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Ingenieria genética en hongos filamentosos:
Clonamiento del gen de invertasa de Neurospora crassa
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The invertase wild type gene of N. crassa was cloned into the YRp7 yeast vector. This
recombinant plasmid was selected by functional complementation of an invertaseless mutant
strain of S. cerevisize. The isolated recombinant plasmid (named pNC2) carries a 7.6 Kb
BamHI DNA fragment from N. crassa. The cloned DNA hybridized with the N. crassa
genomic DNA and transformed an invertase mutant of N. crassa Inv— to Inv*. Transfor-
mation of N. crassa Inv— to Inv* seems to take at least two different integration events. One
of them involves an integration closely linked to inv locus, and the other one apparently
involves an integration of cloned DNA at a genomic site different that the inv locus.

Las Técnicas de Ingenieria Genética, aplica-
das a microorganismos, han permitido el
desarrollo de sistemas de clonamiento mo-
lecular y de transferencia génica por trans-
formacion. En particular, los hongos
filamentosos resultan ser sistemas muy
atractivos para aplicar estas metodologias,
pues la mayoria de las enzimas de uso in-
dustrial son de origen fiingico (Timberlake
y Marshall, 1989). El aislamiento de mar-
cadores genéticos para la construccién de
vectores de hongos y la caracterizacion
de la transformacion genética son requisitos
indispensables para el desarrollo de sistemas
de clonamiento en estos organismos. En
la actualidad se han desarrollado metodo-
logias que permiten la transformacién
genética, ya sea mediante la obtencion de
esferoplastos en presencia de PEG-CaCl, (Ca-
se et al., 1979) o mediante el tratamiento de
conidios germinados con sales de litio para
conseguir competencia (Dhawale et al,
1984). Sin embargo, todos ellos se caracte-
rizan por la baja frecuencia de transforma-
cién y porque el plasmidio transformante
se integra al genoma del huésped.

Hasta ahora no se dispone de vectores
con origen de replicacién cromosémico del
tipo ars (autonomus replicating sequence)
que sea funcional en hongos filamentosos
(Suczi y Radford, 1983; Paietta y Marzluf,
1985). Por esta razén el aislamiento de ge-

nes fungicos se ha conseguido bdsicamente
por complementacion de mutaciones de
Escherichia coli, de este modo se ha clona-
do el gen qa2* (Vapnek etal., 1977); nit-3
(Smarrelli y Garret, 1982); pyr-4 (Buxton
y Radford, 1983); trp-1 (Keesey y Demos,
1982) de Neurospora crassa, entre otros.
Sin embargo, esta estrategia de clonamiento
tiene sus limitaciones, debido a la baja pro-
babilidad de expresién de genes eucarioti-
cos en bacteria. Otros métodos, como la
hibridacion con sondas de DNA marcado
se han usado para aislar los genes de histona
H3 y H4 de N. crassa (Woudt et al., 1983)
y el gen alcA que codifica la deshidrogenasa
alcohdlica de Aspergillus nidulans (Olsen et
al, 1982). Akins y Lambowitz (1985) han
desarrollado un método de clonamiento mo-
lecular mediante enriquecimiento del plas-
midio recombinante, que complementa la
mutacion en estudio, a través de transfor-
maciones sucesivas del hongo.

En el presente trabajo se ha considerado
que la complementacién de mutaciones
génicas de Saccharomyces cerevisiae es una
estrategia alternativa para el aislamiento de
genes de hongos filamentosos, en especial
aquellos que requieren un procesamiento
molecular para su expresion. Algunos de
estos procedimientos serdn ilustrados con el
clonamiento de una enzima extracelular de
N. crassa: invertasa (8-D fructofuranosida-
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sa-fructohidrolasa EC 3.2.1.26). Esta glico-
proteina cataliza la hidrélisis del enlace
B-fructésido en una variedad de sustratos,
entre ellos la sacarosa. La mayoria de los
organismos que hidrolizan sacarosa lo ha-
cen sin incorporar el disacarido mismo. La
existencia de un mutante de N. crassa que
carece de invertasa funcional (Inv—) (Sar-
gent y Woodward, 1969) y que es incapaz
de crecer en sacarosa como Unica fuente
de carbono, indicaria que la hidrélisis es
una reacciéon esencial para la utilizacién
de la sacarosa por este organismo.

