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Resumen y palabras clave

Las proteinas antifungicas de origen fungico (AFPs) representan una alternativa prometedora
frente a las infecciones fungicas en salud, agricultura y postcosecha. Entre ellas, PeAfpA,
producida de forma natural por Penicillium expansum, destaca por su elevada actividad
antifungica y su amplio espectro de accion. Sin embargo, el uso de P. expansum como biofactoria
presenta importantes limitaciones, ya que se trata de una especie fitopatégena y productora de
micotoxinas. Por ello, su produccidn heterdloga se ha trasladado a Penicillium chrysogenum, un
hospedador mas seguro y con interés biotecnolégico por su elevada capacidad secretora.

En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar si la modificacion de genes de
quitina sintasa podia constituir una estrategia util para optimizar la capacidad productora de una
cepa de P. chrysogenum disefiada previamente para la produccién de PeAfpA. Las quitina
sintasas son enzimas responsables de la sintesis de quitina, uno de los principales componentes
estructurales de la pared celular fungica. La eleccién de los genes csmA y chsF se basé en un
estudio realizado en Aspergillus niger, donde su alteracion se asocié con un aumento de la
secrecion de proteinas extracelulares. Para ello, se identificaron en P. chrysogenum las
secuencias homologas de csmA y chsF descritas en A. niger, se disefaron guias CRISPR/Cas9
frente a ambos genes y se construyeron los vectores correspondientes. Posteriormente, se
generaron transformantes mediante transformacion de protoplastos y se verificaron
molecularmente mediante PCR y secuenciacion.

Los resultados permitieron confirmar la obtenciéon de mutantes en el locus chsF, mientras que en
el caso de csmA no se obtuvieron mutantes confirmados en las muestras analizadas. La
caracterizacion fenotipica mostré6 que las cepas mutantes presentaron, en general, un
crecimiento comparable al de la cepa control WT PCSO12112, sin alteraciones severas en las
condiciones ensayadas, y aunque algunas colonias mostraron una coloracién blanquecina, este
rasgo no pudo considerarse un marcador fiable de edicion. La evaluacion de la produccién
proteica se centré en el mutante chsF 5.2. En PcMM, la produccion total de proteinas fue
comparable a la de la cepa control; en YPD se observaron cambios en la cinética de secrecion,
pero sin diferencias significativas entre ambas cepas; y en CM los resultados fueron variables y
no permitieron extraer conclusiones firmes. En cuanto a la produccion especifica de PeAfpA, los
datos fueron limitados y, en varios casos, solo pudieron interpretarse de forma descriptiva debido
a la pérdida de réplicas biolégicas. En conjunto, estos resultados sugieren que la mutacién de
chsF no produce un efecto fenotipico severo ni una mejora clara y reproducible en la produccion
de PeAfpA.

Estos resultados demuestran la viabilidad técnica de la edicién dirigida de genes de quitina
sintasa en P. chrysogenum mediante CRISPR/Cas9 y aportan una primera aproximacién al
posible efecto de la mutacién en chsF sobre la capacidad productiva de esta biofactoria. No
obstante, sera necesario ampliar el analisis con mas mutantes y un mayor numero de réplicas
biolégicas para determinar con mayor solidez el potencial biotecnoldgico de esta estrategia.

Palabras clave: Penicillium chrysogenum, PeAfpA, CRISPR/Cas9, quitina sintasa, proteinas
antifungicas, biofactoria fungica.
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Abstract and Keywords

Fungal antifungal proteins (AFPs) represent a promising alternative to fungal infections in health,
agriculture, and postharvest settings. Among them, PeAfpA, naturally produced by Penicillium
expansum, stands out for its high antifungal activity and broad spectrum of action. However, the
use of P. expansum as a biofactory presents important limitations, since it is a phytopathogenic
species and a producer of mycotoxins. For this reason, its heterologous production has been
transferred to Penicillium chrysogenum, a safer host with biotechnological interest due to its high
secretory capacity.

In this context, the aim of this work was to evaluate whether the modification of chitin synthase
genes could constitute a useful strategy to optimize the productive capacity of a P. chrysogenum
strain previously designed for PeAfpA production. Chitin synthases are enzymes responsible for
chitin synthesis, one of the main structural components of the fungal cell wall. The choice of the
csmA and chsF genes was based on previous studies in Aspergillus niger, where alteration of
these chitin synthases was associated with increased extracellular protein secretion. To this end,
the homologous sequences of csmA and chsF described in A. niger were identified in P.
chrysogenum, CRISPR/Cas9 guides targeting both genes were designed, and the corresponding
vectors were constructed. Subsequently, transformants were generated by protoplast
transformation and molecularly verified by PCR and sequencing.

The results confirmed the generation of mutants at the chsF locus, whereas in the case of csmA
no confirmed mutants were obtained. Phenotypic characterization showed that the mutant strains
displayed, in general, growth comparable to that of the control strain WT PCS012112, with no
severe alterations under the conditions tested, and although some colonies showed a whitish
coloration, this trait could not be considered a reliable marker of editing. Protein production
analysis focused on the chsF 5.2 mutant. In PcMM, total protein production was comparable to
that of the control strain; in YPD, changes in secretion kinetics were observed, but without
significant differences between the two strains; and in CM, the results were variable and did not
allow firm conclusions to be drawn. Regarding the specific production of PeAfpA, the data were
limited and, in several cases, could only be interpreted descriptively due to the loss of biological
replicates. Overall, these results suggest that mutation of chsF does not produce a severe
phenotypic effect or a clear and reproducible improvement in PeAfpA production.

These results demonstrate the technical feasibility of targeted chitin synthase gene editing in P,
chrysogenum using CRISPR/Cas9 and provide a first approximation to the possible effect of the
chsF mutation on the productive capacity of this biofactory. However, it will be necessary to extend
the analysis to more mutants and a higher number of biological replicates in order to determine
more robustly the biotechnological potential of this strategy

Keywords: Penicillium chrysogenum, PeAfpA, CRISPR/Cas9, chitin synthase, antifungal
proteins, fungal biofactorY.
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1. Introduccion

Las infecciones fungicas constituyen una amenaza creciente para la salud humana, animal y
ambiental, asi como para la seguridad alimentaria y la produccién agricola. Ademas del impacto
clinico asociado a las infecciones fungicas y a la aparicion de resistencias a los antifungicos
convencionales, los hongos fitopatégenos causan pérdidas significativas en cultivos de interés
econdmico y favorecen la contaminacion por micotoxinas, lo que refuerza la necesidad de
desarrollar nuevas estrategias de control mas eficaces y sostenibles (Fisher et al., 2022; Savary
etal., 2019)

En este contexto, la busqueda de nuevos agentes antifungicos con propiedades innovadoras y
mecanismos de accién alternativos resulta esencial. Entre ellos, las proteinas antifungicas de
origen fungico (AFPs) han despertado un notable interés por su potencial aplicacion tanto en el
ambito biomédico como en el agricola (Garrigues et al., 2018).

Las AFPs son proteinas pequenas, secretadas, basicas, catidnicas, ricas en residuos de cisteina,
cuya estructura esta estabilizada por multiples puentes disulfuro (Garrigues et al., 2018; Ropero
Pérez, 2026). Esta organizacion les confiere una elevada resistencia frente a variaciones
extremas de pH, temperatura y procesos de protedlisis, lo que, junto con su actividad antifingica
a bajas concentraciones, las convierte en moléculas de gran interés biotecnolégico. Ademas,
presentan un amplio espectro antifungico frente a patégenos de relevancia clinica, agricola y
alimentaria y, aunque su actividad se dirige preferentemente frente a hongos, también se han
descrito algunos casos de actividad antibacteriana y antiviral, lo que amplia su interés como
moléculas antimicrobianas de origen fungico (Garrigues et al., 2018; Ropero Pérez, 2026).

Los hongos filamentosos poseen un repertorio diverso de genes afp y afp-like, y sus genomas
suelen codificar una o varias AFPs filogenéticamente distintas. Aunque tradicionalmente estas
proteinas se han agrupado en tres clases principales, A, B y C, clasificaciones mas recientes
incluyen una cuarta clase filogenética, la clase D (Garrigues et al., 2016; Ropero Pérez, 2026).

Penicillium expansum es un hongo filamentoso perteneciente al filo Ascomycota y agente causal
de la podredumbre azul en frutos de pepita, ademas de productor de metabolitos téxicos como
la patulina (Khadiri et al., 2024). Esta especie codifica tres AFPs filogenéticamente distintas,
PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC, entre las cuales PeAfpA destaca como una de las proteinas
antifungicas mas potentes descritas hasta la fecha (Ropero Pérez, 2026). Diversos estudios han
mostrado que presenta una elevada actividad frente a hongos filamentosos, dermatofitos y
levaduras, asi como efectos protectores en distintos modelos de infeccion vegetal y postcosecha,
incluyendo P. digitatum en frutos de naranja, Botrytis cinerea en hojas y frutos de tomate, P.
expansum en frutos de manzana, y patdégenos del arroz como Magnaporthe oryzae y Fusarium
proliferatum (Garrigues et al., 2018; Ropero Pérez, 2026).

En cuanto a su mecanismo de accién, las AFPs presentan en general mecanismos complejos y
multifactoriales que comprenden tres etapas principales: interaccion con la superficie celular
fungica, internalizacién y actividad intracelular. Esta naturaleza multifactorial podria dificultar la
aparicion de resistencias y constituye una de las razones por las que estas proteinas resultan
especialmente atractivas como alternativas a los antifungicos convencionales (Ropero Pérez,
2026). En el caso concreto de PeAfpA, este mecanismo comienza con la interaccion de la
proteina con componentes especificos de la superficie fangica, especialmente de la pared
celular, un paso que resulta clave para su actividad antifungica. Esta union inicial se ve favorecida
por la naturaleza cationica de la proteina, que promueve su atraccidn electrostatica hacia
componentes de la superficie celular con carga negativa. Posteriormente, PeAfpA se internaliza
mediante un proceso dependiente de energia, aunque no sigue una via endocitica convencional.
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Una vez en el interior celular, altera varias rutas fisioldgicas esenciales para la viabilidad del
hongo, entre ellas la via de integridad de la pared celular, implicada en el mantenimiento y
reparacion de esta estructura; la via cAMP-PKA, relacionada con la regulacion del crecimiento,
el metabolismo y la respuesta al estrés; y el metabolismo del fosfatidilinositol, fundamental para
la organizacion de membranas y la sefalizacion intracelular. En conjunto, la alteracion simultanea
de estos procesos compromete la homeostasis celular y contribuye finalmente a la muerte del
hongo (Giner-Llorca et al., 2024; Ropero Pérez, 2026).

