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1. INTRODUCCION 

Los hongos son ar gan i srnos eUcar i ót i co-s he terótrofos con 
micelio caracteristico y nutrición por a.bsorción'. La ,_mayor parte 
son saprófitos, pues obtien.en el alimento á- · part::ir.':.•_-de'. niater1a 
orgánica muerta que degradan rnediant_e 'ei1z1rnas•:::.extrá'CeTu1a'res 

( Deac~~' !!~~~d ucc ión en léis hongos· '.eo.r" .. ~'a':ns'ee':.x1-,u0'. ·ªs':_:l··--. j~q;ou.:e,;~flªr~:ee~:~~u~'.a1'.'a1.t_ y 
presentan un sisterná de'',rnernbr,an:as :':y .• ., - ,. .:'k1i 
transporte de solutos·y rn~crCirnolécul~s é!l }•un··· si'st'erna;· h:ifál con 
septos perforados .. La diver;sidadc rneta,bóÍlca··· •. : .de' ><los··• hongos :;;es< 

~~~~~:; ¡ ~:; :~: ¡~;, ;J,'~; ',~1:c¡:1~~~I°'~~f~%f 1f i(~J~;~~; ~f t;~''''~. 
:!:;~g;:¡;¡:~¡~i¡~*if ~.f~lil~J~~~¡~~E~l~~i~f :~Sf}~~m 
produce aflatoxina~•.contarni'[{~'ndo, ráscc'er'eales:y haciendo imposible 

~~arn~~~~~:~; p~~~es~~~f~~l-~~tc9cf[}·'.~$~!nf~~~ri2-~~lllº ~1 i :!~~~~to e Pª~ 1 º~ 
bebidas fermentadas)' y en'.-lél>pródÚcctón_.:A~- _,adi tTvos alimentarios 
(ácido citrico). Sin''-ernl:lar'go·;··-a'lgiiiios __ ,.hongos fitopatógenos y 
contaminantes de granos de almacén ocas1onan graves pérdidas 
económicas. 

Debido a su relativa simplicidad y a su capacidad de crecer 
formando colonias en medios de cultivo utilizados en el 
laboratorio, se han podido estudiar muchas especies de 
hongos. Algunas, corno Saccharo~yces cerevisiae, Aspereiilus 
niduian.s y Neurospora crassa han sido utilizados como modelos 
biológicos para establecer los fundamentos fisiológicos, 
bioquimicos y genéticos que permiten entender los mecanismos de 
control del crecimiento, la diferenciación y el desarrollo en 
eucariontes (Tirnberlake y Marshall, 1989) 

Dada la importancia que tiene los hongos filamentosos en 
medicina, agricultura, industria e investigación básica, se hace 
indispensable la actualización de las técnicas disponibles para su 
modificación genética, y en particular las relacionadas con el 
mejoramiento y desarrollo de especies de interés blotecnológico. 

La transformación genética consiste en la introducción de una 
molécula de DNA en una célula viva, y constituye la herramienta 
principal para la manipulación genética dirigida de los 
microorganismos. 

Mediante la transformación genética es posible aislar y 
clonar genes, modificarlos in vitre, e introducirlos en células de 
especies homólogas o heterólogas. De esa manera se pueden generar 
mutantes, alterar el número de copias de un gen, o proveer al 
organismo de nuevas capacidades metabólicas. 

En el caso de hongos filamentosos, las rnetodologias de 
transformación desarrolladas durante la década pasada han 
permitido el mapeo genético, el estudio de los mecanismos de 
regulación genética, y la expresión de genes para la producción 



comercial de metabolitos '(Ti.mbe_rlake,y Marshal), A98.9) . 
. º .. ··:::·::.-,"_; 

En la ':preseiit'3. mono~·;.;.~fla s~ e~tablecen los principios 
básicos '.de/lél :·transfpr~ac(ón genéfica de Asperá'iHv.s, y se resumen 
a 1 gunos éJei'mplós:."de:'.'a¡i'Fí cae ión en .b i ot ecnolÓgi'a. 

----·· ".'·"i .,_·· :,;,~-;"-:_;·:,;!;r: ~/]J•,.: :'.:"C"; -_ ,<.;, - -_; .. ·,.- .- ,_ ... -'~ ' .. ,. ' ' 

\;:t! ~-.·~.j:;:.·" --}{ ,-~~:2~:-: ·--
2 •· .·EI:]'.. GÉ,NEl{Q ... -Aii-P'e't-6'f.-·.'i z.·:u5-., ·-

El<' ~;én:?;o • Á~..,'.,~r~iiiu.s pertenece a la Subdivisión 
Deutel:'omycótina (Fungí imperfe7tl) de hongos verdadei·os (División 
Eumyé:Ota). Los deuteromycetes· .se cara.eterizan por la ·ausencia de 

:: : : :;;~;; ~;~ º :;,;~"; ;;i~ .;; ;;;;; ~ :~· i::··~:~ .x~ "'~;~ t~¡~¡f 1h 
con! di ogén i ca constituida'. par·,: un·:••p¡ eu y un. esti pi t e<ves,io;:Üla'dá :;en 

g~;~~~1:;:::~::~~::::m?i~i~1~;m;;;~::;:¡~1!l¡Jif ~i~~~,!iI~ 
conidióforo de Aspeiá'iUv.~;> '. ..... < ' ;:;~:,•w{t5S'i;i'.qi."f'1:'tif;•¡;;¡;;""~' -·" 

Algunas espe~i;s el~ . A-;,p'eriii ius ·• · ti~n~ÍJ. )ü;)'ifaes't'aCi8; )'~it~¿a:l 

g~:~¡:~~ :~¡: ~~q::;g~·;~~;g:gi;n.~:z~~:~;~rtf ;~~~~,~~{t1~1i;{· 
Dentro de los géneros teleomórficos ~de·):,As.P:s'rl'!'.i ~J·~'lg0 ut.'nr.'00 : son homotál i cos ( E:mericeUa · nidv.fáns·;, ;?)'E:,t[rod"tlm,'· sp)«:pé)'i -

he tero tál ices ( Emericei ia heterotai icaf (we·B's'fé·~,;-;:::,:{:g Blt)-:·t'(· '•"·1 

'e:. "-·.e ;i/~·;. :.;,~':J:.: ''f.{~t~·:·, o:;~t:t:&~1?::·'.~?~;·.'· ;i~~";(·. :· .-'' 
"' ··,\ -, /•"•'"•, ,• ••••••,•• ,2.;g._~;;',v'-.;\:'._¡••''" • 

:::or :; :;;;;;~:;~ ';~;;:;;;;:::;:·::;~;f :'~~1,~,{~~0 ~'' d• 

ººº";, :; • ; '.·::; º: ::· ~:,~::do~·:, , : : ~º ~·~ ,i~~~;~iF~;" e,;;..,""' 
A. oryzae. Productora de enzimas :-:y·~-:titTl'(za:cia 

produtción d~ alimentos fermentados. 

- A. ficcv.m. Productora de la enzima fitasa. 

en la 

A. ¡iav-u.s y A. parasiticv.s. Productores de toxinas 
carcinogénicas y contaminantes de alimentos almacenados. 

En ninguna de las especies mencionadas se conoce la fase 
sexual. La reproducción se lleva a cabo sólo por conidiosporas 
asexuales, aunque durante el ciclo parasexual del estado diploide 
puede ocurrir recombinación mitótica. 

Además de la importancia económica de algunas de sus 
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FIGURA 1.- CONIDIOfOROS RCPRESENJATIVOS DE Aspergillus 
(SAKSON, 1991). 



es pee i es, A;;i~eJ;i: n u~ es un génel'."o :f i logenét i e.amen te relacionado 
con PeniciLU.uiri. Yc•Cephaiosporium,· qúe agrupan especies pr'oductóras 
de metal:ÍoUt,os:'.secundarios de gran valor comercial, · ·· ·· 

L.a ,especie:A• n:iC:iuí.ans ( teleomÓrfo: E:mericeUa ·r>.Í:d~ians) es 
uno, dé:::';),o:s:,;;cotgánismos·': rnejor conocidÓs' 'en '.'io·:'que a 
fisiol'ogia' {:geilét;ic.a,se refiere.. ·. . . . , , , , 

El efe(~. de .Y:ida.de A., ni,dut<:lris es especialmehte'. ';c;:\i\np1eto
0 

y 
'facil·iia' 1 .el'~aná'lisis genéti'co:. Eh• la •fig,ura · <Z'"sei1pr'esenta:· un 
esq·U~-~~~-:.--:~~~1?-m"i§nla--:·' ---- -,-. --. · ·- ··. · · ·,!:··· .:i?:~ 

A. 
Adémás'de '.ÚggiJ.,< 

-_-.enzimas 

.::+; ._ -~~~:~:~-;:~;; ~:~;-: ~~~-~~- :,\\ ·, __ . 

fü {~~~~ '.'~d~'.l~~rctmt~1:.:~: 
traris·rorm~i'Ci_ó'O,.:~~i:~~"-:.~1{;~_: -~-:;,_ -. .,~-;~:.._' ·""' ,;--v~-Ji/c" ;--~·0.~;., ::/:-· ~-e;"'· ;y~t: .~:-~. " -··· .. 

•,··;,:- ;·::·;_·~ -. ' '.~<:·~~-- ~~!~ ,;.;-· ·.··;,-< -,:',:, .. 2·_;:."j·, :<;_i;: 

,2 .... 2 ... · ~~·fRJ~TÜt~A~7o~::: G~~~i~ ·,.i:~J~~J1;~~~\.·¿;iJi:;i;·~~idks:··· 
" A '.cóhti~~~;ió~ s~'~i,~t~'f/~'~~!Íid~1~;:¡~~,~~'C>1~t:~s···~ mportantes· de 

la estructura genética de. A' :.:~0i::qui~ql.,:s}~f,<H:~.r4\ 1991a; Ballance, 
1 9 9 1) . X'" .. ,,,.,. "' "'.i' """'" 

Existe muy poco DNA l.~·ep-~·:t'{.ifi".~'9~-~·:;:,~::~~~ '.:'~f:'.L ':-:, 
,:(;,,. ~:r::' < :,:»_:¿_. 

- No hay evidencia de mensajes Jiórc(~f'~\t~16nicos, aunque se ha 
demostrado la presencia de clusfer's ·g·~·néfi.cos.,asociados a procesos 
tal es como la esporul ación. .')'>:,'':,:·.· ·'i, . ' 

- En lo que se refiere a la .. ·tra.nscripción, el promotor, 
ubicado en general 100 p.b. hacia arriba del punto de iniciación, 
no presenta las secuencias consenso par'a las cajas CAAT y TATA, 
observada~ en eucariontes superiores. En algunos casos, son 
determinantes de la funcionalidad del ·pr'oniotor, una región rica en 
pirimitlinas y una secuencia semejante a la caja TATA. 

No existen secuencias consenso para el inicio de 
transcripción. 

Se desconocen las secuencias de terminación de 
transcripción y poliadenilación. 

- La traducción se inicia en un triplete ATG, ubicado en un 
contexto en el que se encuentra la secuencia GC en posición +4. 

Existe preferencia por la utilización de codones que terminan 
en pirimidinas. 

- Los intrones (comunmente 1 a ~por gen), presentes 
70% de los genes secuenciados hasta ahora, tienen entre 48 
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FIGURA 2.- CICLO VITAL DE Aspergillus nidu!ans 
(TI!'.BERLAKE Y MARSHALL, 1988) ---



p.b., y contienen secuencias de edición 5' y 3' muy conservadas, y 
semejantes a las de s. cerevisiae. 

3. METODOLOGÚ DE TRAN:SFORMAGioN 

cél ul ;a ;~~~;~.~~:ª c!~~t~~~ét~~! '..e=~~!~~~~·~t'.~{61it~~~L:ci!r:p~~= 1 ~~; 
integración.·· cromosómica 1 •'o mant'eniéndÓÍo::,., ~om'O un repl león 
autónomo ( Singleton y Sainsbúry;': >l!l'8).J.f -·: - '.; 

La transformación reqUiere 7d-e]::c'é\ulas' - tratadas para la 
incorp'oración del DNA, .y de una ::::partfCu_1:a·•·;de.•,:oNA exógena, que 
permita la selección. .de fas>'· células:: que lo expresan 
(transforman tes), capaces de regené-raci'ón'_:;: 

En la tabla se present~ estrategia general de 
transformación de Asperciiius. 

3.1. ENTRADA DEL DNA 

Los hongos filamentosos tienen üna par.ed celular gruesa y 
rigida que forma una barrera para la ca'ptación de macromoléculas. 
Por lo tanto, la mayoria de los protocolos de transformación en 
hongos están basados en la utilización de_:protoplastos preparados 
bajo condiciones de estabilización ·osmótic,a (Goosen et al, 1991). 

La utilidad de los protoplast_os: Ccélu1as desprovistas de 
pared celular) está basada en el~ hecho ·de que son células 
fisiológicamente normales, que retienen todas las propiedades de 
las células intactas de las que fuer'on obteni.das ( Peberdy, 1979). 

3.1.1. CULTIVO Y PREPARACION DE GELULAS_ 

Los protoplastos aislados de un cultivo de hongos 
filamentosos constituyen una población fisiológicamente 
heterogénea, por lo que el cultivo es un factor determinante en el 
rendimiento de los protoplastos. Tanto la edad de cultivo como el 
tipo celular y la naturaleza del medio utilizado, tienen un efecto 
claro en la composición de la pared celular y su suceptibilidad a 
la lisis (Peberdy, 1979). 

Las esporas constituyen una fuente homogénea de protoplastos, 
especialmente cuando se trata de conidiosporas uninucleadas, como 
en el caso de Asper(fiiivs. 

Sin embargo, las esporas tienen una pared celular más 
resistente, y sólo en algunos casos se han podido obtener 
protoplastos competentes. En general, se considera que el micelio 
de las fases tempranas de crecimiento exponencial es más 
suceptible a la lisis que el de la fase estacionaria (Peberdy, 
1979). 

En Aspereiiius se han utilizado diferentes tipos celulares 
para la obtención de protoplastos: 

a) Conidios hinchados inmediatamente antes de germinar en 
cultivo liquido (Wernars et al, 1987; Cullen et al, 1987). 

4 
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CULTIVO DE LA 
CEPA RECEPTORA 

OBTENCION DE 
MATERIAL CELULAR 

DIGESTION DE LA 
PARED CELULAR 

PROCEDIMIENTO 

· 18 a 40 horas en medio líquido o celofán 

·Filtración o centrifugación 
·Lavado y suspensión en buf f er·solución 
estabilizadora (BSE) a pH 6-8 

~ 1 a· 5 horas de incubación con enzimas 
líticas en BSE a 27·30 e 

VERIFICACION MICROSCOPICA DE FORMACION DE PROTOPLASTOS . 

SEPARAC!ON Y 
SUSPENSION DE 
PROTOPLASTOS · 

INCUBACION 1 

INCUBACION 2 

REGENERACION 
Y SELECCION 

·Centrifugación o filtración y lavado con BSE 

·Adición de DNA, CaCI y PEG en BSE 
·Incubación 15 a 25 minutos 

en hielo o a temperatura ambiente 

·Adición de PEG a mayor concentración 

·Centrifugación (opcional) 
• Plaqueo en medio selectivo, agar 0.2·2.0 % 
• incubación por 2 a 3 dias a 36·37 e 



b) Conidios hinchados o .recién ~e~mlriados en ¿ultivo (liquiAo 
(Oakley et al,. 1.987), 

c) Hifas 'cie .. uri.'.cJi'ti~o:b1quido···\JoVerid Íe /i:.0:./a.r4o;.' ~·~ras 
(Tilbl.u;n'.et a1; 1.983; Jóhri;.ycPeb§'rdY 1-1984¡·Yelton,. et ·.·al, ·cr~84¡ 
Mohr· y.Es.Ser., 1990)~:'· ·~;~r :~~~f·_ ·-(··., .. ·-·:.:·.- .. '0.-···-:-. _.,~,-- -x'1~r;·"·'~fj&).'1:;~~ 'x;::.;-?"- · , .. _.., 

d) Hi ¿s de ~n cuit:iv6' ~w:· c·:"¡:;ári d~··1~::;~:'~º5C{'!l;)r;h:~t! {i 9~cr:d 
(Ballance et al, 1983a): .. >: < :-;:·'· sO.f:«f~~ ;;! 

Los medios base deuncuÚivo q~icÍ.o.·· ~Ó~~n~~.~f:~.>-~l:iiiiados 
p<tra estudios genéticos· ·i:ie· 'As'perei. n us;· s.ón .~:·e L:'med i o:::m.l:'nl nío · ... (MM) 
de Ponte corvo, y el medio completo (CM) de Káfef:\(Úic·h·; O;< 19.92). 
Ambos medios se describen en el cuadro 1.,Se;ha'~·'ut'Uyzfoo.:·t.ambién 
medios más generales con extracto de levadllra: y:giÚco'sa·ü'.cullefl et 
él 1 ' 1 9 8 7 ) • . . " .•• ,... ·'.'·."' .•· .. 

. ~;;; :~'.:~t~g~~:I1:n~1ii¡~~:t:Ii ~H;:~i~:~~~~t~!~!~f t~i~f 1;fü 
filtr;~.~ó~0~ 1 ~!;~~~~a~1c:~!~{!~~a·~~~~;~~~~~~·tpf~ili~d·~;~i;~;biG'6i·~~~i 
OSmOesfabfJfzanteS ,. ~- .. éi'.".'.o ·•.·•; ··;,"' <•·' e~· •E •. C .• -
- -·-~- - ~>~_,.·_,_"-?:.•·,::,:;.:_:.o: ~~--:--,>:-s-~·- -,: -_,,:...:~~;-

·3. 1:-z::·FORMACION DE PROTOPLASTOS .. ::);'.·-

- SOLUCIONES DE ESTABILIZACION OSMOTICA 

Los protoplastos son células osmoti~amente sensibles que 
debeD' ser estabilizadas con soluciones de concentración conocida 
durante su preparación y manejo. 

En gener<tl, se han utilizado azúcares, alcoholes polihidricos 
y sales inorgánicas en las soluciones estabilizado~<ts, siendo 
estas ultimas las más efectivas en la preparación de protopla•tos 
de hongos filamentosos (Peberdy, 1979; Goosen et al, 1991). 

Las soluciones osmoestabilizadoras más utilizadas en la 
form<tción de protoplastos de Asperei.llus contienen de 0.6 a 1.2 M 
de KCl (Ballance et al, 1983¡ Woloshuk et al, 1989; Oakley et al, 
1987; Ballance y Turner, 1983), 0.5 a 1.3 M de sorbitol (Wernars 
et al, 1987; Mohr y Esser, 1990) y MgS04 1.2 M (Yelton et al, 
1984; Ti 1 burn et al, 1983). 

Peberdy (1979) y Goosen et al (1991) sugieren la utiliz<tción 
de MgS04 entre 0.6 y 1.2 M, debido a la observación de que se 
obtiene mayor fragmentación del micelio y formación de vacuolas, 
lo que ocasiona que los protopl<tstos floten y se facilite su 
separación. 

- ENZIMAS HIDROLITICAS 

La lisis de la pared celular·-,·se .. lleva·a·cabo con-"--~n:zimas_;.·o 
mezclas de enzimas hidroliticas · .·én 'un· buffer que ~ontiene la 
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CUADRO 1. MEDIOS DE CULTIVO PARA AsP.eraiHus (Kilch, 1992) 

"" ¿ 
2 
V 

o 
2 
z 
2 
o 
o 
w 
2 

NaN03 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 6 g 
KCI ----------------------------· 0.52g 

MgS04.7HzO----------------------· 0.52g 

KH2P04-------------------------- 1.52 g 

~::~ : }- - - - -- - - - - - - - :- - - - - - -- - - TRAZAS 

GLUCOSA--------------::-:::: JO g 
AGAR ----------------~-------~- .15 · g 

[_ AGUA DESTILADA - - - - - - - - 1 
HIDROLIZADO DE CASEINA -- :: - . 1.5 g 
PEPTONA------------- 2 g 

EXTRACTO DE LEV P.DURA - - 0.5 g 
ADENINA - - -- - --- -- - --'­
BIOTINA -------------"' 

ACIDO P·AMINOBENZOICO - -,.- ug 
PIRIDOXINA ___________ :._..:.-~-º--- 500 ug 

ANEURINA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - , 

NICOTINAMIDA --- - -- - -- ---- -- - -

RIBOFLAVINA - - - - - - - - - - - - - - - - - -

500 ug 

1000 ug 
1000 ug 

Ajustar el pH a 6.5 antes de esterilizar a 121ºC por 15 min. 



solución de estabilización osmótica a un pH de entre 6 y 8. 
La preparación enzimática más utilizada es Nci~ozym-234, 

extra1 da de Trichoderma harzan.i·um, de Novo industr.i- '.'(.Turner y 
Ballance, 1985). Aunque en muchos casos dicha enzima· se .. "emplea· .... en 
combinación con helicasa (Tilburn et. al, .. 1983), f>-glucÚrónidasa 
(Yelton et al, 1984; Woloshuk et al, 1989) celulása''• ('.John. 'y 
Peberdy, 1984), y driselasa (Oakley et al, 1987). . ... 'i/i> ·· 

Se han utilizado también . otras preparaciones:. erizifuát:icas 
obtenidas a partir ·de cultivos de Trichoderma. har-zani.uin.; <'.?ccin 
paredes celulares como sustrato (\./ernars et al, 1987 )'·::.• cp:.,:'.:,. ·. 

Kltamoto et al (1988) reportaron que, útLl'i¡,¿)¡'nd'o' ;~una 
preparación enzimática liofi !izada de T. harzanium, obt"ui/.'~e~a·n. uria 
eficiencia de formación de protoplastos del doble de)>1a¡c(~.~·t~.~ida 
con enzimas o mezclas de enzimas comerciales. .La'.•:i:·':Í>rep¡¡raci6n 
enzimática, con actividad de quitinasa y />-1,3 gluéan¡¡sa';•'.·s'é/probó 
en 30 diferentes ,especies de hongos; inclui·d,{s}coj'Cties';f dé 
Asperei 1.1.·us. ;•;:•;, :>·>>• ·· 

La i_11cúbaciÓri~~c~1Lenzimas se realiza·.a z7..:_3'Q;~l1c~!í.ttá~t~i1"·~'á •S• 
lc'~~~~ha~·).~a}~(~ªc:'i,:6l!icié pl,otoplastos se. ~fm~r,u~~-~f><lI@;.~.~~g.~~0sq()pL~. 

PURIFIC:CION···~E···PROTOPLASTOS 
·~{-~~:: .-':.{_:;~{-'. ,. • e 

- ' . . : 

U~a vez que se obtleneri los prcÍtoplastos, se purifican por 
centrif,ugación o filtración. La deci.siÓn 'entre ambos métodos 
depende de la comprobación empirica. 

Se recomienda efectuar lavados con el fin de eliminar enzimas 
contaminantes que puedan interferir en la transformación (DNAsas) 
o en la regeneración (enzimas líticas). El buffer utilizado en los 
lavados puede ajustarse para la etapa de transformación (Goosen 
et al, 1991). 

Los protoplastos aislados pueden almacenarse a -80 ºe antes de 
utilizarse (Cullen et al, 1987), pero se sugiere la adic

0

i6n de 
polietilenglicol (PEG) o dimetilsulfóxido (DMSO) para asegurar la 
estabilidad en congelación (Fincham, 1989). 

3.1.3. CAPTACION DE DNA. 

Los componentes 
a) Una suspensión de 
b) DNA a 5 µg/ml; c) 
comunmente tris-HGl, 

. ·_"·>···-:·· 

tipicos de una mezcla de transform~c:ió.n<>· son 
protoplastos a concentración de. 10. ·-,10 , ... /in!;' 
10 a 50 mM de CaClz · y d) Un bÜffer, 
a pH de 7.5 a B.O (Fincham, 1989). 

El método más frecuente de transformación incluye dos periodos 
de incubación. En el primer periodo, se incuban los protoplastos 
en presencia del DNA, en frie o a temperatura ambiente durante 15 
a 25 minutos. La mezcla contiene normalmente los componentes 
descritos y, en algunos casos (Ballance y Turner, 1983), una 
pequeña concentración de PEG. 

En el segundo periodo de incubación (20 a 30 minutos a 
temperatura ambiente), se adiciona comunmente PEG como agente 
fusógeno (Turner y Ballance, 1985; Fincham, 1989; Goosen et al, 
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·1 

1991). 
Tilburn et al (1983) enco'ritraron- que al incrementar la 

concentración de PEG de 25 a ~0%, se registró un aumento notable 
de la frecuenci'a de transfo'rmacióri de A. nl'.dutan:s. 

c~pta~~ó~on~:~ tr~~;~¿-. -d(F~~L~~r,e:~.9~ ~i~l:" ~i1i~~~t-~~c.IT}~}f q.;tfa9;0¿ ~-·-
encon t¡:-a rcm qué l a{frecuen¡,i a cc:le t)'."ansf'ormac i.ón~ _de:;~~qt~p}astos_'d_e 
A. _rí.l'.d~fon:s pasó _de 300 úa'ns(ormantesÍµg 'DNA~.cúandp)se (\jtitiz'aron 

:~~:,}rt~;~~:~:¡:r~~i~~l!l~~~:: .:~. :~, ;: ,ii~Ii·~~~!·á~• fü~*;::?, 
Radford- \~t. _;alg; (l9B,Í.> ,; ob(uJi-~r8~ .2•; l~~~i~.: Q:j¿ ci a>:_t dk 

t r aris f arma é i Ón ·~ cié_ N; '..crasia ' u t- (i iz'a nd-~ .••. :_K.~se_ •. ·.:ne·_-_._:.-~--------_-_-_-_-__ ,_ª,·_-__ • __ ._::·PÍ?_-r"'_·_-_-_•_:-·.-eu_._.v1 .• __ -eª_-;---n<i_-.. 1º_ •. a~_:-_:¡_,_:_·_·_-_-_· en 

~ ~~~~-~~~!-~;~~~~:~~~~~-f~1f1~-te.~!·.Pºtqi;,··.<l:~ ~;: 9 ~~~t&'f~~~ · i:···· ·~- :.· -·, --'':-'.;·--~ 1 -
La ,_tra~sf,ormación, poi-;< e le;ctroporac ión·••eh•' pro top las tos .·•:de' __ ,4; 

ni: du tczns.ji~"~~;u~~,;~;;z~tt-~d::~- s~ t-i:-f ª_~ t:~ i]!. :t~J:f~~f \~~-~~¡,_¡~9'.~~!''j·¡\ ·'_ 

3. 1. 4; REGENER.ti.cioN.-oE:;c;_~R'C>;rg)'Li$Tos· ,:x -;;e-·, ~~: ., ,-lsi.~~~;~t i!' "'' 

Los protoplast~s- -·tia~~f~rm;'~t~: :de~:~ cu~17t'. i v_ú·s'e' en'. J; \~~df''o 
que permita lá regeneración de la . pa_red y _la ,'Pí'.olifer~.ción 
celular, con el fin de facilitarla seleéción ·c;re_ Ías••col-onia's;:_-

La regeneración de prot'óplastos ~se ·puede ver. afect•á-da __ pc)f el 
origen de los mismos con respecto a la organiza_ción hifal. __ AsC - se 
ha observado que protoplastos originados de hi~as distáles no son 
capaces de reconstituir su pared celular (Peberdy, 1979).-

La recuperación de protoplastos transformados se realiza 
después del segundo periodo de incubación. Los protoplastos 
pue;den diluirse gradualmente con buffer (Mohr y Esser, 1990), 
centrifugarse y lavarse para eliminar el exceso de PEG (Tilburn et 
al, 1983), o incubarse durante dos horas en buffer fresco (Yelton 
et al, 1984). Posteriormente, la suspensión se plaquea en un medio 
selectivo que contiene agar (Goosen et al, 1991). 

El plaqueo puede llevarse a cabo directamente en el medio 
selectivo de agar, o en un medio no selectivo al que después se 
adiciona una sobrecapa con el agente de selección (Mullaney et al, 
1988). El plaqueo con sobrecapa no significó un aumento en la 
frecuencia de regeneración de protoplastos de A. nidulans al 
compararse con el plaqueo directo (Yelton et al, 1984). 

La viabilidad de los protoplastos debe ser medida en_ las 
diferentes etapas del proceso de transformación, mediante el 
plaqueo de alicuotas de la suspensión en medio de regeneración 
(frecuentemente MM o CM suplementados), y expres•ndola como el 
porcentaje que los protoplastos viables (formadores de colonias) 
representan del total de protoplastos cuantificados en 
hematocitómetro (Dr. J. Aguirre, cóm~nica¿ión personal). 

No. 
La frecuencia de transformación 

de transformantes (t) / µg de 

7 • 

genética expresada como el 
DNA, depende no solo del 

1 



procedimiento seguido, sino del vector y el mar~ador de 
selección ulilizados. Con vectores integrativos, se han registrado 
frecuencias de transformación de <1 hasta 7000 t/µg· DNA .. 

Un porcentaje de las células que crecen en ~edf6 sel~~tfvó 
son transformantes "abortivas", que no se desarrollan.' .t'ot'a'lment'e 
como colonias, presumiblemente porque el .DNA .. e>iógel"ló<:n.o. 
tiene una integración estable. o porque se ha integracio;?en;k;genes·· 
necesarios para el crecimiento prolongado·, bajo: las·: .. •':céi"n·dfc:ion.es 
de scle.ccitj:·n utiliz.-1dds (Saunders et nl;· 1986)-. .·, .··"_:_-'.. - '--· 

Se recomienda entonce~ subcul t iv.ar ... -···fas-e.: ~-.:;·-.:?·có·1~0}1i .. as· 
transforman tes hasta observar una rnorfologia 'coi'c;'nial• estab.le. ·"·De 
esta manera, :::;e purifican las colonias transformante·s.-vé~--~~-9-~·'.r~---~·-. 

Aunque no e~·:iste una 1:orre1acióri e·it.rictá en~l:.i:.t3. ~::_./·ab~:ri(~a-·d.; 
loH protoplastos y el número de transformantes obtenid~~ , es 
dificil la obtención de un número adecllado de tr.ansf'oriríantes ... sF·se 
tiene baja viabilidad de protóplastos. se- recón;iénda· incluso 
sacrificar el número total de protoplastos obtenidos .€!n ·· .. 'f'a.v()i .::ele 
