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1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) afirma que el cancer es una de las
principales causas de muerte en el mundo (OMS 2017). La elevada ratio de mortalidad en
pacientes con esta enfermedad esta asociada al proceso de metéstasis del tumor inicial a
tejidos distantes. Aunqgue esta diseminacion de células tumorales puede ocurrir por diferentes
mecanismos, la mayoria ocurre en procesos de angiogénesis y linfangiogénesis alterados,
obteniendo asi, acceso al sistema circulatorio (Garcia-Caballero et al. 2017a, Varinska et al.
2017).

La angiogénesis es un proceso fisiologico que consiste en la creacion de nuevos vasos
sanguineos a partir de los ya existentes. Esté estrictamente controlado por estimuladores e
inhibidores, limitado en adultos a procesos relacionados con el ciclo reproductivo y
reparacion de hueso. Sin embargo, una desregulacion continuada de este proceso esta
relacionada con otras enfermedades no neoplasicas como son las retinopatias proliferativas
o0 diabéticas, psoriasis y artritis entre otras. La angiogénesis esta considerada como uno de
los principales marcadores del cancer, donde juega un papel central en el crecimiento y en
la metastatizacion tumoral. Por este motivo, es interesante su estudio como nueva diana
terapéutica (Garcia-Caballero et al. 2017b). Recientemente, la FDA (Food and Drugs
Administration) aprobo el uso de inhibidores angiogénicos como tratamiento contra el cancer

y otras enfermedades dependientes de la angiogénesis (Garcia-Caballero et al. 2014).

La linfangiogénesis es el proceso encargado de la formacién de nuevos vasos linfaticos.
Estudios clinico-patologicos en micrometastasis, sugieren que los vasos linfaticos son
usados como ruta inicial en la invasion tumoral hacia los nddulos linfaticos (LN). La
presencia o no de células tumorales en estos nddulos es un marcador diagnostico importante
que ayuda en la prediccion del estadio de la enfermedad y en la toma de decisiones
terapéuticas. Por lo tanto, la linfangiogénesis representa una diana muy atractiva para la

prevencion y tratamiento de metéstasis linfaticas (Garcia-Caballero et al. 2017a).

La mayoria de los farmacos antiangiogénicos y antilinfangiogénicos tienen como diana
el eje de sefializacion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y su receptor
(VEGFR-3/2) por su papel clave tanto en la estimulacion y proliferacion de células
endoteliales vasculares (activacion de las rutas PI3K/Akt y MAPK/ERK1-2) como del
proceso de linfangiogénesis en situaciones patogénicas (Chiodelli et al. 2017, Garcia-
Caballero et al. 2013, 2017a, Varinska et al. 2017).



El uso de especies marinas estd demostrando ser una fuente hasta ahora desconocida y
muy rica en la obtencién de productos muy interesantes de aplicacion biotecnoldgica. Se
caracterizan por tener estructuras quimicas Unicas, diferentes modos de accion, muy
prometedores en cuanto a actividades biologicas y por presentar perfiles de toxicidad

diferentes a los encontrados en especies terrestres (Varinska et al. 2017).

El compuesto ADO0157, un pirrol (Figura 3) aislado y purificado de caldo de
fermentacion de un hongo marino Paraconiothyrium sp. HL-78gCHSP3-B005, seleccionado
en un proceso de screening primario por sus propiedades angiomoduladoras in vitro, ex vivo
einvivo (Garcia-Caballero et al. 2014). También se describio su actividad inhibitoria frente
a la linfangiogénesis (Garcia-Caballero et al. 2017a, 2017b). Su actividad antiangiogénica
se debe a la induccion de apoptosis en células endoteliales a través de la condensacién de la
cromatina, provocando una fragmentacion del DNA incrementando la poblacién en SubG1
y activando la ruta de las caspasas (Garcia-Caballero et al. 2014). Todo apunta a que el
compuesto AD0157 actia en las rutas de sefializacién PI3K/Akt, fundamental en la
regulacién de la supervivencia, proliferacion y migracion celular y en el proceso de
angiogenesis; y en la ruta MAPK/ERK1-2, controla la proliferacion celular. En ambas rutas
actta inhibiendo la fosforilacion de Akt y ERK1-2, teniendo mayor efecto en la primera ya
gue se necesita menor concentracion. Cabe destacar la no toxicidad del compuesto (Garcia-
Caballero et al. 2014, 2017c). En cuanto al modo de accion en la linfangiogénesis, es un
inhibidor dual de VEGRF-3, involucrado en la formacion de vasos linfaticos; y VEGRF-2,
formacion de heterodimeros con VEGRF-3 (Garcia-Caballero et al. 2017a).

La problemaética para la obtencion de este
compuesto es doble, por una parte su produccion
es escasa, y por otra es irregular. Se observo que
el hongo marino del que proviene, HL-
78gCHSP3-B005, presenta  habitualmente
sectores dentro de sus colonias con morfologias
variables, por lo que se supone que es inestable
genéticamente. Los sectores son zonas de la
colonia, que surgen como consecuencia de

mutaciones a partir de una célula. Puesto que las

colonias sobre placa de agar nutritivo presentan Figura 1. Sector en una colonia crecida en placa de

.. . . ., agar nutritivo.
crecimiento circular a partir de un inoculo



central, cuando una célula muta y esa mutacién afecta a su morfologia y a de sus
descendientes, aparece una zona de morfologia distinta, triangular denominada sector
(Figura 1) (Pitt et al. 2009).

Para continuar con las pruebas in vivo es necesario obtener un peso minimo del
compuesto, y actualmente, se desconocen los pardmetros criticos que permitan producir el
compuesto de manera estandarizada. Los experimentos que se realizaron previamente a este
trabajo se centraron en la variabilidad de la cepa, la evaluacion del medio de produccién y

el nimero de pases de indculo.

La variabilidad de la cepa y de su capacidad de produccion se pone de manifiesto en las
distintas tandas de selecciones clonales que se realizaron, obteniéndose clones con una buena
produccion. Sobre estos clones se realizaron pruebas de medios y s6lo en el medio AG-12,
empleado actualmente, se obtiene produccion de AD0157. El nimero de pases de indculo
quedo establecido en uno. Sin embargo, sucede de forma ciclica que cuando se trabaja con
un clon en las condiciones ideales, el compuesto deja de producirse y es necesario iniciar el
trabajo de seleccion clonal de nuevo. Los principales objetivos que se plantean en este
trabajo son:

e Estabilizar la cepa genéticamente, de manera que se pueda solventar el problema
de la capacidad de variabilidad extrema del organismo productor.

¢ Definir las condiciones de fermentacion para obtener una produccion mejorada
del compuesto AD0157.

Para solventar el problema de la variabilidad genética se realizara un aislamiento de
clones estables después de realizar un tratamiento quimico con benomilo, un compuesto
antifungico haploidizante ampliamente utilizado en estabilizacion, cuyo principio activo es
el metil 1-(butilcarbamoil) bencimidazol-2-il carbamato. Este se une a la subunidad p de la
tubulina, presente en los microtubulos interfiriendo asi, con la division celular, el transporte
intracelular y la segregacion cromosomica. Estos efectos hacen que las células permanezcan
en la etapa metafase de la mitosis y provoca pérdidas cromosémicas con mayor probabilidad
(Hastie 1970, Anderson & Yacoob 1984, Blasco et al. 2008).

Respecto a la optimizacion de las condiciones de fermentacion, el trabajo se centrara en
modificar parametros que no hayan sido trabajados previamente, centrandose en el tiempo y
cantidad de inoculo, y en el tiempo de fermentacion, manteniendo constante el medio, la

temperatura y la agitacion.



2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Procedencia, descripcion y caracterizacion del hongo Paraconiothyrium sp.
2.1.1. Obtencion de la cepa

El hongo utilizado para la obtencién del metabolito secundario ADO0157 es
Paraconiothyrium sp. HL-78gCHSP3-B005. Se aislé de un cordado no identificado recogido
mediante buceo en una expedicion marina realizada en Guatemala. La cepa se depositd en
la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo en la Universidad de Valencia, Espafia (Garcia-
Caballero et al. 2014b)

El proceso de aislamiento de microorganismos a partir de muestras marinas se realiza
mediante la trituracién y siembra en placas de dichas muestras. En ellas crecieron multiples
hongos los cuales se aislaron de manera individual en placas con PDAs (Potato Dextrosa
Agar con sales). Tras la desreplicacidn (proceso por el cual se eliminan colonias similares),
la placa que contenia el hongo HL-78gCHSP3-B005 se selecciond para hacer analisis

gendmico.

