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Introducción

Actualmente se considera a los hongos fila-
mentosos microorganismos de gran valor poten-
cial como alternativa para expresar por ingene-
ría genética genes heterólogos, especialmente
genes de mamífero de interés médico-
farmacéutico.

Comparativamente con otros sistemas euca-
riotas, como células de mamífero, de plantas o
de insectos en cultivo, o bien animales o plan-
tas transgénicas, los hongos filamentosos po-
seen ciertas ventajas, entre ellas su economía
y su enorme capacidad secretora, que facilita
los procedimientos de purificación, así como la
experiencia existente en fermentación y proce-
dimientos de purificación.

La capacidad secretora mencionada, muy su-
perior en términos generales a la de las leva-
duras, ofrece una ventaja potencial de los hon-
gos filamentosos sobre Saccharomyces
cerevisiae, organismo modelo en eucariotas in-
feriores, porque por lo que se conoce hasta el
momento, el plegamiento funcional y ia glicosi-
lación ligados al proceso de secreción es, en
hongos filamentosos, más parecido a lo que
ocurre en células de mamífero que en
Saccharomyces1.

Por otra parte, la presencia y procesamiento
de intrones en hongos parece más próxima a
eucariotas superiores que en levadura y defini-
tivamente ofrecen una ventaja sobre sistemas
procarióticos alternativos.

Junto con estos hechos, desde el punto de
vista de su utilización en el laboratorio, conta-
mos con unos 30 años de experiencia en gené-
tica clásica en sistemas modelo de hongos (As-
pergillus nidulans y Neurospora crassa), así
como con el desarrollo reciente de sistemas de
transformación y manipulación genética para
unos 20 géneros diferentes que comprenden
hongos de interés industrial, agroalimentario o
patógenos de animales y plantas.

Finalmente, queremos señalar que muchas
especies son comestibles o se han utilizado en

la industria de la alimentación desde la antigüe-
dad, o modernamente en la industria farmacéu-
tica, lo que simplifica los requisitos que deben
ser demostrados para su aplicación como mi-
croorganismos productores de proteínas hete-
rólogas por manipulación genética.

La posibilidad de usar los hongos filamento-
sos para la expresión heteróloga supone el pre-
vio desarrollo del conocimiento de los pasos li-
mitantes en el procesamiento de la información
genética. Bajo este enfoque elegiremos como
sistema modelo la expresión de genes de Strep-
tomyces relacionados con la biosfntesís de ac-
tinorhodina por varias razones. En primer lugar,
este antibiótico no se produce en el hongo que
hemos elegido para los experimentos iniciales
(Penicillium chrysogenum}. Por otra parte, los
genes que codifican para la biosíntesis de acti-
norhodina en Streptomyces coelicolor están fí-
sicamente agrupados en el cromosoma en un
segmento de 20 kb aproximadamente2 y la ca-
racterización molecular de todos los genes que
intervienen en el proceso de biosíntesis se en-
cuentra muy avanzada y en la actualidad se está
trabajando de manera muy activa en ella3'4.
Como enfoque inicial elegimos los genes act I
y act III que codifican respectivamente para la
sintetasa y deshidrogenasa de la biosíntesis de
actinorhodina y que fueron insertados en Peni-
dllium chrysogenum mediante el uso de un vec-
tor conocido5.

Material y métodos

Cepas y medios

Los plásmidos se propagan en E. coli K12,
cepa DH1, P. chrysogenum auxótrofo para trip-
tófano que se utilizó en los experimentos de
transformación y fue obtenido en nuestro labo-
ratorio.

El medio mínimo usado es el descrito por
Anné y Peberdy6. El medio de regeneración es
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Fig. i. Inseíaon de tos fragmentos de extremos Bamh'l conteniendo los genes aclj y ac! Ill de Streplomyces
coelicolor'' en el vector pPcTrpCl de Peniciliium chrysogenurrf'. Los extremos cohesivos BamHl de ios fragmen-
tos de Streptomyces fueron convertidos en romos rellenando con Pol IK (Klenow) y se efectuó la reacción de
enlace a extremos romos" con ADN ligasa de! fago T4 en el sitio Smal del vector. Los plásmidos obtenidos pCP3
y pCP4 contienen respectivamente act I y act III.

medio mínimo supiementado con 1.2 VI KC1.
El medio semidefinido es el medio mínimo de
Pontecorvo et al7 supiementado con extracto
de levadura ycasaminoácidosal 0,5 %. El me-
dio sólido contiene agar al 2 %.