una buena viabilidad. 

Un factor que tiene una notable itiflu~nci~ sobre l~ 
viabilidad es el tratamiento enzimático. Asi, la di~e~tión 
prolongada con Ncivozyrne, reduce la viabilidad,. debido a· la 
presencia de proteasas en di cha preparación· erizirn.átf.ca':: .. · ·r.:a 
inclusión de albúmina -en -la me::::c·l~ -:de--- transfor:inac,i-óri-, ·-<-ayúdá- ª-
reducir el problema. .. " · · · . : .. . 

Actualmente, e:dsten preparaciones' enzl~áti"cas;:: ... de 
Tr·lch.oder·ma, libres de proteasas, las. ·cuales púederi·.tit~li_z~_r_·z-e ·Con 
mayor eficiencia para la digestión de .:p'a'red.es:· ·c.elülares 
(Dr. J. Aguirre, comunicació~ pe~sonal)'. 

3. l . 5 • l NTEGRAC ION DE PROTOCOLOS .ÓE TRANSFÓkMAGJb:~ 
Se han empleado dicferenf:s:mÓtod¿s:;~"/Í:ra .. ~sfCl~rnáción genética 

de AspergiU.'>.Js. En la. tabla. zi se .presenfan se.is de los más 
representativos. .. < ... · ........ .. 

3.2. MARCADORES DE 

Uno de los requisitos fundame~tal~s para la transformación 
genética, es la presencia de un geri en el D~A transformante, que 
pueda actuar corno marcador de selección en la célula fungal 
hospedera. Fue la ausencia de marcadores de selección adecuados lo 
que causó el retraso en el desarrollo de métodos de transformación 
en Asper~ill~s (Ward, 1991a). 

Los marcadores genéticos utilizados en la selección de 
transforman tes de Asperc;i l l us se presentan en 1 as tablas 3 y 4. 

Para fines de este estud~o, los marcadores de selección se 
dividirán en dos tipos: auxotróficos y dominantes. 
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TABLA 2.- COMPARACION DE METODOLOGIAS DE TRANSFORMACION EN Aspergillus 

REFERE~l.?.".\ ....................... :f.ilb.':'~.~: .. °.t .. ~l:: .. 1.~~ ........ . Yellon, et al., 1984. M..~hrY. .. ~.s.5.~~: 1_!!.9.<l.· ............................................. . 
ESPECIE A. nldulsns A. nldulons. A. nlger. 

MEDIO DE CULTIVO -MM -MM - Medio Luria-Bertani . 
............................................. 

INOCULO 5 x 106conidiosiml 2 x 10 6conidiosfml. 1 x 10 6conidiosiml. 
18 horas a 25"C-100 rpm. 18 horas, temperatura ambiente. 20-40 horas a 27"C, 200 rpm. !··················· ......................................................................................................................................................................................................................................................... . 

OBTENCION DE Micelio fillrado. - Micelio fillrado. - Micelio fillrado . 
......... ~~~lJ.'A~ ................................................................................................... ················· 

SOLUCION 

ESTABIUZANTE 

DIGESTION DE 

PARED CELULAR 

1 A. INCUBACION 

2A. INCUBACION 

REGENERACION 

FRECUEÑCi6; DE 
TRANSFORMACION 

1.2M MgS04 , bulferlosfalos 10mM 
pH, 5.8. 

- Para 1 g de micelio húmedo, 
en 5 mi de buffer. 
1 mi de Novozym 234, 10-20 mgfml. 
0.1 mi de helicasa 3 mg de BSA. 

- 90 minutos a 30"C, 100 rpm. 
-Adición de un volumen de sorbitol. 

600 mM. tris-HCI 100 mM. pH, 7.0. 
- Centrifugación y resuspensión en sorbitol 
lM, 10mMCaCl, 10mM tris apH, 7.5. 

- Suspensión: 400 ul 
- DNA (en bullar): 100 ul 
- Temperatura ambiente por 30 minutos. 

-Adición de 1 O volúmenes de soludón: 

PEG 4000 60%; CaCI ,: 1 O mM tris HCI. 
-Temperatura ambiente por 20 minutos. 
- Lavado con buffer. 

............ ~.~l~-~~ ... ~.".'.'.".1.M. .. ~~-~-1?.:~.5.~.~-... ~9..".': .. 
25Vug DNA 

-1.2MMgSO,, 10mMNa5 PO, 

pH, 5.8. 

-0.6MKCI 

- Para 1 g de micelio húmedo, - Novozym 234 (5 mgfmQ 
en 5 mi de bulfer. - 60 a 90 minulos a 27"C y 200 rpm. 
1 mi de Novozym 234-20 mgfml. - Fillración, lavado y resuspensión en 
5 minutos en hielo. 0.5 mi de BSA 12 mgfml. 1 M sorbitol, 50 mM CaCI,. 

- 90 minutos a 30"C, 80 rpm. 
- Centrifugación y resuspensión en 1.2 M 

de sorbitol; 1 O mM CaCI,; lris-HCI 1 O mM 
pH, 7.5. 

- Suspensión: 100 ul 
-DNA (en bullar): 25 ul 
- Temperatura ambiente por 25 minutos. 

-Adición de 200 uf de: PEG 4000, 60%; 
10 mM cae~ ; 10 mM Jris.-HCI, pH 7.5, 
en agitación. 

+ 200 ul de solución-agitación. 
+ 800 ul do solución-agilación. 
- 20 min. a Jemperalura ambiente. 
- Centrifugación y resuspensión en 1.2 M 
de sorbitol + Ext. levadura + glucosa 

.. :.~''1~':'".".~'.'~~:1: .. ~.9."'. .. 1.:~'.6.-.... 
-300Vug DNA 

- Suspensión: 200 ul 
- DNA (en agua): 10 ul 
- Solución (50 ul): PEG 6000 2~%; 

50 mM CaCI ,; 1 O mM lris-HCI, 
pH, 7.5. 

- En hielo por 20 minutos. 

-Adición de 2 ml de soluCión PEG y 4 ml 
de solución de sorbilol a intervalos 
de 5 minutos. 

:~I".~':'".".~.". ~~:~9.".r .. 1.:3.~ .......................... . 
-17,000 Vug DNA 



TABLA 2.- COMPARACION DE METODOLOGIAS DE TRANSFORMACION EN Aspergillus 

......... R.E.~~.R.E.~g-~ ................................ ?..3.i<l~.Y.:.e.t .. '11:: .1.~~?.: ............ ········· ~~l_°.5.~~~--~-t.'31:.'..~.~~: ....... . 
ESPECIE 

MEDIO DE CUL TNO 

INOCULO 

OBTENCION DE 

CELULAS 

SOLUCION 

ESTABIUZANTE 

DIGESTION DE 

PARED CELULAR 

1A INCUBACION 

2A INCUBACION 

AEGENERACION 

FRECUENCIA DE 
TRANSFOAMACJON 

A. nldulons 

-CM 

5 X 106conidios/ml 

Conidios hinchados, recuperados por 

centrifugación en YG. 

1.1MKCI;0.1 MAc. cítrico y pH 5.8 

-Dñselasa: 
Novozym 234 (4 mgfmQ 
Beta·Glucuronidasa (20 uVml) 
En 20 mg/ul BSA 

- 5 horas a 30"C. 
- Lavado y resuspensión de 5 x 1O 1 

Protoplastos en 100 ul. 

A. flavus. 

- Caldo papa-dextrosa. 

1O 1 conidios, 12 a 18 horas en agitación. 

- Micelio filtrado. 

- 7% Na CI, 20 mM CaCI, 

10 mM NaPO; pH, 5.8. 

- Para 1 g do micelio húmedo: 
Novozym 234 (5 mg/ml) 
Beta-Glucuronidasa 1200 u/mi 

- 3 horas a 30"C. 
- Lavado y resuspensión do 1O 1 

Protoplastos/ml. 

- Suspensión: 100 ul - Suspensión: 100 ul 
- DNA (en buffer): 15 ul - DNA (en bulfer): 15 ul 
-Solución (50 ul): 0.6 MKCI; 0.05 M CaCI, -Solución (50 ul); 50 mM CaC\ ; 
~5%_PEG; 1 O Mm.TRIS; Ph: 7.5. 0.6 M KCI; 1 o mM tris, 25% PEG 8000; 

- en hmlo por 25 mmutos. pH, 7.5.En hielo por 25 minutos. 

-Adición da 1 mi da solución PEG 25%. 

- Temperatura ambienta por 30 minutos. 
- Lavado y centrifugación. 

- YGA + 0.6 MKCI. 
- 36"C. 

-1985 Uug DNA 

- En hielo por 15 minutos. 

-Adición da 1 mt de la solución anterior, 
con PEG al 50%. 

- T emperalura ambiente por 30 minutos. 
- Lavado y centrifugación. 

-MM + 0.4 M (NH,),SO, + Agar. 
-36"C. 

-20Uug DNA 

Ban::i~~.".: .. ".t ~l:: .. 1.~ .......................................... . 
A. nldulans. 

- CM en celofán, 12 a 15 horas. 

-Micelio 

-0.6MKCI 

- Novozym 234 5 mg/ml 

- 980 minutos a 30"C. 

- Lavado y resuspensión 

- Suspensión: 100 ul 
- DNA (en KCI, 0.6 M): 15-20 ul 
- Solución (50 ul): 50 mM CaCI,; 

1 O mM tris-HCI; 25% PEG 6000; 
pH, 7.5. 

- En hiel o por 20-30 minutos. 

-Adición de 2.5 mi da la solución anterior. 

- Temperatura ambiente por 15 minutos. 
- Lavado y centrifugación. 

- MM + 0.6 M KCI + Agar. 
-37"C. 

-10-15UugDNA 



TABLA 3.- MARCADORES AUXOTROFICOS DE SELECCION UTILIZADOS EN lA TRANSFORMACION DE 
Aspergiffus spp. 

MARCADOR CLONADO POR 

PyrG Buxton y Radford 
(1983) 

ORIGEN 

N. crassa 

FUNCION 

Orotidina·5' 
Fosfato 
decarboxilasa 
(síntesis pirimidinas) 

.......••..................•.....•......•..........•............. 

Pyr G Oakley, et al. 
(1987) 

Pyr G Hartingsveld~ et al. 
(1987) 

argB 

lrpC 

Berse, el al. 
(1983) 

Ye/Ion, et al. 
(1983) 

trp C Kos, el al. 
(1985) 

A. nidulans Orotidina·5' 
Fosfalo 
decarboxilasa 
(sínlesis pirimidinas) 

A niger Orotidina-5' 

A. nidulnas 

A. nidulans 

A. niger 

Fosfalo 
docarboxilasa 
(sintosis pirimidinas) 

O mitin· 
Carbamil 
Transferasa 
(síntesis arginina) 

Enzima 
trifuncional de 
biosíntesis de 
triplofano. 

Enzima 
trifuncional do 

MEfODODE 
SELECCION 

Prololrofía 
aUridina 

Prololrofía 
aUñdina 

ESPECIES 
TRANSFORMADAS 

A awamori 
A. Havus 

'1t'111lllJ/ll] 

A. nidulans 
A. oryzae 

REFERENCIA 

Cu//en-1.eong. 1986. 
Woloshuk. el al .. 1989. 
Ballance, et al., 1983. 

Oakuy, el al., 1987. 
Mattem, et al .. 1987. 

Hartingsveld~ et al., 1987. Prototroría 
aUñdina A. niger Goosen, et al., 1987. 

.......................................... 
Prololrofía A. nidulans 
a arginina A niger 

A. oryzae 

Prolotrofía 
a triplofano 

Prololrofía 
atriplofano 

A. nidufans 

A. niger. 

. .... ········· ········ 
John y Pebordy, 1984. 
Buxton, et al .. 1985. 
Gomi, et al., 1987. 

Ye/Ion, et al .. 1984 .. 

· , Goosen, et ál., 1989. 

. ..... ... . .. . .~\~f !.7.~;~~d~ . .. ... . . .... .. ............................................... : ... :: ... :' .. ;:3'..'.'.:~ .... L:'.:...~.::.: ..... :: ......... : ................. .. 
met *Limura, el al. 

(1987) 

•Citado por ~mti y Deuc~ 1892.. 

A. oryzae Das conocida Prolotrofía 
ametionina 

'",•''. ·.<;··: ,·, .. ;·~!;~'/'' ... \-:¡.,,:, 
A. niger ,,, · Limura, et al., 1987., 



TABLA 4.- MARCADORES DOMINANTES DE SELECCION UTILJZADOS EN LA TAANSFORMACION DE 
Aspergillus spp. 

MARCAOOR 

amdS 

Olic 

Olic 

CLONAOOPOR 

Hynes, elal. 
(1983) 

Ward, etal. 
(1986) 

Ward, et al. 
(1988) 

ORIGEN 

N. nidulans 

A. nidulans 

A. niger 

FUNCION 

Acelamidasa 

Subunidad 9 
de laATP· 
Sintetasa 
Milocondrial 

Subunidad 9 
delaATP­
Sintetasa 

, . Mitocondrial 
····-·-·¡;;·~·-;.:·······················0;¡;·~;;¡:;;·;¡·-;;¡;····················A.···~~~~-~·············· 0·~¡·~:¡~¡;~¡¡~~ 

ben A 

bleR 

(1986) ---

Seip, et al. 
(1990) 

A. llavus 

Tn5 

···········ii¡;ii:··· ...................................................................... L .. caii"····· 

G418 Tn903 

Beta-tubulina 

Proteína inaclivadora 
de Bleomicina y 
Fleomicina 

Higromicina 
Fosfotransferasa 

Geneticina 
Fosfotransferasa 

METOOODE 
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Resistencia 
a Oligomicina 

Resistencia 
a Oligomicina 

Resistencia a 
benomyl. 

Resistencia a 
benomy. 

Resistencia 
Bleomicinay 
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3.2.1. MARCADORES AUXOTROFICOS. 

Los niarcadores genéticos ~uxótl",6flcos'; ,son :aquellbs genes 
capaces'de compfementar üna mutad.,6n, ,auxotrÓ,fica· ,·en'· fá célula 
receptora, restituyendo ,ra prototróffa ;'~•, ".\' e;;;-· >: < 

Los genes auxotróficos de Aspef~i~'i.t'í'~~·'.fuer§nt l~s ,, 
genes clonados. La estrategia geriérat.cie,•é~priáci'¿)ri ,~e a 
continuación (Buxton y, Radford( 19B3¡''Ward~·,·1991a•):.,. 

:·:-:~-- ·.-S:->' ~-;-~;·;-. -,-.,- . - ·::::.-~--

. - Se crea un banc.o genétÍ.éo l1Eiiiancl.o;DN{'ie' Asper.si:iius. , 
· - El DNA genómi co se· corta eón ehdónucléa'sas·· de restricción y 

se liga a un vector aprop1ado¡,por'é•femplci/un;:plásníido. ··· · 
- El. banco genético se utHiza·:p'a_r.a t:ransformar cepas de E: . 

. coi-.: o Saccharomyces, que ten·gan ·-~'una· mutación 'auxotrófica·· ·bien· 

defin~d~~ seleccionan las ~o}~ni.:s;? cuya: ~ut~~ one~ se .háyan 
complementado (transformantes); · · ·"- ":: ... · .. ::'•;., :';'. > .. 

- El DNA de 1 vector de l·a s• transf ormalite's: s·é 're·a·i s la,"·: pues - se 
espera que contenga la secuencia de DNA . que .-codif·ica;:cc .. pa'ra •la 
enzima para la cual la cepa original· de.-· E:;··ccii·i•-'o·· Sacéhciróm.yces· es 

defic~e~~~· análisis de restricción de los : ... dii-~~~rit·~·s·-·:i vectores 
aislados se puede hallar una región exógena cons.t'a'nt_ec''que" contiene 
el gen buscado. Dicha región podrá hibridizarse •:con~- DNA;::geriómico-
total del hongo, para verificar su origen. _ 

- El fragmento que contiene el gen puede ncórpcirarse a .un 
vector para transformar mutantes auxótrofas de hcingós'/y :,r'es.t·ituir 

1 a pro to t ro f i a . C; <¡ );~; ~;; •.·:.·,·,····,·.,_' •.< 
-_ --·:;.; -

3.2.2. MARCADORES DOMINANTES --~~.;.. , - -. .,.; ·- -<~s;:· -
-.-:-_;- _:::;i~j,:;~- - .--;~·-e' -il~. :;-,·.::•· : ~· ·_ 

Los marcadores de selección dominantes no '~eqUier,,-ri d.e''1\.lná 
mutación especifica de la cepa receptora. Confi~r'éncÉ"re!iis(en'2l·:a::' ·a-­
antibióticos (benomyl, oligomicina, etc.), '"º. 'pe'r)ñife'n ''"•la 
utilización de acetamida como fuente de nitrógeno (Goosen:· e·f· :_:al; 
1991). 

Los marcadores dominantes de selección son de-~tipos Y 
orlgenes diversos. 

El gen estructural amdS, proveniente de A. nid'l.lians, es un 
marcador nutricional que codifica para la acetamidasa, y que puede 
usarse para transformar una cepa incapaz de utilizar acetamida, 
pero normalmente se utiliza para transformar cepas silvestres, 
confiriéndoles una mayor tasa de crecimiento en dicho sustrato 
(Tilburn et al, 1983¡ Hynes, 1986). 

Un segundo tipo de marcadores dominantes son genes nucleares 
mutantes de Neurospora crassa (benr) y A. niduians (oliCr). Ambos 
son semidominantes, pues confieren resistencia débil o absoluta a 
antibióticos, dependiendo de si se establece heterozigosis o se 
lleva a cabo un remplazo de genes, respectivamente (Orbach et al, 
1986 y Ward et al, 1986). 

9 



El- tefce~ tipo Comprende niarCaclÓres de origen procariótico, 
que confieren resistencia -- a-': cca'ltas :.concentraciones de 
antibióticos, tales como higromicina' B o 'bl.eomicina. Debido al 
origen. de_:-diého's_ genes, su expresión sólo _ha-sido posible cuando 
se f,us}órian éliseñales de·expresiórt fúngicas (Punt et al, 1987). 

3'.2.3.i~¿i:I~~-y SELECCION VISUAL 
"'.:-'. ', 

tina de ljs herramientas que permiten la selección de 
transforma~t-es de Aspereilltis, es la dasarrollada por van Gorcom 
et al (1985), que consiste en la-fusión de la porción codificadora 
del gen LacZ de E:. coli, que codifica para la_ enzima 
~-galactosidasa, a las señales de inicio de transcripción y 
traducción del gen trpC de A. nidtilans. La expresión del gen 
fusionado puede ser detectada in vivo pÓr la formac-ión de• colonias 
azules en medio minimo que contiene al sutrato croinogéni-co X-gal. 

Dicho estudio constituyó la b~se para ·el desarrollo d~ 
marcadores dominantes de selección de .naturaleza hibrida (hph y 
bleR), demostrando la expresión de genes procarióticos en 
Asp•reilltis (Coosen et al, 199tr. 

3.2.4. SELECCION DOBLE 

Un desarrollo reclan~e es l~ transformación con 
tienen tin fenotipo salaccionable tanto para el alelo 
como para el mutante~ Se util(zan dos sistemas: 

genes que 
sil v:es tre 

a) El alelo silvestre pyr+ permite el 
de uridina, mientras que el pyr- confiere 
S-fluoroorótico (Goosen et al, 1991). 

crecimiento ~n ausencia 
resistencia al ~cido 

b) El alelo amdS+ permite la utilización de acetamida, 
amds- confiere resistencia a fluoroacetamida (Debets et al, 

y el 
1990). 

Los sistemas de selección doble permiten la introducción 
sucesiva de genes mediante transformación con marcadores 
alternados, facilitando las técnicas de remplazo genético (Goosen 
et al, 1991). 

3.2.5. CRITERIOS DE UTILIZACION DE MARCADORES 

La decisión sobre cuál marcador de selección debe utilizarse, 
depende del tipo de estudio que se realice y de factores como 
precio y disponibilidad de los compuestos requeridos. 

Los marcadores dominantes de selección permiten utilizar 
cepas receptoras silvestres. Los marcadores auxotróficos 
requieren de mutantes, dificiles de construir y que pueden tener 
asociados cambios genéticos indeseables en organismos de 
importancia industrial (Ward, 1991a). 

Debido al elevado costo del benomyl, la oligomicina y otros 
antibióticos, los marcadores que confieren resistencia tienen un 
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uso restringido, en .. comparac.ión con el marcador amdS, o los 
marcadore• auxotróficos. 

La utLlización de amdS como marcador donlleva cierta 
int.erfer,encia ,(background) en la selección; pues .las mutantes 
amdS-ño~transformadas pueden regenerar protoplasi()s ~n . un medio 
que contenga acetamida en baja concentración (p'e>r ··amidásas no 
espec~fi¿as~ o impurezas del agar que generen fuentes al~ernativas 
de· nitrógeño.'· .. La adición de CsCl reduce considerablemente 
dichas interferencias (Tilburn et al, 1983). . 

· Asimis~o, se prefiere la utilización de marcadore~ homólogos, 
los cua.les. permiten mayor frecuencia de« transfo"rmáción, .e 
integración cromosómica dirigida (Hartingsveldt et al, 1987 y 
Woloshuk .et al, 1989). 

3.3; VECTORES 

Los~vector~s utilizados en la transf6rmación de 
son plás!flidos >';: cósmi.dos .. Ambos tipos de yector7.s se 
genoma::. e,•:. 

Asperei. U·us 
ntegran al 

~'---:; 

3. 3. PLASMIDOS 

No se han encontrado P.lásmidos nativos en 
pl•smido~ empleados derivan en su mayoría de las 
329, y de la serie pUC (Cullen et al, 1988). 

Asperei.iius. Los 
series pBR322 a 

En una primera etapa, las construcciones contenían un origen 
de replicación y un marcador de selección para E. coii., 
normalmente proveniente de plásmidos pBR322 ó pBR323, además de un 
marcador de se]ecclon que se expresara en Asper¡gi.l.l.us ni.dul.an.s, 
tal como pyr4 de N. Cr·assa, o argB y antdS de A. ni.duian.s 
(Ward, 1991). Un esquema simplificado del vector p3SR2 (Tilburn et 
al, 1983) se presenta en la figura 3. 

Las eficiencias obtenidas con esos primeros vectores eran de 
entre 5 y 50 t/µg de DNA (Ballance et al, 1983; Tilburn et al, 
1983; Yelton et al, 1984 y John y Peberdy, 1984). 

Recientemente, Gems et al (1991) reportaron la utilización de 
un vector recombinante de replicación autónoma para la 
transformación de Asperei.iius. El plásmido pARpl consiste del 
plásmido pILJ16 (derivado de pUCS), y contiene el marcador argB de 
A. ni.duians y la secuencia AMA1, de 6.1 kb, del mismo origen, 
responsable de la autoreplicación. 

pARpl fue aislado de transformantes inestables de A. ni.duian.s 
y plrmite una frecuencia de transformación de 20 000 
t/10 protoplastos, 250 veces mayor a la obtenida con 
pILJ16 en A. ni.duians y 30 veces mayor en A. oryzae y A. ni.eer. 
El plásmido tiene una estabilidad mitótica de entre 35 y 53%, y 
puede ser transmitido a través del ciclo sexual. 

Todo parece indicar que la secuencia AMAl de pARpl contiene 
un origen de replicación de A. ni.duians, junto con otros elementos 
estructurales que permiten su autonomia. 
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Sal1 

p3SR2 
8.8 Kb 

~amdl+ 

amdS+ 

FIGURA 3. ESQUEMA DEL PLASMIDO p3SR2 (iilburn et al, 1983j 

amdS+ =gen estructural de acetamidasa 

amdl+ =región de control transcripcional de amdS 

D = secuencias de pBR322 
O =secuencias de Aspergillus nidulans 



-. 

Los ejemplos de plá.smidos.c~ritruidos··/'para?'.~la 'e~presión de 
pro te inas, ·hetez:~l ogas .'en,Asperá'Ú i us_·; .. se ,de scr.iben~eri·,,- la -sección 

:~':: ;~::;: :;;~ ~~~~:; ~~ ;;" ~;o J~~i; ~l~;~~~~[i!>~~~f !{f ~;~!~ci! 6 ",0 :• 

transfórmaé ión de E:. col i. o· Saccn'.a.;:ó"rii:Yc'(l.'S,füo{;'C.11,os: genés marcadores 
fueron clonados y uti 1 izados ",en'• '(a '"'.trans'·:t.or'mac'ión de hongos 

filam~7~o=~~~rgo, el procedimiento ~~!-cfí~~~~i'g;•~~;C:rito (sección 
3.2.1.) no es aplicable PªJ:';i,•el,•'i!•.a.i'!Sl'a'infeí1to, ele genes de 
AspereiUus que no puedan expresarse.'en.~~.oi:fosf;géner.os o especies. 
Por esa razón, se buscaron modific.acfdn,e's·'fécn·iéas que permitieran 
que genes de AspereiHv.s .:pÚdié#ari'i 'ser: clonados por 
compl emen tac i ón de muta cienes, .,;n. es'pec:i e"s. ···del:.·. mi srno género-, ·es 
decir, por autoclonación (ver .• ,s.eccióll,•:•3<a:•) (GOosen et' al, ,.1991). 

La autoclonación .. requiéré')\.<de-" · tina··· frecuencia de 
transformación suficienteriíent·e é1e11áda para que un banco genético 
pueda ser analizado utiliz~ncÍ.O. cantidade_s -razonables _de DNA y 
pro topl asto s ( Wa rd, 199;1 a)·:¡~ -:~: : .• : 

-:.:=-·~ - :.:-.- .:- -'. 

3. 3. 2. COSMIDOS 

Una aproximación _'··.para·· incrementar la frecuencia de 
trasformación, ~Onsfste en.incrementar •l ~amano de los fragmentos 
de DNA clonados en el bah¿Q genético (genotedaJ. De esta manera, 
menos moléculas de DNA¡ y por 10 tanto menor número de 
transformantes, necesitan ser analizadas para identificar el gen 
deseado. 

Yelton et al (1985) construyeron el cósmido pKBY2 Dicho 
vector contiene un sitio cos del fago ~. que permite el ensamblaje 
in vitro de las particulas virales; un origen bacteriano de 
replicación y genes de resistencia para ampicilina y cloramfenicol 
derivados de pBR322, que permiten su propagación en E:. coli; el 
gen trpC como marcador de selección de A. nidv.lans; y un único 
sitio de restricción BamHI, que permite la inserción de fragmentos 
producidos por digestión con BamHI, Bgl2, Mbo ó Sau3A. 

Este cósmido permitió la construcción de la genoteca de una 
cepa silvestre de A. nid'uLans, incorporando fragmentos de 35 a 40 
Kb, 4 a 8 veces mayores a los clonados en plásmidos. Esto implica 
que existe una probabilidad de 0.98 de seleccionar una secuencia 
particular analizando 3000 clonas. 

A pesar de una baja frecuencia de transformación (10 
t/µg DNA), se pudo complementar la mutación yA2 (esporas 
amarillas), para dar transformantes de fenotipo silvestre, y 
reaislar el cósmido con la copia de gen silvestre. Aproximadamente 
3 de cada 1000 transforrnantes trpC+ tenlan esporas de color verde. 
Los cósmidos recuperados tuvieron patrones de restricción 
similares, y permitieron transformar cepas trpC- yA- para dar 85 
transformantes con fenotipo trpC+ yA+ por cada 100 trpC+. 
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La ventaja 
construcción de 
Aspergiiius, que 
complementación y 

principal de utilizar cósmidos 
genotecas más representativa~ 
faciliten lós estudios de 

aislami•nto de genes. 

radica en la 
de 1 genoma de 
transformac Ión,_ 

3.4. sEcuENcrAs~rr-i~éiwtA.NTEs ~ARA l.t. il<PR~sroN-GENETrc11.; .<-
En s. cere~isi~~; la ~~i~ie~cia de t.~'ari'ifó~D1él{16n se 

incrementa (:e),{ la útiJ/izaciÓn de véct.ores de replic:acióli:élutónoma. 
Lo anterior<Yha llévad6 ;;¡ la búsqueda;· liastél\ ·€1Lj:;>m?merito 
infructuosa,_ ·'de,::plásníidos nativos de Asper¡'Jitt"Lís:_ :'equLvalent_es al 
Zµní de Sacch~l-o,n:Yc<fs (BalTánce, 1991; W<lrd, 19Sl<i):'~,- ~;·~· :,)' ' 

Otra · apro~'im~'ciÓn para incrementar -la >úe·cl1e'n'ci'i1 -de' 
transforinac0ió'i1,: consiste en el aumento de homhJ,:i:>"gfa _-e;;.;c;,;e-" ''el 

