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1.. INTRODUCGI oN

... Los : hongos son%zorganlsmos' eucarlét'cosi
micelio caracteristico y~ nutrxcxén por absor
son sapr&fitos,. pues obtlenen el allmento
organica muerta que
(Deacon, 19&4).'

La
presentan: un 31stem

septos perforadOS’
muyampliaj y: 1os

Marshall 1989)

influencia'tant
ejemploy; los:ho go ’ y utilizados™
como productore rg Lius flauus
produce’ aflatoxina
Su - consumo. ; {los
champifiones,: po @ ) 3 Y iméntos.,(pan Y
3 ...alimentarios
fitopatdgenos y
almacén~'ocas1onan graves pérdidas

(acido ecitrico)-"' Sin Tem
contaminantes de granos :-de
econdmicas. : T

Debido a su relativa simplicidad y 'a su capacidad de crecer

formando ceclonias en ~medios de cultivo utilizados en el
laboratorio, se han podido estudiar muchas especies de
hongos. Algunas, como Saccharocmyces cersvisiaes, Aspergilius
nidulans y Neurospora crassa han sido utilizados como modelos
bioldgicos para establecer los fundamentos fisioldgicos,

bioquimicos y genéticos que permiten entender los mecanismos de
control del crecimiento, la diferenciacidn vy el desarrollo en
eucariontes (Timberlake y Marshall, 1989).

Dada 1la importancia que tiene 1los hongos filamentosos en
medicina, agricultura, industria e investigacidn basica, se hace
indispensable la actualizacidn de las teécnicas disponibles para su
modificacidn genetica, y en particular las relacionadas con el
me joramiento y desarrollo de especies de interés biotecnoldgico.

La transformacidén genética consiste en la introduccidédn de una
molécula de DNA en una célula viva, y constituye la herramienta
principal para la manipulacidn gen&tica dirigida de los
microorganismos.

Mediante la transformacidén genética es posible aislar v
clonar genes, modificarlos in vitre, e introducirlos en cé&lulas de
especies homdlogas o heterdlogas. De esa manera se pueden generar

mutantes, alterar el nUmero de copias de un gen, o proveer al
organismo de nuevas capacidades metabdlicas.

En el caso de hongos filamentosos, las metodologias de
transformacidn desarrolladas durante la decada pasada han
permitido el mapeo genético, el estudio de los mecanismos de

regulacidn genetica, y la expresidn de genes para la produccidén




fiprincipios.
y‘se resumen

AspergLLlus se caracteriz
de un conidi&dforo denomina

conidiogénica constituida
la parte superior. Alrededo
dos capas de ‘c&lulas’ ies
sincrdnica, :

Algunas espec1
(anamédrfico)  y uno sexua
perfectos de Aspergtpluu se: dlstrlbuye
por la.-estructura delbkascocarpo
(Webster, 1981; Samson, 11992)

Dentro de los géneros . teleomérf
son homotdlicos (Emericella:- nldu
heteroté4licos (Emericella he&erot

2.1. ESPECIES DE IMPORTANCIA ECONOMIC

Se conoce un gran nUmero. d
mayor importancia econdmica son

~ A niger. Productora - del’ 857%.
comerciales, -asi como.de &cidos citrico y g»

- A oryzae. Productora-’ de3 enzimas:
'produccién de alimentos fermentados. -

~ A. ficcum. Productora de la enzima fitasasl

- A, flavus y A. paresiticus. Productores. ‘de toxinas
carcinogénicas y contaminantes de alimentos almacenadas. -

: En ninguna de las especies mencionadas . se conoce la  fase
sexual. La reproduccicen se lleva a cabo séld por conidiosporas
asexuales, aungue durante el ciclo parasexual del estado diploide
puede ocurrir recombinacidn mitstica. S

Ademas de la importancia econdmica . de 'algunas - de sus
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FIGURA 1.- COKIDEOFQROS REPRESENTATIVOS DE Aspergillus
{SAMSOK, - 1992).



mente relaclonado

(tele morfo' Emerlcell
;conoc1dos e

;snlﬁpbrtantes» de
1991a; Ballance,

la estructura
1991y
- "Existe muy poco DNA

‘genétxca -4

- No hay evidencia de
demostrado la presencia de
tales como la esporulacidn.

aunque se ha
si"gsociados a procescs

- En lo que se refiere a ranscripcidn; el promotor,
ubicado en general 100 p.b. hacia. arrlba del . punto de iniciaci®n,
no presenta las secuencias consenso . para-las..cajas CAAT y TATA,
observadas en eucariontes superiores. - En algunos casos, son
determinantes de la funcionalidad del” promotor, una regidén rica en
pirimidinas y una secuencia semejante a la caja TATA.

No existen secuencias consenso para el inicio de
transcripcidn. .
Se desconocen las secuencias .de terminacidén de

transcripcidn y poliadenilacién.

- La traduccidn se inicia en un triplete ATG, ubicado en -un
contexto en el gue se encuentra la secuencia GC - en - posicidn +4. -

Existe preferencia por 1la ut1llzacién de' ' codones que terminan
en pirimidinas. ;

- Los intrones (comunmente 1 a 3 por gen), presentes en el
70% de los genes secuenciados hasta ahoray; ‘tienen entre 48  y 250

3
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p.b.;. y contlenen secuencxas de” edlcién 5'

conservadas, y
semejantes a:las. de’"S- cereutstae g S

3. METODOLOGI DE'TRANSFORMACION

cual-  una
ncorpora por
replicdn

La transformaCJOn genét~
célula recep:ora, captura
'1ntegracién cromosdmica,
autdnomo i (Singleton: y Sainsb

La transformacidn . reqiiere
~incorporacidn del DNA:," y de  una:
permita La . seleccidn: de ;
(transformantes), capaces de regenera

En la tabla 1 “se: . ‘present.
transformacidn de As pernglus.>

tratédas para la
DNA ' exdgena, que
que lo expresan

étrategia general de

3.1. ENTRADA DEL DNA

Los hongos filamentosos txenen’una ’péred celular gruesa v
rigida que forma una barrera para la captaclén de macromoléculas.
Por lo tanto, la mayoria de los protocolos ‘de - "transformacidn en
hongos estdn basados en la utilizacidén. deprotoplastos preparados
bajo condiciones de estabilizacidn osmdtica’ (Gogsen et al, 1991).

La utilidad de los propoplaatos (ceélulas desprqvlatas de
pared celular) esta basada --en —els cho'de’ " que. 'son cé&lulas
fisioldgicamente normales, gque retlenen tudas las propiedades de
las cé¢lulas intactas de las que fueron obtenxdas (Peberdy, 12879).

3.1.1. CULTIVO Y PREPARACION DE chdpAs

Los protoplastos aislados de un cultivo de hongos
filamentosos constituyen . una poblacidn fisioldgicamente
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 composicicén 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 Aspergillus,

Sin ewbargo, las esporas tienen una pared celular mas
resistente, v sSlo en algunos casos se han podido obtener
protoplastos competentes. En general, se considera que el micelio
de las fases tempranas de crecimiento exponencial es mas

suceptible a la lisis que el de la fase estacionaria ( Peberdy,
1979).

En Aspergillus se han utilizado diferentes tipos celulares
para la obtencidn de protoplastos:

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



TABLA 1. ESTRATEG!A GENERAL DE TRANSFORMACION EN Aspergillus

ETAPA PROCEDIMIENTO
CULTIVODE LA if hArae A e ainid
CEPA RECEPTORA - 18 2 40 horas en medie liguido o oslofan
) . -~ Filtracion o Jentnfugamon

T ) ,
MiTEF;TA(LN\éEEULAR .= Lavado y suspensidn sh buffer-solucion

_estabilizadora (BSE) a pH -8

DIGESTIONDELA = =1a'5 horas de incubacidn con enzimas
PARED CELULAR i Ifticas enBS8Ea 27-30 C

VERIFICACION !‘ﬂ!CROSf"OPI"A DE FORMACION DE PQGTOPLA‘*TOS -
SEPARACION Y L | e
SUSPENSIONDE - -,C_entriftlgzgcién a filtracion v lavado con BSE
PROTOPLASTOS - L ' ' : v

, - Adicibn de DNA, CaCl y PEG en BSE
INCUBACION 1 -Incubacion 15 a 25 minutos
"~ enhielooa temperatura ambisnte

INCUBACION 2 - Adicion de PEG a mayor concentracion

. - Centrifugacion (opcional)
REGENERACION - y 0
Y SELECCION Plaqueo en medto sele»c:’cfv‘oa%ggr 0.2-2.0%




B) 'Cb'riid'irbsﬁrﬁiﬁiéhado'

'd) Hifas"de-u )
1Ballance et al, 1983a)
Los medlos bage de:u
"para ‘estudios geneticosid
de .Pontecorvo, y .el medlo
Ambos medios se describen
medios mas generales cd
al, 1987). .
Para la.
una . suspensidén:
25 'a 37 “c, .coni
John 'y

’}'SDLUCIONES DE ESTABILIZACION OSMOTICA‘

Los protoplastos son células osmotibamenté sensibles que’
- deben ser estabilizadas con soluciones de .concentracidn conocida
durante su preparacion y manejo. ’ ‘

En general, se han utilizado azUcares, alcoholes polihidricos
y sales inorganicas en las soluciones estabilizadoras, siendo
estas ultimas las mas efectivas en la preparacidn de protoplastos
de hongos filamentosos (Peberdy, 1979; Goosen et al, 1991).

Las soluciones osmoestabilizadoras mas utilizadas en 1la
formacidn de protoplastos de 4dspergillus contienen de 0.6 a 1.2 M
de KC1 (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 MgSOa 1.2 M (Yelton et al,
1984; Tilburn et al, 1983).

Peberdy (1979) y Goosen et al (1991) sugieren la utilizacidn
de MgS0O«+ entre 0.6 y 1.2 M, debido a 1la observacidn de que se
obtiene mayor fragmentacidén del micelio y formacidén de vacuolas,
lo que ocasiona que los protoplastos floten y se facilite su
separacidén. ’ - E

~ ENZIMAS HIDROLITICAS

La lisis de 1la pared,celul'?“
mezclas de enzimas hidrolfticas

contiene.

que.




(CivD

MEDIO COMPLETO

CUADRO 1. MEDIOS DE CULTIVO PARA Aspergilius (Kilch, 1992)

NaNOg --==-----=c-=r-msceoeen § g
I B B R X7 X"
2| Mosoy Ty o Soeeeee 0529
g | KHpPOg - - 1.529
z FeSOy
2| nsoy } ----------------------- TRAZAS
a Cuso, , B Lo
5 GLUCOSA ------------=- g
AGAR - --==-==-mmooe- 5 g
__ AGUADESTILADA ------- Sl
HIDROLIZADO DE CASEINA - 5.9
PEPTONA ----------- - 2 g
EXTRACTO DE LEVADURA - 05 g
ADEMINA -~ -~----- 200 my’
BIOTINA ~~=~"=="7=-" 2 ug
ACIDO P-AMINOBENZOICO ug
- PIRIDOXINA = ---=-~-"~ — 500 ug
ANEURINA - --=----------2o----. 500 ug
NICOTINAMIDA ---------- ------- 1000 ug
RIBOFLAVING - -----=--n--=-om - 1000 ug

Ajustar el pH 2 6.5 antes de asterilizar a 121°C por 15 min,

-




solucidén ‘de estabilizacidén osmética 'a un pH'de.entre 6 'y B.
La preparacién  enzima&tica. mas. utilizada~)ésjﬂNovozym 23A
extralida de Trichoderma harzanium, ‘de - Novo . .indust
Ballance, 1985). Aunque“en muchos casos' dicha envima
combinacién con helicasa (Tilburn et ali - 19B3),. 3=
(Yelton et al, 1984; Woloshuk et al 1989) celul
Peberdy, 198&), y driselasa . (Oakley et al, '1987) :
Se han utilizado 'también . ‘otras - preparacione
obtenidas a partir ‘de <cu1tiv03‘ de  Trichoderma - .h
paredes celulares como sustrato (Wernars et al, 1987
Kitamoto et -al.--(1988)  reportaron que, . Ut]
preparacién enzimitica lloflllvada de 7. harzanLum,vo
eficiencia de formacion.de: protoplastos del doble: de
con enzimas. o - mezclas. ide. enzimas comerclales.
enzimatica, con actlvldad de ‘quitinasa y (-1;3 gluc
en 30 diferentes: ,vde‘r hongos,
Aspergt Llus:

~roscéopio

PURIFICACION DE PROTOPLAJTOS

- ‘,Una vez. que. se obtlenen los protoplastos, ‘se purifican ..por
,centrlfugac16n o “filtracidn. La‘ decisxén entre ambos - metodos-
depende.de la comprobacion emplrlca‘

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

Los protoplastos aislados pueden almacenarse a. -80 °C,antes de
utilizarse (Cullen et al, 1987), pero se ' sugiere la adicidn- de
polietilenglicol (PEG) o dimetilsulféxido (DMSO) para asegurar;’Laﬂ
estabilidad en congelacidn (Fincham, 11989). ;

3.1.3. CAPTACION DE DNA.

Los componentes
a) Una suspensidn de protoplastos a concentrac1én de: 10
b) DNA a 5 pg/ml; c) 10 a .50 mM - de CaClz oy rdy
comunmente tris-HCl, a pH de 7.5 a 8.0 (Fincham, 1989).

El m¢todo mAs frecuente de traasformacidn incluye dos ‘perifodos
de incubacisdn. En el primer periodo, se incuban los protoplastos
en presencia del DNA, en frio o a temperatura ambiente durante 715
a 25 minutos. La mezcla contiene normalmente los componentes
descritos y, en algunos casos (Ballance y Turner, 1983), una
pequefia concentracidn de PEG.

