina 1,3-

diaminopropano.

Capitulo 2.

1. Influencia de la suplementacion de los medios de cultivo con

poliaminas en la produccion de penicilina.

Las células de todos los organismos contienen pequefias moléculas organicas
nitrogenadas cargadas positivamente denominadas poliaminas. Aunque sus funciones no estan
completamente caracterizadas, las poliaminas se consideran de forma genérica moduladoras

del crecimiento y metabolismo celular.

Las poliaminas son aminas alifaticas imprescindibles para la vida en casi todos los
organismos conocidos, estando ampliamente distribuidas en los sistemas biolégicos, aunque
las concentraciones relativas de putrescina, espermidina y espermina (poliaminas mas
comunes) varian notablemente entre los distintos tipos celulares. En general, los procariotas
tienen concentraciones mas altas de putrescina que de espermidina y carecen de espermina
(Tabor y Tabor, 1985). Estas moléculas sencillas poseen un tamafio similar a los aminoacidos y
se encuentran presentes a unas concentraciones importantes (en el rango mM), regulando

multiples procesos vitales para el mantenimiento y el crecimiento celular.

A pesar de su indudable importancia y quiza por la falta de un conocimiento mas
detallado sobre sus mecanismos de accién, las poliaminas son adn “grandes desconocidas” en

bioguimica y biologia celular (Leitao y col., 1999).

La estructura quimica de las poliaminas se puede observar en la Figura 4.1. A pH
fisiologico poseen cargas positivas, responsables de sus interacciones, inespecificas en
algunos casos o totalmente especificas en otros, con multiples proteinas, acidos nucleicos y

otros componentes celulares cargados negativamente. Mediante estas interacciones, las
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poliaminas ejercen muchas de sus funciones regulando, por ejemplo, la actividad de muchas

proteinas o la expresion de determinados genes.

+ +
A NH3”NH3
+

TV AVAVAL:
N +
NH
Iilng/\/\/ W 3

NH»>
Figura 4.1: Estructura quimica de las poliaminas empleadas en el desarrollo de este trabajo

en su forma protonada. A. 1,3-Diaminopropano. B. Putrescina. C. Espermidina.

La concentracidon de poliaminas y la proporcién entre ellas determinaran de qué forma
regulan cada proceso en el que estan implicadas. En este sentido, se conocen mas de 20
proteinas distintas que en su conjunto determinan los niveles de poliaminas, regulando su
sintesis, degradacion, interconversion y transporte. El sistema de regulacion de los niveles de
poliaminas es uno de los mas complejos presentes en células procariotas y eucariotas,
presentando mecanismos muy elaborados y, en algunos casos, Unicos. La gran complejidad de
la regulacién de los niveles de poliaminas indica la importancia de estas moléculas y la

relevancia del control riguroso de su concentracion (Tabor y Tabor, 1985).

Las principales y mas abundantes poliaminas en organismos superiores son tres:
putrescina, espermidina y espermina. Son aminas alifaticas de tamafio sucesivamente mayor,
gue poseen 2, 3 y 4 grupos amino, respectivamente. La putrescina (1,4-diaminobutano)
normalmente es el precursor de las poliaminas mayores, espermidina (1,8-diamino-4-
azaoctano) y espermina (1,12-diamino-4,9-diazaoctano). Sin embargo, también se han
encontrado otras poliaminas minoritarias como 1,3-diaminopropano, cadaverina 0 agmatina,
tanto en procariotas como en eucariotas. También se conocen otras poliaminas mas complejas,
como termina o termoespermina encontradas especialmente en bacterias termdfilas, y ciertas
moléculas derivadas de poliaminas, como formas conjugadas con compuestos fendlicos o

alcaloides en plantas o formas acetiladas de las poliaminas en mamiferos.
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En los caldos fermentados obtenidos de diferentes microorganismos utilizados en este
trabajo, detectamos por cromatografia HPLC, las poliaminas 1,3-diaminopropano, putrescina y
espermidina. No pudimos evaluar la posible existencia de otras poliaminas, como por ejemplo,
las poliaminas agmatina y espermina ya que no poseiamos patrones que nos sirvieran de

referencia para poder identificarlas.

Uno de los efectos observados al suplementar los medios de cultivo con las poliaminas
1,3-diaminopropano y espermidina al inicio de la fermentacion, quedo reflejado en una mayor
actividad metabdlica de P. chrysogenum, que se tradujo en un mayor crecimiento del
microorganismo en las horas iniciales y una mayor produccion de bencilpenicilina con respecto
a los controles. Sin embargo, pudimos concluir que no todas las poliaminas ejercen el mismo
efecto de incrementar la actividad biolégica de P. chrysogenum, ya que en los medios de
cultivo suplementados con la poliamina putrescina, el microorganismo no presentd el mismo
perfil de crecimiento y de produccion que cuando se afadian las poliaminas 1,3-

diaminopropano y espermidina.

2. Interacciones moleculares de las poliaminas con los acidos

nucleicos.

Como ya se comentd en el apartado anterior, los grupos amino de las poliaminas se
encuentran protonados a pH fisiolégico y por tanto estas moléculas se encuentran cargadas
positivamente. A mayor nimero de grupos amino la carga neta de la molécula ser4 mayor; asi
el 1,3-diaminopropano y la putrescina tienen dos cargas positivas y la espermidina tres. Este
hecho hace que las poliaminas interaccionen electrostaticamente con diversos componentes
celulares que tienen cargas negativas. Por otro lado, las cadenas carbonadas de estas
moléculas permiten que también se establezcan interacciones hidrofébicas, asi como que
exista cierta flexibilidad conformacional, que en conjunto permite a las poliaminas establecer
interacciones mas fuertes y especificas con diversas biomoléculas (Marton y Pegg, 1995;
Thomas y Thomas, 2001).

Estas propiedades quimicas de las poliaminas hacen que sean moléculas con una gran
promiscuidad en sus interacciones, lo que conlleva que en la célula la mayor parte de ellas se
encuentren unidas a diversas biomoléculas (ADN, ARN, proteinas y fosfolipidos), mientras que
la proporcién en forma libre (no unidas a ningdn componente celular) se cree que es

minoritaria. Algunos estudios describen que la concentracion de poliaminas libres, tanto en
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bacterias como en células eucariotas, es inferior al 10 %, mientras que la mayoria se

encontrarian unidas a ARN (Watanabe y col., 1991).

Otro aspecto importante que puede determinar la accion llevada a cabo por las
poliaminas, es la proporcién que existe entre cada una de ellas, la cual varia entre distintos
rangos de concentracién. En la mayoria de las células estudiadas las concentraciones de
espermidina y espermina son del orden de mM, mientras que las de putrescina suelen ser un
orden de magnitud menor (Cohen, 1998). Los mecanismos que regulan los niveles
intracelulares de poliaminas estan mediados por multiples proteinas y regulados por diversos
estimulos y factores externos, determinando diferentes concentraciones. Los principales
mecanismos de accién por los que las poliaminas ejercen sus distintas funciones se pueden

resumir en cuatro, que comprenden:

« Interacciones electrostaticas con moléculas cargadas negativamente.

« Uniones covalentes catalizadas por enzimas especificas.

e Secuestro de radicales libres.

» Produccidn de aldehidos citotéxicos y especies reactivas oxigenadas.

Las interacciones electrostaticas de las poliaminas se ejercen fundamentalmente sobre
los elementos cargados negativamente de los acidos nucleicos y las proteinas, regulando asi

multiples procesos vitales en la célula y relacionados con el crecimiento celular.