El ADN se extrajo de micelio crecido en placa con PDAs y se amplificaron mediante
PCR las regiones ITS1 e ITS2 (Internal Transcribed Spacer), secuencias flanqueantes de la
region ribosomal 5.8S muy variables, utilizadas en la identificacion taxondémica de hongos.
A continuacion, se purificaron con el kit comercial QIAquick® y se enviaron a secuenciar al
servicio de secuenciacion Secugen. Utilizando el programa Chromas se revisé la secuencia
y se selecciono la region mas amplia posible y libre de indeterminaciones para realizar una
comparacion BLAST con aquéllas recogidas en el GenBank. La secuencia mostro un
porcentaje de similitud del 93% con la secuencia de Paraconiothyrium variabile. De forma
paralela, se realiz6 un estudio taxondémico por morfologia, observando el tipo de
esporulacién y la morfologia de los conidios. Las caracteristicas de los conidios y el bajo
nivel de coincidencia no confirman la identificacion a nivel de especie. (Garcia-Caballero et
al. 2014b). Debido a la similitud morfol6gica en cuanto a conidios con el Paraconiothyrium
africanum, se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias utilizando la herramienta

Clustal Omega comparandola con la secuencia problema.
2.1.2. Descripcion morfologica

Las colonias alcanzan 7 cm de diametro en 10 dias, a una temperatura de 25 °C en placas
de PDAs en una camara de cultivo que mantiene la humedad al 42%. La temperatura optima
de crecimiento estd entre 24 y 28 °C y el rango de pH entre 5 y 7. La cepa de
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Paraconiothyrium sp. HL-78gCHSP3-B005 se mantuvo congelada a -70 °C en glicerol al
20% (Garcia-Caballero et al. 2014b).

Esta especie consta de un conidiocarpo picnidial de color marrén oscuro (Figura 2A).
Los conidios, bicelulados separados por una pared fina y oscura, poseen un color marrén y
tienen una forma elipsoide con los extremos obtusos (Figura 2B). Las observaciones se
realizaron con microscopia Optica (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Axio Lab Al). En

cuanto al cuerpo vegetativo, las hifas son finas, hialinas y no septadas.

Figura 2. A. Conidiocarpo picnidial. B. Conidios. (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Axio Lab Al).

Debido a la supuesta inestabilidad genética, la morfologia de las colonias es variable,
desde el micelio blanco algodonoso con ausencia de esporulacion, hasta micelio marrén con
picnidios negros Esta variabilidad de las colonias en cuanto a su morfologia se obtuvo
después de realizar una seleccién clonal consiguiendo los clones Fa, Fb, Fc, F7a'y F7b que

se utilizaron para la optimizacion de la produccion del compuesto AD0157 (Figura Al).
2.2.Estabilizacion genética. Tratamiento con Benomilo

Para este ensayo se utilizo benomilo (metil 1-(butilcarbamoil) bencimidazol-2-il
carbamato 95%), un fungicida empleado como agente haploidizante (Hastie 1970, Upshall
et al. 1977, Anderson & Yacoob 1984). Como no todos los clones fueron capaces de
esporular, se realizé el ensayo de dos maneras diferentes, por suspension de esporas y por
replicacion a placa.

La suspension de esporas se realizo afiadiendo H>O destilada estéril con ayuda de una
pipeta Pasteur sobre la placa esporulada y, con ayuda de un asa de siembra, se raspé para
liberar las esporas intentando no coger agar. EI volumen de H>O destilada estéril se recogio
con la misma pipeta utilizada anteriormente y se introdujo el contenido en un tubo Falcon
de 50 mL. A continuacién, se introdujeron 10 pL de la suspension en una camara de
Neubauer para el contaje de esporas. Una vez calculadas las esporas contenidas por pL, se
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realizd la dilucion correspondiente hasta conseguir una cantidad final de 100 esporas por

placa.

En ambos casos el primer paso fue hacer placas que contuvieran diferentes
concentraciones de benomilo. Para ello se realiz6 una solucion stock de 100 ppm en la cual
0.01 g de benomilo se disolvieron en 100 mL de DMSO (dimetilsulfoxido). A continuacion,
se prepard medio PDAs y tras ser autoclavado, se le afiadio el antifungico hasta conseguir
una concentracion de 0.5; 1 y 1.5 ppm en el caso del ensayo por replicacion en placa y de

0.15; 0.30 y 0.45 ppm en la suspension de esporas (Hastie 1970, Upshall et al. 1977).

Una vez hechas las placas con benomilo se hizo la replicacion de todos los clones Fa,
Fb, Fc, F7ay F7b por un lado y se sembré la suspensién de esporas de los clones esporulados
Fa, F7ay F7b. Todas las placas se mantuvieron en una camara de cultivo a 24°C.

2.3.AD0157

El compuesto AD0157 (Figura 3), fue aislado y purificado en 2008 del caldo de
fermentacion del hongo marino Paraconiothyrium sp. HL-78-gCHSP3-B005 y seleccionado
por su actividad antiangiogénica en el proceso de screening primario. Ademas, su estructura
quimica se determind en el Instituto Biomar, S.A. (Ledn, Espafia) utilizando HPLC-APCI-
MS (high-performance liquid chromatography—atmospheric pressure chemical ionization—
mass spectrometry) y HRESI-MS (High-resolution electrospray ionisation mass
spectrometry). La estructura fue confirmada utilizando RMN (Resonancia Magnética
Nuclear) (Garcia-Caballero et al. 2014b).

Figura 3. Estructura quimica del compuesto AD0157. (Garcia- Caballero et al.
2014b)

Es un compuesto pirrol triciclico, cuya formula quimica es CzsHioNOoCl (Fernandez-

Medarde et al. 2013). Esta compuesta por los siguientes grupos funcionales: cetona, acido
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carboxilico, alcohol, halégeno y un grupo pirrol (ciclo aromatico de 4 carbonos con un
nitrogeno). La primera de ellas se puede observar en los carbonos 10, 12, 14, 16, 19 y 30; el
acido carboxilico en el 35; el alcohol en el 4; y el cloro en la 18.

El compuesto puro es detectado por HPLC (high-performance liquid chromatography)

(Agilent Technologies 1100 Series) a un tiempo de retencion de 4.25 min y un espectro de

absorbancia representado en la Figura 4. Tiene tres picos maximos de absorbancia a una

longitud de onda de 216, 234 y 324 nm.

HET

Figura 4. Espectro de absorcién del compuesto
puro ADO0157 obtenido en HPLC (Agilent
Technologies 1100 Series).

2.4.0ptimizacién de la produccion del compuesto AD0157

Para ajustar las condiciones de fermentacion del compuesto AD0157, se realizaron un
total de 11 ensayos, cinco utilizando matraces de 0.25 L y 6 ensayos a una mayor escala
empleando matraces de 2 L. Los volimenes de fermentacion por matraz fueron de 0.04 y
0.25 L respectivamente. La razén para optimizar la produccion en dos volimenes diferentes
es la obtencion de compuesto en cantidades suficientes para realizar ensayos in vivo (estudios

a 0.25 L), y la realizacién de un escrutinio en fermentacion liquida a partir de un namero
elevado de clones que se van generando al trabajar con la cepa (0.04 L).



En todos, el primer paso fue la creacion del inoculo utilizando los clones seleccionados
del hongo Paraconiothyrium sp. HL-78gCHSP3-B005, Fa, Fb, Fc, F7a'y F7Db, bien crecidos
en placa. El medio utilizado fue JSAs con componentes no solubles. La fermentacion tuvo

lugar en el medio de produccion AG-12. Ambos medios se ajustaron a un pH de 6.7.
2.4.1. Fermentaciones de un volumen de 0.04 L

Las variables estudiadas en este volumen fueron el tiempo de in6culo y fermentacion,
la cantidad de indculo introducido en el medio de fermentacién y la influencia de la edad de

la placa.

El tiempo de in6culo se estudid recogiendo cuatro tacos de placas de 21 dias que
contenian los clones Fa, Fb, Fc y F7a con un sacabocados e introduciéndolos en matraces
Erlenmeyer con 0.01 L de medio JSAs. Las condiciones de cultivo fueron 24 °C en una
bandeja de agitacion (Kiuner SHAKER) a 200 rpm (revoluciones por minuto) durante 6, 5,
4y 3 dias. Una vez hecho el in6culo, se dispensaron 0.005 L de inéculo en 0.04 L del medio
AG-12 de fermentacién contenidos en matraces con una capacidad de 0.25 L. Se
mantuvieron a 24 °C y a 200 rpm en camara de cultivo, durante 14 dias. La toma de muestra

se realizo en los dias 7, 11y 14.

La cantidad de indculo necesaria se evalud recogiendo con un sacabocados cuatro y dos
tacos de placas de 16 dias con el clon Fb, seleccionado por su mejor produccion respecto a
otras variables ensayadas, e introduciéndolos en matraces con 0.01 L de medio JSAs.
Manteniendo las condiciones de 24 °C y 200 rpm en la cAmara de cultivo seleccionando el
tiempo de indculo a 4 dias. El pase a medio de produccién AG-12 fue de un volumen de
0.0025 y 0.005 L dependiendo de si se introdujeran inicialmente 2 o 4 tacos. Se mantuvieron
a 24 °Cya 200 rpm durante 11 dias.