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



1991)

T11burn et él (1983) “encontraron: que - al. flncremantar; la‘
concentrac1én de PEG..de 25.-a .60%,, se; .registréun.- aumenta’ notable
R nLduLans.‘ e

que’ permitar’
celular,.

ha observado que protoplastos orlglnados de hifas dxétale
capaces de reconstituir su pared celular (Eeberdy,~1979),,”

La recuperacidn de protoplastos transformados  sé&’ ' realiza
después del segundo periodo de incubacidn. Loes - protoplastos
pueden 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 suspensidén se plaquea en un medio
selectivo que contiene agar (Goosen et al, 1991).

El plagueo 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 seleccidén (Mullaney et al,
1988). El plaqueo con sobrecapa no significd- un ..aumento en  la
frecuencia de regeneracidn de protoplastos de 4. nidulans al
compararse con el plagueo directo (Yelton ‘et al, 1984).

La viabilidad de los protoplastos .debe ser medida en, las
diferentes etapas del proceso de. transformacidn, mediante el
Plagqueo de alicuotas de la suspensidén-en medio de regeneracidn
(frecuentemente MM o CM suplementados),. y expresiandola como el
porcentaje que los protoplastos 'viables:(formadores de colonias)
representan del total de protoplastos cuantificados en -
hematocitdmetro (Dr. J. Aguirre,: comun10301én personal).

La frecuencia de transformacxén genética : expresada como el’
No. de transformantes (t) / jpg-de’. DNA;" - depende  ‘no “gsolo rdel




procedimiento seguido, sino . del vector y el " 'marcador:.de:
celeccidn ulilizados. Con vectores integrativos,:se’ han regxstrado
frecuencias de transformacidn de <1 hasta*7000 t7Lg "DNA
Un porcentalje de las ce&lulas . que crecen . en;—med
son ‘transformantes "abortivas', que no se.desarrollal
como colonias, presumiblemente porque el
tiene una integracion estable, o . porque se -ha 1ntegra =)
necesarios para el crecimiento prolnngado, baJO"
de seleccitn utilizadas (Saunders et:aljy 1986).
Se recomienda entonces gubru1t1Vdr
transformantes hasta observar. una morfologia ‘col
esta manera, se purifican las colonias trqnsfo*mant ER

CAunque no emiste una: ﬂorrnlaclon e:trx

los protoplastos y. el ndmero de transformantes
diffcil la obtencidn de 'un numeéro adecuado de transf
tiene. baja: viabilidad . de ‘“protoplagtos.  Se’

sacrificar el. ntmero toLal de prOtOpldSth ob enid
una .buena ‘viabilidadi s : = ;

Un. factor que tiene _una notable
viabilidaa es el tratamiento. enzimatico
proleongada con “Nevozyme,:  rediucel ‘la viab lldad
presencia’. de . proteasas’ iwen':-dicha prepaLac1én‘*
inclusidn de album1na en’ la,'mézdla de
reducir el ‘problema. L al

Actualmente, existen: préparaclone Cier 1 : g
Trichodernd; libres de prot66=as,, L s puedeniut ili on:
mayor eficiencia .para La digestlén pa’
(Dr.. J. Aguirre, comunxcacxén peraondl

31,5, INTECRACIDN.DE—'

[<3e 5 gcnntxca

Se -han empleado dxf
! 'de los . mas

de Adspergillus. En la t
representaleos.

3.2. MARCADORES DE SELECCION.

Uno de los requisitos fundamentales i para ' la “transformacidn
genética, es la presencia 'de'un:-gen‘en’el DNA transformante, gque
pueda actuar como marcador de " seleccidn ' en la c#lula . fungal
hospedera. Fue la ausencia de marcadorea de. ‘seleccidn adecuados lo
que causd el retraszo en el de;arrgllo de métodoa de . transformacian
.en Aspergillius (Ward, 1991a). : g ‘ S

Los marcadores genéticos. ut lizados en la -'seleccion de
transformantes de dspergillus.se. pre:entan en - las.tablas: 3 y. 4.

Para fines de este estudio;  los marcadores. de ‘'seleccidn se
dividiran en dos tipos: auxotrdficos y dominantes. : =




TABLA 2.- COMPARACION DE METODOLOGIAS DE TRANSFORMACION EN Aspergillus

REFERENCIA Tilburn, et al., 1983, Yelton, el al., 1984. Mohr y Esser, 1990,
ESPECIE A. nidulans A nldulans. A. niger.
MEDIO DE CULTIVO -MM -MM - Medio Luria-Bertani.
INOCULO 5x 10%conidios/ml 2x 10%conidios/ml. 1 % 10%onidios/ml.
18 horas a 25°C-100 rpm. 18 horas, temperatura ambiente. 20-40 horas a 27°C, 200 pm.
OBTENCION DE Micalio filtrado. - Micelio filtrado. - Micelio filtrado.
CELULAS
SOLUCION 1.2MMg50, , buffer fosfatos 10 mM -1.2MMgsQ, , 10mM Na,FO, -0.6MKC
ESTABILIZANTE PH, 5.8. pH, 5.8,
DIGESTION DE -Para 1 g de micelio himedo, - -Para1 g de micelio himedo, - Novozym 234 (5 mg/m}
PARED CELULAR en 5 ml de buffer. on 5ml do buffer. - 60 2 90 minutos a 27°C y 200 rpm.

1 ml de Novozym 234, 10-20 mg/ml.
0.1 ml de helicasa, 3 mg de BSA.

- 90 minutos a 30°C, 100 rpm.

- Adicién de un voluman de sorbitol,
600 mM, tris-HCI 100 mM. pH, 7.0.

- Centrifugacion y resuspension en sorbitol
1M, 10 mM CaCl , 10mMtris apH, 7.5,

1 ml de Novozym 234-20 mg/ml. - Filtracion, lavado y resuspensién en
5 minutos en hielo. 0.5 ml de BSA 12mg/ml. 1 M sorbitol, 50 mM CaCl,.
- 90 minutes a 30°C, 80 rpm.
- Centrifugacidn y resuspensién en 1.2 M
de sorbitol; 10 mM CacCl, ; iris-HCl 10 mM
pH, 7.5.

1A. INGUBACION

- Suspensidn: 400 ul
-~ DNA {en buffer): 100 ul
- Temperatura ambisnte por 30 minutos.

- Suspension: 100 ul
- DNA (en bulfer): 25 ul
- Temperatura ambiente por 25 minutos.

- Suspension: 200 ul

-DNA {en agua): 10ul

- Solucién (50 ul): PEG 6000 23%:
50 mM CGaCl,; 10 mM tris-HCI,
pH, 7.5,

- En hielo por 20 minutos.

2A. INCUBACION - Adicion de 10 volimenes de solucion: - Adicién de 200 ul de: PEG 4000, 60%; - Adicion de 2 m! do solucion PEG y 4 ml
PEG 4000 60%; CaCl 10 mM fris HOL 10mM CaCl, ; 10 mM tris,-HCI, pH 7.5, de solucidn de sorbitol a intervalos
toe . : en agitacion. de 5 minutos.
- Temperatura ambiente por 20 minutes. e,
-Lavado con buffer. -+ 200 ul de solucu}n-ag[laclc'm.
. + 800 ui de solucion-agitacidn.
- 20 min. a lemperalura ambiente.
- Cenlrilugacitn y resuspension en 1.2M
de sorbito! + Ext. Iavadura + glucosa.
REGENERACION - Plaqueo en MM con 0.25% de Agar. - Plaguee en MM + Agar 1.5%. -Plaqueo en MM-Agar 1.3%.
Cl
FRECUENCIA DE 254/ug DNA - 300 Yug DNA 17,000 Yug DNA

TRANSFORMACION




TABLA 2.- COMPARACION DE METODCLOGIAS DE TRANSFORMACION EN Aspergillus

REFERENCIA Qaldey, et al., 1687. Woloshuk, et al., 1989, Ballance, et al., 1983,

ESPECIE A, nidulans A, flavus, A, nidulans.

MEDIO DE CULTVO -CM - Caldo papa-dexirosa. -CM en celofan, 12a 15 horas.

INOCULO 5x 108¢conidios/m! 107conidios, 12 a 18 horas en agitacidn.

OBTENCION DE Conidios hinchados, recuperades por - Micelio filtrado. - Micelio

CELULAS centrifugacidn en YG.

SOLUCION 1.1 MKCI; 0.1 M Ac. citiicoy pH 5.8 - 7% Na Cl, 20 mM CaCl, -06MKCI

ESTABIUZANTE 10mM NaPQ; pH, 5.8.

DIGESTION DE - Driselasa: -Para 1 g de micelio hiimedo: - Novozym 234 S5 mg/ml
Novozym 234 (4 mg/mi) Novozym 234 (5 mg/mi)

PARED CELULAR
Beta-Glucuronidasa (20 ul/mf) Beta-Glucuronidasa 1200 w/mi - 980 minutos a 30°C.
En 20 mg/ul BSA. - 3horas a 30°C. )

- 5horas a 30°C. - Lavado y resuspension de 10° - Lavado y resuspensién

-Lavado y resuspensién de 5x 107
Protopiastos en 100 ul.

Protaplastas/ml.

1A INCUBACION

- Suspensién: 100 ul
-DNA (en buffer): 15ul

- Suspansion: 100 ut
-DNA (en buffer): 15 ul

- Solucidn (50 ul): 0.6 MKCI; 0.05M CaCl, - Solucitn (50 ul): 50 mM CaCl ;

25% PEG; 10 Mm TRIS; Ph: 7.5,
- En hielo por 25 minutos.

0.6 MKCI; 10 mM tris, 25% PEG 8000;
pH, 7.5.En hielo por 25 minutos.

- En hielo por 15 minutos.

- Suspension: 100 ul

- DNA (en KCl, 0.6 M): 15-20 ul

- Solycién (50 ul): 50 mM CaCl,;
10 mM tris-HCI; 25% PEG 6000;
pH, 7.5.

- En hielo por 20-30 minutos.

- Adicion de 2.5 ml de la solucién anterior,

2A. INCUBACION - Adicion de 1 m! de solucién PEG 25%. - Adicidn de 1 mi de la solucion anterior,
- Temperatura ambionte por 30 minutos,  S00 PEG al 50%. X . :
Lavado y cantrilugacién. - Temperatura ambiente por 30 minutos. - Temperatura ambiente por 15 minutos.
- Lavado y centrifugacidn. - Lavado y centrifugacidn.
AEGENERACION -YGA + 0.6 MKCL. -MM + 0.4 M (NH) SO, + Agar. +MM 4+ 0.6 MKCI + Agar.
- 36°C. - 36°C. - 37°C.
FRECUENCIA DE -1985 tug DNA - 20/ug DNA -10-15 Yug DNA

TRANSFORMACION




TABLA 3.- MARCADORES AUXOTROFICOS DE SELECCION UFILIZADOS EN LA TRANSFORMACION DE

Aspergillus spp.
MARCADOR CLONADO POR OQRIGEN FUNCION METODO DE ESPECIES REFERENCIA
SELECCION TRANSFORMADAS
PyrG Buxton y Radford N. crassa Orolidina-5' Prototrofia A. awamori Cullen-.eong, 1986.
(1963) Fosfato aUridina A flavus Woloshuk, et al., 1989,
decarboxilasa Ballancs, et al., 1983,
{sintesis pirimidinas)
Pyr G Oakley, et al, A, nidulans Orotidina-5' Prototrofia A. nidulans Oakuy, et al,, 1987.
(1987) Fosfato a Uridina A, oryzae Matter, et al., 1967.
decarboxilasa —_
(sintesis pitimidinas)
PyrG Hartingsveldt, et al. A. niger Orolidina-5' Prototrofia Hartingsveldt, et al., 1987.
. (1987) —_— Fosfato a Uridina A, niger Goosen, et al., 1987,
decarboxilasa
(sintesis pirimidinas)
argB Barse, et al. A, nidulnas Omitin- Prototrofia A nidulans John y Peberdy, 1984.
(1983) Carbamil a arginina A niger Buxton, et al,, 1985.
Transferasa A oryzae Gomi, et al,, 1987,
(sirtesis arginina) —_— -
tpC Yelton, et al. A, nidulans Enzima Protolrofia A niddlans | Yelton, etal. 1984,
{1983 " trifuncional de a lriptofana TR .
biosintesis de
triptofano. . i ‘
tpC Kos, etal. A. niger Enzima Prototrafia ‘Gooééh’)’jel"él.#’1989. s
(1985) Lo trifuncional de alriptofano Lo
biosintesis da
triptofano,
met *Limura, et al, A oryzae Dasconocida Protolrofia
{1987) amelionina

* Gitado por Gynney Deuchand, 1992




TABLA 4.- MARCADORES DOMINANTES DE SELECCION UTILIZADOS EN LA TRANSFORMACION DE

Aspergillus spp.
MARCADOR CLONADO POR ORIGEN FUNCION METODO DE ESPECIES REFERENCIA
SELECCION TRANSFORMADAS
amd S Hynes, et al. N. nidufans Acotamidasa Utilizacion de A. nidulans Tilburn, et al., 1983,
(1983) - Acetamida o Cullen, et al., 1887 b,
Acrilamida A. niger Mo, ot al, 1989,
A ficuum Muilaney, ot al., 1989.
Olic Ward, et al. A nidulans Subunidad 9 Resistencia A nidulans Ward, et al,, 1986.
(1986} de la ATP- a Oligomicina A. niger Ward, et al., 1988.
) Sintetasa 1l 1985,
Mitocondrial Kellyy Hymas,
L O o Ward, etal A viger Subunidad 9 Resistoncia A riger Ward, et al,, 1988,
o - (1988) de la ATP- a Oligomicina —_—
ki Sintetasa
B . Mitecondrial ]
S benA Qrbach, et al. A. crassa Betatubulina Resistencia a A nidulans Orbach, et al., 1986.
B (1986) benomyl, A niger Finkelslain, et al., 1989.
. A. flavus Seip, et al., 1990.
i benA .. .. _Seip,etal A llaws Beta-tubulina Resistancia a A flavus Seip, et al.,, 1990.
L R (1990 . bsnomy,
b bR Tn5 Proteina inaclivadora Resistencia A, nidulans Goosen, et al,, 1989,
R de Bleomicina y Bleomicinay A. niger Mahem, et al,, 1887.
Fleomicina. Fleomicina
E. coli Higtomicina Resistencia A nidulans Finkelstein, et al,, 1988,
Fosfolransferasa, higromicina. A niger Punt, et al., 1987.
Tn 903 Genelicina Resistencia a A. niger Goosen, 8t al., 1991.