A pesar de las ventajas de PeAfpA, P. expansum no resulta adecuado para su uso como
biofactoria fungica, ya que se trata de una especie fitopatdégena y productora de micotoxinas, lo
que limita de forma significativa su aplicacion biotecnoldgica desde el punto de vista de la
seguridad, la regulacién y la produccion a gran escala (Garrigues et al., 2018; Ropero Pérez,
2026). De hecho, la cepa P. expansum CMP-1 produce de forma natural hasta 125 mg/L de
PeAfpA, que puede ser purificada a partir de sobrenadantes de cultivo, pero el uso de esta
especie como sistema de produccion no resulta deseable por su caracter micotoxigénico
(Garrigues et al., 2018; Ropero Pérez, 2026; de Ovalle et al.,manuscript in preparation).

Por este motivo, la produccion de PeAfpA se ha abordado mediante un sistema de expresion
heterdloga en Penicillium chrysogenum, un hospedador bien caracterizado, histéricamente
utilizado en procesos industriales, con elevada capacidad de secrecion proteica y un perfil de
seguridad mucho mas favorable. P. chrysogenum es un hongo filamentoso ampliamente
conocido por su papel en la produccién de antibidticos B-lactamicos y por su capacidad para
secretar proteinas extracelulares, lo que ha favorecido su uso como biofactoria en biotecnologia
(Fierro et al., 2022; Jami et al., 2010). Ademas, en su genoma se han descrito proteinas
antifungicas representativas de distintas clases, entre ellas PAF, PAFB y PAFC, cuya
caracterizacion ha puesto de manifiesto una notable diversidad en cuanto a niveles de
produccion, propiedades estructurales, espectro antifingico y modo de accion, reflejando asi la
complejidad funcional de las AFPs fungicas (Garrigues et al., 2018; Ropero Pérez, 2026).

La utilizacién de los elementos reguladores del gen afpA de P. expansum permitio la produccion
heterdloga de PeAfpAen P. chrysogenum, proporcionando un hospedador biotecnoldgico seguro
para su biosintesis. En concreto, la cepa recombinante PCMG11552 se obtuvo a partir de una
cepa parental Apaf que ya portaba el marcador nat1, un gen de resistencia a nourseotricina
utilizado para la seleccién de transformantes. Posteriormente, mediante transformacién mediada
por Agrobacterium tumefaciens, se introdujo un casete de expresion formado por el promotor de
afpA de P. expansum (PafpA), la secuencia codificante de afpA y su terminador transcripcional
(TafpA), lo que permitié dirigir la expresién heteréloga de PeAfpA en P. chrysogenum. Junto a
este casete se introdujo ademas el marcador de seleccién nptll, un gen de resistencia a
antibiéticos aminoglucdsidos empleado para la seleccion de transformantes (Garrigues et al.,
2018). El analisis posterior del nimero de copias mostré que PCMG11552 contenia una copia
de nat1 y dos copias del constructo de expresién asociado a nptll, lo que permitié disponer de
una cepa recombinante productora de PeAfpA en un fondo genético de P. chrysogenum (Gandia
etal, 2022; Garrigues etal.,, 2018). De hecho, esta estrategia permiti6 obtener cepas
recombinantes productoras de la proteina, aunque los niveles iniciales de produccion en este
hospedador fueron considerablemente inferiores a los descritos para el productor natural P.
expansum, lo que puso de manifiesto la necesidad de seguir optimizando esta biofactoria.
Posteriormente, mediante un sistema CRISPR/Cas9 reciclable, se eliminaron los marcadores de
resistencia a antibiéticos de la cepa productora, obteniéndose la cepa PCS012112, adecuada
desde el punto de vista regulatorio y de bioseguridad, y que ademas mantuvo una produccion de
PeAfpA comparable a la de la cepa recombinante parental. En consecuencia, PCS012112 fue
empleada como cepa receptora en el presente estudio. Sobre esta base genética, previamente
optimizada para la produccion de PeAfpA y libre de marcadores de resistencia, se plante6 una
optimizacién adicional mediante la modificacion de genes de quitina sintasa potencialmente
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implicados en la capacidad secretora del hongo (Garrigues et al., 2018; Gandia et al., 2022;
Ropero Pérez, 2026, de Ovalle et al.,manuscript in preparation).

La pared celular fungica constituye una estructura esencial que proporciona proteccion, regula la
permeabilidad, mantiene la morfologia celular y confiere resistencia frente a cambios osméticos.
Esta compuesta principalmente por quitina, glucanos, mananos y proteinas, siendo la quitina uno
de sus principales componentes estructurales. Este polimero esta formado por cadenas lineales
de N-acetilglucosamina sintetizadas por las enzimas quitina sintasas (Pacheco-Arjona et al.,
2014).

En hongos filamentosos se han descrito siete clases de quitina sintasas, agrupadas en dos
grandes divisiones, cuyas funciones abarcan desde el mantenimiento de la integridad de la pared
celular hasta la morfogénesis y el crecimiento hifal. A diferencia de lo que ocurre en levaduras
como Saccharomyces cerevisiae, donde la quitina representa una proporcion reducida de la
pared celular, en hongos filamentosos este polimero puede alcanzar porcentajes
considerablemente mayores, lo que refleja su importancia estructural en estos organismos
(Gandia et al., 2012). En términos generales, las quitina sintasas de la division |, que incluyen
las clases I, Il y lll, suelen participar en funciones mas especificas relacionadas con el
mantenimiento de la integridad de la pared celular, la reparacién de la red de quitina o la
separacion celular, mientras que las de la division || desempefan un papel mas destacado en la
biosintesis de grandes cantidades de quitina (Gandia et al., 2012). Entre estas ultimas, las quitina
sintasas de clases V y VIl presentan especial interés, ya que poseen dominios asociados a
funciones de polarizacion celular y crecimiento apical, y su alteracién se ha relacionado con
cambios en la morfologia, el desarrollo, la sensibilidad a antifingicos y la patogenicidad (Gandia
etal.,, 2014).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, las quitina sintasas no solo resultan relevantes por su
papel en la integridad y morfogénesis de la pared celular, sino también por su posible influencia
en la capacidad secretora de los hongos filamentosos. En este contexto, chsF se corresponde
con una quitina sintasa de clase lll, integrada en la division |, mientras que csmA pertenece a la
clase V, integrada en la division Il y caracterizada por presentar un dominio motor tipo miosina y
por su implicacidn en procesos de polarizacion celular, crecimiento apical y morfogénesis (Barthel
et al., 2024; Gandia et al., 2012, 2014). En este sentido, (Barthel et al., 2024) llevaron a cabo un
analisis funcional del repertorio completo de quitina sintasas de Aspergillus niger mediante la
generacion de mutantes por delecion para todos los genes de esta familia. Aunque todos los
mutantes conservaron la capacidad de germinar, la eliminacion de distintos genes produjo
alteraciones tanto en las caracteristicas fenotipicas como la morfologia y la produccion de
esporas. Para evaluar su posible interés biotecnolégico, los autores determinaron la cantidad
total de proteina presente en el sobrenadante de cultivo tras 24 h de crecimiento en medio
completo (CM) de A. niger. Entre todos los mutantes analizados, los correspondientes a csmA
y chsF destacaron por mostrar los mayores incrementos en la secrecion de proteinas,
alcanzando aproximadamente el triple de proteina total en el sobrenadante con respecto a la
cepa control (Barthel et al., 2024).

Posteriormente, ambos mutantes se evaluaron de nuevo en condiciones de mayor exigencia para
el sistema secretor, aumentando la concentracion de glucosa del medio hasta el 5 % vy
prolongando el cultivo hasta 48 h. Se realiz6é un seguimiento de la proteina total secretada cada
6 h y se cuantificéd el consumo de glucosa como indicador adicional del crecimiento fingico. En
estas condiciones, el mutante en el gen csmA presentd una secrecion proteica comparable a la
de la cepa control, mientras que el mutante chsF mantuvo un aumento significativo de la
produccion (Barthel et al., 2024). En particular, a las 36 h de la inoculacién, durante la fase
exponencial de crecimiento, chsF produjo mas del triple de proteina que la cepa control (Barthel
et al., 2024). En conjunto, estos resultados indican que, aunque la delecion de todas las quitina
sintasas permitié identificar distintos efectos fenotipicos, la modificacion de csmA v,
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especialmente, de chsF podria constituir una estrategia prometedora para la obtenciéon de
biofactorias fungicas con mayor capacidad de secrecion de proteinas (Barthel et al., 2024).

Para la eliminacién de estas quitina sintasas se puede emplear la herramienta de edicion
genética CRISPR/Cas9, derivada de un mecanismo de defensa natural presente en bacterias y
arqueas, conocido como CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
(Garrigues et al., 2022). Es un sistema que de forma natural permite a los microorganismos
reconocer y eliminar ADN extrafo, como el de virus bacteriéfagos. Debido a su alta especificidad
y eficiencia, el mecanismo ha sido adaptado como una potente tecnologia para la modificacion
de genomas (Garrigues et al., 2022).

El sistema CRISPR/Cas9 se basa fundamentalmente en dos componentes: la endonucleasa
Cas9, que actua como una “tijera molecular’, y un ARN guia (gRNA), cuya secuencia es
complementaria a la region del ADN que se desea modificar. EI ARN guia dirige a Cas9 hacia el
sitio diana del genoma, donde la nucleasa induce una rotura de doble cadena que puede
repararse por union de extremos no homdlogos (non-homologous end joining, NHEJ) o por
reparacion dirigida por homologia (homology-directed repair, HDR) (Ropero Pérez, 2026). En
hongos filamentosos, la via de reparacion predominante suele ser NHEJ, lo que favorece la
aparicién de inserciones o deleciones capaces de originar mutaciones de pérdida de funcién
(Garrigues et al.,, 2022; Ropero Pérez, 2026). La aplicacion de CRISPR/Cas9 en hongos
filamentosos se describid por primera vez en 2015 en Trichoderma reesei y en varias especies
de Aspergillus, y desde entonces esta herramienta se ha adaptado a numerosos hongos de
interés biotecnoldgico (Ropero Pérez, 2026). Entre las distintas estrategias de introduccion del
sistema, los plasmidos autorreplicativos basados en AMA1 presentan especial interés. AMA1 es
una secuencia de replicaciéon autébnoma descrita originalmente en Aspergillus nidulans que
permite el mantenimiento extracromosémico de plasmidos en hongos filamentosos. Estos
vectores resultan especialmente Utiles porque mejoran la eficiencia de transformacion, evitan la
integracion permanente de cas9 en el genoma y pueden perderse posteriormente en condiciones
no selectivas, lo que facilita el reciclaje de marcadores (Gems et al., 1991; Ropero Pérez, 2026).

