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Introduccion

Los hongos del orden Eurotiales se encuentran entre los mas

distribuidos en la naturaleza. En este orden se engloban géneros como
Penicillium, Eurotium y Aspergillus, de gran interés en la industria alimentaria
por intervenir en procesos de maduracion de quesos, productos carnicos y
produccion de aditivos. Por otro lado, dentro de este orden también se
engloban algunas especies productoras de micotoxinas, las cuales son
metabolitos con actividad hepatotéxica, carcinogénica, teratogénica y/o

mutageénica.

El género Eurotium también estd presente entre los hongos
contaminantes que crecen sobre las paredes y maderas de edificios,
incluyendo casas habitadas en climas humedos (Slack y col, 2009).

Todas las especies del género Eurotium son xerdfilas lo que implica que
s6lo puedan ser cultivadas en medios de cultivo que le proporcionen una baja
cantidad de agua. Por tanto, en su recuperacion y aislamiento son empleados
medios de cultivo suplementados con un 20% de sacarosa o glicerol (Thom y
Raper, 1941, Pitt y Hocking, 1985) a fin de disminuir la actividad de agua (au).
Con estos medios de cultivo, ademas se consigue la coexistencia de sus dos
estadios, el sexual y el asexual. EI medio de cultivo CY20S ( apartado 3.4.2. de
Materiales y Métodos) es Optimo, tanto para el crecimiento de las diferentes
especies de Eurotium, como para su identificacion, segun la coloracién que
presente el micelio transcurridos 14 dias de incubacién a 25 o 28 °C (Thom y
Raper, 1941, Pitt y Hocking, 1985).

1.1.1 Clasificacion taxonémica de E. rubrum.

Anteriormente el orden Eurotiales se incluia dentro del Filo
Deuteromycota, pero actualmente este Filo ha sido eliminado de la taxonomia
de hongos y los diferentes géneros que estaban englobados en él fueron
clasificados, en base a los resultados obtenidos mediante analisis moleculares,

en diferentes taxones dentro de los hongos con reproduccién sexual.
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Introduccion

La clasificacion taxonomica de Eurotium es compleja y confusa, ya que,

algunas de las especies que se recogen bajo este género, se identifican

paralelamente como especies del género Aspergillus (Raper y Fennell, 1965).

Actualmente se le reconoce y se le acepta como género y su clasificacion

taxonomica es la siguiente:

Reino: Fungi.

Division: Ascomycota (Eriksson, 1998).
Subdivisién: Pezizomycotina.

Clase: Eurotiomycetes.

Orden: Eurotiales (green and blue molds) (G.W. Martin ex Benny &
Kimbr., 1980).

Familia: Trichocomaceae (Fischer, 1897).

Género: Eurotium.
1.1.2. Ciclo Biolbégico de E. rubrum.

Eurotium es un hongo ascomiceto, saprofito y su micelio es ramificado y

septado. Presenta una gran cantidad de cleistotecios y sus conidioforos son

simples y con apice en forma vesicular (Pitt y Hocking, 1985).

14

Su ciclo de vida se desarrolla en dos etapas:

1. Etapa de propagacién asexual o anamorfica (figura l1a),
mediante la formacion de conidios que presentan pared espinosa y se

agrupan formando cadenas, de color verde grisaceo.

2. Etapa sexual o teleomoérfica (figura 1b), mediante la
formacién de cleistotecios que nacen del nudo de una hifa sobre un tallo
bien definido, asemejandose a un pufio cogido fuertemente a un
antebrazo estrecho. Cuando las ascosporas estan maduras, los
cleistotecios tienen aspecto de saco lleno con una masa de esporas
elipsoidales y de pared lisa.



Introduccion

Conidios

~Conidioforos

Figura la Figura 1b

Figura la: Fase de propagacion asexual de E. rubrum caracterizada por la formacion de
conidios.
Figura 1b: Fase de propagacion sexual de E. rubrum caracterizada por la formacion de

cleistotecios.

1.1.3. Metabolismo secundario de E. rubrum.

Los metabolitos obtenidos a partir de cultivos de varias especies del
género Eurotium presentan una gran variedad de actividades bioldgicas:

insecticida, antibacteriana, antifiingica, toxica y citotoxica.

Entre los metabolitos descritos (figura 2), encontramos la flavoglaucina
(C19H2803), metabolito que se caracteriza por su color amarillo oro. Fue
identificada por Quilico y col. (1949) a partir de extracciones con solvente
organico del micelio de Eurotium repens (Aspergillus repens). Presenta
actividad antibacteriana frente a Bacillus subtilis y toxica frente a Artemia
salina, ademas de citotoxicidad sobre cultivos primarios de hepatocitos (Podojil
y col., 1979) y conejos (Nazar y col., 1984). Otros compuestos identificados en
esta misma especie, son la echinulina (Cy9H39N3O,) y la asperentina
(C16H200s), con actividad antibacteriana y toxica, y en este ultimo, ademas, se
ha observado actividad antifungica. Entre los metabolitos identificados, solo el
physcion (C16H120s), tiene un bajo poder citotéxico frente a las células Hela
(Podojil y col., 1979).

Asi mismo, a partir de E. tonophilum se han purificado otros metabolitos,
entre los que esta, la aspergina (CigH2603), que muestra actividad
antibacteriana (Sokolov y col,, 1971). Otros compuestos, como la

15



Introduccion

esterigmatocistina (C1sH1205), con actividad citotéxica en embriones de pollo y

considerada como un compuesto intermediario en la biosintesis de aflatoxinas,
es producida por algunas especies de Aspergillus y de Eurotium (Rabie y col.,
1977; Schroeder y Helton, 1975).

Asperentina HO O HO

Physcion LHC CH; Echinulina

Figura 2. Estructura de algunos metabolitos con diversas actividades biologicas,

producidos por Eurotium.

Desde la Antigliedad, la curacion o secado de determinados alimentos ha

sido un método eficaz para su conservacion.

Existe una gran variedad de alimentos madurados con hongos; entre ellos
se encuentran, quesos, dulces, vegetales y carnes. En oriente los vegetales se
maduran con distintas especies de hongos como Mucor, Aspergillus,
Monascus, etc. En occidente los hongos utilizados en alimentos se reducen
casi exclusivamente al género Penicillium, excepto en los productos carnicos
con un largo periodo de curacién, donde también se desarrollan especies de

Aspergillus y Eurotium.
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Introduccion

1.2.1. Produccion de embutidos.

A nivel mundial existen una gran variedad de productos carnicos
elaborados a partir de piezas enteras de carne de bovino, y aunque su
produccion es muy inferior a la alcanzada a partir de carne porcina, son

igualmente apreciados por su calidad.

Existe una gran heterogeneidad en el proceso de elaboracion de estos
productos, por lo que conviene destacar aquellos jamones y cecinas que han
logrado el aval y reconocimiento de la Union Europea en las formas:
Denominacion de Origen Protegida (DOP), Indicacion Geografica Protegida
(IGP) o Especialidad Tradicional Garantizada (ETG), figuras comunitarias de
calidad que, respaldadas por un riguroso reglamento de elaboracién y control,

se aplican a ciertos productos agricolas y alimenticios.

La mayor parte de la produccion y consumo de jamon curado se localiza en
Europa. Entre los estados miembros de la Unidn Europea, los que tienen mayor
produccion y exportaciéon de jamdn curado son, en primer lugar Italia, seguido
por Espafia. Tanto en Castilla y Leon como en otras regiones de Esparia, las
industrias chacineras dedicadas a la elaboraciéon y comercializacion de
productos curados procedentes de carne porcina y bovina tienen una gran

importancia econémica.

En Espafa se elabora la cecina, un producto obtenido a partir de carne de
vacuno y cuya area de mayor produccion se centra en la provincia de Ledn. Por
su calidad y representatividad, este producto carnico ha quedado recogido en
el Catalogo de Embutidos y Jamones Curados de Espafia. Actualmente, la
elaboracion de la cecina de Ledn se encuentra amparada bajo la IGP

(Indicacion Geografica Protegida).

1.2.2. Actividad fangica en el proceso de elaboracion de

jamén y cecina.

En los productos céarnicos crudos y curados generalmente (con excepcion de

las salchicheras) no se utilizan cultivos iniciadores, sino que la inoculacion

17



Introduccion

normalmente se produce de forma espontanea a partir de la microbiota fungica
ambiental. Esto incrementa el riesgo de colonizacibn por especies
micotoxigénicas, excepto en el caso de Eurotium, donde la mayoria de

especies no producen micotoxinas.

El desarrollo fungico confiere a los embutidos curados un aspecto externo
caracteristico. La capa de micelio que se forma en la superficie del producto
regula la pérdida de humedad, lo protege de la luz y del oxigeno evitando que
se rancie. ElI microclima creado en la superficie impide la formacion de un
borde seco y untuoso y favorece el desarrollo del aroma y del sabor

caracteristico a través de la actividad de proteasas y lipasas (Licke, 1986).

Algunos autores describen la existencia de proteasas (Kinsella y Hwang,
1976) y lipasas (Seitz, 1990) en muchas especies de Penicillium y Aspergillus,
las cuales forman parte de la microbiota natural de los embutidos. La actividad
proteolitica “in situ” de los hongos que se desarrollan sobre embutidos curados
también ha sido descrita, aunque se ha determinado experimentalmente en

escasas ocasiones (Leistner, 1987).

Otros autores como Grazia y col, (1986) también describen la
participacion de los hongos en el proceso de maduracion. Estos autores
proponen que las caracteristicas organolépticas de los productos madurados
con hongos, respecto a los producidos exclusivamente por fermentacion acida,
no se deben a procesos proteoliticos, sino al descenso de la concentracion de
acido lactico y al aumento de los niveles de nitrbgeno y amonio como

consecuencia del metabolismo fungico.

En cuanto a la actividad lipolitica, autores como Huerta y col. (1987b)
observaron una importante actividad en la microbiota aislada a partir del jamon
curado, determinando que todos los aislados de Aspergillus y la mayoria de
Penicillium presentaban dicha actividad. Ademas, se piensa que la presencia
de algunos hongos xerofilos, como E. rubrum, favorece el desarrollo de las
caracteristicas organolépticas del jamon, debido a su posible accion lipolitica

sobre la grasa externa de la pieza (Hugas y col., 1987).

18



Introduccion

Por todo ello, la elaboracién de productos carnicos curados es un proceso
sujeto a unas condiciones de maduracidén concretas que van a determinar las

caracteristicas y la calidad del producto final.

Existen diferentes especies microbianas identificadas en variedades de

jamon y cecina (Nufez, 1995; Nufiez y col., 1998).

Las condiciones ambientales que se alcanzan a lo largo del proceso de
elaboraciéon del jamén y la cecina, tales como temperatura, humedad relativa
(HR), actividad de agua (aw) y pH, permiten Unicamente el desarrollo de los
grupos microbianos mejor adaptados a estas condiciones, mientras que el
desarrollo de microorganismos alterantes y/o patégenos se ve inhibido
(Rodriguez y col., 1994, Nufiez y col., 1998). Dichas condiciones, favorecen el
desarrollo superficial de una poblacién microbiana que varia a lo largo del

proceso de elaboracion.

Inicialmente predominan las bacterias del género Lactobacillus,
micrococaceas (Carrascosa y Cornejo, 1991; Rodriguez y col., 1994) y
levaduras (Nufez y col., 1996a). A partir de la etapa en secadero predomina
una poblacién fangica constituida, principalmente, por especies de hongos
xerdfilos como E. rubrum (Rojas y col.,, 1991; Nafez y col., 1996b). En la
siguiente grafica se representa la evolucién de los diferentes microorganismos

en las sucesivas etapas de curado (figura 3).
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Figura 3. Evolucién superficial de los principales grupos microbianos, durante las
etapas de elaboracion del jamén y cecina: postsalado (A), secadero (B) y bodega (C).
(Rodriguez y col., 2001).

Hongos (¢), levaduras (W), Micrococaceas ( 4) y Lactobacilos (x).

El proceso de elaboracion del jamon y cecina puede seguir dos
procedimientos distintos. Uno de ellos se puede considerar artesanal y se lleva
a cabo por métodos tradicionales, aprovechando los meses frios del afio y con
humedad relativa baja. El otro procedimiento, usado en la industria, utiliza
métodos artificiales para lograr las condiciones ambientales requeridas y se
lleva a cabo durante todo el afio. Segun lo describen Ventanas y col., 2001, el
proceso de curado de jamén y cecina consta de cuatro etapas clasicas: salado,
post-salado, secado y maduracién, precedidas de una fase previa de perfilado,

gue incluye la preparacion, seleccion y clasificacion de la materia prima.

El método de elaboracion de la cecina es similar al descrito anteriormente
para el jamon curado y al igual que en ese caso, para su produccion se pueden
seguir dos procedimientos, artesanal e industrial. Sin embargo, se diferencian,
ademas de en la materia prima empleada, en que la cecina es sometida a un
etapa de ahumado que tiene lugar entre el postsalado y el secado
(Zumalacarregui y Diez, 2001). El ahumado se realiza mediante la combustién
natural de lefia de roble (Quercus pyrenaica) o encina (Quercus rotundifolia)

durante 12-16 dias. EI humo permite fijar el color, proporciona aromas y da
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estabilidad a la cecina deshidratando homogéneamente la carne, lo cual impide
su alteracion y favorece su maduracion (Garcia y col., 1997). De acuerdo con la
IGP la maduracion de la cecina debe extenderse como minimo 7 meses a partir

de la etapa de salazon (Fernandez, 1997).

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre los distintos factores
que influyen en el proceso de curado y sobre la identificacion y caracterizacion
de la microbiota fangica de productos carnicos durante las diferentes etapas de

elaboracion.
A. Perfilado.

Con el perfilado se consigue dar la forma tipica de corte serrano en "V~
mediante la eliminacién de grasa y piel superficial. Ademas, se eliminan los
restos de sangre (sangrado) de forma manual siguiendo la trayectoria de las
arterias. En esta etapa los perniles se mantienen a temperaturas de
refrigeracion, entre 0-3 °C durante 1-2 dias, para evitar contaminaciones
microbianas y favorecer la penetraciéon de la sal en la siguiente etapa del

proceso.

En las piezas de carne, antes de ser sometidas al salado, ya se detectan
levaduras, aunque es el aumento de la temperatura al final del post-salado y en

el secadero, lo que favorece realmente la multiplicacién de las mismas.
B. Salado.

El salado de los perniles de cerdo se realiza aplicando una mezcla de sal
marina de grano grueso y sales nitrificantes (nitratos y nitritos). Los perniles
permanecen dentro de la camara de salazon entre 7 y 20 dias a temperatura
entre 1-5 °C y con una humedad relativa del 80-90%. Terminado el proceso, se
retira la sal mediante lavado y cepillado.

El salado favorece la deshidratacion paulatina de los jamones y cecinas y
su perfecta conservacion, al inhibir el desarrollo de microorganismos alterantes
y/o patégenos, ya que la sal disminuye la actividad de agua (a,) presente en la

carne e impide el crecimiento de estos microorganismos.
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En las piezas, antes del salado, no se produce un desarrollo visible de los
hongos, debido a que en esas condiciones son incapaces de competir con la
poblacién bacteriana, e incluso con las levaduras presentes (Hugas y col.,
1987). Sin embargo, en esta etapa cuando se toman muestras ya se pueden

detectar sus esporas.

En la etapa de salado, los microorganismos presentes en el jamon son
principalmente bacterias micrococaceas, mayoritariamente del género
Staphylococcus. Estas llegan al producto a través de la sal, ya que en piezas
frescas no se detecta la presencia de este grupo bacteriano, mientras que en la
sal utilizada para el procesado si. Ademas, las cepas aisladas en la sal
coinciden con las que se implantan en las piezas de carne. Las bacterias del
género Staphylococcus toleran grandes concentraciones de cloruro sddico, lo
cual es un criterio utilizado para su caracterizacion en taxonomia clasica. Estos
microorganismos alcanzan su mayor recuento al final del post-salado. En las
siguientes etapas de secadero y bodega, se produce un descenso de los

mismos, debido a la disminucion progresiva de la actividad de agua.

Durante esta etapa, la poblacion de levaduras supera a la microbiota

fungica, aunque también suele aislarse con frecuencia el hongo Mucor mucedo.
C. Post-salado (Asentamiento).

Las piezas de carne son trasladadas a camaras climatizadas donde se
consigue un reparto homogéneo y natural de la sal en los tejidos. De esta
forma, las piezas sufren un proceso de deshidratacion lento y controlado, hasta
adquirir una consistencia adecuada para su maduracién. El tiempo medio de
permanencia en la cdmara oscila entre 60-90 dias a una temperatura entre
3-5 °C y con una humedad relativa del 75-85%. Estas condiciones evitan el
crecimiento de microorganismos indeseables. Al final de esta etapa la carne

presenta una a,, inferior a 0,96.

Como vimos anteriormente, los hongos y levaduras son los grupos
mayoritarios durante la mayor parte del procesado, excepto en el salado, donde

predomina el crecimiento bacteriano.
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En las piezas de carne, antes de ser sometidas al salado, ya se detectan
levaduras, pero es el aumento de la temperatura al final del post-salado y en el
secadero lo que favorece el aumento de las mismas. Dentro de las especies
autoctonas predominantes en el jamoén ibérico, se encuentran Candida
zeylanoides y Debaryomyces hansenii. Ademas, esporadicamente se han
identificado C. blankii, C. intermedia, Pichia carsonii y Rhodotorula rubra
(Huerta y col., 1988; Nufiez y col., 1996a).

D. Secado.

La etapa de secado varia segun el tipo de elaboracion que se lleve a
cabo. En los secaderos artesanales, la etapa de secado coincide con la época
primaveral y estival, en la que la temperatura oscila entre los 15-30 °C con una
HR del 60-80%, lograndose asi que los perniles se sequen por accion directa
de las variables ambientales. Las piezas se mantienen durante,
aproximadamente, seis a nueve meses colocadas en salas de secado al aire
libre, controlando la temperatura y la humedad relativa, por medio de canales o

ventanas de ventilacion.

En los secaderos artificiales, tras la salida del post-salado, se aplica a los
perniles un incremento progresivo y constante de temperatura (1-2 °C diarios)
desde los 5 °C hasta los 26 °C y una HR de 70-80%, consiguiendo asi el

secado homogéneo de las piezas en 60 dias, aproximadamente.

En ambos casos, durante esta fase, mediante el incremento de la
temperatura y la reduccion de la humedad relativa, se estimula la formacion de
compuestos responsables del sabor y el aroma, se estabiliza el color y se

consigue disminuir la a,, hasta valores inferiores a 0,92.

Durante esta etapa se produce una pequefia disminucion en los recuentos
de hongos, bacterias micrococaceas y levaduras, mientras que la poblacion de
lactobacilos es desplazada completamente por la colonizaciéon del resto de

microorganismos, llegando a desaparecer al final de esta etapa.

23



Introduccion

E. Maduracion en bodega.

Para conseguir una maduracion lenta, es esencial mantener constante la
temperatura y la humedad. Una vez los jamones se han trasladado a la bodega
se mantienen, durante 6 a 18 meses (dependiendo de su peso), a temperaturas
entre 15y 20 °C y con una humedad del 60 al 80%.

En esta etapa, los hongos que han ido apareciendo desde la fase final del
secado se observan de forma visible en la superficie de los jamones,
favoreciendo el aroma (bouquet) que enriquece el producto final. En todo este
proceso de maduracion se pierde entre un 30-35% del peso, debido a la
hidrolisis de proteinas y lipidos, se generan una serie de compuestos
responsables del sabor y del aroma como son aminoacidos, péptidos, aminas,
acidos grasos libres, aldehidos, cetonas, alcoholes y ésteres. Durante esta
etapa se estabiliza definitivamente la conservacion del alimento a temperatura

ambiente.

Tras el salado, los hongos y las levaduras encuentran las condiciones
ambientales propicias para su desarrollo y se convierten en la poblacién
dominante durante la maduracion en bodega. A lo largo de esta etapa se
establece una sucesion entre los principales géneros fungicos presentes
(Monte y col., 1986; Nufiez, 1995). Durante el postsalado y hasta mediada la
etapa de maduracion en bodega, predominan las especies del género
Penicillium (P. commune, P. crustosum, P. aurantiogriseum, P. chrysogenum,
P. brevicompactum, P. nalgiovense, P. verrucosum, P. glabrum, P. variabile, P.
roqueforti), aunque éstas pueden aislarse en el jamén hasta el final del
proceso. Estos organismos son desplazados en la dltima fase de maduracién
por las especies pertenecientes a los géneros Aspergillus (A. versicolor, A.
niger, A. flavus, A. restrictus) y Eurotium (E. rubrum, E. cristatum, E. repens)
(Laich, 2001; Rodriguez y col., 2001). Este cambio de la poblacion dominante
se debe a una mayor disminucién de la actividad de agua del producto.
Ademas, durante esta etapa se produce una importante disminucion de las

bacterias micrococaceas.
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Por tanto, en las Ultimas etapas del proceso de curado del jamon y cecina
se ve favorecido el aumento de las poblaciones fungicas xerdfilas, entre las

cuales se encuentra la especie E. rubrum objeto de nuestro estudio.

Como ya hemos descrito anteriormente, durante las Ultimas etapas de

curado del jamon ibérico y de la cecina, cuando la actividad de agua (aw) del
producto es baja, la microbiota predominante en la superficie de estos
productos son hongos xerofilos pertenecientes a los géneros Aspergillus y
Eurotium (Rodriguez, 1995; Laich, 2001).

En la especie E. rubrum se han identificado metabolitos que por su
actividad biolégica principalmente insecticida, hacen interesante el uso de este
hongo como biopreservante frente a la infestaciébn por acaros en la industria

carnica.

1.4.1. Los acaros.

La contaminacion masiva de los jamones y cecinas por acaros, que
supone cuantiosas pérdidas econdmicas en las industrias chacineras, ha
impulsado el desarrollo de diversos métodos de control frente a las plagas de

acaros.
a) Caracteristicas generales de los acaros.

Los acaros son insectos que pertenecen al grupo de los artropodos
quelicerados y se incluyen dentro de la clase Aracnida (Lamarck, 1815);
subclase Acari (Nitzch, 1818). Dentro de esta subclase se han descrito mas de
30.000 especies, pero se estima que tan sélo corresponde al 5% del nimero
real de especies que pueden existir (Evans-Walter y col., 1996). La sisteméatica
de esta subclase es realmente complicada, por la gran cantidad y diversidad de
especies existentes. Por ello, en la actualidad la taxonomia de los &caros

avanza conforme lo hace la microscopia, apoyandose fundamentalmente en
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estudios morfolégicos comparativos, que permiten establecer los criterios de

clasificacion de estos organismos (Hammen, 1980; Escudero y Lépez, 2001).

La vida media de los acaros adultos depende de las condiciones medio-
ambientales y varia en funcion del habitat que les rodea, oscilando desde
algunos dias hasta varios meses, existiendo diferencias entre el cultivo en
laboratorio y en medio natural. Los factores mas importantes, que afectan al

desarrollo y a la reproduccion de los acaros son:

- Humedad relativa. Es el factor més critico e influyente en su

desarrollo. Los huevos pueden soportar un amplio rango, que oscila
entre el 50 y 100%. A fin de mantener su equilibrio hidrico, los acaros
absorben el agua de la atmdsfera circundante a través de la cuticula que
les envuelve (Hart y Whitehead 1990; Arlian, 1992).

- Temperatura. La temperatura es un factor limitante en la
fecundidad de los acaros. El rango de supervivencia se encuentra entre -

18 °C y 45 °C, aunque la T2 6ptima se estima entre 25-30 °C.

b) Distribucion y hébitat.

Los acaros son cosmopolitas y su distribucidon y supervivencia depende de
las condiciones ecoldgicas imperantes en cada region, principalmente de la
temperatura y la humedad (Evans-Walter y col., 1996). Abundan donde hay
vegetacion, entre los desechos en descomposicion y en asociacién con
musgos Y liqguenes, donde pueden llegar a constituir el 70-90% del total de la
poblacion del suelo. Una gran cantidad de especies de &caros constituyen
plagas en distintos sectores agroalimentarios, tanto en productos de origen

animal como vegetal, causando cuantiosas pérdidas econémicas.
c) Morfologia.

Externamente los acaros se caracterizan por la ausencia de

segmentacion, sin embargo, se pueden diferenciar dos regiones (Figura 4):

a) El gnatosoma o region anterior del cuerpo, donde se localizan las

piezas bucales o queliceros con los que toman y/o trocean el alimento para

26



Introduccion

llevarlo al tubo digestivo y los pedipalpos (apéndices), que tienen funcion

sensorial y prensil al sujetar la comida.

b) El idiosioma, region que constituye el tronco del cuerpo, donde se
encuentran ancladas las patas. Ademas, en ambos sexos el orificio genital se

sitla en posicion posteroventral en esta region.

£
|ldiosioma N\

,»%, A

[ ‘1‘.

\

1 Gnatosoma|

Figura 4. Partes del cuerpo de un acaro. Modificado de Hughes (1976).

d) Ciclo bioldgico.

El ciclo biolégico de los &caros consta de una serie de fases que se
representan en la figura 5. Este comienza con el huevo, que al eclosionar
origina una larva con tres pares de patas. Tras esta fase pasan por 2 o 3
estadios ninfales, segun la especie (protoninfa, deutoninfa y/o tritoninfa).
Después de la ultima fase ninfal emerge el adulto, macho o hembra. Todos los
estadios ninfales, asi como los adultos son octopodos y el paso de una fase a
otra se realiza por un proceso de muda. No obstante, bajo condiciones
naturales adversas (invierno), los acaros pueden resistir retrasando su paso a
la fase adulta, disminuyendo sus necesidades de agua y alimento o formando
estados hipopiales que corresponden a un segundo estadio ninfal, que les
permite resistir y diseminarse (Dusbabek, 1975; Bronswijk, 1981). Las
poblaciones de acaros normalmente presentan un mayor niumero de hembras

que de machos (Garcia y col., 1991).
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Figura 5. Ciclo biol4gico de los acaros. Modificado de Navarrete y col. (2000).

Los acaros pueden ser oviparos, ovoviviparos y viviparos (Fain y Heérin,
1978). EIl tipo de reproduccion es sexual, diferenciandose el sexo en los
individuos adultos (Walzl, 1992; Witalinski y Walzl, 1995).

1.4.2 Los acaros en los alimentos.

Tradicionalmente, los acaros han estado asociados a alteraciones en
procesos de fabricacion y almacenamiento de quesos (Wilkin, 1979). En
Inglaterra, por ejemplo, son particularmente graves los ataques a los quesos
tradicionales de Stilton, Cheshire y Cheddar, llegando a destruir el 25% del
producto en ausencia de medidas de control (McClymont, 1983). Asi mismo, en
Espafia, las industrias de queso y embutidos sufren elevadas pérdidas
econdémicas asociadas con la alteracion del producto por la infestacion de
acaros.

Entre los factores que influyen negativamente en la produccion del jamoén
curado y de la cecina, la contaminacion por acaros es considerada como el

problema mas importante.
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1.4.3. Los acaros del jamén y la cecina.

Los &caros producen en secaderos y bodegas de jamon importantes
pérdidas econdmicas. A pesar de ello, éstas son dificilmente cuantificables a
causa del hermetismo de las industrias. Sin embargo, se sabe que un elevado
porcentaje de dichas pérdidas se debe a devoluciones por contaminacién

acarina o a devaluaciones en la calidad del producto por idéntico motivo.

Por otro lado, los acaros pueden producir alergias en personas
sensibilizadas, provocando una gran variedad de sintomas alérgicos en los
trabajadores de estas empresas, tales como procesos asmaticos, rinitis y
dermatitis (Larche y col., 1993; Armentia y col., 1994).

Por tanto, los acaros son considerados una plaga en la elaboracion de
alimentos carnicos curados y uno de sus principales problemas sanitarios. En
Espaia se estima que entre el 70% y el 100% de las industrias dedicadas a la
elaboracion de embutidos sufren esta plaga, lo que supone grandes pérdidas
econdmicas (alrededor del 10% del total de la produccién), (Arnau y col., 2001;
Jorrin, 2001). En jamones de larga curacion, como es el caso del ibérico, los
acaros forman las llamadas “cuevas o coqueras” que estan repletas de acaros
y detritus, dando al jamon un aspecto, sabor y aroma desagradables. Ademas,
dichas cuevas pueden ser aprovechadas por otros microorganismos que a su

vez pueden producir putrefaccion.

Guinelli (1950) fue el primero en constatar la presencia de &caros en el
jamoén curado. En Espafa, la principal especie acaricida identificada en el
jamén curado, corresponde a Tyroborus lini (Estrada y col.,, 1981).
Posteriormente, se han identificado mas de una decena de especies en los
principales centros productores de jamon y cecina (Jorrin, 2001). Las especies
predominantes en estos productos son: Tyrophagus putrescentiae, Tyrophagus
longior y Tyrolichus casei (Jorrin y col., 2001; Zumalacéarregui y Diez, 2001).
Morfologicamente estas tres especies, observadas a la lupa, son
indistinguibles, siendo necesario un estudio morfolégico a fondo para su

identificacion.
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Las condiciones ecologicas de temperatura y humedad que se mantienen
en la elaboracion del jamon y la cecina, especialmente durante las etapas de
secado y curado en bodega, favorecen el desarrollo de los acaros. En los
secaderos de jamoén, a una temperatura de 29,5 °C, y una humedad elevada,
se estima que la poblacion de acaros se duplica en menos de dos dias
(Sanchez, 2000). Ademas, su proliferacién se ve favorecida por la presencia de
hongos, que predominan durante estas etapas y que constituyen una fuente de
alimento altamente apetecible para los &caros (Rivard, 1961; Sinha y Mills,
1969; Rota, 1972).

Como consecuencia de la masiva proliferacion de los acaros sobre la
superficie del jamén y de la cecina durante la etapa de curado, se forma una
fina capa de polvo, comiunmente denominada ~ piojillo *, de color ligeramente
amarillo y textura sedosa (Guinelli, 1950). Los &caros no s6lo se mantienen en
la superficie del producto, sino que también, llegan a colonizar el interior de la
carne, al penetrar en ella a través de agujeros naturales, como son las fascias
musculares, o de calado y por las grietas originadas durante el secado (Arnau y
col., 1987), interfiriendo en los procesos de curado y favoreciendo la instalacién

de otros hongos y bacterias perjudiciales para el proceso de curacion.

En general, la utilizacion de productos quimicos ha sido el método mas
conocido, extendido y usado en el control de plagas. Esta lucha quimica ha
creado una serie de problemas, fundamentalmente debidos a la seleccion de
individuos resistentes a los productos utilizados y a la propia toxicidad de las
sustancias para el consumo humano. En productos carnicos, hasta hace poco
tiempo, se han venido utilizando productos quimicos para recubrir paletas y
jamones con el fin de impedir el ataque de insectos y acaros. Uno de esos

productos era el acido bérico, cuyo uso fue prohibido debido a su toxicidad.

Actualmente los insecticidas y acaricidas autorizados han de aplicarse
dejando los locales sin jamones, paletas ni utiles de trabajo y con una serie de
normas de seguridad. Ademas, una vez realizada la desinfeccion hay que tener

en cuenta los tiempos de eliminacién de los productos quimicos utilizados.
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Entre los acaricidas empleados destacan aquellos que contienen en su
formulacion principios activos de tipo piretroides sintéticos de nueva generacion
y otros productos como d-fenotrin, d-tetrametrina, butoxido de piperonilo, etc.

Los principales métodos fisicos y quimicos que se utilizan para el control

de acaros se muestran en la siguiente tabla:

Luz e infrarroios Repele los acaros
I debido al caracter Arnau y Guerrero (1995).
lucifugo de estos.
o Alta Arnau y Guerrero (1995).
*E Destruye los acaros,
g ) B pero no los huevos.
g Refrigeracion Arnau y Guerrero(1995),
= y congelacion Maraza y Persiana (1959).
a Ultravioleta Destruye todos los Escudero y Lépez (2001).
s estadios del ciclo
2 biolégico del acaro.
'('c_:"s lonizant Pero su instalacién es
o onizante Comp|eja y costosa. Arnau Yy Guerrero (1995)
Microondas Efecto acaricida. Arnau y Guerrero (1995).
Ultrasonidos 4
Repele parcialmente los Escuderoy Lopez (2001).
acaros sobre la
_ ) superficie del producto. _
Control termohigrométrico Garcia (2004).
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Imicos

Qu

solidos
Plaguicidas

gaseosos

Atmoésferas modificadas
con CO,, CO, SO,, etc

Feromonas

Aceites esenciales

Compuestos de origen
vegetal (Piriproxifén,
Halofenocida, etc)

Compuestos de origen
fungico (Destruxinas,
Beauverolide, Isariin, etc)

Eliminacién de todos los
estadios del ciclo
bioldgico de los acaros.
Causa graves dafios en
el producto al alterar el
sabor y el olor.

Eliminacién de todos los
estadios del ciclo
bioldgico de los &acaros.
Algunos de estos
compuestos no afectan
al estadio de huevo.
Repele los acaros
temporalmente.
Producen alteraciones
organolépticas del
producto.

Estas sustancias tienen
diversos efectos
(repelente, acaricida,
etc.)

Interviene en el
desarrollo del acaro

Poseen diferente
actividad: Insecticida,
citotoxica,
antimicrobianos, etc.

Benz (1987),
Arnau y col. (1987).

Arnau y col. (1987).

Flores y col. (1989),
Guerrero y Arnau (1995).

Escudero y Lopez (2001),
Sonenshine (1984) y
Kuwahara (1991).

Séanchez (2002),

Perrucci (1995),
Escudero y Lépez (2001),
Sanchez y

Castariera (2001) y
Guerrero y Arnau (1995).

Rembold (1995),

Kraus (1995),

Hiiesaar y col. (2001),
Ishaaya y col. (1994),
RohMid (1996) y
Komblas y Hunter (1986).