~~~~~~n~o: 1 d~e~~~:~·só~·:r6r 1~i~~dos s~e ~~~~~P~~~~~~ ti~~~ ·~rá~~l~~:s? 
mtRNAr (Tilburn y Scazzochio, 1983), que no mostr'ar~Jl.·',é/_~_pto:· 
alguno en la frecuenci·a de tra-nsformación. -::•o·~_,,;;• _-_,,_--

La investigación posterior ha buscado origeries de're];í'ü•éél;~,ión'•;•­
de Asper5ittus (AMAl de pARpl), o fragmentos cromos~m(c'os­
nucleares o mitocondriales que presenten actividad autoreplh::a_t-_Lva_-_ 
en Saccharor1Lyces. Asimismo, se han incorporado en lós"-;:'véct:éif·e's': 
promotores y sef'íales de secreción que permiten la modulae:ión,•de\d·a~•-
expresión de genes estructurales. - - -

Recientemente, el grupo del Dr. Timberlake en la Univérsida~ 
de Georgia, logró la clonación de un centrómero de A. n.idt.tlan.s, ·10 
cual promete generar vectores autoreplicativos más eficientes (Dr. 
J. Aguirre, comunicación personal). 

3.4.2. SECUENCIAS MITOCONDRIALES 

Debido a que los origenes de replicación mitocondriales de 
Sa.ccharontyces y Neurospora funcionan como secuencias de 
replicación autónoma en vectores de levadura (Samac y Leong, 
1989), Tiburn et al (1983) utilizaron secuencias mitocondriales de 
A. n.idt.tian.s, incluidas en un plásmido que contenia amdS como 
marcador. Sin embargo, no se observó incremento en la 
frecuencia de transformación, ni evidencia de replicación 
autónoma. 

Turner y Ballance (1985) reportaron un ligero incremento en 
la frecuencia de transformación en A. n.iduian.s, utilizando una 
región de mtDNA de la misma especie, que guarda homologia con la 
región de mtDNA de A. amsleLodmTLi, ambas con actividad 
autoreplicativa en levadura. 

3.4.3. LAS SECUENCIAS ANSl y UNT 

Ballance y Turner (1985), utilizando el hecho de que el gen 
pyr4 es capaz de expresarse en Saccharomyces, utilizaron un 
genoteca de A. n.iduian.s para transformar levadura con el plásmido 
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pFB6, que contiene a pyr4 como marcador de selección. 
Alrededor de 100 levaduras transforman tes, quE! presentaban 

inestabilidad mitótica f_ueron purificadas, -y los plásmidos 
recuperados en E:. coli. Dichos plásmidos se uí:i l izaron- pra 
transformar una cepa pyrG- de A. niduians a-_ ,-prÓ t otr'()fi a- con 
respecto a uridina. Uno_ de los plásmidos, pFB6-AnZ-, _--meJoi-6 la 
frecuencia de transformación en aproximadamente dos 6rdenes de 
magnitud (3000 a 5000 transformantes/µg DNA), y bajó,tlé~9o¡a 5%~1 
número de transformantes abortivas. _ _f 

A partir de ese plásmido, se aisló la secuenc'ia\an~l,_'como un 
fragmento de 3.5 Kb, que muestra homología múl(ip--lé',cÍ:frí:diferentes 
regiones del genoma. -: - --- -- -->:0:--:_----

La incorporación de ansl en otros ve:C:-to-i:e.S'"-'con- _,,diferentes 
marcadores de selección, ha generado ll)Íiyor}:;- __ ;:fiecuericia de 
transformación, lo cual indica un efect-o'''-"'iritr1-ilseco de la 
secuencia, independiente de la posicióh o:·_del'f';'méúo·'éad.or utilizado 
(Ballance y Turner, 1985 y Hynes, 19B8}0cyNin!l;r'.¡n 'pl'ásmido que 
incluya ansl ha mostrado claramen_tE!-' /repÍ{f_é-aci_j5n,;,autónoma en 
Asp&r,giiius (Fincham, 1989). ·;::-,·-- 0(-''\'f~~-p;'~;,; _,;_ 

Se ha propuesto un esquema _ '( Bafra'n¡:e:-'.ty;"-~:rurner'1 1985) que 
sugiere que ansl sufre varios cf-clo's-de_:'°Ee:Pri'~a'ción :antes de la 
integración al cromosoma, lo cual _expli:_ca\cJa{/ef;~\;,;n(:rémento en la 
frecuencia de transformación. -_, __ -:,,,,_. -;_--::v• -- ---~ " 

Otra secuencia, denominada unt,( '.ii'i :s'i¿~él¿f~----~~~c!Ta~-~e < la : misma 

~s)r~~e~~:' ( ~~~:=~e~~~B) ~a=~~qu/~.;'s ':'.~r~t-~~"¡:t&:t~t~ü/~r~~~~t::~~ 
baja estabilidad mitótica (Esser y M~hi, ',).:$~6)_· .. ':.:·;;,:~;'· ·:--:: 

--:~·' ' 

La inclusión de ansl en el p1'ákrn1~'o'~:~'p#J-a3 ¡iermitió una 
frecuencia de transformación en A. niduians __ de_ -_~5 x_lO /µg DNA, 
perrni tiendo la complementación de la' :;n;ú-i:'a-c;-6ri AcuD- y el 
aislamiento por autoclonación del gen: que-;codifica para_ la enzima 
isocitrato liasa (Ballance y Turner,,i.9_Eii5)_;,-

'>::,~., 

':.:c..:'.;:.,\.·::~-· . 
3.4.4. REGIONES DE REGULAGION TRANSGRIPGIONAL 

Además de las secuencias ·ut_i_lizadas como __ marcadores dé 
selección, es importante incorporar'--' en los vectores _de 
transformación, regiones reguladoras d~~ra transcripción (Gwynne 
yDevchand, 1992). 

Las regiones de regulación transcripcional incluyen las 
secuencias asociadas al promotor (GAAT y TATA), ubicadas_ dentro de 
los 100 p.b. hacia arriba del inicio de transcripción, y las 
descritas como "enh-'lncers", ubicadas en esa misma región. Dichas 
secuencias constituyen sitios de reconocimiento de -la RNA 
polimerasa II, y de factores protéicos necesarios para la 
iniciación de la transcripción. 