El sistema genético de invertasa de M.
crassa podria servir de modelo en el estu-
dio de los procesos de sintesis y excrecion
de exoenzimas. Desde un punto de vista
biotecnologico, hay dos aspectos atrayentes
en la manipulaciéon genética de los hongos
filamentosos: i) la posibilidad de aumentar
su potencial biosintético, en especial la
produccién de glicoproteinas, y ii) el
desarrollo como huésped de clonado para la
expresion de genes eucaridticos de origen
heter6logo que no pueden ser expresados
en sistemas bacterianos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas y plasmidios: Escherichia coli cepa C600
(F—, thil, thrl, leuB6, lacY1, tonA2l1, SupE44,
A7), Saccharomyces cerevisice cepa MRI17A
(MATo, trpl, leul, mal0, sucO, lys—, met6). Neu-
rospora crassa cepas silvestres 74A (StA4) FGSC
NO 262 y 77a FGSC N° 3834 y los mutantes defi-
cientes en invertasa inv— A FGSC N© 1856, inv—a
FGSC N© 1857 (Sargent vy Woodward, 1969) se
obtuvieron del Fungal Genetics Stock Center,
Arcata, California, USA (Barrat y Rimbey, 1982).
DNA del plasmidio YRp7 (Tschumper y Carbon,
1980) fue proporcionado por el Dr. A. Jiménez.
La libreria gendémica de N. crassa 74A construida
en el sitio BamHI del plasmidio YRp7 fue pro-
porcionada por el Dr. V. Cifuentes.

Condiciones de cultivo: Las bacterias se crecieron
en medio LB con Ampicilina (100 ug/ml) a 37°C.
S. cerevisiae se crecid en medio YEP (extracto de
levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%). N. crassa se
crecié rutinariamente en medio minimo Vogel
(Vogel, 1956) suplementado con 2% de sacarosa
a 259C.

Purificacion del DNA plasmidial: El DNA plasmi-
dial de E. coli se obtuvo mediante el método des-
crito por Birboim y Doly (1979). E1 DNA total de
levaduras fue preparado segin el método de Sher-
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man et al. (1983). El DNA cromosoémico de N.
crassa se purificoé por el método descrito por Leach
et al (1986).

Transformacion genética: E. coli se transformd
por el método de Cohen et al (1972) y los trans-
formantes se seleccionaron por resistencia a ampici-
lina. Los esferoplastos de S. cerevisiae se trans-
formaron mediante el método de Hinnen et al
(1978). Los transformantes Suc* de levadura se
seleccionaron en medio YNB (medio base de
nitrégeno para levaduras 0,7%-Difco-suplementado
con 50 ug/ml de leucina, histidina, lisina, metionina
y 2% de sacarosa). Conidios de N. crassa inv— se
transformaron por el método del acetato de litio
(Dhawale et al., 1984).

Digestiones con endonucleasas de restriccion y
electroforesis en geles de agarosa: 0,5-1,0 ug de
DNA plasmidial y 2-4 pg de DNA cromosdémico
se incubaron con 4-6 unidades de enzimas en 20
M de mezcla de reaccion. Las condiciones de pH,
temperatura y fuerza ibnica fueron las recomen-
dadas por Maniatis et al (1982). La electroforesis
se realizd6 en geles de agarosa al 0,7% en tampén
Tris-EDTA con Bromuro de etidio 0,5 pg/ml. Se
usé el DNA del bacteridfago A digerido con
HindIII como estiandar de peso molecular.

Hibridacion DNA-DNA: El DNA plasmidial y
cromosdémico se digiri6 con la endonucleasa de
restriccibn adecuada, se someti6 a electrofo-
resis en agarosa al 0,7% y luego se transfiri6 a
papel de nitrocelulosa de acuerdo al método de
Southern (1975). La hibridacibn DNA-DNA se
realizé6 con DNA plasmidial marcado con 32P-
pNC2 como sonda radiactiva (Rigby et al, 1977).