Turner y Aldridge, 1983,
Salgado, 1997,

Brety col., 1997,
Chapman y Hall, 1999 y
Berdy, 2000.

Tabla 1. Métodos fisicos y quimicos utilizados para el control de los &caros en jamén y cecina.

Tanto los métodos quimicos como fisicos utilizados son métodos de
implantacion costosa, compleja, en ocasiones peligrosa y que pueden alterar
las caracteristicas organolépticas del producto. Ademas, hasta el momento no

se ha encontrado un método 100% efectivo y sin riesgo para la salud humana.

Debido a las desventajas que presenta el uso de estos métodos, desde

hace algunos afios estan surgiendo nuevos métodos de control, entre los que
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destacan los métodos biolégicos (Turner y Aldridge, 1983; Salgado, 1997; Bret
y col., 1997; Chapman y Hall, 1999; Berdy, 2000).

Para establecer un mecanismo que controle o minimice la actividad de los
acaros en la elaboracién del jamon y la cecina, se requiere partir del

conocimiento de las especies predominantes que colonizan estos productos.

En el control de los acaros se debe tener en cuenta una serie de aspectos
qgue influyen directamente en el desarrollo de estos organismos. En primer
lugar, el alto grado de adaptacion que presentan los acaros a los productos
carnicos, debido principalmente a su composicion, rica en grasa y proteina, e
igualmente, a la microbiota natural que se desarrolla en la superficie de estos
productos y que son una fuente alimenticia asequible para ellos. Ademas, las
condiciones ambientales de temperatura y humedad relativa bajo las cuales se
secan y curan estos productos, son 6ptimas para que los acaros proliferen. De
hecho, al ser organismos altamente prolificos, es mas dificil establecer un
mecanismo directo de control. Ante todo, el método que permita controlar la
actividad de los acaros o su erradicacion debera tener en cuenta la naturaleza
de estos productos céarnicos y, por consiguiente, no podra ir en contra del
proceso de elaboracion o introducir modificaciones que alteren las propiedades

organolépticas del producto final (Arnau y Guerrero., 1995; Jorrin, 2001).

Desde el afio 1997, en INBIOTEC se han desarrollado diversas lineas de

investigacion dedicadas al estudio de la microbiota fungica de productos
tradicionales de Castilla y Ledn como son la cecina y el jamoén. El principal
objetivo de estos estudios ha sido el aislamiento y caracterizacion de hongos
gue por su capacidad acaricida (hongos entomopatdgenos), puedan emplearse
como vector de control biolégico en las plagas de acaros que afectan a los
jamones y cecinas. Asi, se han aislado de forma selectiva especies del género
Eurotium, pertenecientes a la microbiota fungica predominante en la superficie
del jamon y cecina en las etapas tardias del proceso de curado de los mismos.

Entre las distintas cepas aisladas se caracterizé una cepa de E. rubrum, que se
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Introduccion

denomind C47, con actividad acaricida. Esta se determiné mediante ensayo “in
vivo" con Aacaros. Posteriormente se realizd la caracterizacion de la/s
sustancia/s responsable/s de dicha actividad y se determiné que la actividad
acaricida era debida a la produccion de flavoglaucina por la cepa C47 (Ortiz, J.

F., Tesis Doctoral 2006), metabolito secundario descrito en la pagina 16.

Dado que este hongo podria ser un buen mecanismo de control biolégico
frente a las plagas de acaros, centramos los estudios de esta Tesis Doctoral en
la caracterizacion de la ruta de biosintesis de flavogloglaucina, con el fin de
optimizar la produccion de esta sustancia acaricida, y en el desarrollo de un
método de implantacion de este hongo en piezas de jamon. Esto dltimo se ha
llevado a cabo en colaboracion con una industria chacinera de la zona,
intentando sustituir los hongos inocuos para los acaros de la superficie del
jamon por la cepa C47 de E. rubrum con actividad acaricida. Una de las
ventajas de este método es que este hongo es un aislado natural de cecina y

por tanto no altera las propiedades organolépticas de estos productos.

Por tanto este trabajo pretende analizar las mdltiples variables y
condiciones que permitan optimizar la implantacion de un sistema de control

biolégico frente a las plagas de acaros en la industria carnica.
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Objetivos

Actualmente, los acaros son considerados una plaga en la elaboracién de
productos carnicos, tales como el jamoén y la cecina. Representan el mayor
problema sanitario para la comercializacion de estos productos, nacional e
internacionalmente. Tanto es asi, que se estima que casi el 100 % de las
industrias dedicadas al ramo, padecen esta plaga. Por ello, teniendo en cuenta
la ausencia de un método de control completamente eficaz y permitido por la
legislacién internacional, nos hemos propuesto los siguientes obijetivos,

encaminados a ofrecer una alternativa a este problema.

1. Obtencién y seleccion de cepas de Eurotium rubrum

superproductoras de una sustancia acaricida, la flavoglaucina.

2. Estudio de la posible ruta biosintética de la flavoglaucina.

Se llevaron a cabo tres estrategias para enfocar el problema:

o Obtencidén y seleccion de cepas de Eurotium rubrum

no-productores de flavoglaucina.

o Busqueda de genes implicados en la biosintesis y
complementaciéon de mutantes no-productores. Para ello se
llevd a cabo previamente la construccidbn de una biblioteca

gendmica de la cepa productora de flavoglaucina.

o Purificacion y  caracterizacion de  posibles
intermediarios de la biosintesis de flavoglaucina, con el fin de
obtener informacion acerca de los posibles enzimas implicados

en la ruta biosintética.

3. Desarrollo de un sistema de control biolégico de la
infestacion por acaros, mediante la implantacién de la cepa productora
de flavoglaucina, E. rubrum C47, en la superficie de los jamones sin que

ello afecte a las caracteristicas organolépticas del producto final.
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Materiales y Métodos

3.1.1 Cepas bacterianas.

e Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983): Cepa empleada
normalmente en experimentos de transformacion y amplificacion de
ADN plasmidico. Permite la obtencion de células competentes con alta
eficiencia de transformacién (hasta 1x10® transformantes/ug de ADN).
Entre sus caracteristicas esta la de poseer una delecion en el gen lacZ,
que hace posible la seleccion de transformantes que posean un

plasmido capaz de originar la a-complementacion de dicha mutacién.

e Escherichia coli SURE®: Cepa empleada en experimentos de
transformacion y amplificacién de ADN plasmidico inestable. Esta cepa
carece de los genes (por ejemplo: uvrC y umuC) implicados en la
reparacion y delecion de secuencias de ADN que poseen estructuras
secundarias (ADN-Z) o secuencias repetidas invertidas, lo que
aumenta la estabilidad de las mismas. Esta cepa permite la obtencion
de células competentes con alta eficiencia de transformacion (hasta
1x10® transformantes/ug de ADN). Entre sus caracteristicas esta la de
poseer una delecién en el gen lacZ, que hace posible la seleccion de
transformantes que posean un plasmido capaz de originar la

a-complementacion de dicha mutacion.

e Escherichia coli XL1- Blue MRA y Escherichia coli XL1- Blue MRA
(P2 Lysogen). Ambas son cepas sensibles a la infeccion por el fago
A-DASHR |1 (Stratagene). La diferencia radica en que la cepa XL1- Blue
MRA (P2 Lysogen) solo puede ser infectada de forma efectiva por
fagos portadores de inserto cuando A-DASH Il se utiliza como vector
de clonacion en la construccion de una biblioteca gendmica. Por tanto,

esta cepa sirve para estimar el numero de fagos recombinantes.
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3.1.2 Cepas fungicas.

A continuacién se describen las especies fungicas empleadas en el

presente trabajo:

e Eurotium rubrum C47: Cepa aislada de la cecina, con una alta
actividad acaricida. Caracterizada y catalogada siguiendo criterios
taxonoémicos, analisis RAPD y secuenciacion de las secuencias ITS

(Ortiz, J. F., Tesis Doctoral 2006).
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3.2.1. Vectores fagicos

 Bacteriofago A-DASH® Il (Stratagene, Figura 6). Es un vector
utilizado para clonar fragmentos de entre 9 y 23 Kpb de ADN gendmico.
Entre los brazos del vector posee dos genes, red y gam, que impiden la
infeccidon de la cepa E. coli XL1 - Blue MRA (P2). Por ello la sustitucion
del fragmento central del vector por un inserto clonado permite la
propagacion de los fagos recombinantes resultantes de esta cepa.
Ademas contiene los promotores de las ARN polimerasas T7 y T3

flanqueando los policonectores.



Materiales y Métodos

Xhol
Xba l
Xba | Sac |
Hind Il BamH |
Sac Hind 111
Xho 1 EcoRl
EcoRI Xba |
BamH | Sall
Sall Notl
Notl Bglll
Xba | Sal'| Bglll
Bglll Kpn| Ssall  Bglll Bgl Il
Kpnlw Bgl 1l Bgl Il Bglll
A J g‘;ﬂ (ninL44 )%= bio=»(Kh54) (nin5)
— _J “ J
g Y
Brazo izquierdo Brazo derecho
Lambda DASH Il

41900 bp

Figura 6: Mapa del vector A—- DASH®II

3.2.2. Vectores plasmidicos

e pGEM-T Easy (Figura 7). Vector de 3.018 pb comercializado por
Promega, para la clonacion de productos de PCR. Este vector se
suministra digerido con EcoRV y con una timidina en el extremo 3°, de
forma que los productos de PCR generados con ADN polimerasas que
anaden una desoxiadenosina en los extremos 3" tienen una elevada
compatibilidad para ligar con el vector. Contiene promotores de las
ARN polimerasas T7 y SP6 flanqueando un policonector con sitios de
restriccion especificamente dispuestos para el uso del kit “Promega’s
Erase-a-Base System” para la generacion de deleciones. Este
policonector se encuentra dentro del gen lacZ, lo que permite la
seleccion de recombinantes por su color blanco en medio con X-GAL
(80ug/mL) e IPTG (0,05mM). Presenta también, un origen de

replicacion de E. coli (colE1) y el origen de replicacion monocatenario
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del fago f1, ademas de contener como marcador de seleccion el gen de

resistencia a ampicilina (ampF).

Apal
Sphl
Ncol
Notl
Sacll
EcoRlI

EcoRlI
Notl
Pstl

. Sal
amp PGEM-T Easy _| \gf;g:

Nsi |

3001 bp

Figura 7

e pULJL43 (Figura 8). Plasmido de 4,5 Kpb (Gutiérrez y col., 1991)
derivado del vector pBluescript. Contiene el gen ble de
Streptoalloteichus hindustanus (Austin y col., 1990), que confiere
resistencia al antibidtico bleomicina y fleomicina, bajo el control del
promotor del gen pcbC de P. chrysogenum que codifica para la
isopenicilina N sintetasa. Contiene también la region terminadora del
gen de la citocromo oxidasa-1 (cyc1), de Saccharomyces cerevisiae. El
marcador de seleccion en E. coli es el gen de resistencia a ampicilina

(ampX).

colE1 ori

ampR

Sall

pULJL43
4500 bp

fl(+)ori

pcbC

Hindlll

Figura 8

e pAMPF21 (figura 9). Plasmido de replicacion autbnoma en hongos,
derivado de pBluescript (Fierro y col., 1996). Con un tamano de 9,8

Kpb, este plasmido contiene la region AMA1 de Aspergillus nidulans, lo
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que le confiere la capacidad de replicarse autbnomamente en hongos
(Gems y col., 1991). Ademas posee el gen ble de S. hindustanus, que
confiere resistencia a fleomicina, bajo el control del promotor del gen
pcbC de P. chrysogenum y el terminador del gen de la citocromo
oxidasa-1 (cyc1), de Saccharomyces cerevisiae. EI marcador de

seleccion en E. coli es el gen de resistencia a cloranfenicol (cm®).

Sac Il
EcoRV
Hind 111

Col E1 ori
~

Figura 9
pAUR316 (figura 10). Plasmido comercial (Takara) de 11,6 Kpb que
contiene la region AMA1 de Aspergillus nidulans, lo que le confiere la
capacidad de replicarse autbnomamente en hongos (Gems y col.,
1991). Ademas posee como marcador de seleccidn en hongos el gen
de resistencia a aureobasidina, aurA®, de A. nidulans bajo el control del
promotor del gen pade1, que codifica para la adenina deaminasa de la
cepa “Japanese Sake Yeast Kyokai No. 701” y el terminador del mismo
gen. El gen amp® de resistencia a ampicilina sirve como marcador de

seleccion en E.coli.

Bam HI 10917 \

FEN

amp

pAUR316

11672 bp Kpn | 2211
aurA®

N AMA 1

Sac | 8141

|

Sac Il 5509

Figura 10
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46

e pAURgen (figura 11). Plasmido de 10,7 kpb derivado del anterior (A.

Goémez, INBIOTEC, comunicacién personal). Se sustituy6 el gen aurA®
de resistencia a aureobasidina por el gen de la neomicina transferasa |l
(npt 1l) del transposon Tn5 de eucariotas, el cual confiere resistencia a
geneticina, bajo el control del promotor Pgdh de la glutamato
deshidrogenasa de P. chrysogenum y el terminador del gen trpC de

A.nidulans.

Sacll 10726

Ttrp C
nptll

Pgdh

pAURgen — Kpn | 2361
10729 bp

BamH |
Bgl I 5303

Figura 11

pAURfleo1 (figura 12). Plasmido de 9,9 kpb derivado del pAUR316 (A.
Goémez, INBIOTEC, comunicacién personal). Se sustituy6 el gen aurA®
de resistencia a aureobasidina por el gen ble de S. hindustanus, que
confiere resistencia a bleomicina y fleomicina, bajo el control del
promotor pcbC de P. chrysogenum y el terminador del gen de la
citocromo oxidasa-1 (cyc1), de S. cerevisiae. Ademas contiene la
region AMA1 de A. nidulans, lo que le confiere la capacidad de
replicarse autbnomamente en hongos (Gems y col., 1991) y el gen

amp® de resistencia a ampicilina como marcador de seleccion en E.coli.
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Sac Il 9941

ble
Ppchb

pAURfleo 1
9944 bp ampRl

ori

Kpn | 1576

Sac 17309
AMA

_ BamH

Bgl Il 4518

Figura 12

e Vector pAURfleo2 (figura 13). Plasmido derivado de pAUR316 (A.
Goémez, INBIOTEC, comunicacién personal). Se sustituy6 el gen aurAR
de resistencia a aureobasidina por el gen ble de S. hindustanus, que
confiere resistencia a bleomicina y fleomicina, bajo el control del
promotor del gen Pgdh de la glutamato deshidrogenasa de P.
chrysogenum y el terminador del gen de la citocromo oxidasa-1 (cyc1),
de S. cerevisiae. Ademas contiene la region AMA1 de A. nidulans, lo
que le confiere la capacidad de replicarse autbnomamente en hongos
(Gems y col., 1991) y el gen amp” de resistencia a ampicilina como

marcador de selecciéon en E.coli.

Bgl I
BamH |

amp”

g
pAURfleo 2
9944 bp veg

Sac | 6422
Sac Il 3790

Figura 13

e pALGENS3 (figura 14). Plasmido de 6 Kpb (Rodriguez Saiz M. y col.,

2004), que contiene el gen (nptll) del TnS que confiere resistencia al
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48

antibidtico geneticina que sirve como marcador de seleccidn en
hongos, bajo el control del promotor PgdhA de la glutamato
deshidrogenada de P. chrysogenum. Contiene también el terminador
del gen trpC de A. nidulans y el gen amp® de resistencia a ampicilina

como marcador de seleccién en E. coli.

Kol = pgdnA

pALGEN3
5346 bp

amp

Figura 14

® p3SR2 (figura 15). Plasmido de 8,8 Kpb (Hynes y col., 1983), que

contiene el gen amdS que codifica para una acetamidasa de
A. nidulans. Contiene también el promotor y el terminador del gen
amdS y el gen amp® de resistencia a ampicilina como marcador de

seleccion en E. coli.

Eco R1

""n tamd S §
amp \

p3SR2
8800 bp

Xba |
pMB1 ori

¥ “Bam HI

Sall

Figura 15
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3.3.1. Enzimas.

Las enzimas de restriccibn mencionadas en esta memoria fueron

suministradas por las casas comerciales: New England BiolLabs, MBI
Fermentas y Takara.

Otro tipo de enzimas utilizadas fueron: ADN ligasa del fago T4 (Roche),
lisozima (Fluka Chemical & Biochemical Co); ARNasa y Ampli Tag™ ADN
polimerasa (Sigma Chemical Co).

Todas las enzimas se utilizaron siguiendo las indicaciones del fabricante.
3.3.2. Marcadores de peso molecular.

Los marcadores de peso molecular utilizados fueron:

A. ADN del fago A digerido con Hindlll. La longitud, en pares
de bases, de los fragmentos obtenidos tras la digestion del ADN son:
23.130; 9.416; 6.557; 4.361; 2.322; 2.027; 564 y 125 pb.

B. ADN del fago A digerido con Pstl. La longitud, en pares de
bases, de los fragmentos obtenidos tras la digestion del ADN son:
11.509; 5.080; 4.649; 4.505; 2.840; 2.577; 2.454; 2.443; 2.140; 1.980;
1.700; 1.159; 1.093; 805; 516; 467; 448; 339; 265; 216; 210.
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A B
23130 — 11487
9416
5077
6557 = } 4749
4361 4507f
— 2838 [ 2560
2459
2322 } 2140 - 2443
1986
2027 oo
%1159
1093
—— 805
514
} 468
} 448
564 339

264

Figura 16. ADN del fago A digerido con (A) Hind Ill y (B) Pst |

3.3.3. Oligonucleétidos.

Los oligonucleétidos utilizados en este trabajo fueron suministrados por

Sigma Genosys y se describen en la siguiente tabla.
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Uso

ITSs

Fago A-DASH Il

pGEM-T Easy

PAUR316
pAURgen®

Desaturasas

Policétidosintasas

Secuenciacion

Ampilificacion

Secuenciacion

Secuenciacion

Secuenciacion

Amplificacion

Secuenciacion

Amplificacion

Amplificacion

Secuenciacion

Ampilificacion

oligonucleétidos

ITS1
ITS4
T3-fago
M13-Forward.

M13-Reverse

T7-Universal
SP6-Universal
pAUR sense
pAUR antisense
pAUR-R
D1
D2
D3
DES1A
DES1B
DES2A
DES2B
PKS1
PKS2
PKS3
PKS4
PKS1A
PKS1B
PKS2A
PKS2B

Secuencia (5°- 3°)
5"-CCGTAGGTGAACCTGCGG-3°
5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
5-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’
5-GTAAAACGACGGCCAGT-3"
5-GGAAACAGCTATGACCATG-3"
5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5-ATTTAGGTGACACTATAG-3’
5-GGAAAAACTTCGTGCTATCACAAAA-3’
5-CACTGTCCAATGCCAGATTGAATA-3"
5"-ACTAGCGTGCTTGGCGTTAG-3"
5’-ATHACIGCIGGITAYCAYMG-3’
5-CAYCAYMGITRIACIGAYAC-3’

5- TGRTGRWARTTRTGIYAICCYTC-3"
5-CGCATCTCGGTTGGATGGTCAT-3"
5 -TAGTTGTGGTAGCCCTCGCCCA-3’
5-ACACCGACAAGGACCCCTACTCG-3"
5-CAGTGATCACATGGTCACGGGG-3’
5-GCYTAYGARGCYYTIGA-3’
5-CCYGGYCGYATYAAYTA-3"

5- RGCRCGRCARTARCCRTCRGC-3"
5- RCCRGTRCCRAGCATYTC-3"
5"-CCCAGTGCTTCGCATGACGTTG-3"
5-CGATACGGCTTTGGCTGGAGGT-3"
5-CAGCACTTGCATCCCATGTCTT-3"
5"-TCCTGGTCGCATTAACTACTTC-3"

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo. Se indica el nhombre, la secuencia (5 a
3’).Siendo R=A+G, Y=C+T, M=A+C, W=A+T, H=A+T+C, I=INOSINA.

3.4.1 Medios de cultivo para bacterias.

Medio Luria-Bertani (LB) (Miller, 1972). Utilizado para la
obtencion de ADN plasmidico de E. coli:

Bacto-triptona

Extracto de levadura

109
59
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NaCl 109
Se ajusta el pH a 7,5 con NaOH 1N y se anade agua destilada hasta
1 litro. Para obtener medio sélido se afade agar (20 g/L). Se esteriliza en

autoclave a 121 °C durante 20 min.

e Medio SOB: (Hanahan, 1983): medio de cultivo para la

preparacion de células competentes de E. coli.

Bacto-triptona 20g
Extracto de levadura 59
NaCl 0,59

Disolver y afnadir 10 mL de KCI 250 mM. Se ajusta el pH a 7,0 y se afade
agua destilada hasta 1 litro. Se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 20 min.
Antes de ser utilizado se afaden soluciones estériles de glucosa (0,36%) y
MgCl (10 mM).

e Medio 2xTY. Utilizado para la obtencién de ADN plasmidico

de E. coli:
Triptona 16 g
Extracto de levadura 1049
NaCl 59
Glicerol (87%) 4 mL

Se ajusta el pH a 7,2 con KOH y se afade agua destilada hasta 1 litro.
Para obtener medio sélido se afiade agar (20 g/L). Se esteriliza en autoclave a
121 °C durante 20 min.

e Medio NZY. Utilizado para la propagacion del bacteriéfago

A-DASH Il en células de E. coli XL1-Blue MRA y E. coli XL1-

Blue MRA P2.
N-Z Amina 109
Extracto de levadura 549
NaCl 59
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Mg SO4-7H,0 29
Agar 2% 00,7%
Se ajusta el pH a 7.5 y se aflade agua destilada hasta 1L. Se esteriliza a
121 °C durante 20 min. Para obtener medio sélido al 2% se afiade agar (20 g/L)

y para obtener medio semisdlido (“Top agar”) se afiade agar al 0,7% (7g/L).

Suplementos de los medios de cultivo:

- Ampicilina (amp): se prepar6 a partir del farmaco Britapen (Laboratorio
Reig Jofré, S.A., Barcelona) en solucion acuosa concentrada a 200
mg/mL. Se utilizé a una concentracion final de 100 ug/mL. Se conservé a
-20 °C.

- Cloranfenicol (cm): se prepar6 en etanol a una concentracion de
50 mg /mL y se utiliz6 a una concentracion final de 30 pg/mL. Se

conservo a -20 °C.

- IPTG (1-isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido): se preparé6 a una
concentracion de 100 mM en agua y para la seleccion de transformantes

se uso a una concentracion final de 0,05 mM. Se conservé a -20 °C.

- X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactopiranésido): se prepard
en solucion concentrada a 40 mg/mL en N,N-dimetilformamida. En los
experimentos de transformacién de E. coli se utilizé a una concentracion

final de 80 pg/mL. Se conservo a -20 °C, protegido de la luz.
3.4.2 Medios de cultivo para hongos.

a) Medios de cultivo utilizados para la caracterizacién fenotipica de
E. rubrum.
e CY20S (Pitt y Hocking, 1985): Este medio se utilizé también

para el crecimiento y mantenimiento de E. rubrum.

K2HPO4 1 g
KCI 0,59
NaNO3 3 g
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esteriliza a 121 °C durante 15 min. Cuando se prepara en medio liquido no se

Se ajusta el pH a 5,2 y se le afiade agua destilada hasta 1 litro. Se

adiciona agar.

MgSQO4-7H,0
FeS047H,0
Extracto de levadura
Sacarosa

Agar

CYA (Pitt y Hocking, 1985):

KoHPO4

KCI

NaNO;
MgSQO4-7H20
FeSO47H,0

Solucién de metales traza

Extracto de levadura
Sacarosa

Agar

0,5¢
0,01g

59

200 g

159

19

0,59

39
0,59

0,01¢g

1 mL
59
3049
159

Se ajusta el pH a 6,7 y se le afiade agua destilada hasta 1 litro. Se
esteriliza a 121 °C durante 15 min.
Solucion de metales traza:
CuS04.5H,0 0,5g
ZnS04.7H,0 19

Se le afiade agua destilada hasta 100 mL y se esteriliza por filtracion.

e G25N (Pitt, 1973, Pitt y Hocking, 1985):

Extracto de levadura 3,79
KCI 0,03 ¢
NaNO; 0,22 g
MgSQO4-7H,0 0,03 g
FeSO,47H,0 0,75 mg
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K2HPO, 0,75¢

Agar 159
Se anade agua destilada, y una vez el agar se ha disuelto, se afnade
glicerol al 25% (v/v), se ajusta el pH a 7,0 y se lleva a un volumen final de 1

litro con agua destilada. Se esteriliza a 121 °C durante 15 min.

« MEA (Pitt, 1973, Pitt y Hocking, 1985):

Extracto de malta 209
Peptona 19
Glucosa 209
Agar 2049

Se ajusta el pH a 5,6 y se le afiade agua destilada hasta 1 litro. Se

esteriliza a 121 °C durante 15 min.
b) Medios de cultivo utilizados para la regeneracion de protoplastos.

e Medio Minimo de Trichoderma (MMT) + 1 M sorbitol

(medio no selectivo):

KH,PO4 159
Glucosa 2049
Sorbitol 182,2 g
(NH4)2S04 59
Solucion de metales de Trichoderma 1 mL
Bactoagar 2049

Se ajusta el pH a 5,5 con KOH y se le afilade agua milli-Q hasta 1 litro. Se

esteriliza a 121 °C durante 15 min.

Cuando fue necesario seleccionar transformantes se sustituyé el
(NH4)2SO4 por acetamida 50 mM o acrilamida 50 mM como fuentes de
nitrogeno. En el caso de la acetamida se afiade ademas CsCl 12,5 mM como

estabilizador.

Para 1 L de medio de cultivo se afadio posteriormente 2,4 mL MgSO4 1 M
y 4,1 mL CaCl, 1 M.
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Las soluciones de MgSO, y CaCl, se esterilizaron en autoclave y la

acetamida, el CsCl y la acrilamida por filtracion.

Solucion de metales de Trichoderma:

FeS0,.7H20 259
MnS04.H20 0,84
ZnS0,.7H20 0,7g
CoCl,.6H,0 1,85g

Se le afnade agua milli-Q hasta 0,5 litros y se esteriliza por filtracién. Se anade

1 mL /litro de medio de cultivo.

e CMM (medio CM modificado, Ortiz, J. F., Tesis Doctoral,

2006):
Sacarosa 200 g
Extracto de levadura 549
Extracto de malta 549

Se ajusta el pH a 5,5 y se le afade agua milli-Q hasta 1 litro. Se esteriliza

a 121 °C durante 15 min.

e Cz-sorbitol

Sacarosa 30g
NaNO3; 249
KoHPO4 0,59
MgSOq4 0,01¢g
Sorbitol 182,2 g
Agar 2049

Se le afiade agua milli-Q hasta 1 litro. Se esteriliza a 121 °C durante 15

min.
e SDA-sacarosa (Sabouraud Dextrose Agar de Difco)

SDA 65 g
Sacarosa 200 g
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min.

esteriliza a 121 °C durante 15 min.

Se le afnade agua milli-Q hasta 1 litro. Se esteriliza a 121 °C durante 15

c) Medios de cultivo para la produccion de flavoglaucina.

MgSO,4-7H,0
FGSO4'7H20
Extracto de carne (Bovril)

Sacarosa

CY20SA (Modificado de Pitt y Hocking, 1985):

19
59
0,59
39
0,59
0,01¢g
59
200 g
159

Se ajusta el pH a 5,2 y se le afiade agua destilada hasta 1 litro. Se

En determinados experimentos el extracto de carne (Bovril) fue sustituido

por infusion de cerebro y corazéon (Brain Heart Infusion Broth de Scharlau

Chemie S.A.) en la misma proporcién. Este medio de cultivo se denomind
CY20S-BHI.

Suplementos de los medios de cultivo:

Acetamida y acrilamida: Se prepararon en solucién acuosa a una

concentracion 5 M y se utilizaron a una concentracion final entre 5 mM

y 100 mM. Se conservaron a -20 °C.

Fleomicina: Se prepard en solucion acuosa a una concentracion de

10 mg/mL y para la seleccion de transformantes se utilizé a una

concentracion final entre 10 ug/mL y 50 ug/mL. Se conservé a -20 °C.

Aureobasidina: Se preparé6 en etanol a una concentracién de

2 mg/mL y para la seleccién de transformantes se utilizé a una

concentracion final entre 3 ug/mL y 5 ug/mL. Se conservé a -20 °C.
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NOTA. Los reactivos empleados en los anteriores medios de cultivo fueron adquiridos en las
siguientes casas comerciales: Difco Laboratories Inc.; Fluka Chemika-Biochemika; Oxoid Ltd;

Panreac; Prolabo; Sigma-Aldrich Chemical Co.; Scharlau; Merck y Pronadisa.

Geneticina: Se prepard en solucion acuosa a una concentraciéon de 10 mg/mL
y para la seleccién de transformantes se utilizé a una concentracién final entre

40 pg/mL y 80 ug/mL. Se conservo a -20 °C.

3.5.1. Crecimiento de las cepas bacterianas.

e Escherichia coli.

Para el crecimiento de las cepas de E. coli en medio liquido se utilizaron
LB y 2xTY y cuando fue necesario su crecimiento en medio solido se utilizé LB
con una concentracion de agar del 2% (p/v). Para la seleccion de
transformantes, el medio se suplementé con los antibiéticos adecuados a la

concentracion descrita anteriormente.

Los cultivos en medio liquido se incubaron a 37°C y 250 rpm, durante 16-18
horas, en matraces lisos de 500 mL. Para la determinacién del crecimiento de
las bacterias, se calculd la turbidez del cultivo, valorandose la densidad 6ptica a

600 nm (DOsggo) en un espectrofotometro.
e E. coli blue XL1-Blue MRA y E. coli blue XL1-Blue MRA (P2).

Estas cepas son sensibles a la infeccion con el bacteriofago Ay se
cultivaron en las siguientes condiciones: A partir de una colonia aislada se
inocularon 10 mL de LB suplementados con MgSO,4.7H,O 10mM y maltosa
0,2%. El cultivo se incubo a 37 °C y 250 rpm durante 4-5 horas de forma que la
DOeoo no fuese superior a 1. Se recogieron las bacterias por centrifugacion y se
resuspendieron en una solucion de MgS04.7H,0 10 mM de forma que la DOggo
final de la suspension celular fuera igual a 0,5. Esta suspensién bacteriana se
almacené a 4 °C y se utilizé en un periodo de hasta 10 dias desde su

preparacion, en experimentos de infeccion con A.
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3.5.2. Propagacion de bacteriéfagos.

La propagacion del bacteriofago A se realizd utilizando como hospedador
las cepas E. coli XL1-Blue MRA P2y E. coli XL1-Blue MRA, preparadas como

se describe en el apartado anterior.

Las suspensiones fagicas se mantuvieron a 4°C en tampon SM () con un
0,1%(v/v) de cloroformo o bien a -70°C en tampon SM con un 7% de
dimetilsulféxido (DMSO).

Cuando fue necesario utilizar diluciones de las suspensiones fagicas, estas se

realizaron en tampon SM.

" Tampon SM: Gelatina al 0,01% (p/v); NaCl 100 mM; MgS0O,.7H,0 10 mM; Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5.

a) Infeccién en medio sélido

La infeccion se llevd a cabo en tubos de 10 mL mezclando 200 uL de
células preparadas como se indica en el apartado anterior y 10 uL de la
suspension fagica. Se incubd la mezcla durante 30 minutos a 37 °C y
posteriormente se afadieron 3 mL de medio NZY 0,7%. Con la mezcla se
realizé una cobertera sobre placas Petri de 9 cm. de diametro, con una base de
NZY 2%. Las placas se incubaron a 37 °C durante 12 horas hasta la aparicién

de halos de lisis y se realiz6 el recuento de las unidades formadoras de placa
(ufp).

b) Infecciéon en medio liquido.

Este tipo de infeccion se empledé fundamentalmente para la obtencion de
ADN de bacteridfagos. Se llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito por
Malik y col. (1990).

a) Se infectaron 10° células de las cepas de E. coli blue XL1-Blue
MRA y E. coli blue XL1-Blue MRA (P2) preparadas segun se describe en

el apartado 3.5.1. con 107 ufp de la suspension fagica y se incubaron en
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dos etapas: una inicial a temperatura ambiente durante 10 minutos y otra

posterior a 37 °C durante 30 minutos.

b) Las células infectadas se inocularon en un matraz de 500 mL con
100 mL de NZY, maltosa 0,2% y MgSO47 H,O 10 mM. Se incubd a
37 °C y 250 rpm durante 4-6 horas, hasta que se observé un
aclaramiento del cultivo y la formacion de hilillos indicativos de que la

lisis celular se habia producido.
3.5.3. Crecimiento de las cepas de Eurotium.

A. Para la obtencion de esporas.

El procedimiento empleado para obtener esporas de las cepas de

Eurotium se describe a continuacion:

Se sembraron las cepas a partir de esporas conservadas en glicerol en medio
CY20S y se incubaron a 28 °C durante 3 - 5 dias.

Posteriormente, las esporas se recogieron mediante un hisopo, una pipeta

Pasteur o con bolas de vidrio en glicerol al 40%.

La suspension de esporas se conservo en 1 o 2 mL de una solucion de glicerol
al 40% a una temperatura de -20 °C o -80 °C.

B. Para la produccion de compuesto acaricida.

Para la produccion del compuesto acaricida (flavoglaucina) en medio
solido, se sembraron 100 pL de una solucion de esporas conservadas en
glicerol, sobre la superficie del medio de produccion (CY20SA/CY20S-BHI),
sobre el que previamente se habia colocado un disco de papel filtro. Esto
facilita la posterior extraccion del micelio con ayuda de una espatula, sin

arrastrar medio de cultivo. Las placas se incubaron durante 14 dias a 28 °C.
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3.5.4 Conservacion de los organismos.