El desarrollo de AFPs y su produccion en biofactorias fungicas puede relacionarse con varios
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de Naciones Unidas. En particular, se vincula con el
ODS 3, “Salud y bienestar”, al favorecer la investigacion de nuevas moléculas frente a infecciones
fungicas; con el ODS 2, “Hambre cero”, por su potencial para reducir pérdidas causadas por
patégenos fungicos en cultivos y postcosechas; con el ODS 12, “Produccién y consumo
responsables”, al promover alternativas biolégicas a fungicidas quimicos; y con el ODS 9,
“Industria, innovacioén e infraestructura”, mediante la optimizacion de biofactorias fungicas y el
uso de herramientas de ingenieria genética como CRISPR/Cas9 en procesos biotecnoldgicos de
interés sanitario y agroalimentario (Pacto Mundial Red Espaiiola, s. f.).

En este contexto, el presente trabajo aporta un componente innovador adicional, ya que plantea
por primera vez en P. chrysogenum la modificacién de genes de quitina sintasa como posible
estrategia para mejorar una biofactoria fungica productora de PeAfpA. De este modo, el proyecto
no solo contribuye al desarrollo de nuevas aproximaciones para la obtenciéon de proteinas
antifungicas, sino que también se alinea con los ODS al impulsar soluciones biotecnolégicas
innovadoras, mas seguras y potencialmente mas sostenibles para los ambitos de la salud, la
agricultura y la industria.
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2. Hipotesis

Nuestra hipotesis es que la mutaciéon mediante CRISPR/Cas9 de los genes de quitina sintasa
csmA'y chsF en P. chrysogenum podria modificar la pared celular y favorecer la secrecion de
proteinas extracelulares, contribuyendo asi a aumentar la produccién especifica de PeAfpA. Esta
propuesta se fundamenta en los resultados obtenidos por (Barthel et al., 2024) en Aspergillus
niger, donde la alteracién de estos genes dio lugar a un notable incremento en la secrecion de
proteinas extracelulares.

3. Objetivos

Objetivo general: Generar y caracterizar mutantes simples independientes de P. chrysogenum,
en csmA o en chsF, genes que codifican quitina sintasas implicadas en la sintesis de quitina de
la pared celular fungica, mediante CRISPR/Cas9, con el fin de evaluar su efecto sobre la
produccion de proteinas extracelulares, en particular de PeAfpA.

¢ Objetivo especifico 1: Identificar en P. chrysogenum las secuencias homodlogas de
csmA y chsF descritas en A.niger, y disefiar y construir los vectores CRISPR/Cas9
dirigidos a ambos genes.

e Objetivo especifico 2: Generar cepas mutantes de P. chrysogenum mediante la
transformacion de protoplastos y verificar las mutaciones introducidas por PCR y
secuenciacion.

e Objetivo especifico 3: Evaluar fenotipo de las cepas mutantes y comparar su
crecimiento con la cepa WT PCSO12112.

¢ Objetivo especifico 4: Cuantificar la produccion de proteinas extracelulares totales y la
produccion especifica de PeAfpA en las cepas mutantes.

4. Materiales y métodos

4.1 Secuencias chsF y csmA de P. chrysogenum

Las secuencias de quitina sintasas de A.niger se obtuvieron a partir de la base de datos NCBI.
Estas secuencias se utilizaron como referencia para la identificacion de homodlogos en P.
chrysogenum, mediante bisquedas BLASTx (ADN traducido frente a proteina) en la base de
datos MycoCosm (Barthel et al., 2024; Van Den Berg et al., 2008).

Las secuencias gendémicas completas de las quitina sintasas de A. niger se compararon con las
secuencias correspondientes de P. chrysogenum. La seleccién de secuencias homdlogas se
realizé en base a tres pardmetros principales: el e-value, que indica la probabilidad de que la
similitud observada en el alineamiento se deba al azar, de modo que valores mas préximos a 0
reflejan una mayor significacion; el porcentaje de identidad, que expresa la proporcién de
posiciones idénticas entre ambas secuencias alineadas; y el score de alineamiento, que
representa la calidad global del alineamiento, de manera que valores mas altos indican una
mayor similitud entre las secuencias comparadas.

Posteriormente, las secuencias obtenidas se alinearon mediante el algoritmo ClustalW
implementado en MEGA (version 12), tanto a nivel de nucleétidos como de proteinas. A partir de
estos alineamientos, se construyeron arboles filogenéticos utilizando el método de Maximum
Likelihood, con el fin de analizar las relaciones evolutivas e identificar las secuencias de interés
chsFy csmA.
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4.2 Construccion de guias CRISPR

El disefio de las guias se realiz6 mediante la plataforma Geneious Prime (versién 11.0.4). Las
secuencias diana se seleccionaron de acuerdo con los criterios de disefio proporcionados por el
propio software, teniendo en cuenta una longitud de 20 nucleétidos, presencia de secuencias
PAM adyacentes, localizacion en exones y minimizacién de cortes fuera de diana (off-targets).
Las secuencias PAM (Protospacer Adjacent Motif) son motivos cortos de ADN necesarios para
el reconocimiento de la region diana por la nucleasa Cas9; en el caso de la Cas9, corresponden
a la secuencia 5-NGG-3’, donde N puede ser cualquier nucledtido (Sander & Joung, 2014).

Para cada gen de quitina sintasa csmA y chsF, se disefaron dos guias, con el fin de disponer de
una alternativa en caso de que alguna de ellas no presentara la eficacia esperada.

Tabla 1. Guias CRISPR/cas9 disenadas para transformacién de P.chrysogenum

Prime | U | Secuencia (5-3’) organism | Descrip
riD SO 0 cion
OJM1 | F | ATGGTCTCACCGAGTTCACCTGATGAGTCCGTG | Pchrysog | Constru
026 AGGACGAAACGAG enum ccion
gRNA
OJM1 | R | ATGGTCTCTAAACCCGATCAAGGTGGGGTTCAC | Pchrysog | Constru
027 GACGAGCTTACTCGTTT enum ccion
CGTCCTCACGGACTCA gRNA
OJM1 | F | ATGGTCTCACCGAATATGTCTGATGAGTCCGTG | Pchrysog | Constru
028 AGGACGAAACGAG enum ccion
gRNA
OJM1 | R | ATGGTCTCTAAACTTGGTCGCTGATGTATATGTG | Pchrysog | Constru
029 ACGAGCTTACTCGTTTC enum ccion
GTCCTCACGGACTCA gRNA
OJM1 | F | ATGGTCTCACCGAATGGCACTGATGAGTCCGTG | Pchrysog | Constru
030 AGGACGAAACGAG enum ccion
gRNA
OJM1 | R | ATGGTCTCTAAACCGTTGTAGTATGTGATGGCA | Pchrysog | Constru
031 GACGAGCTTACTCGTTTC enum ccion
GTCCTCACGGACTCA gRNA
OJM1 | F | ATGGTCTCACCGAGGATGGCTGATGAGTCCGT | Pchrysog | Constru
032 GAGGACGAAACGAG enum ccion
gRNA
OJM1 | R | ATGGTCTCTAAACTGTTGGGTATCGACGGATGG | Pchrysog | Constru
033 GACGAGCTTACTCGTTTC enum ccion
GTCCTCACGGACTCA gRNA

4.3 Generacidon de cassette de ftransformacion con resistencia terbinafina y
cloranfenicol

Las guias para CRISPR disefiadas se clonaron en el plasmido pLM-AMA15.0 (Figura 1) el cual
confiere resistencia a cloranfenicol en Escherichia coli (25 pg/mL) y a terbinafina en P,
chrysogenum (25 pg/mL).

Las secuencias guia fueron previamente amplificadas por PCR utilizando el kit NZYTaq
(NZYtech) y posteriormente purificadas con el sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega).

El ensamblaje de las guias se llevé a cabo mediante una reaccion de restriccion-ligacion tipo
Golden Gate, utilizando los sitios de restriccion Bsal (Thermo Fisher Scientific) y la ADN ligasa
T4 (Promega), con una relacion vector: inserto de 1:100. (Engler et al., 2009; Garrigues et al.,
2022).
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Los plasmidos recombinantes se transformaron en E.coli mediante choque térmico. Las células
se sembraron en placas de LB suplementado con cloranfenicol (25 ug/mL) e incubaron a 37 °C.
Tras el crecimiento de las colonias, la correcta insercion de las guias se confirmé mediante PCR
de colonia utilizando NZYTaq (NZYtech), y posteriormente se aislaron los plasmidos utilizando el
kit NZYMiniprep (NZYTech) (Garrigues et al., 2022; Ropero Pérez, 2026).
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Figura 1. Mapa del pldsmido pLM-AMA15.0 Cas9 utilizado para la transformacion de protoplastos de P.
chrysogenum. El vector contiene los elementos necesarios para la edicién génica mediante CRISPR/Cas?,
incluyendo la nucleasa Cas?, el mddulo de sgRNA, la secuencia AMAT y marcadores de seleccién bacteriana.
Figura adaptada de (Mdzsik et al., 2021).

4.4 Generacion de protoplastos y transformaciéon fungica

Los protoplastos de P. chrysogenum, es decir, células fungicas sin pared celular obtenidas por
digestion enzimatica del micelio, se generaron a partir de una suspension de 1 x 10° conidios/mL,
que se inoculé en un matraz Erlenmeyer de 2 L con 200 mL de medio de transformacién de
Aspergillus (TM). El cultivo se incubd a 25 °C y 200 rpm durante 16 horas. Transcurrido este
tiempo, el cultivo se filtré a través de Miracloth estéril, el micelio se lavé con 0,6 M MgSO, y
posteriormente se secé.

A continuacion, el micelio se resuspendié en tampdn PS en una proporcién de 6,5 mL de PS por
gramo de micelio, junto con el preparado enzimatico Vinotaste Pro (Novozymes), empleado a
una concentracion de 0,5 g de enzima por gramo de micelio, previamente disuelto en 15 mL de



Universidad
Europea vaLENCIA

tampon PS. Una vez homogeneizada la mezcla, esta se transfirié6 a matraces Erlenmeyer de 100
mL y se incubd durante 45 minutos a 30 °C y 80 rpm, con el objetivo de obtener los protoplastos.

Para detener la incubacion, las suspensiones se colocaron en hielo y se filtraron de nuevo a
través de Miracloth estéril. En frio, se afiadi6 la disolucién SC hasta alcanzar un volumen final de
45 mL. Posteriormente, los protoplastos se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpmy 4 °C,
y se lavaron con 10 mL de solucidn B. Tras ello, se realizé una nueva centrifugacion durante 10
minutos a 2000 rpm y 4 °C. Finalmente, los protoplastos se resuspendieron en solucion B hasta
obtener una concentracion final de 1 x 107 protoplastos/mL.