Andlisis genético: Los cruzamientos se realizaron
en medio Westergaard (Westergaard y Mitchell,
1947). El anilisis de crométidas se realizé6 median-
te el aislamiento de esporas al azar (Davis y De
Serres, 1970).

RESULTADOS

Clonamiento del gen inv*: lLa estrategia
de clonamiento del gen estd basada en la
complementaciéon génica de mutantes suc®
de S. cerevisiae por plasmidios provenientes
de la genoteca de Neurospora. La genoteca
se utilizd para transformar la cepa MR17A
de S. cerevisiae. Se seleccionaron los trans-
formantes capaces de crecer en sacarosa
como Unica fuente de carbono. El DNA

total de cada uno de los transformantes

se utilizé para transformar E. coli C600 y
se selecciond para resistencia a ampicilina.
El plasmidio recombinante aislado de los
clones bacterianos Amp* posee un inserto
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de 7,6 Kb determinado por electroforesis
en geles de agarosa (Fig. 1). La identidad
del fragmento insertado se investigd me-
diante hibridacién de DNA genbémico de
la cepa silvestre 74A de N. crassa con DNA
plasmidial marcado con |3?P-a|ATP. El
plasmidio recombinante hibrida con el
DNA gendémico del hongo (dato no mos-
trado). El mapa de restriccibn de este
plasmidio se muestra en la Fig. 2.
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Fig. I: Electroforesis de los fragmentos de restriccién del
DNA de pNC2. El DNA plasmidial purificado se traté
con diferentes endonucleasas de restriccion y los pro-
ductos de la reaccién se analizaron por electroforesis en
geles de agarosa al 0,7%. a) DNA del bacteriofago Adi-
gerido con HindIIl, DNA de pNC?2 tratado con b) BamH]I,
¢) EcoRl, d) Xhol, e) Sall, f) Bglll y g) Pvull.
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Fig. 2: Mapa fisico de restriccion del plasmidio recombi-
nante pNC2 (izq.). Mapa de restriccion del vector YRp7,
DNA de levadura ( ), y DNA de pBR322 (————— )
(der.). Mapa de restriccidn del fragmento de 7,6 Kb de
DNA gendmico de Neurospora crassa.
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Transformacion genética: La cepa mutan-
te de N. crassa inv— se utilizé como recep-
tor en los experimentos de transformacion
con DNA de pNC2. La frecuencia de trans-
formacion obtenida fue de 45-50 transfor-
mantes/ug de DNA. Los transformantes se
seleccionaron por su capacidad para utilizar
sacarosa como lnica fuente de carbono. En
la Tabla I se muestran los valores de activi-
dad enzimdtica obtenidos en los transfor-
mantes Inv*. En todos los casos ensayados
la actividad de invertasa es similar a la obte-
nida con el control 74A, cuando las colo-
nias son homocarioticas.

Aproximadamente, el 50% de los trans-
formantes seleccionados pierden la capaci-
dad de crecer en sacarosa, en posteriores
subcultivos. Estos transformantes abortivos
no fueron considerados en el cdlculo de la
frecuencia de transformacion. Los transfor-
mantes estables que se aislaron resultaron
ser heterocari6ticos en su mayoria, debido
a que se usaron macroconidios como recep-
tores en la transformacion. Para obtener
transformantes homocariéticos Inv* se rea-
lizaron rutinariamente cruzamientos entre
las colonias Inv* seleccionadas y la cepa
mutante receptora inv—. En la Tabla I se
muestra la proporcién de ntcleos Inv*/Inv—
en los transformantes obtenidos.