Las interacciones de poliaminas con el ADN se han demostrado mediante mudltiples
experimentos. Estas interacciones son independientes de la secuencia del ADN, ya que las
cargas positivas de los grupos amino de las poliaminas interaccionan con las cargas negativas
de los grupos fosfato presentes en las cadenas polinucleotidicas. Se ha descrito que las
poliaminas pueden acoplarse en el surco menor de la doble hélice del ADN (Feuerstein y col.,
1990; 1991; Deng y col., 2000), incrementando la temperatura de fusién del ADN (Thomas y
Bloomfield, 1984), por lo que pueden tener una importante funcién de estabilizar el ADN in vivo.
Por otro lado, también se ha descrito que las poliaminas pueden interaccionar con el surco
mayor del ADN e inducir curvaturas que podrian regular la transcripcion de genes (Feuerstein y
col., 1986; 1989; Rouzina y Bloomfield, 1998; Childs y col., 2003).
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Las poliaminas interaccionan de forma electrostatica con proteinas, en muchos casos
quiza meramente compensando sus cargas negativas, pero en otros multiples casos conocidos
afectando de forma concreta la actividad o la funcién de esas proteinas. Se ha observado, que
tanto espermidina como espermina regulan la actividad de diversas enzimas implicadas en el
metabolismo del ADN, activando ADN polimerasas, topoisomerasas, transcriptasa inversa,
ADNasas, ARNasas o inhibiendo otras enzimas como ciertas endonucleasas de restricciéon o
metilasas de ADN (Matthews, 1993; Ruiz-Herrera y col., 1997; Alm y col., 1999). También se
conocen ejemplos donde las poliaminas son capaces de modular la fosforilacion de
determinados factores de transcripcién, regulando su capacidad de union al ADN (Wang y col.,
1999; Pfeffer y col., 2000). En muchos casos, la accion activadora o inhibidora depende de la

concentracion de la poliamina.

También se ha demostrado que las poliaminas pueden condensar moléculas de ADN de
alto peso molecular (Arscott y col., 1990), inducir cambios conformacionales que determinan
transiciones entre las formas ADN-B y ADN-Z (Hasan y col., 1995), o formas alteradas del ADN
duplex, como apareamientos incorrectos, etc. (Hou y col., 2001). Igualmente, las poliaminas
participan en la estabilizacién de los nucleosomas y de niveles estructurales superiores de la
cromatina (Morgan y col., 1987; Matthews, 1993). Estas interacciones con el ADN pueden
modificar su compactacion y por tanto, la accesibilidad de las mdltiples proteinas necesarias
para la replicacién y transcripcion. Ademas, su accién sobre diferentes proteinas o enzimas que
participan en dichos procesos de replicacion, transcripcion o remodelado de la cromatina,

puede contribuir a su regulacion.

Méas concretamente, se ha demostrado que una variacién de la concentracién de
poliaminas es capaz de modificar la afinidad de varios factores de transcripcién por su sitio de
union al ADN (Thomas y Thomas, 1993; Panagiotidis y col., 1995; Desiderio y col., 1999).

De manera similar, las poliaminas son capaces de interaccionar con los diversos tipos de
ARN. De hecho, algunos investigadores sostienen que la mayor parte de la poliaminas
presentes en la célula se encuentran unidas a ARN (lgarashi y Kashigawi, 2000). Existen
diversos trabajos que describen las interacciones de estas moléculas con ARNm, ARNr y ARNt
(Quigley y col., 1978; lgarashi y Kashigawi, 2000; 2006), modulando su plegamiento o
estabilidad. Ademas se conocen varios ejemplos, tanto en bacterias como en eucariotas, donde
las poliaminas son capaces de interaccionar especificamente con secuencias nucleotidicas

muy concretas, estimulando la traduccién de determinadas moléculas de ARNm.
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En este sentido, en el presente trabajo se realizaron diferentes experimentos para
comprobar si las poliaminas eran capaces de interaccionar con las secuencias de ADN que
contienen los genes de biosintesis de penicilina e incrementar su nivel de expresion. En
concreto, se observaron diferencias notorias entre los cultivos suplementados con las
poliaminas 1,3-diaminopropano y espermidina, los controles sin suplementar y los cultivos
suplementados con la poliamina putrescina. Pudimos concluir que las dos primeras poliaminas
mencionadas estimulaban en P. chrysogenum los niveles de transcripcion de los genes de

biosintesis de penicilina ademas de un regulador global del metabolismo secundario (LaeA).

El hecho de que el aporte de poliaminas a los medios de cultivo incrementase el nivel de
expresion del gen que codifica el regulador global del metabolismo secundario LaeA explica el
efecto observado en aquellos medios suplementados con las poliaminas 1,3-diaminopropano y
espermidina, las cuales inducian en P. chrysogenum efectos atribuidos a este regulador global
(Kosalkova y col., 2009), tales como cambios en el perfil de produccion de otros metabolitos

secundarios y cambios en la diferenciacién asexual incrementando la formacion de esporas.

Otro de los principales mecanismos de accion de estas moléculas esta relacionado con
su capacidad de secuestrar radicales libres. Los radicales libres o especies reactivas del
oxigeno, son sustancias toxicas generadas en el metabolismo celular que pueden dafiar
distintas biomoléculas, destacando su potencial mutagénico sobre el ADN. Se sabe que las
poliaminas son capaces de proteger el ADN frente a estas sustancias reactivas, especialmente
el ADN bacteriano. Las poliaminas pueden realizar esta accion protectora mediante su union al
ADN, compactandolo y reduciendo asi la accesibilidad de las especies reactivas, o mediante el
secuestro de los radicales libres al reaccionar directamente con ellos (Spotheim-Maurizot y col.,
1995; Ha y col., 1998).

En otros casos, las poliaminas pueden tener una accion pro-oxidante (Lovaas, 1997) y
es que, ademas de su posible efecto potenciador de especies reactivas del oxigeno en
determinadas condiciones (Pedrefio y col., 2005), las poliaminas pueden generar H,O, cuando
son utilizadas como sustratos por las poliamino-oxidasas. Por ello, niveles elevados de
poliaminas tanto intracelulares como extracelulares, pueden resultar citotéxicos y producir la
muerte celular mediada en gran medida por los aminoaldehidos generados y los productos

derivados de los mismos (Seiler, 2004a).

Este hecho explicaria el efecto inhibidor observado en nuestro caso cuando se afiadieron

a los medios de cultivo de P. chrysogenum concentraciones superiores a 10 mM de la
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poliamina espermidina. Estad demostrado que la maxima sintesis de la enzima poliamino-
oxidasa en P. chrysogenum se alcanza con una concentracion de espermidina de 14 mM. La
oxidacion de la espermidina por efecto de la enzima poliamino-oxidasa genera H,0, y
aminoaldehidos, ademas de putrescina y 1,3-diaminopropano en muchos microorganismos
(Yamada y col., 1980).

3. Metabolismo de las poliaminas.

Los niveles intracelulares de poliaminas vienen determinados por el balance entre los
procesos de sintesis, degradacion, interconversion y transporte de las mismas. Putrescina y
espermidina son sintetizadas “de novo” por la célula a partir de los aminoacidos L-arginina y L-
metionina, por medio de reacciones catalizadas por enzimas especificas y que se encuentran

en algunos casos sometidas a una estricta regulacion.

Se sabe que la concentraciéon de poliaminas esta fuertemente influenciada por las
condiciones de cultivo, el pH del medio, condiciones de aireacién, presencia de aminoacidos
como la arginina y lisina, edad del cultivo y tasa de crecimiento (Tabor y Tabor, 1985). Los
microorganismos sintetizan poliaminas por descarboxilacién de los aminoacidos ornitina,
arginina y lisina por lo que un medio de cultivo para P. chrysogenum enriquecido con los
aminodacidos precursores de poliaminas podria favorecer un mayor nivel de biosintesis de

éstas.

La ruta de biosintesis de la putrescina (Figura 4.2) se inicia con la transformacion de L-arginina
en L-ornitina catalizada por la enzima arginasa. A continuacion, la L-ornitina sufre una
descarboxilacion mediada por ornitina descarboxilasa (ODC) transformandose en putrescina.
La ODC que es la primera enzima de la biosintesis de poliaminas es una enzima de vida corta,

gue esta estrechamente regulada.

La actividad ODC es inducida por muchos factores de crecimiento y suprimida por
inhibidores selectivos como la difluorometilornitina en células animales (Farriol y col., 1999).
Por otra parte la actividad ODC esta regulada por las propias poliaminas via mecanismo “feed-
back” mediante la inhibicién de la traducciéon del ARNm de la enzima y ademas porque puede
elevar los niveles de una proteina inhibitoria 0 antizima que se une a la ODC inactivandola
(Farriol y col., 1999).
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Figura 4.2: Ruta biosintética de las poliaminas.