En cuanto a la influencia de la edad de la placa, se utiliz6 el clon Fb a diferentes edades:
136, 85, 67 y 34 dias. Se recogieron 4 tacos y se introdujeron en 0.01 L de JSAs contenidos
en matraces Erlenmeyer mantenido a 24°C y a 200 rpm durante 4 dias. 0.005 L de in6culo

se dispensaron a 0.04 L de medio AG-12 mantenido a 24 °C y 200 rpm durante 11 dias.

También se evalud la capacidad productora del compuesto AD0157 de los 5 primeros
clones aislados del tratamiento con benomilo: TM01, TM02, TM03, TM04 y TMO05. Para
ello, se repitid el procedimiento recogiendo 4 y 2 tacos de las placas de 21 dias de edad,
introduciéndolas en 0.01 L de medio JSAs contenidos en matraces Erlenmeyer mantenidos



en las condiciones anteriores durante 4 dias. El pase de 0.0025 y 0.005 L se realiz6 a 0.04 L
de medio AG-12 y se mantuvo en las mismas condiciones durante 11 dias.

En todos los casos, al realizar la cosecha (tiempo 11), se midié el volumen miceliar,
centrifugacion de 10 mL de caldo de cultivo a 3000 rpm durante 10 min, y el pH. La
produccion del compuesto ADO0157 fue monitorizada mediante HPLC (Agilent

Technologies 1100 Series).
2.4.2. Fermentaciones de un volumen de 0.25 L

Las variables evaluadas en este caso fueron el tiempo de indculo y fermentacion.

Ademas, este volumen se utilizd para la obtencidn de peso del compuesto AD0157.

El primer ensayo disefiado coincide con el primero de volumen de 0.04 L. El tiempo de
indculo se estudio recogiendo ocho tacos de placas de 53 dias que contenian los clones Fa,
Fb, Fc, F7a'y F7b con un sacabocados e introduciéndolos en matraces Erlenmeyer con 0.04
L de medio JSAs. Las condiciones de cultivo fueron 24 °C en una bandeja de agitacion
(Kiner SHAKER) a 200 rpm durante 6, 5, 4 y 3 dias. Una vez hecho el inoculo, se
dispensaron 0.015 L de inéculo en 0.25 L del medio AG-12 de fermentacion contenidos en
matraces Erlenmeyer de 2 L de capacidad. Se mantuvieron a 24 °C y a 200 rpm en la camara
de cultivo durante 18 dias. La toma de muestra para la monitorizacion de la produccion
mediante HPLC (Agilent Technologies 1100 Series) se realiz6 a tiempo 2, 4,7, 9,11, 14y
18 dias.

En el siguiente ensayo se utilizaron los clones Fa, Fb, Fc y F7a con una edad de placa
de 24 dias, se tomaron de nuevo ocho tacos con un sacabocados de cada clon y se
introdujeron en matraces con 0.04 L de medio JSAs. Se mantuvieron a 24 °C y 200 rpm en
la cdmara de cultivo durante 6 dias. Se dispensaron 0.015 L de inéculo a 0.25 L de medio
AG-12 de produccién. De nuevo se mantuvieron a 24 °C y 200 rpm en camara de crecimiento

esta vez durante 14 dias. La toma de muestra se realizd a tiempo 7, 12 y 14.

El objetivo de los tres ultimos ensayos fue conseguir peso del compuesto AD0157. Los
volimenes de fermentacion fueron de 5 L en dos de ellos y 4 L en otro. Dichos volumenes
se dividieron a la mitad ya que los tiempos de fermentacion estudiados fueron de 11 y 14
dias. EIl tiempo de in6culo utilizado fue de 4 dias y el clon seleccionado como mejor
productor con interés industrial fue el Fb. El procedimiento fue el mismo que el descrito

anteriormente y la toma de muestra fue realizada a 11 y 14 dias de fermentacion.



En la cosecha de todos los ensayos, ademas de la toma de muestra para la monitorizacién
de la produccion mediante HPLC, se evalu6 el volumen miceliar y el pH. Estas dos medidas
también se recogieron al dar el pase a medio de produccién AG-12 para evaluar el estado

del inéculo.
2.5.Extraccion y purificacion del compuesto AD0157 del caldo de cultivo

La extraccion, realizada por el Departamento de Quimica del Instituto Biomar, S.A. se
realizé a partir de 6.25 L de caldo de cultivo obtenidos de la cosecha del hongo marino
Paraconiothyrium sp. HL-78-gCHSP3-B005. En primer lugar, al caldo se le afiadié una
mezcla de XAD180, una resina adsorbente, y celite como agente dispersante, dejandolo en

agitacion durante 1 h. A continuacion, se realizd el filtrado desechando el caldo agotado.

A la resina y micelio recogidos se le afiadieron 2.25 L de una mezcla de EtOAc/MeOH
(acetato de etilo/ metanol) en proporcion 3:1 y se mantuvo en agitacion durante otra hora.
Luego, se volvio a filtrar conservando esta vez el caldo dejandolo decantar durante 1 h. La
fase organica se conservo y se secd con ayuda de un rotavapor, obteniendo una cantidad final
de extracto crudo de 0.136 g.

El extracto fue separado segun su polaridad utilizando una cromatografia en placa fina,
TLC (Thin Layer Chromatography). La fraccion correspondiente al compuesto AD0157 fue
eluida con acetato-metanol en proporcion 1:1, se observd mediante anélisis en HPLC
(Agilent Technologies 1200 Series ELSD) y se confirmé con MS-TOF (Time of Flight). El
siguiente paso en la purificacion fue una columna cromatografica de la cual se obtuvieron
dos fracciones activas. Cada una se analizé por separado realizando dos columnas
cromatograficas en fase reversa obteniendo finalmente 0.0143 g del compuesto AD0157 con

una pureza del 70%.

3. RESULTADOS
3.1.1dentificacion genética de la cepa y comparacion morfologica con otras

especies

En total se obtuvieron 26 coincidencias entre la secuencia problema secuenciada en la
region ITS1-5.8S-1TS2 y las ya existentes en el GenBank. La primera obtenida con un
porcentaje de similitud del 93% fue Paraconiothyrium variabile. Otras coincidencias
identifican la secuencia problema con el género Camarosporium, de nuevo con un porcentaje
del 93%.
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En referencia a la coincidencia obtenida entre las secuencias del Paraconiothyrium.
africanum con la problema después de realizar el alineamiento multiple de secuencias
utilizando la herramienta Clustal Omega, se encontro una similitud del 84.74% utilizando

para la comparacion un total de 590 nucle6tidos.

3.2.Tratamiento con benomilo: clones obtenidos

3.2.1. Suspension de esporas

Los clones probados en este ensayo (Fa, F7a y F7b) fueron seleccionados por su
capacidad de esporulacidn. Inicialmente, las concentraciones probadas fueron 0.5; 1y 1.5
ppm segun Hastie (1970), Upshall et al. (1977), sin embargo, no se observd ningln
crecimiento de manera que se repitio el experimento disminuyendo las concentraciones hasta
0.15; 0.30 y 0.45 ppm.

En total, se aislaron 75 clones, de los cuales 12 (16%) se correspondieron con el clon
Fa, 58 (77.33%) con el clon F7a y 5 (6.66%) con el clon F7b. Todos ellos recogidos a
concentraciones de 0.15 y 0.30 ppm. En la concentracion mas alta estudiada, 0.45 ppm, no

se observo crecimiento.

De los 12 aislados del clon Fa, 8 (Fa0l, Fa02, Fa03, Fa04, Fa05 y Fa06 0.15)
correspondientes al 66.66%, se obtuvieron de las placas con una concentracion de benomilo
de 0.15 ppm. Cabe destacar la aparicion de sectores en los aislados Fa0l y Fa02. Sélo 4
(Fa01, Fa02, Fa03 y Fa04 0.30) se aislaron de placas con una concentracion de 0.30 ppm.

En esta situacion no se observo la aparicién de sectores.

En cuanto al clon F7a, de los 58 aislados (77.33%), solo 7 (12.07%) se obtuvieron de
las placas de 0.15 ppm (F7a01, F7a02, F7a03, F7a04, F7a05, F7a06 y F7a07 0.15). Los 51
restantes, del clon F7a0l al F7a40 0.30 (87.93%), se aislaron de las placas con una
concentracion de benomilo de 0.30 ppm. En los clones F7al4, F7a20, F7a23, F7a26 y F7a28
se encontraron dos sectores por placa bien diferenciados (a y b), cabe destacar que en el clon

F7a20 los sectores encontrados fueron 3 (a, b y c).