Fosfolransferasa, G418,




3.2.1. MARCADORES AUXOTROFICOS ‘

Los marcadores genétlcos
capaces; de complementar una’’
—'raceptora

L s genes auxotréf1c st
genes clonados.
cont1nuaclén

:Se:crea ‘un-banco - genéti
TEL DNA geném:co seércort
se lxga ‘abun- vector aproplado,
) “Elbanco genéticoise ut
colL ) Saccharomyces, que’ ten
definida. R
—~ Se seleccionan las colon1as
complementado  (transformantes). ie
- El1 DNA ‘del vector+<de: las tran
espera que contenga la secuencia: de=
enzima para la cual la cepa or1g1nal de LE
deficiente. .
— Por analisis de ‘reatrlcc16n de los,
aislados se puede hallar una regidn exdgena consta t
el gen buscado. Dicha regidn podra hibridizarse-co
total del hongo, para verificar su origen. ;
- El fragmento que contiene el gen puede.
vector para transformar mutantes auwétrofas de* hi
la prototrofia.

3.2.2. MARCADORES DOMINANTES

Los marcadores de seleccidn dom1nantes;
mutacidn especifica de la cepa receptora. Confi
antibidticos {benomyl, oligomicina, [.etc ),

utilizacién de acetamida como fuente de nltrégeno (Coosen
19913,

Los marcadores dominantes  de seleccidn - son-ide-.-tipas-
orlgenes diversos.

El gen estructural amdS, proveniente de A4. nidulans, 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 Neuwrosgora crassa (ben )y y A, nidulans (011C ). Ambos
son semidominantes, pues confieren resistencia débil o absoluta -a
antibidticos, dependiendo de si se establece heterozigosis: o. se

lleva a cabo un remplazo de genes, respectivamente (Orbach et ally
1986 y Ward et al, 1986).



“El terc
que’““donfieren
ant1b16t1cos}

d res de “origen . procaridtico,
“concentraciones de
tales como h1grom1 “bleomicina.  Debido - al
hos_genes,’su expresxénvsélo ‘hazsido posible cuando .

é‘exprea1én fungicas (Punt et al, 1987).

1po comprende mar
rESLstenc1a

SELECCION VISUAL

E Una de las‘ herramlentas' qué perm1ten la. seleccidn de
‘transformantes de  dspergillus,  es  la:desarrollada por ‘van: Gorcom
et al (1985),'que consiste en’'la fu;lén de-la porcidn: codlfxcadora

del" &en~»LacZ de E. colly: que i codifica’ »parayi:la’‘enzima
B3-galactosidas a las sefiales ‘de  .inicio de transcrxpc1én Yo
traduccidén del gen trpC de A nidulans.:’ La expregxén del ‘gen

fusionado puede ser detectada in wivo: por la formacxén de: colonxaa
azules en medio minimo que contieneral’ sutrato cromogénlco X-gal.
Dicho estudio constituyd. 'la“base’ para” el :desarrollo: .de
marcadores dominantes de seleccidn de: naturaLeza ‘hibrida - {hph =y
bleR}, demostrando la expresién :de genes Procaridticos: . en
Aspergillus (Goosen et al, 1991 yu- 0% i sinns e :

3.2.4, SELECCION DOBLE

Un desarrollo reciente es la transformacidn™ con i genes::que. >
tienen un fenotipo selecclonable tanto para el ~alelo.i;silvestre -
como ' para; el mutante.-Se ut111zan dos sistemas:{ § o i

a) El alelo 511vestre pPYTr 4 permlte el creclmlento en sen
de uridina, mientras-qué-el .pyr- confiere resistencia al'“agidof
S-flugroordtico  (Goosen et al, -1991). : RAE :

. b) Eil alelo amdS+ permite ‘la utilizacidén-de écetamida, [y el’
amds- confiere resistencia a fluorcacetamida (Debets:eti‘al, 1990).

Los sistemas de seleccién’ doble ' permiten la introduccidn
sucesiva de genes mediante . . transformacidn con marcadores

alternados, facilitando las técnicas de remplazo’ genético (Goosen
et al, 1991). : '

3.2.5. CRITERIOS DE UTILIZACION- DE MARCADORES .

La decisidn sobre cual marcador de seleccidn.debe utilizarse,
depende del tipo de estudio que se realice vy ‘de " factores: como
precio y disponibilidad de los compuestos requeridos.

Los marcadores dominantes de seleccidn permiten -utilizar

cepas receptoras silvestres. Los marcadores Iauxotr&ficos
requieren de mutantes, difi{iciles de construir y que - pueden - tenerx
asociados cambios geneticos indeseables en organismos de

importancia industrial (Ward, 199ia).
Debido al elevado costo del benomyl, la oligomicina y otros
antibidticos, los marcadores gque confieren resistencia tienen un

10



uso. restringido, ‘en-..comparacidn:: con - el: marcador jamds,:‘c los
marcadqres auxotraficos: C Cena i

cLasiutilizacion,. .de :amdS . como:.. marcador"'conlleva “ocierta
1nterferenc1a (background) . .en: selecc1én,

: medio
(porA amldasas no

. La adlclén de CsCl - reduce : cons1derablemente
‘dlchas interferencias (Tilburn étral, 1983) :

ASLmlSmO, se pref1ere la utxlxzac1én de marcadores homélogos,
losr ctualeés ™ permiten  mayor . 'frecuencia “de . transformacidn, e
'1ntegrac1én cromosdmica-diriglda.. (Hartingsveldt: et al, 1987 "y
Woloshuk et al, "1989). L Lo ) - :

3.3*FVECT6RES‘“*"1'

»-Los; vectores utxlxzados en la transformaclén 'dé' 4Sp9rgLLLus

~“No-seé han ‘encontrado plasmidos nativos ~en' dspergillus. .Los
plasmidos. empleados derivan en su mayorfa-de las' series ""pBR322 7a
329, y de la serie pUC (Cullen et al, 1988).

En una primera etapa, las construcciones contenian un origen
de replicacién y un marcador de selececidn para E. coll,
normalmente proveniente de pléasmidos pBR322 & pBR323, ademas de un
marcador de seleccion gue se expresara en dspergillus  nidulans,
tal como pyr4 de N Crassa, o argB y amdsS de 4. nidulans
(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/pg 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 utilizacién de

un = vector recombinante de replicacian autdnoma para la
transformacidén de dspergillus. El plasmido pARpl consiste del
pPlasmido pILJ16 (derivado de pUCB), y contiene el marcador argB de
A. nidulans y la =secuencia AMAl, de 6.1 kb, del mismo origen,

responsable de la autoreplicacién.
PARpl fue aislado de transformantes inestables de 4. nidulans

Y Dpermite una frecuencia de transformacién de 20 000
t/10" - protoplastos, 250 veces mayor a la obtenida con
PILJI1I6 en 4. nidulans y 30 veces mayor en A. ory=ae y A. niger.

El plasmido tiene una estabilidad mitdtica de entre 35 y 53%, b%
puede ser transmitido a través del ciclo sexual.

Tode parece indicar que la secuencia AMAl1l de pARpl contiene
un origen de replicacidn de 4. nidwulaenrs, junto con otros elementos
estructurales que permiten su autonomia.

11
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~~ FIGURA 3. ESQUEMA DEL PLASMIDO p3SR2 (Tilburn et al, 1983)

amdS+ = gen estructural de acetamidasa

amdl+ = region de control transcripcional de amds
L1 =secuencias de pBR322
[ - secuencias de Aspargilius nidulans




expresxén ~de
seccién

entaclén de-

. s por
marcadores 

de hongos

En una prlmera etap
mutacxones auxotréfrlca
transformacisdn de E.. coli o Sadchar
fueron clonados y  -utilizados

filamentosos. o R

Sin embargo, el procedimiento

(secczén,

3.2.1.) no es aplicable para ! > genes sde
Adspergillus que no pusdan: expresarse er o1 08 ,EQPec1e9.‘
Por esa razén, se buscaron modif 2 : [ que: permxtxeran-
que .genes de ASOEFgLLLUS' I iclonados;: por’:
complementacién de mutac1ones :," ies. mismo género, ‘es
decir, por autoclonaci®n: (ve i S{Goosen et al;h 21991

La autoclonacidn: i : “frecuencia de
transformacidén auflcxentsme: wque un-bdnco’ ‘gen&tico
pueda ser analizado:utilizando ¢ ntldadesk

razonables de.: DNA ..y
protoplastos (Ward,: 1991 EEE Y

3.3.2. COSMIDOS

Una aproxxmac1 para. .incrementar i’ la . frecuencia  de
trasformacidn,“consiste en :incrementar el.'tamafio:sde-los fragmentos
de DNA clonados en:el banco genético (genoteca).. De -~esta ‘manera,
menos. moléculas de DNA; "~y ‘'por '“leo . ftanto: menor ' nimero de
transformantes, necesitan ser .analizadas para identificar el gen
deseado.

Yelton et al (1985) construyeron el cdsmido pKBY2 . Dicho
vector contiene un sitio cos del fago A, que permite el ensamblaje
in vitro de las partfculas virales; un origen Dbacteriano de
replicacidn y genes de resistencia para ampicilina y cloramfenicol
derivados de pBR322Z, que permiten su propagacidn en E. coli; el
gen trpC como marcador de seleccidén de 4. nidulans; b un dnico
sitio de restriccidn BamHI, gue permite la insercidn de fragmentos
producidos por digestidn con BamHI, Bgl2, Mbo & Sau3A.

Este césmido permitio la construccidén de la genoteca de una
cepa silvestre de A. nidulans, incorporando fragmentos de 35 a 40
Kb, 4 a 8 veces mayores a los clonados en plasmidos. Esto implica
que existe una probabilidad de 0.98 de seleccionar wuna secuencia
particular analizando 3000 clonas.

A pesar de una baja frecuencia de transformacidn (10
t/ng  DNA)Y, se pudo complementar la mutacidn YAZ (esporas
amarillas), para dar transformantes de Cfenotipo silvestre, y

reaislar el cdsmido con la copia de gen silvestre. Aproximadamente
3 de cada 1000 transformantes trpC+ tenfan esporas de color verde.
Los «c6smidos recuperados tuvieron patrones de restriccidn
similares, y permitieron transformar cepas trpC- yA- para dar 85
transformantes con fenotipo trpC+ yA+ por cada 100 trpC+.
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La  ventada:. principal “de-utilizar- -césmidos radica - en-:la
construccidén '‘de genotecas’  mis representativas del " géenoma-‘de
dspergillus, ' que  faciliten: los estudlo: de: transformac1én,
complementdclén 'y aisl miento-‘de genes. E :

3.4. SECUENCIAS IMPORTANTES PARA LA EXPRESION GENETICA
En S, cere j r fict enc;aV‘.

increment : : i

Lo -anter ;

infructuosa

,incrementar
transformac ‘aumento: - de
vector’y el ello, se '1ncorporaron
fragmentos de .cromosoma originados de genes’ repetx i
mtRNAr: (Txlburn Ly “Scazzochio, 1983), que - “no MO S
alguno en la £recuenc1a de tranaformacxén. BN i

T "La ‘investigacién posterior ha buscado origenes'de rep
de - Aspergillus (AMA1l de  pARpl), o fragmentos rcromo
nucleares o mitocondriales que presenten actividad autorepl
en Saccharomyces. Asimismo, se han incorporado en 108
promotores y seflales de secrecidn que permiten. la modulacié =
expresidn de genes estructurales.

Recientemente, el grupo del Dr. Timberlake en la Universidad:
de Georgia, logrd la clonacidén de un centrdmero de 4. nidulans, lo
cual promete generar vectores autoreplicativos méas eficientes (Dr..
J. Aguirre, comunicacién personal}.