Para comprobar la existencia de la ODC en P. chrysogenum utilizamos el programa de
analisis de comparacién de secuencias BLASTP (Basic Local Alignment Search Tool Protein)

del National Center for Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). Se

realizé una blsqueda con la secuencia de la proteina ODC de S. cerevisiae (nimero de acceso
AAA34829) y de otros hongos, como Aspergillus fumigatus (nUmero de acceso XP_748770)
frente a la base de datos de P. chrysogenum. A la luz de los resultados proporcionados por
estas dos proteinas, en P. chrysogenum existen dos supuestas ODC; Pc13g07510 (47 % de
identidad, 63 % de homologia con la proteina de S. cerevisiae; 37 % de identidad, 56 % de
homologia con la proteina de A. fumigatus) y Pc21g18390 (42 % de identidad, 59 % de
homologia con la proteina de S. cerevisiae; 36 % de identidad, 54 % de homologia con la
proteina de A. fumigatus). Ademas, realizando busquedas en el genoma de P. chrysogenum se
encontré que también esta presente la supuesta antizima de la ODC (Pc21g11340), indicando
gue los mecanismos de regulacién anteriormente descritos, también podrian estar presentes en

este hongo filamentoso.
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La poliamina putrescina es la precursora de las poliaminas mayores en dos etapas
sucesivas. Estas etapas consisten en la transferencia de grupos aminopropilo a ambos
extremos de la molécula de putrescina. En primer lugar tiene lugar la condensacion de un
aminopropilo con un grupo amino de la putrescina, catalizado por la espermidina sintasa,
produciéndose espermidina. Esta enzima también ha sido encontrada en el genoma de P.
chrysogenum (Pc13g12400), cuya secuencia muestra una alta homologia (88 % de identidad,

95 % de homologia) con espermidinas sintasas de A. fumigatus, A. clavatus o A. niger.

Los grupos aminopropilo necesarios para la sintesis de las poliaminas mayores,
proceden de la S-adenosilmetionina (SAM) descarboxilada. La descarboxilacion de SAM es
catalizada por la enzima S-adenosilmetionina descarboxilasa. A su vez, la SAM es formada a
partir de L-metionina y ATP por medio de la metionina adenosil transferasa. Existe una ruta
alternativa, al menos en plantas y bacterias, para la sintesis de poliaminas, también a partir de
L-arginina, pero en la que participan dos enzimas diferentes, arginina descarboxilasa y

agmatinasa.

4. Ruta de retroconversion.

Existe una ruta inversa que transforma las diferentes poliaminas en sus moléculas
precursoras inmediatas. Es la denominada ruta de retroconversion. En primer lugar las
poliaminas son acetiladas, mediante la espermidina acetiltransferasa, enzima que acetila un
grupo amino primario de la espermidina a partir de acetil-CoA, dando lugar a la formacion de
N1-acetil espermidina (Casero y Pegg, 1993). Una vez acetiladas, las poliaminas pueden ser
convertidas en su precursor inmediato, mediante la accion de la enzima poliamino-oxidasa, una

flavoproteina de localizacién peroxisomal.

Esta enzima cataliza la escision de la poliamina acetilada por el grupo amino secundario
dando lugar a la poliamina menor y liberando H,O,. Como se ha indicado anteriormente, la
oxidacién de la espermidina por efecto de la enzima poliamino-oxidasa genera H,O, y
aminoaldehidos, ademas de putrescina y 1,3-diaminopropano (Yamada y col., 1980). Esto
puede explicar el efecto similar que ejercen tanto el 1,3-diaminopropano, como la espermidina
al ser afiadidos a los caldos de cultivo. Esta ruta de retroconversion contribuye al
mantenimiento de unos niveles adecuados de cada una de las poliaminas. Por otro lado la
produccién de H,0, se ha relacionado con la capacidad de las poliaminas de inducir apoptosis

en determinadas condiciones (Parchment, 1993).
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El hecho de que P. chrysogenum forme la poliamina 1,3-diaminopropano como también
sucede en el hongo Neurospora crassa (Tabor y Tabor, 1985), hace pensar que la ruta de
retroconversién esta presente en la mayoria de los microorganismos. Para comprobar la
presencia de poliamino-oxidasas en P. chrysogenum, se realiz6 una blsqueda en el genoma
de dicho microorganismo. Se encontraron tres ORFs que codificaban proteinas con una
supuesta funcion poliamino-oxidasa: Pc12g08750, Pc18g02250 y Pc22g02950. Mediante el
programa de comparacion de secuencias BLASTP se realizé una busqueda con cada una de
estas proteinas y se encontré que Pc12g08750 proporciond una homologia del 75 % (identidad
del 58 %) con una poliamino-oxidasa de Microsporum canis. Por su parte, Pc18g02250 mostro
una homologia del 80 % (identidad del 68 %) con una poliamino-oxidasa de A. flavus, mientras
gue Pc22g02950 proporciond una homologia del 74 % (identidad del 62 %) con una poliamino-

oxidasa de A. fumigatus.

5. Transporte de poliaminas al interior celular y |  ocalizacién

subcelular.

Se conocen distintos mecanismos de transporte de poliaminas que contribuyen de
manera importante a establecer los niveles intracelulares de poliaminas. Se ha comprobado
gue la mayoria de las células son capaces de captar poliaminas extracelulares. Los procesos
de secrecion de poliaminas parecen mas limitados, aunque el conocimiento sobre estos es
menor. Los sistemas de transporte de poliaminas han sido descritos y caracterizados
molecularmente en procariotas, donde los genes PotD, PotE y PotF codifican proteinas
transportadoras en E. coli (lgarashi y Kashiwagi, 1999; Tomitori y col., 1999; Igarashi y col.,
2001). En eucariotas unicelulares se ha descrito que la levadura S. cerevisiae posee una
proteina Gaplp en la membrana plasmatica, que ademas de catalizar la toma de aminoécidos,
transporta hacia el interior celular las poliaminas putrescina y espermidina (Uemura y col.,
2005). Estos mismos investigadores han encontrado proteinas transportadoras mas especificas
para las poliaminas, localizadas en la membrana plasmatica y codificadas por los genes DUR3

y SAM3 en S. cerevisiae (Uemura y col., 2007).

Para comprobar si P. chrysogenum posee una proteina Gaplp como sucede en S.
cerevisiae, utilizamos el programa de andlisis de comparacién de secuencias BLASTP. Se
realizdé una blsqueda con la secuencia de la proteina Gaplp de S. cerevisiae frente a la base

de datos de P. chrysogenum. El resultado dio una identidad de un 54 % y homologia del 71 %
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con la ORF Pc21g04450 (descrita como una permeasa general de aminoacidos Gapl). Este
dato nos indica que el hongo P. chrysogenum posee una proteina en la membrana plasmatica
similar a la existente en la levadura S. cerevisiae que posiblemente transportard, ademas de

aminoacidos, poliaminas al interior celular.

También se comprobdé la existencia de proteinas homélogas en P. chrysogenum a las
proteinas DUR3 y SAM3 de S. cerevisiae. Se realizd una busqueda con la secuencia de la
proteina DUR3 (nimero de acceso AAA34582) frente a la base de datos de P. chrysogenum. El
resultado dio una identidad de un 51 % y homologia del 66 % con la ORF Pc16g09650
(descrita como un probable transportador de urea), una identidad de un 39 % y homologia del
58 % con la ORF Pc22g01110 (descrita como un probable transportador de urea) y una
identidad de un 34 % y homologia del 56 % con la ORF Pc12g14180 (descrita como un

probable transportador de urea).

Por su parte, la proteina SAM3 (nimero de acceso CAY86686) dio como resultado una
identidad del 43 % y homologia del 62 % con la ORF Pc21g04450 (descrita como una
permeasa general de aminoacidos Gapl), un 34 % y homologia del 53 % con la ORF
Pc13g03760 (descrita como una permeasa de aminoacidos dicarboxilicos) y un 34 % vy
homologia del 54 % con la ORF Pc12g05510 (descrita como una permeasa de aminoacidos

dicarboxilicos), entre otras proteinas.