La conservacion de las cepas bacterianas y fungicas se realizé de
diferentes formas, dependiendo del periodo de tiempo de almacenamiento

requerido:
A. Cepas bacterianas.
. Colonias en medio sélido en placas de Petri selladas con

Parafiim y a 4 °C. Se conservan durante 2-3 semanas.

. Suspension bacteriana en glicerol al 40% (p/v) y a -20 °C. Se

conservan durante 1 ano.

= Liofilizadas. Se conservan durante varios afos.
B. Cepas fungicas.

En todos los casos se emplearon esporas.

= Hongos esporulados en medio sélido en placas de Petri selladas

con Parafiim y a 4 °C. Se conservan durante 1 mes.

= Suspensién de esporas a -20 °C o — 80 °C en glicerol al 40% (p/v).

Se conservan durante 2-3 anos.
= Liofilizado de esporas. Se conservan a 4 °C. Se conserva durante
varios afos.

C. Bacteriofagos.

Para la conservacion de la genoteca de E. rubrum C47 en el vector fagico
A-DASH Il (Promega) se anadi6 a la suspension fagica gelatina (concentracion
final de 0,01%) y DMSO (concentracion final de 7%). La genoteca se repartio

en alicuotas de 15 uL en tubos eppendorf y éstas se conservaron a — 80 °C.
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D. Acaros.

Los acaros se mantuvieron en el sustrato descrito por Griffiths (1966) y
George (1982), formado por la mezcla de levadura de cerveza y germen de
trigo (El Clérigo, Madrid) a 25 °C y alto porcentaje de humedad (80-90%) en el
ambiente. Cada 7 dias se reemplazé el sustrato para conservar el cultivo

fresco.

Se utilizaron placas de 50 mm de diametro con el fondo cubierto de una
capa no muy gruesa de sustrato, dentro de recipientes con el fondo cubierto de
agua a fin de mantener un alto grado de humedad. Transcurridos,
aproximadamente, 7 dias se acumulan productos del metabolismo
(excrementos) de los acaros, por lo que es necesario reemplazar las placas
que presentan mayor cantidad de desechos, por placas nuevas. Se deja
siempre una placa que contenga acaros en crecimiento, los cuales colonizan
las nuevas placas. Asi se mantiene un cultivo que se renueva constantemente

y que contiene todas las fases del ciclo biolégico de los acaros.

La nitrosoguanidina es un mutageno quimico que actua sobre el ADN
produciendo una alta tasa de mutacion y que se adiciona a la suspension
celular que se pretende mutar a una concentracion no superior a 0.5 mM.
Debemos determinar la tasa de supervivencia de las células tratadas con el
mutageno a distintos tiempos de exposicion para elegir la mas adecuada., que
deberia ser del 80%-90%.

e Se inocularon 100 mL de Tris-maleato 0,1 M pH 9,0 con 1 mL de
una solucién de esporas conservadas a -20 °C. El cultivo se incubd
durante 24 horas a 28 °C y 250 rpm.

e Se anadieron los siguientes aditivos al medio para que se

iniciara la germinacion de las esporas:
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o Glucosa a una concentracion final de 1,5%
o] (NH4)2SO4 a una concentracion final de 0,1%

e El cultivo se incubé durante 4 horas como minimo a 28 °C y 250

rom hasta que las células comenzaron a dividirse.

e Se dividieron los 100 mL en alicuotas de 20 mL en matraces de
250 mL. Se recogié una muestra de 1 mL como control no tratado con
nitrosoguanidina. Las cinco alicuotas de 20 mL se trataron con
nitrosoguanidina 0.5 mM y se incubaron a 250 r.p.m y a 28 °C durante

diferentes tiempos entre 30 y 150 minutos.

e Cada una de las muestras se traté con L-cisteina, (50 mg de
L-cys por cada mg de nitrosoguanidina utilizado), para inactivar la
nitrosoguanidina y se recogieron muestras de 1 mL de cada una de

ellas, correspondientes a los distintos tiempos de tratamiento.

e Cada muestra se centrifugd y las esporas se lavaron dos veces
con L-cisteina a la misma concentracion. Posteriormente se recogieron
las esporas por centrifugacion y se resuspendieron en 1 mL de glicerol al
40%.

o La tasa de supervivencia se calculé determinando el numero de
unidades formadoras de colonias (ufc) por mililitro de esporas, para lo
cual se sembro un volumen determinado de las esporas recogidas en

medio de cultivo CY20S y se incubaron durante 3-5 dias a 28 °C.

3.7.1 Maxipreparaciones de ADN plasmidico.

Se inocularon 50 mL de medio 2xTY suplementado con el antibiético

adecuado, segun el plasmido utilizado, con una colonia aislada de la cepa de

E. coli empleada. El cultivo se incub6 12-14 horas a 37 °C en agitacion a 250
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e Se centrifugaron las células a 10.000 rpm durante 10 minutos y se
descartd el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 5 mL de una

solucion de lisozima y TES™" y se incubaron durante 5-10 minutos a 0 °C.
e Se afiadieron 2,5 mL de NaOH/SDS® y se mezclé bien.

e Se incubd la mezcla a 65 °C durante 15 minutos y se dejé enfriar

lentamente a temperatura ambiente y después en hielo.

e Se anadi6 acetato potasico 3 M, pH 4,8 a una concentracion final de 1 M
y se incubd 5 minutos a 0 °C. A continuacién se centrifugé la mezcla durante 20

minutos a 10.000 rpm para sedimentar los restos celulares.

o Posteriormente se precipitdé la muestra con un volumen de isopropanol y
se lavo el precipitado con etanol al 70%®). El precipitado se resuspendié en un
volumen adecuado de agua milli-Q y se traté con ARNasa® (10 pg/ mL durante
30 minutos a 37 °C). Posteriormente el ADN se extrajo mediante tratamientos
con un volumen de fenol-CIA® hasta que la interfase estuvo limpia y por ultimo
se sometid la muestra a un tratamiento con un volumen de CIA®. La fase
acuosa se volvié a precipitar con un volumen de isopropanol y 1/10 volumenes
de acetato sédico 3 M y el precipitado se resuspendié en un volumen adecuado

de agua milli-Q.

TES: 5 mL EDTA 0,5 M pH 8; 1,25 mL Tris-HCI 2 M pH 8; 93,75 mL sacarosa 10,3%.
®NaOH/SDS: NaOH 0,3 M; SDS 2%.

®Etanol al 70%: Diluir etanol absoluto en agua al 70% (V/v).

“ ARNasa: Stock preparado a 10 mg/mL en Tris-HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 15 mM.

®Fenol-CIA: 0,5 volumenes de fenol neutro pH 7,4:0,5 volumenes de CIA. El fenol neutro se
prepardé mezclando 50 g de fenol, 50 mg de hidroxiquinoleina y Tris-HCI 0,1 M pH 8,5, se dejé
reposar hasta que se formaron dos fases. Se eliminé la fase superior y se afadié Tris-HCI
0,1 M pH 8,5 hasta que se alcanzé un pH 7,4-7,5. Se conservé a 4 °C en un recipiente opaco.

©cia (Cloroformo-isoamilico): Mezclar 24 partes de cloroformo y 1 de alcohol isoamilico.

3.7.2. Minipreparaciones de ADN plasmidico.

Se realizaron adaptando el método descrito por Zhou y col. (1990).
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Se inocula una colonia de E. coli en un tubo eppendorf estéril con 1,5 mL de

medio LB suplementado con el antibiético adecuado, segun el plasmido de

interés. Se incuba un minimo de 6 horas a 37 °C en agitacion a 250 rpm

Posteriormente se sigue el siguiente proceso:

Se centrifugan las células a temperatura ambiente y 14.000 rpm durante

30 segundos.

Se descarta el sobrenadante, dejando aproximadamente 50-100 pL del

mismo y se resuspenden las células en ese volumen.

Se adicionan 300 pL de TENS™ y se mezcla bien. Se deja a

temperatura ambiente durante 10 minutos.
Se afaden 150 uL de acetato sodico 3M, pH 5,2.

La mezcla se centrifuga durante 5 minutos a 14.000 rpm para
sedimentar los restos celulares. Se transfiere el sobrenadante a un tubo
nuevo y se precipita el ADN plasmidico afadiendo 900 uL de etanol
absoluto. El precipitado se lava con etanol al 70%, se deja secar y se

disuelve en 30-50 pL de agua mili-Q.

TENS: 0,1 N NaOH; 0,5% SDS. Solucién preparada en el momento de usarla en
tampén TE: 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA,; pH 8,0; en agua milli-Q.

3.8.1. Extraccién de ADN total a gran escala.

Este procedimiento fue descrito por Specht y col. (1982).

Se inocularon matraces de 500 mL conteniendo 100 mL de medio
CY20S liquido con las esporas frescas procedentes de 5 placas crecidas
en el mismo medio de cultivo sélido durante 3 a 5 dias. El cultivo se

incubo a 28 °C y 240 rpm durante 48 horas.
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e Se recogio el micelio por filtracion a través de un filtro de nailon (Nytal)
estéril de 30 um de diametro de poro. Se lavd con 100 mL de NaCl 0,9%
(p/v) y 100 mL de tampon A,

e Se liofilizé el micelio y seis gramos del mismo se trituraron en un
mortero con ayuda de N liquido. El micelio triturado se afadié a un
matraz de 500 mL con 100 mL de Tampon de Extraccion® de ADN al
que se le adiciono tolueno al 10% (p/v). Se homogeneizé la mezcla y se

incubd a 25 °C y 100 rpm en un agitador orbital durante 48 horas.

e Transcurrido este tiempo se anadié un volumen de fenol neutro, se
mezclo, se centrifugd durante 30 minutos a 8.000 rpm y se recuperd la
fase acuosa. Esta se desproteinizé mediante extracciones sucesivas con
un volumen de fenol-CIA (1:1 v/v) hasta que se obtuvo una interfase
limpia y se recupero la fase acuosa. Por ultimo, se efectué una nueva
extraccion con un volumen de CIA para eliminar los restos de fenol que

puedan interferir en el uso posterior del ADN.

e Para precipitar el ADN se afiadieron 0,7 volumenes de isopropanol y se
mantuvo durante 2-4 horas a 4 °C. Posteriormente se centrifugd a 4 °C
durante 20 min a 8.000 rpm. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado
se lavd con 5 mL de etanol al 70% (v/v) frio. Se secd y se resuspendio
en 0,5 mL de TE.

M Tampén A: Tris-HCI 50 mM pH 8 con NaCl 150 mM pH 8,0 y EDTA 100 mM pH 8,0.

@Tampén de Extracciéon: Tampén A con SDS al 2% (p/v).

3.8.2. Extraccidon de ADN total a pequeia escala.

El procedimiento empleado es una modificacion del método descrito por
Cenis (1992).

e Se inocula con esporas un matraz indentado de 50 mL conteniendo 10
mL de medio CY20S y se incuba durante 48 horas a 28 °C y 240 rpm.

e Se recoge el micelio por centrifugacion y se mezcla con 300 pyL de

Tampon de Extraccion (!, 50 pL de bolas de vidrio de 200-300 um de
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diametro (Sigma) y se trata con un homogeneizador cénico eléctrico

durante 10 segundos.

e Se anaden 200 pL mas del mismo tampoén y 500 pL fenol-CIA, se
mezcla por inversion y se incuba durante 30 min a 60 °C. Se centrifuga y
se recupera la fase acuosa, la cual se trata con un 1 yL de ARNasa
(10 mg/mL) por cada 100 pL de solucion y se incuba a 37 °C durante 30

a 60 min.

e Se adiciona un volumen de fenol-CIA, se mezcla y se centrifuga a
13.200 rpm a temperatura ambiente. Se recupera la fase acuosa
desproteinizada y se mezcla con un volumen de CIA. Se centrifuga a

13.200 rpm, a temperatura ambiente, durante 5 min mas.

e Para precipitar el ADN se afiade a la fase acuosa recuperada un
volumen de isopropanol y se mantiene durante 20 min a temperatura
ambiente. Se centrifuga durante 20 min a 13.200 rpm, se elimina el
sobrenadante y el precipitado se lava con 500 pL de etanol al 70% frio.

Se seca el precipitado y se resuspende en 20 pL de tampdén TE

MTampén de Extraccion: Tris-HCI 200 mM pH 8,5; EDTA 25 mM; SDS 0,5% (p/v);
NaCl 250 mM.

3.9.1. Obtencion de ADN a partir de medio sélido

La extraccion de ADN de los fagos recombinantes a partir de medio sélido

se realizd segun el siguiente procedimiento:

e Se infectaron células de E. coli XL1-Blue MRA con la suspension fagica
segun se describe en el punto 3.5.2.a, de forma que se obtuviera una

lisis confluente.

e Sobre la placa lisada se afiaden 10 mL de tampén A-diluyente (diluent)™")

y se deja en agitacién durante 1-2 horas.
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Se recoge el tampdn con una pipeta, se transfiere a tubos de 10 mL y se

centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

Se recoge el sobrenadante y se afiade 1 uL de ARNasa® (1 mg/mL) y

1 uL ADNsa® (1 mg/mL). Se incuba a 37 °C durante 15 minutos.

Se afiade un volumen de una solucién de polietilenglicol 8.000 (PEG)

20% (p/v) y NaCl 2 M, se mezcla bien y se incuba 1 hora a 0 °C.

Se recogen las particulas fagicas mediante centrifugacion y se elimina

completamente el sobrenadante.

Las particulas fagicas se resuspenden en 0,5 mL de tampdén TE (pH
8,0), se anaden 2,5 uL de SDS 20% vy se incuban 5 minutos a 68 °C.

Se afiaden 10 uL de NaCl 5 M y se realiza una extraccion con un

volumen de cloroformo-fenol (v/v) y otra con un volumen de cloroformo.

Se precipita la fase acuosa afiadiendo un volumen de isopropanol e
incubando a -70 °C durante 15 minutos. Tras centrifugar 15 minutos a
14000 rpm el precipitado se lava con etanol al 70%. Una vez seco se

resuspende el ADN en 100 uL de tampdn TE.

() diluyente: Tris HCI (pH 7.5) 10 mM; MgSO,4 10 mM.
@ARNasa: Stock preparado a 10 mg/mL en Tris-HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 15 mM. Las ADNsas

presentes se eliminaron por ebullicién de la solucion durante 15 minutos y posteriormente se

dej6 enfriar lentamente a temperatura ambiente y se conservé en alicuotas a -20 °C.

®ADNSsa: Solucion a 10 mg /mL en agua milli-Q.
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3.9.2 Obtencién de ADN a partir de medio liquido.

Se realiz6 el siguiente procedimiento:

e Se llevé a cabo la infeccion de las células siguiendo el procedimiento

descrito en el apartado 3.5.2.b. Una vez producida la lisis celular, se
centrifugo el cultivo a 5000 rpm durante 20 minutos para sedimentar los
restos celulares y se recogioé el sobrenadante en un tubo limpio. Se
afiadieron ADNsa y ARNasa a una concentracion de 10 ug/mL y se

incubd durante 1 hora a 37 °C.
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e Posteriormente se anadieron 10 g de PEG 8000, 4 g de NaCl y se
calenté a 65 °C hasta la completa disolucién del PEG, tras lo cual se

incubd la mezcla 12-14 horas a 4 °C.

e Se centrifugdé a 8000 rpm y 4 °C durante 40 minutos para precipitar los
fagos, los cuales se resuspendieron posteriormente en 5,4 mL de

tampon L3M.

e Para eliminar las proteinas se afiadieron 600 uL de SDS al 20% y 50 uL

de proteinasa K ? y se incubd la mezcla 1 hora a 37 °C.

e Se realiz6 una extraccion con fenol y se precipitd la fase acuosa
afiadiendo 2,5 volumenes de etanol frio y 0,1 volumenes de acetato
sédico 3 M pH 5,2. Tras centrifugar 15 minutos a 14000 rpm el
precipitado se lavo con etanol al 70% y una vez seco se resuspendio el

ADN en el volumen adecuado de tampén TE.

"Tampén L3: 25 mM EDTA; 0,1 M NaCl; 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5.

@Proteinasa K: Solucidn preparada en agua destilada a una concentracion de 10 mg/mL.

3.10.1. Hidrodlisis con endonucleasas de restriccion.

Las enzimas de restriccion necesarias para este trabajo se utilizaron
siguiendo las recomendaciones de los distintos proveedores, Takara, Roche y

Fermentas.

El procedimiento general de la digestion de ADN con una endonucleasa de
restriccion es el siguiente. En un tubo Eppendorf de 1,5 mL se mezclaron los

componentes de la reaccion en el siguiente orden:
e Agua destilada estéril hasta completar 20 puL
e Tampon de digestion 10x  1/10 del volumen total de la digestion.
e ADN n ng de ADN

e Enzima 2n unidades
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Se incuba a la temperatura adecuada durante 2-3 horas y el ADN digerido se
analiza por migracidén en geles de agarosa, tal y como se indica en el apartado

siguiente.

3.10.2 Fraccionamiento de fragmentos de ADN por

ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa.

Este método fue descrito por Ausubel y col. (1987). Se afiadieron 2,4 mL
de una solucién de sacarosa al 40% (p/v) a un tubo de 5 mL de ultracentrifuga
y sobre esta se afiadieron 2,4 mL de una solucion de sacarosa al 10% (p/v), de
forma que ambas soluciones quedaran en dos fases separadas. Se formo el
gradiente dejando el tubo reposar horizontalmente 8 horas a 4 °C para que
ambas fases se mezclaran. Posteriormente se depositaron sobre el gradiente
50 pyg de ADN genomico de E. rubrum digerido previamente con Sau3Al y se
separaron las distintas fracciones por una ultracentrifuga (Optima"MAX
Ultracentrifuge de Beckman) durante 18 horas a 4 °C y 30.000 rpm. Finalizada
la centrifugacion se recogieron fracciones de 500 pl del gradiente de sacarosa
con la ayuda de un tubo capilar conectado a una bomba peristaltica. Se
analizaron 20 yl de las fracciones recogidas en gel de agarosa al 0,4%. Las
fracciones que tenian un tamano adecuado (15-23 Kb) se precipitaron con
acetato sédico 3 M pH 5,2 y etanol frio. El precipitado se lavé con etanol al 70%

y se resuspendio en el volumen adecuado de agua milli-Q.

3.10.3. Separacion de fragmentos de ADN por

electroforesis.

La electroforesis es la migracion de solutos iénicos bajo la influencia de un
campo eléctrico; estas moléculas migran hacia el catodo o anodo (electrodos
- y +), dependiendo de una combinacion de factores como su carga, peso

molecular y estructura tridimensional.
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3.10.3.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Para llevar a cabo la electroforesis del ADN en geles de agarosa, el
porcentaje utilizado de ésta fue del 0,6-1,5% siguiéndose los métodos descritos
por Sambrook y col. (1989). La concentracion de agarosa a utilizar depende del

rango de tamafo de los fragmentos de ADN que se quieren separar.

3.10.3.2. Extraccion de fragmentos de ADN a partir de geles de

agarosa.

Para realizar la extraccion de ADN a partir de geles de agarosa se

utilizaron dos métodos:

1) El primero de ellos es una técnica basada en la congelacidn
rapida de la banda de agarosa denominado “freeze-squeeze” (Tautz y Renz,
1983). Es un método rapido y sencillo, con un porcentaje de recuperacion de
ADN de aproximadamente el 70%. Una vez separado el ADN mediante
electroforesis, se corta la banda del gel procurando escindir la menor cantidad
de agarosa posible. Se introduce el fragmento de agarosa en un microtubo de
1,5 mL, al que se ha practicado un orificio en el fondo que se ha obturado con
algodon hidrdfilo. El tubo perforado se coloca sobre un microtubo intacto y se
congela a -80 °C durante 10-15 minutos. Posteriormente se centrifuga a 14.000
rom durante 5-8 minutos y se recoge la suspension acuosa que ha pasado a
través del algoddén. A continuacion se lleva a cabo un proceso de extraccidon
con fenol y/o cloroformo y se precipita con un volumen de isopropanol durante
15 minutos a -80 °C. Posteriormente se centrifuga a 14000 rpm durante 15
minutos, se lava el precipitado con etanol al 70% y se resuspende el ADN en el

volumen adecuado de agua milli-Q.

2) El segundo método utilizado se basa en el kit comercial “GFXTM
PCR ADN and Gel Band Purification Kit” (Amersham-Biosciences), que permite
la purificacion, aislamiento y concentracion de productos de PCR y fragmentos
de ADN a partir de un gel de agarosa o soluciones acuosas. Este kit emplea un
agente caotropico que desnaturaliza las proteinas, disuelve la agarosa y

promueve la union de ADN de doble cadena (0,1-48 Kb) a la matriz de la
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columna. Una vez que el ADN se ha unido a la matriz las proteinas y las sales
son eliminadas mediante un proceso de lavado. Posteriormente el ADN es
eluido con un tampdén de baja fuerza idnica. Mediante este método la

recuperaciéon de ADN es aproximadamente del 60%.
3.10.4. Cuantificacion y analisis de la pureza del ADN.

La cuantificacion de ADN se realizé por dos métodos diferentes segun fue

necesario que ésta fuera mas o menos precisa.
a) Por fluorescencia

Las preparaciones de ADN se cuantificaron de forma visual en geles de
agarosa. Para ello se sometio el ADN digerido o sin digerir a electroforesis en
geles de agarosa que posteriormente se tifieron con Bromuro de Etidio!". Se
visualizé la intensidad de las bandas con luz UV y se cuantifico la cantidad de
ADN comparando la intensidad de fluorescencia que poseen las bandas de la
muestra con la intensidad de las cantidades conocidas del marcador de peso
molecular. Para este tipo de cuantificacion se tuvo en cuenta que la

fluorescencia es proporcional a la cantidad de ADN en las bandas.

"Bromuro de Etidio: Se prepara una solucién de 10 mg/mL en agua y se conserva a 4 °C. Se

diluyen 200 pL de bromuro de etidio de la solucion concentrada en 2 litros de agua milli-Q.

b) Por espectrometria.

Cuando se precis6 una cuantificacion mas exacta de la cantidad de
acidos nucleicos presentes en la muestra, esta se realizé por espectrometria,
valorando la absorbancia de la muestra a 260 nm. La relacién
absorbancia/concentracion de ADN en la muestra es la siguiente: 1 unidad de
absorbancia (UA) a 260 nm corresponde a 50 ug/mL de ADN bicatenario.
Ademas la relacion Agso/Azsp indica la pureza de la muestra. Una muestra pura

de ADN presenta una relacion Axgo/Azso= 1,8.
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3.10.5. Reacciones de modificacion del ADN.

Para el empleo de las enzimas de modificacibn que se citan a

continuacién, se siguié el protocolo recomendado por cada casa comercial.
a) Desfosforilacion de extremos 5’ de fragmentos de ADN.

Se utilizé la Fosfatasa Antarctica de BiolLabs, enzima que hidroliza los
extremos 5  fosfato del ADN, lo cual impide la formacion de enlaces
fosfodiéster entre los dos extremos de la misma molécula. Este tipo de
tratamiento se aplica a los vectores de clonacion que han sido linearizados por
digestion con una endonucleasa de restriccidn para prevenir su autoligacion.

El ADN se calienta previamente 5 minutos a 65 °C para su completa disolucion
y separaciéon de sus extremos. La reaccidon se efectia entonces en el
tampodn especifico de la enzima a una concentracion final 1X y se incuba en

presencia de la enzima (5 x 10 unidades) durante 15 minutos a 37 °C.
b) Ligacion de fragmentos de ADN.

Se utilizé la T4 ADN ligasa de Roche, enzima que cataliza la formacién de
enlaces fosfodiéster en presencia de iones Mg2+ y ATP como cofactores.

Para preparar la reaccion de ligacion se mezcla en un microtubo:

ADN del vector 50 ng

ADN del inserto cantidad equimolecular o superior al vector
Tampon de ligaciéon (10X)  1/10 del volumen final

Ligasa del fago T4 2-7U

Agua destilada completar hasta el volumen final (10-20 pL).
Se incubd la reaccion a 14-16 °C durante 12 horas y posteriormente se inactivo
la ligasa por calentamiento a 65 °C durante 10 minutos.

En la ligacion de fragmentos de ADN se tuvieron en cuenta los siguientes

aspectos:

e La relacion vector/inserto varié segun: i) si ambos extremos eran romos

0 cohesivos, ii) si las ligaciones direccionales tenian un extremo romo y
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el otro cohesivo, iii) o ambos extremos cohesivos. Las relaciones

moleculares variaron entre 1:3y 1:15.

e La reaccion se efectud en el minimo volumen posible (preferiblemente
10 pul-20 pL).

3.10.6 Reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Se preparo la mezcla de reaccién para PCR de la siguiente forma:

Agua destilada completar hasta 50 pL
Tampon GoTaq polimerasa (10X) 1/10 del volumen final
MgCl, 2,5mM

dNTPs mix 0,2 mM

GoTaqg ADN polimerasa o Biotools 05U

Cebador 1 0,2 uM

Cebador 2 0,2 yM

ADN molde 160 ng

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador (T Gradient, Biometra) y
se utiliz6 como enzima catalizadora de la reaccion la enzima BIOTOOLS ADN
polimerasa (Biotools). Cuando fue necesario clonar los fragmentos amplificados
por PCR en vectores del tipo pGEM-T Easy (Promega) se utilizé la GoTag ADN
polimerasa (Sigma), la cual deja una desoxiadenosina en cada extremo 3’, lo
que permite clonar directamente los fragmentos amplificados por PCR en estos

vectores para posteriormente ser secuenciados.

3.10.7. Rastreo de la biblioteca genémica construida en el
vector A-Dash Il por PCR.

Se utilizé el método descrito por Vaiman, (2002) con algunas

modificaciones:

1-  Se realiza en primer lugar una infeccién de 10 placas de Petri en
medio sélido NZY (apartado 3.5.2a) con 1x10° ufp de bacteriofagos.
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2- Se afiaden 2 mL de MgSO4 10 mM a cada placa y se agita
suavemente durante 10 minutos. Posteriormente se transfiere la solucion

fagica asi obtenida a un microtubo y se guardan las placas a 4 °C.

3- Se recogen 100 uL de cada suspensién fagica, se pasan a un
microtubo limpio y se tratan con proteinasa K" (concentracién final 1
mg/mL) durante una hora a 65 °C. Se para la reaccion tratandola a 100 °C

durante 10 minutos.

4-  Se recogen alicuotas de 5 uL de cada suspension para usar en
reacciones de PCR (volumen final de 20 uL) segun el protocolo descrito
en el apartado anterior. Se utilizan dos oligonucleétidos que amplifican un
fragmento de ADN de tamafo conocido, correspondiente al gen que

estamos rastreando.

5- Se lleva a cabo un proceso de electroforesis en gel de agarosa y

se identifican las suspensiones fagicas donde la amplificacion es positiva.

6- Una vez identificadas las placas a partir de las que se obtuvieron
las suspensiones positivas, éstas se dividen en tacos (50
aproximadamente), colocando cada uno de ellos en un microtubo de
2 mL. Se anade 1,5 mL de MgSO4 10 mM y se incuba a 37 °C durante

30 minutos con agitacion.

7-  Se recogen 100 uL de cada una de estas suspensiones, se pasan
a un microtubo limpio y se tratan con proteinasa K™ (1 mg/mL) como se

describe en la etapa 3.

8-  Se recogen alicuotas de 5 uL para usar en reacciones de PCR
(volumen final de 20 pL) segun el protocolo descrito en el apartado

anterior.

9- Se analizan las reacciones de PCR en un gel de agarosa y se

identifican aquellos tacos donde hubo amplificacion positiva.
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10- Una vez identificados los tacos positivos, se recogen 10 uL de las
suspensiones obtenidas a partir de los mismos y se realizan diluciones

seriadas (1/10) con MgSO4 10mM en un volumen final de 100 pL.

11- Se lleva a cabo una nueva infeccién de células E. coli XL1-Blue
MRA con 10 uL de cada dilucion siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 3.5.2a.

12- Después de incubar las placas toda la noche se lleva a cabo el

mismo procedimiento de los apartados 2 al 6.

13- Después de 3 o 4 rondas, la menor dilucion positiva contiene
aproximadamente 50-100 clones, los cuales se recogen de forma aislada
mediante una pipeta Pasteur estéril y se introducen en un microtubo

estéril con 100 pL de tampdén SM@.

14- Se agita en termomixer a temperatura ambiente durante 15
minutos; posteriormente se incuba durante 2-4 horas a 4 °C para facilitar

la difusion de los bacteriofagos.

15- Se lleva a cabo una nueva infeccion en medio soélido (apartado
3.5.2a con 10 pL de cada suspensién fagica en placas de Petri de 90 mm

de diametro

16- Se afaden a cada placa 2 mL de MgSOs 10mM y se agita

suavemente durante 10 minutos.

17- Se transfieren las suspensiones fagicas asi obtenidas a un
microtubo limpio y se tratan con proteinasa K (concentracion final 1

mg/mL) segun se describe en la etapa 3.

18- Se recogen alicuotas de 1-5 uL para usar en reacciones de PCR
(volumen final de 20 pL) segun el protocolo descrito en el apartado
3.10.6..
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19- Se identifican asi los fagos que producen una amplificacion
positiva. A partir de estos fagos se obtiene ADN mediante infecciones en
medio liquido segun lo descrito en el apartado 3.5.2b para su posterior

analisis.

MProteinasa K de Tritirachium album (Merck): Disolucidn en agua a una concentracion
de 1 mg/mL. Se conserva a - 20 °C.

@Tampon SM: Gelatina al 0,01% (p/v); NaCl 100 mM; MgSQ,.7H,0 10 mM; Tris-HCI
50 mM, pH 7,5.

3.10.8. Secuenciacion de ADN.

La secuenciacion, tanto de productos de PCR como de ADN plasmidico,
se llevd a cabo con ayuda del kit comercial “BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit” (Applied Biosystems).

La preparacion de las muestras se realizd siguiendo las indicaciones del
proveedor (Applied Biosystems, Foster City, CA USA) en un volumen final de

20 uL con la siguiente mezcla:

Solucién cantidad
BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit 2 uL
5x Sequencing buffer (BigDye®Terminator Kit) 2 uL
Cebador 3 pmoles
ADN molde plasmido 500 ng
Producto de PCR 50 ng
DMSO (dimetilsulféxido) 1,4 uL
Agua miilli-Q Hasta 20 pL

Tabla 3: Mezcla de la reaccion de secuenciacion.

La reaccion de secuenciacion se realizé segun el método descrito por Sanger y
col. (1977) y se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler Epgradient S
(Eppendorf AG.Hamburg, Germany). ElI método utilizado se detalla a

continuacion:
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Segmento Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién
98 °C 1 minutos 1
inicial
Desnaturalizacién 98 °C 10 segundos
Alineamiento 50 °C 5 segundos 25
Extension 60 °C 4 minutos

Tabla 4: Programa de la reaccion de secuenciacion.

El producto obtenido se purificd para eliminar los restos de la reaccion (oligos,
terminadores marcados, etc.) mediante precipitacion con etanol, EDTA y
acetato sédico. Una vez purificado el ADN fue sometido a electroforesis en el
secuenciador automatico ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Systems) para la

deteccién por fluorescencia.

MEDTA (4cido etilendiaminotetracético).

Nota 1: El BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit contiene los ddNTPs, dNTPs y la
ADN polimerasa. No se conoce la composicidn exacta de la solucion anterior, ni del
Sequencing buffer (BigDye®Terminator Kit).

Nota 2: Los cebadores utilizados para secuenciar se indican en la tabla 2 de Materiales y
Métodos.

Una vez terminada la electroforesis las muestras fueron analizadas con el
software Secuencing Analysis 5.2, para posteriormente ser comparadas en las

bases de datos que se detallan en el siguiente apartado.

3.10.9. Analisis informatico de las secuencias.

El andlisis y comparacién de secuencias nucleotidicas se realizé mediante

los siguientes programas informaticos y bases de datos:

o ADNstar (ADNstar Inc. Madison, Wisconsin, USA, 1993-95
Version 3.06): El andlisis de las secuencias obtenidas se realiza por
alineamiento, empleandose el método Clustal V (Higgins y col., 1991)
que forma parte del paquete informatico del programa ADNSTAR
(ADNstar Inc. Madison, Wisconsin, USA).

J Vector NTI Advance™ 9.0 (Invitrogene).
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o Chromas. Version 2.3 (Technelysium).
o Blast: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

o www.kazusa.or.jp/codon.

La transferencia a un soporte solido de fragmentos de ADN obtenidos por
digestion con endonucleasas de restriccion y sometidos a migracidn
electroforética en geles de agarosa se denomina Southern blotting (Southern,
1975). Esta técnica se basa en la fragmentacién in situ del ADN,
desnaturalizacion del mismo y transferencia de los fragmentos en forma
monocatenaria a la membrana, para su posterior fijacion a la misma mediante
luz UV.

El ADN que se va a analizar por hibridacion se digiere con la enzima de
restriccion adecuada, se separa el ADN mediante electroforesis (apartado
3.10.3.) y se tifie el gel con bromuro de etidio"). Posteriormente se coloca el gel
sobre una membrana de nailon (Hybond-N™ de Amersham Pharmacia Biotech)
en el equipo de vacio VacuGene XL, (Amersham Pharmacia Biotech), se lava
con agua milli-Q y se trata con HCI 0,25 M, con solucion desnaturalizante® y
con solucion neutralizante(3), durante 20 minutos cada una. A continuacion se

lleva a cabo la transferencia con SSC 20X™ durante 2 horas.

@Solucion desnaturalizante: Para 1 litro de solucion NaOH 20 g; NaCl 87,6 g.
®Solucién neutralizante: Para 1 litro de solucion Tris-HCI 121 g; NaCl 87,6 g.
“SSC 2X: 0,3 M NaCl; 0,03 M citrato sédico, pH 7,0.