Del clon F7b se aislaron 5 clones que corresponden al 6.66% de los aislados totales.
F7b01, F7b02, F7b03 y F7b04 0.15, obtenidos de placas con la menor concentracién de
antifangico (0.15 ppm) y solo el clon F7b01 0.30 de placas con 0.30 ppm de benomilo. En

este caso no se observo la aparicion de sectores.
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En cuanto al tiempo de crecimiento, todos los clones (Fa, F7a y F7b) aparecieron a los
6 dias de realizar la siembra de la suspension de esporas en las placas de menor
concentracion, 0.15 ppm. A los 13 dias se observaron clones en placas de 0.30 ppm.
Referente a la aparicion de sectores con crecimiento homogéneo y apariencia algodonosa
(Day & Jones 1971, Upshall et al. 1977, Anderson & Yacoob 1984), s6lo se obtuvieron en
los aislados de esporas a los 22 y 25 dias de los clones Fa y F7a. Podria ser llamativa la
existencia de un mayor numero de aislados de placas sometidos a mayor concentracion del
antifangico. Se realizé asi con la finalidad de conseguir el mayor nimero de clones con
menos dotacidn genética, y asi més estables, con la capacidad de producir el compuesto de
interés AD0157. Es importante sefialar que los sectores aparecidos se replicaron a placas de
PDA:s.

3.2.2. Replicacion en placa

En este ensayo los clones utilizados fueron Fa, Fb, Fc, F7a y F7b. Las concentraciones
utilizadas fueron 0.5; 1y 1.5 ppm segun Hastie (1970), Upshall et al. (1977).

En total, se aislaron 12 clones, de los cuales 2 (16.66%) se correspondieron con el clon
Fa, 5 (41.66%) con el clon Fb, 1 (8.3%) con el clon Fc, 3 (25%) con el clon F7ay 1 (8.3%)
del clon F7b. A pesar de que se obtuvieron aislados de todas las concentraciones (0.5; 1y
1.5 ppm), la mayoria (73%) se recogieron de placas con 0.5 ppm.

En cuanto al clon Fa, los dos aislados (TM04 y TM10) fueron recogidos de placas con
una concentracion de benomilo de 0.5 ppm. De los 5 aislados obtenidos a partir del clon Fb,
TMO01 y TM15 se consiguieron de placas con una concentracion de 0.5 ppm; TMO02 de una
placa con 1 ppm de concentracion y TM05 y TMO08 de placas con 1.5 ppm. Del clon Fc s6lo
se obtuvo un aislado (TM13) a partir de una placa de 0.5 ppm de concentracion de benomilo.
Del clon F7a, los 3 aislados recogidos (TM04, TM09 y TM12) se recogieron de placas con
0.5 ppm de concentracién. Por altimo, perteneciente al clon F7b se aislé el clon TM11 de

una concentracion 0.5 ppm de antifdngico.

En cuanto al tiempo de crecimiento, los clones Fa y Fb aparecieron a los 6 dias de
realizar la replicacion en las placas de menor concentracion, 0.5 ppm. Los aislados de los
clones Fc, F7a'y F7b se recogieron a los 20, 12 y 26 dias respectivamente de placas con una
concentracion de 0.5 ppm de benomilo. Cabe destacar que las primeras cepas en crecer tras
realizar la replicacion en las placas con la mayor concentracion del antifungico (1y 1.5 ppm)
fueron las que contenian el clon Fb, tardando 12 y 14 dias. De este modo, se podria confirmar
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la hip6tesis inicial de su haploidia, ya que segun Upshall et al. (1977), las cepas haploides
son més tolerables al tratamiento. Utilizando esta metodologia no se observaron la aparicion

de sectores.

3.3.0btencidon del compuesto AD0157
3.3.1. Fermentaciones de un volumen de 0.25 L

El primer ensayo fue disefiado para determinar el tiempo de indculo y fermentacion, en
matraces de 0.25 L, ya que se sospechaba la necesidad de un mayor tiempo de in6culo y

fermentacion del rutinario, debido a la complejidad de la molécula.

En la Tabla 1 y Al se pueden observar los resultados correspondientes al estudio del
tiempo de indculo y de fermentacion necesarios para la obtencion del compuesto AD0157.
En general, se observé un buen crecimiento y un pH de in6culo mas acido, alrededor de 4.5
debido a la actividad metabolica del hongo, y de fermentacion alrededor de 6.7, dato

esperable debido a la escasez de crecimiento en medio de produccion AG-12.

En lo referente al volumen miceliar en el medio de inoculo JSAs, los datos medidos
fueron similares en todos los clones (Fa, Fb, Fc, F7a'y F7b) y a diferentes dias de in6culo
(3,4, 5y 6 dias). Los valores oscilan entre 30 y 54% destacando que en la mayoria se observo
mayor crecimiento en tiempos de indculo de tres y cuatro dias excepto el clon F7a que fue a
5 dias (43%). Los valores de pH oscilan entre 4.51 y 5.13. Ademas de ser similares en su
conjunto, si se analizan los datos de manera independiente agrupando a los clones segun el
dia de in6culo, se observa que la similitud es mayor. Cabe destacar que los clones F7 (F7ay
F7b) tienen valores mayores (de 4.82 a 5.09), alrededor de 5, si se comparan con el resto de

clones (Fa, Fb y Fc).

En cuanto al volumen miceliar obtenido de la cosecha en medio AG-12 (Tabla 1) es
inferior al recogido en el in6culo. Los valores oscilan entre el 15 y 30%, los méas bajos
corresponden a los clones F7a y F7b. El clon que mantuvo mayor crecimiento fue el Fb
alcanzando un valor del 30% a cuatro dias de indculo. El pH registrado en este caso es mas
alto, oscilando entre 5.62 y 6.89 (Tabla 1). Destaca la fermentacion inoculada con el clon
Fb de 4 dias por tener el pH mas bajo 5.62. Por ultimo, el color de fermentacion observado

en todos los clones fue marrén claro.
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Tabla 1. Medidas de volumen miceliar y pH del in6culo en medio JSAs y de la cosecha en medio AG-12. Ensayo para
evaluar el tiempo de inéculo y fermentacién en un volumen de 0.25 L.

Tiempo Vol. Vol.
Clon indculo Medio miceliar pH Clon Réplica Medio miceliar pH
(dias) (%) (%)

6 JSAs 30 4,72 6 AG-12 24 6.62
= 5 JSAs 45 4.67 = 5 AG-12 29 6.64
a 4 JSAs 42 455 a 4 AG-12 25 6.74
3 JSAs 50 4.65 3 AG-12 24 6.72
6 JSAs 44 4.70 6 AG-12 27 5.62
Eb 5 JSAs 42 4.68 Eb 5 AG-12 27 6.17
4 JSAs 50 4.57 4 AG-12 30 6.47
3 JSAs 47 4.64 3 AG-12 23 6.07
6 JSAs 44 4.66 6 AG-12 25 6.56
Fe 5 JSAs 47 4.65 Fe 5 AG-12 30 6.65
4 JSAs 47 4.56 4 AG-12 23 6.73
3 JSAs 53 4,51 3 AG-12 25 6.57
6 JSAs 40 5.06 6 AG-12 18 6.49
F7a 5 JSAs 43 5.09 F7a 5 AG-12 17 6.39
4 JSAs 38 4,91 4 AG-12 19 6.47
3 JSAs 37 4.82 3 AG-12 20 6.53
6 JSAs 41 5.07 6 AG-12 19 6.69
5 JSAs 40 5.13 5 AG-12 15 6.76
Fb 4 35As 25 201 | TP 4 AG-12 17 6.83
3 JSAs 54 4.90 3 AG-12 18 6.89

Referente a la produccién del compuesto AD0157 (Tabla Al), a 2 y 4 dias de
fermentacion no se observo pico en el espectro obtenido por HPLC. A dia 7, los clones
productores fueron el Fa, con indculo de 6 dias; y el Fc, con indculos de 3 y 4 dias. Los picos
obtenidos fueron de poca intensidad, 8 mAU (miliunidades de absorbancia) en el primer caso
y de 2.1 y 0.5 mAU en el segundo. A dia 9, los clones productores fueron el Fa, Fb, Fc y
F7a. Cabe destacar el clon Fa con un in6culo de 6 dias que fue capaz de producir un pico de
36 mAU a un tiempo de retencion de 4.182 min y una coincidencia del 99.94%. A tiempo
11, se observo produccion en todos los clones excepto en el clon F7b. Sobresale el clon Fa
con inoculo de 6 dias de nuevo con un pico de 52 mAU a un tiempo de retencion de 4.182
min y una coincidencia del 99.93%. El clon Fb fue el segundo mejor productor con un
indculo de 4 dias con un pico de 35 mAU. A 14 dias de fermentacion, el clon Fb fue el mejor
productor de AD0157 con la obtencién de picos de 36, 50, 70 y 98.5 mAU de absorbancia
con unos tiempos de retencion alrededor de 4.18 min en los matraces con indculos de 6, 5,
4 y 3 dias. La coincidencia fue del 99.92% en los dos primeros casos, del 99.87% en el
indculo de 4 dias y de un 99.99% en el matraz con un inoculo de 3 dias. A tiempo 18, el
unico clon productor fue el Fb obteniendo un pico de 70 mAU, a un tiempo de retencién de
4.186 min y una coincidencia del 99.99%. EIl clon F7b, sélo fue capaz de producir a un

tiempo de fermentacion de 14 dias y obteniendo un pico maximo de 3 mAU.