3.4.2. SECUENCIAS MITOCONDRIALES

Debido a que los orfigenes de replicacién mitocondriales de
Saccharomyces vy Neurospora funcionan como secuencias de
replicacidn autdnoma en vectores de levadura (Samac y Leong,
1989), Tiburn et al (1983) utilizaron secuencias mitocondriales de

4. nidulans, incluidas en un plasmido que contenta amdS - como
marcador, Sin embargo, no se observo incremento en la
frecuencia de transformacion, ni evidencia de replicacidén

autdnoma.
Turner y Ballance (1985) reportaron un ligero incremento en

la frecuencia de transformacidén en 4. nidulans, utilizando wuna
regidén de mtDNA de la misma especie, que guarda homologia con la
regidn 1 de mtDNA de A. amstelodamt , ambas con actividad

autoreplicativa en levadura.
3.4.3. LAS SECUENCIAS ANS1 y UNT
Ballance y Turner (1985), utilizando.el hecho de que el ged

pyr4 es capaz de expresarse en Saccharomyces, utilizaron  un
genoteca de A. nidulans para transformar- levadura con-el::plasmido
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pFB6, que contiene.'a pyr4 como-marcador ‘de seléccidn: ; o

Alrededor de 100-levaduras  transformantes,  ‘que. presentabang
inestabilidad mitdtica . fueron:.purificadas, |y 7 los ‘plasmidosi -
recuperados  en  E." ecoli.  'Dichos  plasmidos: £
transformar una ‘cepa pyrG~ ide: .dA: nidulans’
respecto a uridina. Uno de: los ‘pIASmldos,
frecuencia de ‘transformacidnien” aproxzmadamenLe
magnitud (3000 a 5000 transformantes/ug. DNA),
nuimero de transformantes abortivas:

A partir de ese plasmido, se aisléd la secuen
fragmento de 3.5 Kb, que muestra homologia m@l
regiones del genoma. : e

La incorporacidn de ansl en otros
marcadores de selececidn, ha generado
transformacidén, lo "cual indica un -
secuencia, independiente de la p051c16n o:d
(Ballance y Turner, 1985 -y ‘Hynes;:
incluya ansl ha mostrado claramen
Aspergillus {(Fincham, 1989). &3

Se ha propuesto un esquema C
sugiere que ansl sufre varios c1clo
integracidn al cromosoma, lo cual exp
frecuencia de transformacisén.. L

‘de
‘la
,'utlllaado
l'Asniido- que
auténoma -en

Otra secuencia, denominada~unb
estrategia, incrementd hasta 2105
t /.ug DNA (Hynes, 1988), aunque: las”
baja estabilidad mitotica (Esser.y Mohp,“

ermitid una
%110 . /ug.  DNA;
[Gni AcuD= sy el
ica. '‘para la . enzima

La inclusicén de ansl en el 'pl's
frecuencia de transformacidn en 4. nidd
permitiendo la complementacién~,der
aislamiento por autoclonacicn del. ge
.isocitrato liasa (Ballance y Turner;

3.4.4. REGIONES DE REGULACION TRANSC

Ademas de las secuencias’ jutlllvadas -como -marcadores i-de. . -
seleccién, es _importante :.incorporar 16s - vectores de- -
transformacidn, regiones reguladoras de\la transcripcidn “(Gwynne
y Devchand, 1992). o IS A SRR

Las regiones de regulacidén transcripcional ingluYen ’lgs
secuencias asociadas al promotor (CAAT y TATA), ubicadas dentro! de

los 100 p.b. hacia arriba del inicio-de transcripcion,: 'y .las.,
descritas como "enhancers", ubicadas en esa misma kregxén.;'Dichas
secuencias constituyen sitios de reconocimiento: ' de:. -, oo RNA
polimerasa II, y de factores protéicos  necesarios -la

iniciacidn de la transcripcidén.

Otra regidn importante incluye las secuencias de ,EErminacién
de transcripcidn, sitio de reconocimiento de nucleasas que . generan
un nuevo extremo 3°' del mRNA, que a su vez permlte Ta’ accxﬁn de -la
poliA-polimerasa, enzima que adiciona al nuevo 'ewtremo 3" una
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secuenc1a de polxaden:na (100 P b

:expres1én ‘el
el da’dgp

.promatores - de
“f3-galactosidasa,

Para 'evdluaff
transcripcidn Ten la. -e
van Gorcom et al "('1986)" construyer
de clonacidén (BamHl), situado:en: fase con-el gen estructural  LacZ
de E£. colzx. El plasmido, con’: un: marcador argh, permitid la
insercidn de las regiones reguladores de los genes trpC y gpd,
fusionados ‘a LacZ.

En aproximadamente el 10/ de las transformantes de A
nidulans, se obtuvo la insercidn-de una sola copia del pléasmido en
el locus argB. De esta manera, se -pudo evaluar la eficiencia de
los promotores siempre en el mismo. contexto, cuantificando la:
actividad de 3-gal. Los resultados indicaron que la expresidén  del
gen fusionado LacZ es mas  eficiente  bajo el control de 1los
elementos reguladores de gpd, que bajo los de trpC.

3.5. SECRECION ¥ SENALES DE SECRECION

Una de las prlnc1pa1es razones p"
filamentosos como sistemas de’’: i
secretora. En. general, nellwﬂ
intervienen-- =33t = la'f - Zr-modificaciones
postraduccionales, que determlnan i act1v1dades bioldgicas,
cataliticas e inmunogénicas: de las protelnas (Upshall, 1991).

la ut'lxzactén de hongos
su. . alta capacidad
eucariontes que

El aparato de secreclén;en‘hongos filamentosos parece seguir
los mismos principios ~“del - modelo 'de transferencia vectorial
propuesto para mamiferos y levaduras (Priest, 1984; Tuite, 1991).
Dicho modelo se sintetiza en:los siguientes puntos (Priest, 19843
Alberts et al, 1990; Tuite, '1991):

~ La sintesis de proteinas’ extracelulares (PE) se . efectua
parcial o totalmente en .ribosomas asociados a .reticulo
endoplasmico (RE). ‘ E s i .

- El producto prxmar1o de traducclén de :PE tlene :general.
un péptido en el extremo N-terminal, 'que no presenta 1a vproteina
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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 GEN TiPO ESPECIE DE ESPECIE DE REFERENCIA
REGULATORIO ORIGEN EXPRESION
alcA Alcohol deshidrogenasa 1 Inducible A. nidufans A. nidulans Gwynne, et al., 1987,
Gwynne-Devchand, 1992
Olic Subunidad 9 de Constitutive A _nidulans A. nidulans Ward, ot al., 1990.
ATP asa mitocondrial : ey S
tpi A Triosafosfato- Constitulivo - A pidulans. : - Upshall, et al, 1987.
Isomerasa K — )
amd § Acetamidasa Inducibla A. nidulans - A nidulans - - Tumbull, et al, 1989.
gla Glucoamilasa Inducible A niger A. niger Gullen, et al,, 1987..
Alfa-amilasa Inducible A oryzas A ofyzae Christensen, et al., 1588.
gpd Gliceraldehido-3 Constitutivo A nidulans A. nidulans Van Gorcom, et al., 1986,
fosfato deshidrogenasa : A. niger
adh A Alcohol deshidrogenasa Constitutivo A niger A. nidulans Saunders, et al., 1980,




madura. Dicho péptxdh, denomxnado en-'un prlnClplO secuencia’ seﬁal
,perm1te que -la- proteina sea procesada‘por el aparato de secrectén.

~"Una vez que’ ‘se ha =1 [ ,aeﬁal,
interacciona’ con una’ protein' ci =] ¢ EB N reconoce
detiene la traducc1én. ~La.: g ‘ 2
una proteina receptora ‘de’r
desbloquea 'la ‘traduccidnyi la
acoplada ‘a la secrecxé

QHA medlda que
pasa hacxa el lumen del

'O gllcosidlco anl
SR B Ac1lac1én
la:aceidn: enz1mét
c) Modlfxcac

isomerasas: especif1c
e): Fosforllac1

¥'F1nalmente,g 3 =
de Golgiise fusionanicon'il
contenldo de proteinas extracel

. . Las sefRales de secrec16n de’ procarlontes Yy eucariontes son

variables en tamafio (15 a 32 aa.);, y - presentan poca homologia
superficial. Sin embargo, cuando se  compara la distribucidén de
amino&cidos hidrofdbicos 'y polares, se pueden definir dos

dominios; Un segmento hidrofilico N-terminal,-seguido de "un"nuclec
central predominantemente hidrofdbico. ‘

La regidn hidrofflica esta cargada positivamente, y . .es la
responsable de la longitud variable de las secuencias seFial. ’

El nucleo hidrofdbico, de 12 a 19 aa. en promedio, termina. en
una secuencia de reconocimiento de tres aminoédcidos, que permite:-
la escicidn por peptidasas especificas, y contiene en generaleun
residuo de glicina o prolina en el centro. B T

La regidén hidrofdbica tiene un papel crucial en la 'secrecidn,
pues su longitud (40-50  A), permite el -pazo . del -~
primario de traduccidn a través de . la, membrana (Priest
Tuite, 1991). T ‘ R

Perlman y Halvorson (1983) definfefcn las: caracte
sitio de reconocimiento de . . la.. peptidasa.. .. ipara +39: fie :
secrecicdn de protefinas’ . procariontes 'y eucariontes,);y propusieron

-



dondefA puede serlAlé,

‘Lle;. Ve
S

‘—peptidicasp
»f' Mediante

“La®hidré&lisis:: :
'seffal hidrofdbicay” —o: prepépt1do
segundo,. libera. el‘hexapéptxdo lider
extremo C- termxnal' tiene los 1
1985;Upshall et Tal ooy
o Las 'secuencias o seRales: de
se han utili=zado para’ la expre;lén
(Ward et al, 1920), y de optras prntei
en. - A. niger (Dﬂvies, 1991) o

Devchand et al (1988, f1989 a- k tema Zr .
vitro que permite estudlar » £ Llocacidén o
cotraduccional en A. nidulans. El.sg i losit
microsomas (derivados del RE rugoso C idndel . -
factor & en su forma ©pre-pro -(es : seffales ide
secrecidn). El tratamiento de’la:if ; omalicon: :tritén-x
y una proteasa especifica, permiti el ‘proceso ‘de
translocacisn y traduccidn del facto’ la glicogilacidn
del mismo en el lumen del RE. Sl R

Este sistema puede permiti
diferentes sefales de secrecidn
proteinas secretadas.

Fdete s
de “las’

sistemas” de’
incluir seffales
‘embargc aclara
~.en el

Davies (1991) sugiere que. en:
expresioén y secrecidn en Aspergillu
funcionales en los vectores de ‘tra
que la optimizacidn de dichas secuenc
rendimiento si la transcripci
eficientemente. ’ L

El aparato secretor de levadura ‘gli
ciertas proteinas heterélogas como..el tPA humano,

lProteina extracelular de SaCcharomyces
de heterotalismo.



IFIGURA 4. SECUENCIAS DE SECRECION DE GLUCCAMILASA DE 4. niger
¥ B~-LACTAMASA DE Escherichia coli (Priest, 1884 ;Cullen, 1987

B - lactamasa

met met ile tre leu arg lisjieu pro Ieu aly val ola vl ala alu gll vul met ‘ser ola gin ala met dlojal

Glucoamilasa

roel ser fen arg serjeu ley ald leu sef glic IPu vnl cis ser: gll leu alaJ—ser val ile ser hs mgluln

l:l Segmento hidrofilico
DJ Segmento hidrafdbico

I” 71 Propéptido (hexapeéptida)
8 Residuo central de glicina

G

* sitio de reconocimiento de la peptidasa




exceso de manoaas (Tu _ Esa mlsma proteina, producida ‘en

Al nzdulans,,Mb mismo - tipo 'y - en los
sitios’ adecuadc Davies; "199%).

‘Aspersilius depende de
ransformac16n adecuado.

'es fuertemente
¥'. Devchand,

como “sistemas

cepas,
con ‘'cepas
.en .cada . cromosoma,
transformantes.
“nidularns  provienen del
idel Departamento de
Universidad de HKansas
predominantemente

estado ra 1 ; 0g ico. de
~derivade : “icuer
maestras: 1
facilitando asi el anal sig genét c
La ‘mayor: palte de’ las cépas de
Fungal ‘Genetiecs: Stock “Center-: (FGSC
Microbiologia del ‘Centro ',médlco
{Kansas City, Kansas 66103)
auxotr&éficas se han util izads: Eomd'”:cepas receptoras para
expresidn, y fueron  utilizadas ‘eh] los . .primeros estudios de
transformacidn (Ward, .1991). Otras’ cepas pProvienen de un banco de
mutantes originadas de un- solo,axsldmiento hecho por Pontecorvo en
la Universidad de Galsgow. :Sin ..embargo, ' no existen productos
industriales derivados;de,AQunﬁduLdns, por lo que no ha sido
establecido su status sanitario’(Schechtman, 1992).

Para A. niger no “existlan’ cepas ' genéticamente caracterizadas,

hasta que recientemente, ‘Bos et al (1988), obtuvieron un banco
isogénico de mutantes:auxotrdficas: y de. . color de esporas a partir
de una sola cepa. . As1m19mo, COnstruyeron cepas maestras con
marcadores en seis cromo’%o‘mas :

Por otro lado,; tanto’ 4 niger: como - ocho enzimas producidas
por &1, tienen el status GRAS y la aprobacisén de FDA para uso en
alimentos, loo cual " facilita la aprobacidn de productos

recombinantes que .. utilicen cepas receptoras de dicha especie
(Schechtman, 1992).

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

En general, se reconoce que siempre que el microorgansino
receptor y el producto de los genes transferidos: sean -inocuos, la
cepa manipulada geneticamente {recombinante) puede considerarse
incoua también (Barbesgaard et al, 1992). . . 2 .