3.11.1. Marcaje de sondas de ADN.

El fragmento de ADN utilizado como sonda en procesos de hibridacion
debe ser marcado de tal forma que sea posible su posterior deteccion. Se
utilizaron técnicas de marcaje no radioactivas, concretamente digoxigenina-11-
dUTP.

El sistema de marcaje no radiactivo (Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments,

150 U), comercializado por la compainia Roche, emplea un hapteno esteroide
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(digoxigenina), la cual esta unida al nucleétido trifosfato dUTP por un enlace
ester. Las sondas marcadas con digoxigenina son generadas enzimaticamente
por el método de cebado al azar (random primer) descrito por Feinberg y
Vogelstein, (1983).

El procedimiento se realiza de la siguiente forma:

e Se obtienen 0,5-1,5 ug de ADN del fragmento a marcar en forma lineal

en un volumen maximo de 16 ulL.

e Se desnaturaliza el ADN hirviéndolo durante 10 minutos y se transfiere
rapidamente a hielo durante 3-5 minutos. Posteriormente se afaden 4
uL de DIG-High Prime (Roche).

e Se incuba la mezcla a 37 °C entre 16 y 24 horas y posteriormente se
para la reaccion congelando directamente o afadiendo 2 uL de EDTA
250 mM, pH 8,0. Si la sonda no se utiliza inmediatamente se puede
conservar a — 20 °C.

Para comprobar el marcaje de la sonda se realizan diluciones 1/10, 1/100 y
1/1000 y se carga 1 uL de cada dilucién sobre una membrana Hybond-N™
(Amersham Biosciences). A continuacién se fija el ADN mediante luz
ultravioleta (UV-Stratalinker 2400, Stratagene) y se equilibra la membrana con

tampén 1" durante 1 minuto, en agitacion.
Posteriormente la membrana se trata segun lo descrito en el apartado siguiente

y tras el revelado se observan las sefiales de hibridacion en el film.

Tampon | Y 100 mM de acido maléico; 150 mM NaCl, pH 7,5.

3.11.2. Hibridacioén.

El proceso de hibridacion se lleva a cabo una vez que se ha realizado la
transferencia del ADN y se ha marcado la sonda. En el proceso completo de
hibridaciéon se pueden distinguir cuatro fases: prehibridaciéon, hibridacion,

lavados y deteccion.
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La prehibridacion 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 tampdn de hibridacion. Para ello se
coloca la membrana en un tubo de hibridacion de Amersham

1

Biosciences, se afiaden 10-20 mL de solucién de hibridacion (" y se

incuba a la temperatura adecuada (37 °C — 42 °C) durante 3 horas.

La hibridacion permite la union de la sonda marcada al ADN fijado en la
membrana. Para llevar a cabo la hibridacién, se elimina la solucion de
prehibridacion y se incuba la membrana durante al menos 8 horas con
20-50 mL de la misma solucién, a la cual se le afiade la sonda marcada
y previamente desnaturalizada (15 minutos a 100 °C y 10 minutos en
hielo). Finalizada la hibridacion se recoge la sonda para su reutilizacion,

conservandola a -20 °C.

Los lavados, permiten la eliminacién de las uniones inespecificas que

hayan podido producirse entre la sonda y el ADN.
El lavado de membrana se realiza de la siguiente forma:

En primer lugar se lava brevemente en agitacion, la membrana con
solucién de lavado ¥ a temperatura ambiente y posteriormente se lava
con la misma solucion durante 15 minutos a la temperatura de
hibridacién.

A continuacion se lava dos veces durante 15 minutos (cada una) con

solucion de lavado 11 a la temperatura de hibridacion y en agitacion.

Se trata la membrana con solucién de lavado 11 durante 5 minutos en
agitacion y se bloquea la membrana con tampén 1I®® durante 30 minutos

mas.

Se sustituye el tampén Il por la solucion de anticuerpos(s) y se deja al

menos 30 minutos en agitacion.

Se elimina la solucién de anticuerpos y se lava la membrana 2 veces

con solucién de lavado Il durante 15 minutos en agitacion.
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e La deteccion permite visualizar la union de la sonda con los fragmentos

de acidos nucleicos, mediante autorradiografia.

Para llevar a cabo la deteccion, se elimina la solucién de lavado y se
trata la membrana con tampdn 1 durante 5 minutos en agitacion. A
continuacion se trata la membrana con la soluciéon CDP-Star® durante 5
minutos en oscuridad y con el lado de la membrana al que fue
transferido el ADN hacia abajo. Se seca y envuelve la membrana en
plastico y se expone a una pelicula de autorradiografia (Hyper Film,
Amersham Pharmacia Biotech) en wun estuche con pantallas
intensificadoras de calcio-tungsteno-fosforo, durante un tiempo que varia

entre 5 y 30 minutos.

Posteriormente se revela la pelicula mediante el siguiente tratamiento:
> Liquido revelador de rayos X Kodak® durante 1-5 minutos
> Solucion de paro!'® durante 1 minuto.

> Liquido fijador Kodak"" durante 5 minutos. La pelicula de

autorradiografia revelada se lava con agua y se deja secar.

MSolucion de Hibridacion: 5X SSC; 2% agente Bloqueante (Blocking Reagent de Roche); 0,1%
lauroilsarcosina; 0,02% SDS; formamida 40%. La solucidon de hibridacién puede ser reutilizada varias
veces, en caso de ser asi, se desnaturaliza de igual manera.

@Solucion de lavado I: 2 X SSCy 0,1% SDS

®3olucion de lavado II: 0,1 XSSCy0,1% SDS.

®Solucion de lavado Ill: Tampédn | con Tween-20 al 0,3% (v/v).

®Tampon II: Tampon | mas 1% de agente bloqueante (Blocking Reagent de Roche). Tampén |: 100 mM
acido maléico; 150 mM NaCl, pH 7,5.

®)Solucion de anticuerpos: diluir en una proporcion 1:10.000 los anticuerpos anti-digoxigenina conjugados
con fosfatasa alcalina (Roche) en tampén II.

"’Tampén llI: Tris HCI 0,1 M pH 9,5; NaCl 0,1 M; MgCl, 50 mM. Se preparan dos soluciones:
una con 1 M Tris-HCI, pH 9,5 y otra 1 M NaCl; 500 mM MgCl, -6H,0. De esta forma las
soluciones estan 10X, mezclandose con agua destilada antes de usar como 1X.

®Solucion CDP-Star: Se.prepara diluyendo 100 veces en el tampén llI, la solucion del
compuesto disodio 2- cloro-5- (4-metoxiespiro {1,2-dioxietano-3,2’- (5’- cloro) triciclo [3.3.1.13,7]
decan} —4-il)-1-fenilfosfato, quedando a una concentracion final de 0,25 mM. Se almacena a

4 °C en oscuridad.
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(Q)Liquido revelador de rayos X: Diluir el preparado comercial de Kodak en proporcién 1:31 en
agua milli-Q.
1930lucién de paro: 2,5% (v/v) acido acético.

“”Liquido fijador: Diluir el preparado comercial de Kodak en proporcion 1:9 en agua milli-Q.

3.12.1. Transformacion de E. coli.

3.12.1.1. Preparacion de células competentes de E. coli.

Se utilizé el método descrito por (Inoue y col., 1990).

J Se sembraron 100 uL de E. coli DH5a o SURE conservadas en
glicerol al 40% y a -80 °C en medio LB sdlido y se incub6 a 37 °C

durante 12-14 horas para obtener colonias aisladas.

o Se inocularon 250 mL de medio SOB suplementado con glucosa
al 0,36% y MgCl, 10 mM con 20-30 colonias aisladas de E. coli DH5a 0
SURE. Se incubaron durante 15-16 horas a 25 °C hasta una densidad
Optica a 600 nm de 0,6.

o El cultivo se enfrié en hielo durante 10 min y se recogieron las

células por centrifugacion a 4 °C.

o A continuacion se resuspendieron las células, con suavidad vy
manteniendo siempre la temperatura alrededor de 4 °C, en 80 mL de

tampon TB () frio y la suspension se mantuvo durante 10 min en hielo.

o Se recogieron las células por centrifugacion y se resuspendieron
en 20 mL de tampdén TB frio. A continuaciéon se anadi6 DMSO a una
concentracion final del 7% y se mantuvieron las células en hielo durante

10 min.

o Las células asi obtenidas se repartieron en alicuotas de 100-200
ML, pudiendo ser utilizadas inmediatamente para transformar. Las

alicuotas no utilizadas se congelaron con N liquido y se conservaron a
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- 80 °C.

" Tampén TB (400 mL): 1,21 g de PIPES 10 mM; 0,66 g de CaCI2 15 mM; 7,46 g de KCI
250 mM. Ajustar el pH a 6,7 con KOH 1 M y posteriormente afadir MnCl,.4H,O 55 mM. Filtrar y
guardar a 4 °C.

3.12.1.2. Transformacion de E. coli.

El procedimiento utilizado ha sido el descrito por Hanahan (1983):

. Se descongelan las células competentes lentamente en hielo y se
mezcla el ADN (entre 1 y 10 yL) con 100 uL de células. Se mantiene la

mezcla en hielo durante 30 min.

o Se somete la mezcla de ADN-células competentes a un choque

térmico por inmersion en un bafo de agua a 42 °C durante 1 minuto.

. Se anaden 300 pyL de medio LB y se incuba a 37 °C y 250 rpm
durante 1 hora.

o Se siembra en placas de medio LB sodlido suplementado con el
antibiotico de seleccion para permitir unicamente el crecimiento de los

clones transformados.
3.12.1.3. Analisis de los transformantes mediante PCR.

Se coge con un palillo una colonia de E. coli y se disuelve en 50 uL de
agua milli-Q. Se rompen las células sometiendo la muestra a 95 °C durante 10
minutos y posteriormente se usa este ADN como molde para una reaccion de

PCR tal y como se indica en el apartado 3.10.6.

3.12.2. Transformacion de E. rubrum.

La seleccion de los transformantes fungicos puede conseguirse con la
introduccion de un marcador que confiera resistencia a un compuesto tdxico
(por ejemplo un antibiotico) o mediante la complementacion de una mutacion

presente en la cepa receptora de los plasmidos.
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3.12.2.1 Obtencion de protoplastos

° Los protoplastos se obtienen del micelio formado a partir de las
esporas utilizadas como inoculo del cultivo, para lo cual se inocula una
placa con medio CY20S con 100 ul de una suspension de esporas
conservadas en glicerol al 40% y se incuba a 28 °C durante 7 dias.
Posteriormente se recogen las esporas afiadiendo 2 mL de NaCl al 0,9%
y se someten a un choque térmico a 50 °C durante 1 minuto y 30
segundos. Con las esporas obtenidas se inoculan 100 mL de medio
CY20S con pH 5,5 y se incuba durante 24/48 horas, a 28 °C y 250 rpm.

o El micelio se recupera por filtracién a través de un filtro de nylon
“Nital” estéril de 30 nm de diametro de poro y se lava con 100 mL de
NaCl al 0.9% (p/v).

o Se seca el micelio entre papel de filtro y se resuspende en 10 mL
de tampén TPP!". Se afiade una mezcla de enzimas liticas (Lysing
Enzymes from Trichoderma harzianum de Sigma-Aldrich) disueltas en un
volumen igual de tampon TPP a una concentraciéon final de 10 mg/mL.
La suspension se incuba a 28 °C durante 1 hora y media, a 80 rpm.
Posteriormente, se afiade la enzima B- glucoronidasa de Sigma-Aldrich
(1000 u/mL) previamente filtrada y se prosigue la incubacién, bajo
similares condiciones hasta que la mayor parte del micelio forme

protoplastos.

o La formacion de protoplastos se sigue por observacion en el
microscopio y una vez liberados se recuperan por filtracion a través de
un filtro de nylon “Nital” estéril de 10 nm de diametro de poro. El filtrado
obtenido se centrifuga durante 2,5 minutos a 2500 rpm para sedimentar
los protoplastos. Estos se lavan 3 veces con solucidn KCM®@ y se
sedimentan en las condiciones anteriores. El sedimento del ultimo
lavado se resuspende en 10 mL de tampon KCM vy tras efectuar un
recuento en camara Thoma, los protoplastos obtenidos por
centrifugacion se resuspenden en 20 uL de solucion PCM® y se afiade

KCM hasta completar un volumen de 100 puL.
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Esta suspension de protoplastos se mantiene a 4 °C hasta el momento de

realizar la mezcla de transformacion.

TPP: KCI 0.5 M; tampoén de fosfato potasico 50 mM, pH 5.8. Antes de utilizar afiadir
MgS0O,.7H,0 a una concentracién 0,1 M

@KCM: CaCl, 50 mM; KCI 0.6 M; MES 10 mM, pH 5.8.

®PCM: CaCl, 50 mM; MES 10 mM, pH 5.8; PEG 6.000 50% (p/v).

3.12.2.2 Transformacion de protoplastos.

Se mezclaron, evitando formar burbujas:

o Suspension de protoplastos................ 100 uL (107 protoplastos/mL)
. ADN (5-10 ) vveeeviieeiiee e 1-10 pL

o La mezcla de transformacion se incub6 durante 20 minutos en
hielo.

o Posteriormente se anadieron 500 uL de tampén PCM vy tras

mezclarse bien, la mezcla de transformacion se mantuvo a temperatura

ambiente durante otros 20 minutos.
o Finalmente se diluyd el polietilenglicol presente en el tampén PCM
afiadiendo 600 uL de tampon KCM.

3.12.2.3 Extension en placas:

o Se prepara la base de las placas de transformacion (90 mm de
didmetro) extendiendo 10 mL de medio CY20S, MMT o CMM pH 5,2.
Una vez solidificado el medio se extiende sobre él la mezcla de
transformacién, en forma de cobertera. Para ello se prepar6 en un tubo

estéril de 10 mL la siguiente mezcla:
Mezcla de transformacion...........cccccccie 100 uL

Medio CY20S, MMT o CMM pH 5,2 2 46-50 °C..........cc.cceeunnee 10 mL
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El antibidtico de seleccion se utilizd a una determinada concentracion

segun la cepa transformada, siguiendo los parametros de la siguiente

tabla:
Medio de
Antibiético . E. rubrum C47 E. rubrum A3 13 E. rubrum T3133
cultivo
Aureobasidina MMT 3 ug/mL 5 ug/mL 3 png/mL
Fleomicina CMM 50 ug/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Geneticina CY20S 80 ng/mL 50 pg/mL 60 ng/mL

Tabla 5: Parametros utilizados en la selecciéon de transformantes de las cepas E. rubrum C47,
E. rubrum A313 y E. rubrum T3133.

o La concentracion de antibiético adecuada para seleccionar los
transformantes se determiné regenerando los protoplastos sin
transformar en presencia de distintas concentraciones del antibiético de

seleccion.
o Se incuban las placas a 28 °C durante 5 dias.

Para comprobar la viabilidad de los protoplastos, el buen
funcionamiento de Ila transformacion y detectar alguna posible
contaminacién, se prepararon placas control con los protoplastos sin

transformar y sin antibiético o con la concentracion determinada de

antibiético de seleccion.

3.13.1 Obtencion del extracto crudo a partir de micelio de
E. rubrum C47.

e Se parte del micelio de varias placas crecidas durante 14 dias en medio
CY20SA/CY20SBHI sodlido. Las esporas se inoculan en placas en las
cuales se ha colocado un papel de filtro sobre el medio de cultivo y una
vez formado el micelio se recoge mediante raspado. El papel filtro facilita

el raspado y evita que se arrastre medio de cultivo junto con el micelio.
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e Se anade al micelio 25 mL de acetato de etilo y se extrae por agitacion
con vértex durante 5 min, se centrifuga durante 10 min a 4.400 rpm y se
recoge la fase organica. Este procedimiento se repite tantas veces como
sea necesario hasta que el micelio queda casi en su totalidad libre de

color amairillo.

e EIl extracto se concentra a vacio en rotavapor R-210 de Buchi hasta
sequedad, y se resuspende en metanol. Los restos insolubles se

eliminan por centrifugacion a 4.800 rpom durante 15 min.
3.13.2 Cromatografia en capa fina (TLC).

Se realizé utilizando como fase fija un cromatofolio de Silica-gel 60
(Merck) y como fase movil: benceno: diclorometano (4:1). La fase fija se cargd
con 1-5 ul de extracto crudo o con tacos de micelio impregnados con benceno:
diclorometano (4:1) y se dejo migrar hasta que la fase movil alcanza una altura

aproximada de 2 cm del borde superior del cromatofolio.

Se revel6 mediante un tratamiento con acido fosfomolibdico (preparado

al 20% en etanol) y posterior tratamiento térmico.
3.13.3 Cromatografia en fase normal-Silica gel.

e El extracto crudo se cargd en una columna de vidrio (Afora) para
cromatografia con una altura util de 800 mm, un diametro interior
de 40 mm y una capacidad aproximada de 980 mL, rellena con un
lecho de silica gel (Sigma) y previamente equilibrada con
diclorometano. Esta matriz se utiliz6 para la separacion de

compuestos hidrofébicos e hidrofilicos.

e Las muestras se eluyeron aplicando en primer lugar 1,8 litros de
diclorometano a razén de 15 mL por minuto y posteriormente con
1,8 litros de diclorometanometanol en proporcion 1:9, en ambos
casos a un flujo de 12,5 mL por minuto. Las distintas fracciones se

recogieron por separado.
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e Cada wuna de las fracciones recogidas anteriormente se
concentraron en el rotavapor hasta sequedad y se resuspendieron

en 25 mL de acetona.
3.13.4 Cromatografia de filtracion en gel.

e Se cargaron 2 mL de la muestra activa resuspendida en acetona en
una columna de filtracion en gel Bio-Beads S-X3 (Bio-Rad) de
120 x 1,5 cm, previamente equilibrada con acetona. Este gel esta
compuesto por una matriz polimérica (poliestireno-divinil-benceno)
no polar, empleada en la separacién, en funciéon del tamafio
molecular, de compuestos de naturaleza hidrofobica de hasta 2000

daltons de peso molecular.

e La muestra se eluy6 con acetona a un flujo constante de 1 mL/min,

recogiéndose fracciones cada 5 min.

e Las fracciones se agruparon en funcién del espectro de absorcion
a 350 nm.

3.13.5 Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC).

Los metabolitos secundarios se separaron mediante una columna de fase
reversa Lichrospher 100-RP18 (Merk) de 5 ym de tamafio de poro y de
dimensiones (250 x 4) mm, montada en un equipo Shimadzu modelo 10AD-VP
con detector de fotodiodos, inyector automatico modelo SIL-10ADVP y mdédulo
controlador modelo SCL-10AVP. La produccion de flavoglaucina se cuantificé a

390 nm de longitud de onda.
Para realizar la elucidén se emplearon los siguientes solventes:
Solvente A: agua milli-Q.

Solvente B: acetonitrilo.
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a)

b)

Cromatografia liquida en HPLC semipreparativo.

La fracciones de interés eluidas de la columna Biogel S-X3, se
evaporaron y resuspendieron en el minimo volumen de acetonitrilo
que permite su solubilidad. Se centrifugaron durante 15 min a
13.200 rpm para eliminar cualquier posible particula y se cargaron
en una columna de fase reversa LiChrospher 100 RP-18 de 10 um

de tamafio de poro y de dimensiones (250 x 10) mm (Merck).

La cromatografia se realizd en un equipo Waters TM 650E
compuesto por una bomba modelo 600 con inyeccion manual
Reodhyne y con detector de longitud de onda fija modelo 486. La

longitud de onda se preestablecio a 260 nm.

La elucién se lleva a cabo a un flujo de 7,5 mL/min, empleando
como fase movil agua 100% (solvente A) y acetonitrilo 100%

(solvente B).

Bajo estas condiciones se recogieron todos los picos

cromatograficos y se concentraron.
Cromatografia liquida en HPLC analitico.

Los metabolitos secundarios producidos por E. rubrum se eluyeron
a partir del extracto crudo que se resuspendié en metanol. Por otra
parte los picos obtenidos mediante el HPLC semipreparativo se
resuspendieron en el minimo volumen de acetonitrilo que permite
su solubilidad. En ambos casos las muestras se centrifugaron
durante 15 min a 13.200 rpm para eliminar las particulas insolubles
y se inyectaron en una columna de fase reversa LiChrospher 100
RP-18 de 5 ym de tamafio de poro y de dimensiones (250 x 4) mm
(Merck).

La cromatografia se realizé en un equipo Shimadzu modelo 10AD-

VP con detector de fotodiodos.
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o La elucion se llevé a cabo a un flujo de 0,7 mL/min, empleando
como fase moévil, agua 100% (solvente A) y acetonitrilo 100%

(solvente B).

o Bajo estas condiciones se recogieron dos picos cromatograficos
puros, se concentraron mediante liofilizacion y fueron analizados
por espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear en
colaboracién con el Dr. Angel Rumbero de la Universidad

Autéonoma de Madrid.

3.14.1 Ensayos en placa

Los siguientes ensayos se disefiaron en nuestro laboratorio con el fin de
analizar el efecto acaricida del micelio de E. rubrum y de distintos metabolitos
secundarios puros sobre la poblacidn de acaros. El procedimiento seguido en

cada caso es el siguiente:
a) Ensayo con micelios fungicos.

Los acaros del Orden Astigmata son capaces de alimentarse de micelio

de manera artificial tal y como describen Okabe y Occonor, (2001).

e Se siembran 80 uL de una suspension de esporas (conservadas
en glicerol al 40% a -20 °C o -80 °C) de la cepa de E. rubrum, cuyo
efecto acaricida se quiere estudiar, en placas de 50 mm de
diametro con medio de cultivo CY20S-BHI. Sobre este se colocan
discos de papel de filtro, que actuan como barrera frente a los

acaros, evitando el acceso directo de éstos al medio de cultivo.

e Las placas se incuban durante 10 dias a 28 °C y con una humedad
relativa, aproximadamente del 75%, de forma que el hongo crece

formando un césped homogéneo.

e Una vez crecido el micelio se deposita sobre el mismo un niumero

determinado de acaros y la placa se sella con parafilm, que se
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agujerea con dos o tres pequenfos orificios para evitar se salgan los

acaros y evitar su muerte por falta de oxigeno.

e Las placas de ensayo con los acaros se mantienen durante 15 a
21 dias a 25 °C y con un 90% HR, tiempo durante el cual se realiza

periédicamente un recuento de los acaros vivos y muertos.
b) Ensayo con muestras liquidas.

Este ensayo ha sido disefiado con el fin de determinar la actividad
acaricida de metabolitos secundarios puros de E. rubrum. Este ensayo se

realizé con muestras solubilizadas en metanol.

e Las muestras a ensayar se solubilizan en el menor volumen posible

de metanol.

e Con esta solucion se impregnan entre 80 y 100 mg de sustrato
alimenticio para acaros, previamente depositado en una placa de

Petri de 50 mm de diametro.

e La comida impregnada se evapora al vacio para eliminar el
solvente organico y posteriormente se humidifica con agua durante

24 horas a 4 °C en una camara de humidificacion.

e Una vez preparada la comida, impregnada con la muestra a
evaluar, se deposita un numero determinado (normalmente entre
10 y 30 individuos) de acaros sobre la misma y las placas son
selladas con parafilm y el ensayo se lleva a cabo del mismo modo

que en el caso anterior.
3.14.2 Ensayos experimentales en industrias chacineras.

3.14.2.1. Ensayos de inoculacion en condiciones controladas.

Se llevdo a cabo un estudio de implantacion de E. rubrum sobre la
superficie del jamon en condiciones controladas (T? y humedad), en laboratorio,
de forma que se pudieran establecer las condiciones Optimas de implantacion

del hongo y posteriormente poder aplicarlas en la industria chacinera. Los
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jamones se dejan en condiciones controladas el minimo tiempo posible para
que el hongo se implante, y posteriormente se pasan al secadero natural para

continuar el proceso normal.

Para mantener unas condiciones estables de temperatura y humedad, se
acondicion6 una camara refrigeradora de INBIOTEC. En ella la temperatura fue
de 18 °C y la humedad relativa del 70-80%.

La limpieza previa de la camara, se realizo limpiando el suelo y las paredes con
lejia. La entrada a la camara del personal de INBIOTEC encargado de la
inoculacion y seguimiento de la implantacion en los jamones se hizo siempre

con bata, gorro, mascarilla y calzas.

Los jamones se inocularon mediante pulverizado manual de una solucion
en NaCl 0,9% de esporas de E. rubrum a una concentracion final de 10’
esporas/mL. La pulverizacion se realiz6 durante 5 dias consecutivos con
suspensiones de esporas frescas a las que se les did previamente un choque

térmico de 3 minutos a 50 °C para inducir la germinacion.

Como control de la dispersién y viabilidad de las esporas, se colocaron
placas de cultivo bajo los jamones tratados y se incubaron 7 dias a 28 °C. Tras
el tratamiento se observé periédicamente la evolucion de los jamones. A los
diez dias de la administracion de la primera dosis de esporas, se tomaron
muestras de los hongos que habian crecido en la superficie de los jamones
mediante frotis con un bastoncillo estéril y siembra directa en medio de cultivo
Power. Las placas se incubaron a 28 °C durante 7 dias y la presencia de
Eurotium se establecid por observacion morfolégica de los hongos

desarrollados sobre las mismas.

3.14.2.2. Ensayos de inoculacion en condiciones naturales.

Se intentdé implantar un sistema de control biolégico de las plagas de
acaros por E. rubrum en un numero determinado de jamones de una industria
chacinera de la zona (embutidos Rodriguez S.A.). Las etapas de actuacién de

las que consto el ensayo fueron las siguientes:
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a) Preparaciéon de material biolégico: Esporas de Eurotium rubrum.

Las esporas de E. rubrum se obtuvieron mediante tandas
sucesivas de siembra y recogida de esporas. La cepa silvestre
E. rubrum C47 se creci6 sobre medio de cultivo CY20S durante 7-9
dias a 28 °C.

La recogida de esporas se realizd en condiciones estériles,

mediante asa de siembra y con solucion salina al 0,9%.

La viabilidad de las esporas y la ausencia de contaminacién de
cada lote se llevo a cabo por observacion al microscopio y siembra
de diluciones seriadas de cada lote en placas de medio de cultivo
CY20S.

Todos los lotes de esporas presentaban una concentracion de
esporas viables entre 1y 3x10° esporas/mL.

b) Inoculacién de los jamones

Se llevaron a cabo tres inoculaciones de los jamones con las esporas de

la cepa E. rubrum C47 obtenidas anteriormente. Entre cada una de las

inoculaciones transcurrieron 15 dias aproximadamente.

La inoculacion se realizé6 mediante dos sistemas: Inmersién y pulverizacion.

PROCEDIMIENTO DE INMERSION:

En cada tanda de inoculacion se prepararon 60 litros de suspension de

esporas para el tratamiento de inmersion, afadiendo las siguientes cantidades

de cada componente:
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Agua destilada 59 litros

Sal 540 g

Glicerol 700 mL (87%)

Esporas 60 mL (10%esporas/mL)
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Se introdujeron manualmente, cada uno de los jamones en un contenedor
cilindrico donde se habia preparado la suspensidon de esporas y posteriormente
se fueron colocando en los carros donde los jamones siguieron el proceso de

curado.

PROCEDIMIENTO DE NEBULIZACION:

Para el tratamiento de nebulizacion se prepararon 15 litros de suspension
de esporas (manteniendo las proporciones anteriores) que se dispusieron en el
tanque de una maquina pulverizadora propiedad de la empresa chacinera

donde se desarroll6 el ensayo.

El proceso de pulverizacion se realizé durante 2 horas y se empled un volumen

final de suspension de esporas de unos 8 litros.
c¢) Toma de Muestras

La toma de muestras se realiz6 haciendo un examen visual de la
presencia de acaros y de hongo y tomando muestras de cada jamdn con un
bastoncillo impregnado en glicerol al 40%, frotando sobre una superficie de 1
cm? aproximadamente. El bastoncillo se almacend en el tubo de 1,5 mL y se

conservaron a 4 °C, hasta su analisis en el laboratorio.
d) Analisis de Muestras

Las muestras se analizaron haciendo diluciones seriadas en NaCl al 0,9%
para posibilitar el recuento de colonias aisladas sobre un medio de cultivo
general. Las placas sembradas con las muestras se dejaron incubar 7 dias a
28 °C y transcurrido este tiempo se llevé a cabo el recuento de las colonias de

cada uno de los diferentes microorganismos que aparecieron.
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Resultados y Discusion

El primero de nuestros objetivos al comenzar este trabajo era la obtencion
de cepas de E. rubrum afectados en la produccion de la sustancia acaricida.
Asi, nos planteamos obtener mutantes superproductores de flavoglaucina, con
el fin de utilizarlos en el desarrollo de un método para el control biolégico de

las plagas de acaros en el jamon y la cecina.

Por otro lado y dado que en la bibliografia existente no hay datos sobre la
ruta de biosintesis de este compuesto, decidimos obtener también mutantes
no-productores de flavoglaucina con el fin de caracterizar en el futuro los genes

implicados en dicha ruta, por complementacién de estos mutantes.
4.1.1 Mutagénesis de E. rubrum C47 con nitrosoguanidina.

Para obtener tanto los mutantes superproductores como no-productores
de flavoglaucina elegimos como agente mutagénico la nitrosoguanidina (NTG).
Este compuesto actua como un agente alquilante, reaccionando directamente
con el ADN vy originando cambios quimicos en las bases nucleotidicas o
produciendo apareamientos erroneos, aunque el mecanismo molecular exacto

de la accién mutagénica de la NTG no se conoce todavia.

La NTG es uno de los compuestos mutagénicos mas potentes y resulta
muy efectivo para aplicaciones practicas, ya que se obtienen, en condiciones
optimas, un gran numero de mutantes con una tasa de mortalidad intermedia

(Diaz Minguez y col., 1988).

Una vez seleccionada la NTG como agente mutagénico se traté la cepa
de E. rubrum C47 con este compuesto a una concentracion 0,5 mM tal y como

se describe en el apartado 3.6 de Materiales y Métodos.

Esporas de E. rubrum C47 se sometieron a diferentes tiempos de
exposicion a NTG, calculandose posteriormente la viabilidad de las esporas
mutadas. Para ello se sembraron por triplicado placas de Petri de 90 mm de
diametro con 100 pL de las suspensiones de esporas tratadas en el medio de

cultivo CY20S y se incubaron durante 5 dias a 28 °C. Posteriormente se llevé a
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cabo el recuento de las colonias viables. Los resultados obtenidos se muestran
en la Grafica 1.
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Gréfica 1: Tasa de supervivencia de las esporas de E. rubrum C47 a los 30, 60, 90, 120 y 150
minutos de exposicién a NTG.

Los datos obtenidos pusieron de manifiesto que a los treinta minutos de
exposicion a NTG la tasa de supervivencia de las esporas era de un 40%
aproximadamente y que dicha tasa disminuia hasta un 20-30% a los noventa
minutos de exposicidon. A partir de este momento y hasta el final del
tratamiento, la tasa de supervivencia, se mantenia practicamente constante. A
los ciento cincuenta minutos de tratamiento la tasa de mutacion es elevada por
lo que se produce una gran reduccion de la tasa de supervivencia. Por tanto
concluimos que el rango de tiempo Optimo de exposicion a NTG estaba entre

30 y 120 minutos, en el que el 20-40% de las esporas son viables.

4.1.2 Seleccion de mutantes.

Con el fin de seleccionar los mutantes afectados en la produccion de
flavoglaucina, tanto superproductores como no-productores, se sembraron
100 pL de las diluciones 10'1y 10 de las suspensiones de esporas, expuestas
durante 30, 60, 90 y 120 minutos a NTG, en placas de 90 mm de diametro con

CY20S vy se incubaron a 28 °C durante 5-7 dias. A partir de estas placas se
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obtuvieron colonias aisladas, que se sembraron en un medio de cultivo de
produccion de flavoglaucina (medios de cultivo CY20SA/CY20S-BHI) y se

incubaron 14 dias a 28 °C.

La seleccion de los mutantes se llevé a cabo en un primer momento por
cromatografia en capa fina (TLC), utilizando tacos de agar con micelio
obtenidos a partir de dichas placas e impregnados en una solucion de
diclorometano y benceno tal y como se describe en el apartado 3.13.2 de

Materiales y Métodos.

La técnica de cromatografia en capa fina permite separar compuestos
segun su polaridad, de forma que en solventes organicos los compuestos de
menor polaridad migran mas sobre la matriz sélida que los mas polares.
Mediante el céalculo del factor de retencion, (VRf, se puede determinar que dos
compuestos separados en las mismas condiciones cromatograficas son
semejantes o iguales cuando su Rf es la misma, mientras que son diferentes

cuando este valor es distinto.

De este modo se seleccionaron como posibles mutantes
superproductores de flavoglaucina aquellos en los que se observaba una
mayor intensidad en las manchas correspondientes a la aspergina, cuyo Rf es
0,5, y la flavoglaucina (Rf 0,45) respecto a las manchas obtenidas a partir de la

cepa parental E. rubrum C47.

Por otro lado, los posibles mutantes no-productores de flavoglaucina se
seleccionaron en base a la ausencia de las manchas de interés respecto a la

cepa control E. rubrum C47.

En la Figura 17 se muestra como ejemplo una TLC a partir de la que se
seleccionaron dos mutantes potencialmente superproductores (T394 y T412) y un

posible mutante no productor (T3133).

Rf o factor de retencion. Se obtiene al dividir la distancia que ha migrado el compuesto (cm)
entre la distancia que ha migrado el solvente (cm).
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Figura 17: Ildentificacion de mutantes no-productores y superproductores de flavoglaucina y
aspergina mediante TLC. Las muestras 1 a 10 se corresponden con distintos mutantes

analizados y la 11 a la cepa parental E. rubrum C47.

El analisis por TLC nos permitié hacer una seleccién previa y rapida de
todos los mutantes viables. Mediante esta técnica se seleccionaron un total de
diez posibles mutantes no-productores y 390 mutantes potencialmente
superproductores. Sin embargo esta técnica no es cuantitativa, por lo que los
mutantes superproductores y no-productores de flavoglaucina seleccionados se
analizaron posteriormente mediante HPLC analitico de acuerdo con el método
descrito en el apartado 3.13.5b de Materiales y Métodos y utilizando el

gradiente descrito en la Tabla 6.