Otra región importante incluye las secuencias de ~erminación 
de transcripción, sitio de reconocimiento de nucleasas que~generan 
un nuevo extremo 3' del mRNA, que a su vez permite la-- acci'ón de la 
poliA-polimerasa, enzima que adiciona al nuevo extremo 3' una 

14 



secuencia de poliadenina (100 p.b. aprox'.)~ necesaria para el_ paso 
del rnRNA del núcl•~~al cit6plásina.. La secuené~i poliA -~uriciona 
también corno. protector. contra el ,ataquei· eD:iiinático dUr'ante el 
proceso de ,traducción ·' (Lewiri'; <i99o; - sa11ánée; :199:1 ;.; Gwynne y 
Devchand1 199~:'' , ,;'., J;~~r.·-• ,,, .··-· ,_ \ ·~¡ 

f fü1iif f ~;i!!illl~lllij~~~t~~~ji~i~~ifüif~~i!~~ljf[i~::~~ 
Utiliian¡o ·¡;~;ó'ri\,}~~r'~'f':[fri~\ié]é¡;_í~'~:.··::.~1·~ '~xpI"es~óh': del gen 

deseado puede ser'ino'd.ilÍ:'ai:f~·. dependiendo de la fu-ente •·d.e- 'carbono 
que se utilice en eL cultivo; (Upshall 'et al, 1991) . 

. . .. "')' .- ·~'>, . 

Para evaluar '91· efe'ét:'O- G{.{~: .. :f'áiferentes promotores de 
transcripción en la '-ex.presiófri :g;;n'6l:ic'a de P,-galactosidasa, 
van Gorcom et al (1986)' ·c-onstrtiye·rci'i{'uri''•vector con un único sitio­
de clonación (BamHl), situad~en fase con el gen estructural LacZ 
de E. coii. El plásrnido, con un marcador argB, permitió la 
inserción de las regiones reguladores de los genes trpC y gpd, 
fusionados a LacZ. 

En aproximadamente el 10% de las transformantes de A. 
n.iduians, se obtuvo la inserción de una sola copia del plásrnido en 
el locus argB. De esta manera, se pudo evaluar la eficiencia de 
los promotores siempre en el mismo contexto, cuantificando la 
actividad de p,-gal. Los resultados indicaron que la expresión del 
gen fusionado LacZ es más eficiente bajo el control de los 
elementos reguladores de gpd, que bajo los de trpC. 

3.5. SECRECION Y SEÑALES DE SECRECION 

Una de las principales razones para la utilización de hongos 
filamentosos corno sistemas de .expres-ión, ·es>su a·lta capacidad 
secretora. En general, el <JpaÍ:'ato·. ~.celular· .de eucariontes que 
intervienen- en 1-a- secr'e·c-fón-;-~-·-· __ ,_-(ricl·uye- modificaciones 
postraduccionales, que determinan las actividades biológicas, 
cataliticas e inrnunogénicas de las prtiteinas (Upshall, 1991). 

El aparato de secreción en hongos filamentosos parece seguir 
los mismos principios del modelo de transferencia vectorial 
propuesto para rnamiferos y levaduras (Priest, 1984¡ Tuite, 1991). 
Dicho modelo se sintetiza en los siguientes puntos (Priest, 1984; 
Alberts et al, 1990; Tuite, 1991): 

- La sintesis de proteinas extracelulares (PE) 
parcial o totalmente en ribosornas asociados 
endoplásmico (RE). 

se efectúa 
a re ti culo 

- El producto primario de -tra.ducción de PE tiene_ en_ 
un péptido en el extremo N-terrninal, que no presenta la 

gene.ral 
proteina 
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TABLA 5.- REGIONES DE R EGULACION TRANSCRIPCIONAL UTILIZADAS PARA DIRIGIR 
LA EXPRESION GENETICA EN Aspergillus (MODIFICADO DE GWYNNE Y DEVCHAND, 1992) 

ELEMENTO G EN TIPO 
REGULATORIO 

ale A AIC<Jhol deshidrogenasa 1 lnducible 

Olic Subunidad 9 de Constitutivo 
A TP asa miloC<Jndrial 

ESPECIE DE 
ORIGEN 

A. nidulans 

A. nidulans ----

ESPECIE DE 
EXPRESION 

A. nidulans 

A. nidulans 

REFERENCIA 

Gwynne, el al., 1987. 
Gwynne-Oevchand, 1992. 

Ward, et al., 1990. 

tpiA r riii;;·;;¡¡;;;¡a¡¡;~·········· ............................ ····ciinsiiiüiiVii .................. A:···;;¡;¡~¡;;;;~., ................ :··:·¡~~;~~; .. ·········· .............. ~~~~~;:·~;·;;;::··;·;;-;;;~ .... . 
lsomerasa 

......... ;;;;;·d·s ....................... ¡¡~¡;iBffi¡·;¡~;·;¡ ......................................... iiiilüi:i'biii ...................... A: .. ~·¡;¡~¡;~·~ ....................... A: .. ~i';¡~¡~~; ...................... :r~;;;·¡;~¡¡:·~i·~:·1·959: .............. .. 

gla Glucoamilasa lnducible A. niger A. niger Gullen, el al .. 1987. 

Alfa-amilasa fnducibfe A. oiyzaa A. oryzae Christensen, et al., 1988. 

"'"""gpd Gficiiraiiieiiid'ii~3 ...................................... ciin5iiiüiivii .................. A: ... ~i;¡~¡;;;;~ ....................... A:.~id~lans Van GorC<Jm, '0i"iiC"úi8ii"'"" 
fosfato deshidrogenasa ---- A. niger 

adhA Alcohol deshidrogenasa Constitutivo A. nigor A. nidufans Saunders, et al., 1989. 



madura. Dich~ péptido, denominado en un principio secuencia senal, 
permite que la proteina sea procesada por 'el aparato de ·secreción. 

- Una vez que se ha ~intet{za;fo·' lá secuencia sefíal, ésta 
interacciona con una protei_na.:'citosólLca, que la reconoce y que 
detiene la traducción. La unión· dé1:._complejo_ traducc'ionál;"·COn 
una proteina receptora de ra-llleinbrán.a del RE (dócking- pr'oteinl; 
desbloquea la traducción, .la:éua.l, pr()éedea•partir de.ese' '·momento 
acoplada a la secrecióri · a: través "'de' la membr<lna del R,E 
(translocación cotraduc-cional). ::-'• 

- A medida. que 1~ f~aduc~i~~·o~U~e,' la'protelna e~tra~~~ilii~i· 
pasa hacia el lumen 'del RE; ··donde:.· es · prc>'cesada· pór ·: pro_t:e·asa·s 
especificas que_.eséiriden la secue".cia sena! . (generando :un,;·rilíeyo 
N-terminál) ¡ y .adquiere':su:::}::.onfor.ma·ción tridtinerisiona1:. __ .. ,,,.:·TI~:.-;. 

- Dentro de lasve~ic:J1as' del RE y del ~pa~at~ :_h'2!,ci/i'gij•,.: 
ocurren. ras·siguientes mod(fi'Ca'cTóries pos~raduc,cionales:{<'.'.• ·,;•'-'.<:::. 

~::n~~:r~m~~~fü~ii2f g~;~f~i;l:;~~~~=EfüHW~l~lif Jf !!J··· ·· 
b) Ac-i !ación. se· ad.ic-ié'inan ácidos grasos de cadena. larga . por 

la acción enzimática-de a.cilas<ls especificas.· _ . · .. ~\- --·f:'.' · '.,.: _____ -

manósd{ ~) ª_·MFs ooªdrsmi ~a-_rci ~i ·ó:1~1.n·i· __ ódl:~e-_s_-_-__ '_._-__ de·~-n=-·~l:• __ -ºa:._ec1e1~~pds':1-. ~!urltf~du···r~=o-, __ :_•~_c_•--·~Pcol_'r¿_~---rl¡·_·_ea:, :~iJJo! l;á' ·:~¡f ~L~-~n:t de -. 
- "' "' -~tcJ\ i:,,~¡,_ ~'fü'~i'~;Üi:Íur6 

i sorne~~ s;~s~~~'ii~n¿~~s~ei. -~~t;~mo• N-te;in;.X~(;;J}_--_-'C ·.;_·:_ ~\~'. __ ::._.. :-:~} .. -

- Fina 1 mente, 1 as vesi"qu~-:s '3~~~e~-br·~·~2 ~~J::f.0i~a~~tde1,11·.··b,e!iar __ Paªr· ··-~_.·.·.~et_ºl_ 
de Golgi se fúsionan - con la·membrana':J.:>Ta'smát'iéa' pii:c:a -
contenido de proteinas extrace-lulare's;•··'. - - -- · - .. 

. ·:,,::, >t· ·- .·<::-

Las sef'íales de secreción, de.::p'r-o~a;~·iontes y eucariontes son 
variables en tamano (15 a 32 aa.), y p~esentan poca homologia 
superficial. Sin embargo, cuando se compara la distribución de 
aminoácidos hidrofóbicos y polares, se pueden definir dos 
dominios_¡ Un segmento hidrofi 1 ico N-terrninal, seguido de un núc-leo 
central predominantemente hidrofóbico. 

La región hidrofilica esta cargada positivamente, y es la 
responsable de la longitud variable de las secuencias sena!. 

El núcleo hidrofóbico, de 12 a 19 aa. en promedio, termina en 
una secuencia de reconocimiento de tres aminoácidos, que p~rmite 

la escición por peptidasas especificas, y contiene en general un 
residuo de glicina o prolina en el centro. 

La región hidrofóbica tiene un papel crucial en la secreción, 
pues su longitud (40-50 A), permite el paso del _producto 
primario de traducción a través de la membrana (Priest¡ 19~4; 
Tui.te, 1991). 

Perlman y Halvorson (19.83) definferon las car,;cterist.ic~s-d.e'i­
sitio de reconocimiento de l.a_ peptidasa para ,39,,,_sefíal'es·''"de 
secreción de proteínas proc~riontes y eucariontes, y propusieron 
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la secuencia modelo A-X-,B, donde A puede ser,Ala, Lle, Val, y Leu; 
y B Ala, .Gl.i y· Ser, siendo la secuencia más frecuente Ala'-X-:Ala. 

Aunque la~' sel"laies:;de\secreción de · .. •esuec.ahraL.'º0,nb\see···sr····v·····apduoe~~n-. ser 
reconocidas :]?ar: pr.ocárf'.ont~s y:/ viceversa, . ···.· .- ..... •· 'quei la 
utilización.·.de se!"lales,•·hoinól9gas. puede '::favoi:'eC.ei -la.'..'isecr.ei::ión 
coavlsyThai, •t9BO;·Pr'ies8, t9B4; Tur~r,/t9Qtli[ " \;'.~:.:: ·•; .. 

to ta l!lni'.~;x-tr~e s~~:·~dL-~~ ·hc;i.l6s · i11arné'ntosost'rio)'·s~.h·a::· ·a:~sif it~ 

· ·:::::gmr~g~¡;f ;~f ~!;:~;.:i;;~~~l~?F~!t~~tiíf l~ii!Sii~ii¿!f ¡~~:· 
g l uco~:i~.i :~¡e '-!:t!i·~6~i ~i~!·~n c1~e :Á~ ~. •riÜ~~-~~~{6~~~~N·~·~ét~~!~~~·!n:~12. á•: 
traducción :primaria del? cDNA; se ha podido defini~ 'el• 'fragmento 
pepti di co que permi t<;> la secre_ciÓn 1 - y - dete_rrninar _;el:~':;¡ __ ~ i t-i os ' .. de 
escición en2:imátic.a. En la-<figura 4 se comparan·: lás .s-ecuEfncias 'de 

¡~¡~;~n11~;~1;i~~;~~~·~~~!r~;: ~t~~i~~~;~~i~tiii~~iti~~,' ·· · 
Las secuencias o se!"lales de secreci,ón-de+••'g_e.!'~.d~•h'g-l'ucoami:l.asa 

~~a~~n e ~t ! i ! z~~~o ~;r~ ~: ~~~~:s !~:t~i~=~-~«~1~~:g?~.¿~·~~·~;~9;~;~{~~~~~~~= 
en A. nieer ( Dav i es, 1991) . 'X; ;.·'.;~ ::~ •:{;l;::,)is;:·:i\, <• {; 
vi tro De~~~an~e~~ i ~~ < 

1 :~ ~ ~d ~ ;~ 9 :ªei.;b.J-~~~{:ft'8:sif~~~h.:;'.~i~~~i;~:¿ i¿~ 
cotraduccional en A. n.idul.ans. El sis,t•ema;c•corúifst'ió· en aislar los 
microsomys (derivados del RE rug(Jsol;'/~:;icí:((vi;':30.~ri.Ja.:.traducc_ión de.l 
factor "' en su forma pre-pro .( es;:.de~.i;r;~'.(,con ,las sel"lales de 
secreción). El tratamiento de la frac,8'i~!'ii~~:qr~:;omal _con tritón-X 
y una pro teasa especifica, permitieron·•: démo·s t·rar el proceso .de 
translocación y traducción del factor-i:h/'.ií':3'1••:cci-mo la glicosilación 
del mismo en el lumen del RE. :.i:i .. :·:.:; ... '_'\¿ 

Este sistema puede perniitir' n¡·:!ie\raTúación ''de-1 ·efe-cto 
diferentes sena les de secreción en::-' i~s'.'i'':caia:cteristicas de 
proteinas secretadas. ·.~.:<'' 

de­
las 

,,,_;_,' 

Davies ( 1991) sugiere que en .e'l<• desar.rollo de sistemas de 
expresión y secreción en Asperei:l..l.:ús;•<.es',:nec·esario incluir. seriales 
funcionales en los vectores de trarisfrirma~!b~.~s!n embargo; aclara 
que la optimización de dichas secúenc':Fas 'no- es ... relevante en el 
rendimiento si la tran·scoripc'i-csri> ·-y traducción operan 
eficientemente. · ·.,' .•'•' ,'· _•;• ......... :'· :;· · 

El apara to secreter de l evadúra gl icos i'l<Í ei'i fo~ma'·· a tipi ca _a 
ciertas proteinas heterólogas como el tPA humano·,_·•: a'dicion.ando un 
1 . 
Proteina extracelular de Saccharomyces, de.termi.n<int.e del· f_act.or 

de heterotalismo. 
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FIGURA 4. SECUENCIAS DE SECRECION DE GLUCOAMILASA DE A. nig1er 
Y B - LACTAtvtASA DE Escherict-1ia coli (Priest, 1984;Cullen, 1987) 

B - lactarnasa 

o * 
met met ile tre leu org lis¡leu pr~u olovo~a ~al~ gli val met '~al~, ~ne~o,ala 

Glucoamilasa 

... o * . 
1 rnet ser fer. arg ser j1:uleu ala leu ser gli leu val cis ser gli leu alfe~,,~ i~ ~r ~s ~r0ola 

L=i Segmento hidrofflico 

L-J Segmento hidrofÓbüco 

1- - 1 Prc1péptido (hexapéptidco) 

O Re.siduo central de glicina 

* Sitio de reconocirniento de la peptidasa 



exceso de m~nosas.(Tuite, 1991); Esa misma proteina, producida en 
A. nid-ulans', ccmt.fene:.Oligosacáridos del mismo tipo y en los 
sit los adecuados' éon··.respectci a.,humana C Davi.es, 1991). 

/ ·~;: .. ~r-~:;;\ :::~:. 
·-· --~:~.:.:·,-. - ' '~}'.;,:, " 

3. 6. cEPAs ::nE:éEP±on:Á"s ' .+t ''" 
',\>''i' ·:,:_:: ·-· ·-1-· ~·;:'.~:;E; :.·:'<: .... , ' ,. ·'··· -· .. -.. -. 

~¡ii;;~f i1;¡f ~lI,,~¡1~¡i~¡~j~~i:~¡~~~;rfü:¡g~::;1~: ,:~~¡m~i; 

;~~;;~~¡~~;~t~ll~~~f ~!~f f {f~ .. ~~~~i~~~~~;~;i~~:~~ :: :~~;~; 
maest_ras_·~, · qUe~~~c~·n·t:i:'.eil-e_~~:~.a_r·~-ª~qr_e_~·-.. ~~~~-~é_t)_C:Os __ e~·_ cada cromosoma, 
facilitando- asi el an~lisi.s genétic-o· de-·ia-s' transformantes. 

La mayor pa1;te de 1 a·s ce-pa·s de ·.:A.·. - nidula.ns provienen de 1 
Fungal Genetics Stoc.k Center (FGSC.)-' :·del Departamento de 
Microbiologia del Centro médic; de la Universidad de Kansas 
(Kansas City, Kansas· 615103) >- Varias,· .mutantes, predominantemente 
auxotróficas se han utili±add ~o~o cepas receptoras para 
expresión, y fueron utilizadas eri los primeros estudios de 
transformación (Ward, 1991). Otias cepas provienen de un banco de 
mutantes originadas de un sbio'aislamiento hecho por Pontecorvo en 
la Universidad de Galsgo~. Sin em~argo, no existen productos 
industriales derivados de A •. niduia.ns, por lo que no ha sido 
establecido su status sanitario (Schethtman, 1992). 

Para A. niser no existian 6epas genéticamente caracterizadas, 
hasta que recientemente, Bes et al (1988), obtuvieron un banco 
isogénico de mutantes auxotróficas y de color de esporas a partir 
de una sola cepa. Asimismo, construyeron cepas maestras con 
marcadores en seis crorno·somas. 

Por otro lado, __ t<into __ .4._ nieer· co_mo ocho enzimas producidas 
por él, tienen el status GRAS y la aprobacf6n de FDA para uso en 
alimentos, lo cual facilita la aprobación de productos 
recombinantes que utilicen cepas receptoras de dicha especie 
(Schechtman, 1992). 

Las enzimas producidas por A. oryzae, lo mismo que el 
microorganismo, son internacionalmente aceptados para su uso en 
alimentos (Barbesgaard et al, 1992). 

En general, se reconoce que siempre que el microorgansimo 
receptor y el producto de los genes transferidos sean inocuos, la 
cepa manipulada geneticamente (recombinante) puede considerarse 
incoua también (Barbesgaard et al, 1992). 

Partiendo de dicho criterio, se han aprobado en 
Japón la producción de quimosina bovina expresada en A. 
a.wamori de Genencor Inc. (Gwynne y Devch'arúi, ~1992); y 
(Novo Industr i) de Rhizo1m.J.cor rniehei expresad·a en 
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( Basbesgaard et al, 1992). 
Asimismo, .otra lipasa.:. de Novo ·(de Hurnicoii:i 'Tanueinosa), 

producida.· también, en 'A .. .coryzaeí'· sehii>aceptadopara:su · aplfcacTón 
en detergentés,en ;.Európai ..Tapó~· y/:E:.u·~ ~. < ;'' :.: .> ;,'· , 

~:~:~ :.·:;~·:¡~~M;::~;1~~·¡r:~B::~1~J~~:'fü~:g2~~f ~~~ :;,~~'.· 
niduians se puedé ·f:'í.·ansferii': fii'ci'1mente.a.·.A>,· .. ni.eer).espeicie cuyos 
requerimi,entos de cltltiyo>á':gran éscálá'se c6rioceri'nieJo'r';•<ycuerita 
además con . un st'at',,;s ,·.cRA:s.~.i.: lo cual. ;favorec"e :;:1at: a'p1 icación 
b in tecnológica (Dav·i e's,, .·19 91) .·:·,. 

:: :::::~::.~:;::~~~ti·=7:: :;¡:;~¡ ;:~~~~t~~if i~t·;t~·. :.~d!~ 
var.awamori UVK14J, hiperproductor,a Ld.k{,'·{gJ\icoall/ilása., para la 
producción de quimosiná bovyna.;;,,Chr'j'sfehseri ''et' ·al ··(1988) 

~~!;!:~~~nd~n:n~~;:s i~e~:~~!:~?}:.~f:~{~~~~riJ'-~~e '"anifriisa ···para •·•.la 

En ambos casos, el gen· esfructul"'ar;~xogriiio ~é ~xpi~esÓ ba'jo- el 
control del promotor de la enzima·~:na't{vá'•.·· 

3.7. DESTINO DEL DNA 

3.7.1. INTEGRACION CROMOSOMICA 

En todos los estudios de t~arisforrnaci6ri de Aspereiiius, se 
reportado la integración de la& secuencias de DNA transformante 
genoma de la cepa receptora (Goosen et al, 1991; Gwynne 
Devchand, 1992). 

ha 
al 

y 

Se pueden distinguir b•sicamerite·t~es tipós 
cromos6mica, que coinciden con los d.escri,tos por 

de integración 
Hinnen et al 

( 19 7 8) para Saccharornyces (figura· 5) :.·" 

Tipo 1.- Ocurre por un entrecfilzamient6 · simple entre dos 
copias del mismo gen, una cr'ornosómica<n.·afiva, y otra exógena. Da 
como resultado la duplicación del.,;"géri.:.':"La<;¡, ':copias aparecen en 
forma ligada, separadas sólo_,;po:r'':iasúfit-secuenci:as·"bacterianas del 
vector. La integración se lleva',,:a""cabo·"·en el"· locus homólogo de la 
cepa receptora. :.:.~~\:;,;,_;/'; >~~~P'·c :~~~;'.,~ ::}:t::·::\:.· 

~ ;;. 

Tipo 2.- Ocurre cuando e1?~~~st'.or,: .. ':.·.~ .. ~"-,: .. ,.'.s~;in\egra al genoma 
locus no homólogo. ".:''.));\.:;·,, , ,,,, ··.~,., 

en un 

frecu~~te;~~te t ~;~s de una ~~~~~~,x:t~;~·¿f~i:n~~~:~~~~=: en c~~~~=n~~ 
tandem. 