Métodos para ADN

Las enzimas se obtuvieron de Amersham,
Boehringer y New England Biolabs y se usaron
de acuerdo con las instrucciones de los fabri-
cantes.

Los plásmidos de f. coli se aislaron según el
método descrito por Birnboin y Doly3. Los aná-
lisis de Southern y las condiciones de hibrida-
ción, así como la preparación de ADN se efec-
tuaron tal y como se ha descrito
previamente9'10. El mareaje de las sondas se
realizó usando el Multiprime DNA labelling
system (Amersham) de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante.

Para llevar a cabo la transformación de Pe-
nicillium chrysogenum se utilizó el método de
Sánchez et al5.
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Penicillium chrysogenum. Los dos primeros canales son ADN de Streptomyces y de Penicillium, respectivamen-
te. SKI a SK3 son transformantes que contienen el gen act I y SK4 a SK6 transformantes conteniendo ei gen
act III. El último canal es el control negativo con ADN de Rhizoctonia solani. Las enzimas usadas para digerir
el ADN genómico están especificadas en cada canal. Los marcadores de peso molecular estándar están expre-
sados en kb en el margen izquierdo. Se han utilizado como sondas los fragmentos BamHl marcados. La sonda
del panel de la izquierda contiene act I y ¡a de la derecha act III.

Resultados y discusión

Inserción de los fragmentos de ADN
conteniendo act I y act III en el vector
de Penicillium

Dentro del agrupamiento de genes que codi-
fican para las enzimas de biosíntesis de actinor-
hodina, hay dos fragmentos con extremos
BamHl que contienen uno el gen act I (frag-
mento de un tamaño de 2,2 kb) y otro el gen
act III (1,1 kb). Dichos fragmentos contienen los
genes estructurales y las señales de promotor
y terminador para cada gen. Antes de pensar
en cambios de promotores, decidimos probar
si los genes de Streptomyces se expresan con

sus señales propias en hongos. La estrategia de
inserción de los fragmentos en un plásmido
pPctrp Cl de 5,6 kb5 consistió en rellenar los
extremos de los fragmentos BamHl con Pollk
(Klenow) y enlazar los extremos romos en el si-
tio Smal del vector11. En ambos casos se ob-
tuvieron clones en las dos orientaciones, sin que
la posición relativa afectase la estabilidad del
ADN en los transformantes.

Tanto el fragmento que contiene act I como
el que contiene act III no hibridan con el ADN
de Penicillium sin transformar en condiciones
de baja astringencia (resultados no publicados).

Los plásmidos obtenidos pCP3y pCP4 (fig. 1)
que contienen act I y act III, respectivamen-
te se utilizaron para transformar PenidlHum
chrysogenum.

13



BIOTECNOLOGÍA Di APLICACIÓN TARt/ACtUHC/i

Transformación de P. chrysogenum
con pCP3 y pCP4 y análisis
de los transformantes

Una vez comprobado que no existía homolo-
gía entre el ADN de PenicilHurn chrysogenum
y ios fragmentos BarnHl que contienen act I y
act III, se marcaron como sondas dichos frag-
TríéñTos, tal y como se indica en e! apartado
«Material y métodos», y se analizaron tres trans-
formantes de cada una de las construcciones.
El ADN genómico de los transformantes se di-
rigió en el caso de transformantes con act I
(pCP3) con las enzimas Clal y Salí y el de los
transformantes con actjll (pCP4) con Clal y Xhol
(íig. 2).

Los resultados obtenidos indican que el ADN
de Streptomyces se mantiene en los transfor-
mantes de Penicfflium de una forma estable. Es-
poras de los transformantes siguen contenien-
do ei ADN de Streptomyces después de varios
ciclos de crecimiento y esporulación.

Los transformantes SKI y SK2 parecen muy
similares y sugieren que ha habido un único si-
tio de integración, mientras que SK3 parece que
contiene un mayor número de copias y dos si-
tios de integración (análisis con Clal, que no cor-
ta el plásmido pCP3). El análisis de los trans-
formantes con actJil parece indicar que SK4
tiene mayor número de copias y de sitios de in-
tegración que SK5 y SK6 (análisis con Clal).

En el extremo izquierdo de los dos filtros (fig.
2) se encuentra el ADN de Streptomyces coeli-
color A32 control positivo y Penicillium chryso-
genum sin transformar, control negativo; la ban-
da que se observa a 0,61 kb en el panel de la
izquierda es posiblemente artefactual dado que
en experimentos previos el ADN de act I no hí-
brida con el ADN de Penicillium. En el margen
derecho se observa el control negativo con un
hongo no relacionado, Rhizoctonia sotaní, ais-
lado de melón en Almería.