El andlisis por HPLC analitico nos permite determinar con mayor precision
si los mutantes seleccionados producen o no realmente aspergina y
flavoglaucina. Por otra parte permite cuantificar la produccion de ambos
compuestos comparando los valores obtenidos con una curva patrén de
concentraciones conocidas. Para llevar a cabo este analisis los mutantes
seleccionados y la cepa parental E. rubrum C47 se sembraron en medio
CY20SA/CY20S-BHI y se incubaron durante 14 dias a 28 °C. Posteriormente

se realizo la extraccion de los metabolitos secundarios con solvente organico
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tal y como se detalla en el punto 3.13.1 de Materiales y Métodos y se

analizaron las muestras en el HPLC analitico.

Con este método se determiné que de los diez mutantes no-productores
preseleccionados, ocho eran realmente no-productores de sustancia acaricida:
A313, T3133, B12, A5100, A273, Ax14, A462 y A184. Por otra parte se selecciono
como mutante superproductor el A4161 por ser el que mayor cantidad de
flavoglaucina producia, aproximadamente tres veces mas que la cepa parental

E. rubrum C47 (cromatograma C, Figura 18).

0 70% 30%
20 10% 90%
35 10% 90%
40 70% 30%
45 70% 30%

Tabla 6: Condiciones cromatograficas del método empleado para determinar y cuantificar la

produccion de flavoglaucina.

En la Figura 18 se muestran los cromatogramas de dos mutantes no-
productores de flavoglaucina y aspergina (As313, T3133) vy del mutante

superproductor A1161.
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Cromatograma C
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Figura 14: Comparacion de los perfiles de elucion, mediante cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) de los metabolitos secundarios producidos por la cepa parental E. rubrum C47,
los mutantes no-productores de flavoglaucina (A313 y T3133) y el mutante superproductor
(A1161) de dicha sustancia. En los cromatogramas A y B, respectivamente se comparan los
perfiles de elucion de los mutantes no-productores Az13 y T3133, en color rojo, y la cepa
parental C47, en negro. En el cromatograma C se comparan la elucién de la cepa parental

C47, en color rojo frente al mutante superproductor A;161, en color negro.

Los mutantes no-productores seleccionados por TLC y HPLC

presentaban algunas caracteristicas morfolégicas distintas a los de la cepa
parental C47. Con el fin de determinar si estos mutantes pertenecian realmente
a la especie E. rubrum o se trataba de hipotéticos contaminantes que hubieran
aparecido en el proceso de seleccidon se llevd a cabo su caracterizacion

morfoldgica y genotipica.

El mutante superproductor de flavoglaucina, A1161, no se caracteriz6 ni
morfolégica ni genéticamente porque presentaba las caracteristicas tipicas de
la especie E. rubrum. Unicamente se observé que este mutante tenia afectada

su capacidad de esporulacion, la cual era menor que la de la cepa parental.
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4.2.1 Caracterizacion morfoldgica.

La clasificacion taxonomica del género Eurotium se ha basado
tradicionalmente en estudios morfolégicos, que permiten su identificaciéon por
las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del micelio en condiciones
controladas sobre determinados medios de cultivo (Pitt y Hocking, 1997 y Klich,
2002). A la vista del valor taxondmico de dichas caracteristicas, decidimos
utilizar estos criterios para caracterizar los diez mutantes no-productores de

flavoglaucina seleccionados.

Para ello se sembré tanto la cepa parental, E. rubrum C47, como los
mutantes no-productores de flavoglaucina y aspergina en placas de diferentes
medios de cultivo, tales como CY20S, MEA, G25N y CYA. Los tres primeros
fueron incubados a 25 °C durante 7 dias y el ultimo se incubé a 25 °C, 5°Cy
37 °C durante el mismo periodo de tiempo. Posteriormente se llevo a cabo la
observacion de diferentes parametros en las colonias obtenidas en los distintos
medios de cultivo: diametro de las colonias, coloracion de las esporas y del
micelio, grado de esporulacion, presencia de pigmentos y exudados, diametro,

textura superficial y coloracion del reverso de la placa.

Segun lo descrito por Pitt y Hocking (1997), la especie E. rubrum presenta
las siguientes caracteristicas en cada uno de los medios y condiciones de

cultivo ensayadas.

e CYA 25 °C: Colonias de 10-20 mm de diametro, planas,
algodonosas, de color amarillo-naranja claro. Cleistotecios y
conidiéforos normalmente presentes pero poco formados. Reverso

de color amarillo-naranja oscuro.
e CYA5°C: No crece.
e CYA 37 °C: No crece.

e MEA 25 °C: Colonias de 10-20 mm de diametro, algunas veces de
5-8 mm. Sus caracteristicas son semejantes a las obtenidas en
medio CYA.

e G25N 25 °C: Colonias de 30-45 mm de diametro, algodonosas,

planas y con grupos de hifas que alcanzan la tapa de la placa de
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Petri. Alta produccidon de cleistotecios que se desarrollan entre
hifas de color naranja intenso. Moderada produccion de conidios de
color marrén que se desarrollan formando una lamina o capa por
encima de los cleistotecios. Reverso de color amarillo a marrén-

rojizo.

e CY20S 25 °C: Colonias de 35-60 mm de diametro, planas, densas
y aterciopeladas. Micelio de color amarillo en los margenes que se
va oscureciendo hacia el centro de la colonia hasta un color rojo
intenso. Alta produccidn de cleistotecios de color amarillo que se
encuentran cubiertos por otra capa de conidios de color verde-

marron oscuro. Reverso amarillo a rojizo.

Sin embargo, ni la cepa parental, E. rubrum C47, ni los mutantes no-
productores de flavoglaucina cumplieron todas las caracteristicas descritas
anteriormente. La principal diferencia observada en la cepa C47 respecto de
las caracteristicas especificadas en la clave de caracterizacion fue que en el
medio de cultivo CYA incubado a 37 °C hubo crecimiento, mientras que lo
esperado era que no lo hubiese. Ademas, el diametro de las colonias obtenidas
en el medio de cultivo G25N fue inferior al esperado. Estas diferencias no
implican que dicha cepa no pertenezca a la especie E. rubrum, debido a que
puede existir una cierta variabilidad de las caracteristicas morfolégicas en la
determinacién del género Eurotium. De hecho la pertenencia de la cepa C47 a
la especie E. rubrum se habia determinado previamente en INBIOTEC
mediante criterios no solamente morfolégicos, sino también mediante analisis
de RAPD y secuenciacion de ITSg (Ortiz, J. F., Tesis Doctoral, 2006).

En el caso de los mutantes no-productores, la variabilidad respecto a las
caracteristicas esperadas fue mayor. Estos mutantes fueron obtenidos por
mutacién al azar lo que implica que ademas de presentar alterada la
produccion de flavoglaucina pueden tener alguna otra mutacion que afecte a
las caracteristicas morfolégicas, por o que en base a éstas no se pudo

determinar con exactitud si pertenecian o no a la especie E. rubrum.
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En la Figura 19 se muestra el crecimiento de la cepa parental E. rubrum
C47 y dos de los mutantes no-productores de flavoglaucina A3z13 y T3133

analizados en los medios ensayados.

e

CYA37°C CYA25°C

Figura 19: Caracteristicas morfologicas de la cepa parental Eurotium rubrum C47 y de los
mutantes no-productores de flavoglaucina, T3133 y A313, en distintos medios y condiciones de
cultivo.

Fotografias tomadas con una camara Canon EOS 10D.

Para determinar fehacientemente si los mutantes no-productores
seleccionados pertenecian a la especie E. rubrum se llevé a cabo su
caracterizacion genotipica mediante secuenciacion de los espaciadores

intergénicos transcritos (ITSs) y del gen que codifica el ARN ribosomal 5,8S.
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4.2.2. ldentificacion genética por secuenciacion de los
ITSs.

La caracterizacion genotipica de los mutantes no-productores de
flavoglaucina se llevd a cabo por amplificacion y secuencion del gen que
codifica el ARN ribosomal 5,8S y las regiones intergénicas (ITSs) que se
encuentran entre dicho gen y el 18S y 28S, respectivamente (Figura 20). La
variabilidad de estas regiones se utiliza de forma convencional como criterio de
diferenciacion interespecifica tanto en hongos filamentosos como en levaduras

(Tamura y col., 2000; Boysen y col., 2000; Villa-Carvajal y col., 2004).

El ADNr nuclear en hongos filamentosos, estad organizado generalmente
en una unidad que se repite en tandem. Esta unidad incluye tres genes: 18S,
5,8S y 28S que estan separados por dos espaciadores intergénicos, ITS1 e
ITS2, (Figura 20). Por ultimo, un tercer espaciador intergénico (IGS), que se
ubica entre pares de secuencias repetidas en tdndem, es muy variable y a

diferencia de las ITSs no se transcribe (White y col., 1990).

Las regiones espaciadoras (ITS e IGS) estan poco conservadas y pueden

ser amplificadas, parcial o totalmente utilizando los oligonucledtidos ITS1 e

ITS4 descritos en la tabla 2 de Materiales y Métodos.

Figura 20. Representacion esquematica de la regidon que codifica el ADNr en hongos
filamentosos. Los rectangulos representan los genes ribosomales y los espaciadores
intergénicos transcritos, ITS1 e ITS2. Las flechas representan la posicién de los
oligonucledtidos ITS1 e ITS4 utilizados en la amplificacion y secuenciacién de la regién
intergénica 18S-28S. Modificado de Glass y Donaldson (1995).

La amplificacion y secuenciacion de la regidn intergénica 18S/28S de los

mutantes no-productores, se realizdé segun se describe a continuacion.
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A. Amplificacion de laregién intergénica 18S/28S.

e Se extrajo ADN total de los diez hipotéticos mutantes no-
productores de flavoglaucina tal y como se describe en el apartado

3.8.2. de Materiales y Métodos.

e Se prepard la mezcla de reacciéon de PCR de la siguiente forma
en un volumen final de 50 ul: H,0 destilada estéril 29,8 uL; tampdn 10X
para la GoTaq polimerasa 5 uL; MgCl, (25 mM) 7 pL; dNTPs (2 mM
cada uno) 2,5 puL; GoTaq ADN polimerasa (5 U/mL) 0,5 pL;
Oligonucleétido ITS 1 (20 uM) 0,6 uL; Oligonucledtido ITS 4 (20 uM) 0,6
ML; ADN molde 4 uL (160 ng).

e Los fragmentos de interés se amplificaron siguiendo las

condiciones especificadas a continuacion:

Desnaturalizacion Amplificacion Elongacion
inicial Desnaturalizacion Hibridacion Elongacién final
3 minutos 30s 30s 40s 10 min
96 °C 94 60 °C 72°C 72°C
1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo

Tabla 7: Programa de PCR utilizado para amplificar la secuencia intergénica 18S/28S.

e Con el fin de confirmar la amplificacion del fragmento de ADN de
aproximadamente 500 pb que comprende la regidén intergénica, se
visualizaron los productos obtenidos en la reaccion de amplificacién en

un gel de agarosa al 1% (p/v) (Figura 21).

e En todos los mutantes, excepto en dos, se amplificod un fragmento
del tamano esperado, aproximadamente de 500 pb. En dos de ellos se
amplificé un fragmento algo mayor, lo cual puede deberse a que el
numero de repeticiones en tandem tanto de las regiones intergénicas
transcritas (ITS) y no transcritas (IGS) sea mayor, tal y como ha sido
descrito por Rooney y col. (2005) y Wendland y col. (1999). El numero
de repeticiones en tandem de dichas regiones puede variar de unas

especies a otras, e incluso dentro de la misma especie. También puede
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deberse a que en estas dos cepas la mutacion mediante NTG haya
alterado el numero de dichas repeticiones o bien puede tratarse de

posibles contaminantes.

500 pb

Figura 21: Electroforesis del producto amplificado mediante PCR de la regién intergénica
18S/28S de los mutantes no-productores de flavoglaucina. 1. A-Hind lll; 2. A313; 3. A,73; 4.
Ay14; 5. B12; 6. As100; 7. T3133; 8. As84; 9. A462; 10. A184; 11. As87. El fragmento de 500 pb
producto de la digestién del marcador de peso molecular A-Hind Ill aparece sefalado en la

figura.

B. Secuenciacion de laregién intergénica 18S/28S.

Una vez confirmada la amplificacion de la regién intergénica, se realizo la
secuenciacion de los fragmentos amplificados segun el método descrito en el
apartado 3.10.8. de Materiales y Métodos. Las secuencias génicas obtenidas a
partir de los mutantes, se compararon con las existentes en las bases de datos,
BLAST (NCBI). Los resultados obtenidos permitieron identificar al menos el
género al que pertenecian los mutantes no-productores de flavoglaucina. Estos

resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Mutante Especie % Identidad

A313 Eurotium rubrum 100%

B2 Eurotium rubrum 100%
T3133 Eurotium rubrum 100%
As100 Eurotium rubrum 100%
A,73 Chaetomium funicula 100%
Ax14 Mucor 100%
A462 Alternaria 100%
A.84 Epicoccum 100%
As84 Eurotium rubrum 100%
As87 Eurotium rubrum 100%

Tabla 8: Porcentaje de identidad de la secuencia de la regién intergénica 18S/28S de los

mutantes no-productores de flavoglaucina con la de especies presentes en las bases de datos.

Como se muestra en la Tabla 8, de los diez mutantes no-productores de
flavoglaucina preseleccionados, seis pertenecian a la especie E. rubrum
mientras que los otros cuatro se correspondian a otros géneros como
Chaetomium, Mucor, Alternaria y Epicoccum y eran por tanto contaminantes

aparecidos durante el proceso de obtencion y seleccion de mutantes.

De los seis mutantes pertenecientes a la especie E. rubrum, dos de ellos,
As84 y As87, fueron descartados porque al ser analizados mediante HPLC
analitico se observd que producian sustancia acaricida en baja cantidad, por lo

que no estaban completamente bloqueados en la biosintesis.

De los cuatro mutantes restantes, A313, T3133, B42 y As100, se descarto
también el mutante B2 porque crecia y esporulaba muy mal y el mutante
As100 por ser inestable. Tras varias rondas de crecimiento se observé que este
ultimo mutante era capaz nuevamente de producir sustancia acaricida, lo que
demuestra la reversion de la mutacion introducida en su genoma. Por tanto
seleccionamos como mutantes no-productores de flavoglaucina el A313 y el

T3133, para ser utilizados en experimentos posteriores.
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Al analizar por HPLC los mutantes no-productores de flavoglaucina
observamos que el mutante A313 acumulaba dos compuestos, que
denominamos P1 y P2, con un espectro y tiempo de retencion distinto a la
flavoglaucina y aspergina, tal y como se muestra en el cromatograma de la
Figura 22. Estos compuestos no se acumulan en la cepa parental, lo que nos
llevé a pensar que este mutante podria tener afectado un gen implicado en la
transformacién de estos compuestos en flavoglaucina. Dicha mutacién
impediria la sintesis de flavoglaucina provocando la acumulacion de los
compuestos precursores de dicha sustancia. Por ello consideramos que los
compuestos P1 y P2 podrian ser intermediarios de la ruta de biosintesis de la
flavoglaucina o al menos pertenecer a la misma familia que este compuesto.
Por ello, nos planteamos purificar y caracterizar dichos compuestos a partir del

mutante no productor E. rubrum Az13.

P1 ___ E.rubrum C47
= 1000
c V _______ E. rubrum A313 (no productor)
S
A P2
<éi / Aspergina
= 50 Flavoglaucina
0
O
c
@®
O
[ .
o
0
0
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Figura 22: Cromatograma en el que se muestran los compuestos P1 y P2 acumulados en el

mutante E. rubrum A313 no productor de flavoglaucina.
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Por otro lado el mutante E. rubrum T3133 no producia flavoglaucina ni
aspergina, pero tampoco acumulaba los compuestos P1, ni P2 (Figura 23), lo
que podria indicar que este mutante presenta una mutacién en un gen de la
ruta biosintética de la flavoglaucina distinto al que se ve afectado en la cepa E.
rubrum Az13.

1000 = E. rubrum C47
m—  E. rubrum T3133 (no productor)

500 Aspergina

\ «— Flajoglaucina

Absorbancia (mA) 390nm

o
1

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

Figura 23: Perfil de eluciéon, mediante cromatografia liquida (HPLC) de los metabolitos
secundarios producidos por el mutante no productor de flavoglaucina E. rubrum T3133. En este

cromatograma se observa que el mutante T3133 no acumula los compuestos P1y P2.

La extraccion y purificacion de los compuestos P1 y P2 se realizé a partir
de un cultivo en medio sélido de la cepa E. rubrum A3z13, tal y como se detalla

en el siguiente esquema:

1. Extraccion con acetato de etilo

2. Cromatografia en fase normal-Silica gel.

3. Cromatografia de filtracion en gel.

4. HPLC semipreparativo (Columna LiChrospher 100 RP-18, 10 um).

5. HPLC analitico (Columna LiChrospher 100 RP-18, 5 um).
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4.3.1 Extraccion y purificacion de los posibles
intermediarios de la ruta de biosintesis de flavoglaucina a partir

del micelio del mutante no productor E. rubrum As13.

Algunos autores proponen el uso de medios de cultivo complejos para la
produccion de metabolitos secundarios (Yoshimura y col., 1975). Sin embargo
los medios de cultivo de composicion definida permiten controlar cuantitativa y
cualitativamente la produccion de dichos metabolitos. En estudios previos se
determind que la produccion de flavoglaucina tiene lugar en condiciones
Optimas en el medio sélido CY20SA/CY20SBHI (Ortiz, J. F., Tesis Doctoral,
2006). Por ello este medio fue elegido para extraer y purificar los compuestos
P1 y P2. Se inocularon 50 placas de 90 mm de didametro de CY20SA o
CY20S-BHI con 100 yL de una suspensiéon de esporas del mutante A3;13 y se
cultivaron a 28 °C durante 14 dias. El micelio obtenido de las placas se someti
a una serie de extracciones con acetato de etilo, tal y como se describe en el
apartado 3.13.1 de Materiales y Métodos, obteniéndose una fase organica de
color amarillo. Esta se llevo a sequedad y se resuspendio en el menor volumen

posible de diclorometano: metanol (4:1) sin comprometer su solubilidad.
4.3.1.1. Cromatografia en columna de silica gel.

El extracto obtenido en la etapa anterior se someti®é a un primer
fraccionamiento en una columna de interaccién hidrofébica de silica gel
(Sigma) de 80 x 4 cm, previamente equilibrada con diclorometano. Este método
nos permiti6 obtener dos fracciones distintas segun la polaridad de los
compuestos incluidos en ellas. La primera de las fracciones se obtuvo mediante
la elucion de los compuestos retenidos en la columna con diclorometano 100%
y la segunda por elucidon con diclorometano-metanol en proporcion 1:9. El
analisis mediante HPLC analitico de ambas fracciones determiné que los
compuestos de interés, P1 y P2, se encontraban en la fraccién 1, la cual

presentaba un color amarillo anaranjado.
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4.3.1.2. Columna de filtracion en gel.

La primera de las fracciones obtenida de la columna de silica gel se llevd
a sequedad y se resuspendié en el menor volumen posible de acetona sin
comprometer su solubilidad. La muestra se cargd en una columna de filtracién
en gel Biogel S-X3 (Sigma) de 120 x 1,5 cm, previamente equilibrada con
acetona. Esta columna se emplea en procesos de purificacion de compuestos

de naturaleza hidrofébica de hasta 2000 daltons de peso molecular.

Se recogieron fracciones de 1 ml y se llevd a cabo un seguimiento
espectrofotométrico a 350 nm obteniéndose los espectros de absorcion que se
muestran en la Figura 24. El espectro de absorcion obtenido de cada una de
las fracciones nos permitio agruparlas en tres zonas, cada una de las cuales

presenta un maximo de absorcién a 350 nm.

Las fracciones incluidas en una misma zona se mezclaron obteniéndose
tres muestras denominadas zona1, zona 2 y zona 3. Estas se analizaron
mediante HPLC analitico y se determind que los compuestos de interés se
concentraban en la zona 1, marcada en rojo en la Figura 24. Por ello, esta
muestra se llevo a sequedad, se resuspendiod en el menor volumen posible de
metanol sin comprometer su solubilidad y posteriormente se sometié a la

siguiente etapa de purificacion.

Zona 1

e , Zona 2
M A
0,:3 : / \\ Z

0,6 1 ,' \ /

0.4 - J A / « Zona 3
0.2 V/’J \'\‘f \_f\A

Absorbancia (350 nm)

-

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30
No fraccion

Figura 24. Perfil de absorcion de las fracciones obtenidas a partir de la cromatografia de
filtracion en gel. La zona 1, marcada en rojo, es la que contiene los compuestos P1 y P2 de

interés.
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4.3.1.3. Cromatografia de alta resolucién.
A. HPLC semipreparativo.

La muestra correspondiente a la zona 1 se cargé en una columna
LiChrospher 100 RP-18 10 um montada en un equipo de HPLC
semipreparativo y se eluyeron los distintos compuestos en un gradiente lineal

de acetonitrilo segun el método cromatografico que se muestra en la Tabla 9:

0 50% 50%

8 30% 70%
12 30% 70%
16 10% 90%
22 10% 90%
25 50% 50%
35 50% 50%

Tabla 9: Método cromatografico empleado para purificar los compuestos P1 y P2 en HPLC

semipreparativo.

Bajo estas condiciones cromatograficas, se consiguieron resolver varios
picos cromatograficos a los que denominamos Pa, Pb y Pc, tal y como se
muestra en el cromatograma de la Figura 25. Se recogieron cada uno de ellos
por separado y posteriormente se comprobd, mediante HPLC analitico, la
pureza de los mismos. Asi se comprobd que ninguno de estos picos se
correspondia con los compuestos de interés totalmente puros, P1 y P2, por lo
que se realizé una segunda ronda de purificacion de cada uno de los picos
obtenidos utilizando el mismo método cromatografico. En esta segunda ronda
de purificacidén se consiguié obtener, a partir del pico Pa, el compuesto P1 de

interés totalmente puro (Figura 26).
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Figura 25: Perfil de elucién en HPLC semipreparativo de la zona 1 obtenida a partir de la
columna de filtracién en gel. Cada uno de los picos Pa, Pb y Pc poseian mezclados los picos

de interés P1y P2 en distintas concentraciones.
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Figura 26: Perfil de elucion en HPLC analitico del compuesto P1 puro obtenido en una

segunda ronda de purificacion a partir del pico Pa.

El compuesto P2 no pudo obtenerse totalmente puro por este método, por

lo que se llevd a cabo su purificacion mediante HPLC analitico.
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B. HPLC analitico.

Con el fin de purificar a homogeneidad el compuesto de interés P2, cada
una de las muestras semipuras obtenidas en la segunda ronda de purificacion
en el HPLC semipreparativo se inyecté en el HPLC analitico. Se utilizé una
columna LiChrospher 100 RP-18, 5 um y los compuestos de interés se
eluyeron en un gradiente lineal de acetonitrilo, en el cual los compuestos de
interés eluyen a un alto porcentaje de solvente. Para ello se siguié el método

descrito en la siguiente tabla:

0 50% 50%
10 10% 90%
12 10% 90%
15 70% 30%
20 70% 30%

Tabla 10: Método cromatografico empleado para purificar el compuesto P2 en HPLC analitico.

Con este método se consiguid obtener el compuesto P2 totalmente puro,

tal y como se muestra en la Figura 27.

800
5
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E
@® ,
2 400
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3
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Figura 27: Perfil de elucién en HPLC analitico del compuesto P2 puro.
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Una vez obtenida suficiente cantidad de los compuestos P1 y P2 puros se
concentraron mediante liofilizacion y se caracterizé su estructura molecular

mediante resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.

4.3.2. Elucidacion de la estructura molecular de los

compuestos P1ly P2,

Con el fin de obtener una mayor informacién de la estructura molecular de
los compuestos P1 y P2 se llevd a cabo su caracterizacion quimica con la

colaboracién del Dr. Angel Rumbero de la Universidad Auténoma de Madrid.
A. Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una técnica experimental que permite la
medicion de iones derivados de moléculas. El espectrometro de masas permite
analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos quimicos e
isoétopos atdomicos, separando los nucleos atomicos en funcion de su relacion
masa-carga (m/z). Mediante esta técnica se pueden identificar los diferentes
elementos quimicos que forman un compuesto o determinar el contenido

isotdpico de diferentes elementos en un mismo compuesto.

A partir de los resultados obtenidos con esta técnica se concluy6 que la
masa molecular del compuesto P1 es 300 y la masa molecular del compuesto
P2 es 298.

B. Estudio de Resonancia Magnética Nuclear.

La resonancia magnética nuclear (RMN) se basa en las propiedades
mecanico-cuanticas de los nucleos atémicos. Mediante esta técnica se puede

obtener informacién estructural o quimica de una molécula.

Los desplazamientos quimicos de protones (04) y de carbono (&¢) de los
compuestos P1 y P2 se obtuvieron mediante analisis de RMN-H'(Resonancia
magnética nuclear de protones), HMBC (correlacion de enlace multiple nuclear
que muestra acoplamientos J? ¢y v J°ch) y HMQC (correlacién cuantica
multiple heteronuclear, acoplamientos J' cp). Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 11.
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o

AR XINA N RQNR S OsN RS

o
T

3c (ppm)
117.33C

155.64 C

128.82C
126.09 CH

14548 C
127.45C
195.46 CH
24.09 CH;,
34.25 CH;,
129.60 CH
131.87 CH
131.20 CH
128.20 CH
18.05 CHjs
27.16 CH;,
121.31 CH
133.68 C
25.81 CH3
17.81 CH;

Compuesto P1
Ou

7.02 s

10.26 s
3.02 (t,J=8.0 Hz)
2.37 (dt, J= 15.2, 8.0 Hz)
560 m
6.08 m
6.03m
5.64 m
1.77 (d, J=6.8 Hz)
3.32 (d, J=7.2Hz)
5.32 (t,J=7.2 Hz)

1.79 s
1.74 s
11.95 s

U R QR R NN QNR g O ®N RS

dc
117.02 C

15542 C
130.65 C
125.19 CH
145.09 C
124.07 C
196.06 CH
120.69 CH
139.63 CH
129.00 CH
136.26 CH
131.25 CH
132.75 CH
18.46 CHj3
27.30 CH,
120.97 CH
134.09 C
25.80 CHj
17.80 CH3

Compuesto P2

%%

7.02 s

10.34 s
6.69 (d, J= 15.7 Hz)
6.53 (dd, J= 15.2, 9.6 Hz)
6.50 m
6.50 m
6.20 m
5.90 (dq, J= 15.7, 6.8 Hz)
1.87 (d, J= 6.8 Hz)
3.36 (d, J= 7.2 Hz)
5.34 (t,J=7.2 Hz)

181 s
1.75 s

11.85 s

Tabla 11: Datos de RMN-H' y RMN-C™ de los compuestos P1 y P2. Desplazamientos

quimicos () en ppm; s: singlete, d: doblete, t: triplete, m: multiplete; Constantes de

acoplamiento (J) en Hz. El numero de carbono e hidrégeno es el marcado en la estructura

quimica de los compuestos mencionados (Figuras 28 y 29).

Con los datos obtenidos por espectrometria de masas y resonancia

magnética nuclear se pudo determinar la estructura quimica de los compuestos

de interés P1 y P2 (Figuras 28 y 29). Estas estructuras se identificaron como

isodihidroauroglaucina cuya férmula molecular es Cq9H2403 y auroglaucina

(C19H2203), respectivamente (Figuras 28 y 29).
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Compuesto P1
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Figura 28. Estructura quimica de la isodihidroauroglaucina (compuesto P1) y espectro de
absorcion. La numeracion corresponde al numero de cada dtomo de carbono asignado para los

desplazamientos quimicos (Tabla 11).
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Figura 29: Estructura quimica de la auroglaucina (pico P2) y espectro de absorcién. La
numeracion corresponde al numero de carbono asignado para los desplazamientos quimicos
(Tabla 11).
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Ambos compuestos poseen una estructura molecular semejante a la
flavoglaucina, por lo que se confirma que estos compuestos pertenecen a la
misma familia que este metabolito y podrian por lo tanto ser sintetizados por la

misma ruta metabdlica.
4.3.3. Ensayos de actividad acaricida.

En estudios anteriores realizados en INBIOTEC se determindé que la
flavoglaucina era un compuesto con actividad acaricida (Ortiz, J. F., Tesis
Doctoral, 2006). En el presente estudio se han purificado y caracterizado otras
dos sustancias, auroglaucina e isodihidroauroglaucina, que presentan una
estructura molecular de tipo policétido semejante a la flavoglaucina (Figura 2),
lo que nos hizo pensar que estos compuestos también podrian tener actividad

acaricida.

Por ello y con el fin de determinar si estas dos moléculas presentaban
actividad acaricida se llevaron a cabo ensayos “in vitro” por un lado con micelio
del mutante no productor de flavoglaucina, E. rubrum A3z13, que acumula
ambas sustancias, y por otro lado, con distintas concentraciones de las

sustancias purificadas.
A. Ensayos con micelio fungico.

Diferentes estudios han demostrado que los acaros pueden reproducirse
y sobrevivir alimentandose de hongos principalmente de especies de
Penicillium, Eurotium y Aspergillus (Sinha y mills, 1969; Okabe y Occonor,
2001; Bolafos y col.,, 1991). En base a esta premisa se llevaron a cabo
ensayos en los que se determind la supervivencia de acaros cuando su Unica
fuente de alimento era el micelio de la cepa E. rubrum A313, la cual no produce

flavoglaucina pero si isodihidroauroglaucina y auroglaucina.

Para ello se sembraron 3 placas de Petri de 50 mm de medio de cultivo
de produccion (CY20SA/CY20SBHI) con 100 uL de una suspension de esporas
del mutante A3;13 y se incubaron 14 dias a 28 °C. Tal y como se indica en el
apartado 3.14.1a de Materiales y Métodos, se coloco un disco de papel de filtro
entre el medio de cultivo y el inoculo del hongo con el fin de que los acaros solo
se alimentasen del micelio fungico y no del medio de cultivo, ya que este posee
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extracto de carne y cloruro soédico, compuestos semejantes al alimento natural

del jamén.

Una vez que los cultivos fungicos se encontraban bien crecidos, se
inocularon con 30 acaros y se incubaron en condiciones Optimas de
temperatura y humedad para el mantenimiento de los mismos durante 21 dias,
tiempo estimado de actuacién de la flavoglaucina (Ortiz, J. F., Tesis doctoral,
2006). Posteriormente se llevd a cabo el seguimiento del estado de los acaros
durante este tiempo, observandose la existencia de huevos, estadios larvarios,
asi como la supervivencia, proliferacion y movilidad de los acaros.
Transcurridos los primeros 14 dias ya se observo un aumento del numero de
huevos e individuos, los cuales se alimentaban del micelio formando
numerosas cavernas en el mismo (Figura 30). No se observdé una mortalidad
significativa de los acaros, lo que nos permitié concluir, en un primer momento,
que los compuestos producidos por la cepa E. rubrum Az13 no tenian actividad

acaricida, en las mismas condiciones experimentales en que se demostro la

toxicidad de la flavoglaucina producida por la cepa parental.

Figura 30: Proliferacion de acaros sobre el micelio del mutante A;13 de E. rubrum después de

14 dias de incubacion. Las flechas negras sefalan los distintos acaros presentes.

B. Ensayo con los compuestos purificados.

Tras los resultados del experimento anterior, pensamos que el micelio
podia no contener suficiente cantidad de auroglaucina e isodihidroauroglaucina

como para tener efecto acaricida. Por ello decidimos impregnar placas de
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alimento para acaros con isodihidroauroglaucina y auroglaucina purificadas.
Cada compuesto se ensaydo por triplicado y utilizando distintas
concentraciones, tal y como se describe en el apartado 3.14.1.b de Materiales y
Métodos. Se impregnaron 100 mg de alimento para acaros con distintas
concentraciones de auroglaucina e isodihidroauroglaucina (50 pg/uL, 100 pg/uL
y 500 ug/ul) disueltas en metanol. Posteriormente se evaporé el metanol y se

rehumidificé el alimento en una camara de vacio que contenia agua.

Con el fin de descartar que el metanol tuviese por si mismo algun efecto
acaricida se utilizaron como control tres placas de alimento para &acaros

impregnado con metanol y tratadas del mismo modo que en el caso anterior.

Tanto las placas impregnadas con los compuestos de interés, como las
placas control, se inocularon con 30 acaros y se llevd a cabo un seguimiento
del estado de los acaros durante 21 dias. A los dieciocho dias de incubacioén ya
se observaba una elevada proliferacion de acaros y baja mortalidad, por lo que
determinamos que la auroglaucina y la isodihidroauroglaucina a las
concentraciones utilizadas no tenian actividad acaricida. A modo de ejemplo en
la Figura 31 se muestran imagenes del momento de inoculacién de los acaros
(tiempo cero) en la placa impregnada con isodihidroauroglaucina y el aumento

del nimero de ellos transcurridos 18 dias de la inoculacion.

Tiempo 0 Tiempo 18 dias

Figura 31: Ejemplo de proliferacién de acaros sobre extracto de levadura y germen de trigo

impregnado con isodihidroauroglaucina a tiempo cero y después de 18 dias de incubacion.

Una vez purificados y caracterizados dos compuestos posibles
intermediarios de la ruta de biosintesis de la flavoglaucina (auroglaucina e

isodihidroauroglaucina) y obtenidos dos mutantes no-productores de
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flavoglaucina (A313 y T3133), nos planteamos caracterizar la ruta de biosintesis

de dicha sustancia.