Tipo 3.- Ocurre por un proceso de entrecruzamiento. doble, o 
por conversión genética. Da como resulta.d6'el >rémplazamiento del 
alelo residente por el transformante. · 

En algunos casos, se ha demostrado la tr~~~i~r.~a~{~n por más 
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FIGURA 5. PATRONES DE INTEGRACION DEL PLASM!DO pB EN& nidulans (a·c). 
(d): REPRESENTACION DE LOS RESULTADOS DEL ANALISIS DE HIBRIDIZACION 
(SOUTHERN BLOTi DE DNA GENOMICO DE LAS íRANSFORMANTES CON EL 
PLASMIOO pB. TODO EL DNA SE DIGIRIO CON EcoR 1. (Ward, 1991a). 



de un tipo ~ara· una misma célula transformánte. 

El tip() de:integración se pu_ede .. · definir paf ·Un análisis 

!~~·~.~~.·~~ i~~l~~ (o~~ . .&i1~~~'{ci~ ~ ~~;l ~·~~~,Á~t·~~·~ari~~'. ::c~-~e.~lg.··.-~.·,'.e.-~:.tn··:.·1'.~P···-~o:..f. t~d~e .. mar.cado c'.'>!pi ;:E1 .,:;:..pat~'ón; 'cie ·,hi bridización - indica '·' -

;~~;;;5t;f :~~~~~~l$l)if ~1i~ll~!i~:l{f l•.ll~i~if~~~Hb~ 
~::~:mtHY~~i~t~!~~!~f :;;~:~~~H!~~~i~it~f tpttl~l;~~ii~r 
mú 1 tiple tfpo 2' en otra; . . . . ¡:::,. ·:::; ~:J ' g;;: eo:/" •.. , ... • 

Yelton:et al Ü984) obtuvié:rod•1os {~e5''.~:f1osdé;é'f'~t~~~:rkci6ri 
con vectores qüe éonteni. an el, marcadcii:'·;·.frpC}i Mieríti'.-as} qué ·,;· John · y 

· Peberdy ( 19811) y Upshal 1 :(1986l.i/éil:;-t.uyie'ro'ri.:; jíréd.Oín.tría!:itemente 
integración tipos 1 y 3 ut.ilizando/!J.rgB., . .,. :.: .•... ,: -: '',~ .·.. , 

La trans(ormac ión con· marca-do:(e:iutieferqÍogC:,5;::_cojno;'pyr4 de N. 
crassa, genera cornunmente. infegráéf9n'·múltfp.le''de tfpo 2 (Balliince 
et al, 1983). Sin embargo; ,1a:~i,inéórporaciórf de· una secuencia 
propia de A. n.idutans .(el gen,,bénA)\a'.~un;'veéto:r, con ·marcador pyr4, 
generó un 90% de transformantes::-cón·' :.el ':vector :integi'a-do en el 
locus benA., . .:_-·>> .·:.~~:;.~-~A~'~'--c~-,·?.·-.'~-~--:~.:,·~_:__;.:.,-.. -.~-·,-;-:.-,-- ·-~~~:·.-~·-o_; __ ·""-·=- -:~ ------ ---

obten
Lca1_ ónu ti ldiz

8
ac i ón de'.:ot'ro:·:n1aré:'a.~oc.r0 .. nE ...... ·.~ln61_:nfo.t}e:¡·og···.··r·a(ºc ... 1

1
,ói,cn .. •-.'.·.·.·.·.·.:. p.;rm i t ió la 

trans(orníant\-.s, cromosómi ca 
predominante de tipo 3 (Wárd ~et al/ 1986). ' ' ' 

En el caso de A.>·11.iéer, ·la integración cr'61nosóitÍica utilizando 
el marcador ·homólogo pyrG·permitió la integración.'_ en, el locus 
homólogo (tipos t y 3) (Coosen et al, 1987; · van Hartingsveldt, 
1987). 

El marcador heterólogo amdS de A. nid"Utans es el más 
utilizado en estudios de trasformación de A. niger. Mohr y Esser 
(1990) observaron que las delaciones de los extremos 3' y S' de 
las regiones no codificadoras de dicho gen, influenciaban el 
número de transformantes y el tipo de integración obtenida. Mohr 
et al (1989) observaron que la mayor parte de las transformantes 
de A. nieer con el mismo marcador, contenian insertos en un solo 
sitio de integración. 

Debets et a 1 ( 1990), 
que la integración ocurre 
de A. n.ieer, y en muchas 
probablemente al hecho de 
residente, equivalente al 

trabajando también con amdS, encontraron 
al azar en cualquiera de los cromosomas 
ocasiones en una sola copia, debido 
que no existe un gen de acetamidasa 
de A. n.id-utans. 

En una revisión sobre transformación en hongos filamentosos, 
Goosen et al (1991) concluyen que en Aspereiiius, la integración 
del DNA transformante no sigue una regla general. Su tipo depende 
de la naturaleza del vector, del marcador de selección, de la 
historia genética de la cepa receptora, e incluso de la 
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relación DNA/protopiástos empleada. 

3. 7 .:i.. ~·· cornANSFORMAcrCÍN 

TaLy ~6ni6 6curre e'rr S=,charOmyces y eucariOntes su¡:>eriores, 
en Asperi(iTtis.es:':po~ible-Tá\cotransforniación.: . ,: 

.. si Aos ,diferéntés plásmidos se incluyen .durante er.proceso de 
transformación; pero sólo ~e ~plica s~lecc:ión para uno 'd~~ e~los; 

-·~~ -~~_:ºt~:6~~:~m=~t!~t~~:i~~ i~~t7ª¡¡~;~: 'P~~~~?itn' e~ L·~el-~._ ~-~~oma 
\.lernars et al ( 1987) ut i liza1'on .la cotrarisfbi;"~-~2(ª11'?,;c:o'ml'.l 

herramienta para reemplazar un gen silvestre, trpC de·A¡{·.~'kdtiiaris, 
por el muta.nte. Utilizando un plá.smido c:on amdS ce>n10};;'.'ma'rcadÓr, 
lograron cotransformación con un fragmento d,e DNA,:,qu_¡,':¿c¡ii.te(ii:i"á'T el 
gen trpC no funcional fusfonado al lacZ d.e .E: coi(.,;~;Lb:s\'./f'ac'tores 
que influyeron en la eficienc_ia · de ccitransformación'::~'fueron/ ·lá . 
relación molar entre -los -a:o-s''veC'tores\-y el• Ínar.2ácior:0:-a.6'.f'•.-s'ii'.1e'cción-

- utilizado. - · -.· · "'·--·"i<'")i, '''.::· 
' - _, - - - - • :"e;:·:_.,·· _ _,'.:_~~~\',:~;~:~ . :'o~~;-:· -<}_~'.. 

El hecho de que el vector cotransformado tenga tí6rí1tilogiá'';' C(Jn 
el genoma receptor ha permitido la mutación dirigida, de·l,gen:.,;_trpC 
de A. ni15er (Goosen et al, 1989), y el estudio _·'_de: lé'¿\s,•·:.:s_ei'lales 
reguladoras del gen amdS de A. niduians (Davis et.·aLi ·1988-l''-'·'"··~-- ·-

:.··..:_ ··?,:~:-: -

3.7.3. ANALISIS GENETICO DE LOS TRANSFORMANTES ;; rr,·::: 
Para verificar la integración al genoma de las se¿'Jeri¿i~s'. de­

DNA transformante, es necesario el análisis genético~ 

El primer aspecto es verificar la estabilidad ~iiótÍca del 
transformante, la cual se determina cultivando las cÓÍ:lidiosporas 
en im medio no selectivo, y haciendo un cultivo répl(cá en niedio 
selectivo. Varias rondas· de subcultivos pueden servir para 
establecer el porcentaje de conidiosporas que conservan el 
fenotipo transformante (Esser y Mohr, 1984). 

Para establecer la esta~iiidad meiótica~ puede efectuaise un 
análisis de las ascosporas obtenidos de cleistotecios formados por 
autofertilización. La frecuencia con la cual aparece el fenotipo 
mutante es un indicador de la estabilidad del gen exógeno, 
silvestre, durante el ciclo sexual (Fincham, 1989). 

Para la asignación de un gen transformante a cromosomas, el 
procedimiento más utilizado es el análisis parasexual, el cual 
se basa en la formación de un diploide entre la cepa 
transformante y una cepa maestra. La adición de benomyl acelera el 
proceso natural de haploidización, por lo que pueden estudiarse 
cepas haploides con diferentes combinaciones cromosómicas. Aquel 
marcador cromosómico de la cep~ rnaestra, que no eslé asociado al 
fenotipo transformante al analizar las haploides, corresponde al 
cromosoma o grupo en el cual está integrado el DNA transformante. 
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Upshall (.1986) caracterÍz6 genéti~amente un gran número de 
transforman tes argB+ de A. niduians. El marcador. argB 'se integró 
prefereni:ernente :ál cromosoma rrr·, ·'donde ·.s'é ';encii'ént'ra el' •locus · 
corr~sp:;indiense. , ;~ •:r , .. 

. Weinars ~t al ( 1986) y Debets'~ et ~:al <·c1ggo').,':caracter·izaron 
cepas trarisrormantes amds. de. A: nidtiians'. ·;· 1 'ya·····~.:i.k~;An.t 1e\g·r·.·.na·ciis1 .. 6ern 
respecdvánierii:e .. En el primer estudio sé':'demostró•<' 

~~8~~~6 ~.i!~i ~~ ;g~=~ i~~0~e e~ ~~~r:~~ 5:e~~¿~~~~hgri.%'.~t~i 4úi~·~= 0 ·ci~e l:~ 
cromosomas, como . un so lo inserto, carác teris,t'(ca ·;C¡uE!i., ha ¡:iermi ti do 
utili:zarese mar.cador.en el mapeo cro·mo's¿,¡n!iR.~/::·· · · 

..... __ ,._, ,:~;.-~~:/:: ~=-: ~~-\~·. 
3.8. AISLAMIENTO:Y CLONACIONDÉ.GENES, 'C::'o .. 4/': :·;~. 