Partiendo de dicho criterio, se’” han aprobado en Europa Yy
Japdn la produccidn de gquimosina bovina expresada en A, niger var.
ewamori de Genencor Inc. (Gwynne' 'y Devéhand, “"1992);" 'y ~"de ‘lipasa
(Novo Industri) de Rhizomucor',mlehezr,eypresada en - A ory=ae




(Basﬁéégaéfdﬂet»al
Asimismo, . otr
producxda tambxén en

‘Debldo
ntdulans, :
especie.
ntdulans .se

ademnaz’ :
b1ntecnolégica

"En’ el de;arrollo de! s 1
utilizado: preferentemente
extracelulares.. ~Ward: (1987):
var.owanort UVK143, hiperprodu
produccion “'de -.quimosina’ ‘bovi
utilizaronyuna- cepda . industria
expresién.-de - enzimas fungales:.

En-ambos* casos; €l gen-es
control ' del promotor de la.enzin

3.7. DESTINO DEL. DNA TRANSfOkMANIE

3.7.1. INTEGRACION CROMOSOMICA",

En todos los estudios de: tranaformac1én de ASpersLllUb, se ha
reportado la integracidén. de las: ‘secuencias de DNA transformante al
genoma de la cepa receptora:s (Goosen :et{ral 1991; Gwynne. . y.
Devchand, 1992). : i ST i

Se pueden distinguir bé31camente tras?;tipds de integracidén
cromosdmica, que coinciden con: los “por . Hinnen et  al
(1978) para Saccharamyces (flgura 5) : -

simple entre  dos
‘eaxdgena. Da
.aparecen en
- bacterianas del
‘ocus.‘hom&logo de la

Tipo 1.- Ocurre por un ,ent
copias del mismo gen, una cromosémzc
como resultado la duplicacidn del
forma ligada, separadas. s&l0o-+=po)
vector. La integracidn se:-lleva:a
cepa receptora e

Tipo Z.- Ocurre cuand en un

locus no homdlogo.

En 1los tipos 1 . K 2 ] contienen
frecuentemente mas de-unas 1 egraqas en forma: de
tandem. i A Sh e o

Tipo 3. Ocurre por: un’ proceso de ent:ecru mlento 'doble,j;ouv

por conver51én genética. Dai'como resulLado el
alelo residente por el; transformante ;

rempl zamlento ‘del

En algunos casos, . 3e ‘ha demostradofiawpra'
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FIGURA 5. PATRONES DE INTEGRACION DEL PLASMIDO pB EN A. nidulans (a-c).
{d). REPRESENTACION DE LOS RESULTADOS DEL ANALISIS DE HIBRIDIZACION
(SOUTHERN BLOT) DE DNA GENOMICO DE LAS TRANSFORMANTES CON EL
PLASMIDO pB. TODO EL DNA SE DIGIRIO CON EcoR 1. (Ward, 1951a).




Southern
frestrxcc
marcado’

198A) obtuv 3
“eon’ vecpores que contentan; el marc
“Peberdy (19849 e Upshall
'1ntegrac1én ‘tiposil:: y 3= ut1llzand

crassa; genera comunmente
et al, 1983). 5in  embarg:
propia de 4. nidulaens (el gel
geners un 90% de—transfor an
locus-benA. :

La utlllzac1én
obtencién 7 .de tr
predomxnante de Llp’

el

En el caso de;

el marcador hom&logo pyrG perm1t1é 1a xntegracx I N7
homé&logo (tipos 1 y 3) (Goosen et ~.aly: 1987; iivan i Hartingsveldt,
1987) . ' . N

El marcador heterdlogo amd$s de ~A. nidulans  es el mas
utilizado en estudios de trasformacidn de 4. niger. Mohr b4 Esser
(1990) observaron que las deleciones de los extremos 3° Y 5 de
las regiones no codificadoras de dicho gen, influenciaban el
nimero de transformantes y el tipo de integracidn obtenida. Mohr

et al (1989) observaron que la mayor parte de las transformantes
de A. niger con el mismo marcador, contenian insertos en wun solo
sitio de integracidn.

Debets et al (1980), trabajando también con amd$§, encontraron
que la integracidén ocurre al azar en cualgquiera de 1los cromosomas
de A. niger, y en muchas ocasiones en ,una sola copia, debido
probablemente al hecho de que no existe un gen de acetamidasa
residente, equivalente al de A. nidulans.

En una revisién sobre transformacidn en hongos filamentosos,

Goosen et al (1991) concluyen que en Aspergillus, la integracion
del DNA transformante no sigue una regla general. Su tipo depende
de la naturale=za del vector, del marcador de zeleccidn, de la
historia gendtica’ de. .la cepa. .receptora, e incluso de la
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“sherramxenta para-reempla=zar un-gen-silvestr

relacién DNAngoﬁdpfasﬁas1émp;dadafj

' transformac1én; ¢
el otro:también se’ integrard
as transformantes (War

Wernara et a-l (1987) ‘utlllzal n; Ia~s‘

por el mutante Utllxvandorun plasmxdo

gen -trpC.no’ funcional
que influyeron enla
relacién molar
'utllxzado

de ‘4. ntser (Gooseniét al 1989), el eatudlo
‘reguladorasdel ‘gen amdS de Al nLdulans (Davisiet

3.7.2. ANALISIS GENETICO DE LOS TRANSFORMANTES

Para verificar "la integracidn al genoma de’ lés'
DNA transformante, es necesario el analisis genético.

El primer aspecto es verificar la estab111dad
transformante,. la cual se _determina cultlvandc‘»las on1d1osporas,
en un-medio no selectivo, 'y ‘haciendo un cultivo réplica’ ‘en “medio-
selectivo. Varias .. rondas de . subcultivos pueden “servir: para
establecer el . porcentalje - de. ‘conidiosporas que conservan-. ‘el
fenotipo transformante (Esser:y Mohr, 1984). :

Para ‘establecer--la -estabilidad-meisdtica,; puede-efectuarse ‘um = - -
anadlisis de las ascosporas obtenidos - de cleistotecios formados por
autofertilizacidn. La frecuencia con la cual aparece el fenotipo
mutante es un indicador . de la. estabilidad del gen -exdgeno,
silvestre, durante el ciclo sexual (Fincham, 1989).

Para la asignacion de un gen transformante a cromosomas, el

procedimiento mas utilizado es el -an&lisis parasexual, el - cual
se basa en la formacidn de un diploide entre la cepa

transformante y una cepa maestra. La adicidn de benomyl acelera el
preceso natural de haploidizacidn, por lo que = pueden estudiarse

cepas haploides con diferentes combinaciones cromosdmicas. Aquel
marcador cromosémico de la cepa maestra, que no esté . asociado al
fenotipo transformante al analizar las haploides, corresponde al

cromosoma o grupo en el cual estd integrado:el:DNA:- transformante.
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. Upshall (1936) caracterlzé genétxcamente ‘un
transformantes: argB+- de A ntdulans.
;preferentemente al cromogoma SILI
corres ond'ent B

atoal (1986) sy iDébe
ormantes amda;“de
LEn’ &l primer estt
marcador enivario
ntegracxén ‘de "amdS se
‘domo un’solo inserte;,
harcader - én el mape

'VAapergLLlus
son’ procesa

to ‘de genes | es hibridizar
arcada de DNA. .o. mRNA.

orma;de detecc n
una b:blloteca genbmxca con

Para d1slar genes —evolut vamente conservados, se pueden
ut1l1zar sondas de genes de: otras espec1e;. Por ejemplo, el gen de
isopenicilin- sintetasa: desd. nidulans se pudo aislar utili=zando
. cDNA ‘del’ gen corre;pondlente,_ ‘HP. chrysagenun (Ramdn et al,

1987) . : W

La sonda de cDNA puedesintetizarse a partir de la secuencia
conocida de aminoadcidos de'una proteina, o a  partir del mRNA
purificado de cepas hiperproductoras, génerando un cDNA -~por la
accidn de transcriptasa reversai;(Ward, 1991). -

geﬁ&mico detectado 'y aislado ‘se
utillza ‘para transformar 'una. ‘cepa ten-
ex resxén.;r i L

El fragmento 'dex?D‘
incorpora a un vector;.y se
la’ cual pueda verificars

3.8.2. SELECCION ponic

En prxnc1pxo,
constuir’ ‘una bib
”utlllzarla"pdra transformar
Las  transformantes




aisla  ‘entonces . el plésmido‘ que .sécﬁgnbia

complementante.

Ballance b Turner (1986) logr ro
gen acuD de isocitrate’ lzasa'dev
En. el experimento, se.
de 'DNA gendmico ‘de 4. .n
plasmido pDJB3, de alta frecuenc1a
el marcador pyr4 y.-.la
El banco genét1co
mutante en los loci PYTrG- y-acubd
La seleccidn de’ trancformante
medio 'sin uridina, “y-“con 3 ‘
carbono. El.: DNA de las’ cepaa‘pyrG+

o A partxr de-las® clonas de
plésm1dos,'el cual ee' 1
LacuD# s
) Subfragmentos* deli =
secuenciassresponsable
transformar:una cepamutante’
de: los’ frcgmentos capaces de:
' el gen de 1qoc1trato

s [ 1 € gu a@ofés
y estructura]es de difere te ] [ f“Goosen
et-al, 1991y, : . : o

La ‘elevada frecuencia: de tranaformaclon yalas pdsibilidad de
facil recuperacidn de’ marcadoles que ofrece el nuevo . vector pARpl,
permitirén ‘en un futuro el: a1slamlento de gran cantldad »de genes |
por autoclonaclén ; [
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4, APLICACIONES EN BIOTECNOLOGIA

3 El establecxmxento de ‘los alstemas de transformac1én genética
en hongos filamentosos descritos anterlormente, generé ‘una’. sgran
actividad de 1nvestlgac1¢n d}rxgxda al'de . 1stemas” de
expr6510n en dlChOS mxcroorganxsmoa;; asiis disponibles
productoras: de
enzimas 'y ‘probar ‘la ewprealén de prod " oy _ heterélogos
de gran importancia econdmica [ X Berka 'y

Barnett, 1939) : e c

410 Asperaillus COMO: SISTEMA DE EXPRES
: SOBRE LOS SISTEMAS CLASICOS

. La capaCLdad de c1erta=

,secretar . fgantxdades
conocimiento b
;herramxentas

secre016n en Aspergtllus.f 

s Algunas caracteristicasde Aeoeratllus;lo hacen un género con’
jnran ‘potencial como sistema  de ewpreaxén Y SECL“
jhetarélogas.

" CAPACIDAD SECRETORA. La mayor ‘parte: de. ::las. ‘enzimas de
secrec;én d2 hongos filamentosos ‘difunden-libremente-a través de
-la-pared celular. Las enzimas extracelulares son. mas faciles de
‘recuperar y purificar, pues se evita el rompimiento celular y 1la
separacidn de dcidos nuclé&icos. Ademas, su produccidn no - depende
de la biomasa producida durante el cultivo (Priest, 1984).

Algunas especies de dspergillus, por ejemplo 4. niger y A

oryzae, son capaces de secretar -enzimas nativas (gluconamilasa y
amilasa, por ejemplo) hasta concentraciones de 10 a 20 gramos por
litro de sobrenadante, y las protefnas heterdlogas . secretadas en
algunos sistemas alcanzan el 5% de la proteina celular total
(Saunders et al, 1986). .
R En contraste, las proteinas producidas por E. coli son
fundamentalmente citoplismicas, y se depositan en corpusculosz de
inclusidén en forma de agregados insolubles que "~ requieren de
tratamientos de solubilizacidn y purificacidn muy costosos, como
en el caso de quimosina bovina (Ward, 1891b), lisozima de huevo
{(Archer et al, 1990) y tPA humano (Pennica et al, 1983).

Saccharomyces cerewvisiae no presenta la capacidad secretora
de Adspergillwus. La mayoria de las enzimas naturalmente secretadas
por la levadura (invertasa y fosfatasa &cida, por ejemplo) se

localizan en el espacio periplasmico o en la pared celular. 5¢1lo
las protefnas pequefias 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 gquimosina bovina y el interferon « 2 humano
por ejemplo, la mayor parte -de la ' proteina permanece en el
citoeplasma, y s&lo una pequefia frécc1én es secretada’ y se asocia a
la pared celular (Mellor et al,.. '1883). La £racc16n citoplasmica de
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quimosina produC1da por S
parc1alante en.. las;vacuolas

Cden e?preS1é
apacxdad

~diferentes ‘delas:
reconocen: 1ntrones
(Lewxn 1990) ‘

que saquellos:. no
edicidn - de mRNA

'En e! caso*da S conocen ‘muy. ‘pocos genes que
contengan- intrones : caracterizan - por tener una
secuencia interna (S‘TACTAACAB\ ,iTecesaria para su remocid¢n, pero
que estia ausente. en la mayoria de’los - genes de hongos filamentosos
Yy eucariontes superiores;_Consecuentemente, lalevadura es capa=z

de transeribir DNA  eucaristico heterélogo, pero incapaz de
escindir los intrones en:.la  ‘etapa; postranscr1p01ona1‘ Por otra
parte, la secuencia poli=A“: en.. . mRNA --de = levaduras es

considerablemente mis. ¢orta (32 jnu leétidos) ~que-. la: de otros
eucariontes (Beggs et al, 1980‘ “Tuite, “L991). T

A pesar de que la secuencia 5/ TACTAACA3'f estd - presente  en
algunos intrones de Aspergillus, esto nosparece ser un requisito
para la edicidén correcta del mRNA (Ball : :

Se ha demostrado que A ﬂfdulaﬁ i eficientemente
proteinas bacterianas tales como LTB 'y f-galactosidasa de E. colt
{(van Gorcom vy van Hondel, 1988; Turnbull et " al, 1989) Y
endoglucanasa de Cellulomonas fimi (Gwynneﬁet'al, 1987), asi como
el factor « de Saccharomyces (Devchand et al, 1988). Aspergil lus
puede también procesar intrones de genes fungicos heterdlogos como
el de proteasa de Rhizomucor migsheil 'y celulasa  de Trichoderma
reesel, a diferencia de la levadura que requirid de c¢DNA (sin
intrones) para la expresidén de celulasa -de T. reeset v
glucoamilasa de 4. niger (Cullen y Leong, 1986).