14



Por lo tanto, este ensayo ademas de confirmar la necesidad de mayor tiempo, permitio
descartar el clon F7b ya que sélo se observo produccién a tiempo de fermentacion de 14
dias. En el clon Fa se observé una produccién prematura, pero a un tiempo de inoculo de 6
dias, lo que a nivel industrial es menos eficaz al alargar el proceso. Sin embargo, el clon Fb

destacd por ser el que, a menos tiempo de indculo (3 y 4 dias), produjo picos mas altos.

Fijando el tiempo de in6culo en 6 dias, los resultados de volumen miceliar y pH se
recogen en la Tabla 2. Los valores de volumen miceliar de los indculos recogidos son del
28, 43,39y 16 % en los clones Fa, Fb, Fc y F7a. En cuanto al pH los datos obtenidos fueron
de 4.23, 4.08, 4.04 y 4.55 respectivamente. En el medio de produccion AG-12, se registraron
porcentajes de volumen miceliar del 19, 20, 23 y 25% y unos pH de 4.92, 5.55, 5.88 y 6.95
de los clones Fa, Fb, Fc y F7a respectivamente. Referente al color de fermentacion, en los

clones Fb y el Fc se observo un color crema 'y en el resto un color marron claro.

Tabla 2. Medidas de volumen miceliar y pH del in6culo en medio JSAs y de la cosecha en medio AG-12. Ensayo disefiado
para evaluar la produccion de AD0157 a partir de un in6culo de 6 dias.

Vol. Vol.
Clon Medio miceliar pH Clon Medio miceliar pH
(%) (%)
Fa JSAs 28 4.23 Fa AG-12 19 4.92
Fb JSAs 43 4.08 Fb AG-12 20 5.55
Fc JSAs 39 4.04 Fc AG-12 23 5.88
F7a JSAs 16 4.55 F7a AG-12 25 6.95

En cuanto a la produccion de AD0157 (Tabla 3) en este caso, a tiempo de fermentacién
de 12 dias, fueron productores todos los clones estudiados: Fa, Fb, Fc y F7a. EI mejor
productor fue Fc con la obtencion de un pico de 27.7 mAU de absorbancia, a un tiempo de
retencion de 4.177 min y una coincidencia del 99.90%. A un tiempo de 14 dias, todos los
clones disminuyeron la produccidn excepto el Fa que la aumento en un 67%, obteniendo un

pico de 22.6 mAU, a un tiempo de retencion de 4.186 y una coincidencia del 99.96%.

Comparando los resultados con el ensayo anterior, se observé que las fermentaciones
ocurrieron de manera mas lenta, encontrandose diferencias mas significativas a tiempo de
fermentacion de 14 dias, donde el clon Fa aumenté la produccion aproximadamente un 96%
de 1 a 22.6 mAU. Sin embargo, los clones Fb y Fc disminuyeron un 79 y un 84% de 36 a
7.6 mAU y de 48 a 7.6 mAU respectivamente. Estos datos se podrian explicar por la bajada

del pH a4.92, 5.55 y 5.88 pertenecientes a los clones Fa, Fb y Fc respectivamente.
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Tabla 3. Resultados HPLC a tiempo de fermentacion de 7, 12 y 14 dias. Ensayo disefiado para evaluar la produccion de
ADO0157 a partir de un in6culo de 6 dias.

Clon Tiempo fermentacion | Tiempo r_etencién Pico Coincidencia
(dias) (min) (mAU) (%)
t7 - - -

Fa t12 4.172 7.4 99.7352
t14 4.186 22.6 99.9584
t7 - - -

Fb t12 4.167 14.9 99.9077
t14 4.189 5.3 99.5262
t7 - - -

Fc t12 4.177 27.7 99.9036
t14 4.197 7.6 99.8144
t7 - - -

F7a t12 4.168 16.2 99.9048
t14 - - -

Después de seleccionar al clon Fb por su interés industrial, por ser el mayor productor
con un tiempo de indculo de 4 dias y a un tiempo de fermentacion de 11 y 14 dias, gracias a
los resultados obtenidos de las fermentaciones en matraces con volimenes de 0.04 y 0.25 L,
se organizaron tres ensayos para la obtencion de peso del compuesto AD0157 para su
posterior extraccion y purificacion. Los resultados recogidos de volumen miceliar y pH del
primer ensayo (volumen de 5 L) se pueden observar en la Tabla 4. El in6culo de 4 dias
creado para la fermentacion de 11 dias tuvo un volumen miceliar del 48% vy se registré un
pH de 4.74. El creado para la fermentacion de 14 dias consiguio un crecimiento del 54% y
un pH de 4.24. En la cosecha de la fermentacion de 11 dias se observo la aparicion de dos
colores en dos matraces de los 10 existentes, crema y marron claro. Se analizaron por
separado obteniendo unos datos de volumen miceliar de 22 y 10% y de pH de 5.68 y 5.14
pertenecientes al color crema y marrén claro respectivamente. En la fermentacion de 14 dias
el color observado fue marron claro obteniendo un volumen miceliar del 18% y un valor de
pH de 5.43.

Tabla 4. Medidas de volumen miceliar y pH en medio JSAs y AG-12 a tiempo 11 y 14 dias. Ensayo obtencion de peso de
ADO0157, volumen total 5 L.

. Tiempo Vol. miceliar : Tiempo vol.
Clon | Medio P ' pH Clon | Medio P miceliar pH
(dias) (%) (dias) %)
22 5.68
JSAs 11 48 4.74 Fb AG-12 11
Fb 2 10 5.14
JSAs 14 54 4.24 AG-12 14 18 5.43

Referente a la produccion del metabolito de interés, la Tabla 5 muestra la misma
intensidad de pico, 7.5 mAU en los dos tiempos. Apareciendo a un tiempo de retencién
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similar alrededor de 4.2 min y una coincidencia mayor (99.96%) con el espectro del

compuesto puro la fermentacién de 14 dias.

Tabla 5. Resultados HPLC a tiempo de fermentacion de 11y 14 dias. Ensayo disefiado para evaluar la obtencion de peso
de AD0157, volumen total 5 L.

Clon Tiempo fermentacion Tiempo in6culo Tiempo retencion Pico Coincidencia
(dias) (dias) (min) (mAU) (%)
4 - - B
Fb 1l 2 4 4.216 7.5 99.5381
t14 4 4.226 7.5 99.9589

Los resultados de volumen miceliar y pH del segundo ensayo para la obtencion de peso
de ADO0157, con un volumen total de fermentacion de 4 L, se encuentran recogidos en la
Tabla 6. El crecimiento en ambos indculos para la fermentacion de 11 y 14 dias fue del 11%,
el pH fue de 3.52 y 3.59 respectivamente. A 11 dias de fermentacion, el volumen miceliar
registrado en el medio de produccion AG-12 fue del 12% y el pH de 4.94. Por altimo, el
color percibido fue marrén claro. A tiempo 14, se observaron de nuevo dos colores, uno
crema con un crecimiento del 18% y un pH de 5.56, y otro marrén con un volumen miceliar
del 16% y un valor de pH de 4.91.

Tabla 6. Medidas de volumen miceliar y pH en medio JSAs y AG-12 a tiempo 11 y 14 dias. Ensayo obtencion de peso de
ADO0157, volumen total 4 L.

. Tiempo Vol. miceliar . Tiempo Vol. miceliar
Clon Medio (dias) %) pH Clon Medio (dias) %) pH
JSAs 11 11 3.52 AG-12 11 12 4.94
Fb
Fb
1 18 5.56
JSAs 14 11 3.59 AG-12 14 > 16 2901

Los valores obtenidos de la produccion del compuesto AD0157 fueron muy bajos en
intensidad y corresponden a las fermentaciones de color marron claro. A tiempo 14, se
obtuvo un pico de 4.1 mAU, a un tiempo de retencion de 4.243 min y una coincidencia del
98.6% (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados HPLC a tiempo de fermentacion de 11 y 14 dias. Ensayo disefiado para evaluar la obtencién de
peso de AD0157, volumen total 4 L.