Para la transformacion se utilizaron 200 uL de suspension de protoplastos, 50 yL de solucion C
y 3 ug del plasmido CRISPR/Cas9 en cada una de las transformaciones dirigidas a csmA y chsF.
Este procedimiento se realizé de forma independiente para cada una de las quitina sintasas
analizadas, incluyendo en cada caso el correspondiente control. Como control, se emplearon
protoplastos no transformados, es decir, protoplastos sometidos al mismo procedimiento de
obtencién y manipulacion, pero sin la adicion del plasmido CRISPR/Cas9. La mezcla de
transformacion se incubd en hielo durante 20 min. Posteriormente, se afiadieron 2 mL de
disolucién C a temperatura ambiente y se incubd durante 5 min en las mismas condiciones.
Finalmente, se anadieron 2 mL de disolucion B a la suspension de protoplastos antes de su
siembra en medio selectivo.

Finalmente, las suspensiones se sembraron en placas cuadradas con medio minimo de sacarosa
de Aspergillus (MMS) suplementado con terbinafina. Como controles, se inocularon protoplastos
no transformados en placas selectivas y no selectivas, es decir placas que contenian o no
contenian terbinafina. Las placas se incubaron a 30 °C durante 4 - 7 dias.

Para la purificacion de los transformantes, se realizaron inicialmente dos estrias consecutivas en
placas de PDA selectivo, es decir, suplementado con terbinafina, seguidas de otras dos estrias
consecutivas en placas de PDA no selectivo es decir, sin terbinafina. Sin embargo, debido a la
baja eficacia observada en la edicion mediante CRISPR-Cas9, se decidid repetir el procedimiento
en un medio en el que las colonias tuvieran un crecimiento mas lento. En este caso, se llevaron
a cabo dos estrias consecutivas en medio minimo (MM) selectivo, seguidas de al menos cuatro
estrias consecutivas en medio minimo no selectivo, con el fin de optimizar el proceso de
transformacion. Finalmente, para confirmar la pérdida del plasmido en los mutantes verificados,
estos se sembraron de nuevo en placas selectivas (Garrigues et al., 2022; Ropero Pérez, 2026).

4.5 Comprobacién de cepas mutantes

Dado que la aparicion de colonias transformantes tras la transformacion no garantiza
necesariamente la edicion correcta del locus diana, fue necesario llevar a cabo una verificacion
molecular de las cepas candidatas a mutantes. Para ello, se disefiaron pares de oligonucleétidos
especificos para los genes chsFy csmA, destinados a la amplificacion y posterior secuenciacién
de las regiones gendmicas de interés, incluyendo las zonas diana correspondientes a las guias
CRISPR empleadas. El disefio de los oligonucledtidos se realizé6 mediante la herramienta Primer-
BLAST de NCBI, seleccionando aquellas secuencias que presentaban las caracteristicas mas
adecuadas para la amplificacion especifica de cada locus.

Tabla 2. Oligos disenados para la secuenciacion por Sanger vdlidos tanto para guias 1y 2 de csmA y las guias
1y 2 de chsF.

Primer ID Uso Secuencia (5'-3') organismo Descripcién
0OJM1037 F CTCGCAAGCCGGTATGAAGA | Pchrysogenum | Sequencing
0OJM1038 R GTGGGATGACCGAGATAGCG | Pchrysogenum | Sequencing
0OJM1039 F TCCACTCGGCCAATTCTTCT | Pchrysogenum | Sequencing
0JM1040 R TCATCACGCCGTCTTGGAAA | Pchrysogenum | Sequencing
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Para la extraccion de ADN gendmico, las posibles cepas mutantes se cultivaron en medio liquido
PDB e incubaron durante 3-5 dias a 25 °C y 180 rpm. Una vez obtenido suficiente crecimiento
micelial, el ADN gendmico se extrajo empleando un kit comercial de Jena Bioscience, siguiendo
las instrucciones del fabricante. A partir del ADN extraido, se realizaron reacciones de PCR para
amplificar las regiones gendmicas correspondientes. La correcta amplificacion de los fragmentos
se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa, llevada a cabo a 120 V durante 20 min.
Posteriormente, los productos de PCR se purificaron con reactivo ExoSAP antes de ser enviados
para su secuenciacion por el método de Sanger (Ropero Pérez, 2026).

4.6 Valoracién fenotipica

Para la caracterizacion fenotipica de los mutantes y de la cepa control, se prepararon
suspensiones conidiales a partir de cultivos en placas de PDA. Se afiadieron 5 mL de agua estéril
a cada placa y la biomasa fungica se recuper6 mediante raspado con espatula estéril. Las
suspensiones obtenidas se filtraron a través de Miracloth para eliminar fragmentos miceliales.
Posteriormente, se realizdé una dilucion 1:100 para el recuento de conidios y se ajusto la
concentracion de cada muestra a 500 conidios por inéculo. Se depositaron 10 uL de cada
suspension en el centro de placas de PDA y MMA, realizando dos réplicas por mutante y por
medio de cultivo. El crecimiento de las colonias se evalué mediante la medicion del diametro
colonial y se comparé con el de la cepa control WT PCSO12112.

4.7 Comprobacioén de produccion de proteinas

Con la finalidad de evaluar la produccion proteica, los controles, que consistian en la cepa WT
PCS012112 y las cepas mutantes fueron cultivados en diferentes medios de cultivo: medio
minimo de P. chrysogenum (PcMM), medio completo de A. niger (CM) y medio yeast potato
dextrosa (YPD).

Para comparar la produccién de proteinas, se realizaron cultivos durante un periodo de entre 5
y 13 dias, dependiendo del medio empleado. Cada mutante se cultivé en 25 mL de medio PcMM,
en matraces Erlenmeyer de 100 mL, incubados a 30 °C y 200 rpm. Se realizé una réplica
biolégica por mutante y se recogieron muestras en los dias 2, 5, 7 y 13. En el caso de los medios
CM e YPD, los cultivos fueron mas cortos, recogiéndose muestras en los dias 2, 4 y 7, siguiendo
la misma metodologia de cultivo empleada para PcMM. Las muestras obtenidas se utilizaron
posteriormente para los analisis de cuantificacion proteica y deteccion especifica de PeAfpA.

La cuantificacion de proteinas totales se llevé a cabo mediante el método de Bradford. Para ello,
se emplearon placas de 96 pocillos, donde se afiadieron 20 yL de cada muestra y de los
estandares. Las muestras se analizaron por triplicado, mientras que la curva estandar (BSA: 0—
1 mg/mL) se realizé por duplicado. Posteriormente, se afiadieron 80 L de reactivo de Bradford
(Bio-rad) a cada pocillo y se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia
se midi6é a 595 nm.

Para la deteccién especifica de la proteina AFpA, se realizé un ELISA competitivo. Las placas se
recubrieron con 100 pyL de proteina PeAfpA purificada previamente en laboratorio diluida en
tampon de recubrimiento y se incubaron durante 24 horas. Tras el lavado con buffer, se afiadieron
50 pL de muestras, controles y curva de calibracion (PBS), junto con 50 pL de anticuerpo anti-
PeAfpA (1:100.000). Todas las condiciones se analizaron por triplicado, y las muestras se
evaluaron en diluciones seriadas (1:50, 1:100, 1:200 y 1:300).

Después de una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente, las placas se lavaron y se
afiadieron 100 pL del anticuerpo secundario (GAR-HRP), preparado a través del tampén PBST
y suero fetal bovino. Tras 30 minutos de incubacién, la placa se lavé y se afadieron 100 uL del
reactivo enzimatico TMB, la reaccion se detuvo mediante la adicién de 100 yL de H,SO, 1 M. La
absorbancia se midi6é a 405 nm (de Ovalle et al., manuscript in preparation).



Universidad
Europea vaLENCIA

4.8 Réplicas y andlisis estadistico

En los ensayos de cuantificacion de proteinas extracelulares mediante el método de Bradford,
se partié de dos réplicas biolégicas por condicion experimental (cepa WT PCS012112 y mutante
chsF 5.2). A partir de cada réplica bioldgica se realizaron tres réplicas técnicas, y en cada ensayo
se incluyé una curva de calibracion por duplicado.

En la cuantificacidn especifica de PeAfpA mediante ELISA competitivo, se emplearon las mismas
réplicas biologicas que en el ensayo de Bradford. Cada muestra se analiz6 por triplicado técnico
y en cuatro diluciones seriadas (1:50, 1:100, 1:200 y 1:300), incluyendo en cada ensayo una
curva de calibracion por triplicado.

Para el tratamiento estadistico, se utilizaron las medias de las réplicas técnicas correspondientes
a cada réplica biolégica, de modo que cada réplica biolégica quedo representada por un Unico
valor.

En el ensayo de caracterizacion fenotipica se emplearon dos réplicas biolégicas por cepa y medio
de cultivo. El diametro colonial se comparé entre la cepa control WT y las cepas mutantes de
forma independiente para cada dia y cada medio ensayado mediante ANOVA de un factor,
seguido de comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey.

En los ensayos de produccion de proteinas, las comparaciones entre la cepa control WT vy el
mutante chsF 5.2 se realizaron mediante la prueba t de Student para muestras independientes
en cada tiempo de muestreo. En aquellos casos en los que se descarto alguna réplica biolégica
y no se dispuso de un numero suficiente de réplicas validas, no se realizaron analisis estadisticos
inferenciales, y los resultados se interpretaron Unicamente de forma descriptiva. En todos los
casos, se considero significacion estadistica cuando p < 0,05.

4.9 Software

Para el analisis de las secuencias obtenidas por secuenciacion de Sanger se utilizé el software
SnapGene Viewer, mientras que los alineamientos de secuencias empleados para la
comprobaciéon de mutantes se realizaron con CLC Sequence Viewer 8.0. En los ensayos de
produccion de proteinas y en la caracterizacion fenotipica, la organizacion de los datos y la
elaboracién de tablas y graficas se llevaron a cabo mediante Microsoft Excel. La lectura y el
analisis de los resultados obtenidos en los ensayos de ELISA se realizaron con el software
SoftMax. Por su parte, el analisis estadistico de los datos se efectud con el programa Jamovi.