Andlisis de los transformantes: Se estable-
cieron las relaciones de ligamiento entre el
gen inv* transformante y el marcador gené-
tico al3—. El locus al3 se encuentra en el
grupo de ligamiento V a una distancia de
aproximadamente 15 a 17 um del locus
inv. Los porcentajes de recombinacién ob-
tenidos en los cruzamientos entre los trans-
formantes y la cepa marcadora (a¢l3—, inv—)
sugieren que hay, al menos, dos tipos de
transformantes. Un tipo de transformante
se caracteriza porque el gen inv* aparece
segregando independientemente del locus
al3 con valores de recombinacién de 43-
46%. En la Fig. 3 se muestra un esquema
de los cruzamientos realizados y los resul-
tados esperados para un transformante
por insercion no-ligada. Un segundo tipo
de transformante muestra porcentajes de
recombinacién entre 16,4-21,2%, indican-
do que las combinaciones alélicas paren-
tales en los dos loci tienden a permanecer
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TABLAI

Actividad especifica de invertasa y proporcidn de niicleos en los transformantes de
Neurospora crassa con DNA de pNC2

Transformante Proporcidn de nicleos Actividad especifica de invertasa
Inv= : Inv* U/mg de proteina
Heterocaridtico Homocaribtico

TN 7.4a 1 1 0,83 1,69
TN 3.1a 0:1 1,43 1,58
TN 3.11a 0 : 1 1,74 1,74
TN 3.16a 21 0,42 1,72
T4A (silvestre) 0 :1 1,68 1,68

Las colonias transformadas se sembraron en medio minimo suplementado con maltosa al 0,5% y se crecieron por 72 h
a 259C. La actividad enzimdtica se determind por el método del DNS (Bernfeld, 1955) para azicares reductores. Una

unidad (U) = mg de azlicares reductores/ml/min a 37°C.
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Fig. 3: Esquema de los cruzamientos realizados con los
transformantes de MNeurospora crassa y los resultados
esperados para una transformacién por insercion no-lk-
gada; ¢ = centrémero, G.L. = grupo de ligamento, P = ge-
notipos parentales, R = genotipos recombinantes, F = fe-
notipo Inv.

juntas en la progenie. Este ultimo tipo de
transformante podria corresponder a un
reemplazo del gen mutante iny— por su
alelo silvestre o bien una inserciéon del
gen inv*t transformante ligada al locus

inv. Para distinguir entre estas dos moda-
lidades de transforracién, se determiné la
presencia del gen inv— en el genoma del
transformante, mediante cruzamientos con
la cepa silvestre 74A o 77a. Si se produce
duplicacion del gen iny, las copias del gen
deberdn segregar durante el proceso meid-
tico que experimenta el cigoto para la
formacion de esporas genéticamente haploi-
des. En todos los cruzamientos analizados
se encuentran esporas fenotipicamente
Inv— en la progenie, esto indicaria que la
transformacién ocurre por insercion del
gen inv*t y no por reemplazo. 2-3% de las
esporas son Inv—. En la Fig. 4 se muestra
un esquema de los cruzamientos realizados
para determinar la localizacion del gen inv*
transformante en el grupo de ligamiento V.
Las esporas Inv— representan la mitad de
los recombinantes producidos en el cruza-
miento. Los otros recombinantes son indis-
tinguibles fenotipicamente de los paren-
tales, debido a las combinaciones génicas
producidas. Para el caso de los transfor-
mantes no-ligados se encuentraentre 20-26%
de las esporas fenotiplicamente Inv— (Fig.
3), por lo tanto, el porcentaje de recombi-
nacion esperado es de aproximadamente
40-50%.

La hibridacion del DNA genémico de
los transformantes con DNA plasmidial
marcado con |32P-a| ATP, revela la presen-
cia de DNA transformante en el genoma
de la cepa receptora. Los resultados de
hibridaciéon muestran, al menos, dos tipos
de patrones de bandas de hibridacion. Un
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tipo de transformante muestra un patron
de bandas de hibridacién en las cuales nin-
guna de ellas corresponde a la banda con-
trol de la cepa receptora inv—. En la Fig. 5
se muestran los probables eventos de re-
combinacién que permiten la integracién
del gen invt y el plasmidio vector en el
genoma de la cepa huésped. Se indican, ade-
mas, las bandas de hibridacion resultantes
después de la digestion con la enzima de
restriccion Pstl. Los resultados de hibri-
dacion y de andlisis genético para estos
transformantes son compatibles con una
integracion ligada con duplicacion.
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Fig. 4: Esquema de los cruzarnientos realizados con los
transformantes para determinar ubicacién del gen inv* en
un caso de transformacion por insercion ligada. um = uni-
dad mapa, R.E. = resultados esperados. Otras abreviatu-
ras como en la Fig. 3.