Clon Tiempo fermentacion Tiempo de indculo Tiempo retencion Pico Coincidencia
(dias) (dias) (min) (mAU) (%)
t11 4 4.123 0.8 99.1548
Fb
t14 ! 4 _ ' _
2 4 4.243 4.1 98.5908
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En el Gltimo ensayo, volumen total de fermentacion de 5 L, los valores recogidos de
volumen miceliar y pH de los indculos (Tabla 8) fueron del 35y 45% y de 5.36 y 4.34 para
las fermentaciones de 11y 14 dias respectivamente. Los datos recogidos de la cosecha fueron
del 22 y 18% en cuanto a crecimiento y de 5.67 y 4.78 de pH. El color de fermentacion
observado a tiempo 11 fue cremay a tiempo 14 marrdn claro.

Tabla 8. Medidas de volumen miceliar y pH en medio JSAs y AG-12 a tiempo 11 y 14 dias. Ensayo obtencion de peso de
ADO0157, volumen total 5 L.

. Tiempo Vol. miceliar . Tiempo Vol. Miceliar
Clon | Medio (dias) %) pH | Clon | Medio (dias) %) pH
JSAs 11 35 5.36 AG- 11 22 5.67
Fb 12
Fb
AG-
JSAs 14 45 4.34 12 14 18 4.78

No hubo produccion del metabolito en la fermentacion de 11 dias. Sin embargo, en la
de 14 dias se observé un pico de 5.5 mAU, a un tiempo de retencion de 4.196 y una
coincidencia con el espectro del compuesto puro del 99.65% (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados HPLC a tiempo de fermentacién de 11 y 14 dias. Ensayo disefiado para evaluar la obtencién de
peso de AD0157, volumen total 4 L.

Clon Tiempo fermentacion Tiempo de inéculo Tiempo retencion Pico Coincidencia
(dias) (dias) (min) (mAU) (%)
Fb 11 4 - - -
14 4 4.196 5.5 99.6481

En dos de los ensayos disefiados para la obtencion de peso, los valores recogidos de
volumen miceliar son semejantes. En el otro, se observa un descenso del crecimiento en el
indculo del 78% aproximadamente. En cuanto al pH se observa un descenso si se compara
con el primer ensayo (determinar el tiempo de indculo y de fermentacion) realizado. En estas
fermentaciones aparecieron dos colores en el medio AG-12, podria explicarse porque al ser
realizadas en matraces, las condiciones no son exactamente las mismas pudiendo encontrarse
de este modo, diferencias entre ellos. Referente a la produccién, el pico maximo alcanzado
fue de 7.5 mAU, muy inferior al alcanzado en el primer ensayo analizado en las mismas
condiciones (70 mAU).

3.3.2. Fermentaciones de un volumen de 0.04 L
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El primer ensayo fue disefiado de nuevo para determinar el tiempo de indculo y
fermentacion pero a un volumen menor (0.04 L), debido a la sospecha de necesitar mayores

tiempos por la complejidad de la molécula, como se comento en el apartado 4.3.1.

En la Tabla 10 y 11 se pueden observar los resultados correspondientes al estudio del
tiempo de indculo y de fermentacion necesarios para la obtencion del compuesto AD0157.
En cuanto al crecimiento del hongo medido como el volumen miceliar (Tabla 10) fue similar
en todos los clones, alrededor del 25% en todos los dias de inoculo excepto en el clon F7a,
que fue ligeramente inferior, alrededor del 20%, destacando un volumen miceliar del 30% a
3 dias de indculo. El pH se mantuvo alrededor de 6.7 (pH del medio AG-12) en un rango de
6.37 a 7.40. Cabe destacar que los pH de 7 se observan en su mayoria en el clon F7a. Por

ultimo, el color de fermentacion observado en todos los matraces fue un marrén claro.

Tabla 10. Medidas de volumen miceliar y pH del in6culo en medio JSAs y de la cosecha en medio AG-12. Ensayo para
evaluar el tiempo de indculo y fermentacion en un volumen de 0.04 L.

Clon Tlemg)(;)iallg)oculo Medio Vol. ?(’)1/:)()36“61[’ pH
6 AG-12 25 6.42

F 5 AG-12 25 6.87

a 4 AG-12 25 6.63

3 AG-12 32 7.36

6 AG-12 20 6.84

Fb 5 AG-12 25 6.60

4 AG-12 25 7.08

3 AG-12 23 6.58

6 AG-12 20 6.37

Fe 5 AG-12 25 6.52

4 AG-12 26 6.68

3 AG-12 27 6.60

6 AG-12 20 6.78

E7a 5 AG-12 20 7.22
4 AG-12 15 7.27

3 AG-12 30 7.40

En la Tabla 11 se muestran los resultados referentes al tiempo de fermentacion y a la
produccion del compuesto de interés AD0157 a 11 dias de fermentacion, ya que, a 7 dias
solo el clon Fc fue capaz de producir un pico de 2 mAU, aparecid a un tiempo de retencion
de 4.197 min y una coincidencia con el compuesto puro del 98.96%. A 11 dias, es destacable
la produccion de un pico de 17.4 mAU por el clon Fb con un indculo de 4 dias. En este
tiempo de fermentacion los clones Fa y Fc tambien fueron capaces de producir compuesto,

pero en menor cantidad. A 14 dias no se observo produccion del metabolito en ningudn clon.

En este caso, si se compara el ensayo con el realizado con un volumen de 0.25 L, el clon

con produccion prematura fue el Fc con un tiempo de indculo de 6 dias. Este hecho podria
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explicarse por la diferencia de volumen utilizado, lo cual podria interferir tanto en el
crecimiento como en la produccion del metabolito. De nuevo, el mejor productor fue el clon
Fb a menor tiempo de indculo y de fermentacion. Una posible causa a la ausencia de
produccidn a tiempo 14 podria ser la alteracion del comportamiento de la cepa al realizar en
ensayo en un volumen menor. También habria que tener en cuenta que la cantidad de hongo
suministrada al realizar el indculo para este volumen es mayor en proporcion a la cantidad
empleada al realizar el indculo para una fermentacion de 0.25 L. Podria existir una posible
saturacion del medio ya que el volumen miceliar es similar, y esto dar lugar a una posible

inhibicion de la produccion.

Tabla 11. Resultados HPLC a tiempo de fermentacion 11 dias.. Ensayo para evaluar el tiempo de indculo y fermentacion
en un volumen de 0.04 L.

Tiempo fermentacion Tiempo de indculo Tiempo retencion Pico . .
Clon (dias) (dias) (min) (MAU) Coincidencia (%)
6 - - -
Fa t11 > . = .
4 4.207 7.1 97.6282
3 - - -
6 4.136 12.9 99.8758
Fb 11 5 4.215 5.9 99.8701
4 4.205 174 99.6609
3 - - -
6 - - -
Fe 11 i 4.2_15 2;6 97.4{815
3 - - -

Para el estudio de la cantidad de indculo que debe ser introducida en el medio AG-12 se
utiliz6 unicamente el clon Fb (mejor productor a menores tiempos de indculo y
fermentacidn). Los resultados obtenidos (Tabla 12), muestran un volumen miceliar superior
en los matraces cuyo indculo fue creado a partir de dos tacos de micelio en placa con un 28%
con respecto al 22% obtenido en matraces inoculados con 4 tacos. Referente al pH, el valor
registrado fue similar en los dos casos: 6.32 y 6.35 en 2 y 4 tacos respectivamente. En cuanto
a la produccion del compuesto AD0157, a pesar de que el medio de fermentacion tenia un
color crema similar al de las anteriores fermentaciones con produccion, el in6culo
introducido en el medio de produccion AG-12 no estaba muy crecido. Esta ausencia de
crecimiento podria ser debida a la escasa edad de la placa utilizada (16 dias). Para comprobar
esta hipotesis se disefid un ensayo cuyo objetivo fue estudiar la influencia de la edad de placa
en la produccién de AD0157.
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Tabla 12. Resultados volumen miceliar (%) y pH. Ensayo para evaluar la cantidad de indculo introducida en el medio de
fermentacion.

Clon Medio Vol. miceliar (%) pH
Fb (4 tacos) AG-12 22 6.32
Fb (2 tacos) AG-12 28 6.35

La ultima variable estudiada fue la influencia de la edad de la placa en el crecimiento y
en la produccién del compuesto. Los resultados (Tabla 13) de volumen miceliar ademas de
ser semejantes a los obtenidos en ensayos anteriores, lo fueron entre las distintas
fermentaciones, alrededor del 26%. Este dato sorprende ya que la variabilidad en cuanto a
la edad de las placas fue notable (136, 85, 67 y 34 dias). De nuevo, no se observé produccion
del metabolito AD0157.