4.10 Declaracion de uso de IA

Durante la preparacion de este Trabajo Fin de Grado se recurrié a herramientas de inteligencia
artificial como apoyo para la revision de la redaccion, la correccion linglistica y la organizacion
de algunos contenidos. La toma de decisiones, el analisis de la informacion y la elaboracién final
del trabajo han sido responsabilidad exclusiva del estudiante.
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5. Resultados y discusidn

5.1 Secuencias de chsF y csmA de P. chrysogenum

Con el fin de identificar en P. chrysogenum las secuencias homodlogas a los genes de quitina
sintasas csmA 'y chsF de A. niger, se realizaron busquedas comparativas en mycocosm a partir
de las secuencias de referencia obtenidas en NCBI. La seleccion de las secuencias candidatas
se basé en los valores de porcentaje de identidad, score y e-value obtenidos en los analisis
BLASTX, un analisis que se realizé dado que comparar secuencias de ADN traducidas frente a
proteinas resulta adecuado para identificar homdélogos funcionales entre especies. La secuencia
homodloga a csmA en P. chrysogenum presenté un 77,1 % de identidad proteica, un score de
6630y un e-value de 0.0, mientras que la homologa a chsF mostré un 76 % de identidad proteica,
un score de 3346 y un e-value de 0.0. Estos valores indican una elevada similitud entre las
secuencias analizadas y apoyan su identificaciéon como las secuencias homoélogas a las quitina
sintasas de interés.

Con el objetivo de respaldar esta asignacién, las secuencias seleccionadas se alinearon y se
utilizaron para construir arboles filogenéticos mediante el método de Maximum Likelihood, tanto
a nivel de ADN como de proteinas. Como se observa en la (Figuras 2 y 3), tanto en el arbol de
proteinas como en el de ADN, las secuencias de P. chrysogenum seleccionadas se agruparon
proximas a csmA'y chsF de A. niger, lo que respalda su identificacién como las homélogas mas
probables. Los parametros de similitud de secuencia y el analisis filogenético aporta solidez a la
seleccion realizada.

Desde un punto de vista experimental, la correcta identificaciéon de estas secuencias fue
fundamental para el desarrollo del trabajo, ya que permitié seleccionar los genes diana para el
disefio de las guias CRISPR/Cas9. Ademas, el hecho de que ambas secuencias mostraran
porcentajes de identidad elevados y valores de e-value nulos sugiere una conservacion
significativa, compatible con una posible conservacién funcional. Este aspecto resultaba
especialmente relevante para el proyecto, ya que la similitud con las secuencias de A. niger
podria indicar que las homdlogas identificadas en P. chrysogenum desempefan funciones
similares. En consecuencia, su mutacién podria generar efectos fenotipicos comparables, lo que
justificé la seleccion de las homdlogas de csmA 'y chsF en P. chrysogenum para los experimentos
posteriores de edicidon genética.
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Figura 2. Arbol maximum likelihood de proteinas comparando la totalidad de las quitina sintasas de A.niger y
P. chrysogenum con el objetivo de detectar las secuencias homologas CsmA y ChsF de A.niger. Marcada en
rojo la secuencia de ChsF y en amarillo su homodloga en P.chrysogenum, Marcada en azul la secuencia CsmA

y en verde su homdloga P.chrysogenum.
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Figura 3. Arbol maximum likelihood de DNA comparando la totalidad de las quitina sintasas de A.niger y P.
chrysogenum con el objetivo de detectar las secuencias homologas csmA y chsF de A.niger, en
P.chrysogenum. Marcada en rojo la secuencia de chsF y en amarillo su homdloga en P.chrysogenum,

Marcada en azul la secuencia csmA y en verde su homdloga P.chrysogenum.
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5.2 Generacion del Cassette de transformacién con resistencia a terbinafina y
cloranfenicol

Para comprobar la correcta insercion de las guias CRISPR en el plasmido pLM-AMA15.0 (M6zsik
etal.,, 2021), se realizé una PCR de colonia de los transformantes obtenidos. Como control
negativo se utilizé agua, mientras que como control positivo se empleé el plasmido sin el inserto.
Las construcciones correspondientes a chsF guia 1, csmA guia 1, csmA guia 2 y chsF guia 2
mostraron un patréon de amplificacion compatible con la presencia del inserto en comparacion
con los controles, lo que indicoé que las guias habian sido introducidas en el plasmido de interés
(Figura 4). Cabe sefalar que la construccion chsF guia 1 presentd una banda de menor
intensidad que el resto, lo que podria deberse a una menor cantidad de ADN plasmidico en la
muestra 0 a una menor eficiencia de amplificaciéon. En conjunto, estos resultados confirmaron
que el ensamblaje de las guias en el plasmido PLM-AMA15.0 (Mdzsik et al., 2021) se habian
llevado a cabo de forma satisfactoria, permitiendo identificar que colonias bacterianas contenian
las construcciones plasmidicas recombinantes. La obtencién de estos plasmidos constituy6 un
paso fundamental para continuar con el procedimiento experimental, ya que permitié su posterior
aislamiento plasmidico y su empleo en los ensayos de transformaciéon de protoplastos en
P.chrysogenum. De este modo, la verificacion de las construcciones aseguré que las
transformaciones flngicas se realizaran con los vectores adecuados para dirigir la edicién a los
loci csmA y chsF mediante el sistema CRISPR/Cas9.
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bpng/05pg % :
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%100!2-\! 200 40
£ 7000 200 40
2 i
7 3000 200 40
g — 2000 200 40
% 1500 800 16.0
@
8 — 1000 250 50
3 700 250 50
g 500 750 150
b — 400 250 50
— 300 250 50
L —200 250 50
z —75 2650 50
2
k=
&

0.5 padanz, & cm length gel, . . .
1XTAE, 7 Vfem, 45 min Figura 4. PCR de colonia realizada
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insercion de las guias CRISPR en el
pldsmido pLM-AMA15.0. Carriles: 1,
marcador de peso molecular; 2,
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guia 2.
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5.3 Generacion de protoplastos y transformacién fingica

Tras la transformacion de protoplastos de P. chrysogenum con el plasmido CRISPR/Cas9, las
suspensiones se sembraron en medio MMSA suplementado con terbinafina para la seleccion de
transformantes. Como se observa en la Figura 5, la placa correspondiente al control positivo,
constituida por protoplastos no transformados sembrados en medio no selectivo, es decir, sin
terbinafina, mostré un crecimiento confluente. Esto indica que los protoplastos conservaron su
viabilidad tras el procedimiento de obtencién y manipulacion.

En las placas selectivas de transformacion, que contenian terbinafina y en las que se sembraron
protoplastos transformados con los plasmidos de interés, se observaron colonias aisladas
compatibles con transformantes resistentes. Por el contrario, en el control negativo, constituido
por protoplastos no transformados sembrados en medio selectivo, no se detectd crecimiento
apreciable. Estos resultados confirman que la seleccién fue efectiva y que las colonias obtenidas
tras la transformacion se debieron a la incorporacién del plasmido (Garrigues et al., 2022).

Control positivo Transformacion chsF Transformacion csmA Control negativo

Figura 5. Placa de fransformaciéon en MMSA suplementado con terbinafina con crecimiento de los hongos
fransformantes.

5.4 Comprobacién de cepas mutantes

La obtencidén de colonias transformantes en medio selectivo no permite confirmar por si sola la
presencia de mutantes, por lo que fue necesario llevar a cabo una verificacién molecular
mediante secuenciacion Sanger. Esta técnica permitié determinar si las colonias analizadas
presentaban mutaciones en el locus diana.

Tal y como se indicd en la metodologia, en una primera aproximacion los pases de purificacién
se realizaron en medio PDA, tanto selectivo como no selectivo. Tras este procedimiento, se
enviaron a secuenciar DNA gendmico de 13 mutantes en el gen csmA y 10 mutantes en el gen
chsF, Los resultados de secuenciacidon mostraron que ninguno de los potenciales mutantes csmA
era correcto, mientras que para chsF, solo el mutante 5.2, presentd la mutacion esperada. En
este caso, la proporcion de mutantes obtenidos para chsF fue cercana al 10 % (Garrigues et al.,
2022; Ropero Pérez, 2026), un valor compatible con eficiencias previamente descritas para
sistemas CRISPR/Cas9 similares. Sin embargo, en ¢smA no se obtuvo ningun mutante
confirmado.

Ante estos resultados, se decidié modificar el procedimiento de purificacién de transformantes y
sustituir los pases en PDA por pases en MMA, una estrategia que ya habia sido empleada
previamente en P. digitatum y que se asocié con una mejora en la recuperacién de mutantes
editados (Ropero Pérez, 2026). Tras este cambio, se secuencié 7 mutantes de chsF, de las
cuales 5 presentaron la mutacién esperada. En el caso de csmA, unicamente pudieron analizarse
2 mutantes mas, debido a la baja cantidad de DNA obtenido y a la falta de amplificacion del DNA
gendmico en las PCR realizadas.
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En conjunto, estos resultados sugieren que el uso de MMA durante los pases de purificacion
podria favorecer la recuperaciéon de transformantes editados, posiblemente debido a que un
crecimiento mas lento facilite la accion del sistema CRISPR/Cas9. No obstante, esta hipotesis
requeriria estudios adicionales, incluyendo el analisis de un mayor nimero de transformantes, la
realizacion de mas réplicas biolégicas independientes y la comparacion controlada entre pases
en PDA y MMA. Las mutaciones detectadas en el locus chsF fueron, en general, las esperadas
(Figura 6). De forma llamativa, todas las cepas mutantes analizadas presentaron exactamente la
misma modificacion, consistente en la insercion de un nucleétido de adenina en un sitio
especifico de la secuencia. La unica excepcion fue la cepa mutante 24.2.1, que ademas de esta
insercion presentaba una delecion adicional de tres nucleétidos. En cuanto a la proteina CsmaA,
la ausencia de mutantes confirmados no permite concluir de forma definitiva que la guia utilizada
sea ineficaz, ya que el nimero de muestras analizadas fue limitado. Por ello, serian necesarios
ensayos adicionales, incluyendo el andlisis de mas colonias y la evaluacion de guias alternativas,
para determinar si la falta de mutantes en este locus se debe a una baja eficiencia de edicion o
a otros factores experimentales.
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Figura é. Alineamiento de secuencias obtenidas a partir de las cepas mutantes frente a la WT PCSO12112. La
regidén reconocida por la guia se indica en rojo. El recuadrado en negro senala la insercion de adenina
detectada en las cepas mutantes, compatible con la reparacion por NHEJ tras el corte inducido por Cas9.

5.5 Valoracion fenotipica

Tal y como se describe en la metodologia, la purificacién de las cepas transformantes se realizé
inicialmente mediante pases sucesivos en medio PDA y, posteriormente, se ensayo el uso de
MMA con el fin de evaluar si este medio podia favorecer la recuperacion de mutantes editados
por CRISPR/Cas9. Como consecuencia, la verificacion molecular de las cepas se llevo a cabo
en dos tandas: una primera a partir del ADN extraido de colonias procedentes de pases en PDA
y una segunda a partir del ADN obtenido de colonias purificadas mediante pases en MMA.