··~;~i!ltilt~~1!1;;1~1t1t11¡r~11111111i!!!~~~~~1~~.~!i' · 
~~~ 1~ro'Cesa.do'S' en~;~'i~·~.m.·~~.f:e.: .... ·. ;,·.~:h~~];¡~,~~~fr~~'.':yces · ·e caoseri e t. al; 

··.:.,~,: . . . 

'(", '' , !~: .. ,:~-~-i} ::>:~2::- ~:,~::".'(" ->/ 
3 .. 8.1. AIS.LAMIENTO PORHIBRi61zA'.qfO'l'{; • • 

·,·.;",·,·· 

Una .. forma de detección y~isl'~IJli~nto d.e genes es 
una biblioteca gen6Ínica con :i.ma:·scinda' marcada de DNA o 

·. - .: . . : ~:. 

hibridizar 
mRNA. 

Para a is 1 ar genes· ev,; 1 ~t.ivamen te conservados, se pueden 
utilizar'sondas· de genes 'de :otras especies. Por ejemplo, el gen de 
isopenicilin-sintetasa de· A. ni:'d·uian.s se pudo aislar utilizan.do 
cDNA del gen correspondiente de· P. chryso¡genv.rll (Ramón et al, 
1987). ' ' 

La sonda de cDNA ·puede .. s'i'nfetizarse a partir de la secuencia 
conocida de amino•cidos de uria ~roteina, o a partir del mRNA 
purificado de cepas hiperprodu¿toras, generando un cDNA por la 
acción de transcriptasa reversa .(.Ward, 1991). 

El fragmento de DNA genómico detectado y aislado se 
incorpora a un vector, ~ se~uti~iza para transformar una cepa en 
la cual pueda verificarse su.,exp.resión. 

-. :···:. ' .-, .. 
caM·p~{:'E~E:NtAc 1·0-N·:: Y ÁÜTÜCLoNA.C rch¡-: 3.8.2. SELECCION POR 

~:~: :~!; :: ;;::::::1¡¡{¡;ti;f ii~~1tM~;%) .. i~ii~i~]~~-t;:~H~,.:; 
Las transf arman tes.· s'on:/' s'elecc i"o.nada s ... ·( pg): · '.~cqmpl éínén tac ión. Se 
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aisla entonces el plásmido que contiene" ·1a secuencia 
complementante. 

Bal.lance y Turner ( 1986) lC>gr~:ro~ ai.sl~r ;or, a~'i~~lona.ción: el 
geri acuD de isOcitratO liasa.·de·;'A.· ni.dui'ans•i·· · .. ,,.~.···· 

En el experimento, se a,islaron fraglllentos~;d.e0{<i.fi¡:i:<i.~;1'5ih' 15" Kb' 
de DNA genórni co de A. ni.dula.ns si i ves tre •Y:' T<5e ;: 111\::'órporaron al 
plásrnido pDJB3, de al ta frecuencia de'tránsforlllac'Í.:9n.¡;:·qu'e'.;:C:órii:)ene': 

::,::irg::i;:1~~1:!~~;:~:;;~¡~::~~ :il:~~·1it}i-it.í.tA~c·• 
medio sin uritl1na, y con acetat,o·. 'd,ec:,potas1,o\·.~;.comor[\fuente, ;de 

¡¡~¡¡¡;:¡¡:~¡;¡~¡;;;¡:;;;;¡¡I¡¡¡¡¡¡¡¡¡¡¡¡¡~!lillll!~)j¡ 
aislar el gen de i soc i trato l'ia~·~·.c ~.:;;::•: .•.. \'f.> :•,:• , '.'.'.' '.} ~,;;t'"·' "o· ·~ 

A partir de entonces; se~han aislad§':1Tlu'chos gene';·regul.adores 
y es true tura les de diferentes~ espedes;;;de~Asper:6{ll us•. (ver Goosen 
et al, 1991 f. 

La elevada frecuencia de transformación y la posibilidad de 
fácil recuperación de marcadores que ofrece ~l nuevo vector pARpl, 
permitirán en un futuro.el aislamiento de gran cantidad de genes 
por autoclonación; 
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4. APLICACIONES EN BIOTECNOLOGIA 

El establecimiento de los .. sistemas. de Ü·ansfór'mación genética 
en hongos fi.lamentosos descritos anteriormente,• .gén~ró una gran 
,activida.d de. investigación dirigida a1::desarróllo .'de sistemas de 
expresión en dichos microorganismos. La.s <·tec'nologf,as· disponibles 
han permitido mejorar genéticamente algunas ::c.epa·s ··:productoras de 
enzimas, y probar la expresión de producto's·::d:ec.~'gen,es· heterólogos 
de ·gran importancia económi.ca (Cul.len:,"yi L'é'ong, '"198_6; Berka Y. 
Barnett, 1989). · ... · '~} ·'; • · 

'1;,: 

4. 1. ~erei i t11s COMO SISTEMA' DE 'ExPR~'irON y'! s'~cRECION ~ VENTAJAS 
·soEi.R'E_l.os-:-s-I"s-:t~Fi!>.s··-·c-üsrcoS-::::-- · ..• ·-· 

La capacidad de ciertas •c~;i~ :";1d~i~· ··~;;J~ro': Asper:¡,,i:ii~;J :é• 
secretar. ,grandes cantidades.· de éhziínéls ,'Cha·sta·: zci •g'/ll'., 

:=~~~f I~~~;:ci!~~=~~~~=ee~=::~!~-~~~.t;f:?~~::!~!~=i~~~~~t~~;-i'.¡~~::~ 
secrec.i6n: en· _Asperl!fi i tus • 

. Al'gunas· caracteristicas-'dé Asper.qi.lttis' Lo,•hacen.un:género con 
gran 'potenci'al _corno sistema de exprési_ón y secreci . .S:n dé'·pr_ot:einas 
heterólogas. 

- CAPACIDAD SECRETORA. La mayor parte de las enzimas de 
secreción de hongos filamentosos difunden libremente a través de 
la pared celular. Las enzimas extracelulares son más faciles de 
recuperar y purificar, pues se evita el rompimiento celular y la 
separación de ácidos nucléicos. Además, su producción no depende 
de la biomasa producida durante el cultivo (Priest, 1984). 

Algunas especies de Asperei.ttus, por ejemplo A. nieer y A. 
oryzae, son capaces de secretar ·enzimas nativas (glucoamilasa y 
amilasa, por ejemplo) hasta concentraciones de 10 a 20 gramos por 
litro de sobrenadante, y las proteinas heterólogas secretadas en 
algunos sistemas alcanzan el 5% de la proteina celular total 
(Saunders et al, 1986). 

son 
de 
de 

En contraste, las proteinas producidas por E. coii 
fundamentalmente ci toplásmicas' y se depositan en coºrpúsculos 
inclusión en forma de agregados insolubles que requieren 
tratamientos de solubilización y purificación muy costosos, coma 

huevo en el caso de quimosina bovina (Ward, 1991b), lisozima de 
(Archer et al, 1990) y tPA humano ( Pennica et al, 1983). 

Saccharomyr:es cereuisiae no presenta la capacidad secretora 
de Aapersillus. La mayoria de las enzimas naturalmente secretadas 
por la levadura ( invertasa y fosfatasa ácida, por ejemplo) se 
localizan en el espacio periplásmico o en la pared celular. Sólo 
las proteinas pequeñas como el factor ~ y algunas toxinas pueden 
difundir. En general, menos del 1% de la proteina total de 
levaduras se secreta al medio (Tuite, 1991). 

En el caso de la quimosina bovina y el interferon ~ 2 humano 
por ejemplo, la mayor parte de .. l.a proteina permanece en el 
citoplasma, y sólo una pequeña fracción es secretada y se asocia a 
la pared celular (Mellar et al, 198~). La fracción citoplásmica de 
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incluida quimosina . producida por S. cerevisiae se encuentra 
parcialmente en las .. vacuolas,(Smith et al, 1985.l> .... 

Aún cuando s.e han aislado riiutantEóJ.S ·. "sÚpersécreforasº' de S. 
cerevis ¡'.ae ,( Smith et a 1,,: 19 85) , que incre'mentan, · la caneen trae i ón 
extracelular .·de enzimas. h'asta eri . 10'' veces;. lÓs niveles -de 
secre'Ción 'de-·quimodina• son menor.es J a ''.'lo's- ·,·repor.tádos ;-para '•A. 

awamo~!ci~~~~~~~~;~b~~~ den·-· Berg et ••· a'f :i'i&~o};; fep_or~a~cih la 
producción .de.'/quimosina bovina ex~ra_celu:larLtit.Ll'.fzando•el 

~:P:~f~:~i~:~d~= ¿~;!Yyu'~r,)~yces _•.· .• fT;ae_~pis)-· 72n~j> Íev~-~Ura ,- .. · ,__. :T~,_~·~:-~~I~,:-,.. .;;·<.- ·.,::··-- o: .. _~-.--::·-:;;:f~:><·:: ... :::-

- REcoNocrnTENTO oE '~E~.ü.i:s ~'¿ ;,;a-R.A'flsti:\1P-C:10k i;'i. ···1ioicroN 
INTIW·.~~·5,•. -':.• ' ·;~-, ''.é '3/'}':<:"~-;,;::,:i~;f· ,,_- ''':;,; ·:~• }:•; '.\ _1. 

::~~irm~~,i~~~::~:~:~~;;1f ~,~t~,¡~~;Jf~i~t~~i~~~~~íiY;:~~~· 
::::~:;::~!H!:~·~.~!~~~~;~!~~1~!~~~t!:!;~f f ···~~:::i~;::!:: .. :~~· 
(Lewin, 1990). · 

• _._,_,' ~:--· -c....-.::C-~.- o'.~; -·~:~.<'-

En el caso de S. ·cei;,,'lJ~-~i;;,-;,,, -Cse''conócen muy pocos genes que 
contengan intrones, los ~cuálci~' .se ~aracterizan por tener una 
secuencia in terna ( 5 • TACTAAC.A3 '.;l , ·necesaria para su remo e ion, pero 
que está ausente en la mayorfa de •i'os genes de hongos filamentosos 
y eucariontes superiores. Consecuentemente, la levadura es capaz 
de transcribir DNA eucariótico heterólogo, pero incapaz de 
escindir los intrones en la etapa, postranscripcional. Por otra 
parte, la secuencia poli-A· eri mRNA de levaduras es 
considerablemente más corta -. (32 nucleót·idos) que la de otros 
eucariontes (Beggs et al, 1980¡ Tuice·; 1991). 

A pesar de que la secuencia .5 'TACTAACA3' está 
algunos intrones de Aspereill-us, esto no: párece ser 
para la edición correcta del mRNA _( Ballánc"'._,.. 199~) ~. 

presente en 
un requisito 

Se ha demostrado que A. n:Cd-Ulan:s:.;:.';ex~r~·~·a--·--eficientemente 
proleinas bacterianas tales como LTB y ~~gilictosidasa de E. coLi 
(van Gorcom y van Hondel, 1988; Turnbull· et al, 1989) y 
endoglucanasa de Cell-ulom.onas ji.mi (Gwynne.et al, 1987), asi como 
el factor o< de Saccharornyces (Devchand et al, 1988). Asper-eiLl-us 
puede también procesar intrones de genes fúngicos heterólogos como 
el de proteasa de Rhizom-ucor- miehei y celulasa de Trichoder-rna 
reesei., a diferencia de la levadura que requirió de cDNA (sin 
intrones) para la expresión de celulasa de T. reesei y 
glucoamilasa de A. nieer (Cullen y Leong, 1986). 

Algunos 
triosafosfato 

genes estudiados en A. nidulans, como el de 

correspondientes 
secuencia de los 
mismos. El gen 

isomerasa, guardan homologia con los 
de plantas y animales, tanto en el número y 
intrones, como en la longitud y ubicación de los. 
de tpiA en E. coLi., S. cerevisiae y 
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Schizos'accharom.ycés.pombe .no· coni:iéne,\ ·introi:ié~ . ('McNight 'et a.l, 
1986); Por esa raz.ói:i, se. atd.buye mayór'.J?otenc(aha \la expresión 

~~::F:.,=~~·«::~~~~ 1,~'$,~iAt~:,~;1s;~~~~~1~,%t~~:~r¡~;¡:•i' 
MOD i'; I CACIÓNES POSTRADUcci J~~LES ;i/ . " .'.'f;f/;;: ;.''• ;;~;f ·•,¡; \sf· ' ~t 

~! m!~::~i:n:.t)1~~.i~ r~~~tiit~:t~ ~;:i~~i~~~~~;~::i~1~rt~~:: 

~r~ ,i 1i!1::!~~1i~irr~~i~~~r~1~¡i'1~;~!~!~~füif Witiíf f~?f ÍJtr · · 
disminuye su -POd~r~--:::ftj:m'Uii'o·g-éi:ffCo ~:~(TUr~nDul r~ ~-~7 ·:_a~r: "-~-·~:ci9-0.JJ" . .- .. --:r·-. 

En saccf"tdr.C-~y',;'t;~·; ~~i~ ~:xis'ten rós 'siteíniis. enzirnátfcos d.;,¡ 
modificacion postrá.cluccional asoc.iados a la secreción',· Sin 
embargo, las senale~de secreción heterólogas ocasionan fallas de 
reconocimiento del sitio 'de escición por peptidasas. Algun~s 
proteinas heterólogas como el antigeno de la hepat.itis 8 y e·1 tpA 
humano, son glicisilados en forma incompleta o con grupos atipicos 
ricos en manosa (Tui te, 1991). 

En contraste, varias proteinas humanas como el tpA, la 
hormona del crecimiento y la interleucina-6, se pudieron expresar 
exitosamente en A. nidulan.s con niveles de secreción de 10-50 
mg/l, fueron procesadas correctamente en el extremo N-terminal, y 
glicosiladas en forma normal. Sin embargo, el tpA humano producido 
por A. nieer fue glicosilado en exceso (Gwynne y Devchand, 1992). 

La modificación postraduccional de proteLnas heterólogas es 
más eficiente en Aspereillus que en levadura, aunque el grado de 
eficiencia depende de la proteina y la cepa utilizadas. 

- CONOCIMIENTO DEL CULTIVO A GRAN ESCALA 

Una buena cantidad de cepas de A. nieer, A. oryzae y A. 
a:wa.rtu::Jri, han sido caracterizadas morfofisiol6gicamente en cultivo 
sumergido. Tanto el medio como las condiciones de fermentación han 
sido establecidas para la producción de enzimas extracelulares. 

El conocimiento de Microbiologia básica e 
Bioquimica generado para ·esas cepas, puede ser 

Ingenieria 
utilizado 

ventajosamente para la producción a gran escala de proteinas 
heterólogas (Berka et al, 1992). Asimismo, su status GRAS puede 
acelerar la aprobación legal que se requiere para la venta Y 
aplicación de protelnas recombinantes. 

Otra ventaja que los hongos filamentosos tiene sobre 
levaduras y bacterias como sistemas de expresión, es la riqueza de 
su metabolismo secundario. Algunas vias biosintéticas de 
pigmentos, antibióticos y hormonas se estudian en Aspere:illus 
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1 .. 

J 

( Pel'ialva et al,' 1989 ; •. Ramón et'aT, 
19 8 9 

) ~EL PRO 8LE,MA,,DÉ ~LAS ! P~C)TE,ASAS 
1987; · Timbe.rlake y .. Marshall, 

.. , 

Una desJe~taj~ ¿~e:'As;ll'Jilius; ~~~~~rte cori.~'~is·~·e,J~'id~as es 
la presenci<1de, proteasas' nativas,, capaces de t'dég'rádar;i,. ótra,s 

;;;;;~~:t:m~~;:;g;¡:g~m::i:::~~~~<~::i,~~;ti~!~~if ~t¡~z·ti 
proteolr ti cá s, · ... seiin de.f i.c. i en tés. en· .. pro tea sa's'.;::.n~ Uv,~ s:W:;cu:P'sha u, 
1986b). ' ., ' ' ' ' ', ' ' > .. '• ,_, :')!':;!')!! ·,,,,· .' ... , 

Wa1;d. (1991) o]Jt uvo mayor produce i ón de' ' qt.frri;l:>süfa .:e'::b
1 

.•.. º ... ·.'.?·,:gine, .nª~ en 
una cepá. transforman te de A. ·. awambri; en·~.'.C:.ra:: -C\'Uai'tc ' - '·de, 
aspergilopepsina ,"nat'iva fue r'eemplazado. e: .. • •ri ·•; •. ;;\' -•}!::•:<,-::, 

4 .-2 •
'-.·v''E• c ... -.·T,O·····R,,E;S··- ·o"E '·E· XP.RE•SI- ON;.SECRE.,c,.'10.' N ·é •• i~@L~·~~: ~{_r ..... ~;:. ·C-· 

- - - -- :;,~~-; :"i,--..:-.; -~:, _-::::;;_, 

Los•ele;,1entos func¡onales ~: ·¡~s '.y~c~~~~~';i;j~~iYR0i~1r~a5'/pára' ~ª· 
transformación de Asp<?rei i tus con fines Bi6~:ecn0-1'6'g(cosi'·corisisten 
de las siguientes regiones (figura G):"c;:".~-[_t:,,i, ;,:,';.:,,:/,,; ;.: . 

· a) Región de control transcripci6nai; .. Cpromot9_r)f;'~ ;·:~, ;:," _ 

··~~ ~~~~~n~!ªi~::~~i~~ ~=c~~~i~·¿~i·=e'itd?Jlí'~;t,~f¿- .. ,.t;)io. - · ; 
d) Terminador, que contenga las ,sel'iales:'d.e''i:>oli-aden,ilación y 

de escición del mRNA (Berka y Bá.rnett;}i.cí89T>icwyrine·· y: Devchand, 
1992) . ' ,,,;:,_.. "' . ',,_ -,.~' ';,;';' :: .• ::, . . . ;.'->.~: ·:::~~;-~--~-;:~ ', - -

i:~::1~¡:: :;:::: ;füfür!~::;~g:i:~l~!l~!!~M~;ii~:::Hfü~fü 
nuevos, corno el reemplazo de ge~~s;: ;'..-·.~~::.;;"':~k<:,~ 

4.3. PRODUCCION DE QUIMOSINA BdV~N·A EN'~~p¿;~eitt:U1 
Una de las primeras pr~teiri~;"-;~tf~:f.é¿,'~g~;¿=i~ ;_produéidas en 

Aspé'reiUus fue la quimosina (o renina);.'deJór¡igell·bovirio; ·. 
La estrategia que llevó a Genencor••\,Jnc':, .. :;,;a. :'.'.ia -· prodÜcción 

comercial de quimosina ha sido publicada ·:(Culien ··::et'',a.l, .·1987; 
Ward, 1989; Ward et al, 1990; Ward, 199lb) .> ·. ·. :·;/ :) ·:H( .::; 

;~ ~~~~!:~¿!~:;~:~!ti ~~::i~ª e~:~~~:;~~:!=::!~:~ ·-~-~~.e_i .. ~ .. ~H~~gi.• .. •.z.·•_-_:.~ .. n.;;~~H 
hidrólisis de caseina. ·. •\!'.;•·•-·"·' · 

( proq~~ mo;~~:~7 in~uy~s e~~~~:~ad~-t~~:~na ~n ( 4~~'.~~!~~~~~~t{~~:JX~j~~ 
escindido autocatallticamente a pH ácido. ,,: .. ~:;;;,~,;/h)/):;~>< : ... 

La comparación del extremo N-terminal inf,er,iAp\'ci_e•.;s'liccDNA,cón 
el determinado de la secuenciación de proqülrnéisfna\•~f;71ñ:d:(c'á=:;éque 
ésta es procesada a partir de un precursor ... ;may'f)r:,\ · d.enoniinado 
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FIGURA 6. ESQUEMA DE UN VECTOR IDEAL PARA LA EXPRESION 
DE GENES HETEROLOGOS EN Asgergillus. (Ward, i 991aj 



preproquimosina, que contiene un péptido se!'lal. d~ 1.6 aminoác.ido.s. 

La es t ra tegi a para exp~es ión y prc:lducci 6~ ··~~· ;~f ciélüÍ.~cisina·· se 
dividió en dos·etapas. La. primera util'izandéí~e;A);.; .... ,.nidula°(l•S,. y la 
segunda utilizando .;.i. ni8er; var.:: awcz;rV::í:d:· ·'<A-;L~ .• C:~':tmori}: 

'·'·'?;" ·~;g·.,' ;·,·:.ft~· ' - .··._; , ;~-;-:· ·~· 

4 .2. 1. EX PRES ION EN ~4. nid1úan.s •;~i 1 0. ~;· •' ,) ·!> 
e pGRG~n a 

1 ~G~~¿.~e~~g~·~·:P;;·'·;5:f1R~~i·t¿Jb:~~~;t1si~~f~~~=s.~·~.~~e~.~6~i~~t · 
transcripcional; trad.u~cional y .ae \. secrec1ón ':', 0.e,l > "·.g'en•.:(. de 
glucoamilasa (gla). de.·A:"m:ier'';• se•.c•fus·ian'ár.on '>'a.· las ·:·sec'üencia's 
codificadoras de proquimosfJ:la/o .•pr.epro,qu.imosina. •Los ::pl~smyi~ .. º .. sl····~ 
derivados de pDJB3; ccint'erifCán'".el'•mai:cadorcpyr4 .de;N .. :ic:rpB_s<,fi'· .. ~ 
secuencia ansl, dei. A. ;·n·.i.d~~~~~.-~.:·.,. .<·. ):~'.:_;_(~':·~·:e.:;:~~,-· 

La transformácion"•'s:e;J.{~~6\~ cabÓ;pC>~ ~i ní¿.tc:lda,:~;5.d'~I·'. ·~::3·1T'aríc~ 
et al (1983). , .;_{ d·•' = •· ~/, __ ··· .'. .. ,;~~:~::j;ii 

La función deí• 'J:>rc:l~6t'Cir ~.l~ .se··.1n'~i.,jr éuit:ivarida 
transformantes en maltodextr .. i'ná·s ·¡¡1.:· 5% como 'Ú'nTc·a" ··'<fue'nt·e 
carbono. No se detectó Ta produCci'ón' de prOqUim'osffiai 'eri.·~~medios con 
xi losa como única fuente. de· carbono,,·· · ··· '-.:'.c2;·.'•'" .. 

las 
de 

En genera 1, Los tránsformantes pGRGl~'pro.dUJ.ercm fas mayores 
niveles de proquimosina extraceluiar 046 µg/g'd.'e''. peso -·seco)' a los 
3.5 dias de cultivo. Se obtuvo también. producci,ón: de Ta enzima (93 
µg/g de peso seco) con ·transformantes pGRG3·;-_, que•- expresaban las 
secuencias de preproquimosina,. lo cual iridi.ca que A. n.idulans es 
capaz de reconocer y procesar el pépt ido. se.ñal,. ··de proteinas de 
mami fer o. 

Aproximadamente el 
extracelular. 

90% de la proquimosina producida fue 

:_(';-'.'.:, -.>-

El análisis de hibridización (So~thern), demostró la 
integración de copias múltiples del vector. Sin embargo, el nivel 
de producción de proquimosina no se correlacionó con el número de 
copias integradas. 

Debido al bajo rendimiento de proquimosina obtenido bajo el 
control del promotor inducible gla, se probó un sistema de 
expresión similar,que incluia al promotor de un gen constitutivo de 
alto nivel de expresión, el oliC de A. n.iduLa.n..-s. Se esperaba que 
este gen se expresaria act.ivamente durante el creciiniento celular, 
en contraste con el gla, que se expresa después de una fase lag de 
inducción. El plásmido pORl, esencialmente igual a pGRGl tenia el 
promotor de oliC en lugar del de gla, y carecia de la secuencia 
ansl. 

El mejor transformante, ORl-10, se comparó con el mejor GRGl. 
Aún cuando se alcanzó la misma concentración de proquimosina en 
ambos cultivos (2 ~1g/ml), tal y como se esperaba, la producción 
por ORl-10 empezó 20 horas antes. 

El rendimiento final de quimosina de ORl-10 y GRGl fue 
semejante, a pesar de que GRGl producia mayores niveles de mRNA de 
proquimosina en el estado estacionario. 
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FIGURA 7. ESQUEMA DE LOS PLASMIDOS pGRG 1 A pGRG4. 

SE MUESTRAN LAS SECUENCIAS FUSIONADAS DE LOS GENES DE 

GLUCOAMILASA y GtUIMOSINA (Cullen et al, 1987). 



4.3.2. EXPRESION EN A. awamori 

Después de la utilización de A. niduians, se buscó la 
expresión de proquimosina en uria cepa de A. awamori, · i'á. UVK11'3f 
der.ivada de NRRL3112,· hiperproductora de glucoarnilasa. 

Mutantes espontáneas pyrG- .de A. awamori fu_eron transformadas 
utilizando los plásmidos pGRGl a pGRG4, utilizados en l~ primera 
etapa. En la Labla 6 se presentan los resultados de. p~odu¿ción de 
quimosina y glucoamilasa por transformantes pyrG+, GRGi j GRG3. 

La producción simultánea de glucoamilasa junto con la enzima 
deseada constltuia, se pensó, una competencia por el aparato 
8ecretor. De esta n1~nera 1 se esper~1ba qu~ las tran~Lfirmantes que 
tenian reducida la producción de glucoamilasa darian la 
clave para incrementar la de proquimosina. 

Se demostró que la cepa 62, con menor p'r'óducción de 
glucoami lasa, tenia integradas un gran número dé':copiaá· .de .pGRGI. 
La integración de muchas copias del promotor gla: :·i:rparentemente 
saturaban factores reguladores de transcripción\: disminuyendo la 
transcripción del gen de glucoamilasa. · . . ... - - " · 

Sin embargo, experimentos de transforiuac•ión· de.-A: ·-awamori con 
múltiples . copias del gen gla, demostra'roni··~ un···· incre1r\ento 
correlativo en ld producción de glucoamllasa.,:·Esto:i.~sigriificá _que 
los· factores reguladores de transcripció[l: --··no. :.están en 
concentraciones limitantes. _ .. -- _ :.: ··' ·/'.··;;·,•:: -.~. >"s· >:.·:-

Por otro lado, el nivel de mRNA-de:-prpquimosiría'era:~del-mismo 
orden del de glucoamilasa¡ Y~i>re_sentaj)a,p(,J,i'afü\.nLl;a<:,fóri,:10 cual 
descartaba un problema de lnefici!"ricia ~e tí:-é'.nsé_i~ip_ci',é;ri; -· 

Otra posible Jimitanté de. laprl'.idu~~i,ón,·;~e\~~{~1<'.lfiria 
secreción. La cepa 107, la niejor• ,productorá de quimosina, 
también una eficiencia de seéreción'el~vada. · 

era la 
presentó 

Agotadas las opcion'es".de mejoramiento dirigido, y con el 
objeto de incrementar· la produéci'ón de quimosi·na, se recurrió a 
los métodos converícionaleS, Después de 4. r6ndas de'-niutagénesis con 
NTG de la cepa 107, se obtuviero-n cepas productoras hasta de 100 
µg/ml de quimosina bovina. Curiosamente, el incremento en 
producción de quimosina correlacionó claramente con la disminución 

'en Ja producción de aspergilopepsina, una proteasa nativa. 

4.3.3. REEMPLAZO DE LOS GENES DE GLUCOAMILASA Y ASPERGILOPEPSINA 

Dos enzimas nativas de A. awamori pueden interferir con la 
producción de quimosina. La glucoamilasa, que con3tituye la 
principal enzima secretada (5 g/l), y la aspergilopepsina, capaz 
de degradar quimosina y ~e producir sabores desagradables en el 
queso cuando se encuentra en el producto final. 

Con el fin de eliminar los genes que codifican para las 
enzimas referidas, se recurrió a la técnica de remplazo de genes, 
desarrollada en A. nidulan.s por Miller et al (1985). Un esquema de 
la estrategia de reemplazo del gen de glucoamilasa se presenta en 
la figura B. 

El primer paso consistió en.clonar los genes de glucoamilasa 
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FIGURA 8. ESQUEMA SIMPLIFICADO DE L.C1 ESTRATEGIA DE DELECION 

DE LA SECUENCIA CODIFICADORA DE GLUCOAMILASA 

DEL GENOMA DE Aspergillus av..•amori (Vllard, 199 1 b) 



y aspergilopepsina. Se construyeron entonces dos plásmidos que 
contenian las secuencias 5' y 3' de cada.uno~ pero lás secuencias 
condificadoras remplazadas por la del'gen ,argB.·... .·. . " 

Fragmento.s lineal izados .de DNA··con los,extremos.homólogos· al· 
gen. que se reemplazarla se utLlizaron<par'a trn.nsf9rmar. una '.~e·pa ·de 
A. awamari doblemente au:<ótrofa,~.·ar.gB-".' •. jiyrG:....·:.:: Lo.s .. 1'.refgmentos 
1 ineales permiten mayor frecuenci'a . ,de· . transformációri' que los 
circulares, y se integran en la r'eái6n.,de.~:h'omo.Í'og.ia .en.· •. 20.'a:.50% .. de 

las t~~n:~~~~~~~~: 1;1ente 50% de las '{ransior~~nfesiar;Esop~rGY:2i se 
redujo la producción de gluéoamp.4,,~á;'e~ ti~' ·: ... de 
as.pergilopepsina en otro. •;:" · · · ··>:o:·:,.c:. " 

Las mutantes de deleéi6n' ,de ;g{i s.e: tra'.hsform'a;'c)Ci), c.on 
plásmidos de la serie pGRGa pyrG+.·La"'redÜcciórí"en\ 'próíitié6i6i1' 'de 
gl ucoam i 1 asa no ocas i on6 ningún :indfej;¡'ento ·~eri"''.~ la':· fi.i~.$:~~~i~·~R,.: de 
pro quimos i na . _. . ~ .. -~/ .. ,·~:;,: .- .. ~::.,. _ ,.._ ~;~;:~ -~.~},~'- ,,..:,/:: ,~~~~~;-. ,,,·,:·.·.· '. ,fi?H .-.~"':"" ·,:.· ·,,._·> 

La cepa transforman te· .GCl2, .,ar:gB:f:,: py,rC"':''O,,~f.cinlf\d i:srupq ipn:.en '.el 
gen de aspergí lopepsina, se ~rari:sformó':támb'i,én·:,foor('•plásnÜdós pGRG. 

!~~~~~ ::ª~~~~~:;~n~ ~ s c~~~~·! ~6~~fii te; ·:~~~g~~f~~~~~~~~~~\~±;~i1 ~~s ii: 
-- .···:>iY .·;·.,\_: .. >::·. --

4. 3. L¡. ME.TO RAM I ENTO DE PI.ASM IDOS 

Recientemente, se construyó el nuevo plásmido pGAMpR, que 
contiene fusionados el promotor gla, la secuencia codificadora 
completa de glucoamilasa, y la secuencia codificadora de 
proquimosina. El pl~smido se utilizó para transformar una cepa que 
tenia el gen de aspergilopepsina reemplazado por el de argB. 

Se obtuvo la transcripción fusionada de glucoamilasa y 
proquimosina, asi como la secreción fusionada de las proteínas. 

Durante el cultivo a pH 6, la mayor parte de la proquimosina 
se encuentra unida a glucoamilasa. La disminución del pH a un 
valor de 2 durante 30 minutos permite la remoción de la 
prosecuencia y de la glucoamllasa ligada, liberando quimosina por 
un proceso autocatalitico. · 

La mutagénesis de las mejores cepas transl'.ormadas con el 
pl.ásmido mejorado ha permitido -la ·o.btención de quimosina secretada 
en niveles suficiente3 pa~a -su .com~~cializaci6!1. 

4.4. PRODUCCION DE INTERFERON a 2 EN AspereiLLus niduLans 

En investigaciones realizada~ por Ja empresa canadiense 
Allelix Inc., se ha logrado la prbducció~ de interferon a 2 
humano ( IFN2), utilizando A .. niduLcins co.riio sistema de expresión. 
La estrategia general del estudio s·e publ·icó en un primer reporte 
experimental (Gwynne et al, 1987), y do~ .revisiones posteriores 
(Devchand et al, 1989; Davies, ·1991).' 

En el desarrollo del sistema 'de producción de proteinas 
recombinantes, se logró transformar una cepa genéticamente 
conocida de .4. niduians (derivada· de ·F.GSC-4) ¡ 

capacidad metabólica de importancia industriál, 
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comercialmente competitiva. 

4. 4. 1. EL.,REGUl.ON ÓE ETANOL EN A. nidulcms 
·. ,:·:,::. - ''. ' :: : .·. ·. 

El .sf:ste;·ma·~:se basó ·en las' propiedades. genéticas de control dé 
la expresión,.,del regulón de etanol en A. nidÚlans; y su inf·luencia 
en la flsTolOgia del organismo. ,: ·; 

El regulón de etanol, clona.do y .caracterizado por· -Lockington 
et al (1985), comprende dos genes.: estructurales 'y tirio_regulatorio. 
Los· estructurales son aléA, que codifica. para·' .:,la alcÓhol 
deshidrogenasa r (ADHI), y aldA, 'que. codifica para .. :la. al.dehido 
deshidrogenasa (aldDH). El producto del gen regulador :·al_éR :·ac.túa 
como. activador positivo de los· genes alcA y alcB, y: es.tá:-rigado' al 
gen alcA en el cromosoma VII. aldA sé localiza en el VIII; Los 
tres genes están sujetos. a represión catabólica .. ,.!Í.c>i~ :gFucosa, 
mediad<'! por el gen de control negativo creA. : .. -

Aunque el inductor fisiológico no ha sido ·t_o·t~lri1ente 
identificado, se utiliza 100 mM de treoniria-cori10 'insiuctor 
gratuito. .,,. 

La región de_ regulación de transcripCión'hert'igeii ''alcA tiene 
las cnr¿¡cterlsticas requeridas para utillzarsé_;·:-en«:ún ·Ysistema de 
expresión: 1) Un promotor fuerte e inducÍble; .2)-· .. Un· rfi.vel basal 
bajo; 3) !_nductores gratuitos disponibles';·µ¡ :un'itiempo' (lag) de 
una hora. p<1ra .alcanzar la máxima slnÍ:esis-prOt'éica desp-ués de la 
inducción;-5) Genes·estrüétur.ales d'ispen·sables::y-·G):Un sistema de 
control simple y def~nido~ - ·· " · · 

4.4.2. CONSTRUCCION DE VECTORES.Y TRANSFÓRMACION 
-. •. ;'. ,<'_;· •• 

El vector inicial .de ··expresión pALCAls, se basó en el vector 
pUG12 de E. coli. Contenía 2 K_b. hacia arriba del inicio de 
traducción de alcA, con excepción de 50 nucleótidos de la región 
lider, en lugar de los cuales se inco~poró una señal de secuencia 
de secreción. 

La señal de secreción fue diseñada de acuerdo a secuencias 
consenso de aminoácidos, y contenia dos residuos N-termianles con 
carga positiva, una estructura mayoritariamente hidrofóbica, y una 
sect1encfa de escición optimizada. 

El gen de JFN2, proverlfente de otro vector 1 se incorporó 
inmediatamente después de la secuencia senal, para dar el plásmido 
pALCAlSIFN (figura 9). 

El método de transformación de Yelton et al (1984) se utilizó 
para la introducción de dos vectores por cotransformación. El 
vector marcador (de la serie pDG), que contiene argB~ y el ve~tor 

construido para la expresión de IFNZ, pALCAlSIFN: 
El 80% de las transformantes argB+ (derivadas de cepas arg8-) 

también eran transformadas por el otro vector. Con ese sistema de 
transformación se lograron detectar por análisis de hibridización 
Southern, trannformantes hasta con 50 copi~s integradas del vector 
de expresión. 11 transformantes secretaron ~FNZ al cultivarse en 
medio minimo con fructosa al 1%. La pro~ucción de IFNZ en dichas 
cepas estuvo sujeta a inducción y regufación por catabolito 
(figura 10). 
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FIGURA 10. REGULACION DE LA EXPRESION Y SECRECION DE INTERFERONlX2 
HUMANO EN TRANSFORMANTES DE Aspergillus níduians QUE CONTIENEN EL 

. PLASMIDO pALCASIFN. (Davies, 1991) 

·La expresión se realiza baJo el control del promotor alcA. 

·La cepa transforman te 686, fue cultivada en medio mínimo MM 
Adicionando: G!ucosa i '!:. Fructosa 1%. o el medio de inducción 
de Fructosa 1% • Treonina 100 mM. · 

·En medio de inducción se cultivo también la cepa silvestre FGSC4 



- ~- - - - . 
En medio de inducción (fructosa-treonina) la concentración de 

IFN2 secretada fue de O.OS mg/1~ 

4.4.3. OPTIMIZACION DE VECTORES 

Para incrementar los - niveles de'·; 
0

ex;r'.is:i;Ón hi~ TFN2 los 

vec to~~s S~At~~~ ~y~u~~on t:~~i ;!~~~os ~e {r'ad~ct¡~gÍÓ~' 'd~1 ').gen de 
glucoamilasa de A. ·n.i.1!5er. . . . _•,-· ., .:.:J•.-·-· 

2) Todas las construcciones ·se hicieron con :fusion·es .•·;re
0

cisas 
del péptido señal'>' la secuencia codif(cadora"' d·e-L':,·>ii.~h-·-.'·ex·¿,·geli.o, 
eliminando restos de la sefíal de secreción de' IFN2·,. ás·i. como 
secuencias derivarlas de construcciones ant~riore~~ · · 

31 Se incorporó al extremo 3' del promotor a'icA' la· secuencia 
lider de mRNA, y la secuemcia natural, anterior a .-ATG de .. ése,'.,gen. 

4) Se redujo el tamano del extremo 5' de alcA dec~ Kb ~ 320 
pb. Es tu región del promotor ale/\ cont lene todos los ei.ementos .de 
interacción en cis, que definen la _activación :_"_p_oi:.•::·alcR __ y la 
iniciación de transcripción, pero se ha eliminado:. Ún· supúesto 
si lio de unión del producto de _creA (responsal'.>le dé _ l._~:.:•;,¡iepresión 
por glucosa). · · · ·•·" 

_¡"¡· .. 
:··- - ··-: .... .-· :::"'.: %::-,·_ .. "·'."·:· .... _,:·-·-· 

Las moclificÚciones 2 y 4¡ de manera indeP,enéiiérite:;~-g'énerai::on 
incrementos en_ lá producdón:ue l"F"N2(7xti::as_elúlal;'¿~de:Js~· >7::3 · ;veces 

res pee ti va mente' - ,,,- : :7 '.~~~ .- \i ,;_ i' \,_; " _, -~.k '.~-
.-._(~. l':.·.'{· :::':.'~ "'- '- ·-.· 

4 '4. 4. UTILI z/\ctoN'DEL· sisTEMA:.~1dA _ <'..'. •.. ··. •• (. · i.;; 

S"' observó que el: i~rldf~[(3~t,~·.dl IFN2 C'r,o se . incrementaba en 
corréponderid a a 1 númei'ó:' d"' . -.céípi as' integradas de 1: vector de 
expresión. Lo·ariterior: seatribuyó.-a qtieeLproducto- de alcR se 
encontraba e~ menor propor~ión:qué el. gfa~~ nómero de promotores 
·alcA. incorporados, lo· que ocasi·onaba -.una- reducción en .. la expresión 
de los promotores ligados al.'.,geri "de IFN2: 

En estudios en los que .. se· evaluó:• el -r.endimiento de ADHI 
(producto del gen alcA) en A. nlduLaris· F.GSC.-4· silvest:r·e, se llegó· 
a las siguientes conclusioll:~.s: ... ·· --·-- , ... , · · · .. 

- . - .'.' .·~"'--

- La pre~enci~ d.,; copi~~ TI;úit1.Pi"1~:de-:C~TÍ:A~en"';-c'ei1~5 .con una 
sola copia de alcR tenian poco efecto'eh lo~s,'niviles.déAD~lI-. · 

- El incremento en copias de a1cR•-t'en1a•,,,:,pos:o, :.;~e'(~cto en un 

:: , ::~:~~ · ~~:;; :~:~ :~m: :m~;: ~;:i! ;f~¡~;~~~f~¡~¡~~ : ::::::: :: 
. :-··ry~· ·o·~~:¿~:.·--:··, 

Considerando lo anterior, se dicidi:6'\1tfl'1i'~'fY•[~~-a~'derivadas 
de FGSC-4 con al to número de copias de alc'R, •y; t'r:ansformarlas con 
el vector optimizado, pALCA1SIFN2, obteniéndose· /n.lveles de 
expresión suficientes para el escala~ieritoi~e~ sis~ema~ 

Dado que el sistema de expresión- a·escriYó está sujeto a 
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fuerte represión por glucosa, los procedimientos de ferm'entac!ón 
se. han adaptado 'para séparar la fase de producción cíe ·biomasa de 
la de producción· de IFN2. Durante .la primera'', fase.'"•. se .. g·enera 
biornasa rá.pidamente .en un medio de cultivo compl.e)o··.:que,.' .. ·contiene 
glucosa. 1\1 término de dicha fase, losniveles.·d.e·gtucósa·baJan.:.10 
suficiente. como para permitir la in.dúcción, ":Ei'· i.nductor 
{treonina) se agrega junto con una ru'erlt'e .. :·de: .. c'árllonc:i que no 
ocasiona represión {fructosa, por ejelllpli>)'.,,· ·•· .. : ' ' 

Actualmente i Allel ix I~c. ha ,log;acio }a ~k~~esÜ!;n'.:}egulada de 
otras nueve proteinas heterólogas, cón•·::··e.i:\ ii'i:o¡'t:érna• alcA 'de A. 
riid1JLar<s: proquimiosina ·bovina,•.• endog.luca.nasa'..'dé'• CeUv.Lornorias 
/i.rni., y las proteirias humanas,. superóxÚlo' dismutasa,· activadora 
del plasrnin6geno ·ti su lar { tPA} ;•,factor de .. crec.inliehÍ:o epidérmico. 
{EFG), hormona paratiroidea·'(PTH)';:, i:nterleucina,,.6,~ ',hormona del 
crecimiento, y globulina de,,,uniónia corticostero,ides·cccs). 

•! ·' . 
• e• ,• • 

4.5. EXPREsroN DE PRoTE:AsA AsPARircÁ FliNGAL EN A: º;'y;,dé. 

Novo ~~~;~~=~~~riu~<~L~ 19 ~ ~ ~ t~:! I~= ti ~~~~es ~~n···.ri~e!~~~:~~~~ ~= ·· 
proteinas heterólogas: Asper8iLLus oryzae. ," ._,}· 

A partir, de. una cepa h iperproduc tora , los a·ú·t8r:eI.'r'c1.óna.ron e 1 

~E! ~;~~~~do~~::~:: ~~~:m~~!::f :~!,~!~~~ o:~~a:
1