Como primer paso para caracterizar los genes implicados en la sintesis

de flavoglaucina se disefid una hipotética ruta biosintética en base a la
informacion disponible sobre la naturaleza quimica de la flavoglaucina y sus
posibles intermediarios. Ademas se pusieron a punto herramientas basicas de

biologia molecular para el género Eurotium.
4.4.1. Hipotética ruta biosintética de la flavoglaucina.

Dado que en la bibliografia no existen datos sobre el genoma de E.
rubrum y por consiguiente, tampoco sobre los genes implicados en la
biosintesis de flavoglaucina, en primer lugar nos planteamos disefiar una
hipotética ruta de biosintesis de flavoglaucina. Para ello nos basamos en las
publicaciones de biosintesis de metabolitos secundarios con estructura
molecular semejante a la flavoglaucina en otros hongos y en la propia
estructura quimica de la flavoglaucina y sus posibles intermediarios, la

isodihidroauroglaucina y la auroglaucina.

Como se ha explicado previamente, mediante el proceso de mutagénesis
al azar con nitrosoguanidina se obtuvieron dos mutantes no productores de
flavoglaucina, denominados A313 y T3133, que presentaban algunas
diferencias, tanto en los metabolitos secundarios que producian como en la
cantidad producida (Figura 32). El mutante A313 produce y acumula dos
compuestos, auroglaucina e isodihidroauroglaucina, los cuales no son
producidos por el mutante T3133, pero si por la cepa parental C47. Esto nos
llevé a pensar que podian tener mutaciones en distintos genes de la ruta de

biosintesis de flavoglaucina.
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Figura 32: Comparacién de los perfiles de elucién, mediante cromatografia liquida (HPLC) de los
metabolitos secundarios producidos por los mutantes no productores de flavoglaucina E. rubrum
A313, en color rojo y E. rubrum T3133, en color negro.

Con el fin de confirmar si los mutantes A313 y T3133 tenian mutaciones en
genes distintos de la ruta biosintética, se llevd a cabo una complementacion de
ambos mutantes mediante un proceso de fusion de protoplastos en presencia de
polietilenglicol. Este compuesto favorece la unién de protoplastos por interacciéon
hidrofébica entre sus membranas y facilita el intercambio de ADN entre ambas

cepas (Crueger y col., 1989; Lopez-Nieto y col., 1980 y Taiz y col., 2006).

Para ello en un primer momento se optimizé el proceso de obtencidon de
protoplastos de E. rubrum tal y como se explica en el apartado 4.6.2. Asi, se
obtuvieron protoplastos de los mutantes T3133 y A313 y se llevd a cabo su fusion
mediada por el agente aglutinante polietilenglicol (PEG 6000), el cual se dejo actuar
durante tres horas a 4 °C. Posteriormente se sembraron 100 yL de diluciones
seriadas de la mezcla de protoplastos en placas de Petri con el medio de
crecimiento y mantenimiento de Eurotium, CY20S y se incubaron a 28 °C durante

5-7 dias de forma que se obtuvieran colonias aisladas.

Con el fin de descartar que el PEG tuviese algun efecto sobre la sintesis de

flavoglaucina se sometieron 100 uL de la solucién de protoplastos de cada una de
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las cepas mutantes a la accion del PEG y posteriormente se analizé la produccion

de flavoglaucina del micelio regenerado.

Para analizar la produccion de flavoglaucina, se seleccionaron diferentes
colonias al azar de las cepas A313 y T3133, tratadas por separado con PEG y de
colonias resultantes de la fusion de protoplastos de ambos mutantes. Dichas
colonias se sembraron en el medio de produccion de flavoglaucina,
CY20SA/CY20SBHI y se incubaron durante 14 dias a 28 °C. Posteriormente se
analizaron las distintas colonias mediante cromatografia de capa fina (TLC). Se
comprobdé que los cultivos de cepas procedentes de la fusién de protoplastos Az13
y T3133 eran capaces de producir flavoglaucina, mientras que los mutantes

tratados individualmente con PEG seguian sin producirla.

En la Figura 33 se muestra el analisis mediante TLC de la produccion de
flavoglaucina por una de las colonias obtenidas de la fusion de protoplastos de los
mutantes A313 y T3133 y del micelio obtenido a partir de la regeneraciéon de los
protoplastos tratados con PEG de cada uno de ellos. Como se observa en dicha
figura, cuando se fusionan los protoplastos de ambos mutantes se produce una
complementacion de las mutaciones presentes en el genoma de cada uno de ellos,
de forma que la cepa resultante de la fusién adquiere la capacidad de producir
flavoglaucina. Este resultado nos confirmd que ambos mutantes poseian

mutaciones en genes diferentes de la ruta de biosintesis de flavoglaucina.
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Figura 33: Produccion de flavoglaucina por transformantes regenerados a partir de protoplastos
fusionados de los mutantes no productores de flavoglaucina, A3;13 y T3133. Carril 1: E. rubrum
A313; Carril 2: E. rubrum T3133; Carril 3: Fusion de protoplastos de E. rubrum Az;13/T3133; Carril 4:
E. rubrum C47.

En base a estos resultados y a los datos aportados por la bibliografia
existente disefiamos una hipotética ruta de biosintesis de la flavoglaucina
(Figura 34).
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Figura 34: Hipotética ruta biosintética de la flavoglaucina. Las siglas PKS corresponden a
policétidosintasa, R a reductasa y D a desaturasa. El gen que estaria mutado en cada una de las
cepas aparece marcado mediante un aspa azul en la figura, de forma que el mutante T3133 tendria
una mutacién en el gen que codificaria la policétidosintasa y el mutante A;13 el gen que codificaria

la desaturasa.

Autores como Birch y col. (1967); Turner (1971); Cattel y col. (1973); O’'Hagan
(1991) y (1995) y Simpson (1995) describieron que la produccion de metabolitos
secundarios con estructura policétido en hongos se produce a partir de la
condensacion de moléculas de acetato o malonato y que su biosintesis esta
relacionada con la sintesis de acidos grasos. La presencia en las moléculas de
estos compuestos de una unidad de cinco atomos de carbono, ramificada unida al

anillo aromatico sugiere que puede derivar de una unidad isoprenoide (Isopentenil
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difosfato, encuadrado en rojo en la figura) tal y como describe Cardillo y
col., (1977) y Podajil y col., (1979). Por otro lado, autores como Hopwood vy
Sherman (1990); Katz y Donadio (1993) y Martin y col. (2000) describen que a
pesar de la gran diversidad de moléculas de estructura policétido que existen, estas
poseen un mecanismo comun de biosintesis. En base a estos trabajos y dado que
la flavoglaucina, la aspergina, la isodihidroauroglaucina y la auroglaucina son
policétidos pensamos que podrian ser sintetizadas por una ruta de biosintesis

comun similar a la de otros metabolitos con la misma naturaleza quimica.

Por otra parte autores como Bingle y col. (1999) y Schimann y col. (2006)
describen en hongos a la policétidosintasa de tipo | como la enzima multifuncional
implicada en el ensamblaje del esqueleto carbonado de estos compuestos. Dichas
enzimas estan codificadas por un unico gen y son semejantes a las sintasas de
acidos grasos (FAS). Por tanto, pensamos que esta enzima estaria también
implicada en las primeras etapas de la ruta de biosintesis de flavoglaucina. Ademas
la formacion del anillo aromatico mediante ciclacion del policétido lineal
(aromatizacion) es bien conocida en hongos, por ejemplo en la biosintesis del acido

6-metilsalicilico.

En INBIOTEC, se han identificado cuatro metabolitos secundarios con
estructura policétido producidas por E. rubrum C47. Dichas moléculas soélo se
diferencian entre si en el numero de dobles enlaces de la cadena lateral
(Figura 34) y dado que partimos de la hipotesis de que estos compuestos se
sintetizan a partir de la misma ruta de biosintesis que la flavoglaucina, pensamos
que el mutante E. rubrum T3133 no produce flavoglaucina, aspergina,
isodihidroauroglaucina, ni auroglaucina (Figuras 32 y 35A), por lo que podria tener
mutado uno de los genes implicados en las etapas tempranas de biosintesis de
flavoglaucina, el cual podria codificar una policétidosintasa (Figura 34), la cual
participaria en la condensacién de moléculas de malonato o acetato para sintetizar
una de estas cuatro moléculas (auroglaucina) a partir de la cual se sintetizarian las

demas.

Una vez formada una de las moléculas, las demas probablemente se forman
a partir de ella mediante reacciones de saturacién o reduccion. En primer lugar
descartamos la posibilidad de que fuese una oxidaciéon debido a que el que

pensamos que es el producto final (flavoglaucina) esta saturado y a que es mas
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probable que se dé una reaccion de reduccion que de oxidacion porque el gasto de
energia celular es menor. Ademas, el mutante A313 no produce flavoglaucina ni
aspergina pero si produce y acumula isodihidroauroglaucina y auroglaucina
(Figuras 32 y 35B), por lo que pensamos que la acumulacién de auroglaucina e
isodihidroauroglaucina en E. rubrum A313 podria deberse a que la cepa tuviese una
mutacion en un gen implicado en la transformacién de la isodihidroauroglaucina/
auroglaucina en flavoglaucina/ aspergina y no al contrario, lo cual nos confirmaria
que la reaccion estaria catalizada por una enzima con actividad reductasa o
desaturasa. Por ello, determinamos que la primera molécula de estructura
policétido sintetizada seria la auroglaucina y que a partir de ella mediante
reacciones de reduccion/desaturacion se sintetizaria sucesivamente, la
isodihidroauroglaucina, aspergina y flavoglaucina, la cual parece ser el producto

final de la ruta de biosintesis.

Por otro lado, pensamos que lo mas probable es que dicha reaccion fuese
llevada a cabo por una desaturasa, ya que algunos autores como Sakai y Kajiwara
(2003) describen proteinas de este tipo como las responsables de reduccion de

acidos grasos, moléculas de estructura quimica semejante a policétidos.
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Figura 35: Metabolitos secundarios producidos por E. rubrum y separados mediante cromatografia
en capa fina (TLC). Imagen A; Carril 1: Mutante E. rubrum T3133. Carril 2: Cepa parental
E. rubrum C47. Imagen B; Carril 1: Mutante E. rubrum A313. Carril 2: Cepa parental E. rubrum
C47.

Posteriormente y como paso previo para localizar los distintos genes
implicados en la ruta de biosintesis de flavoglaucina se optimizé el proceso de
transformacion en E. rubrum y se construyé una biblioteca géndmica de E. rubrum

C47 en el vector derivado del fago Lambda DASH Il (Stratagene).

4.4.2. Optimizacion del proceso de transformaciéon de E.

rubrum.

Las técnicas de genética molecular estan aun poco desarrolladas en hongos
del género Eurotium. La puesta a punto de un sistema de transformacién eficiente
de este hongo es importante como herramienta basica en el estudio de los genes
implicados en la ruta de biosintesis de metabolitos primarios y secundarios. En
nuestro caso, la transformacién de los mutantes E. rubrum no productores de

flavoglaucina con el ADN procedente de un banco gendmico de la cepa silvestre,
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C47, nos permitira identificar por complementacion los posibles genes implicados

en la ruta de biosintesis de la flavoglaucina.

En la bibliografia existente no hay métodos de transformacion descritos para

E. rubrum, por lo que nos basamos en métodos de transformacioén, desarrollados

fundamentalmente en Saccharomyces cerevisiae (Hinnen y col., 1978). Estos

constan principalmente de tres etapas:

a)

b)

Preparacion de protoplastos mediante hidrdlisis enzimatica de la pared
celular de micelio joven. Las preparaciones enzimaticas utilizadas
habitualmente son mezclas comerciales de enzimas liticas producidas

por el hongo Trichoderma harzianum.

Transformacion de los protoplastos con el ADN plasmidico en presencia
de iones calcio. Tras el periodo inicial de exposicion, la entrada del ADN
se favorece anadiendo altas concentraciones de polietilenglicol
(PEG 6000) a la mezcla de transformacioén. El polietilenglicol facilita la
unidn de los protoplastos por interaccion hidrofébica entre sus

membranas, quedando el ADN atrapado y facilitandose asi su entrada.
Regeneracién de protoplastos y seleccion de transformantes.

Para la regeneracion de protoplastos es necesario mantener condiciones
isoosmoticas entre el medio de cultivo y el interior del protoplasto hasta

que se regenere su pared celular.

La seleccion de transformantes se lleva a cabo en base a la capacidad
de resistencia frente a un marcador de seleccion introducido
previamente. Para ello se llevo a cabo un estudio preliminar con el fin de
determinar la concentracion basal de resistencia de la cepa a trasformar

a distintos compuestos selectivos.

Los tres parametros criticos del proceso de transformacion son la mezcla

enzimatica, el estabilizador osmodtico en el que se mantienen estables los

protoplastos y las caracteristicas del propio microorganismo. Por ello, en este

trabajo se desarrollaron y optimizaron los siguientes parametros que afectan a la

transformacion:
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a) Lisis controlada de la pared celular. EI método mas ampliamente utilizado
para la preparacion de protoplastos es la digestion de la pared celular con
enzimas liticas. Para ello se han probado mezclas enzimaticas muy diferentes
con el fin de conseguir una eficiente liberacién de los protoplastos de diversas
especies fungicas (Fincham, 1989). En la obtencion de protoplastos de
E. rubrum, se probaron dos preparaciones enzimaticas diferentes, por
separado y combinadas, y se optimizé la concentracion y el tiempo de
incubacion con cada una de ellas. En las distintas condiciones ensayadas
(Tabla 12) los mejores resultados se obtuvieron con la accion combinada
durante 3 horas de incubacion a 28 °C de enzimas liticas de T. harzianum

(10 mg/mL) y B-glucoronidasa de Helix pomatia (1000 unidades/mL).

En la siguiente tabla se muestran las condiciones ensayadas para la

obtencion de protoplastos y la eficiencia obtenida:

Concentracion de Protoplastos obtenidos
Mezcla enzimatica
enzimas (n°® protoplastos/mL)
Enzimas liticas de Thrichoderma 5 mg/mL o
] Baja eficiencia
harzianum (1-4horas) 10 mg/mL
Enzimas liticas de Thrichoderma 5+1000U/mL 1,0x108

harzianum (90 minutos)+f-
glucoronidasa (90 minutos) 10+1000U/mL 2,7x10°

Tabla 12: Enzimas empleadas para la obtencién de protoplastos de E. rubrum. El recuento de los

protoplastos se realizé con camara Thoma.

b) Estabilizadores osmoticos. Este es otro de los componentes esenciales
necesario para mantener la estabilidad de los protoplastos una vez han sido
desprovistos de la pared celular. Las sales inorganicas han sido descritas
como buenos estabilizadores osmoticos en las preparaciones de protoplastos
de diversas especies de Aspergillus y Penicillium (Cantoral y col., 1987; Diez
y col., 1987; Ballance y Turner, 1985). Con el propésito de seleccionar un
estabilizador osmotico 6ptimo para E. rubrum se ensayaron el cloruro potasico
a una concentracion de 0,6 M y el sorbitol 1 M y se observé que la estabilidad
y liberacién de protoplastos era mayor en KCI, ya que el sorbitol impedia de

alguna manera la formacion de protoplastos.
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Ademas se determiné que la adicciéon de MgSO4 0,1 M a la mezcla litica
permitia una buena formaciéon de protoplastos, aunque se observé que en
presencia de una alta concentracion de MgSQOq los protoplastos flotaban y se
dificultaba su posterior lavado y recuperacién. En base a estos resultados en
posteriores experimentos se obtuvieron los protoplastos en tampon TPP
suplementado con KCI 0,5 M + MgSO4 0,1 M y la solucion KCM con KCI 0,6
M, como estabilizador osmatico.

Medios de cultivo para la regeneracién de los protoplastos. Una vez obtenidos
los protoplastos se determiné su capacidad de regeneracion en distintos
medios de cultivo: SDA-sacarosa, Czapek-sorbitol, CMM y CY20S y MMT
(Figura 36). Se constatdé que se obtenia una buena tasa de regeneracion de
los protoplastos en todos los medios ensayados, sin que se observaran
diferencias significativas entre los mismos. Sin embargo se observd que,
cuando se adicionaba al medio de cultivo un determinado antibidtico de
seleccion, las caracteristicas morfologicas de E. rubrum variaba segun el
medio de cultivo utilizado. Por ello se establecié un medio de cultivo 6ptimo
segun el antibiético empleado para seleccionar los transformantes. De este
modo se utilizaron los medios CMM, CY20S y MMT cuando los antibiéticos

utilizados fueron fleomicina, geneticina y aureobasidina, respectivamente.

Regeneracion de protoplastos en distintos medios de cultivo

Cza.pek-'sorbitol

i

SDA-sacarosa

Figura 36: Regeneracion de protoplastos en los medios de cultivo Czapek-sorbitol, MMT, CMM,
SDA-sacarosa y CY20S.

136



Resultados y Discusion

d) Marcadores de seleccion.

En la bibliografia existente no hay informacion sobre marcadores de seleccion
funcionales en E. rubrum, por ello inicialmente se probaron marcadores,

funcionales en otros hongos.

En la siguiente tabla se resumen los datos relativos a los distintos plasmidos,
genes de resistencia, medios de cultivo y rango de concentraciones
ensayadas para cada marcador en la seleccién de transformantes de las
cepas E. rubrum C47, E. rubrum A313 y E. rubrum T3133.

o Marcadores de  Concentracion Medio de
Cepa Plasmidos . . .
seleccién de seleccion cultivo
Acetamida
0-100 mM MMT+acetamida
(utilizacion)
p3SR2 (amdS)
Acrilamida
0-100 mM MMT+acrilamida
(utilizacién)
pULJL43 (ble) Fleomicina
E.rubrum C47 PAMPF21 (ble) Fleomicina Muy variable CMM
pAURfleo1y 2 (ble) Fleomicina
pALGENS3 (nptll) Geneticina 0-80 pg/mL CY20S
pAUR316 (aur®) Aureobasidina 0-4 pug/mL MMT
pAURgen (nptll) Geneticina 0-80 pg/mL CY20S
pAUR316 (aur®) Aureobasidina 0-5 pug/mL MMT
E. rubrum A313
pAURgen (nptll) Geneticina 0-50 pg/mL CY20S
pAUR316 (aur®) Aureobasidina 0-3 pg/mL MMT
E. rubrum T3133
pAURgen (nptll) Geneticina 0-60 pg/mL CY20S

Tabla 13: Resumen de los distintos parametros optimizados y marcadores de seleccién ensayados

en la transformacion de las cepas de E. rubrum C47, A313 y T3133.

En un primer estudio se ensayaron los plasmidos p3SR2 (Limé6n y col.,
1998), pULJL43 (Barredo y col., 1990) y pALGEN3 (Rodriguez y col., 2004),
los cuales contienen como marcadores de seleccion los genes amdS, ble y
npt Il, respectivamente (apartado 3.2.2 de Materiales y Métodos). Los genes
ble y npt Il confieren la capacidad de resistencia frente a fleomicina y
geneticina, respectivamente. Por su parte el gen amdS confiere al hospedador

la capacidad de utilizar la acetamida y la acrilamida como fuente de nitroégeno.
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Para evaluar el posible uso de estos marcadores en E. rubrum C47
realizamos en un primer momento un estudio para determinar el nivel basal
de resistencia de la cepa C47 sin transformar frente a los antibidticos
fleomicina y geneticina. Se determind el crecimiento de dicha cepa en los
medios de cultivo CMM y CY20S con un rango de concentraciones de
fleomicina entre 0 y 50 ug/mL y de geneticina entre 0 y 70 ug/mL. Como se
puede ver en la Figura 37, E. rubrum C47 no crece en placas de cultivo
suplementadas con 70 ug/mL de fleomicina o con 50 ug/mL de geneticina. Por
tanto, los genes ble y nptll pueden ser utilizados como marcadores de
seleccidon de transformantes en E. rubrum C47utilizando las concentraciones

de antibidtico citadas anteriormente.

RSB tenclalbasallody CRZlleomicinaleniC Resistencia basal a geneticina de E. rubrum C47 en CY20S

0 pg\ml 10 pg\ml 20 pg\ml

-

30 pug\ml 40 pg\ml 50 pg\ml

70 pg\ml

Figura 37: Resistencia basal de la cepa E. rubrum C47 a concentraciones crecientes de fleomicina
(0, 10, 20, 30, 40 y 50 ug/mL) y geneticina (0, 30, 40, 50, 60 y 70 pg/mL) en el medio de cultivo
CMM y CY20S respectivamente.

Por lo que respecta al gen amdS, este codifica una acetamidasa que
confiere a los transformantes de una cepa defectiva en este gen, la capacidad

de utilizar acetamida y acrilamida como unica fuente de nitrégeno.

Con el fin de determinar si el gen amdS podia ser utilizado como marcador
de seleccion de transformantes en E. rubrum se analizé inicialmente la
capacidad de la cepa C47 para utilizar acetamida y acrilamida como fuente de
nitrogeno. Para ello se sustituyo el sulfato aménico del medio de cultivo MMT
por cada uno de estos compuestos de forma independiente, en un rango de

concentraciones de 0 a 100 mM. Los resultados obtenidos demostraron que
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E. rubrum C47 posee una actividad acetamidasa que la permite utilizar la
acetamida como fuente de nitrégeno, lo que descarta el uso del gen amdS
como marcador de seleccion en esta cepa, y por lo tanto al plasmido p3SR2

(Tabla 13) como vector de clonacién para E. rubrum C47.

Sin embargo cuando se utilizé la acrilamida como fuente de nitrogeno
E. rubrum no fue capaz de utilizarla a bajas concentraciones, por ello se
pensé en un primer momento que este marcador de seleccidn podia ser
funcional en dicho hongo. Con el fin de comprobar este hecho se llevaron a
cabo varias transformaciones en las que se utilizaron distintas preparaciones
de protoplastos de E. rubrum C47 y se suplementé el medio de cultivo con
distintas concentraciones de acrilamida, pero en ninguna de ellas se consiguio
obtener transformantes. Este resultado puede ser debido bien a que no se ha
producido la transformacién, o bien a que el plasmido p3SR2 no se ha
integrado en el genoma o bien a que el gen amdS no es funcional en

E. rubrum.

Por otro lado se probaron plasmidos de replicacion autonoma funcionales
en otros hongos, los cuales tienen mayor eficiencia de transformacion que los
integrativos (Ruiz-Diez, 2002). Ademas estos plasmidos seran de utilidad en
futuros experimentos de complementacién de los mutantes no-productores de
flavoglaucina (T3133 y A313) ya que nos permitirian, rescatando el plasmido
conocer la secuencia del gen responsable de la complementacion clonado en

el mismo.

Los plasmidos de replicacion autbnoma utilizados fueron pAMPF21 (Fierro y
col.,, 1996), pAUR316 (Shimizu y col, 2006) y sus derivados pAURfleo1,
pAURfleo2, pAURgen (A. Gémez, comunicacién personal, apartado 3.2.2 de
Materiales y Métodos). Todos ellos poseen la region AMA1 de Aspergillus
nidulans, lo que les confiere la capacidad de replicarse autbnomamente en
hongos (Gems y col., 1991). Ademas los plasmidos pAMPF21, pAURfleo1,
pAURfleo2 poseen el gen ble como marcador de seleccion y el plasmido
pAURgen posee el gen nptll, marcadores de seleccién que anteriormente se

habia determinado que eran funcionales en la cepa E. rubrum C47.
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Por su parte el plasmido pAUR316 posee como marcador el gen aur que
confiere resistencia frente al antibidtico aureobasidina. Con el fin de
determinar si la cepa de E. rubrum C47 es sensible a dicho antibi6tico y por lo
tanto el marcador aur puede ser utilizado para la seleccién de transformantes
se realizé un estudio preliminar para determinar la sensibilidad de la cepa de
E. rubrum C47 sin transformar frente a un rango de antibiético de 0-5 ug/mL.
Se comprob6 que esta cepa no es capaz de crecer en presencia de una
concentracion de aureobasidina por encima de 4 ug/mL (Figura 38), lo que

permite utilizar el gen de aur como marcador de seleccion de transformantes.

Resistencia basal a aureobasidina de la cepa E.rubrum C47 en
medio minimo d@richoderma .

0 pg/mi 0.1 pg\ml 0.5 pg\ml 1 pg\ml

2 ug\ml

Figura 38: Resistencia basal de la cepa E. rubrum C47 a concentraciones crecientes de

aureobasidina (0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 ug/mL) en medio minimo de Trichoderma (MMT).
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Una vez determinado que los marcadores de seleccion ble, nptll y aur eran
funcionales en la cepa C47, se llevo a cabo la transformacion de protoplastos
de dicha cepa con los plasmido pAURfleo1, pAURfleo2, pAURgen y pAUR316
y se observo la aparicidon de colonias resistentes a fleomicina, a geneticinay a
aureobasidina, respectivamente. Los transformantes mantenian dicha
resistencia tras varias rondas de crecimiento en presencia del antibidtico
adecuado, excepto en el caso de la fleomicina. Cuando se utilizd este
antibidtico como marcador de seleccion se observd que existia mucha
variabilidad en la concentracion necesaria para seleccionar los
transformantes, por lo que se descartaron los plasmidos pULJL43, pAMPF21,

pAURfleo1 y pAURfleo2 como vectores de clonacion para E. rubrum.
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Por otro lado y con el fin de determinar si las colonias resistentes a
aureobasidina y geneticina obtenidas en los experimentos de transformacion
con pAUR316 y pAURgen eran verdaderos transformantes y que dichos
plasmidos se mantenian de forma autonoma en E. rubrum se llevo a cabo el

siguiente proceso:

En la bibliografia existente no se han descrito métodos precisos de
extraccion de ADN plasmidico en hongos, por lo que en primer lugar se
extrajo el ADN total de tres posibles transformantes seleccionados al azar; dos

de ellos con el plasmido pAUR316 y otro con el plasmido pAURgen.

Para comprobar si el ADN total extraido de los hipotéticos transformantes de
Eurotium se encontraba ADN plasmidico libre, se transformo la cepa E.coli
DH5a con 1 pL de dicho ADN. Posteriormente se seleccionaron clones
positivos de cada transformacién y se extrajo el plasmido mediante el método

descrito en el apartado 3.7.2 de Materiales y Métodos.

Una vez obtenido el ADN plasmidico se digirieron 3 uL de pAUR316 con
BamHI y con BamHI-Sacl y 3 uL del plasmido pAURgen con Pstl y se observo
que el perfil de restriccion de ambos plasmidos coincidia con el perfil de
bandas esperado (Figura 39). En vista de estos resultados, se determiné que
ambos plasmidos no habian sufrido reorganizaciones y eran capaces de

mantenerse de forma autbnoma en la cepa de E. rubrum C47.
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Imagen A Imagen B

12

12 3 45

11,6 Kb
8,8 Kb

2,7 Kb

2,6 Kb

Figura 39: Perfil de restriccion de los plasmidos de replicacion auténoma pAUR316 y pAURgen
obtenidos tras la transformacién de E. coli con el ADN total de hipotéticos transformantes de
E. rubrum. Imagen A: 1; Marcador de peso molecular A-Hind Ill, 2; Transformante 1 pAUR316
digerido con BamHI, 3; Transformante 1 pAUR316 digerido con BamHI y Sacl, 4; Transformante 2
pAUR316 digerido conBamHI y 5; Transformante 2 pAUR316 digerido con BamHI y Sacl.
Imagen B: 1; Marcador de peso molecular A-Pst | y 2; Transformante 1 pAURgenR digerido con
Pst .

Una vez optimizadas las condiciones de transformacién en la cepa
E. rubrum C47 se comprobé si dichas condiciones eran también validas para
transformar las cepas no productoras de flavoglaucina E. rubrum A313 y
E. rubrum T3133. Se comprobd que los marcadores de selecciéon funcionales
en la cepa E. rubrum C47 eran también funcionales en dichos mutantes, si
bien se observaron pequefias diferencias en el nivel basal de resistencia
frente a la geneticina y a la aureobasidina, de forma que la cepa de E. rubrum
A313 no es capaz de crecer a una concentracién de 5 ung/mL de aureobasidina
y 50 pug/mL de geneticina o superiores (Figura 40), mientras que E. rubrum
T3133 es incapaz de crecer a concentraciones de 60 ug/mL de geneticinay 3

ug/mL de aureobasidina o superiores (Figura 41).
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~ Resistencia basal A,13 a Aureobasidina en MMT | Resistencia basal A,13 a Geneticina en CY20S
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Figura 40: Resistencia basal de la cepa de E. rubrum A3;13 a concentraciones crecientes de
aureobasidina (0, 1, 3 y 4 ug/mL) y geneticina (0, 10, 20, 30 y 40 ug /mL) en el medio de cultivo
MMT y CY20S respectivamente.

Resistencia a Aureobasidina de E. rubrum T, 133 en MM Resistencia basal T, 133 a Geneticina en CY20S

1 pg\ml

0 pg\ml 10 pg\ml

3 pug\ml

2 pg\ml

¥ N\

0 ug\ml 40 pg\mi 50 pg\ml

Figura 41: Resistencia basal de la cepa de E. rubrum T3133 a concentraciones crecientes de
aureobasidina (0, 1 y 3 ug/mL) y geneticina (0, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL) en el medio de cultivo
MMT y CY20S respectivamente.

En base a estos resultados, finalmente se determindé que los plasmidos
funcionales y las condiciones de seleccién en las cepas de E. rubrum C47, A313 y

T3133 son los descritos en la siguiente tabla:
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o Marcadores de Concentracion Medio de
Cepa Plasmidos . .
seleccion de seleccion cultivo
pAURgen(nptll) Geneticina 80 pg/mL CY20S
E. rubrum C47 R
pAUR316 (aur™) Aureobasidina 4 png/mL MMT
pAURgen®(nptll) Geneticina 50 pg/mL CY20S
E. rubrum Az;13 R
pAUR316 (aur™) Aureobasidina 5 ng/mL MMT
pAURgen®(nptll) Geneticina 60 nug/mL CY20S
E. rubrum T3133 -
pAUR316 (aur™) Aureobasidina 3 ng/mL MMT

Tabla 14: Resumen de los distintos parametros utilizados para transformar las cepas de E. rubrum
C47, A313y T3133.

4.4.3. Construccion de una biblioteca genémica de E. rubrum
C47 en el vector A-DASH II.

Como paso previo a la clonacion de los genes implicados en la ruta de
biosintesis de flavoglaucina se llevé a cabo la construccion de una biblioteca
genomica de E. rubrum C47 en el vector derivado del fago Lambda DASH II

(Stratagene, apartado 3.2.1 de Materiales y Métodos).

La capacidad de clonacién del vector fagico A- DASH Il es de fragmentos de
ADN de 15 a 23 Kb. Este tamafio parece en principio suficiente para que un
fragmento de ADN clonado en este vector contenga la agrupacion génica completa
implicada en la biosintesis de flavoglaucina o al menos los genes completos que

codifican para las hipotéticas policétidosintasa y desaturasa (Figura 34).

En primer lugar se obtuvo el ADN total de la cepa C47 de E. rubrum mediante
el método descrito en el apartado 3.8.1 de Materiales y Métodos. Posteriormente, y
con el fin de obtener fragmentos del tamano admitido por el vector, se utilizé la
enzima Sau3Al que deja extremos cohesivos compatibles con los generados por la
enzima BamHI entre los dos brazos del fago. Para determinar la concentracion
Optima de enzima necesaria para obtener fragmentos de ADN con un tamafo de
15-23 Kb se llevé a cabo la digestion parcial de 1 ug de ADN total de E. rubrum
C47 con un rango de concentraciones de Sau3Al entre 0,05 y 0,2 unidades de
enzima/ug de ADN. Los fragmentos se separaron en un gel de agarosa al 0,4% vy

se determind que la concentracion Optima de enzima necesaria para obtener
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fragmentos de ADN del tamafo de interés era de 0.15 unidades de enzima/ug de
ADN.

Con estas condiciones se llevd a cabo la digestion parcial de 50 ug de ADN
de E. rubrum C47. Los fragmentos de ADN obtenidos se separaron en funcion de
su tamafio por medio de un gradiente de sacarosa, segun se describe en el

apartado 3.10.2 de Materiales y Métodos.

Las distintas fracciones del gradiente se visualizaron en un gel de agarosa al
0,4% y se identificaron aquellas que contenian mayoritariamente los fragmentos de
15-23 Kb (Figura 42). Las fracciones elegidas se precipitaron tal y como se indica
en el apartado 3.10.2 de Materiales y Métodos y se resuspendieron en 10 uL de

agua milli-Q, como paso previo a la ligacion con el vector fagico.

12

23 kb
15 kb

Figura 42: Fracciones del gradiente de sacarosa mediante el que se obtuvo la separacion de los
fragmentos de ADN de E.rubrum C47 resultantes de la digestion parcial con Sau3Al.
Las fracciones marcadas en la figura son las que contienen mayoritariamente fragmentos de ADN

de 15 a 23 kb, tamafio determinado a partir del marcador de peso molecular utilizado, A-Hind IlI.

Los fragmentos de ADN obtenidos y purificados mediante el gradiente de
sacarosa se ligaron entre los brazos del vector, predigerido con BamHI. Para ello
se utilizaron cantidades equimoleculares de ADN fungico y de vector, incubandose

la reaccion durante 12 h a 15 °C. Finalmente, se utilizd el sistema comercial de
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Stratagene (“‘Lambda DASH® IlI/Bam HI Vector Kit") para empaquetar el ADN
producto de la ligacion y formar las particulas fagicas viables.

Posteriormente se tituld la biblioteca gendmica, determinando el numero de
fagos recombinantes obtenidos después del proceso de encapsidacion in vitro.
Para ello se prepararon células de la cepa E. coli XL1-Blue MRA P2 tal y como se
describe en el apartado 3.5.1 de Materiales y Métodos y se infectaron siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.5.2a.

El titulo de la genoteca se calculd de acuerdo a la formula:

Titulo (pfu/mL) = n° de placas de lisis (pfu) x Factor de dilucién/volumen plaqueado
(mL).