Durante los pases de purificacion en MMA, se observé que algunas colonias mantenian una
coloracion blanquecina, mientras que, de forma habitual, las colonias de P. chrysogenum
adquieren una tonalidad verdosa tras la esporulaciéon. Esta observacion llevé inicialmente a
plantear que dicho fenotipo podria estar asociado a la presencia de mutaciones generadas por
el sistema CRISPR/Cas9. Sin embargo, esta hipdtesis no se confirmé de forma consistente, ya
que el primer mutante validado por secuenciacion presenté un fenotipo muy similar al de la cepa
control WT PCSO12112. Posteriormente, al secuenciar una segunda tanda de cepas,
concretamente chsF 16.1.1B, chsF 16.1.1V, chsF 16.2.1B, chsF 24.2.1 y chsF 26.1.1, se
comprobd que algunas colonias con aspecto blanquecino también correspondian a mutantes
editados (Figura 7). No obstante, la comparacion de las secuencias no mostré diferencias claras
en el tipo de edicion detectada entre los mutantes procedentes de colonias blanquecinas y
aquellos obtenidos a partir de colonias con fenotipo similar al de la WT. En conjunto, estos
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resultados sugieren que la coloracién observada durante los pases no puede considerarse, por
si sola, un marcador fiable de la presencia de la mutacion.

Figura 7. Colonias de las cepas mutantes de chsF obtenidas tras el proceso de purificacion. La cepa chsF 5.2
corresponde a un mutante aislado tras pases en PDA, mientras que el resto de las cepas mostradas (chsF
16.1.1B, chsF 16.1.1V, chsF 16.2.1B, chsF 24.2.1 y chsF 26.1.1) proceden de pases sucesivos en MMA.

Con el fin de evaluar si las cepas mutantes presentaban alteraciones fenotipicas mas alla de esta
observacion inicial, se realizd un ensayo de caracterizacion fenotipica estandarizado mediante
la inoculacion de 500 conidios por placa en medios PDA y MMA, y el crecimiento de las colonias
se sigui6 durante los dias 4, 5 y 6 mediante la medicion del diametro colonial (Figura 8).

En PDA, la evolucion del crecimiento fue muy similar entre la cepa control y las cepas mutantes
a lo largo de todo el ensayo (Figura 9). Esta observacion quedé respaldada por el andlisis
estadistico, ya que las comparaciones multiples entre la WT y cada una de las cepas mutantes
no revelaron diferencias significativas en ninguno de los dias analizados (Tabla 3). En conjunto,
estos resultados indican que, en este medio, el crecimiento radial de las cepas mutantes fue
comparable al de la cepa control.

En MMA, el patrén general de crecimiento también mostré un aumento progresivo del diametro
colonial en todas las cepas analizadas a lo largo del experimento (Figura 10). Sin embargo, a
diferencia de lo observado en PDA, las comparaciones estadisticas indicaron que en el dia 6 la
cepa chsF 5.2 presenté una diferencia significativa con respecto a la WT (p = 0,011), mientras
que en los dias 4 y 5 no se detectaron diferencias significativas entre la cepa control y ninguna
de las cepas mutantes (Tabla 4). Ademas, las cepas 16.2.1B y 26.1.1 mostraron en el dia 6
valores proximos al umbral de significacion (p = 0,059), aunque sin alcanzar significacién
estadistica (Tabla 4). No obstante, esta diferencia significativa debe interpretarse con cautela, ya
que el analisis se bas6 Unicamente en dos réplicas biolégicas por cepa, un numero reducido que
limita la solidez de las conclusiones y no permite considerar estos resultados como
completamente concluyentes.

En conjunto, los resultados indican que las mutaciones analizadas no provocaron alteraciones
fenotipicas generalizadas y claramente reproducibles en el crecimiento colonial bajo las
condiciones estudiadas. En PDA, todas las cepas mutantes mostraron un crecimiento
comparable al de la WT durante todo el ensayo, mientras que en MMA Unicamente la cepa chsF
5.2 presentd una diferencia significativa en el dia 6, aunque este resultado debe valorarse con
prudencia debido al bajo numero de réplicas bioldgicas. Aunque algunas colonias presentaron
una coloracidon mas blanquecina que la observada habitualmente en la cepa control (Figuras 7 y
8), este rasgo no mostrd una relacion consistente con la presencia de la mutacion ni con un tipo
concreto de edicion. Por ello, la coloracién de la colonia no puede considerarse, por si sola, un
indicador fiable de mutacion. Para aclarar si este fenotipo esta realmente relacionado con la
modificacidn genética introducida, serian necesarios analisis adicionales, como la secuenciacion
completa del genoma de las cepas mutantes.

16



Universidad
Europea VALENCIA

Figura 8. Crecimientos de las diferentes cepas mutantes en comparacion con la cepa WT PCSO12112, en 2
medios de cultivo PDA y MMA fras 6 dias de incubacion.

Diametro colonial en PDA
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Figura 9. Evolucién del didmetro colonial de la cepa control WT PCSO12112 y de las cepas mutantes crecidas
en medio PDA durante los dias 4, 5y 6 de cultivo.

Tabla 3. Valores de p de las comparaciones multiples (Tukey) entre la cepa control WT PCSO12112 y las cepas
mutantes en medio PDA durante los dias 4, 5y é de cultivo.

Comparacion Dia 4 p (Tukey) | Dia 5 p (Tukey) | Dia 6 p (Tukey)
WT vs 16.2.1B 0,900 1,000 0,999
WT vs 24.2.1 0,196 0,601 0,509
WT vs 26.1.1 0,196 0,781 1,000
WT vs chsF_16.1.1B | 1,000 1,000 0,999
WT vs chsF_16.1.1V | 1,000 1,000 0,886
WT vs chsF_5.2 0,640 0,922 0,980
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Diametro colonialen MMA
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Figura 10. Evolucién del didmetro colonial de la cepa control WT PCSO12112y de las cepas mutantes crecidas
en medio MMA durante los dias 4, 5y 6 de cultivo.

Tabla 4. Valores de p de las comparaciones multiples (Tukey) entre la cepa control WT PCSO12112 y las cepas
mutantes en medio MMA durante los dias 4, 5y 6 de cultivo.

Comparacioén Dia 4 p (Tukey) Dia 5 p (Tukey) Dia 6 p (Tukey)
WT vs 16.2.1B 1,000 0,412 0,059
WT vs 24.2.1 0,993 0,769 0,358
WT vs 26.1.1 0,286 0,278 0,059
WT vs chsF_16.1.1B 0,856 0,916 0,358
WT vs chsF_16.1.1V 0,856 1,000 0,725
WT vs chsF_5.2 0,856 0,916 0,011

5.6 Evaluacion de la produccion de proteinas

Debido a limitaciones de tiempo, el ensayo de produccion proteica se llevoé a cabo unicamente
con el primer mutante confirmado, chsF 5.2, comparandolo con la cepa control WT PCSO12112.
Para evaluar su comportamiento, se analizaron tanto la proteina total secretada al medio
mediante el método de Bradford como la produccion especifica de PeAfpA mediante ensayo
ELISA competitivo, utiizando como medio de cultivo PcMM, que es el empleado
convencionalmente para la produccion de PeAfpA. Como analisis complementario, los
sobrenadantes de cultivo también se evaluaron mediante SDS-PAGE.

En primer lugar, el analisis por SDS-PAGE mostré una acumulacién progresiva de proteinas
extracelulares en ambas cepas a lo largo del cultivo, especialmente en los dias 5 y 7,
observandose perfiles proteicos globalmente similares entre la WT y el mutante (Figura 11).
Aunque este analisis no permitio identificar diferencias evidentes entre ambas cepas ni tampoco
una banda inequivoca atribuible a PeAfpA, si puso de manifiesto un incremento general de la
proteina extracelular en los sobrenadantes conforme avanzé el cultivo.

Esta tendencia fue coherente con la cuantificacién de proteina total mediante Bradford, que
mostré que ambas cepas incrementaron su produccion extracelular a lo largo del cultivo en PcMM
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(Figura 12). En el dia 5, la produccidn proteica del mutante fue superior a la observada en la WT,
mientras que en el dia 7 ambas cepas presentaron valores similares, con valor ligeramente
superior en la WT. Finalmente, en el dia 13, la cepa mutante volvié a mostrar una concentracion
proteica ligeramente superior. Sin embargo, las comparaciones estadisticas entre ambas cepas
realizadas de forma independiente para cada dia de cultivo mediante t de Student no revelaron
diferencias significativas en ninguno de los tiempos analizados (dia 2: p = 0,423; dia 5: p = 0,264;
dia 7: p = 0,441; dia 13: p = 0,398) (Tabla 5). En conjunto, estos resultados indican que la
mutacion en chsF no comprometié la secrecion global de proteinas y tampoco produjo cambios
significativos en este parametro bajo las condiciones ensayadas.

En cuanto a la produccién especifica de PeAfpA, el analisis por ELISA competitivo mostré un
comportamiento diferente entre ambas cepas (Figura 13). Aunque en el dia 5 los valores fueron
similares, a partir del dia 7 la cepa control presentd valores de PeAfpA superiores a los del
mutante, tendencia que se mantuvo hasta el final del cultivo. En el dia 13, la concentracion
observada en la WT fue mayor que la detectada en el mutante chsF 5.2 Cabe senalar que,
aunque PeAfpA presenta un peso molecular aproximado de 6 kDa, el analisis por SDS-PAGE no
permitié identificar de forma inequivoca una banda diferencial atribuible a esta proteina (Figura
11), lo que refuerza la utilidad del ELISA como técnica mas sensible para su deteccion especifica.

Con el fin de evaluar la proporcion de PeAfpA dentro de la proteina extracelular total producida
por cada cepa, se calculd la ratio PeAfpA/proteina total (Figura 14; Tabla 6). Este analisis mostré
que en el dia 5 el mutante chsF 5.2 presentoé un valor ligeramente superior al de la WT, mientras
que en los dias 7 y 13 la cepa control mostré ratios mas elevados. Sin embargo, dado que no se
dispuso de suficientes réplicas bioldgicas validas, estos resultados solo pueden interpretarse de
forma descriptiva.

En conjunto, los resultados obtenidos en PcMM indican que la mutacién en chsF no altera
significativamente la produccion total de proteinas extracelulares y, al mismo tiempo, no permiten
establecer conclusiones firmes sobre su efecto en la produccién especifica de PeAfpA. Por ello,
aunque la cepa mutante mantiene una buena capacidad secretora general, sera necesario
ampliar el analisis con un mayor numero de réplicas bioldgicas y de mutantes independientes
para determinar con mayor solidez el impacto de esta modificacion genética sobre la produccién
de la proteina de interés.
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Figura 11. Andlisis por SDS-PAGE de los sobrenadantes de cultivo de la cepa control WT PCSO12112 (C) y del
mutante chsF 5.2 (M) en medio PCMM, correspondientes a los dias 2. 5, 7 y 13 de cultivo.
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Figura 12. Produccién total de proteinas de la cepa control WT PCSO12112 y del mutante chsF 5.2 cultivados
en PcMM, determinada mediante el método de Bradford.