Estos datos nos indican que el hongo P. chrysogenum posee proteinas en la membrana
plasmatica similares a las existentes en la levadura S. cerevisiae que son mas especificas para

el transporte de poliaminas al interior celular que la proteina Gaplp.

En el hongo N. crassa se han realizado estudios concernientes a la localizacion y
compartimentalizacion de las poliaminas en vacuolas. Como se comenté anteriormente, este
microorganismo forma las poliaminas 1,3-diaminopropano, putrescina, espermidina y
cantidades pequefas de espermina. Paulus y colaboradores (1982; 1983) realizaron estudios
del flujo metabdlico de las poliaminas en este microorganismo llegando a la conclusiéon de que

las poliaminas transportadas al interior celular son secuestradas en vacuolas.

Este hecho explicaria el efecto observado en P. chrysogenum de un mayor grado de

vacuolizacion generado en aquellos cultivos que fueron suplementados con las poliaminas.
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Capitulo 3.

1. Analisis proteébmico en P.chrysogenum.

Esta ampliamente descrito que las poliaminas controlan numerosos procesos
metabdlicos, tales como la estabilizacién de macromoléculas bajo condiciones de estrés, la
estabilizacion de la membrana celular o la estabilizacion de los acidos nucleicos, afectando
este Ultimo proceso a la expresién génica, recombinacién y mecanismos de reparacion del ADN
(Behe y Felsenfeld, 1981; Pegg, 1985; 1998; Pingoud, 1985; Garner y Felsenfeld, 1987;
Feuerstein y col., 1991; Hampel y col., 1991). En este capitulo, hemos tratado de profundizar
en el conocimiento de alguna de las modificaciones inducidas tanto por el compuesto 1,3-
diaminopropano como por la espermidina en P. chrysogenum usando un enfoque protedmico y
prestando especial atencién a aquellos mecanismos relacionados con la biosintesis de

penicilina.

Puesto que el 1,3-diaminopropano induce la sintesis de la espermidina sintasa, es
probable que la biosintesis de espermidina también esté incrementada tras la adicién de 1,3-
diaminopropano a los medios de cultivo. De hecho, ha sido descrito con anterioridad que el N-
(n-butil)-1,3-diaminopropano incrementa los niveles de espermidina e inhibe la sintesis de
espermina (Pegg y Coward, 1993). El 1,3-diaminopropano es un sub-producto generado tras la
oxidacioén de la espermidina por la accién de la poliamino-oxidasa en muchos microorganismos
(Yamada y col., 1980) y de acuerdo con nuestros resultados, parece ejercer un efecto
regulador positivo de retroalimentacion sobre la espermidina sintasa. Esto podria indicar que
muchas de las modificaciones observadas tras la adicion de 1,3-diaminopropano podrian ser
realmente atribuidas al aumento de los niveles de espermidina. De hecho, algunas proteinas
cuya sintesis se vio afectada tras la induccién con espermidina coinciden con algunas proteinas
cuya sintesis se vio modificada tras la adicion de 1,3-diaminopropano (Tabla 3.3.5), lo que
apoya nuestra hipétesis. Otras proteinas, sin embargo, mostraron tras la induccion un patrén
especifico de expresion atribuible a mecanismos especificos tanto del 1,3-diaminopropano
como de la espermidina. Centrandonos en mecanismos de accién comunes para estas dos
poliaminas, hay algunos de ellos que podrian explicar su efecto beneficioso sobre la produccién

de penicilina.

El primer mecanismo afecta directamente a una de las enzimas biosintéticas, la IAT. Esta

enzima se sintetiza como un precursor de 40 kDa (proaciltransferasa, prolAT), el cual sufre un
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procesamiento autocatalitico entre los residuos Glyl02-Cys103 en P. chrysogenum. La
proteina procesada constituye un heterodimero formado por las subunidades a (11 kDa,
correspondiente al fragmento N-terminal) y B (29 kDa, correspondiente a la regiéon C-terminal)
(Barredo y col., 1989; Whiteman y col., 1990; Tobin y col., 1990; 1993). Tras el andlisis de los
geles 2-DE observamos que una nueva isoforma de la subunidad B de la IAT (s6lo se detecta
esta subunidad con los geles 2-DE (Jami y col., 2010)) apareci6 tras la adicion de 1,3-
diaminopropano y espermidina (Figura 3.3.5), mientras que la isoforma principal permanecio
constante. Una posible explicacion a este hecho es que las poliaminas induzcan la modificaciéon
post-traduccional de esta proteina, dando lugar a una isoforma con mayor actividad,

incrementandose de este modo los titulos de penicilina.

Otro mecanismo implicado en la biosintesis de penicilina que se ve favorecido por la
adicion de poliaminas es la biosintesis de B-alanina. Este aminoacido es un intermediario de la
biosintesis del acido pantoténico (vitamina B5), el cual se convierte en 4 -fosfopanteteina y
subsecuentemente en coenzima A. La 4 -fosfopanteteina es un grupo prostético esencial para
varias enzimas, entre las que destaca la o-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV) sintetasa,
gue es la primera enzima de la ruta de biosintesis de penicilina (Baldwin y col., 1991; Stein y
col 1994; Kleinkauf y Von Dohren, 1996). En bacterias, el acido pantoténico se sintetiza
mediante la condensacion de pantoato, un intermediario de la biosintesis de valina, con B-
alanina, la cual es producida por la descarboxilacion de L-aspartato (Williamson y Brown, 1979;
Jackowski, 1996). En levaduras, la sintesis de pantoato implica las mismas etapas que en
bacterias, mientras que la biosintesis de B-alanina es diferente, dependiendo de la biosintesis
de poliaminas y de la amina oxidasa codificada por el gen fms1 (White y col., 2001). Las amina
oxidasas pueden degradar poliaminas con la produccién del aldehido 3-aminopropanal (Holtta,
1977; Large, 1992), lo que implica que la posterior oxidacion del 3-aminopropanal por una
aldehido deshidrogenasa también se requeriria para la biosintesis de B-alanina en levaduras
(White y col., 2003). Este resultado se correlaciona bien con el incremento en la espermidina
sintasa (que da lugar a altos niveles de espermidina posteriormente degradada por amina
oxidasas) y con el incremento de la biosintesis de acetil-CoA por la ATP citrato liasa ACL1 y
dihidrolipoamida deshidrogenasa Lpd1, ya que la B-alanina es un intermediario en la biosintesis
de coenzima A. Estos resultados sugieren que la biosintesis de B-alanina se ve incrementada
tras la adicion de estas poliaminas y estdn en consonancia con informes previos que sugieren
gue la espermina, espermidina y 1,3-diaminopropano son precursores de la B-alanina en brotes

de maiz y en bacterias (Razin y col., 1958).
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Algunas enzimas de la ruta del homogentisato, el cual se emplea para la degradacion del
acido fenilacético, se ven también influidas por las poliaminas, lo que podria también explicar el
incremento en los titulos de penicilina. El 4cido fenilacético se emplea a escala industrial como
precursor de la cadena lateral para la produccion de bencilpenicilina en fermentaciones
sumergidas. Se conoce hien desde el comienzo de la produccion industrial de penicilina que la
adicion de precursores de la cadena lateral a las fermentaciones tiene un efecto positivo sobre
la produccion de antibidtico (Moyer y Coghill, 1947). Debido a la amplia especificidad de
sustrato de las varias isoenzimas de la IAT, el acido fenilacético debe afiadirse en exceso para
promover la biosintesis de penicilina en detrimento de otras penicilinas naturales (Hersbach y
col., 1984). La efectividad de este precursor de la cadena lateral parece depender de su
resistencia a la oxidacion por parte de P. chrysogenum (Hillenga y col., 1995). La primera etapa
de la ruta catabdlica del acido fenilacético consiste en una 2-hidroxilacién por parte de una
citocromo P450 monooxigenasa microsomal, y es bien sabido que modificaciones en esta
enzima son responsables de una menor degradacién del acido fenilacético y del aumento de la
produccion de penicilina (Rodriguez-Saiz y col., 2001). Por lo tanto, existe una clara correlacion
entre la primera enzima de la ruta del acido homogentisico y la biosintesis de penicilina. Las
poliaminas, especialmente el 1,3-diaminopropano, provocaron también una reduccién de la
sintesis de enzimas tardias de la ruta del homogentisato, por lo que no puede descartarse que
el incremento en los titulos de penicilina que se observa tras la adicion de las poliaminas, esté

también relacionado con la regulacidn negativa de estas enzimas tardias.