De esta forma se determiné que el titulo de la genoteca era 2,9 x 10° pfu/mL.

Para calcular la probabilidad de que, con dicho titulo, la biblioteca gendémica
contuviese el genoma completo de E. rubrum C47, se utilizé la férmula descrita por
Clarke y Carbon, (1976).

N=In (1-P) / [In (1-t/T)]

Donde N es el numero total de clones necesarios para que la probabilidad de
tener clonado un gen o fragmento de ADN sea igual a P; P es la probabilidad de
que un determinado gen se encuentre representado en la biblioteca gendmica
(generalmente se utiliza 0,99); t es el tamafo medio del inserto en Kb. En nuestro
caso el tamano medio utilizado para la construccién de la biblioteca gendmica fue

de 19 Kb y T es el tamafio total del genoma en Kb.

El tamafio exacto del genoma de E. rubrum no se conoce, pero el de hongos
filamentosos similares pertenecientes al grupo Ascomycetes y cuyo genoma
completo ha sido secuenciado, oscila entre 30-40 Mb (Fungal Genetics Stock
Center Web Site). Si consideramos que el tamafno del genoma de E. rubrum es de
aproximadamente 40 Mb, al menos 9.700 clones serian necesarios para que la
biblioteca gendmica fuera representativa del genoma completo de E. rubrum C47.
Como el titulo de nuestra genoteca fue de 2,9 x 10° pfu/mL, consideramos que es

altamente representativa.
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4.4.4. Busqueda de posibles desaturasas y policétidosintasas

implicadas en la ruta de biosintesis de flavoglaucina.

Con el fin de localizar en la biblioteca genomica de la cepa C47 las
secuencias génicas que codifiquen hipotéticas desaturasas y policétidosintasas se
disefiaron oligonucledtidos degenerados en base a la informacién disponible sobre
estos genes en la bibliografia existente y en las bases de datos, de forma que se
pudieran amplificar fragmentos de ADN a partir del genoma de E. rubrum para ser
utilizados como sondas que permitieran la localizacion de los genes completos en

la biblioteca gendémica.
a) Diseno de oligonucleétidos degenerados.

Para el disefio de los oligonuclettidos degenerados nos basamos en el hecho
de que las desaturasas y las policétidosintasas son proteinas con dominios
altamente conservados (Schumann y Hertweck, 2006; Linnemannstdns y col, 2002;
Bingle y col.,, 1999; Sakai y Kajiwara, 2003; Meesapyodsuk y col, 2007 vy
Sakuradani y col, 1999).

Por otro lado también tomamos como referencia la frecuencia del uso de
codones de E. rubrum, la cual se calculé a partir de la proteina de E. rubrum,
manitol-1-fosfato deshidrogenasa y la secuencia parcial del dominio conservado del
citocromo b, existentes en la base de datos (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y
la frecuencia del uso de codones de especies como Eurotium herbariorum y

Aspergillus sp, proximas filogenéticamente a E. rubrum, (www.kazusa.or.jp/codon).

En el caso de las policétidosintasas, para el disefio de los oligonucledtidos
degenerados se tuvieron en cuenta las secuencias y dominios conservados de

policétidosintasas fungicas descritos por Bingle y col., (1999).

Los dominios conservados PKS1, PKS2, PKS3 y PKS4 fueron los elegidos

para el disefio de los oligonucleétidos degenerados (Figura 43).
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C1PKS1 1
PhomaLC12 1
ApLCl2maj 1
AnWA 1
ApLCl2min 1
Afalblp 1
PPLC12 1
AnPKSST 1
ApPKSL1 1
PP6MSAS 1
PEKS 1
At6MSAS 1
ApPKSP1 1
PPPKS2 1
PhomaLC35 1
ChPES1 1
ScActI 1
-
C1PKS1 109 iy " z HeADGYCRARG E GPTRSTESRALED
pPhomaLC12 109 A . R ol GPTRSTESSATD
ApLCl2mai 109 Wi 7 ) SF §cr Q - N
Anwa 109 nGYCralalG B
ApLCl2min 109
AfAlblp 109
PpLC12 109
AnPKSST 109
ApPKSL1 109
PDEMSAS 108
PfKS 108
At6MSAS 108
ApPKSP1 108
PpPKS2 108
PhomaLC35 108 KS % A A 2 : k
ChPKS1 110 BVROEHALESSHRLCIETS ... YA VIIR KR s Ks ] TRSHYKKY
ScActI 121 sABvM | ; 2 e A RAHEE] ) TRVAJIDEE]
S
C1PKS1 223 U

PhomaL.C12 223
ApLCl2maj 223 MHGTG]

AnwA 223 & GTq]
ApLC12min 223 Gl
AfAlblp 223 | 3
PpLC12 223 §
AnPKSST 223 Jke
ApPPKSL1 22

Pp6MSAS 222 §a
PEKS ..
At6MSAS 222 ¥a
ApPKSP1 222

PpPKS2 222 %
PhomalL.C35 222 § HH F
ChPKS1 224 JECiEENE
ScActI 240 [NABESE

Figura 43: Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de policétidosintasas
fungicas.CIPKS1: Colletotrichum lagenarium PKS1 (Takano y col., 1995); Phoma LC12: Producto
de PCR LC1/2c Phoma sp.C2932; ApLC12maj: producto de PCR Aspergillus parasiticus; AnWA: A.
nidulans WA (Mayorga y Tinberlake, 1992); ApLC12min: Producto de PCR de A. parasiticus;
AfAlb1p: A. fumigatus Alb1p (Tsai y col., 1998); PpLC12: Producto de PCR Penicillium patulum;
AnPKSST: A. nidulans pksST (Yu y Leonard, 1995); ApPKSL1:A. parasiticuspksL1 (Feng vy
Leonard, 1995); Pp6MSAS: P. patulum (Beck y col., 1990); PfKS: P. freii PfKS (Nicolaisen y col.,
1997); AtBMSAS: A. terreus MSAS/pksM (Pazoutova y col., 1997); ApPKSP1: A. parasiticus pksP1
(Feng y Leonard, 1998); PpPKS2: P. patulum PKS2; ChPKS1: Cochliobolus heterostrophus PKS1
(Yang y col., 1996) y ScActl: Actl-Orfl de Streptomyces coelicolor (Fernandez-Moreno y col., 1992).
En azul se muestran los dominios conservados utilizados para el disefio de oligonucledtidos

degenerados.

En la Tabla 15 se detallan las secuencias de los dominios conservados de las
policétidosintasas fungicas a partir de los cuales se disefaron los oligonucleétidos

degenerados y las secuencias nucleotidicas de cada uno de ellos.
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Dominio Secuencia de Oligonucleétido Secuencia de
conservado aminoacidos (5°-3") degenerado nucleétidos (5°-3)
PKS1 AYEALE PKS1 5"-GCYTAYGARGCYYTIGA-3’
PKS2 PGRINY PKS2 5-CCYGGYCGYATYAAYTA-3’
PKS3 ADGYCRA PKS3 5"- RGCRCGRCARTARCCRTCRGC-3’
PKS4 EMHGTG PKS4 5"- RCCRGTRCCRAGCATYTC-3’

Tabla 15: Detalle de la secuencia de aminoacidos de los dominios conservados de
policétidosintasas de hongos: PKS1, PKS2, PKS3 y PKS4 y la secuencia de nucledtidos de los
oligonucleétidos degenerados disefiados para cada uno de los dominios. La | se corresponde con

Inosina, Y con una pirimidina (C o T) y R con una purina A o G.

Teniendo en cuenta las secuencias conservadas que se muestran en la
Figura 43 se estimd que los fragmentos de ADN amplificados con la combinacién
de las distintas parejas de los oligonucledtidos degenerados seria de

aproximadamente:
e PKS1-PKS3: 440 pb.
e PKS1-PKS4: 640 pb.
e PKS2-PKS3: 250 pb.
e PKS2-PKS4: 470 pb.

Del mismo modo que en el caso de las policétidosintasas, para el disefio de
los oligonucledtidos degenerados que amplificasen genes codificantes de posibles
desaturasas, se tomé como referencia el uso de codones de E. rubrum, Eurotium
herbariorum y Aspergillus sp. y las zonas conservadas de desaturasas que
participan en la sintesis de acidos grasos (Sakai y Kajiwara, 2003) debido a que

estos compuestos poseen una estructura molecular semejante a la flavoglaucina.

En la Figura 44 se muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos
de distintas desaturasas de &acidos grasos de hongos, asi como los dominios

conservados, D1, D2 y D3 elegidos para disefar los oligonucleétidos degenerados.
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Figura 44: Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de desaturasas de acidos grasos
fungicas.Le-FAD1: A9-desaturasa de L. edodes A9-desaturasa; Cc-OLE1a: A49-desaturasa de
C. curvans CBS 570; Cc-OLE1b: A9-desaturasa de C. curvans ATCC 20509; Ma-OLE1:
A9-desaturasa de M. alpina y Ac-OLE1: 49-desaturasa de Ajellomyces capsulatus. En azul se

muestran los dominios conservados utilizados para disefar los oligonucleétidos degenerados.

Segun estos datos se estimé que los fragmentos de ADN amplificados con la
combinacion de las distintas parejas de los oligonucleétidos degenerados para

amplificar secuencias de posibles desaturasas seria de aproximadamente:

e D1-D3 de 720 pb.
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e D2-D3 de 570 pb.

En la siguiente tabla se detallan las secuencias de los dominios conservados
de las desaturasas de acidos grasos de hongos y los oligonucleétidos degenerados

disefados para cada uno de los dominios.

Dominio Secuencia de Oligonucleétido . . o
. . o Secuencia de nucleétidos (5°-3")
conservado aminoacidos (5-3") degenerado
DES1 ITAGYHR D1 5 -ATHACIGCIGGITAYCAYMG-3’
DES2 HHR(Y/W)TDT D2 5-CAYCAYMGITRIACIGAYAC-3’
DES3 HH(F/Y)NH(Y/W)GE D3 5"- TGRTGRWARTTRTGIYAICCYTC-3’

Tabla 16: Resumen de la secuencia de aminoacidos de los dominios conservados de
policétidosintasas de hongos: DES1, DES2 y DES3 y la secuencia de nucledtidos de los
oligonucleétidos degenerados disefiados para cada uno de los dominios. La | se corresponde con
Inosina; Y con una pirimidina (C o T); R con una purina Ao G; Hcon A,CoT; Mcon Ao Cywcon
AoT.

Una vez disefiados los oligonucleétidos degenerados, estos se utilizaron para
amplificar por PCR fragmentos correspondientes a posibles desaturasas y

policétidosintasas a partir del ADN gendémico de E. rubrum C47.

b) Amplificacion y clonacion de las posibles policétidosintasas y

desaturasas en el vector pGEM-T Easy.

Con el fin de amplificar los fragmentos correspondientes a posibles
policétidosintasas y desaturasas, se llevé a cabo una reaccion de PCR utilizando la
mezcla de reaccién detallada en la Tabla 17. Como control se realizaron
reacciones utilizando cada una de las parejas de oligonucledtidos ensayas pero sin
anadir ADN molde.
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Solucién Concentracion final
ADN total E. rubrum 200 ng ADN total
Cebadores (18-24 pb) 0,6 uM
GoTaqADN polymerase (Sigma) 0,5 unidades
MgCl, 2,5 mM
dNTPs 0,2 uM
Opti-prime 10Xbuffer 3 " 1X
Perfec Match®DNA polymerase enhancer ) 0,5U
Master Mix™50XBuffer *) 1X

Hasta completar

Milli-Q
50 pL

Tabla 17: Mezcla de la reaccion de PCR utilizada para amplificar las secuencias de las hipotéticas
desaturasas y policétidosintasas a partir del ADN total de E. rubrum C47.

™ Opti-prime 10Xbuffer 3 (Stratagene): 100 mM Tris-HCI (pH 8,3); 35 mM MgCl,; 250 mM KCI.

@ Master Mix™50XBuffer (Stratagene): 20 mM Tris-HCI (pH 8); 250 mM EDTA.

® perfec Match®@DNA polymerase enhancer (Stratagene, no se conoce su composicion).

El programa de PCR utilizado se detalla en la siguiente tabla:

Segmento Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion
iicial 95°C 3 minutos 1
Alineamiento 55°C 2 minutos 1
Extension 72°C 1,5 minutos
Desnaturalizacion 94 °C 1 minuto 25
Alineamiento 55°C 1 minuto
Extension final 72°C 8 minutos 1

Tabla 18: Programa de PCR utilizado para amplificar con oligonucleétidos degenerados las

secuencias de las hipotéticas desaturasas y policétidosintasas de E. rubrum C47.

Los fragmentos de ADN obtenidos de las reacciones de amplificacion se
separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa 0,5% y se observo que se
obtenian varios fragmentos de ADN de distinto tamano tanto en el caso de las

desaturasas (Figura 45A) como en el de las policétidosintasas (Figura 45B).
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Imagen A

Imagen B
1234567 8 910 11121314
B
k]
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~ 1800pb -
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2750 pb
% 450 pb

564 pb

Figura 45: Imagen A; Separacion de los fragmentos de ADN amplificados mediante PCR a partir
del ADN total de la cepa E. rubrum C47 utilizando los olionucleétidos degenerados D2 y D3 con
homologia a hipotéticas desaturasas. Donde 1: A- Hindlll (1 pg); 2: Fragmentos de ADN obtenido
utilizando los oligonucleétidos DES1 y DES2; 3: Reaccién control (sin ADN) 4: A- Pstl (1 ug).
Imagen B; 1: A- Hindlll (1 ug); 2 y 4: Reacciones control (sin ADN) para los oligonucleétidos
PKS2 y PKS4; 3 y 5: Fragmentos de ADN obtenido utilizando los oligonucleétidos PKS2 y PKS4;
6 y 8: Reacciones control (sin ADN) para los oligonucleétidos PKS2 y PKS3; 7 y 9: Fragmentos
de ADN obtenido utilizando los oligonucledtidos PKS2 y PKS3; 10 y 12: Reacciones control (sin
ADN) para los oligonucleétidos PKS1 y PKS3; 11 y 13: Fragmentos de ADN obtenido utilizando
los oligonucledtidos PKS1 y PKS3 14: A- Pstl (1 pg)

En el caso de las hipotéticas desaturasas, cuando se utilizaron los
oligonucleétidos degenerados D1-D3 se observd que se obtenia amplificacion de
fragmentos en la reaccion control. Con el fin de evitar la amplificacién inespecifica
se modificaron diferentes parametros de la reaccibn de PCR pero no se
consiguieron mejores resultados, por lo que en un principio descartamos el uso de

esta pareja de oligonucleétidos.

Cuando se utilizd la pareja de oligonucleétidos D2-D3 se observo

amplificacion de fragmentos de distinto tamafo en la reaccion con ADN de
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E. rubrum C47, mientras que en la reaccién control el resultado era negativo. Los
fragmentos mayoritarios tenian un tamafo de 1800pb, 750 pb y 450 pb
aproximadamente (Figura 45A). El tamafio estimado del fragmento a amplificar con

la pareja de oligonucleotidos D2-D3 es de aproximadamente 570 pb.

Para determinar si alguno fragmento de los obtenidos en la amplificacion
correspondia a secuencias homologas a desaturasas, estos se clonaron de forma
independiente en el vector pGEM-T Easy (Promega). Para ello, cada uno de los
fragmentos de interés se extrajeron a partir de un gel de agarosa utilizando el kit
‘GFXTM PCR ADN and Gel Band Purification Kit” (Amersham-Biosciences) y
posteriormente se cloné cada uno de ellos en el plasmido pGEM-T Easy siguiendo

las indicaciones del fabricante.

En el caso de las hipotéticas policétidosintasas, se observé amplificacion de
numerosos fragmentos de distinto tamafno en las reacciones con cada una de las
parejas de oligonuclettidos ensayados, mientras que en las reacciones control no
se produjo amplificacion. En este caso no se pudo aislar cada uno de los
fragmentos para clonarlos individualmente en el vector pGEM-T Easy, debido a las
numerosas bandas obtenidas (Figura 45B). Por este motivo se utilizé la mezcla de

PCR como producto para la reaccion de ligacién en el plasmido pGEM-T Easy.

Como se puede observar marcado en rojo en la Figura 45B los fragmentos
amplificados con las distintas parejas de oligonucledtidos se corresponden, con los

tamanos esperados para cada una de las parejas.
c) Analisis de los transformantes en pGEM-T Easy.

Con el fin de caracterizar los fragmentos presuntamente correspondientes a
desaturasas clonados en el vector pGEM-T Easy se obtuvo el ADN plasmidico de
doce transformantes portadores de cada uno de los fragmentos y se digirieron con
la enzima EcoRl, la cual libera el inserto del plasmido. Se visualizé el producto de
la digestion en un gel de agarosa al 0,7% y se seleccion6 un clon portador de cada

uno de los fragmentos.

Posteriormente se llevd a cabo la secuenciacion de cada uno de ellos

utilizando los oligonucledtidos universales M13-R/M13-F o T7/SP6.
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Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias presentes en la
base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y se comprob6 que los
fragmentos que presentaba un alto grado de identidad con las secuencias de
desaturasas eran los que poseian un tamafo de 450 pb aproximadamente,
sefalado en la Figura 45A. Este tamafio es semejante al esperado para la pareja
de oligonucledtidos degenerados utilizada (D2-D3). Las secuencias obtenidas de
los fragmentos de 1800pb y 750 pb no presentaron homologia con secuencias de

desaturasas.

Las secuencias génicas que presentaban homologia con desaturasas se
alinearon y compararon entre si observandose que en E. rubrum C47 existen al
menos dos genes diferentes que codifican posibles desaturasas, los cuales se

denominaron desl y des2 (Figura 46).

1 50
Clon 1 (1) ——————mmmmmmmmmmmmm AACCCCAAGCGBATTGGACGGACA | yasq
Clon 13 (1) ———mmmmmmmmmmmmm CCCCAAGCGBATTGGACGGACA

Clon 16  (50) ACTTGGGATGGATGGTCATGAAGCAGAACCCCAAGCGCATTGGECGNACE
Clon 31  (51) ACTTGGGATGGATGGTCATGAAGCAGAACCCCAAGCGCATTGGECGTACE [ des2
Consensus  (51) ACTTGGGATGGATGGTCATGAAGCAGAACCCCAAGCGGATTGGCCGTACC
101 150
Clon 1 (25) GACATERCEGANCTCAACGAAGATICCBGTIGTGGTCTGGCABCACCGRAA
Clon 13  (23) GACATEECEGANCTCAACGAAGATCCBGTRGTGGTCTGGCABCACCGRAA
Clon 16 (100) GAFATCACCGACHTBAACGAAGACCCCGTCGTGTBTGGCAACACCGCAA
Clon 31 (101) GATATCACCGACHTBAACGAAGACCCCGTCGTRGTETGGCAACACCGCAA
Consensus (101) GATATTTCTGATTTGAACGAAGATCCGGTTGTTGTGTGGCAGCACCGTAA
151 200
Clon 1 (75) CTABATCAAAGTAGTCTTBACCATGGGTCTGGHCHTCCCCATGCTGGTGG
Clon 13  (73) CTAFATCAAAGTAGTCTTBACCATGGGTCTGGRCHTCCCCATGCTGGTGG
Clon 16 (150) CTACETCAABGTEGTETTCEBEBATGGGTCTGGCHGTICCCATGCTGGTHG
Clon 31 (151) CTACETCAABGTEGTETTCEBEATGGGTCTGGCHGTICCCATGCTGGTRG
Consensus (151) CTATCTCAAGGTCGTTTTGGGGATGGGTCTGGTTTTTCCCATGCTGGTTG
201 250
Clon 1 (125) CAGGGCTEGGTTGGGGTGACTGGTGGGGTGGCTTTATCTACGCAGGCATA
Clon 13 (123) CAGGGCTEGGTTGGGGTGACTGGTGGGGTGGCTTTATCTACGCAGGCATA
Clon 16 (200) CEGGECTCGGTTGGGGTGACTGGTGGGGTGGCTTTETCTANGCHGGEATE
Clon 31 (201) CEGGECTCGGTTGGGGTGACTGGTGGGGTGGCTTTETCTANGCEGGEATE
Consensus (201) CTGGTCTTGGTTGGGGTGACTGGTGGGGTGGCTTTGTCTATGCTGGTATC
251 300
Clon 1 (175) BTECGEATCTTCTTHEGTHCAGCAAGCCACCTTCTGRGTCAACT-CATTGE
Clon 13 (173) BTECGEATCTTCTTHGTECAGCAAGCCACCTTCTGRGTCAACTGCATTGE
Clon 16 (250) CTCCGCATETTCTTCGTCCAGCABGCHACCTTCTGCGTCAACTECETTGC
Clon 31 (251) CTCCGCATETTCTTCGTCCAGCABGCEACCTTCTGCGTCAACTECETTGC
Consensus (251) TTGCGTATTTTCTTTGTTCAGCAGGCTACCTTCTGTGTCAACTCCCTTGG
301 350
Clon 1 (224) CTCACTGGCTEGGTGACCABCCETTCGANGACCGBAACTCICCICGTGAC
Clon 13 (223) CTCACTGGCTEGGTGACCABCCETTCGARGACCGBAACTCIICCECGTGAC
Clon 16 (300) C-CACTGGCTGGGTGABCAACCCTTHGACGACCGCAACTCCCCCCGTGAC
Clon 31 (301) C-CACTGGCTGGGTGABCAACCCTTEGACGACCGCAACTCCCCCCGTGAC
Consensus (301) CTCACTGGCTTGGTGAGCAGCCGTTTGATGACCGGAACTCTCCTCGTGAC
351 380
Clon 1 (274) CATGTCETWACCGEACTGGCT------——-
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Clon 13 (273) CATGTCETTACCGCACTGGCTACTCTGGGC

Clon 16 (349) CATGTGATCACHMGA---————————————-

Clon 31 (350) CATGTGATCACHGA---————————————-
Consensus (351) CATGTGTTTACTGCACTGGCT

Figura 46: Alineamiento de las secuencias génicas que codifican dos posibles desaturasas (desly

des2) amplificadas a partir del genoma de E.rubrum C47.

En el caso de las hipotéticas policétidosintasas, con el fin de identificar

aquellos clones que contenian los fragmentos con tamafios semejantes a los
esperados (PKS1-PKS3%-440 pb, PKS1-PKS4%:640 pb, PKS2-PKS3%:250 pb vy
PKS2-PKS4%-470 pb) se obtuvo el ADN plasmidico de distintos clones positivos

seleccionados al azar y se digirieron con la enzima EcoRI| observandose que
existian pequefas variaciones en el tamano del inserto que portaban. Por ello, se
secuenciaron varios clones que portaban insertos de tamafios semejantes a los
esperados. La comparacion de las secuencias obtenidas con las presentes en la
base de datos permiti6 comprobar que los fragmentos de aproximadamente 340
pb, amplificados con los oligonucletdtidos PKS2-PKS3 y de aproximadamente 550
pb amplificados con PKS2 y PKS4, presentaban un alto grado de identidad con
policétidosintasas. En ambos casos el tamafio fue semejante al esperado.

Por otro lado, ninguno de los clones analizados con inserto PKS1-PKS3 vy
PKS1-PKS4 tuvo similitud con las policétidosintasas existentes en las bases de

datos.

La comparacion de las secuencias amplificadas a partir del genoma de
E. rubrum que presentaban homologia con policétidosintasas permiti6 comprobar
que en esta cepa existen al menos dos genes diferentes que podrian codificar para

estas enzimas, los cuales se denominaron pksl y pks2 (Figura 47).
251 300

Clon 31 (1) ———mmm e CAGCA #=—pks2
Clon 45 (251) GTCGTAAGCATTGCAGTTTCCTGCAAGCCAAATTGGTTAGTTAGTCTGCA
Clon 10 (188) GTCGAAAGCATTGCAGTTTCCTGCAAGCCAAGTTGGTTAGTTAGTCTGCA
Clon 8 (29) GTCGAAAGCATTGCAGTTTCCTGCAAGCCAAGTTGGTTAGTTAGTCTGCA
Clon 6 (205) GTCGAAAGCATTGCAGTTTCCTGCAAGCCAAGTTGGTTAGTTAGTCTGCA
Consensus (251) GTCGAAAGCATTGCAGTTTCCTGCAAGCCAAGTTGGTTAGTTAGTCTGCA
301 350

Clon 31  (6) CTTGCATCCCATGTCTTACAGTTACCAGTCTGCGTGAGGAAATGGCCATT
Clon 45 (301) CATCTACCTAATCTGGGAGCTGTACCTTTTTGAGTCAGAAAATGGCCTCE
Clon 10 (238) CATCTACCTAATCTGGGAGCTGTACCTTTTTGAGTCAGAAAATGGCCTCG
Clon 8 (79) CATCTACCTAATCTGGGAGCTGTACCTTTTTGAGTCAGAAAATGGCCTCG
Clon 6 (255) CATCTACCTAATCTGGGAGCTGTACCTTTTTGAGTCAGAAAATGGCCTCG

pksl
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Consensus (301) CATCTACCTAATCTGGGAGCTGTACCTTTTTGAGTCAGAAAATGGCCTCG
351 400

Clon 31 (56) GCAGAGACCGGCAAAACCGTCCGAGTTTGTGAGGACGTTGACGCCCCCCG
Clon 45 (351) GTCCAACCCAGAAAAACTGTCCGGGCTCGTCAAGATATTGACACCTCCAG
Clon 10 (288) GTCCAACCCAGAAAGACTGTCCGGGCTCGTCAAGATATTGACACCTCCAG
Clon 8 (129) GTCCAACCCGGAAAAACTGTCCGGGCTCGTCAAGATATTGACACCTCCAG
Clon 6 (305) GTCCAACCCAGAAAAACTGTCCGGGCTCGTCAAGATATTGACACCTCCAG
Consensus (351) GTCCAACCCAGAAAAACTGTCCGGGCTCGTCAAGATATTGACACCTCCAG
401 450

Clon 31 (106) CGATGACCATATCGGCATCGCCGCTCCACAGCGTTGTGCAGGCGATCTGG
Clon 45 (401) CCAAAGCCGTATCGCATTCACCACGCCACAAGTATGTGCAAGCAGTTTCA
Clon 10 (338) CCAAAGCCGTATCGCATT---—————————————————————————————
Clon 8 (179) CCAAAGCCGTATCGCATTCACCACGCCACAAGTATGTGCAAGCAGTTTCA
Clon 6 (355) CCAAAGCCGTATCGCATTCACCACGCCACAAGTATGTGCAAGCAGTTTCA
Consensus (401) CCAAAGCCGTATCGCATTCACCACGCCACAAGTATGTGCAAGCAGTTTCA

Figura 47: Alineamiento de las secuencias génicas de posibles policétidosintasas amplificadas a

partir del genoma de E.rubrum C47.

d) Rastreo de genes que codifican posibles desaturasas y

policétidosintasas en la biblioteca genémica de E. rubrum C47.

Con el fin de localizar los genes que codifican las hipotéticas
policétidosintasas y desaturasas en la biblioteca gendémica de E. rubrum C47, se
llevé a cabo el rastreo, mediante PCR, de la biblioteca genémica de E. rubrum C47
construida en el vector A-DASH I, tal y como se describe en el apartado 3.10.7 de
Materiales y Meétodos. Para ello, en primer lugar se diseiaron parejas de
oligonucledtidos especificos para cada uno de los fragmentos obtenidos con
anterioridad de los genes desl, des2, pksl y pks2 obtenidas anteriormente. Los
distintos oligonucledétidos se denominaron DES1A-DES1B para el gen desl,
DES2A-DES2B para el gen des2, PKS1A-PKS1B para el gen pksl y PKS2A-
PKS2B para el gen pks2. El tamafo de los fragmentos amplificados con cada una

de las distintas parejas de oligonucleétidos especificos seria de:
e DES1A-DES1B de 349 pb.
o DES2A-DES2B de 360 pb.
e PKS1A-PKS1B de 368 pb.

o PKS2A-PKS2B de 239 pb.
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Con estos oligonucleoétidos especificos se llevo a cabo el rastreo de los genes
de interés mediante PCR, para la cual se utilizé la mezcla de reaccion y el

programa que se describen en las Tablas 19 y 20, respectivamente:

Solucién Concentracion final
ADN total E. rubrum 200 ng ADN total
Cebadores (18-24 pb) 0,6 uM
GoTaqADN polymerase (Sigma) 0,5 unidades
MgCl, 2,5mM
dNTPs 0,2 yM
10Xbuffer 1X
Hasta completar
Milli-Q
50 uL

Tabla 19: Mezcla de la reaccion de PCR utilizada para rastrear la biblioteca genémica de E. rubrum
CA47 construida en el vector A-Dash Il

Segmento Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 2 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Alineamiento 60 °C 30 segundos 25
Extension 72°C 30 segundos
Extensién final 72°C 7 minutos 1

Tabla 20: Programa de PCR utilizado para rastrear la biblioteca genémica de E. ruburm C47-
A DASH II.

De este modo, se seleccionaron dos clones positivos (A-1 y A-13) para el gen
desl, dos (A-16 y A-31) para el gen des2 y tres (A-23, A-30 y A-34) para el gen
pksl. En el caso del gen pks2 no se obtuvo ningun clon positivo posiblemente
porque la secuencia a amplificar por PKS2A y PKS2B no se encuentra completa en

un unico fago.
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4.4.5 Analisis de los clones seleccionados mediante
Southern blot.

Los fagos seleccionados se analizaron mediante hibridacién (Southern blot)
con el propodsito de confirmar que contenian las secuencias de los genes pksl,
desl y des2. Para ello se obtuvo el ADN de los distintos fagos y se digirié de forma
independiente con BamHI y Bglll. Estas enzimas de restriccion nos permiten
subclonar el fragmento portador del gen de interés en los plasmidos pAUR316 y

pAURgenR, los cuales poseen un unico punto de corte para dichas enzimas.

Paralelamente se digiri6 el ADN total de E. rubrum C47 con las mismas

enzimas para utilizarlo como control positivo.

Los fragmentos obtenidos se separaron en un gel de agarosa al 0,5% y
posteriormente se llevo a cabo la hibridacion mediante el protocolo descrito en el
apartado 3.11 de Materiales y Métodos. La sonda utilizada en cada caso fue el
fragmento amplificado a partir del ADN total de la cepa E. rubrum C47 con los
oligonucledtidos PKS1A-PKS1B para el gen pksl, DES1A-DES1B para el gen desl
y DES2A-DES2B para el gen des2.

En el caso de los fagos A-1 y A-13, que contendrian, al menos parcialmente, el
gen desl, se obtuvo un fragmento BamHI de aproximadamente 8 Kb que hibridaba
con la sonda especifica correspondiente a ese gen. En ambos fagos la hibridacion
fue igualmente positiva en un fragmento Bglll de aproximadamente 3,4 Kb
(Figura 48). Segun los datos publicados sobre desaturasas de acidos grasos en
hongos, estas poseen un tamafio de 1 a 2 Kb, aproximadamente (Sakai y col,
2003). El fragmento de ADN donde se produce sefal positiva de hibridacion, tanto
si A-1 y A-13 se digieren con BamHI como con Bglll, es superior a 2 Kb. Por ello es

probable que el gen desl esté completo en los dos fagos analizados.

Dado que los fragmentos de los fagos A-1 y A-13 que presuntamente
contienen el gen desl son iguales se seleccion6 uno de ellos, A-13DES1 para

posteriores experimentos.
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Figura 48: Analisis mediante Southern blot de los fagos A-1 y A-13 portadores del gen desl. El ADN
fue digerido con BamHI o Bglll e hibridado con una sonda marcada con digoxigenina. Carril 1: -
Hindlll; Carril 2: ADNt E. rubrum C47 BamHI; Carril 3: A-1 des1 BamHlI; Carril 4: A-13 des1 BamHl;
Carril 5: ADNt E. rubrum C47 Bglll; Carril 6: A-1 des1 Bglll y Carril 7: 1-13 des1 Bglll.

En el caso del gen des 2 se llevd a cabo el analisis de los fagos aislados A-16
y A-31, para lo que se utilizé como sonda un fragmento de ADN de 360 pb
amplificado mediante PCR, utilizando los oligonucleodtidos DES2A y DES2B. En la
Figura 49 se puede observar que la sefal de hibridacion para este gen se obtuvo
en un fragmento de 7 kb aproximadamente cuando se digirié el ADN con BamHI y
en uno de 2,3 kb aproximadamente cuando el ADN se digeridé con Bglll. En el fago
A-31 se obtuvieron dos sefiales de hibridacion, lo cual puede ser debido bien a que
el fago no fue aislado completamente y existia mezcla de ADN de mas de un fago,
o bien a que el ADN se habia digerido parcialmente. Hay que sefialar que en el
caso del control con ADN gendmico de la cepa C47 también se producen dos
sefnales de hibridacién, por lo que lo mas probable es que se hubiera producido una

digestion parcial.

Igual que en el caso anterior se confirmd que el fago A-16 contenia la
secuencia del gen des2, siendo probable que contuviese el gen completo porque
los fragmentos que presentan sefal de hibridacion tienen un tamafo superior a
2 kb.
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Figura 49: Analisis mediante Southern blot de los fagos A-16 y A-31 portadores del gen des2 de las
posibles desaturasas. El ADN fue digerido con BamHI o Bglll e hibridado con una sonda marcada
con digoxigenina. Carril 1: A- Hind lll; Carril 2: ADNt E. rubrum C47 BamHI; Carril 3: A-16 des2
BamHlI; Carril 4: 1-31 des2 BamHlI; Carril 5: ADNt E. rubrum C47 Bglll; Carril 6: A-16 des2 Bglll;
Carril 7: A-31 des2 Baqlll.