Tabla 13. Resultados de volumen miceliar (%) y pH. Ensayo programado para evaluar la influencia de la edad de placa
en la produccién de AD0157.

Clon Edad d? la placa Medio Vol. miceliar pH
(dias)

136 AG-12 24 7.35

Fb 85 AG-12 24 7.39

67 AG-12 26 7.40

34 AG-12 29 7.13

En la Tabla 14, se encuentran recogidos los datos correspondientes al volumen miceliar
y al pH de los aislados (TMO01, TM02, TMO03, TM04 y TMO05) tras aplicar el tratamiento con
benomilo. Ademés, como los datos obtenidos del estudio de la cantidad de in6culo necesaria
a afiadir en el medio de produccién no fueron concluyentes, se volvié a estudiar en este

ensayo.

El volumen miceliar recogido de los matraces que contenian un inéculo hecho con 4
tacos va desde el 18 al 26% de crecimiento, datos similares a los obtenidos en el ensayo
donde se evaluaba el tiempo de indculo y de fermentacidén necesarios. En los inoculos
realizados con 2 tacos de micelio, se obtuvieron unos valores de volumen miceliar entre 24
y 30%, ligeramente superior que los matraces realizados con inéculos de 4 tacos (18 y 26%).
En cuanto al pH, en ambos casos se alcanzaron valores similares, alrededor de 7. Cabe
destacar que el aislado TMO02 obtuvo unos valores de 5.12 y 452 en 4 y 2 tacos
respectivamente. En este ensayo se observO mayor variabilidad en los colores de
fermentacion. En los aislados TM01, TMO04 y TMO5 el color fue crema, en el TMO02 marron

anaranjado y por ultimo, en el TMO03 un tono verdoso.
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Tabla 14. Resultados obtenidos de volumen miceliar (%) y pH. Ensayo para ver la capacidad productora de los clones
aislados de benomilo ademas de estudiar dicha produccién modificando la cantidad de in6culo.

Clon Medio vol. l(\&i);:eliar pH
T™MOL oo A1 2 T
™M | oo Aoiz = i
MO (i) Aoi2 - o
vy | o1 2 L
™ | iaco Aoiz 0 a7

Referente a la produccion de AD0157, sélo la fermentacion correspondiente al clon
TMO2 cuyo indculo fue realizado con 2 tacos de micelio, fue capaz de producir obteniendo
un pico de AD0157 de 2.9 mAU de intensidad, a un tiempo de retencion de 4.21 min y una
coincidencia con el compuesto puro del 99.64%. La variabilidad del color de fermentacion
y la existencia de un solo productor de ADO157 no sorprende ya que, las cepas utilizadas
son aislados de placas con benomilo, de manera que la pérdida de cromosomas podria haber

afectado a genes involucrados en estas caracteristicas.
3.4. Extraccion y purificacion del AD0157 del caldo de cultivo del hongo marino

Después de la extraccion y posterior purificacion del compuesto AD0157 mediante TLC,
cromatografia y cromatografia en fase reversa de las dos fracciones activas se obtuvo una

cantidad total de 0.0143 g con una pureza del 70%.
4. DISCUSION

El desarrollo de nuevos vasos sanguineos es un proceso complejo que conlleva la
actuacion de numerosos mecanismos. Las células endoteliales se activan por sefiales
angiogeénicas y son estimuladas para sintetizar y liberar enzimas degradativas las cuales le
permiten migrar, proliferar y diferenciarse para dar lugar a un nuevo tabulo capilar (Garcia-
Caballero et al. 2013). Los vasos linfaticos son esenciales y estan involucrados en el drenaje
de fluidos, procesos inflamatorios y en el transporte de lipidos y vitaminas. Una
sobreestimulacion del proceso linfangiogénico esta relacionado con la metastatizacion de
células tumorales, procesos inflamatorios y el rechazo en transplantes. La inhibicion de estos
procesos podria ser una potente diana en cuanto a intervencion farmacologica (Garcia-
Caballero et al. 2016).
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Hay un namero importante de compuestos naturales angio y linfomoduladores. La
mayoria aislados de plantas o de microorganismos terrestres. Sin embargo, la investigacion
farmacéutica esta interesada en la busqueda de nuevos compuestos de origen marino ya que,
debido a la gran diversidad de estos habitats y a las diferentes condiciones existentes, estos
organismos son capaces de producir metabolitos secundarios de gran interés en la industria
farmacéutica tanto por sus estructuras quimicas como el modo de accion, para el desarrollo

de nuevos farmacos (Garcia-Caballero et al. 2013).

El compuesto AD0157, un pirrol aislado del caldo de fermentacion de un hongo marino
se describié como antiangiogénico en un proceso de screening primario in vitro, utilizando
un cultivo de células bovinas adrticas endoteliales (BAECs); ex vivo, inhibiendo la
formacion de los microvasos en anillos aorticos de raton e in vivo, utilizando el pez cebra
como modelo (Garcia-Caballero et al. 2014, 2017b). Para los ensayos realizados como
inhibidor de la linfangiogénesis in vivo, se utilizaron ratones, esponjas de oreja de elefante
y el pez cebra; explantes mesentéricos de rata y anillos linfaticos de raton ex vivo y células
endoteliales linfaticas (LECs) in vitro (Garcia-Caballero et al. 2016, 2017a, 2017b). La
capacidad inhibitoria de ambos procesos al actuar sobre las rutas de sefializacion PI3K/Akt,
MAPK/ERK1-2 y VEGF-C/VEGFR-3, dirige la investigacion en el campo médico-
farmacéutico a la creacidn de tratamientos que actuen sobre estas dianas (Garcia-Caballero
et al. 2016).

Ademaés del compuesto AD0157, el toluquinol, una metilhidroquinona aislada del caldo
de fermentacion del hongo marino Penicillium sp. HL-85-ALS5-R04 (Garcia-Caballero et
al. 2013) y la aeroplysinina-1, una bromotirosina aislada de una esponja marina (Rodriguez-
Nieto et al. 2002 y Garcia-Vilas et al. 2016); entre otros, son compuestos naturales
procedentes del medio marino, que actian como inhibidores de la angiogénesis y
linfangiogénesis incrementando el numero de terapias contra el cancer. Todos ellos actlan

bloqueando la activacion de células endoteliales por VEGF (Garcia-Caballero et al. 2017b).

Cabe destacar la baja citotoxicidad encontrada utilizando los compuestos citados. En el
caso del ADO0157, podria ser debido a la presencia del grupo 2,3-pirrolidindiona en su
estructura. Saha et al. (2012) sugieren en un estudio el intercambio del anillo
tiazolidinediona, utilizado en muchos farmacos hipoglucemiantes y contra el cancer, por
analogos del grupo pirrolidinediona, menos toxico, proponiendo asi, una alternativa mas

segura y selectiva en la creacién de nuevos farmacos.
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El interés en la obtencion de una produccion abundante de este compuesto es muy
justificable dado su gran interés como molécula bioactiva. El trabajo realizado se centra en
la observacién del comportamiento inestable de la cepa tanto morfolégica como
quimicamente y en el intento de fijar los parametros criticos para obtener una buena
produccion del compuesto que asegure la continuidad del trabajo. Comenzando con la
taxonomia de la cepa productora, se observa que a pesar de presentar una secuencia limpia
de indeterminaciones que cubre las regiones ITS1-5.8S-1TS2 del ADN que codifica para el
ribosoma, su porcentaje de similitud con secuencias depositadas en GeneBank es escaso para

asignar sin dudas una identificacion.

La taxonomia de la cepa, por tanto, esta todavia por asignar ya que, los datos obtenidos
tras la realizacion del BLAST muestran un porcentaje de coincidencia de tan sélo el 93%
con la especie Paraconiothyrium variabile, y al género Camarosporium. Ambos pertenecen
al Orden Pleosporales pero la asignacion de especie e incluso de género es cuestionable
debido al bajo porcentaje obtenido. Los datos morfologicos apoyan mas al genéro
Paraconiothyrium por presentar en algunas especies conidios marrones bicelulares, septados
por una pared fina y oscura (Verkley et al. 2004, 2008). EI género Camarosporium contiene
ascosporas y conidios multiseptados horizontal y/o verticalmente de color amarillento
(Crous et al. 2017), mas alejado de lo observado en la Figura 2. La comparacién de la
secuencia de la cepa utilizada con la del Paraconiothyrium africanum, se realiz6 por una
mayor similitud aparente entre sus conidios, ambos septados, que con los del
Paraconiothyrium variabile, unicelulares y de color marrén apagado (Verkley et al. 2008).