~~~i~~f~·~ia~it::~:~~~ 
proteasa de Fi:hi.eopus mi•l•hei {PRM}. "'"· 

4.5.1. CLONACION DEL GEN DE a AMILASA 

Para a is 1 ar el gen de et ami 1 asa, se preparó DNA genómi ca de 
una cepa mutante de A. oryeae {HW325}. Se hidrolizó con la enzima 
Sau3A, y se separaron fragmentos de entre 5 y 10 Kb. Dichos· 
fragmentos se ligaron con p.BR322 predigerido por BamHl. 

Los plásmidos recombinantes propagados en E:.,coLi, se 
reaislaron y se hibridizaron con un oligonucleótido de secuencia: 

G G G/A T T A/G T C A/G T G A/G T T 

complernentaria a la secuencia que codifica para 
295 a 299 de la. O. ami lasa comercial de A. oryzae. 

los "a'minoácidos 

El plásmido pTAK~~17 1flgura 11); que conti~ne ~l gen de a 
ami lasa, :'y 2·:1 Kb·,hacia arr.Í•ba del inicio de ,ti~ans'.<;:ripción, se 
utilizó como fuent.e .de. la región prop1otora. · .. ,; .:.· ·. · 

Utilizand~.el. plásmido p3SR2 que contiene e1 marcador arndS de 
A. niduLans, y pTAKA.:.17 ,: se: t.ransformaron protoplastos de una cepa 
silvestre de A. orvz<>e. (A 1560). e'l 90% de. las transformantes 
arndSt incorporara~ por cotiinsformación el ~e~~or pTAKA-17, 
presentando un gran incr~mento en producción de a amilasa 
{Tabla 6). 
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BamHl/SaulllA 

A 

pBR322 

BamHl/Sau!llA 

B 

Sall 

FIGURA 11. (A). PLASMIOO pTAKA· 17. Contiene el DNA genómico deix· amilasa 
de A. oryzae, incluidas las secuencias codificadora y promotora (P) 

(B). PLASM!DO pBoel· 777. Contiene la secuencia codificadora 
de proteasa de Rhizomucor miehei (RMP), insertada 3'al promotor (P) 
de ex· amilasa de A. oryzae, y 5' a las secuencias de terminación (í) 
y poliadenilación (poliA), del gen de glucoamilasa de A. niger 
(Christensen et al, 1988) 



TABLA 6. PRODUCCION DE AMILASA Y PROTEASA ASPARTICA 
POR AsP-ergillus oryzae. (Christensen, 1988). 

CEPA AMILASA DE A. oryzae 
(mg/ml de sobrenadante) 

A-1560 --------------------------- 1 (Silvestre) 

Transf ormante 1 o 
-------------------- 1~ p·TAKA·17/A·1560 ~ 

PROTEASA DE Rhizomucor miehei (PRM) 
(mgiml de sobrenadante) 

A-1560 
(Silvestre) - -- - -- ---- --- - -- - -- - -- -- - - - O 

Transf ormantes 
Boel-777/A-1560 

7 - - -- -- - - ----- - - - 3. 3 

9 ---------------- 0.5 

15 ---------------- 2.4 



4.5.2. EXPRESION DE PRM 

Par.a la e~:presióit de PRM7 .. se. cCinsí:ruyóel.\plásmÍ.do • .. pBoel-777 
(figura ;i>.<deriyado de. pUCl<~YXque;'.~:~n,t.e~E~}~~éselementos: 

~;j!:;¡i¡:¡¡¡¡¡;;¡¡¡¡r~~tlll::;¡;¡¡~íl:¡;;~~,.;~ 
receptor.a~ ,:e_?~~:.,_ --~3¿ ,:~~-~~~ '·'.~#~ >~:7_1~¡,: .:/,>:>.: 1.J~~;¡;: ~~:Jt-· ::~~~'.-: -~:;\\~:: :/~~~· \~,'.~.<> .. ,._ .. . -};<-

g:¡;~:~~!~i~{:!r;~~¡ir~~i~titiii~~~~~~f ;~i~~!~it~l:' 
integradits. .::/I: __ , '.·_-_-"·;-};-,·-.-,-=--.~::'~-~ ,., .. , ~--- ··~-,:~:-·_: .. ; ;}l.: ···- ··· · -- · . 

·-- ··-=- .·,·;.··-.<!."--~''- ::r~~ ""-_. -'· .;:::: , -··--> 

;~~~~·~:~E~-~H~.~~~t~t~~:1s~-~,~~5~~~~~i~.~~~~r ~t~~;~·~~ª ·de·· 
- ' . ' .':/.:-:: -,/'·.'~·--·· ·. :':· 

. :;-·-·:-s-:J{ -:;, - '.~>: :::;--:'._._ ';;~-

4. s . 3. CARAGTEiúi~ i:¿~s·'~E ;~ú R~COMB r ~ANTE 
'"·~!'' -, '."'!o'. • ~ :, 

como 
PRM 

ferm~~~a·~-~~~~!~~~Jf~i~~~~i!itin;:s~~~~If.~~i::s·de ~~RMl 0~ 
mayor; Bajo las.éoridiciones de cultivo· eri dextrinas~ se observó 
solo la· prime>fá forfila ,'}.-correspondiente á•.PRM. ,• .. · .· · · 

La PRM procl~~i~a por k.orysae prese.nt~ J~a actividad de 4950 
Ku/g, semejante· ara .encontrada. para PRM·:nati'1;a,_•de 500_0 Ku/g. 

o i i go ~:~fi~~~~·5~~fc~-~N~~-ft~os-f:l~~l6M ~~~~&;.~c--~,_:4~;-;;~t~~~i7rc i in d~: 
di fer.entes . ·extremos . N-'te'rminales':: •. · •·si_n' :C.:: :e'mbargo, dichas 
modiflca.ciones na: al.teraron la áctividad::·ejspec,ifica de la enzi.ma. 

- :,,~-

Un sistema de •expresión y seerecfól1 semeJ~nte al resei'lado, es 
el que Novo In.dtistri euiplea áctúálmente:·pa(a: _la producción de una 
lipasa fungal.:re'combi~ante én .A. oryzaéS.(Gpynne .y Devchand, 1992). 

- .,: -. ,,· .. -.;;:~-- .·-~'-' 

4. G. SECRECION DE. tPA HUMANO EN A'. inict.Jí.'d;{s·• 

El activadO]'."_del pla~minógenbtlsuÍ.~r(tPA) humano, es una 
serin prÓteasa. importante en lél:disol:l'.cion:.de coágulos sangu.tneos. 
El tPA actfvo se 'de.rTva del' prouticoto'.~Primario de traducción por un 
proceso pr9te6litico. El péptido ;sena~ y la prosecuencia son 
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removidos para generar una proteína madura con glicina como 
extremo N-terminal. La subsecuente acción de aníinopeptidasas 
genera un nuevo e~tremo N-términal de serina. Ambas formas, con 
glicina o'serina ~n el .extremo· amino, ~on activas. 

Los intentos por prod11ci-t' tPA humano -- activo en E:. ¿oi_i. y 
Sacch.a..r-oin:yceS han íracnsad.o. Se hau obtenidO ·-pr.otei,nas 
intracelulares y poco solubles en _el. prinít:r '· cas·a ,_,_· : y ·_;·tPA 
hiperglicosilado y localizado en_ e1: .. espacio p'eriplá..smi;co-' ... en· el 

:;;,~;~~~~~~:;::~:~;l~~ti;;:, i~~~G:;nn'.::'ttír~~·~~~-~-~:~r6i·f ª-~~~-- :-·t~! 
-. <·:' ,. ... , .. ·:;~~:~ " ''·' '" 

'< <\~-;~~ ... ~· .. ·.· ··::,,- : ;(:;e'-.-~:·~.- : ''· ·. 
-i ·••(:,•· ·•··-"'···-'r, ':/~.:~~~ ,".--....'.:'." 

4 .6.1. EFECTO DEL PROMÓTOREN:LAiEiS'e.t1fsJ.2~--'Dt~t;p~'.',•' '.".,)': :• 

Se eva i uar~n tr"'s : __ (l. i fer,e~f"'s .~r,o~~t~,fB~:,N,·. ,;;;;r;: e~pi·e:sar tPA en 
A. niduLanse·: .. -.. . . __ :~ __ \ __ :·;.;: _,, .,.,.:·.,::.:,-..- ... ,••:· -:·:_···: _:< , _ . .-.·. _.:,,_. : 

a) El alcC __ ( alc9hol ... ~eshidi::'cigél•a:fa;.3) _i:J.e•Ai '7'-idül:an,s;.,-.sujetó 

:º:::~!·::~!ºP!~1 ::r~~!fa~~·~=f~-!t ~;i~t~iF;~~~~=:!1~?~¿~o;r·-·~~-;~~j~~%¡<l~:t~ns, 
c) El adhA (alcohol deshidrogenasa). de¿·•A; ~)._t:i~.:~·;· c'o'niítifutivo 

y de alto nivel de expresión. ~ "<,~~ ~~ ... ~Ú1t~ ·~:: i;" :> 

der i v=~~ ~=c ~~~~~ 2 < ~~~u~~n~i ~ne s:~. ~~~~~~~~~~~~a:~,fJirti~~i~[ri{·~ d~~ 
promotor fue en todos los casos de 1 Kb de. lóngi'tud'j '.•y 'é9ntenia 
todas las regiones reguladoras de transcripci6ri-ytrádu·cción, ·con 
excepción de la secuencia ATG de inicio: El ·•:i:DNA 'de ._:1a -r~egión 
codificadora del tPA era seguido por el terminadÓr_ dei' ·gen. tpi; 
En algunos vectores, se sustituyó la secuencia'·.de· ·secreción 
natural de tPA por la del gen de glucoamilasa de- A; nt5er. 

Los tres vectores se utilizaron para transformar 'en forma 
independiente a una misma cepa receptora de A. - nidiiLans argB-, 
derivada de la colección de la Universidad de Galsgow. La 
transformación se realizó por el método de Yelton et :al (1984), 
seleccionando las transformantes argB+. 

Al cultivarse en matraz agitado con 
etanol en el caso de transformantes con 
un promedio de producción de tPA para 
(tabla 7). 

medio mínimo I+ 1% de 
promotor.-álcCJ •. - se. o.btuvo 

cada tipo de promotor 

La mayor producción se obtuvo de tráns.formantes que 
las contenían la secuencia promotor adhA/tPA-cDNA, y la menor de 

alcC/tPA-cDNA inducidas con etanol. 
La variación observada entre transformánf¿s ~e un mismo 

vector se atribuyó a que la integración ocurrió en_ diferentes 
cromosomas, y por lo tanto la expresión se modificaba depbndiendo 
del contexto. No se observó correlación entre la prodLÍcción de tPA 
y el nó1nero de copias ir1t~grodas del vector. 

El nivel medio de tPA obtenido cuando se ufiliz6 la secuencia 
pre-pro de glucoami lasa fue menor al obtenido cüando se expresó el 
cDNA completo de tPA. Este resultado difiere del obtenido para la 
expresión de proquimosina por Cullen et al (l~R7). 
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FIGURA 12. ESQUEMA DEL PLASMIDO pM 159, PARA LA EXPRES!ON DE 
tPA HUMANO (Upshall et al, 198 7l. 



4. 6. 2. EFECTO DEL PROMOTOR EN LAS. MODIFI CAC IO.NES POSTRADUCC IONALES 

P<1ra eaC~r?iat'
0

lacfici¡;nd1a··· dei procesamiento. ~ro,teC>11~\co 
del producto pririiú'io'. ... cie~· traéiiitc ión' se analizó' la 'secUenc i a 
N-terminal ' del,' t,PIÍ .:s~.~r~ta~.C>; i obteniénclos'e) lbs>'. siguientes' 
res u 1 t.-ct510·~ : __ .· _.· -. _:.: ,.- .._ ,. ,: ·:::<_ ,,,·:.~- , :_ _ ····'" ".,._ .-.,'~~- _ .... ___ .. .. , ._. - ,·:-~{ ... :.:_-.:,~:,~;- · -,<-:. ,_..,.,~ · - .. '.,__.. :.~-

a) Culti'.vos•de 28 horas de transformantes. :que; 6Ünte'n¿~ la 
secuencia próinotor'.c'ti?Vt~Ai'.i:oNÁ,~.con ·100: µg/( dé ''tPA ictlvo 
presentaron ' las Jformas\c de. ::serina y.·· glic•ina;' '.'.ien'.' cprdporció~ 
equimo1ar. " ; " )( '.;; :~:> «. ;~,· 

~ -:;.;. -. . ::~t? '•" 
b> .. En Ufl'.e:'.:permien(o posl~ric:;i·. 1 .;·se dbser'y6}qu~en'cültivos dé. 