Algunos genes estudiados .en A. nidulans, como el de
triosafosfato isomerasa, guardan homologia con los
correspondientes de plantas y  animales, tanto en el namero v

secuencia de los intrones, como-en la longitud: y-ubicacién de: ‘los..-

mismos. El gen de tpiA en | E. colt, s, cerevisiae b



'1983)x ig
proteina BmBG (d

: B ;En Saccharomy & : 3 [ ; y b
modificacion postraducc onall asociadosia’i.la-’ ‘secrecidn: i Sin "

embargo, las seFales de secrecxén heterélogas ocasionan: fallas de
reconocimiento: del sitio "de. egcicidn ipor peptldasas. ‘Algunas .

proteinas heterdlogas-como:-el-antigeno de-la *hepatitis B y el tpA
humano, son glicisilados en forma incompleta o con grupos atipicos
ricos en manosa (Tuite, .1991).

En contraste, varias proteinas humanas como el tpA,  la
hormona del crecimiento y la interleucina-6, se pudieron expresar
exitosamente en 4. nidulans con niveles de secrecidn de 10-50
mg/l, fueron procesadas correctamente en el extremo N-terminal, v
glicosiladas en forma normal. Sin embargo, el tpA humano producido
por 4. niger fue glicosilado en exceso (Gwynne y Devchand, 1992).

La modificaci®én postraduccional de protefnas hé;erélogas es
mas eficiente en Aspergillus que en levadura,; -aunque €l grado ' de
eficiencia depende de la proteina y la.cepa ;utilizadas.

~ CONOCIMIENTO DEL CULTIVO A GRAN ESCALA -

Una buena cantidad de cepas de 4. - niger, A. oryzae  y A
awamort, han sido caracterizadas morfofisioldgicamente en cultivo
sumergido. Tanto el medio como las condiciones de fermentacidén han
sido establecidas para la produccidn de enzimas extracelulares.

El conocimiento de Microbioclogia basica e Ingenierfa
Bioquimica generado para -esas cepas, puede ser utilizado
ventajosamente para la produccidn a gran escala de proteinas
heterdlogas (Berka et al, 1992). Asimismo, su status GRAS puede
acelerar la aprobacidn legal que se requiere para la venta Yy
aplicacién de proteinas recombinantes.

Otra wventaja que los  hongos filamentosos tiene- sobre
levaduras y bacterias.como.sistemas:.de-expresidn, es la riqueza’de
su metabolismo secundario. . Algunas vias biosinteéticas de

pigmentos, antibidticos y :hormonas. : se estudian -en Aspergillys




(Pefialva et al, 1989; Ramén etial

1989).

~EL~PROBL:

proteinas -d
: La: pre
particularme
“dlcha especie,

an def cientes;

: obtuvq;maypr prgduccién~d

eransformaulén de Asperatlluq con :fine
de las’ sxguxentes regiones (fxgura G)'
Jay rReglidndercontroli:transcripcio
b) Secuencla-ae?al de secrebléh

d) Termxnador, que contenga las
de escicién del mRNA (Berka y Barne
1992).

A continuacidn se: 31ntet17a
relevantes ' de . aplicacidn’ blotecn l’g
genética de Aspergillus,:
descritos en las secciones-anter
nuevos, comeo. el reemplazo de. gene

4.3. PRODUCCION DE QUIMOSINA.BOVIN

Una de las primeras ‘protei
Aspergillus fue la quimosina (o renina
La estrategia que llevd a )
comercial de gquimosina ha sido publicada
Ward, 1989; Ward et al, 1990; Ward, 1991Db)

La quimosina es una aspartil-proteas
naturalmente en el cuarto estomago de’ -10s:
principal enzima utilizada en la manufactur
hidrdlisis de caselina.

La quimosina es secretada como un.
(proquimosinay, cuyo extremo N-terminal:
escindido autocatallticamente a pH acido.

La comparacidén del extremo N-terminal. in.
el determinado de la secuenciacidn de
ésta es procesada a partir de un
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FIGURA 6. ESQUEMA DE UN VECTOR IDEAL PARA LA EXPRESION
DE GENES HETERQLOGOS EN Aspergillus. (Ward, 1991a)




preproquimoéina{ que contxena un péptxdo seﬁal de ;16 aanoacxdos._

dlvxdzé en"dos- etapas
sagunda utxllzando

4,201 EXPRESIONiEN

En la prxmera e apa,
(PGRG1 a pGRGL, Exgura ETAD N
transcripcional Straducei na:l:
glucoamilasa (gla) de-
codificadoras ‘de proqu1

derivados ‘de pDJE3 ‘contenfa
secuencia ansl i :

et al (1983).
La‘ funcxén
transformantes. en’. de 1 ¢ ‘de
carbono. No se ' detects&laip “deproqui’ nimedi'oscon
®ilosa como tnica-fuente.decarbonois (i il ) : :
En general, los transformantes pGRGl prod 3

“‘mayores
eso 'seco) a los
e “la:enzima (93
‘expresaban . las
nA._ nidulans es
sefiali .de 'proteinas de

3.5 dias de cultivo. Se ‘obtuvo tambxén producc [=)
Hg/g de peso seco) con transformantes pGRCBr X
secuencias de preproquimosina;,i-lo cualiindica ‘q
capaz de reconocer y procesar el péptldo” € 1
mami fero. :
Aproximadamente el 90% de
extracelular. . )

' ?roducida fue

El an4alisis de  hibridizacidn ( outhern), demostré la
integracion de copias multiples del”vector. Sin embargo, el nivel
de produccidn de proquimosina no se correlaciond con el numero de
copias integradas.

Debido al bajo rendimiento de proqu1m051na obtenido bajo el
control del promotor inducible gla, se probé un sistema de
expresidn similar,que incluia al promotor de un gen constitutivo de
alto nivel de expresidn, el o0liC de 4. nidulans. Se esperaba que
este gen se expresaria activamente durante el crecimiento celular,
en contraste con el gla, gque se expresa despue&s de una fase lag de
induccidn. El pliasmido pOR1l, esencialmente igual a pGRG1 tenia el
promotor de 01liC en lugar del de gla, y carecia de la secuencia
ansl.

El meljor transformante, OR1-10, se compard con el mejor GRGL.
Aun cuando se alcanzd la misma concentracidén de proguimosina en
ambos cultivos (2 upug/ml), tal y como se e=zperaba, la produccidn
por OR1-10 empezd 20 horas antes.

El rendimiento final de quimosina de  OR1-10 ¥y GRGC1 fue
seme jante, a pesar de gque GRG1 producia mayores niveles de mRNA de
proquimosina en el estado estacionario.
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PGRG 1-4

ferminador gla

oen proguimesing -

EcoRt o ]

promotor da ]~ SR

promotor gla

tpro_ .....

FIGURA 7. ESQUEMA DE LOS PLASMIDOS PpGRG1 A pGRG4.
SE MUESTRAN LAS SECUENCIAS FUSIONADAS DE LOS GENES DE
GLUCOAMILASA Y QUIMOSINA {(Cullen et al, 1987).




4.3.2. EXPRESION EN 4. awamori

De;pués de . ..la ut1lxzacxon ‘de’ A nldulans, i se i
expraslén de ' proguimosina en una cepa de 4.  .cwamory,:.’
derivada de..NRRL3112, hlperproductora de. glucoamilasali . .

Mutantes esponténeas pyrG- de A. cuwamori: fueran transformadas
utilizando Ios plasmidos pGRGLl a pGRG4, utilizados. en:: la” ‘primera
etapa; En: la“tabla 6 se presentan los resultados de: producc1én de
-quimosina’y glucoamilasa por transformantes pyrG+,,GRG1 oy GRGB

“.La- produccidn simultinea de gluccamilasa:; juntoicon la‘ ‘enzima
deseada .constitufia, se pensd, una competencia:. porieli ‘aparato
sedretor. 'De’esta manera, se esperaba que las ~ frans ):mantes que
tenian reducida la ' produccidn de glucoam1la a. darian la

clave para incrementar la de proquimosina. g s
©5e “demostrd que la cepa 62, con’ ‘menor: uccidn v de
glucoamilasa, tenia integradas un gran»nﬁmerofd ‘de " .pGRGI
«La'1ntegraciun de muchas copias del promotor ‘parentemente
¢ la

inuyendo
trangcr1pc1én del gen de glucoamxlasa.u’: SR
~Sin.embargo, -experimentos- de Lransformac &

multxples copias ~del "-gen iglay~ demostraron
‘correlatlvo en-la proeduccidn de glucoamilasa. ‘que
los  factores reguladores de ' en

concentraciones limitantes. . !
i Por .otro lado, el . nivel de mRNA de
orden del ‘de glucoamllaaa,

gL—mismo
To: cual

era la
presenté

Otra posible llmxtant
secrec1én. La cepa’ 107 sla megor

Agotadas las opcxones de dramxentb d1r1g1do, y ‘econ el
objeto de incrementar:la: producc1én de’ qulmosxna, se . recurridé - a
los mitodos convencionales. 'Después de 4 rondas de'mutagénesis con
NTG de la cepa 107, se obtuvieron-cepas productoras hasta de 100
Hg/ml de quimosina = bovina. . Curiosamente, el incremento en
.produccidn de quimosina corre€laciond claramente con la disminucién
en la produccisn de aspergxlopepsxna, una proteasa nativa.

4.3.3. REEMPLAZO DE LOS GENES DE GLUCOAMILASA Y ASPERGILOPEPSINA

Dos enzimas nativas de 4. awamori pueden interferir con la
produccidn de gquimosina. La 'glucoamilasa, que constituye la
principal enzima secretada (5 g/l), y la aspergilopepsina, capaz
de degradar quimosina y de producir sabores desagradables en el
queso cuando se encuentra en el producto final.

Con el fin de eliminar 103 genes que codifican para las
enzimas referidas, se recurrid a la tecnica de remplazo de genes,
desarrollada en 4. nidulans por Miller et al (1985). Un esquema de
la estrategia de reemplazo.del gen de glucoamilasa se presenta en
la figura 8.

El primer paso consisti® .en.clonar los genes de, glucoamilasa
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linearizocion con
endonucleasas de

X : . restriccion
Secuencios de glucoamituga

argbB

1 — I
[ ]~

\

= IO |  —
gen de cromosama Plasmido en el cual
glucoamilasa lo secuencin codificadora
_ de glucoamilose esta
Transformacion de un reempluzada por el gen argB
aurotroto para arg
Seleccion para
integracion hom ologo
. — ; : Resmplazo del gen en-el
| | BT |  Sr— : gemp gen en:
‘ locus de lucoomiloso
argbB cromosoma

FIGURA & ESQUEMA SIMPLIFICADO DE LA ESTRATEGIA DE DELECION
DE LA SECUENCIA CODIFICADORA DE GLLUCOAMILASA
DEL GENOMA DE Aspergillus awamori (Ward, 1991b)




y aspergilopepsxna. 'Se construyeron - -éntonces - ‘dos plésmldoS“que
contenfan:las secuencias 5°' y 3% de'cada‘uno,~pero las secuen01as
condificadoras remplazadas. por -la:delgen’ argB : “
‘Fragmentos linealizados..de DNA; “
gen. que..se :reemnplazaria-se.utiliz
-4, aquamorti ‘doblemente auwétrofa,
lineales permiten mayor frecuenc a:,
circulares, y se integran en: 1a‘re
las transformantes. :
En aproximadamente SO/ de la
‘redujo . la . produccidn . de-
aspergilopepsina en otro. . 7
Las: mutantes de A e
pléasmidos de la serie pGRGa pyr
glucoamilasa no ocasiond ningun
proquimosina- R :
lLLa cepa transformante:
gen de aspergilopep;ina”

proteasa naL1va.'

4.3.4, MEJORAMIENTO DE PIAQMIDDS

,Recientemente, ze construyé e] nuevo,plasmido . PGAMDR, gque

contiene’ fusionados el promotor  gla, ;. la’ secuencia codificadora
completa de glucoamilasa, y la- secuencia codificadora de

proguimosina. El plasmido se utilizé para transformar una cepa que
tenfa el gen de aspergilopepsina reemplazado por el de argB.

Se obtuvo la transcripcién fusionada de glucoamilasa vy
proquimosina, asi como la secrecidvn fusionada de las proteinas.

Durante el cultivo a pH 6, la mayor parte de la proquimosina
se encuentra unida a glucoamilasa. La. disminucién del pH a un
valor de 2 durante 30 minutos  permite la remocicon de la
prosecuencia y de la glucoamilasa 11gada, liberando quimosina por
un proceso autocatalitico. :

La mutagénesis de las meJores cepas transformadas con el
plésmido mejorado ha permitido-la~obtencidn de quimosina secretada
en niveles suficientes para su,comgpcfalizaciéu.

4.4. PRODUCCION DE INTERFERON a,Z

N Aspergtllus nidulans

En investigaciones ~rea11°adas“ por fja empresa canadiense
Allelix Inc., se ha logrado =la: producc1én ‘de interferon o 2
humano (IFN2), utilizando ‘A. .ntdulanb como.sistema: de  .expresidn.
La estrategia general del estudio se publlcé en un prlmer reporte
experimental (Gwynne et al, 1987),7 0y ::d vxulnnes posteriores
(Devchand et al, 1989; Davies,‘1931),'

En el desarrollo del sistema” ide’ produccxén de proteinas
recombinantes, se logrd transformar una cepa. - genéticamente
conocida de A. nidulans (derivadaj,de xFGSC 4), w:gin - -.-ninguna
capacidad metabdlica de importancia 1ndustr1a1 “en una cepa
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comercialmente5competitiva.'