Tras el tratamiento con las poliaminas, la sintesis de algunas chaperonas y “foldasas”
esta aumentada y en otros casos, disminuida. La razén de esta variabilidad probablemente se
debe a la complejidad de las interacciones que ocurren en el reticulo endoplasmatico entre
diferentes chaperonas y “foldasas” y a la multifuncionalidad de estas proteinas. De este modo,
algunos procesos en los que estas proteinas estan implicadas podrian ser beneficiosos para la
sobreproduccion de algunas proteinas, mientras que otros procesos, afectarian negativamente
la produccién final, como se ha visto con las proteinas BiP o calnexina (Conesa y col., 2002).
En el caso del 1,3-diaminopropano y la espermidina, la expresién diferencial de varias
chaperonas parece ser beneficioso para la biosintesis de penicilina. De hecho, no puede
descartarse que la variabilidad en la biosintesis de chaperonas pueda ser responsable de la
deteccion de la nueva isoforma de la IAT que se observo tras la adicion de las poliaminas, la
cual podria ser responsable del incremento de los titulos de penicilina originados tras la
induccion.
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Aungue inicialmente no esta relacionada con la biosintesis de penicilina, otra
caracteristica comun que se aprecié con el 1,3-diaminopropano y la espermidina es que ambas
poliaminas indujeron la sintesis de una probable beta (1-3) glucanosiltransferasa Gel3 anclada
a glicosilfosfatidilinositol, la cual juega un papel activo en la biosintesis de la pared celular
fungica y en la morfogénesis. El componente estructural principal de la pared celular es el -
1,3-glucan, el cual sufre varias modificaciones posteriores, lo que se traduce en extensas
ramificaciones y uniones a otros componentes de la pared celular (Mouyna y col., 2000; Klis y
col., 2002). Entre las enzimas claves que estan implicadas en la modificacion posterior del B-
1,3-glucan estan las beta (1-3) glucanosiltransferasas, una familia de glicoproteinas ancladas a
glicosilfosfatidilinositol. Por lo tanto, parece que existe una correlacién positiva entre las
importantes modificaciones en la morfologia de las hifas inducidas por las poliaminas y el

aumento en la biosintesis de esta proteina tras la induccion.

Ademéas de estos mecanismos comunes, cada una de estas dos poliaminas afecta
particularmente a la biosintesis de proteinas implicadas en rutas indirectamente relacionadas
con la biosintesis de penicilina. Ejemplos de estos mecanismos los proporciona principalmente
la espermidina, la cual induce la sintesis de una probable fosfogluconato deshidrogenasa Gnd1l
y una probable tiamina-fosfato pirofosforilasa/hidroxietiltiazol kinasa. La primera enzima cataliza
una reaccion de regeneracion de NADPH en la ruta de las pentosas fosfato. El incremento en
los niveles de NADPH se ha correlacionado positivamente con la produccién de antibiéticos -
lactamicos (Jgrgensen y col., 1995; Henriksen y col., 1996; van Gulik y col., 2000) y esta
descrito que la produccion de penicilina en las cepas de alta produccién constituye una gran
carga para el suplemento de NADPH (Kleijn y col., 2007) (biosintesis de 1 mol de penicilina
requiere 8—10 moles de NADPH). La segunda proteina esta implicada en la sintesis de novo de
tiamina (Nosaka y col.,, 1994; Mizote y col.,, 1999), que actia como cofactor de
aminotransferasas. El pirofosfato de tiamina esta involucrado en la biosintesis de aminoacidos
ramificados (valina, leucina e isoleucina) regulando la acetolactato sintasa, la enzima limitante
de esta ruta. Por lo tanto, el incremento en los niveles de pirofosfato de tiamina favoreceria la

acumulacién de valina, que es uno de los precursores de los antibidticos B-lactamicos.

Un resultado llamativo que se obtuvo Unicamente tras la adicion de espermidina es el
descenso en la intensidad de la cisteina sintasa, la cual cataliza la biosintesis de cisteina a
partir de serina. La cisteina es uno de los tres aminoacidos precursores del tripéptido ACV y su
disponibilidad influye notablemente en los flujos de produccién de penicilina (Nasution y col.,

2008). Aparentemente, este resultado podria parecer contradictorio con el hecho de que la
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adicién de espermidina provoque un incremento en la produccién de penicilina. Sin embargo, la
cisteina también puede ser sintetizada a partir de metionina mediante transulfuracion por la
cistationina beta sintasa. Por lo tanto, parece que el descenso mediado por espermidina en la
sintesis de la cisteina sintasa no afecta a la biosintesis de penicilina, probablemente debido a
que la otra ruta para la biosintesis de cisteina proporciona suficiente aminoacido precursor para
la biosintesis de ACV. La importancia de la cistationina beta sintasa en la biosintesis de
penicilina esta apoyada por el hecho de que la sintesis de esta enzima se encuentre

aumentada en la cepa de alta produccién AS-P-78 (Jami y col., 2010).

Un ejemplo de proteinas inducidas exclusivamente por el 1,3-diaminopropano y que
podrian estar implicadas en rutas metabdlicas indirectamente relacionadas con la biosintesis de
penicilina lo constituye la ATPasa vacuolar transportadora de protones. Esta enzima
heteromultimérica acopla la energia proveniente de la hidrélisis del ATP al transporte de
protones a través de las membranas de células eucariotas usando estos gradientes para
proporcionar energia para el transporte de solutos, para el mantenimiento de un pH intracelular
constante y para proporcionar una sefial para los procesos intravesiculares (Nelson y col.,
2000). Varios transportadores, tales como los que estan implicados en la incorporacién de
nutrientes, utilizan el gradiente electroquimico de los protones o fuerza protén motriz que existe
a través de la membrana plasmatica para proveer de energia al transporte (Burgstaller, 1997).
Por tanto, el transporte de determinados nutrientes y otros solutos que son relevantes para la

biosintesis de penicilina pueden verse favorecidos por el 1,3-diaminopropano.

Otra ruta metabdlica que parece verse favorecida especificamente por la espermidina es
la biosintesis de porfirinas. Algunas de las enzimas que catalizan varias etapas de esta ruta,
tales como wuna probable &cido 5-aminolevulinico sintasa HemA y una probable
coproporfirinégeno oxidasa Ill Hem13, vieron incrementada su sintesis al afiadirse espermidina.
Las porfirinas son un grupo de compuestos organicos bien conocidos por ser el pigmento de
los glébulos rojos y podrian ser responsables, al menos en parte, del incremento en la
intensidad de la coloracion observada en los medios sélidos tras crecer P. chrysogenum
suplementado con espermidina. Ya que el 1,3-diaminopropano también dio lugar a una
coloracién mas intensa, pero parece no incrementar la sintesis de porfirinas, tampoco puede

excluirse la induccion de la biosintesis de otros pigmentos por estas poliaminas.

En conclusién, hemos observado que la adicion de las poliaminas 1,3-diaminopropano

y espermidina conduce a la modificacion de la sintesis de varias enzimas implicadas en

262



Discusion General

numerosos procesos metabdlicos. Como resultado de efectos directos e indirectos sobre
enzimas implicadas en la biosintesis de penicilina y compuestos precursores, hemos
comprobado que las poliaminas son responsables del incremento de la biosintesis del

antibiotico B-lactamico penicilina.
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Conclusiones

CONCLUSIONES:

Una vez finalizado el proceso de recoleccion y andlisis de datos experimentales, se

obtuvieron unos resultados que han permitido presentar el siguiente conjunto de conclusiones:

» Se ha purificado a partir de diversos caldos procedentes de la fermentacion con hongos
productores de antibiéticos B-lactamicos, una molécula (1,3-diaminopropano) que actia
como inductora de la biosintesis de penicilina en el microorganismo P. chrysogenum.
Se ha comprobado que la poliamina espermidina, una molécula cuyo catabolismo da
lugar al compuesto inductor, produce el mismo efecto en el microorganismo que el

compuesto purificado 1,3-diaminopropano.

