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Introducciéon. Humphreya coffeata es un basidiomiceto
empleado en la medicina tradicional. Estudios previos han
demostrado que H. coffeata produce polisacéaridos (1;2) y
terpenoides (3) con potencial citotoxico en células de
leucemia. Los terpenoides son los metabolitos
secundarios mas abundantes, por ejemplo, en hongos del
género Ganoderma, representan mas del 50% de los
metabolitos secundarios conocidos (4). Por su parte, H.
coffeata cambia el perfil quimico de los acidos
terpenoides, dependiente de la fuente de carbono del
medio de cultivo (3). Si bien no se conoce como ocurre la
regulacion de sintesis de terpenoides por fuente de
carbono, se ha reportado que en algunos hongos hay
regulacion del nivel de expresion de las terpeno sintasas
(TPS), las cuales realizan la ciclacion (terpeno ciclasas) y
adicion de grupos funcionales (enzimas “tailoring”) de los
terpenoides (5,6). Nuestro objetivo es determinar como la
fuente de carbono impacta la expresion de las terpeno-
sintasas de H. coffeata.

Metodologia. La cepa de H. coffeata, fue donada por la
Universidad EAFIT (Medellin-Colombia), de la cual ya se
tiene su genoma secuenciado. Cultivar el hongo en medio
complejo liquido (usando glucosa o lactosa). Extraer los
metabolitos de la biomasa y sobrenadantes con
disolventes organicos (7) y obtener sus perfiles
cromatograficos en capa fina (TLC). Comparar los
metabolitos (triterpenoides) diferentes en cada condicion,
usar el reactivo de Libermann-Buchard y H2SO4 (10%)
para revelar. Purificar los triterpenoides producidos
diferencialmente, mediante HPLC (7), para el posterior
analisis por espectroscopia de infrarrojo, espectrometria
de masas y resonancia magnética nuclear y elucidar una
posible estructura. A partir de las maodificaciones
observadas en los terpenoides identificados, se medira la
expresioén de los genes codificantes para las posibles TPS
responsables, mediante RT-qPCR. Para esto, se
buscaron las secuencias de los genes de todas las
posibles TPS que posea H. coffeata en su genoma. Se
espera observar cambios en los niveles de expresion de
las TPS propuestas, con cada fuente de carbono.
Resultados. Al comparar los perfiles cromatograficos de
los extractos obtenidos en ambas condiciones de cultivo,
se observan cambios en el tipo y cantidad de metabolitos
obtenidos (Fig. 1). Adicionalmente, se han identificado 50

secuencias en el genoma de H. coffeata, que pueden ser
genes de las terpeno-sintasas putativas. En este analisis
se encontraron 45 secuencias de enzimas tailoring
putativas, correspondientes con diferentes citocromos
P450. Asimismo, dos de las secuencias corresponden con
la A(6)-protoiludeno sintasa (sesquiterpeno ciclasa) y una
secuencia con la lanostano ciclasa (triterpeno ciclasa). Por
esta razdn, es probable que la diversificacion de
terpenoides, este ligada a la regulacidon de las enzimas
tailoring.
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Fig. 1. Perfiles cromatograficos de los extractos a) hexanicos, b)
cloroférmicos. Se us6 H,SO,410% para revelar. R: acido ursélico, G:
glucosa, L: lactosa, H: extracto hexanico, C: extracto cloroférmico

Conclusiones. H. coffeata produce metabolitos

diferentes, estos dependientes de la fuente de carbono

empleada en el medio de cultivo. Al existir mas secuencias

de genes de enzimas tailoring que de terpeno ciclasas, la

diversificacion de las moléculas terpenoides puede

deberse a la regulacién de las primeras.
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