Tabla 5. Resultados de la prueba t de Student para muestras independientes para la produccién de proteinas
extracelulares en medio PcMM, determinada mediante el método de Bradford, en la cepa WT PCSO12112y
el mutante chsF 5.2.

Dia p-valor
2 0,423
5 0,264
7 0,441
13 0,398

20



Universidad
Europea VALENCIA

Produccién de proteina PeAfpA en PcMM
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Figura 13. Produccion especifica de PeAfpA de la cepa contfrol WT PCSO12112 y del mutante chsF 5.2 en
medio PcMM, cuantificada mediante ELISA competitivo
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Figura 14. Evolucion del ratio PeAfpA/proteina total en la cepa control WT PCSO12112y en el mutante chsF 5.2
cultivados en medio PCMM. El ratio se calculd a partir de los valores obtenidos por ELISA competitivo y Bradford,
y se expresd en porcentaje.

Tabla 6. Ratio entre la produccién especifica de PeAfpA vy la proteina extracelular total en la cepa control WT
PCSO12112 y el mutante chsF 5.2 cultivados en PCMM.

Dia de cultivo | WT PCS0O12112 (%) | chsF 5.2 (%)
2 0,00 0,00
5 1,33 1,98
7 3,23 1,88
13 2,96 2,26
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A partir de los resultados obtenidos en PcMM, se decidi6 evaluar otros medios de cultivo con el
fin de comprobar si podian favorecer una mayor produccion de PeAfpA. Para ello, se seleccioné
el medio YPD, ya que habia sido utilizado previamente en estudios del grupo como un medio
adecuado para la produccién de esta proteina, asi como el medio CM, empleado en el trabajo
de referencia en el que se basa este estudio (Barthel et al., 2024).

En el caso del medio YPD, el analisis de los sobrenadantes mediante SDS-PAGE mostré una
acumulacion progresiva de proteinas extracelulares en ambas cepas a lo largo del cultivo,
especialmente en los dias 4 y 7, con perfiles proteicos globalmente similares entre la cepa control
WT PCSO0121112 y el mutante chsF 5.2 (Figura 15). No obstante, el gel no permitié identificar
diferencias claras y consistentes entre ambas cepas ni tampoco una banda inequivoca atribuible
a PeAfpA, lo que pone de manifiesto la necesidad de recurrir a técnicas mas sensibles y
especificas para evaluar la produccion de esta proteina.

La cuantificacion de proteina total mediante Bradford mostré diferencias en la dinamica de
produccion entre ambas cepas (Figura 16). En los primeros tiempos de cultivo, concretamente
en los dias 2 y 4, el mutante presenté concentraciones de proteina total superiores a las
observadas en la WT. Sin embargo, en el dia 7, la cepa control alcanzé valores mas elevados,
mientras que en el mutante se observé una estabilizaciéon o ligero descenso de la produccion.
No obstante, las comparaciones estadisticas entre ambas cepas realizadas de forma
independiente para cada dia de cultivo mediante t de Student no revelaron diferencias
significativas en ninguno de los tiempos analizados (dia 2: p = 0,209; dia 4: p =0,229; dia 7: p =
0,188) (Tabla 7). En conjunto, estos resultados indican que en YPD la mutacién en chsF no alterd
significativamente la produccion total de proteinas extracelulares, aunque si parece modificar de
forma descriptiva su cinética a lo largo del cultivo.

En cuanto a la produccion especifica de PeAfpA, el analisis por ELISA competitivo mostré un
comportamiento relativamente similar entre ambas cepas (Figura 17). Tanto el mutante como el
control incrementaron la produccion de PeAfpA entre los dias 2 y 4, alcanzando valores maximos
en torno a los dias 4-7. Sin embargo, las diferencias observadas entre ambas cepas fueron
reducidas y, ademas, se detectd variabilidad entre las muestras. A ello se suma que una de las
réplicas bioldgicas correspondientes al mutante tuvo que ser descartada, por lo que no se
dispuso de un numero suficiente de réplicas biolégicas vélidas para realizar un analisis
estadistico robusto. En consecuencia, estos resultados solo pueden interpretarse de forma
descriptiva y no permiten afirmar de forma concluyente la existencia de diferencias reales en la
produccion especifica de PeAfpA entre la WT y el mutante en este medio.

Con el fin de valorar la produccion relativa de PeAfpA respecto a la proteina extracelular total, se
calculé ademas el ratio entre la concentracion de PeAfpA determinada por ELISA y la proteina
total cuantificada mediante Bradford (Figura 18; Tabla 8). Este cociente mostré que la cepa
control present6 una ratio superior al del mutante en los dias 2 y 4, mientras que en el dia 7 el
mutante alcanzoé un valor mas alto. Estos resultados sugieren que, aunque la secrecion total de
proteinas y la produccién especifica de PeAfpA fueron globalmente comparables entre ambas
cepas, la proporcion relativa de PeAfpA con respecto a la proteina total varié a lo largo del cultivo
y no siguié una tendencia claramente favorable para ninguna de las dos cepas. No obstante, este
analisis debe interpretarse exclusivamente de forma descriptiva, ya que se calculd a partir de
datos para los que no se dispuso de un numero suficiente de réplicas biolégicas validas como
para realizar un analisis estadistico inferencial.

En conjunto, los resultados obtenidos en YPD indican que el perfil temporal de produccion
proteica en este medio es diferente del observado en PcMM, probablemente como consecuencia
de la distinta composicion nutricional de ambos medios. No obstante, estos resultados no
permiten concluir de forma clara que la mutacion en chsF mejore la produccion especifica de
PeAfpA. Por ello, seria necesario ampliar el analisis con un mayor numero de réplicas biologicas
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y mutantes independientes para determinar si las tendencias observadas responden a un efecto
biolégico real o a la variabilidad propia del sistema.
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Figura 15. Andlisis por SDS-PAGE de los sobrenadantes de cultivo de la cepa control WT PCSO12112 (C) y del
mutante chsF 5.2 (M) en medio YPD, correspondientes a los dias 2, 4y 7 de cultivo.
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Figura 16. Produccion total de proteinas de la cepa control WT PCSO12112 y del mutante chsF 5.2 cultivados
en YPD, determinada mediante el método de Bradford.

Tabla 7. Resultados de la prueba t de Student para muestras independientes para la produccién de proteinas
extracelulares en medio YPD, determinada mediante el método de Bradford, en la cepa WT PCSO12112 vy el
mutante chsF 5.2.

Dia p-valor
2 0,209
4 0,229
7 0,188
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Figura 17. Produccion especifica de PeAfpA de la cepa control WT PCSO12112 y del mutante chsF 5.2 en
medio YPD, cuantificada mediante ELISA competitivo.
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Figura 18. Evolucion del ratio PeAfpA/proteina total en la cepa control WT PCSO12112y en el mutante chsF 5.2
cultivados en medio YPD. El ratio se calculd a partir de los valores obtenidos por ELISA competitivo y Bradford,
y se expresd en porcentaje.

Tabla 8. Ratio entre la produccion especifica de PeAfpA vy la proteina extracelular total en la cepa control WT
PCSO12112 y el mutante chsF 5.2 cultivados en YPD.

Dia de cultivo | WT PCSO121112 (%) | chsF 5.2 (%)

2 0,73 0,35
4 0,93 0,70
7 0,36 0,86
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Con el fin de evaluar si el medio CM, empleado en el trabajo de referencia de (Barthel et al.,
2024), podia favorecer la produccion proteica en la cepa mutante chsF 5.2, se analizaron los
sobrenadantes de cultivo mediante SDS-PAGE y la produccion especifica de PeAfpA mediante
ELISA competitivo. En primer lugar, el analisis por SDS-PAGE mostré perfiles proteicos muy
tenues y con escasa definicion a lo largo del cultivo, observandose unicamente bandas débiles
en ambas cepas (Figura 19). Esta observacion sugiri6 que la cantidad total de proteina
extracelular presente en los sobrenadantes era muy baja. Por este motivo, no se consideré
adecuado realizar su cuantificacion mediante Bradford, ya que, debido a su menor sensibilidad,
en estas condiciones probablemente no se detectarian proteinas de forma fiable.

Al analizar especificamente la produccion de PeAfpA mediante ELISA competitivo, se observé
un comportamiento diferente entre ambas cepas (Figura 20). La cepa control mantuvo niveles
bajos y relativamente estables a lo largo del cultivo, mientras que el mutante chsF 5.2 mostré un
incremento mas acusado, especialmente a partir del dia 4, alcanzando los valores mas altos en
el dia 7. No obstante, esta aparente diferencia debe interpretarse con cautela. La comparacion
entre la cepa control y el mutante en cada dia de cultivo mediante la prueba t de Student no
detecté diferencias significativas en ninguno de los tiempos analizados (dia 2: p = 0,426; dia 4:
p = 0,184; dia 7: p = 0,293) (Tabla 9). Por tanto, los datos obtenidos no permiten afirmar que
exista una mejora significativa en la produccion especifica de PeAfpA asociada a la mutacion en
chsF en este medio.

Ademas, en este medio no fue posible calcular el ratio entre la producciéon de PeAfpAYy la proteina
extracelular total, ya que dicho analisis requeria disponer de los valores de proteina total
obtenidos mediante Bradford, y esta determinacién no se llevé a cabo debido al bajo nivel de
proteinas observado.

En conjunto, los resultados obtenidos en CM no muestran una mejora significativa en la
produccion especifica de PeAfpA en el mutante analizado. No obstante, la tendencia observada
sugiere que CM podria considerarse un medio de interés para futuros ensayos, siempre que se
amplie el numero de réplicas biologicas para confirmar si existe un efecto productivo real
asociado a la mutacioén en chsF.
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Figura 19. Andlisis por SDS-PAGE de los sobrenadantes de cultivo de la cepa control WT PCSO12112 (C) vy del
mutante chsF 5.2 (M) en medio CM, correspondientes a los dias 2, 4y 7 de cultivo.
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Figura 20. Produccion especifica de PeAfpA de la cepa contfrol WT PCSO12112 y del mutante chsF 5.2 en
medio CM, cuantificada mediante ELISA competitivo.

Tabla 9. Valores de significacién obtenidos mediante la prueba t de Student para la comparacién de la
produccién especifica de PeAfpA entre la cepa control WT PCSO12112 y el mutante chsF 5.2 en medio CM.