» Lasuplementacién de los medios de cultivo de P. chrysogenum con las poliaminas 1,3-
diaminopropano o espermidina a concentraciones semejantes, incrementa los niveles

de transcripcion de los genes biosintéticos de penicilina pcbAB, pcbC y penDE.

» La suplementacién de los medios de cultivo de P. chrysogenum con las poliaminas 1,3-
diaminopropano o espermidina a concentraciones semejantes, provoca la aparicion de
una serie de cambios en el microorganismo relacionados con la morfologia,

pigmentacion, esporulacion y metabolismo secundario.

« La adicion de las poliaminas a los caldos de cultivos de P. chrysogenum es
responsable de que se vea modificado el patrén de sintesis de algunas enzimas
relacionadas directa o indirectamente con la biosintesis de penicilina, tal y como pudo

observarse mediante estudios comparativos de proteGmica.
« En base a las pruebas realizadas con las moléculas inductoras a escala de Planta

Piloto y su resultado positivo sobre la produccién de penicilina, se abre la posibilidad de

su posible uso a escala industrial para la obtencion de mayores titulos de antibiotico.
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icion

indican como N/A.

Ina se

tensidad se ve aumentada tras la ad
de espermid

in
icion

Manchas del proteoma intracelular de la cepa P.

parte

54-1255 cuya
espermidina. Se indica el nUmero de veces que aumenta la intensidad y el valor p. Aquellas

isconsin

Tabla 3.3.3-12

manchas que sdlo se detectan tras la ad

chrysogenum W

Anexo 5
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Tabla 3.3:3 Manchas del proteoma invacelular de fa cepa . chrysogenum Wisconsi 54-1255 cuya inensidad e ve aumentada tiasla ad  icon de espemnidina. Se indca el nimero de veces que aument  a la intensidad y el valor p. Aquellas manchas que sdlo se dete ~ ctan tiasla
adicion de espermidina se indican como NA
Tedrico Esimado
[
Vodis NonbeehOF Moo T Velt)  f sl § Gl leoidn ot Cdemadskpobi i ::;:: vitp R
Percepeion y respuesa a esimulos
si pogy WPOHE  boptogie oo Bl Pnlom oy gy i 3 LUEQ Rescdeceia, deensay ideca
4 chrysogenum
so pogur WPOHBL sy oGyt . w3062 0 12 B 2 W 3 NA WA Restdecoll, debrsay ienca
8 Saccharomyees cerevisiae
S Pl g‘|211058525 m”gS‘m"a”“/mg‘“m‘h‘z”e:;g“;e‘mGm'sa“ha“’myces BS6 M 5 2 4 W & WA NA Resaecell debray e
sip g IPSVEE stgsmayo3dhongtenfacielidongEmae g gy gy g A M ONA Ruadelhomgerisio
1 imgA -Aspergilus ndulans
Sel9 Pel2g09030 g\|211058235 stiong simiarty to fumarylacetoacetase - Homo sapiens %6 60 %8 85 9 & it ki) NA NA Ruta del homogentisato
glat1sezs " ‘
S22 Pel2gas 0 stiong simirty o fumarylacetoacetase - Homo sapiens %6 60 Us 67 u iy 812 5 3% 18EM Ruta del homogentsato
gouses ) .
ST Pelglaosn 0 stong simiarty o fevohemoglobin Fhy -Alcalgenes europhus 478 18 86 4 it [ 686 8 NA NIA" Rescate celuar, defensa y vinlencia
IR e A e L L PR T B TS BT ™ 2 M ONA Ruadelhomeerisio
fimgA -Aspergilus nidulans
Procesos del desarollo
S9 P 02115919 stmngswmwlamylog\ycosy\phosphat\dylwﬂogwlo\anchoredbela(l— 76 m 8 5 0 2 o 2 WU Biogénesis de componentes
1 3)gucanosyransterase gel3 - Aspergils fumigatus cellares
Otas proteinas
glL15848L strong similarty to hypothetical potein )
4 Peldg20io o 42 62 &7 13 15 5 186 (] NA NA Desconocid
2 ™ b contig_1 98_scafold 6.ta_1090cg - Aspergilus nidulans e
So Pl 0121158225 weak similaty o hypothetcal proten Ta1372 - Themoplasma n 50 B 8 i 5 n i m A Descotita
8 acidophium
(/21158899 strong similarty to hypothetical potein .
Peigoa10 ) - Ui 56 B4 62 8 5 35 k) NA NA Desconocid
8 Py 1 contgaL. part i tfa_2190wg - Aspergilus fumigatus e
S P g2L159137  strong simiarty to hypothetical protein An01g08830 - 03 " 15 5 g " » 8 m A Descontita
1 Aspergilus niger
g144gezng » )
S50 ) 16KDa allergen - Pencilium chrysogenum 164 52 133 42 4 L) 3% il 3 4% Desconocida
S0 Pelglzs10  gi2ssess019 hypothetcal proein Peniilium chrysogenum W4 5% B0 58 Jl I3 81 69 302 2MEM Desconocida
- Pe23g00350 g\|255795166 ypotheticalprotein BACS2546-Pericilium chrysogenum 25 6,1 198 69 0 il 59 [ NA NA Desconocida
Pe2Ag2ms0  gi3dsandst hypothetcal proein [Penicilium chrysogenum 32 56 198 69 8 2 ki k] NA NA Desconacida

Anexo 5: Tabla 3.3.3-22 parte: Manchas del proteoma intracelular de la cepa P.
chrysogenum Wisconsin 54-1255 cuya intensidad se ve aumentada tras la adicién de
espermidina. Se indica el nUmero de veces que aumenta la intensidad y el valor p. Aquellas

manchas que sélo se detectan tras la adicion de espermidina se indican como N/A.

312



Anexos

©pIoou0dsaq
©ploouodsaq
©pIoouodsaq

BpIo0U0dSaq
BpI20U09SaA
©pI20U09SaA

BpI00U0dSaq

sae|njed sejuaLodwod ap sisauzbolg

BIOUBINIA A ©SUJAP ‘[N 218053y
BIOUBINIA A BSUBJOP ‘[N 218053y
BIoUBIIA A BSUBJEP ‘e|N[ad B1eSaY
ojesnuabowoy ap eIy

BIoUBIIA A BSUBJEP ‘e|N[ad B1eSaY
el0UBINIA A BSUSEP “IeINja0 S1e9SaY
el0UBINIA A BSUBEP “IeINjad S1e9SaY

ogje104d ounsaq

oorejoid ounsa@

oorejoud ounsaq

odia104d ounsaq

odia10.d ounsaq

odia104d ounsaq

ogie101d ounsaq

ogi@10.d ounsaq

5210198409 8P OUAIWLBNbA)
0 UQIUN Bp UQIDUNY UOD BUJRI0Id

oorejoid ounsa@
oorejoid ounsa@

oorejoid ounsa@

sisauaboauoonih A sisioalo
SqaIy 9p 0D

soreIpIyoqIED 3p ow:

loqelaiN

seuund ap owsljogea iy

BUIBISIO 9P SISAIUSOIG

BAIEPIXO UQIOR|U0jSO-

oopidij owsioqeIa N
orenI|NAW [3p 0j9ID [3p
sanei e oyeanuid e ojeuoidoid 9p UQIYEPIXO
orejojoIpIyeIa)
-0UB|IBW-OT G eI0eY BuIdNB 9p owsijoqereD.
orejixogiealp A o1e|ixollb [ap owsiogelsy