El objetivo fundamental de este trabajo fue conseguir optimizar las condiciones de
produccion del compuesto AD0157. Para ello se programaron ensayos en matraces de dos
volumenes diferentes (0.04 y 0.25 L) llevados a cabo de manera paralela con la finalidad de
obtener por un lado, peso suficiente del compuesto para realizar ensayos in vivo (volumen
de 0.25 L), y por otro, realizar una seleccion en fermentacién liquida a partir de un nimero

elevado de clones que se van generando al trabajar con la cepa (0.04 L).

Los resultados obtenidos al evaluar los diferentes clones (Fa, Fb, Fc, F7a y F7b)
permitieron seleccionar al Fb como mejor productor por ser el que necesita menores tiempos
de in6culo y fermentacion para producir el compuesto AD0157. Las condiciones finales
ajustadas fueron de 4 dias para el tiempo de indculo y de 11 y 14 dias para el tiempo de

fermentacién. De todos modos, los resultados obtenidos no son concluyentes ya que no
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presentan una tendencia clara en cuanto a la produccion del metabolito. Vuelve a ponerse de
manifiesto la pérdida y variabilidad de produccion del compuesto AD0157 en condiciones
similares de fermentacion. Aunque la optimizacion de estas condiciones en matraz no se
descarta, no es probable que el problema de la produccion esté en la fermentacion sino en la

propia variabilidad genética de la cepa.

Esto lleva a plantearse posibles hipotesis que habria que comprobar continuando asi con
este proyecto. La primera podria ser una posible mutacién de la cepa, para ello la solucion
seria seguir trabajando en tratamientos de estabilizacién con agentes quimicos o mutagénesis
con luz ultravioleta. Sin embargo, el problema de esta metodologia es la creacion de una
coleccidn de aislados que habria que comprobar, ya que la pérdida de cromosomas es
totalmente aleatoria y por lo tanto, habria que seleccionar en primer lugar los clones estables

y a continuacion, los productores del metabolito AD0157.

Para realizar esta seleccién, en primer lugar se podria replicar cada clon a una nueva
placa con PDAs observando su crecimiento, si lo mantiene constante y es igual
aparentemente al clon del que proviene se congelaria. De este modo se haria una primera
seleccion descartando las cepas més variables. En segundo lugar, se descongelarian los
clones preseleccionados y se dejarian crecer en una placa de PDAs. De nuevo se observaria
el crecimiento descartando las que no tuvieran una apariencia homogeénea y similar al clon
original. Una vez hecho el primer escrutinio, se pasaria a estudiar su capacidad productora.
Para ello se programaria un ensayo utilizando un volumen de fermentacion de 0.04 L y un
tiempo de inéculo y fermentacion de 4 y 11 dias respectivamente. De este modo, sélo se

seleccionarian los clones productores ya estabilizados genéticamente.

Otra hipdtesis podria estar relacionada con la realizacién de ajustes en el protocolo.
Como los medios utilizados tienen componentes no solubles, una distribucion a los matraces
no homogénea podria generar condiciones diferentes en cada uno de ellos. Una posible
solucidn seria programar una fermentacion en tanque de 5 L, de este modo todo el volumen
estaria contenido en un mismo recipiente y las condiciones, que tendrian que ser estudiadas
de nuevo, serian las mismas. Por Gltimo, cabe la posibilidad de que, al realizar el pase del
indculo al medio de produccion, se esté seleccionando el micelio suelto en el medio, frente
a los pellets. Esto podria influenciar la produccion, ya que, aunque se sabe que el compuesto
se produce en el micelio, las condiciones de oxigenacion son muy distintas en el interior del

pellet con respecto a la zona externa y al micelio suelto. EI micelio suelto esta en mayor
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contacto con el oxigeno disuelto en el medio, mientras que los pellets al estar estructurados
en capas concéntricas reciben oxigeno en distintas proporciones segun la zona, siendo su

interior considerablemente escaso en oxigeno.

Por otra parte, se comprobd que sélo existe produccion en el medio AG-12 por una
prueba de medios realizada previamente. Para incrementar dicha produccion, se podria
realizar una optimizacion del medio de produccion (AG-12) y del indculo (JSAS). De este
modo se encontrarian las concentraciones adecuadas para una buena produccion. Ademas,
también se podria hacer uso de elicitores positivos para un aumento notable de la produccién
de un modo similar al que ejercen el sorbitol, la glucosa o el &cido salicilico en la produccion
del taxol (farmaco anticancerigeno) por un Paraconiothyrium variabile terrestre aislado del

tejo (Taxus baccata) (Somjaipeng et al. 2013, 2015).
5. CONCLUSION

Tras realizar el tratamiento con benomilo, un agente quimico utilizado en estabilizacién,
no se obtuvieron datos concluyentes en cuanto a la estabilizacion genética de la cepa debido
a la necesidad de comprobar dicha estabilidad y la capacidad productora de los aislados
obtenidos. Por lo tanto, el problema de la variabilidad extrema por parte de la cepa no esta

resuelto y por ello, seria necesario continuar con esta investigacion.

Después de intentar definir las condiciones de fermentacion para obtener una produccion
mejorada del compuesto ADO0157, parece que el mejor tiempo de indculo para las
fermentaciones de un volumen de 0.04 y 0.25 L son 4 dias. Sin embargo, el tiempo de
fermentacion varia a diferentes volimenes, siendo de 11 dias para fermentaciones de 0.04
L. Para un volumen de 0.25 L este tiempo no esta tan definido, encontrandose a los 11 y 14
dias. Los parametros del resto de variables estudiadas (cantidad de indculo necesaria e
influencia de la edad de la placa) no se encuentran definidos debido a que los resultados
obtenidos no son concluyentes. De nuevo, seria necesario continuar con esta investigacion

para asegurar las condiciones ya establecidas y determinar las que faltan.

Dado que el tiempo de realizacion del trabajo fue de cuatro meses y que el tiempo
necesario para generar y evaluar una fermentacion es de 3-4 semanas, es complicado obtener
resultados favorables en tan poco tiempo. Aun asi, aunque el trabajo realizado no permitié
establecer los criterios de fermentacion favorables a la produccion del compuesto, si se

obtuvo informacion valiosa, que apunta hacia la pérdida de capacidad de produccién de la
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cepa. Por tanto, investigaciones futuras se centraran en la estabilizacion u obtencion de

clones haploides que produzcan el compuesto de manera constante en el tiempo.
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Tabla Al. Resultados HPLC a tiempo de fermentacion de 7,9, 11, 14 y 18 dias. Ensayo para evaluar el tiempo de

indculo y fermentacion en un volumen de 0.25 L.

Clon Tiempo fe,rmentacmn Tiempo (}e indeulo Tiempo retencién (min) | Pico (mAU) | Coincidencia (%)
(dias) (dias)
6 4.185 8 98.2
5 - - -
t7 Z - - -
3 - - -
6 4,182 36 99.9381
5 4.182 3 98.5
t9
4 R B N
Fa 3 - - -
6 4.182 52 99.9264
1 Z 4.1_82 8 99.7_692
3 4.182 3 99.8730
6 4.183 1 99.6282
114 5 4.189 15 99.9717
4 R B N
3 - - -
6 4.176 2.5 95.8884
5 4.177 1 97
9 4 4175 6 97.3923
3 4.176 8 99.6665
6 4.180 14 99.779
a1 5 4.181 16 99.630
4 4.181 35 99.8048
Eb 3 4.183 34 99.8465
6 4.184 36 99.9243
114 5 4.181 50 99.9266
4 4.189 70 99.8685
3 4.189 98.5 99.9890
6 4.176 40 99.9868
118 i 4.1_75 3_0 99.?801
3 4.186 70 99.9906
6 - - -
t7 5 - - -
4 4.189 2.1 96.54
3 4.176 0.5 95.37
6 4171 5 94,1891
t9 5 4.181 4 97.12
4 4.187 10 95.4938
Fc 3 4.185 12 98.1436
6 4.181 20 99.6188
1 5 4.184 32 99.7327
4 4.182 32 99.8532
3 4.184 28 99.8035
6 4.187 48 99.8812
4 5 4.191 35 99.8904
4 4.185 8 99.9247
3 - - -
6 - - -
19 5 4.189 4 99.6202
4 4.191 10 98.6454
3 - - -
6 - - -
5 4.185 10 99.9511
Fra t1 4 4.187 14 99.5781
3 - - -
6 4.178 5 99.8132
5 - - -
t14 2 - - -
3 - - -
6 - - -
5 4.188 1 99.4660
F7b t4 4 4.186 0.5 99.1474
3 4.190 3 99.8456
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Figura Al. A. Clon Fa. B. Clon Fb. C. Clon Fc. D. Clon F7a. E. Clon F7b. Clones
utilizados en los diferentes ensayos programados para el estudio de las diferentes
variables: tiempo de in6culo y de fermentacion, cantidad de indculo e influencia de la
edad de la placa
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