/EL REGULON DE ETANOL EN A

nzdulans

;regulén des: etanol en A
ern 1a,ﬁ1s ologia del: organlsmo.~ : g 2 i
. Eliregulén.de etanol, clonado y.: caractex1zado por ock ngton
et al (1985)%,  comprende ’ dos genes: estructurales 'y uno. rL\ulatorlo >
Los’estructurales® son alCA,wquE codificali: par: slaizh
deshidrogenasa I (ADHI), 'y aldA, que- CDdlflca para:
deshidrogenasa (aldDH):-El producto ‘del:gen regulado
como: activador pO;lthO de loszgenes alcA.y: alech; :
gen.alcA en el cromosoma: VII. ‘aldA se localiza-..e
tres genes estan sujetos - a represidn catabéll
mediada por el gen de. control negativo creA-
Aunque el inductor” fisioldgico -no.: ha
identificado, se ‘utiliza 100 mM - -de 'treoh
gratuito. - i
Laregidén de regulaclén de: transcrxpc1én
las oaracterlstlca¢ requeridas para utilizars
expresisn:»1).Un+promotor fuerte e‘inducible,
bajo; 3) Inductotres. gratuitos disponibles;
una ‘hora. para’ alcanzar I'a méx1maA¢1ntea1
1nducc1én, =5y :Genes estructurales dis
rontrol sxmple y detxnido :

nLdulans,{

4.4.2, coNsrauécroN DE "i'/Ec ORES ".TRAN'SFC')RMACION

El vector inicial’ de:expre31én pALCAls, se basd en el vector
pUCl2 de E. colt, Contenia #Z--Kb:.7hacia' arriba del 1inicio de
traduccidén de. alcA, .con: excepcxén de S0 nucledtidos de la regiodn
lider, en lugar de los- cuales seincorpord una sefal de secuencia
de secrecidn. .

La seflal de secrecidn’ fue diseffada de acuerdo a secuencias
consenso de aminoacidos, y contenifa dos residuos N-termianles ‘con

carga positiva, una estructura mayorxtarlamente h1droféblca, y-ouna oo

secuencia de escicidn optimizada. -

El gen de IFN2Z, ‘proveniente de otro vector, se “incorpord
inmediatamente dEapueg de la secuencia aeha] para dar el plasmido.
PALCALSIFN (figura 9). s :

El mé&todo de transformacidn de Yelton et al (1984) ‘se utilizd
para la introduccién de dos vectores por ‘cotransformacidn. ‘El
vector marcador (de la serie pDG), que contiene argB, y.el vedror
construido para la expresicon de IFN2, pALCALSIFN. .

El 80% de las transformantes argB+ (derivadas- de cepas argB )
también eran transformadas por el otro. vector. Con ese sistema -de
transformacidn se lograron detectar. por an&lisis de. hibridizacidn
Southern, transformantes hasta con 50 copias‘integradas del vector
de expresidén. 11 transformantes secretaron: IFN2 :al. cultivarse en
nedio minimo con fructosa al 1%. La produccidn de IFN2Z en:. dichas
cepas estuvo sujeta a induccidén .y.. regulacidn- ‘por . catabolito
(figura 10). : R
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PALCA1SIFN

EcoR1

- FIGURA 9. ESQUEMA DEL PLASMIDO pALCASIFN (Gwynne et al, 1987) |




- [ FIGURA 10. REGULACION DE LA EXPRESION ¥ SECRECION DE INTERFERONXZ
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HUMANO EN TRANSFORMANTES DE Aspergillus nidulans QUE CONTIENENEL |

PLASMIDO pALCASIFN. (Davies, 1881)
- La expresion se realiza hajo el control cel promotor alcA.

-La cepa transformante 688, fue cultivada en medio minimo MM
Adicianando: Glucosa 1%, Frugtosa 1%, o el medio de induccion
de Fructosa 1% - Treonina 100 mM.

- En madio de induccidn se cultivo tambign la cepa silvestre FGSC4




‘Eh'medid"de 1nduccién (fructosa treonlna) lagCBhCEhtfaciéﬁaae'
IFN2 secrerada fue-de 0.05 mg/l: : . : e

4.4

= QET MIZAcioN DE[VEQ:QRES

termlnador
n.?.g,es-z‘

1).Se incluyd un
glucoamxlaaa de A.

del péptido seflal y 1a secuencia .colelcadora;A
eliminando restos de la s3efal de vgecrac1én : ‘L
secuenciaz derivadas de construcciones anteriores:

3) 'Se incorpord al extremo 3" del ‘promotor alcAil »ecuenc1a
lider de mRNA, y la secuencia natural, anterior:a ATP y

4) Se redujo el tamaFo del e~tremo S de alcA:de
pb. ‘Esta regién del promotor alcA contlene todos losiie
interaccidan en c¢is,  que --definen .- lai:
1nlcxac16n de trangcrlpcién, pero

incrementos en la P! -0
respectlvamente.

1ncfementabar en
del ‘vector . de
expresxén.gLo : g alcR . se
encontraba:en. promotores
éch 1ncorporados, sla'expresicdn

se; evalué el
(producto del gen ach) en: A ntdulans FGSC
a las s1gu1entea conc1u51one5w

ide . ADHI
se . llegd-

- La presancia dea. copxao;'f'f“ e Le { g con

- El 1ncremento en cop1as de
solo gen alcA.
— En cepas. con alto nUMero. de cop
en copias de alcR aumenta los nlveles 
-~ En cepas con'alto numero. de.copi
en copias de alcA también aumenta e_

siderivadas
arlas--con
de

Considerando lo anLerxor,'se d1c1d1
de FG5C-4 con alto numero de copias: ‘de’a
el vector optimizado, pALCAI1SIFNZ,
cxpre51én suficientes para el escalamxento

Dado que el sistema de expresidn. descrito esta Tsujeto a
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fuerte repre51én por glucosa, los .procedimientos. ide fermentacién

se. han adaptado -‘para. separar la fase de produccxén dé:Eblomasa de
la . de producc1én de IFNZ Durarite - la “primera’ se: generag
biomasa répidamente en“un-medio de’ cultivo compl bontlene
glucosa AL términcide’dicha fase,~1os nivele
suficiente: 'como para’ permitir, irla [
(treonina).’se agrega junto con’ una
ocasiona repres10n (fructoeaV,por ej

ACtualmente, Alle11 Inc
otras nueve proteinas.; heteléloga
nidulons: proqu1m1051na “bovina
fimd, y 1as proteinas humanas,

4.

Chrxstenaen et al> (1988) del Instxtuto
Novo reportaron un ‘nuevo’ “sistema de expr651é
proteinas heterélogas :ASpPTgLLLuS orvzae
N A,partl L de. una cepa hiperproductora, losiautor
‘gen o der am1lasa, [s% desarrollaron s
uLiliaando la regxén del promotor

int ket

(PRM)

protea;a de thcorus

4.5.1. CLONACION DEL GEN DE & AMILASA

Para aislar el gen de «o amilasa, se preparé DNA tgéﬁéﬁibo ~de
una cepa mutante de 4. oryzae (HW325)., Se hidrolizd con la “ enzima

Sau3A, y se separaron fragmentos de entre 5 'y .10 ~Kb. Dichos-
fragmentos se ligaron con PBR322 predigerido por: BamHl. :
Los  plasmidos recombinantes propagados en. T E.coll, se

reaislaron y se hihridizaron con un oligonucledtido de ‘secuencia:.

c G G/JA' T T A/C T C AJC T G A/C:T I‘m'

complementaria- a 1a secuencia que. codifica para

'ahinoécidos
295 a 299 :de=la:- am;lasa comerc1al de ‘A. oryzae: : <

gen s de o

El plésmxdo pTAKA 17 (figuxa 11), qua contlene e:~
an cr:pcxﬁn, se

amilasa, -y 2%1-KbhZhacias arriba del “inicio de
utilizd como fuente dela 1e510n promotola : :
Utlllvando el plésm1do ‘pP3SR2- que contlene el marcador amdS de

A, nidulans, y pTAKA T eel transformaron protoplastos de una  cepa
silvestre de Al orumeze (A 1560) ielr 90%. deliilas transformantes
amdS+ incorporaron ‘por:: cotransformac1én el~QVQctor pTAXKA-17,

presentando un: Lgranily
(Tabla 6). .

1ncremento en” produccién - de o amilasa
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BamHl/Saullid

A
- amilasa
BR322 NTAKA-17
P : T Sall
g;
N EcoR1
A Sall
_BamHi/Saullia
: Lo T -nelis Hind i
B £ooR T - polid e gl
B
RMP
pBoel-777
puc1s . BamH

S

Sall

FIGURA 11.{A). PLASMIDO pTAKA-17. Contiene el DNA gendmico dee- amilasa
de A. oryzae, incluidas las secuencias codificadora y promotora (P)

(B). PLASMIDO pBoel-777. Contiene Ia secuencia codificadora
de proteasa de Rhizemucor miehei (RMP), insartada 3'al promotor (P)
de ox- amilasa de A, oryzae, y 5' a las secuencias de terminacion (T)
E/Cpoliadenilacidn {polih)}, del gen de glucoamilasa ds A niger

hristensen et al, 1988)
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TABLA 6. PRODUCCION DE AMILASA Y PROTEASA ASPARTICA
POR Aspergilius oryzae. (Christensen, 1988).

CEPA AMILASA DE A, oryzae
{mg/m! de sobrenadante)

~ A-1560

(Silvestrey 7 LTIt !
* Transformants 10 B i "
b-TAKA-17/A-1660 ¢
'PROTEASA DE Rhizomucor miehei (PRM}
(mg/mi de sobrenadants)
A-1660
{Silvestra) i B 0
7 mmmmmm e 3.3
Transformantes | R
Bogl-777/4-1560 | 9 - --7- Sl rarhan 0.5
1§ -=mmmmmm oo 24




g mtehe
o 5 c; )
:glucoameas

_misma’ especxe,v 
medios.  con’ acetamld
receptoras

Los vectores:
transformar a A
PRM. El analisis

La produccidén
1ntegradda;i o

Al cult
fuente de carb
extracelular,

sobrenadantes de
L5TTKD

'y"irdos
dichas
ta . de 'la enzima.

ol]go;acér} : extxa&l1cos1laclén)“
diferentes’ " extremos: i N= termxnale
modificacidne: <no ltexaron la'actlv'

uUn- 51stema de axpre én Y aecre
el que Novo Industri emplaa act
lipasa’ fungal e omblnante en

me- ante al resefiado, es
”'1a ‘produccivn de  una
yane :y:Devchand, 199Z).

b ol d humano, es una
niyde icodgulos sanguineos.
ario*detraduccidn por .un
“la “ prosecuencia son



removidos'para .generar  una ~proteina madura ‘‘con glicina  como
extremo .. N-terminal. ~La -.subsecuente -accidn: de . aminopeptidasas
‘genera un . nuevo. extremo. N-terminal de serina. - Ambas . formas, :coni
glicina‘oserina _en el extremo:amino;, son activas.: - fa i
. Los+intenteos por producxr “LPA humanofJacbivok@
Saccharomyces - han frac1gado 4oeSe ithdngg
intracelulares 'y poco,~;olubles ‘en. el
hiperglicosilado y locali"ado~en el~ c
‘caso de levaduras.
Upshall - et al (1987)
utilizacidn de 4. nzdulanSaA
humano, en . un deaarroll

aindiccicniporsetanol .

LBy Bl oepilo(erd >
constitutivo de expresidniiiedia
: ¢y El -adhA (alcohol. de;hldrogenasa

Los vectores (figura 12) “se ::
derivado de pBR322 que contienéel marcado--
promotor fue en todos los casos de. 1l Kbid
todas las regionea reguladoras de transcr
excepcion de la secuencia ATG de ‘inicio
codificadera del tPA era seguido por el: termxnador
En algunos vectores, se sustituyd  la: 'secuencxa
natural de tPA por la del gen de glucoamilasa ' de ™ A. 2

Los tres vectores se utilizaron. para transformar fenwforma
independiente a3 una misma cepa receptora de WAL nLdulans argB-,
derivada de 1la coleccién de la Univérsidad: de Galsgow. ' La
transformacidén se realizd por el método de Yelton etsaly (1984),
seleccionando las transformantes argB+. B Lo

Al cultivarse en matraz agitado con medlo minxmo ¥ L% de
etanol en el caso de transformantes con promotor alcC), ‘seobtuvo
un promedio de produccidn de GPA  para - cada tipo de.. promotor
(tabla 7).

La mayor produccidn se obtuvo de 7 transformantes que
contenian la secuencia promotor adhA/tPA- cDNA y}la ‘menor de las
alcC/tPA-cDNA inducidas con etanol. RN

La variacidn observada entre transformantes “de - un’  mismo
vector se atribuyd a que la integracidén ocurridrien’  diferentes
cromosomas, y por lo tanto la expresidén se modificaba’:'dependiendo
del contexto. No se observé correlacidn entre laﬁproduCCLén de tPA
y el numero de copias integradas del vector.