En otros casos, se encontré que el DNA
de pNC2 puede integrarse en otro sitio del
genoma durante la transformaciéon de
Neurospora. La transformaciéon no-ligada
se caracteriza por la presencia de la banda
control y, al menos, una banda adicional.
En la Fig. 6 se muestra un esquema de los
eventos probables y los fragmentos de res-
triccion que se revelan durante la hibri-
dacién.
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Fig. 5: Diagrama de los eventos de recombinacién pro-
puestos para la transformacién por insercion ligada.
La parte superior del diagrama muestra el mapa de res
triccidon de la regidon del locus inv en el mutante Inv™
( ), y el evento de recombinacién que experimen-
taria el vector pNC2 hibrido entre YRp7 ( )y el
fragmento de 7,6 Kb de DN A gendmico del hongo (— ——).
La digestion del DNA de los transformantes Inv* con la
endonucleasa de restriccidn Pstl generd tres fragmentos
(columna derecha) cuando se hibrida con DNA de pNC2
marcado con 32P. Los sitios de restriccién se indican con
una letra: P = Pstl, B = BamHI, L.G. = Grupo de liga-
miento.
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Fig. 6: Diagrama de los eventos de recombinacién pro-
puestos para la transformacién por insercion no-ligada.
Un evento de integracion no-ligada del gen inv— (region
central del diagrama) reveld la presencia de una banda
adicional de aproximadamente 16 Kb. Los fragmentos
de restriccidn Pstl del DNA de los transformantes se
muestra en las dos lineas inferiores del diagrama. Sim-
bolos y letras como en la Fig. 5.

DISCUSION

Un procedimiento alternativo para clonar
genes flingicos podria ser mediante com-
plementacion génica de mutaciones espe-
cificas de S. cerevisiae. Para el clonamiento
del gen de invertasa de N. crassa se utilizd
una genoteca construida en el plasmidio
YRp7. Este plasmidio es un hibrido entre
pBR322 y un fragmento de DNA de §. ce-
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revisiae portador del gen #rpl* y de una
secuencia ars!l (Fig. 2) que permite que el
vector se replique auténomamente en le-
vadura (Tschumper y Carbon, 1980).

Siendo Neurospora y Saccharomyces
hongos de la clase Ascomycete, es posible
esperar que ambos organismos posean fun-
ciones similares. En particular, se conoce
que estos dos eucariotas inferiores produ-
cen una enzima responsable de la hidrdlisis
del enlace B-fructésido de la sacarosa. Por
lo tanto, la estrategia de clonamiento del
gen de invertasa de N. crassa utilizé6 como
método de seleccidén la complementacion
génica de unamutaciéon de S cerevisiae defi-
ciente en invertasa (suc®). El plasmidio re-
combinante aislado contiene un fragmento
de 7,6 Kb de DNA genémico de N. crassa
y es capaz de complementar la mutacién
suc® de Saccharomyces y la mutacion inv—
de Neurospora.

El sistema de transformacién de levadu-
ras podria ser 1til para el clonamiento de
genes fungicos, ya que, debido a las relacio-
nes filogenéticas entre los organismos se
espera que estos posean: i) funciones géni-
cas similares; y ii) sistemas de regulacidon
compatibles que permitan el clonamiento
directo de estos genes. Asi también pueden
ser Utiles para la expresidon de genes hete-
rologos que deben ser procesados, para
que den un producto génico funcional,
como ocurre con las glicoprotefnicas (Es-
mon et al, 1981; Novick et al, 1981).
Utilizando esta estrategia se ha obtenido
el clonamiento exitoso de genes tanto de
levaduras como de otros organismos euca-
ridticos (Nasmyth y Reed, 1980; Henikoff
et al.,, 1981). Estos resultados indican que
la utilizaciéon de levadura como también
de algunos hongos filamentosos podrian
proporcionar un sistema alternativo para
el clonamiento de genes que requieren
procesamiento.