Dia | p-valor

2 0,426
4 0,184
7 0,293

Finalmente, se comparé la produccién especifica de PeAfpA del mutante chsF 5.2 en los distintos
medios de cultivo ensayados, observandose que PcMM seguia siendo el medio mas favorable
para la acumulacién de la proteina de interés. En este medio, la concentracion de PeAfpA
aumentd progresivamente a lo largo del cultivo, alcanzando los valores mas elevados en el ultimo
punto analizado. Por el contrario, en YPD y CM la produccion fue inferior y mostré una tendencia
mas limitada, con una estabilizaciéon temprana o una mayor variabilidad entre réplicas.

Estos resultados indican que, al menos para el mutante analizado, el cambio de medio de cultivo
no mejoro la produccién especifica de PeAfpA con respecto a las condiciones convencionales de
cultivo. De hecho, PcMM, que ya habia sido descrito como un medio adecuado para la
produccion de esta proteina, continud siendo la condicion mas eficiente. Esto sugiere que,
aunque medios como YPD o CM pueden modificar la cinética de secrecion o favorecer la
acumulacion de ofras proteinas extracelulares, no necesariamente resultan mas apropiados para
maximizar la produccion especifica de PeAfpA.

Un aspecto adicional que conviene considerar al interpretar en conjunto estos resultados es que
la mutacion en chsF podria haber influido no solo en la capacidad secretora del hospedador, sino
también en su respuesta frente a la propia PeAfpA producida. El gen chsF codifica a una quitina
sintasa de clase lll, y este grupo se ha relacionado principalmente con funciones mas especificas
de mantenimiento de la integridad de la pared celular, reparacion de la red de quitina o separacién
celular, mas que con la sintesis masiva de pared, que recae en mayor medida en otras quitina
sintasas, especialmente las de la division Il. Por ello, aunque la alteracion de chsF podria
modificar la organizaciéon de la pared celular y afectar indirectamente a la secrecién, no
necesariamente cabria esperar un efecto tan marcado como el derivado de la modificacién de
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quitina sintasas mas directamente implicadas en la biosintesis mayoritaria de quitina. Ademas,
dado que PeAfpA actua sobre la superficie fungica y altera rutas relacionadas con la integridad
de la pared celular, la mutacién en chsF pudo haber modificado la pared del hospedador y, con
ello, reducir su capacidad para tolerar la propia AFP producida. Aunque esta posibilidad no se
analiz6 de forma especifica en el presente trabajo, podria haber contribuido, al menos en parte,
a la ausencia de una mejora clara y reproducible en la produccién especifica de PeAfpA
observada en los distintos medios de cultivo.

No obstante, dado que este analisis se realizé Unicamente con el mutante chsF 5.2, seria
necesario ampliar el estudio a otros mutantes y a un mayor nimero de réplicas para confirmar si
esta tendencia se mantiene de forma general.

Produccion de PeAfpA de los mutantes
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Figura 21. Comparacién de la produccién especifica de PeAfpA del mutante chsF 5.2 en los distintos medios
de cultivo ensayados (PcMM, YPD y CM) a lo largo del fiempo, determinada mediante ELISA competitivo.

6.Conclusiones

1. En este trabajo se identificaron en P. chrysogenum las secuencias homoélogas de csmA'y chsF
descritas previamente en A. niger, o que permitié disefiar guias CRISPR/Cas9 dirigidas a ambos
genes y construir los vectores correspondientes. La comprobacion de la insercidon de las guias
en el plasmido confirmo que las construcciones obtenidas eran adecuadas para su posterior uso
en los ensayos de transformacion, validando asi la estrategia molecular planteada.

2. La transformacion de protoplastos de P. chrysogenum con estos vectores permitié obtener
colonias transformantes, cuya verificacion molecular mediante PCR y secuenciacién confirmé la
generacion de mutantes en el locus chsF. Las mutaciones detectadas fueron, en general, las
esperadas y compatibles con eventos de reparacion por NHEJ tras el corte inducido por Cas9.
En cambio, en el caso de csmA no se obtuvieron mutantes confirmados en las muestras
analizadas, aunque el niumero de colonias estudiadas fue limitado, por lo que no puede
descartarse la funcionalidad de las guias ni excluir la influencia de otros factores experimentales.
En este sentido, los resultados obtenidos demuestran que el sistema CRISPR/Cas9 constituye
una herramienta util para la edicion dirigida de genes de quitina sintasa en P. chrysogenum.

3. La caracterizacion fenotipica mostré que el mutante analizado con mayor profundidad, chsF
5.2, mantuvo un crecimiento comparable al de la cepa control WT PCS012112, sin alteraciones
severas en las condiciones ensayadas. Asimismo, aunque durante los pases de purificacion
algunas colonias mostraron una coloracién blanquecina, este fenotipo no se correlaciond de
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forma consistente con un patrén de mutacion concreto, por o que no puede considerarse un
marcador fiable de edicion. El analisis estadistico del crecimiento indicé que en medio PDA no
existieron diferencias significativas entre cepas, mientras que en medio MMA si se detectaron
diferencias globales entre ellas, aunque estas no se tradujeron en diferencias significativas entre
la WT y las cepas mutantes tras las comparaciones multiples.

4. Desde el punto de vista de produccién de proteinas, la cuantificacion mostré que la mutacion
en chsF no comprometio la secrecion global de proteinas extracelulares, pero tampoco se tradujo
en una mejora clara y reproducible en la produccion especifica de PeAfpA. En el mutante chsF
5.2, la produccion total de proteinas fue comparable a la de la cepa control, mientras que la
produccion especifica de PeAfpA no superé de forma consistente a la de la cepa WT. La
comparacion entre medios de cultivo indic6 ademas que PcMM siguié siendo la condicion mas
favorable para la acumulacion de esta proteina, mientras que CM mostré resultados de interés
que justifican su estudio adicional. En este contexto, no puede descartarse que la mutacion en
chsF, al alterar una quitina sintasa implicada en la organizacion de la pared celular, pudiera haber
influido también en la tolerancia del hospedador frente a la propia PeAfpA producida, lo que
podria haber limitado una posible mejora productiva.

En conjunto, los resultados obtenidos confirman la viabilidad técnica de la estrategia planteada
y aportan una primera aproximacion al efecto de la modificacién de genes de quitina sintasa
sobre la fisiologia y la capacidad de produccién de proteinas de P. chrysogenum. No obstante,
dado que el analisis se realizé con un niumero reducido de réplicas y unicamente con uno de los
mutantes obtenidos, estas conclusiones deben considerarse preliminares. Por ello, como
continuacion de este trabajo, sera necesario evaluar el resto de mutantes generados en los
medios mas prometedores, especialmente PcMM y CM, asi como ensayar las guias alternativas
disefiadas, sobre todo en el caso de csmA, con el fin de determinar con mayor solidez el potencial
biotecnolégico de esta estrategia para optimizar la produccién de proteinas, especialmente de
PeAfpA en P. chrysogenum.
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Anexo 1. Medios de cultivo y soluciones

« Maedios de cultivo
LB (Luria-Bertani)

- 10 g/l triptona

- 54/l extracto de levadura
- 1049/l NaCl

- 1549/l agar

- Autoclave 121 °C 20 min

MM (Medio minimo de A.niger)

- 69/l NaNO3

- 159/l KH2PO4

- 0.5¢/l KCI

- 0.5g/l MgSO, x 7H20

- 154/l agar

- Autoclave 121 °C 20 min
- 1% glucosa

- 0.2 ml/l Vishniac

MMS (Medio minimo sacarosa A.niger)

- 6g/l NaNO3

- 1.5g/l KH2PO4

- 0549/ KCI

- 059/l MgSO, x 7H20

- 159/l agar

- 325 g/l sacarosa

- Autoclave 121 °C 20 min
- 0.2 ml/l Vishniac

CM (Medio completo de A.niger)

- MM

- 2 g/ltriptona

- 1 g/l casaminoacidos

- 1 g/l extracto de levadura

- 0.5 g/l &cidos ribonucleicos de levadura

PcMM (Medio minimo de P.chrysogenum)

- 3649/l NaNO3

- 0.54¢/l KCI

- 0549/l MgSO,x7H,0

- 0.059/l FeSO4 x 7 H,0O
- 20 g/l sacarosa

- Autoclave 121 °C 20 min
- 25 ml tampén K2HPO4
- 1 ml elementos traza
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YPD (Yeast peptona Dextrosa)

- 10 g/l extracto de levadura
- 20 g/l peptona

- 20 g/l glucosa

- Autoclave 121 °C 20 min

e Medios y soluciones para fransformacion
MgS04 0.6 M (500ml)

- 73.9gMgS0O, x7H,;0
SC solucion (Sorbitol Calcium Chloride)

- 182.2 g/l sorbitol
- 7.35¢g/l CaCl, x 2 H,O
- Autoclave 121 °C 20 min

PS buffer

- 0.2 M Tampén fosfato sédico
- 0.8 M D- sorbitol
- Autoclave 121 °C 20 min

Solucién B

- 1 M D-sorbitol (91.1g en 500ml)

- 50 mM CaCl,(3.67g CaCl, x H,0)

- 10mM Tris-HCI (0.6g TRIS base afiadir HCI pH)
- pH 7,5 Autoclave 121 °C 20 min

Solucion C

- 25% PEG 8000 (125g en 500ml)

- 50 mM CaCl,(3.67g CaCl, x H,0)

- 10mM Tris-HCI (0.6g TRIS base afiadir HCI hasta alcanzar pH 7.5)
- pH 7,5 Autoclave 121 °C 20 min

TM (medio de transformacion)

- MM

- 0.5% extracto de levadura

- 0.2% casamino acidos

- pH 6 Autoclave 121 °C 20 min

- 2% glucosa esterilizada por filtracion

« Antibidticos y antimicéticos

- Terbinafina 0.5 ug/ml
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e Geles de proteinas

Gel resolving 16%

- 2.5ml 1.5M Tris — HCI pH 8.8 0.4% SDS
- 5.34 ml 30% acrilamida: bisacrilamida

- 2.06 mlH,O

- 100 pl APS 10%

- 4ul TEMED (campana de extraccion)

Gel stacking

- 1ml 0.5M Tris-HCI pH 6.8, 0.4% SDS
- 0.66 ml 30% acrilamida: bisacrilamida
- 234 mlH,0

- 100 pl APS 10%

- 4ul (campana de extraccion)

e Gel de agarosa para DNA
- 100ml TAE
- 1% Agarosa

Anexo 2. Herramientas utilizadas en la elaboracion del TFG

e Redaccion académica

- Herramienta: chat GPT 5.4
- Funciones: mejora de la redaccion

e Gestion de referencias

- Herramienta: Zotero

- Funciones: gestion, organizacion y edicion de referencias bibliograficas, asi como
insercion de citas y generacion automatica de la bibliografia conforme a la normativa
APA 7.2 edicion. Esta herramienta facilitd la recopilacion y el formateo de las fuentes
empleadas, contribuyendo a una presentacion mas ordenada del trabajo.
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