El nivel medio de tPA obtenido cuando. se ulxllzé‘la secuencia
pre-pro de glucoamilasa fue menor al obtenldo cuando se expresd el
cDNA completo de tPA. Este resultado difiere’ ‘agl; obtenldo para la

expresion de proquimosina por Cullen- et .al (1987)
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FIGURA 12. ESQUEMA DEL PLASMIDO pM1 59, PARA LA EXPRESION DE
tPA HUMAMO (Upshall et al, 1387).
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1re;entaron
equxmolar

~Los resultados . indican.que el _proces
A nidulans .reconoce.. .las: secuencia
‘hidroliz4ndolasicon especxf\c1dad.
En el experimento (ay, utilizando
proteina tPA secretada presento la misma
~humana “en SDS-PAGE,. indicando-un - nivel. s
En contraste,. el tPA  producido en (b}, bajo el
promotor adhA, mostrd un exceso de grupos de . olxgcsacér”
La hiperglicozilacidn de tPA se interpretd - de la
forma: En las transformantes altamente productoras, )
traducciodn de mRNA a proteina es mayor -a. la  tasa de plocesamlentc~~
de la proteitna.a traveés.del aparato secretor:. - La acumulacidn: . de.:
‘tPA en el aparato de Golgi causaria entonces una’ adicidn’’ ‘continua
de mono;acérxdos : ) L :

4.7. OTRAS APLICACIONES EN BIOTECNOLOGIA

El desarrollo de sistemas de expresidn-secrecidn ha ~sido  1la
aplicacién - biotecnolségica de mayor ° impacto - econdmico . que ha
generado-la transformacién genética en. dspergillus..
: ~.3e-ha logrado recientemente la produccidnide sinterleucina-G6
humana (Contreras et al, 1991) en 4. nndulans,fy TdeT T ¥isozima - de
huevo (Archer et al, 1990) en A. niger. En esta’ultima. especie, se
logrsé obtener también una glicoproteina  inmunogénica de
importancia veterinaria (Turnbull et .al 1990y yu i ;

sélo da: producc1én de
de - cepas
NRRLB]lZ, cepa
formac1én logrd

La tecnologia genética ha pelmltldo n‘
protefnas heterdlogas, sino 3
iﬂdu;trld16a< Tal es el

1989).
Por otro lado, el artas’ vias
biosintéticas, generara ‘e ap11caciones
industriales. Algunos ejemplos penicilina
producida por A. nidulan estudia

activamente (Peflalva et al, - producidas




por A.  flavus: (Payne et al, 1989), yla-de ; compuestos . aromaticos-
hidroxilados,~com0 el: benzoato, en ‘4. .niger  (Boschloo, ..1990). “En
es08;’ Ccasos; ; med1ante el iuao de. =istemas --de . transformac1én+
genética, -'se. pueden 1dent1f1car yiiraiglar 7losa~’genes que:
complementan  mutaciones.-asociadas 'a ‘las’ vias blosxntétxcas.
Posteriormente, . se puede’ estudiar el efecto'JQuef7l
Cexpresian modulada deldichos genes i ftiene. wen’

metabalxto de: lavvia;' o : R N

d ferentpSg

,S; APLICALIONES EN INVESTl SACION BASICA

Las herramipntaa de manxpulaclén genét ca. desarfc ladas en
‘Aspergyllus, han hecho posibles: estudios: ecanismnos:
‘reguladores de ‘eucariontes (Timberlake: ‘y* Mar=ha11;f £71989).
Actualmente, se han caracterizado decenas)de: genea reguladmres,{en
A nidulans, .y . se han podido estudiar los: altemas ‘del
metabolismo del nltrégeno, carbono y azufre (Davis‘

Otra linea de 1nveat1gaclon cend. ,nzdulans e : : ] tdn”
genética de “1a "'diferenciacidnicelular: 171 la
genttica molecular:ha pexm1txdo estableger modelbsy | de
regulacién.del desarrollo.del conidiéforoy 'y omismo

tiempo valiosos: conocimientos’ sobre.los mecanismosh
gen&tica .en’ eucarlontes (T)mberlake Y Mdrghall
Timberlake; 1990~ .

egulacion
‘Aguirre y
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LY reLarda la cristalizacidén (Honig, 1974).

6. PROPUESTA DE __APLICACION: PRODUCCION DE DEXTRANASA ™ DE;
. P, 3 T

.lomyces 17 lcacinus POR Aspernglu: niger

La dextrana -'es un polisacAdrido Dbacteriano cohpUeato' pbr»
unidades monoméricas de glucosa unidas por enlaces o (126} . 5
Las dextranas participan desfavorablemente en dos aspecto; de

suma  importancia. Por un lado, su formacidén en la cafia de azdcar.y
en el jugo extraido ocasiona problemas durante losg™ procesos wdek
refinacidn, clarificacion ¥ evaporacidn. Ademés . como
constituyentes de la placa dental bacteriana, part1c1pan
promocion de la caries dental (Godffrey y Reichelt, 1983).
. El problema de las dextranas en la industria azucarera
bien  estudiado. La dextrana producida por. Leuconostac
mesendsroides, forma una masa gelatinosa que bloquea la fxltrac On

‘Como.alternativa a los tratamientos habituales de‘daatr‘ idn
‘de dextrana en los ingenios azucareros (aplicacidn de vapor;i’ cal
etc.) se“han utilizado exitosamente dextranasas: de-: orxgen; fungal
aplxcadas al ‘jugo de cafia. Este sitema reduce costos v perm1te ;la‘;”'
destruccién de . la dextrana sin detener ' las. ' operaciones:
extrarc1nn 3 fxltra01én {(Scott, 1975 Ward; 1985"Ca1vez, 992y
Debido:a-la. importancia-que txene la 1ndustrla ’auucarera :
la economia ’'de nuestro pais,. .y a la necesidad . de 'actuallzarl
materia“tecnolsdgica, se han. ~hecho los " primeros. esfuerzos
producir’dextranasas. con tecnologia mev1cana,*y apl;carlaa”
industrial=(Galvez; 1992y = : S
En “un “primexr  screéening,” se axslaron “cepas
productoras de dewtranasa, y se seleccionaron dos;y -
"Pentcillium purpurogenum y ! eczlomyces Lt lacinus:
'1989). A RN
: La dextranasa - de P. LLlacnnua
apropiadas para la produccidn 1ndustrxa1
1991). S5in embargo,
estid desfasada del crecimiento micellial. (TreJ
Debido a que la dextranasa . de
posibilidades de aceptacidn ‘para usoA
Reichelt, 1983), y su producc1én podria
fungico hipersecretor, en ' el ‘’'presen
produccidén de dextranasa. . de-
expresidn de 4. higer “A¥¢ontin
general. it

6.1 OBTENCION DE -DNA: DI
GENETICO EN p3SRZ

Para la obten 5
requerir: : g




'p3SR2, se requiere de:

Minuth (1982). Dicho método fue  establecide’ para Penicillium -y .
Cephalasporium; "ambos génerosf’ filogenéticamente ‘cercanos’ a
Pagcilomvces (Samsbn, 1974). UERLT R e R T T

c) D1gestlun parcxal del DNA genémxc ‘conEcoR
estandar: ; S

y recupe:ac1én de’ los de 3 a:-10 Kb de longxtud.; g
Hasta ‘la fecha 'no ‘haisido posible definir: el
de la dextranasa - -de. P. lilacinus. GR, pero resulta’
fragmentos de DNA'de entre. 3.y 10 Kb contengan _ el:
Yy las secuencias: de  regulacidn transcripcionél
reyueridas para la expresidn. s e
Los fragmentos de  DNA  se. incorporaran -ali pl
(figura 3; Tilburn et al, 1983), derivado. de pER3“-.h p35R2 txene
incorporado el gen de acetamidasa (amdS) de 4. . nidulans;-y se- ha
utjilizado en la transformacidn de 4. miger con buenos ‘resultados
(Debets et al, 1990; Mohr y Esser, .1990), observandose integracidn
maltiple en el genoma. B s P S T T .

El marcador amdS de 4. nidulans ofrece- ventaijas ~para 1la
transformacidén de 4 niger. En . primer -término,-‘no:. existe un gen
equivalente .en 4. niger, por.. lo: .cual . las transformantes amdS+
pueden seleccionarse facilmente. ep-unmedio rcon-. acetamida o
acrilamida como fuentes de nitr&genc.."Ademss, la cepa’ receptora no
requiere de mutaciones previas, mo lei casoyicon ~marcadores
auxotrdficos de seleccidn, ; " Ya integridad
gen&tica original. i IR

‘Para la construccién de Lilacinus. en

.. e) Digestisdn del plasmido
de los extremos 5' con fosfat

£) Unitn de los. fragmen
accidn de la ligasa de. DNA.
Opcionalmente, 7 las
linealizarse por digest
incrementar la frecuenc:a
1988) .

En los incisos ‘¢

metqdoiogia
estandar (Maniatis et al AR

6.2 TRANSFORMACION

La cepa receptoraque
la especie Aspergillus nlge
{Schechtman, 1992,
extracelulares.

obtuvo para la producc1én de qu mos




misia ‘especie (ward 1991b) .
Es 1ndlspenbab1e ver1f1car que'
dextranasa extracelular, ni

Pard tranarormar PEC—
lilacinus 6R, se sugiere.la metodolog,
(ver tabla 2), utilizando como medio’d
con acetamida 10'mM (Wernars et al

Deben ‘efectuarse ' entonces : U
transformantes amdS+ . en.CM- acetamid g 'tabilidad
colonial. Las transformantes eetables
dextrana-azul 2000 (Pharmacia):
cepas de\tranolitxcas producen un“
de 'la colonia. :: :

Las . .cepas:: trangformantes “iph
someten a.pruebas de: cultivo en m
(ver seccxén 6. Ay

para.itransformar:
nuevament la  expresijdn -de

dextranas

] d s‘dé«DNA] gendmico de  P.
lilacinus - vcdracterizar el ~gen de
dextranasa. R : .

6.4 ENSAYOS: DE PRODUCCIO DE -~ DEXTRANASA Y  “PECTINASA EN MEDIO

LIQUIDO

Una -vez selecczonadaa las transform1ntes dextranlolit1cas que
presenten den ' placa los mayores halos de-" ‘decoloracién en medio de
dextrana azul, se. verificara  la produccxén de dextranasa
extracelular en cultivo . sumergido en el medio .optimizado de
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‘Las:c
dextranasa,

-caracterlst‘cas pe

de’ pollsacarasas
Se buscaria estable
‘secretora'. . i‘en: el
produccién’
incluyeran’ inductores” para

utilizando medios . con pectlnd,
diferentes composlcxones, ‘se

Kosaric (Gélvez Y- Lépez Munguia,-lQQl)
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Considerando:'la literatura consultada para la elaboracidn de
la presente revisisén, resulta evidente que  durante  los ‘' prdximos
Aafos,. . las - téecnicas 'de DNA recombinante tendran wun  creciente:
impacto en todas las-.areas de la micologia basica e industrial.

Hasta el mome~to, existen las metodologias’ basicas  para’ la:
transformacidn de Aspergiltlus' 'y otros hHongos-filamentosos, 'y . para:;
la produccidn de transformantes estables), en las cnales ' “se 7 puede
marnipular “la produccidn. de protelnas, espec1f1cas~ mediante :
incremento del numero de copias delzgen;‘ld d:srupclén o reempla_
de genes, .y la  expresidtn  bajo “control’ “de’ leglpnesy promoto as
de funcionamlento conocido: S : e

5in embargo, con excepcion de algunos s st‘maar establ‘cido
la produccién de proteinas. . recomb
alcanzado' 'los  niveles esperado'
necesaria la aplicacidn de proced'
incrementar los rendimientos.'de producto de ;
Es de esperarse que -esta -“combinaciénside técnlcas
uLilizando, mientras no se alcance un conocxmxento

Las principales llmitante;t[de‘
proteinas heterdlogas en ASpePﬁLlldS son,

de proteasas, y en- algunoa casosL
postraduccionales anormales.’ :

La caracterizacidn genétlca nd strlales,
hiperproductoras de enzimasg: eytracelular porta S talgunas
de las claves que Joramlento Ly

transformacion genética' 'de’’ cebp:
hiotecnoldgica. :

aplicacién
Asimismo, sera determinan|

sistemas

enzimaticos involucrados e tales
como las glicosil-transferasas/: rote : Jespeciflcas de
hongos filamentosos : : . FERREEN

Es indudable que lo t en particu}arflos

del género Aspergillus,
secrecioén, y
glicoproteinas romplgja;
terapé utxca, v para el

'de expresidn. y;’

P oduccién' de T
“importancia”
~enzimas Y

Resulta importante: destacar que.exi
investigar y generar conocimientos . béa1c
orientados a la aplicacidn’ blotecnoléglc
mecanismos celulares y moleculares dei.l
estan siendo estudiados por grupos da
empresas hiotecnoldgicas:

a
“proyectos
ejemplo los
noAspergillus,
asocxados a:

Adn cuando ex LSten sxstemas de: transfor acion: para diferentes
especies de hongos fllamentoso Trichoderme,
Periicilliun, etc.), la mayor parte: de 1os ravan es ‘sobre regulacidn
genética y estructura- genémlca qe : han/f generado en los

42



modelos de Aspergzllus nndulans y Neurospora crassa.

SA mediddl que ‘se ‘conozca.. - meJor el éenomai de“lba
fxlumentosos,~ vy se- establezcan homologias’ entre - ilos
estructurales; y.. Leguladorea“ de: - diferentes espec1es, &
posibles ‘aplicaclonesrf nas:- ambicxosas, ‘en’ w.las

b1otecnologl§, C:topatologla y biomedicina’.
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