La transformacién genética de hongos
filamentosos con DNA clonado es un
fenémeno que ocurre con baja frecuencia
y produce un gran nimero de transforman-
tes abortivos. Estos transformantes mues-
tran un crecimiento sobre las placas selec-
tivas, pero en posteriores subcultivos o
bajando la presion selectiva se pierde el
cardcter transformante. La explicacién de
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este fendmeno ha sido generalmente atri-
buida a la presencia de plasmidios que no se
han integrado establemente en el genoma
(Kinsey y Rambosek, 1984). Sin embargo,
la produccidén de transformantes abortivos
podria ser consecuencia de la heterocario-
sis inicial de estos transformantes. Los
micelios heterocari6ticos con bajo nimero
de nicleos transformados se mantendrin
en la medida que la tasa de division de los
tipos nucleares presentes sea igual. Cual-
quier retraso en la division del nucleo
transformado significaria que su efecto
se pierde por dilucién en el micelio.

El andlisis genético y los experimentos
de hibridacién de DNA de los transforman-
tes de N. crassa sugieren que el DNA dador
puede integrarse en mas de un sitio en el
genoma del receptor, ya sea: i) adyacente
o ligado al locus inv o ii) no-ligado al locus
inv en el mismo u otro grupo de ligamiento.

Cuando la recombinaciéon ocurre ligada
al locus inv no se observa reemplazo del
gen mutante iny— por el alelo silvestre inv*,
sino que usualmente se producen duplica-
ciones en el genoma. Estas duplicaciones
pueden detectarse por segregacion de los
genes durante el proceso meidtico. En
todos los transformantes ensayados se ob-
servd segregacion del gen inv— presente
en el genoma del receptor.

Los resultados también indican que la
transformacién puede ocurrir por integra-
cién en otro sitio del genoma. Si estos
eventos son frecuentes, indicaria que la
transformacién no requiere de alta homo-
logia para que ocurra la integracion. Paietta
y Marzluf (1985), utilizando el gen ga-2*
para transformar Neurospora observaron que
solamente en el 109 de los casos la integra-
cién ocurre en regiones homodlogas. Sin
embargo, esto podria variar segin sea el
gen en estudio. En general, la integracion
no-ligada al locus original parece ser un
fenémeno comiin en los hongos filamen-
tosos. El andlisis de transformantes de
Penicillium chrysogenum con el gen trpC
(Sdnchez et al., 1987) vy de Aspergillus nidu-
lans con el gen amds (Tilbum et al., 1983)
muestran eventos de integracién en otras
regiones del genoma de estos hongos. Tam-
bién se ha observado que estos eventos de
integraciobn pueden ser miultiples (Paietta
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y Marzluf, 1985; Fincham, 1989), sin em-
bargo, el andlisis de los transformantes Inv*
indica que éstos se producen por eventos
unicos. Este aspecto puede ser muy intere-
sante para la manipulacion genética de los
hongos filamentosos, ya que la integraciéon
multiple permitiria modificar la dosis géni-
ca en estos organismocs. El aumento del
nimero de copias del gen por transforma-
cién podria proporcionar cepas mds esta-
bles que aquellas obtenidas mediante ampli-
ficacién de genes llevados por plasmidios.
Aunque los hongos filamentosos atin no
estdn establecidos como sistema de trans-
formacién con fines biotecnologicos, ellos
podrian ser muy eficientes en la sintesis y
excrecion de productos heterdlogos de in-
terés industrial (Saunders er al, 1986,
1989). La gran versatilidad metabdlica y el
gran potencial biosintético de los hongos
los hace muy atractivos para la obtencion
de cepas mejoradas genéticamente que
permitan la innovacioén de bioprocesos.
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