De la misma forma se llevo a cabo el analisis de los fragmentos portadores de
posibles genes codificantes de policétidosintasas En el caso del gen pksl se
analizaron por Southern-blot los fagos A-23, A-30 y A-34. Para ello se utiliz6 como
sonda un fragmento de 368 pb amplificado mediante PCR con los oligonucledtidos
PKS1A y PKS1B. En los tres fagos analizados se producia sefial de hibridacién en
un fragmento BamHI de 15,6 Kb aproximadamente, mientras que cuando el ADN
se digirio con Bglll la sefal de hibridacion se obtuvo en un fragmento de 11,9 Kb
(Figura 50). Mediante este analisis se confirmé que los tres fagos contienen la
secuencia del gen pksl en el mismo fragmento de ADN, por lo que para posteriores

experimentos se selecciond el fago A-30PKSH1.

Los genes que codifican policétidosintasas pueden tener un tamafo que
puede variar entre 6 y 10 Kb (Bingle y col, 1998; Weissman y col, 2005). En los
fagos analizados para el gen pksl, la sefial de hibridacion se produjo en
fragmentos de ADN superiores a 10 kb, por lo que pensamos que es probable que

el gen pksl esté completo en dichos fagos.
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Dado que los tres fagos contenian el gen pksl en el mismo fragmento de

ADN se seleccioné el fago A-30PKS1 para posteriores experimentos.

1 23 456 789
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v

o iy

Figura 50: Analisis mediante Southern blot de los fagos A-23, A-30 y A-34 portadores del gen pksl.
El ADN fue digerido con BamHI o Bglll e hibridado con una sonda marcada con digoxigenina. Carril
1: A-Hind III; Carril 2: ADNt E. rubrum C47 BamHlI; Carril 3: A-23 pks1l BamHlI; Carril 4: A-30 pksl
BamHI; Carril 5: 1-34 pksl BamHI; Carril 6: ADNt E. rubrum C47 Bglll; Carril 7: A-23 pks1 Bglll;
Carril 8: A-30 pks1 Bglll; Carril 9: A-34 pks1 Bglll.

Una vez determinado el tamafo de los fragmentos de ADN que
presuntamente contienen los genes pksl, desl y des2, estos se clonaron en los
plasmidos de replicacion auténoma pAUR316 y pAURgen® previamente digeridos
con BamHI. Para ello se extrajo el ADN de los fagos seleccionados segun el
método descrito en el apartado 3.9.2 de Materiales y Métodos. Este se digirié con
BamHI y Bglll (enzima que deja extremos cohesivos compatibles con BamHI) y los
fragmentos obtenidos de forma independiente con los plasmidos digeridos con
BamHI.

Los productos de las ligaciones se transformaron en las cepas E. coli DH5a y
E. coli SURE, la cual posee mecanismos que impiden la reorganizacion de
fragmentos de gran tamafo. Sin embargo no se obtuvieron transformantes en esta
ultima cepa. Los transformantes obtenidos en la cepa E. coli DH5a se analizaron
por PCR utilizando los oligonucledtidos DES1A/DES1B para el gen desl,
DES2A/DES2B para el gen des2 y PKS1A/PKS1B para el gen de pks1.

De esta forma se identificaron los plasmidos pAUR316deslBamHl,
pAUR316des1Bqglll, pAURgendes1BamHI| y pAURgendesl1Bglll para el gen desl,
pAUR316des2BamHI y pAURgendes2BamHlI para el gen des2 vy
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pAUR316pks1BamHIl y pAURgenpksl1Bglll, para el gen pksl. Con el fin de
determinar si los genes desl, des2 y pksl estaban o no completos se obtuvo el
ADN de cada uno de ellos y se secuenciaron los extremos de los insertos que
portan utilizando los oligonucledtidos pAUR316 sense y pAUR316 antisense o
pAUR-R (Tabla 2 de Materiales y Métodos). La secuencia obtenida de cada uno de
los clones se compard con las secuencias existentes en las bases de datos y se
observo que el fragmento BamHI que contenia el gen pksl clonado en el plasmido
pAUR316 presentaba en uno de sus extremos un alto grado de identidad con
policétidosintasas existentes en las bases de datos, por lo que se concluyé que
dicho fragmento no contenia este gen completo y por ello se descarté para los
experimentos de complementacion de los mutantes no-productores de

flavoglaucina.

Los demas plasmidos analizados: pAUR316des1BamHl,
pAURgendesl1BamHlI, pAUR316des1Bqlll, pAURgendes1Bqlll,
pAUR316des2BamHI, pAURgendes2BamHI portadores respectivamente de los
fragmentos BamHI-desl1, Bglll-desl, BamHI-des2, Bglll-des2 y Bglll-pksl parecen
sin embargo albergar los genes de interés completos, puesto que en ningun caso la
secuencia de los extremos de los respectivos insertos presentd identidad con

dichos genes.

4.4.6 Complementacion de los mutantes no productores de

flavoglaucina.

Con el fin de determinar si los genes aislados de la biblioteca gendmica de
E. rubrum C47 por su similitud con desaturasas y policétidosintasas forman parte
de la ruta de biosintesis de flavoglaucina se intent6 complementar los mutantes

no-productores de flavoglaucina, E. rubrum A3z13 y E. rubrum T3133.

En base a la hipotética ruta biosintética representada en la Figura 34 el
mutante E. rubrum A313 podria tener una mutacién en el gen de la hipotética
desaturasa, mientras que la mutacion de E. rubrum T3133 podria afectar al gen
codificante de la posible policétidosintasa. Por ello se decidi®6 complementar
E. rubrum A313 con los plasmidos pAUR316des1BamHI, pAURgendeslBamHl,
pAUR316des1Bglll, pAURgendeslBglll portadores de los genes desl vy
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pAUR316des2BamHI, pAURgendes2BamHI, portadores de los genes des2 y
E. rubrum T3133 con el plasmido pAURgenpks1Bglll portador del gen pks1.

Para ello se obtuvieron protoplastos de ambos mutantes y se transformaron
con los plasmidos pAUR316des1BamHl, pAURgendes1BamHl,
pAUR316des1Bqlll, pAURgendes1Bglll y pAUR316des2BamHl,
pAURgendes2BamHI, (E. rubrum A3z13) y con pAURgenpksl1Bglll (E. rubrum
T3133).

Paralelamente se utilizaron como control protoplastos de ambos mutantes sin
transformar con el fin de comprobar la viabilidad de los protoplastos y protoplastos
de ambas cepas transformados con los vectores pAUR316 y pAURgen con el fin de

comprobar la eficacia de la transformacion.

Las transformaciones se sembraron en las condiciones apropiadas para cada
plasmido (Tabla 14), de forma que para el plasmido pAUR316 se utiliz6 el medio
de cultivo MMT suplementado con aureobasidina a una concentracion de 5 pg/mL
cuando se transformaron protoplastos de E. rubrum A313. Mientras que cuando la
transformacion se realizé con el plasmido pAURgen se utilizdé el medio de CY20S
suplementado con geneticina a una concentracion de 50 ug/mL para E. rubrum
A313 y a una concentracién de 60 ug/mL para E. rubrum T3133. Las placas se
incubaron durante 5-7 dias a 28 °C. Como control adicional se sembraron
protoplastos sin transformar en placas de medio CY20S o MMT no suplementadas
y suplementadas con los antibidticos de seleccién en cada caso y asi se comprobo
la capacidad de regeneracion de los protoplastos y se descartd la aparicion de

resistentes espontaneos al antibiético utilizado.

Se observo una buena regeneracién de los protoplastos sin transformar en
ausencia de antibidtico, mientras que en presencia del antibidtico no existia
crecimiento. Por otro lado so6lo se obtuvieron transformantes de los vectores
pAUR316 y pAURgen, pero no de los plasmidos portadores de los genes de
interés. Las transformaciones se repitieron varias veces utilizando distintas
preparaciones de protoplastos y ensayando distintas concentraciones de ADN,
pero en ninguna de ellas se obtuvieron transformantes portadores de los genes de

interés. Esto podria deberse a que el tamafio de los clones portadores de los genes
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es demasiado grande y se sobrepasa la capacidad de introduccion de ADN

exdgeno en E. rubrum.

En experimentos futuros se podrian poner a punto otras técnicas de
transformacién mediante las cuales se puede introducir moléculas de ADN de
mayor tamano como podria ser la electroporacion o la transformacion mediada por

Agrobacterium tumefaciens (Bundock y col., 1995; De Groot y col., 1998).

La contaminacion masiva de los jamones y cecinas por acaros supone

cuantiosas pérdidas economicas en las industrias chacineras, por lo que pensamos
que resultaria interesante el desarrollo de un sistema de control biolégico de la
infestacion por acaros, mediante la implantacion de la cepa productora de
flavoglaucina, E. rubrum C47 o de cepas superproductoras (E. rubrum A4161) en la
superficie de los jamones. Estos microorganismos forman parte de la microbiota
natural del jamén y la cecina lo que favoreceria que las caracteristicas

organolépticas del producto final no se viesen alteradas.
A. Ensayo de inoculacién en condiciones naturales.

Para llevar a cabo el ensayo de inoculacion de E. rubrum en condiciones
naturales se penso utilizar en un primer momento la cepa superproductora de
flavoglaucina, E. rubrum A{161. Posteriormente, debido al elevado numero de
esporas requerido para el desarrollo del ensayo se decidié utilizar la cepa de
E. rubrum C47, porque la cepa A4161 presentaba menor capacidad de

esporulacion.

Con el fin de optimizar un método de aplicacion e implantacién de la cepa de
E. rubrum C47 en condiciones naturales, se llevé a cabo un ensayo de inoculacion

del hongo en un secadero natural de una empresa de la provincia de Leon.

El ensayo de inoculacion se llevo a cabo en condiciones naturales durante el
primer semestre del afio, ya que en esta época normalmente se produce un
aumento en la proliferacién de acaros en las industrias chacineras debido a las

condiciones 6ptimas de temperatura y humedad.
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En el ensayo se utilizaron un total de 294 jamones representativos de las
distintas variedades comercializadas por la empresa. Para cada tipo se utilizaron

como control jamones no inoculados.

Las esporas del hongo se aplicaron a una concentracion de 1-3x10°
esporas/mL sobre los jamones mediante dos técnicas: nebulizacién e inmersion,

siguiendo el método descrito en el apartado 3.14.2.2. de Materiales y Métodos.

Dos meses después de la inoculacién se realizd un examen visual, mediante
el cual se observo la presencia/ausencia de hongos y/o acaros en la superficie de
los jamones tratados. En lineas generales se observd que en los jamones tratados
existia una baja implantacion fungica, con manchas dispersas en la cara interna del
jamoén y que dicha implantacion era practicamente nula en los jamones sometidos

al tratamiento de inmersion.

Se recogieron muestras de los hongos que habian crecido en la superficie de
cada uno de los jamones de zonas al azar, mediante frotis con un bastoncillo estéril
y siembra directa en medio de cultivo Power tal y como se describe en el apartado
3.14.2.2.c de Materiales y Métodos, para determinar la microbiota que se habia
desarrollado sobre los jamones. Se identificaron hongos fundamentalmente de dos
tipos: unos que formaban colonias de color verdoso que correspondian a las
caracteristicas descritas para el género Penicillium y otros que formaban colonias
de color anaranjado que se identificaron como Eurotium mediante ensayo visual.
Ademas aparecieron, en algunos casos de forma mayoritaria, otro tipo de colonias
de color blanquecino cuya observacion al microscopio permitié identificar como
levaduras y bacterias micrococaceas. Todos estos microorganismos se han
descrito como integrantes naturales de la microbiota natural de embutidos por

autores como Nufiez y col., (1998); Rodriguez y col., (1994).

En la Figura 51 se muestran ejemplos representativos de cada uno de estos

microorganismos.
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Figura 51. Placas de medio en las que se aprecia el crecimiento de los microorganismos aislados
de los jamones en estudio. Las colonias de color verdoso son hongos del género Penicillium y las de
color anaranjado del género Eurotium. Las colonias blancas de mayor tamafio se identificaron como

levaduras y las de menor tamafo como bacterias micrococaceas.

Por otro lado se observd que el indice de grasa de los jamones parecia influir
en la implantacion del hongo, puesto que en aquellos con mayor porcentaje de

grasa el hongo practicamente no se implanta.

La casi nula implantacion fungica en jamones tratados mediante inmersion,
junto con la gran cantidad de esporas que necesita y la necesidad de mas mano de
obra para aplicarlo, hace que dicho método sea inviable econémica y técnicamente

a nivel industrial.

En cuanto a la nebulizacion se concluyé que podria ser un sistema eficiente,
debido al bajo volumen de esporas requerido, el cual fue 7 veces inferior que en el
proceso de inmersion. Ademas esta técnica casi no deja residuos liquidos y la
mano de obra requerida para llevarlo a cabo es minima. Sin embargo quedd
patente la necesidad de optimizarlo, con el fin de conseguir una mayor implantacion

del hongo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el secadero natural y los
inconvenientes encontrados, se llegé a la conclusion de que las condiciones no

eran las mas adecuadas para la inoculacién e implantacion del hongo sobre los
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jamones, por lo que se intentd optimizar un método de implantacién del hongo en

camaras con condiciones controladas.
B. Ensayos en condiciones controladas

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se indica en el apartado 3.14.2.1.

de Materiales y Métodos.

Se realizé un primer ensayo de inoculacion de la cepa de E. rubrum C47
sobre la superficie del jamon, en el laboratorio, con el objeto de optimizar las

condiciones necesarias para la implantacion del hongo.

Se trataron 20 jamones suministrados por la empresa colaboradora en el

proyecto, los cuales tenian distinto porcentaje de grasa y grado de curacion.

Los jamones se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura
(18 °C) y humedad (70-80%) durante el minimo tiempo posible para que el hongo
se implantase, y posteriormente se pasaron al secadero natural para continuar su
procesamiento normal. Asi se pretendia que cuando los jamones pasasen al
secadero natural ya tuviesen implantado el hongo acaricida y pudieran llevar a

cabo su funcion de prevencion de la infestacién por acaros.

Dado que se habia determinado previamente que la nebulizacién era el
método mas efectivo se llevd a cabo la inoculaciéon de los jamones mediante
pulverizacion manual tal y como se indica en el apartado 3.14.2.1. de Materiales y

Métodos.

Tras el tratamiento se observd periédicamente la evolucidon de los jamones.
Diez dias después de la administracion de la primera dosis de esporas, se tomaron
muestras de los hongos que habian crecido en la superficie de los jamones
mediante frotis con un bastoncillo estéril y siembra directa en medio de cultivo

Power.

Los datos obtenidos se resumen en la siguiente tabla:
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Caracteristicas de los jamones Implantacion
Alta Grasa Implantacién baja y desigual
Alta Curacion (AA) Levaduras y Eurotium
Alta Grasa Implantacion media
Baja Curacion (AB) Levaduras y Eurotium
Baja Grasa Implantacion baja
Alta Curacion (BA) Levaduras y Eurotium
Baja Grasa Buena implantacion, uniforme Levaduras y
Baja Curacion (BB) Eurotium

Tabla 21: Implantacion de E. rubrum C47 y microbiota existente en los jamones, transcurridos
10 dias de la inoculacion en condiciones controladas.

Se constaté que el unico hongo que se desarrollaba sobre los jamones era
Eurotium. Sin embargo su implantacion era desigual y dependia del tipo de jamon,
de forma que en los jamones con bajo porcentaje de grasa existia una implantacion
mayor y mas uniforme que en jamones con alta grasa. Estos resultados coinciden
con los obtenidos en el ensayo de inoculacidén en condiciones controladas y con los

descritos anteriormente por Ortiz, J. F. (Tesis Doctoral, 2006).

Ademas se puso de manifiesto que el grado de curacion de los jamones, y por
lo tanto su indice de humedad, también era un factor, aun mas determinante que la
grasa, para la implantacion de E. rubrum. Esta es mayor cuanto mayor es el indice
de humedad, es decir en los jamones poco curados, lo cual contrasta con lo
postulado anteriormente por otros autores como Rodriguez, (1995) y Laich y col.,
(2001), los cuales describen que la microbiota natural dominante en jamones
cuando la actividad de agua es baja (ultimas etapas de curado) es Aspergillus y
Eurotium. Estos resultados pueden ser debidos a que en nuestro ensayo la
microbiota no se desarrollé de forma natural, sino artificialmente por inoculacion de
un elevado numero de esporas de E. rubrum. En condiciones naturales la
esporulacion de E. rubrum es mayor al final del proceso de curado, ya que este es

un hongo relativamente xerdfilo.

En las Figuras 52 y 53 se muestran, por una parte la evolucién de los
jamones tras el tratamiento y por otra las diferencias de implantacion observadas

segun el tipo de jamon.
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Jamén BB

Figura 52: Evolucion de la implantacion de E. rubrum sobre los jamones tratados en condiciones
controladas. Se muestra un jamoén del tipo BB (baja grasa y baja curacion), que fueron las

condiciones en las que mejor resultados se obtuvieron.

14 dias después de la inoculacién:

AB AA

Figura 53: Diferencias de implantacién de E. rubrum, 14 dias después de la inoculacién, en los

jamones de tipo BB, BA, AB y AA utilizados en el ensayo.

Transcurridos 20 dias tras la inoculacion de los jamones, estos fueron
trasladados al secadero natural de la empresa colaboradora, donde se llevd a cabo
un seguimiento durante seis meses de la evolucién del hongo sobre la superficie de

los jamones y de la presencia de acaros en los mismos.

Se evaluo el estado de los jamones en el secadero natural y se comprobo6 que

las diferencias de implantacion entre los distintos tipos de jamdén eran menos
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apreciables, aunque siguié siendo mas importante en los jamones bajos en grasa y
poco curados (BB). También se identificaron otros hongos de tipo Penicillium, pero
el andlisis en el laboratorio de las muestras recogidas sobre la superficie de los

jamones demostré que E. rubrum era mayoritario (Figura 54).

Esto nos indicd que una vez colonizada la pieza por E. rubrum este fue capaz
de mantenerse después de varios meses en el secadero sin ser desplazado por
otros hongos de la microbiota natural de los jamones.

Figura 54: Estado de los jamones inoculados en el ensayo en condiciones controladas tras 6 meses
en el secadero natural. Se aprecio la presencia de E. rubrum sobre el jamon, con coloraciones que

variaron entre el morado, anaranjado, amarillento y blanquecino.

Por otra parte se constaté que otros jamones presentes en el secadero y que
no se habian sometido a ningun tipo de tratamiento con E. rubrum, presentaban
también un alto grado de colonizacion por el hongo (Figura 55), lo que podria ser

debido al trasiego humano y de material entre las distintas zonas del secadero.

La distribucién y tipologia de los jamones colonizados parecié ser arbitraria,
ya que jamones del mismo tipo, similar grado de curacion e igual tiempo de
permanencia en el secadero presentaban un indice de colonizacion desigual.
Ademas, la proximidad fisica entre los jamones no favorecio la colonizacion, ya que
junto a carros con jamones con un alto grado de implantacion del hongo, se

encontraban otros en los que este no se habia implantado.

Esto sugiere que se habia conseguido introducir en el secadero la cepa de
E. rubrum utilizada en los ensayos, posiblemente como consecuencia de los
tratamientos de nebulizacion que se habian llevado a cabo en condiciones

naturales. Sin embargo su implantacion desigual y aleatoria sugiere que hay
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factores aun desconocidos que intervienen en la colonizacién de los jamones por el

hongo.

Figura 55: Jamones no tratados y situados en distintas zonas del secadero, que presentaron un alto

grado de colonizacion por E. rubrum.

Respecto a la respuesta de los jamones a la infestacién por acaros, en un
primer intento no fue posible obtener ningun dato concluyente ya que no se aprecid
una presencia significativa de los mismos en el secadero durante los primeros

meses de presencia de los jamones inoculados en el secadero.

Con la proliferacion de acaros al principio del verano, transcurridos seis meses
desde la inoculacién, se observé que los jamones tratados y que habian sido
colonizados por E. rubrum, estaban fuertemente infestados. Igualmente, la
presencia de acaros era importante en otros jamones del secadero,
independientemente de que estuvieran o no colonizados por Eurotium. Estos datos
nos indicaron que la implantacion de E. rubrum en los jamones no protege a estos
de la infestacion masiva por acaros. Lo cual puede ser debido a que el efecto
acaricida ejercido por el hongo es un efecto acumulativo, produciéndose la muerte
de los acaros tras un consumo del hongo continuado en el tiempo. Cuando se
produce una infestacion masiva, en la que la poblacion de acaros se multiplica de

forma muy rapida en un corto periodo de tiempo, la actividad acaricida del hongo
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no seria lo suficientemente drastica como para reducir de forma significativa la

poblacion de acaros.

A pesar de que no fue posible obtener un control totalmente efectivo de la
proliferacion de los acaros sobre los jamones, este ensayo nos permitié determinar
que la inoculacién de los jamones con E. rubrum en condiciones de temperatura y
humedad controladas favorece la implantacion del hongo respecto a los resultados
obtenidos en el secadero natural. Sin embargo esta implantacion no es
homogénea, siendo determinante el tipo de jamon tratado. El factor mas importante

es el grado de humedad, lo cual depende del tiempo de curacién del jamon.

Las principales conclusiones obtenidas de este ensayo de implantacion industrial

son:

» Se consiguié implantar con éxito la cepa E. rubrum C47 en jamones
inoculados en condiciones controladas de temperatura y humedad. Ademas
se observo implantacion en jamones no tratados que se encontraban en el
secadero natural. Sin embargo la implantacion no fue homogénea y dependio,
entre otros factores, del tipo de jamén, especialmente de su porcentaje de

grasa y de su tiempo de curacion.

» La implantacion del hongo no fue capaz de proteger a los jamones de una
infestacibn masiva de acaros, posiblemente porque los &acaros se
multiplicaron antes de que la sustancia acaricida producida por E. rubrum C47

tuviese efecto.

Un control biolégico efectivo de los acaros por E. rubrum requeriria mejorar la
implantacion del hongo en los jamones y sobre todo aumentar la produccion de la

sustancia acaricida.

La implantacion del hongo se podria mejorar realizando un analisis y control
mas exhaustivo de los distintos parametros fisicos implicados en la maduracién de
los jamones. Por otro lado y con el fin de aumentar la produccion de flavoglaucina
mediante mutagénesis dirigida seria interesante la caracterizacién de los genes

implicados en la ruta de biosintesis de flavoglaucina.
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En estudios anteriores realizados en INBIOTEC, se determind que la cepa
E. rubrum C47, aislada de la cecina, inmovilizaba y causaba la muerte de los
acaros (Ortiz, J. F., Tesis Doctoral, 2006). Este resultado coincidia con los
obtenidos en los estudios sobre la infestacion y métodos de control de los
acaros en el salami y el jamon curado realizados por Rota (1972) y Arnau y
Guerrero (1995). Se comprobé que el efecto acaricida se debia a la
flavoglaucina, compuesto identificado anteriormente en el extracto crudo de
micelio de Aspergillus repens (Eurotium repens) (Podojil y col., 1979). Dicho
compuesto presentaba ademas actividad téxica frente a Artemia salina y

antibacteriana frente a Bacillus subtilis (Ortiz, J. F., Tesis Doctoral, 2006).

Con el fin de estudiar la ruta de biosintesis de flavoglaucina y desarrollar
un método para el control biolégico de los acaros en el jamon y la cecina, sin
que ello afecte a las caracteristicas organolépticas del producto final, el primer
objetivo que se planted en este trabajo de investigacién fue la obtencion de
cepas afectadas en la produccién de flavoglaucina. Para ello la cepa E. rubrum
C47 fue sometida a un proceso de mutagénesis con nitrosoguanidina,
compuesto mediante el cual se pueden obtener un gran nimero de mutantes
con una tasa de mortalidad intermedia (Diaz Minguez y col., 1988).
Posteriormente, mediante la técnica de cromatografia en capa fina (TLC) se
realiz6 un primer andlisis que nos permiti6 seleccionar de forma rapida los

mutantes no-productores y superproductores de flavoglaucina.

La produccion de flavoglaucina en ambos tipos de mutantes se determiné
posteriormente por HPLC, confirmandose la obtencibn de dos mutantes
no-productores, Az13 y T3133, y un mutante superproductor, A;161, el cual

produce aproximadamente tres veces mas flavoglaucina que la cepa parental

En los analisis por TLC y HPLC analitico de los mutantes no-productores,
A313 y T3133, se observl que existian diferencias en cuanto a la naturalezay a
la cantidad de los metabolitos secundarios producidos por cada uno de ellos.
Esto sugiere que estas dos cepas tienen mutaciones que afectan a genes
diferentes de la ruta de biosintesis de flavoglaucina. Este hecho se confirmé
por la complementacion de ambas mutaciones en cepas productoras de

flavoglaucina obtenidas como resultado de la fusion de protoplastos de Az13 y
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T3133. Ademas se observo que el mutante no-productor, A313, acumulaba dos
compuestos que pensamos podrian ser posibles precursores de la
flavoglaucina. Estos fueron purificados y caracterizados mediante resonancia
magneética nuclear y espectrometria de masas, determinandose que se trataba
de la isodihidroauroglaucina y la auroglaucina. Ambos compuestos han sido
descritos como metabolitos secundarios producidos por las especies
Aspergillus insuetus, A. calidoustus y E. amstelodami (Gregory J. Slack y col.,
2009). Tanto la isodihidroauroglaucina como la auroglaucina presentan una
estructura molecular semejante a la de la flavoglaucina y a la aspergina, lo que
implica que podrian ser intermediarios de la ruta de biosintesis de
flavoglaucina. Mediante ensayos in vitro con diferentes concentraciones de
ambos compuestos se determind, sin embargo, que ninguno de ellos presenta

actividad acaricida.

El segundo de los objetivos de este trabajo de investigacion, que tenia por
objeto la caracterizacion de los genes implicados en la ruta de biosintesis de
flavoglaucina tiene interés desde el punto de vista biotecnolégico porque dicha
identificacion podria permitir la obtencion de cepas superproductoras de
sustancia acaricida mediante técnicas de mutagénesis dirigida. Esta técnica
nos permitiria obtener mutantes que sélo presenten afectada la produccion de
flavoglaucina, porque mediante las técnicas de mutacion al azar se pueden
producir varias mutaciones a la vez. En el caso del mutante superproductor de
flavoglaucina, E. rubrum A;161, ademas de presentar alteraciones en la
produccion de flavoglaucina presenta una disminuciéon de su capacidad de
esporulacién, lo que le hace ser incompatible para su aplicacion e implantacién

en los jamones.

Como paso previo a la identificacion y caracterizacion de los genes
biosintéticos disefiamos una hipotética ruta de biosintesis de flavoglaucina,
basandonos en estudios previos sobre la sintesis de otros metabolitos
secundarios con estructura policetidica y en el hecho de que los mutantes no-
productores presentaban diferencias en cuanto a los metabolitos secundarios

producidos.
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Uno de estos mutantes, T3133 no produce flavoglaucina, aspergina,
isodihidroglaucina y auroglaucina por lo que pensamos que podia tener una
mutacion en uno de los genes implicados en las etapas tempranas de la ruta
biosintética. Puesto que autores como Bingle y col., (1999) y Schimann y col.,
(2006) describen a la policétidosintasa como la enzima implicada en este tipo
de reacciones, posiblemente este mutante tenga una mutacion en un gen que

codifique una policétidosintasa.

Por otro lado, el mutante A313 no produce flavoglaucina, ni aspergina,
pero acumula auroglaucina e isodihidroauroglaucina, los cuales, como hemos
dicho anteriormente, poseen una estructura quimica semejante a la
flavoglaucina y podrian ser intermediarios de su formacion. Teniendo en cuenta
estos datos proponemos que este mutante podria tener una mutacion en uno
de los genes implicado en las etapas tardias de la ruta de biosintesis de
flavoglaucina. Dicha mutacion podria ser en un gen que codificase una
desaturasas, ya que algunos autores como Sakai y Kajiwara, (2003) describen
enzimas de este tipo como las responsables de la reduccion de acidos grasos,

compuestos con estructura semejante a la de los policétidos.

Una vez determinados los posibles tipos de genes implicados en la ruta
de biosintesis se procedio a la localizacién y aislamiento de cada uno de ellos a
partir de la biblioteca gendmica de la cepa E. rubrum C47 construida en el fago
A-DASH II. Para ello, y dado que no poseiamos ninguna informacion sobre la
secuencia del genoma de E. rubrum, se disefiaron oligonucledtidos
degenerados que permitieran amplificar fragmentos de las hipotéticas
desaturasa y policétidosintasa. Dicho disefio se realizé teniendo en cuenta la
frecuencia del uso de codones en E. rubrum y en especies proximas
filogenéticamente y las secuencias de los dominios conservados de
policétidosintasas y desaturasas en otros hongos, tal y como describen autores
como Schimann y Hertweck, (2006); Linnemannstons y col, (2002); Bingle y
col., (1999); Sakai y Kajiwara, (2003); Meesapyodsuk y col.,, (2007) y
Sakuradani y col., (1999).

El tercero y ultimo de los objetivos de este trabajo de investigacion fue el

desarrollo de un sistema de control biologico de la infestacién de jamones por
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acaros, mediante la implantacion de la cepa productora de flavoglaucina,
E. rubrum C47 en condiciones controladas y naturales. La cepa E. rubrum C47,
forma parte de la flora fingica que predomina en jamones y cecinas, por lo que,
es una cepa que en principio puede desarrollase facilmente y con idoneidad
bajo las condiciones medio-ambientales en las que se elaboran estos
embutidos. Ademas, al ser un microorganismo que forma parte de la flora
natural del jamén y de la cecina es previsible que su implantacién en dichos

productos no afecte a las caracteristicas organolépticas del producto final.

En un primer momento se penso6 en utilizar la cepa superproductora de
flavoglaucina, E. rubrum A;161, para los ensayos de implantacion del hongo en
jamones, pero se descartd finalmente al comprobar que tenia disminuida su
capacidad de esporulacion, lo que era incompatible con las condiciones fijadas
para conseguir una implantacion efectiva de la cepa en los jamones, que

requeriria una elevada concentracion de esporas.

Los resultados obtenidos en estos ensayos sugieren en primer lugar que
el indice de grasa de los jamones parece influir en la implantacién del hongo,
puesto que en aquellos mas grasos la implantacion es practicamente nula. La
produccion del compuesto acaricida in situ posiblemente puede verse afectada
por la composicién porcentual de grasa que presentan estos productos. Este
hecho ya se habia constatado en estudios anteriores (Ortiz, J. F., Tesis
Doctoral, 2006), que determinaron que la produccion de flavoglaucina y
aspergina disminuia en base a la cantidad de grasa existente, debido en parte

a gue el crecimiento fuangico es mas lento y escaso.

Por otro lado, mediante ensayos de inoculacién de esporas de E. rubrum
C47 en condiciones controladas de temperatura y humedad se ha conseguido
implantar con éxito el hongo en jamones. Ademas se ha observado
implantacion de la cepa en jamones no tratados que se encontraban en el
secadero natural después del traslado alli de los jamones inoculados con el
hongo. Sin embargo la implantacion no es homogénea y parece depender,
entre otros factores, del tipo de jamoén, especialmente de su porcentaje de

grasa y de su tiempo de curacion.
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Sin embargo se ha constatado que la implantacién del hongo no es capaz
de proteger suficientemente a los jamones de una infestacion masiva de
acaros, posiblemente porque los &caros se multiplican antes de que la
sustancia acaricida producida por E. rubrum tenga efecto y/o porque la
cantidad de la misma producida in situ sobre los jamones no sea suficiente

para provocar una mortalidad significativa de los acaros.

Nuestros resultados permiten concluir que un control biolégico efectivo de
los &caros por E. rubrum requeriria mejorar, por una parte, la implantacion del
hongo en los jamones, de forma que esta sea mas rapida y homogénea y sobre
todo implementar la produccion de la sustancia acaricida. Para ello seria de
ayuda tener un mayor conocimiento y control de los distintos parametros fisicos
implicados en la maduracién de los jamones y de los genes implicados en la

biosintesis de flavoglaucina.
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Conclusiones

1. Mediante mutagénesis con nitrosoguanidina de la cepa E. rubrum
C47 se ha obtenido el mutante A;161 y los mutantes Azl3 y T3133,
superproductor y no-productores, respectivamente de la sustancia acaricida,

flavoglaucina.

2. Se han purificado dos compuestos quimicos de naturaleza
hidrofébica a partir del mutante no productor de flavoglaucina, E. rubrum
A31l3. Su andlisis mediante espectrometria de masas y resonancia
magnética nuclear permitié identificarlos como isodihidroauroglaucina y

auroglaucina.

3. La estructura molecular de la isodihidroauroglaucina y la
auroglaucina es semejante a la flavoglaucina, por lo que podrian ser posibles
precursores de su sintesis y presentar actividad acaricida. Sin embargo, se
determindé que dichos compuestos a una concentracion de 500 pg/uL no

muestran dicha actividad.

4. Se ha optimizado un método de transformacién de protoplastos
eficiente en E. rubrum, utilizando los vectores de replicacion auténoma,
pAUR316 y pAUR316gen. Asi mismo se ha determinado que la geneticina y
la aureobasidina pueden utilizarse como marcadores de seleccion eficaces

en E. rubrum.

5. Se han localizado en el genoma de E. rubrum los genes desl y
des2, que codifican posibles desaturasas y el gen pksl, que codifica una
posible policétidosintasa, con el fin de determinar su posible implicacion en

la biosintesis de flavoglaucina.

6. La implantacion de E. rubrum en jamones no es homogénea,
siendo determinante el sistema de inoculacion, el control de temperatura y
humedad, el porcentaje de grasa y el grado de humedad y curacion del
jamén

7. En las condiciones utilizadas el tiempo requerido para la
implantacion competitiva del hongo frente a la microbiota residente no
permiten garantizar el desarrollo de Eurotium antes de que se produzca una

infestacion masiva de acaros.
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8. Un control biologico efectivo de los acaros por E. rubrum
requeriria mejorar la implantacion del hongo en los jamones y sobre todo

incrementar la produccion de la sustancia acaricida, flavoglaucina.
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