Conclusiones

De los resultados expuestos podemos concluir
que el ADN de Streptomyces que contiene los
genes act I y act III se mantiene establemente
en Penicillium chrysogenum integrado en el ge-
noma del hongo con el vector usado para trans-
formarlo.

Actualmente estamos aislando ADN de los
transformantes con el fin de saber si el ADN de
Streptomyces se está transcribiendo. En caso
de que no se transcriba trataremos de cambiar
las señales reguladoras procarióticas a señales

de Penicillium y si estos genes se transcriben
trataremos de clonar todo el conjunto de genes
que codifican para la biosíntesis de actinorho-
dina y e'! gen regulador afs B de Streptomy-
ces4, Actualmente se está trabajando en la ob-
tención de anticuerpos contra cada uno de los
productos de los genes de blosíntesis que nos
pueden permitir en el futuro detectar su apari-
ción en hongos, y saber si estos genes pueden
sintetizar el antibiótico cuando dispongamos de
transformantes con todos los genes implicados
en su biosíntesis.
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DISCUSIÓN

J. ORTÍN: Quisiera preguntarle si existen ejem-
plos en la literatura donde se compare la
expresión de un gen particular cualquiera en
sistemas de expresión heteróloga más esta-
blecidos como pueden ser E. coli, levaduras,
o incluso células de mamífero en cultivo y en
hongos filamentosos. ¿Hasta qué punto las
ventajas de la fermentación, que son obvias,
van acompañadas de una expresión en can-
tidad razonable?

V. RUBIO: Se han publicado 6 o 7 artículos, re-
lativos básicamente a la renina, tanto huma-
na como de vaca, el ¡nterferón y una interleu-
quina. En uno de estos trabajos, en el que se
evaluó la glicosilación, parece que los hongos
se comparan favorablemente con las levadu-
ras sobre la base del estudio estructural de
los azúcares.
Por otra parte, la interleuquina aparentemen-
te no se glicosila y, en cuanto al rendimiento,
la experiencia demuestra que Aspergillus ni-
dulans es peor secretor que orizae. Aspergi-
llus orizae es un gran secretor y, sin embar-
go, los niveles de secreción de interleuquina
son del orden de mil veces inferiores a los ob-
tenidos con levaduras. Se han realizado ex-
perimentos de reconstitución que incorporan
interleuquina al medio y parece que ésta se
degrada proteolíticamente, ya que de forma
concomitante con la interleuquina se segre-
gan diversas proteasas. Actualmente se están
desarrollando mutantes proteasa negativos,
pero esto se encuentra todavía en fase de in-
vestigación.
Este fenómeno podría tener muchísimas ven-
tajas, ya que si la glicosilación fuera parecida

a la que tiene lugar en los mamíferos podría
obtenerse a un coste muy reducido. Además,
parece que ofrece alguna ventaja con respecto
a levaduras, pero todo ello se encuentra en
una fase muy preliminar. Hay cuatro compa-
ñías de ingeniería genética que trabajan ex-
clusivamente en comparaciones entre levadu-
ras y hongos.

F. MURILLO: En otro contexto, la experiencia en
el caso de Bacillus demuestra que desde el
punto de vista de rendimiento biotecnología),
de sistemas basados en productos que se ex-
portan, las limitaciones no se derivan en mu-
chos casos de las manipulaciones endógenas,
sino del propio sistema de secreción.

V. RUBIO: Por ejemplo, utilizando genes endó-
genos y con el sistema de secreción de la glu-
coamilasa parece que los problemas a nivel
de degradación son distintos de los que se
plantean con genes de otras procedencias.
Particularmente opino que la situación es muy
distinta para cada proteína.

S. ERILL: Quisiera preguntar si se han utilizado
estos hongos filamentosos para la producción
de proteínas de bacterias, es decir, proteínas
antigénicas, para ser utilizadas como vacunas.
Evidentemente, cabe la posibilidad de utilizar
la bacteria directamente, tratarla y emplearla
al completo. Pero quizás sería más preciso y
a lo mejor tendría algunas ventajas, utilizar di-
rectamente los componentes antigénicos de
las bacterias obtenidos a partir de estos hon-
gos filamentosos.

V. RUBIO: Que yo sepa, no hay ningún trabajo
realizado en ese sentido, pero es una posibi-
lidad.
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