96 horas de, transf<nmantes con' se;Cuencfa •cprOm,o;tor:,..,•adh:A/tPA..,,cDNA .. 
< 2. s µg tPA/l) í': el .•.prÓcesami e rito .·proteo lii: Leo·.· gené.raba:,:,s~l á·.·· l.a forma 

:• ':;~;:~ 0 ' ~:::~o ;~d' ::: . q :: oJ~o ~;: :••:=~~~J:)o l~f [,yi~~~n~ 
hidrol·izáhdolas con especificidad. · . .'. --·' - · · · ·· 

En el experimento (a), utilizando el '~rciín"o-~;,{'ét:'¡i{;'-~"° la 
proteina tPA secretada presentó la misrna migra.ción :que· ·<°la>'tPA 
humana en SDS-PAGE, indicando un nivel semejante ele gl.icosi1ación. 
En contraste, el tPA producido en (b), bajo el _control: del 
promotor adhA, mostró un exceso de gru'pos de oligosacári:d'os .... 

· La hiperglicosilaci~n de tPA se interpretó de la · sigu1~nle 
forrna: En las transformantes altamente productoras, la· tasa de 
traducción de mRNA a proteina es mayor a la tasa de procesamiento 
de la proteina a través del aparato secretor. La acumulación de 
tPA en el aparato de Golgi causarla entonces una adición continua 
de monosacáridos. 

4.7. OTRAS APLICACIONES EN BIOTECNOLOGIA 

El desarrollo. de sistemas de expresión-secreción ha sido la 
aplicación biotecnológica de mayor impacto económico que ha 
generado la transformación genética en AspereiLLus. 

Se ha logrado recientemente la producción de interleucina-6 
humana (Contreras et al, 1991) en A.' r>.id-uLc:iñ.s, -y ... de·- lisozima de 
huevo (Archer et <tl, 1990) en A. n.ieer. En 'esta última ·especie, se 
logró obtener también una glicoproteina inmunogénica de 
importancia veterinaria (Turnbull et al, .•. 199.0) .. 

La tecnologia genética ha permitido.·no•·sólo .,l·a producción de 
proteinas heterólogas, sino el me'joi·.am'fento: .".dirigido de cepas 
industriales. Tal es el caso· de A. a·w,éu/.Ort.,' NRRL3ll2, cepa 
hiperproductora de glucoarni la.sa, q':1e ·;¿édi'a1Ú:~ :transfcn:-mación logi·ó 
triplicar la producción de la:e~zi1n,a {Fi~ke\s}~i'nr~t al¡ 1989). 

¡m;m;::ii;::~:::~;~;~~~:! f~t~t~~~::~~{f i:ií~;i;~:::::m ~m 
'-~~-~ 
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por A. /Lauus (Payne et al, 1989), y la de compuestos aromáticos 
hidroxi lados, ·e.amo el benzoato, en A. ni.tser ( 8oschloo, 1990). En 
esos casos, mediante eL uso· de sistemas de transformación 
genéticá, se pueden id•n~ificar y aislar loi ~enes que 
complenúintan·· ·mutaC:iones asociadas a .las vias · biCÍsintéticas. 
Posteriormente, se puede estudiar el efecto ~ue la dosis o la 
expresión moduiadá de -dichos g<!nes 'tiene en -los dLferentes 
metabol_·i tos de la .vi a.: 

S. APLICACIONES EN INVESTlGAClON ~ASICA 

Las herram!Pnt.as de manipulación genéti_ca desarrolladas en 
Aspergi:iius, han hecho posibles estudiOs sobr.e los' 1necanism6s 
reguladores de eucariontes (Timberlake y· -Marshalr; -.1989). 
Actualmente, se han caracteri iado decenás de genes· regula.clore.s en 
A. ni.d-uLan=', y se han podido estudiar los si temas.- genét'icos :·aer 
metabolismo del nitrógeno, carbono y azufre .CDavii ~Hyri~s; 1989). 

Otra linea de investigación en A. ni:d11L;ns :es: 1-a -;~'.F~glila~Íón 
genética de la diferenciación celular. La_,--apl)c'ac1ón -de la 
genética molecular ha permitido establecer cnodel-os --fu1téio-n1Ües· de 
regtilación del desarrollo del conidióforo~ y generar '.:al mi·srno 
tiet11po valiosos- conocimientos sobre los mecanis~ai· de regulación 
genética en eucariontes (Timberlake y Mar.shall, 1988; Aguirre y 
Timberlake, 1990') .- - -• 
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6. PROPUESTA DE APLICACION: PRODUCCION DE DEXTRANASA DE 
~F'i~~:f.-ióE:~.i-LT~..Sfü!!s-Po-ilis2.fi!-.§Ti.l:ü§- ni;.,e~----· 

La dextrana es un polisacárido bacteriano compuesto por 
unidades monoméricas de glucosa unidas por enlaces a (1~6), 

Las dextranas participa~ desfavorablemente eri dos aspect6s•de 
suma importancia. Por un lado, su formación en la caMa de ~z~car.·y 
en el jugo extraido ocasiona problemas durante los procesos de 
refinación, clarificación y evaporación. Adem~s, como. 
constituyentes de la placa dental bacteriana, participan: en. ·ra 
promoción de la caries dental (Godffrey y Reichelt, 1983). 

El problema de las dextranas en la industria azucarera :está 
bien estudiado. La dextrana producida por ·Leuconostoc 
mes_erz.t.~roicle;•s, forma una masa gel.:i.tinosa que bloquea la fi,ltr~c~?.n 
y retarda la cristalización (Honig, 1974). . .•.... -. 

Como alternativa a los tratamientos habituales de desfiti~cióri 
de dextrana en los ingenios azucareros (aplicación de vapor',.· cal· 
etc.) se ~an utilizado exitosamente dextranasas de origen fi.Jngal 
aplicadas al Jugo de cana. Este sitema reduce costoiy ~ermife l~ 
deitrucci6n de la dextrana sin detener Las operaei-0nes~ de 
extracción y filtración (scott, 1975¡ Ward, 1985¡ Calvez, 1992):· 

Debido a la importancia que tiene la indu~tria azucarera en 
la economia de nuestro pais, y a la necesidad de actualizarla en 
materia.tecnológica, se han hecho los primeros esfÚerzos 'paºra 
producir· de:<tranasas eón tecnologia mexicana, y nplicarla_s a··nivel-• 
industria 1-· ( Gál vez; 1992). --

En un primer screening, se aislaron cepas de hoj6s 
productoras de de~:tranasa, y se seleccionaron dos.í de ··Jas.·espefi,e·s 
Pen.iciiii.1.11n purpuroeenum. y PaeciLom.yces iiiácinus (_6R)':.>,(Trejo, 
1989

) La dextranasa de P. U iacinus 6R t lene car~ºit":~i:~~;:¿:as 
apropiadas para la producción indust_rial (Gályez y Lópezi,CMú'é{g'IJiia, 
1991). Sin embargo, su producción en cultivo su!llergiaÓ'es;iLe~ta y 
está desfasa da de~ cree i mi en to mi cella l (Treja, ,_l_SjB~.) :·;,{ ;~:. ,'•,' :,, 

Debido a que l.a dextranasa . de : .p.·.·O'::t"Hacilnus':. '\tiene 
posi bi 1 ida des de aceptación para usó indusúia1:• ;(GÓdffrey y 
Reichelt, 1983), y su producción podria fac.ilitar,:¡¡e~'.erii,ünCsistema 
fúngico hipersecretor,- en el presenté: 'estú'di0:':-.;•5e'.;.,I>ropcin~ la 

::~:;:r~~n de u~- ~~~;~~n!s~on~~nu:·~Tó~f~~~~~Í=~~~·~.~~~~i~a .. ~,~~!:·~;~1~~~~=-
·, -:~;~;: ~:,_:.~[::.:.-" ·<~~ ,, ._-.:;_::: , ··~.-.·~/- ~~::¡_._··~{'.~~·:·:'.~it~ :.::;~:i!?< ~,~fF _.{}·:· 
--·: : _ .. , 5:. ':/s--:"~-'~ .::;~s:·).::':r 

6. 1 g~~~~i ~gN E~E p ~~~2º~ ·.~-~ l:Y~.~~is,;_•_~_::_'.:_:~_:!l2!-.~ ·.~_t_:;f:~N, .. S.•~.:_'..!_.T_-._ •. ·_ •. R_:_:.r_._._z_:_f_.:?:!!~~.;1~g~ .. ~N BANCO 
·¡::'s11:r:;· >r ... · . «:t'- ~>, - - ~_,,{ ··f-"":_,;· ··:1'.\:::~--= -<¡·,.-

Para la obtendÓni ciíb'f ;.o.NA';<: jeúót?ico; ·para· i""ri'~f6fmS~'~i6n se 
requerirá: ..... , .......... ,.,, ··• ... ?".,_.,\',\}C ,.-,,¿_:,,.,,., ..... .-;.,, .. -.. 

horas a ~eM!~=~ i~ t!!!t~f~j'i~i.:':i2t~{~~tbti~~i~~~4~r,o'~;t~~{ºf~r)'.:tf~~1j¿· 
las condiciones establecid,as· de_ fermentaci6n:-tníat\:1ac·és'.•i.'!'iErfenméyer 
de 2s o ml con 20% de va l~men; 28 c y 11 o ll_PMJ/ ';:~:'"-:;;. ,·;~~~- r~-Y ;~'-'. 

b) Obtención y purificaciónde DNA gen6!1lico jíor\el''. método de 
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Minuth (1982). Dicho método fue 
Cephaiospori.urrl', ambos géneros 
Paeci.iomycc•s (Samson, 1974). 

establecido para Peni.c·i.ilium y 
filogenéticamente a 

c) Digesti6n parcial· del· DNA genómico ·con· EcoRl'··t·pcfr·•''iné't.odos 
estándar:. · .•;\ ... • ... _•, 

.. ,,._ ·-:;• 
':;\,'. 

d) .Separación de fragmentos de restricción en. geiL'de 'agé{rosii, 
y recuperación de los de 3 ª· 10 Kb de longitud. ·c ... ·•• · 

Hasta la fecha no ha sido posible definir el peso. mglect1lar 
de la dextranasa de P. uiacinus 6R, pero resulta· factible;·quef fos 
fragmentos de DNA de entre 3 y 10 Kb contengan el .ge~ ~~tru~tuial 
y las secuencias de regulación transci.·ipcional y fermi_nacrón, 
retp1eridas para la expresión. 

Los fragmentos de DNA se incorporarán al plásmi¿o ~3SR2 
(figura 3; Ti lburn et al, 1983), derivado de pBR322. · p3SR2 tiene 
incorporado el gen de acetamidasa (amdS) de .4. niduians, y se ha 
utl 1 izodo en la transformación de .4. ·nieer: c_on b.uenos resultados 
(Debets et al, 1990; Mohr y Esser, 1990), observándose integración 
múltiple en Rl genoma. 

El marcador amdS de A. n.iduians ofrece ventajas para la 
transformación de A niBer~ En primer término, no existe un gen 
equivalente en .4. n.i.e,er, por· lo cual las transformantes amdS+ 
pueden seleccionarse facilmentei en medio con acetamida o 
acrilamida como fuentes de nitrógeno. l~ ~epa receptora no 
requiere de n1utaciones previas, como · marcadores 
auxotróficos de selección, m•nterii integridad 
genética original. 

Para la construcción 
p3SR2, se requiere de: 

e) Digestión del 
de los extremos 5' 

f) Unión de los 
acción de la ligasa 

Opcionalmente, 
linealizarse por di 
incrementar la 
1988). 

En los incisos ··6 
estandar (Maniatis et 

G.2 TRANSFORMACION 

La cepa receptora 
la es pee i e Aspt:irei l. l.us 
(Schechtman, 1992), 
extracelulares. 

Es de esperarse qüe 
tipo permita la 
obtuvo para la producción 

en 

la 

a 



misma especie (Ward, 199lb). 
Es indispensable veri . .ficar que, la,· eepa ·PEC-601 no.· produzca 

dextranasa extracelular, ni presente.·crec~miento en:acetarnida . 
... ,,, .. <''.>- _;',-, ··;::. '.:: '' 

P.:ira transformar PEC-601 con el :i ba.~cf :;.~f>n~t{cio ,'ele P. 
iilacirrns 6R, se sugiere lanietodologla.·de .. M8t:i'f:.:y '.Esse!r (1990) 
(ver tabla 2), utilizando como .medio.' de 'áele'ccT6ri'{\.CM'. ·'adlcionado 
con acetamida 10 rnM (Wernars et al, ··1986·).:'·' "::, •/¿.•·.:,,,:;'.+:'·.:· · ... 

Deben efectuarse entonces , p.laque'os:.•,· sucesivos .·:· d'e las 
transformantes arndS+ en GM-acetarnida, :has.ta•;;¡~obt:éi:\.erF.:'.eátabi lidad 
colonial. Las trans.formantes estables ·sé'.·~c.tlitTvan::~.~~fl ::.:1nedio de 
tlextrana-azul 2000 (Pharrnacia) (Gálvez; 1992')?;.:E:}i él\i2h.ó 'medio, las 
cep;is de;: t rano lit i cas producen un· ha lo ·:d.:e':'~ decéi~Loriifcfón · :.:á l.1:ede.dor 

::rn::~~~:o~:~.~~as t~:n~~~~;~~t=~ m~~f~uif~~;:~?~~l~~';Íi~~-~~'~'.1ª-~¡.i.ta~~ 
(ver secc iéon 6. 4). . .•.... t' f.·.; .• ,· ::~ .•. i ... ·'·.' ··:;: 'i::'' !•¡ .~.·••.',:·.~.<, .. , . :-::. .:·.: .: · - ->> · ·,.. ',·_. ! •. ,.;,., .>t:~-:': ·-:';;;.-; · '.-~iYi·.; >,,, .. 

6. 3 RECUPERACION DE Pi.AS~IDOS . ·,·;; c&:.C.;',,,,"'~~::~&t ~(~'"' ... 

••x' ,;~::;;~· ~J~~m. ~ ~ ~ ·1~::•tli~fü;i;§~~j¿¡í#;fr~!j, ,0, "· '];",. ••. 
a nltls.\+ ª;. d).·e·xAt<ri:as.n(,a~.s:i;·a·j:c+ •... n.·· .~ .. !·· •. ~. ~·.·1:· .. gcl eu)1 ..... e •. n'd[)'o!-!A' i:-Jí.fí' i~bi?'riía r1 tes 

- .'.~.j;';{{:y,:;;}~Essi.r . 
( 1 9 9. o ).~ ··f·· '{{ ·~·~:. .. ' ., ., ... .. : ·,, ' ".'.i• : "· i':-:· ·- ··>~.' · 1~· - . ·;)~-:., -

los 

de 
las 

d)_ ~--·-.-f.{ ._ :. - : 
>··. 

(Mani;~ 1 ;~;t{~·~'.t;~i~·~:~~.~{;~} ,, •.. riíeT'odologia .e'standar 

n "e•.;:"; ~~=;~;~~f: ~,~~t"~1lJ~i~,~11l~i~1+H~!~ . i:' '.; ;~:~: !~rn:: 
dex tranasa 0~·er:--~· ;l áS __ -~--~ª-~~~ar r:n~z::t:~-~.-·: _,·_.·_ 

Asimismo, los fragme:n.fos re'cuper.ados de DNA genórnico de P. 
li La.ci.n.us · 6R:(perlnitirfaí:i/' a;i:slar·"' y caracterizar el gen de 
dextranasa. 

Una vez seleccionadas las trans.formantes dextranloliticas que 
presenten den placa los mayores halos de .decoloración en medio de 
dextrana azul, se veri.ficará la producción de dextranasa 
extracelular en cultivo sumergido en eL medio optimizado de 
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Kosarlc (Gálvez y-López-Munguia, 1991). 
La~ c~ija~ transfor~a~tes podiian tititizarse' para producir 

dextranaSa·,· .. '·-pe.c;.t_friaSa 6 él:mbél·s .. ~eniimiis-,'- y::-~ rrie.di·a:nt.e--· ~-·mUtai~~"es_iS 
generar cepéls· mutantes que p~·odtijeran preferentéirierife:,:dextranasa 
a .mayore"s con§entraclones (vlfr Ward, 1991.') .. · c,.::,é ··::;· ">·•> ··· · 

En·. e1·:te~reno ~e. "J.~··inv~st i ~aci6d~~~i~.~/f;.1.1n;i!J~i~1~6~~-·ttl'ch'1s 
carac.teristJcas peri mi tiria .el esttidfo:d'e"dbs :s"isté11í"as;'.;~"irihucibles 
de.polis.acarasas. . . .. ·· .--~ ..... ·····" ········ · ·· 

seer e ~~r~;~s e~~ 1 
a e ~st ~ ~!~ce~/º~1'~;:~f ~~r~~rt:~()~·~~o'{ d~~'11~-~~f:;enc!: 

producción de_ dextrirnasa y. pecUnasa e1'i medio"s'.ae•··. cultivó· que 
incluyeran inductores para ambas ~nzi"ma:s .. º·ª esa manera, 
utilizando medios con pectina, ·tlextra_na, :·º ... ambo·s sustratos· en 
diferentes composiciones, se. "podrian_. ·.e.stabl'e'cer algunas . bases 
estequiométricas de la secreción en Aspereií .. iús . ... 
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Considerando la. literatura consultada para la elaboración de 
la presente revisión, resulta evidente que durante los próximos 
años, las técnicas de DNA recombinante tendrán un creciente 
impacto en todas las a reas de la mico logia básica e industri'al. 

Hasta el mome~to, existen las metodologias básicas para la 
transformación de Asper5ilZ·us y otros hongos ·filamentosos, y para 
la producción de transformantes estables, en las cuales se puede 
manipular la producción de proteinas especificas mediante el 
incremento del número de copias del gen,· la ~lsrupción o. reemplazo 
de genes, y la e:<presión bajo control de regiones ... promotoras 
tl.e funcionamiento conocido. 

Sin embargo, con excepción de ~ig~nos sl~temas est~ble~idos, 
la producción de proteínas recorribiríantes c:en. Asperei;.ii·us·· ·,i10·.:.ha 
alcanzado los niveles esperados ....... En' alg-uncis- caso·s '· ha ·sidci 
necesaria la aplicación de procedirn'ientos:de gefiética _cl_,ái;i:é~_par,a­
incrementar los rendimientos de proaúcfo--de · cépas-- tr-arisfor-ma-das·: 
Es de esperarse que esta ·combin'ación:· de ·técnicas se-- .:siga· 
utilizando, mientras no se alcance u.n conocimiento .mayor d_e los_,, 
mecanismos que regulan la expres.ión .a nivel molecúlar:: 

Las principales lirnitantes de la' producc_ión·. efi.cferite 'de 
protel1H1s heterólogas en Aspereiii«.1s- son, .•la··'producción 'simultánea 
de proteasas, y en algunos casos, ·.(as.: módificaciones 
postraduccionales nnor1nnlei. · · 

La caracterización genética 'cie.-.'·· cepas ; Indlfstr.iales, 
hiperproductoras de enzimas ex_tracelulélre''s'>.í:úiede aportar algunas 
de las claves que per!"i fa~· .•. ,·; ''edc.'/; mejoramiento y 
transformación genética de é:epas/:'"Oriefi'í:'ádos a la. aplicación 
biotecnológica. .. ........ , .. ·······• .. -

enz i m~~ ~ ~;:m~ ~vo ~~~~ad~= t:ri~i~~~~~i{~§t~i~TllW!:it:r~~uc~ ~~na~~ s ~=~== 
como las glicosil-transféra";;,as·· Xc""/a:s'.?-j:p~o~~-élsas especificas de 
hongos filamentosos. ,---.· ·.·"-,,- -,z'.:.-~·,. _•<· ... :; .'· .. ,- .. :.: , 

Es indudable que los. h()-ngos·frfamentosos·;; y en particular los 
del género Aspersi:iius, con.sti;t~uy:e:r(jiueli.os':s\stemas de expresión y 
secreción, y son los candid-atós·;fFdéa·l·e·s·--~·para •--1a:-:'pr-oducción - de­
gl i e o pro tei nas cornp 1 e ja·s ·cte .. " maini fera·s:, :'''d~ "';'·"gran i niportanc i a 
ter.:ipéutica, y para el e.st.udio ·y ::·préíi:l.ucci.ón '.de enzimas y 
me ta bo 1 i tos secundarios :·.de. :i mpor tanc i a ·acoríómi c.·ac. 

Resulta importante de~ta~ar·:q_u~ exÍs_t~,:~ha :él ara tendencia a 
investigar y generar conocimientos básicos~a•partir de proyectos 
orientados a la aplicación biotecriológi¿a."''A.sr', '.por· ejemplo los 
meca ni srnos ce! u lares y molecu!'ares· de la .. s_e'cr.éci ón "en .Aspereri U·us, 
están siendo estudiados por grupos de 1nvest1~aci6n· asociados a 
empresas hiotecnológicas. . , _ :::·i::-._.>'.'~>~ -:_·~~-(_, : 

Aún cuando existen sistemas de transi~r::ac}ón: para diferentes 
especies de hongos filamentosos· ·( Podoipora, Trichoderma, 
Pen.iciLZium, etc.), la mayor parte--de"lcis-"avances sobre regulación 
genética y estructura genómica, se ~in generado en los 
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modelos de Asper~illus nidulans y Neurospora crassa. 
·.A medida que se .conozca ... mejor el genoma de los han.ges 

filamentosos. y se establezcan homologias. entre lo's genes 
estructurales y .. reguladores de diferentes especies, ~e harán 
posibles aplicaciones más ambiciosas en las areas de 
biotecnologia, fit6pitolcigia y biomedicina. 
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