SOIIPILOGIED BP OWSIOGRIB

BAIEPIXO UQIORIU0JSOS

SqaI3 9p 021D

ugroungy

anb seyouew sejjanby d Jojen |2 A pepsualul | aknu

v0-38€'8
Y0-3¥9'L
P0-3V9'L
£0-3rY's
$0-39T'2
£0-395'8
So-38Y'8

VIN

v0-320'6
20-310'8
S0-352'E
Y0-325'e
£0-3VE'T
90362y
S0-3r0'6
S0-32L'6
VIN
S0-3vY'T
£0-3vS'S
$0-385'T
£0-395'8
£0-3€€'T
£0-3€€'T
203v0'L
¥0-398'T
£0-IE'y

So-36€'y

$0-312'T
$0-3ST'8
£0-300'G
v0-328'2
S0-39L's
£0-312'T
£0-312'T
S0-38T'T
PO-AUT'T
Y0-3TY'T
£0-3L€'6
$0-390'%

S0-3v9'9

d oA

sz'e
vz
e
ve'Z
802
62z
1243

VIN

8v'e

51944

81

or'e

frad

g’

90's

w'e

89'6

62

89

89

€8y

15

88's

vE'9

602
20T
20T
S0'T
44
[4%4
[
sz'e
12T
€2z
w'e
e
S9'e

euoune
anb sasap

€
LE
(34

oe

St

6€

19

k41

18

P4

8s

08

08

L

s

9

€2

or

8y

P4

0z

P4

Se

6¢

T

8¢

8T

8y

€S

€S

Sy

SS

T
29
ST

Se

SE

(%) euerosd
€| 3p ein2g0)

GLE
ors
T8

662

687

162

219

2sT

Sy

8rT

0zot

1.9

918

8

S08

s€
06

G9S

8¢

105

e

6vE

STy

9TL

T99
00TT
68€

6TS

6y

G88
LzL
€Ly

216

upenung

9s
S
s

62

St

s

[44

87

S

9€

kg

Ly

€€

e

6€

SS

g

9€

Ly

e

Sy

o

Ly

€S

8y

ev

18

or

142

(34

9T
iad

s

6€

ka4
or
0s

142

e

uapIoUI00 ON

6 0'8 8%
T v'L el
€1 v’ el

8 6  S'8C
31 TL gt
€1 o'y 8'T9

L v'L 0Tl

€ TS Ler
ot LT

4 'L Tz
61 L S'%E
81 6's  9'6E
[ TL 819
og €L v'09
9 v'L 819
ot 'L et

S TS L'el

8 'L ez
81 oy Tz
€1 Ty 6z
0z o'y 819
12 o'y 9'59
ot o'y 9'59
12 €8 z'oz
T v v'se
T v e'ee
T v ve

6 €'s  8'se
€1 6L TSz
oT 9's  0'sE
oT 0's  9'se
2 T8 T'6E
44 2’8 o'ty
€1 2’8 o'ty
€2 6L Sy
€2 9L Loy
vz 8L ¥'19
ST r'e vl
ot §'s  8'se
9z s v'19

wppuoy 1 MMH
opeuns3

1wsIp anb $308A 3P CIBWINU |8 LIIPUI BS “BUIPILIBASS 3P UODIP

B SEA BPINUILSIP @A 35 PEPISUBIUI BAND GSZT-PG USUOISIM WNUaBosAIYd d

19 S
9's e
T9 gz
§'6  09E
§'9  6'sE
or 2T
T'9 0'sT
9's Tl
6's 09T
g L
T9 gl
6's  v'os
2’9 €8s
2’9 €8s
2’9 €8s
6'9 T8l
€5 v
T9 S
0's  2'69
0's  2'69
L'y 9'95
'y 9'98
8y 079
0’9 0wy
0's 2'69
0's 2'69
9's 9
v's  g'ee
09 6'se
§'s  9'%e
v's  v'se
98 TOv
88  e'8y
T8 ey
v'8 0TS
68 97§
§'9  T'09
6'v €01
L's  T'eS
09 6'se
d (e)

esely

oopgay

05£000€29d SGESO

BoSA ¥Sz8ove ueoid d.
[wnuaby ] uieroid d
wnuaBosAiyo wNydIUad-9ySZ8oVE iaioid feonayiodAy 199756552l
sniebiwny

sniBiadsy - BMogy en-oyBNuoo uieioid [eonaylodAy o1 Aejwis Buons
easub ayuodeubep - T'v80zobw uiei0id [eanaylodAy o1 Auepwis Buons

aquiod S80AWOMRLIIRSOZILDS
- 92T°€22100dS Bojowoy egWD3 eanayiodAy o) Awejiwis buons
SMUB2S3I J210BG0INED- Z60£DD Ureloid [eanaylodAy o) Arejiwis

sueinpiu
sn|jibiedsy - guig usioid Jrem (129 [eanayodAy o1 Aejiwis buons

snyeBiwny
- Opos i uz'n9 o3 Arejiwis buons
1861 snyiBiadsy
- 028v0b6rouy ui0id 8X1| aseINwWsIp apixosadns o) Auejiwis Buons
10j021UOWIES Sa9AWO|0q0I0dS
- asejonpal apAyaple Juspuadap-HdavN o1 Auejiwis Buons
suenpuu snyibiadsy

- yBuy 6. ‘z d ' 01 Qs buons
seIsnalan
S90AWOIBY9ES - TYOY 8SE|0IPAY Y0O-A190€ 01 Aejiwis Buons
seIsnalan
$90AWOIRYIIES - TYOY 9SE|0IPAY Y0O-|A1998 0 Aejiuis Buons
seISNnaIan

S80AWORYDIES - TYOY BSEI0IPAY YOO-1K130e 01 AuejiLuis Buons

suenpu snyBiadsy- gdAo uiydopoko o) Awrepwis Buons
seISNnaIan
- ogn swAzua
8T U uad usbially
69rPOVY
(6T 0 uad uabiajie) snejnsdes
sookwoyely - 02dsy oz ureloid o0ys Jeay 01 Aejiwis Buons
(6T 2 uad usbiayre) snensdes
seokwolely - 0zdsy o, utelosd xo0ys Jeay o) Awejiwis Buons

unnbin o1 Aweinwis Buons

2UUIS JejonJRA

Biadsy - vipd v/ asesawwos! apynsip uijoid o) Aiuejiwis Buons

Biadsy - vipd v asesawwos! apynsip uiajoid o1 Airejiuis Buons

aquod saoAworeyo2esoziyas - drxud Josinodaid ueloid Buipuiq

-winiofea oy Arejius Buons [wnuaBosAyd wnioIuad] ulnonaled

lojuiBequnid

BURIOIN - 2y d g Lt Uie0id Buipuiq YNY 03 Awejiuis Buons
(6T 0 uad uabia|ie) sniensdea

seokwolpaly - 0dsy 0L uteloid 3o0ys Jeay o) Aiuejiwis Buons
(6T 0 uad uabiajie) sniensdea

seokwolpely - 02dsy 0z urelod 3o0ys Teay o) Aiurequis Buons

SBISIN3I00 SEOAWORYIIRS
- TSUJ MUNGNS QY S/ [90S BSEajONUOpUS 0} AlrejwIS Buons

SBISINGIE SOOAWORLIIES
- Teq4 ase|opfe areydsoydsiq-2s01ony 01 Aurejwis Buons
28ISINAI9D SAOAWOIRYIIES
- 700V aSEIRIPAY SIENUOTE [EUPUOLOOLW 01 Aejiwis Buons

JeISNaIED
- Teiy a

g 03 Awejuwis Buons

- 0££1062TUY UlRl01d 8X1| 9seury aulsouspe o) Aurejiwis buons
wnuabosAiyo wnij|IoIuad-055280Ve 9SeyiuAs auiisko
2quiod S99AWOIRYIIBSOZIYIS- 990°59ZOEdS
[Ze) apyns 01 Aun
eonAjodi| emoLreA
- 1L0d 0 v0O-1A1808

Iwis buons

01 Awrejiuns Buons
suepnpiu sniiBiadsy - ysow aseqiuAs arenidlAyiaw o) Auejiwis Buons

9eISINGI90 S8AOMRYIIES
- TA29 | Wungns asejAxogquesap auldk|b o) Auejiwis Buons
sueinpiu snjbiadsy- Qnoe aseA| aenio0s 0) Aejiwis Buons
1861 snjBiadsy - 0£60TBTOUY
uier0id 93ji A1AnoE SsEIBISUeI 1eBNS Yim WAZUS 01 AlLejiwis Buons
‘esseld elodsoinaN - ddW-e1aq
ase1onpal 9-awoiya01Ao--ouinbign Jo | uieloid 2109 0} Auejis Buons
SBISINGIGD SEOAWOIRLIIES
- 100y aSEIRIPAY B1eNUOTE [eUpUOYIONW 01 ALe|iwis Buons

omiL

“W/N Owoo ue

LEvZ6EVEND  05.206729d
6 05£000€29d 080

TeLzesTTeld  056.16220d el

2rL6v6SSelb  052L16220d Erae]

6 0/8.16220d 210

6 059006219d 60
seuyajoid seno

€T,265TT2
985185TTe|

6 061006229d €€S0

0J|0LIESap 3P SOSB20I]

965976552l

£8855655¢|

6 0v6916T2od 2€80

€2ST6STIZ|

6 089v06229d €S0

§9.88ST1Z|

6 0855T60zod 2SO

15€2€65S2|

6 0v06062Tod 6TSO

818T8STTZ|

6 ogTE0BZTOd 1)

8181851126  0eTE0BZTOd €0

818185TTZI6  0£TE00ZTId 0
so|nwyse e esandsal A ugodasiad
822985T12I0  090£TH9TOd €SO

269985T12I6  081T0P8TOd €€S0
206€96L16  0269T6T2od 9250

880265112l

6 over1bzeod 280

880265112l

6 over1bzeod 10

1.868ST1Z|

6 08z116120d 2180

T.868STTZ|

6 08zT16T2od

TVETESTTZ

6 008206229d

SE61565SC|

6 068T16TZod 80

8802651126 0vzTT622od 150

8802651126 ovz11bzzod 90

6 066616229d =2}
uoEBUWLOJUI B SEINY

B8T6Z6STTZ

002985T12I6  022T0B8TOd 6250
T92165T12I6  00020622od 8250
6€ST6GTTZI6  09870622od €250
¥Sp06STIZI6 09v2T6TZ9d 0250
€12065T12I0  068vT6T2od 8150

8195851126 0955069T9d
1150

¥88Lv6552II6  028906220d
99988GTTZI6  0TGETBOZOd 91O
96958GTTZI6  0272069T9d  STSO
vey165T12B  099806229d  ¥TSO
£92956552I6  029€TOT2od €150
9T9TV6SSZIB  08.2169T0d 01D
T92165T12I6  00020622od 10

ejbiau3 A ousijoqeiay
) 240

oY ON oy

o1puy 8s BUIPIWIBGSa 3P UORIPE B Sex uddasedesap
edao e ap Jejnjsoenul BWOal0Kd [3p SEYOUB 'E'E BIqEL

Manchas del proteoma intracelular de la cepa P. chrysogenum

Tabla 3.3.4
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Anexos

Tabla 3.3.5: Proteinas comunes cuya sintesis varia tras la a  dicion tanto del 1,3-diaminopropano, como

de espermidina. Estas proteinas estan ordenadas de acuerdo al nombre de su ORF.

Nombre del ORF No. Acceso Titulo

strong similarity to FAD dependent L-sorbose dehydrogenase SDH -
Gluconobacter oxydans

Pc12g00650 0i[211581586 similarity to hypothetical protein CC3092 -Caulobacter crescentus

Pc12g00830 gi[211581603 strong similarity to sorbitol utilization protein sou2 - Candida albicans

Pc12g03130 0i[211581818 strong similarity to acetyl-CoA hydrolase Achl - Saccharomyces cerevisiae

Pc12908070 0i[211582258 weak similarity to hypothetical protein Tal372 - Thermoplasma acidophilum

Pc12909030 0i[211582350 strong similarity to fumarylacetoacetase - Homo sapiens

Pc1209040 gil255932351 strong similarity to 3,4—dihydroxypheny!acetate 2,3-dioxygenase hmgA -

Aspergillus nidulans

Pc06g01600  gi255930411

Pc13g08270 0i[211583872 adenylylsulfate kinase AAA81521-Penicillium chrysogenum

Pc139g08810 0i[211583926 strong similarity to elongation factor 1beta EF-1 - Oryctolagus cuniculus

PC16g07470 0il211585695 strong similarity to glycine decarboxylgs_e subunit T Gevl - Saccharomyces
cerevisiae

Pc16g13060 gi[211586228 strong similarity to cyclophilin cypB -Aspergillus nidulans

Pc16913280 gi|211586250 strong similarity to glutathione reductase GIrl - Saccharomyces cerevisiae
PC18g00860 0il255942327 weak similarity to suppressor of tor_n:?. protein Mpt4 - Saccharomyces
cerevisiae
strong similarity to nascent polypeptide-associated complex alpha chain alpha-
NAC - Mus musculus
Pc20g13510 0i[211588565 strong similarity to methylcitrate synthase mcsA - Aspergillus nidulans
. strong similarity to 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCC) non-biotin-
Pc21g01110 gi[255952859 containing beta subunit like protein An07g04270 - Aspergillus niger
strong similarity to hypothetical protein contig31_part_ii.tfa_2190wg -
Aspergillus fumigatus
strong similarity to GU4 nucleic-binding protein 1 Arcl - Saccharomyces
cerevisiae
strong similarity to cell cycle regulator p21 protein wos2p -
Schizosaccharomyces pombe
Pc21g11280 gi[211589871 strong similarity to protein disulfide isomerase A pdiA - Aspergillus niger

Pc219g11890 0i|255954935 strong similarity to RNA binding protein 47 RBP47 - Nicotiana plumbaginifolia

Pc20g13270  gi211588542

Pc21g02210  gi211588997
Pc21g02360  gi[211589011

Pc21g03140  gi|211589089

Pc21g12310 0i[255955019 hypothetical protein Penicillium chrysogenum
Pc21g12790 gil211590017 strong similarity to UTP—qucose—l—phosphatg grldylyltransferase Ugpl -
Saccharomyces cerevisiae

Pc21g17880 0i[211590494 strong similarity to 4-aminobutyrate transaminase gatA - Aspergillus nidulans

Pc219g20480 0i|255956565 strong similarity to ATP citrate lyase ACL1 -Sordaria macrospora
Pc21g21370 gil211590823 acyl-coenzyme A:isopenicillin N. a'c.yltransferase (acyltransferase) AAT /
PenDE - Penicillium chrysogenum
calreticulin [Penicillium chrysogenum]. strong similarity to calcium-binding
protein precursor cnx1p - Schizosaccharomyces pombe
Pc22g03660 0i[211591424 strong similarity to isocitrate lyase acuD -Aspergillus nidulans
PC22G06820 gil255947884 strong similarity to peroxisomal gcgtyl—CgA C-acyltransferase POT1 -
Yarrowia lipolytica
strong similarity to glycosylphosphatidylinositol-anchored beta(1-
3)glucanosyltransferase gel3 - Aspergillus fumigatus
strong similarity to dnaK-type molecular chaperone Ssb2 - Saccharomyces
cerevisiae
strong similarity to heat shock protein 70 hsp70 - Ajellomyces capsulatus
(allergen Pen c 19)
strong similarity to endonuclease Scel 75 kDa subunit Ens1 - Saccharomyces

Pc22g02800  gi[211591341

Pc22g09380  gi211591967
Pc22g10220  gi211592047
Pc22g11240  @i[211592088

Pc22g19990  gi211592918

cerevisiae
Pc23g00350 gi|255951667 hypothetical protein BAC82546-Penicillium chrysogenum
Pc24g02750 gi[34392437 hypothetical protein [Penicillium chrysogenum]
0i|144952798 16 kDa allergen - Penicillium chrysogenum

Anexo 7: Tabla 3.3.5: Proteinas comunes cuya sintesis varia tras la adicion tanto del 1,3-
diaminopropano, como de espermidina. Estas proteinas estan ordenadas de acuerdo al

nombre de su ORF.
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