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Introduccién. La lovastatina (LOV) es un metabolito
secundario (MS) producido por Aspergillus terreus; el
cual es muy valioso para la industria farmacéutica por su
actividad hipocolesterolémica, El éxito en una industria
de la fermentacién depende del mejoramiento continuo
de la cepa. Una opcién sofisticada de mejoramiento
genético molecular es la amplificacibn de genes
regulatorios positivos (1). LaeA es un regulador global
(positivo) conectado a la via de sefalizacion CAMP-PKA,
y participa en la expresion de genes de MS en
Aspergillus. laeA codifica para una proteina
metiltransferasa, la cual regula dichos genes
remodelando la cromatina (2).

En este trabajo se clond y evalud la sobreexpresion del
gen regulador laeA (SE:laeA) en A. terreus TUB-514
sobre la produccién de lovastatina en fermentacién sélida
(FS) y fermentacion liquida (FL).

Metodologia. Se probaron 2 estrategias para la
SE::laeA. a) La expresion de laeA con su propio promotor
(en pULC43) y b) con un promotor constitutivo (gpdA en
pAN52.1) (3). Se transformaron protoplastos (3) y se
preseleccionaron transformantes por su produccion de
lovastatina en fermentacion en cilindros de agar (FCA),
después se evaluo su produccién en FS y FL.
Resultados y discussion. El gen /aeA con su propio
promotor y terminador se obtuvo por PCR como un
fragmento de 2.6kpb con cortes BamHI; mientras que el
gen laeA cds se obtuvo como un fragmento de 1.25kpb,
con cortes Ncol y BamHI. Después de confirmar su
identidad por secuenciacion, el gen laeA completo se
clon6 en el sitio BamHI de pULC43, generando el
plasmido pUAMTPa, de 7.5kb. Por otro lado, la region
codificadora del gen laeA se clond en los sitios Ncol y
BamHI de pAN52.1, formando el plasmido pUAMTPc con
6.75kb. Finalmente se seleccionaron 2 transformantes de
cada tipo (por su produccién en FCA) y se evalud su
produccion en FS y en FL. La mejor productora en FS fue
la T2C (transformada con pUAMTPc), con un incremento
en la produccion de lovastatina de 140% (p>0.0001) con
respecto a la parental. La cepa transformada con

pUAMTPa (T13A) también tuvo un importante incremento
(77%) (p>0.0001) en FS. En FL, las transformantes
T14A y T5C mostraron un importante incremento en la
produccion de lovastatina, con 102 y 97%
respectivamente (p>0.0001). Estos resultados
concuerdan con lo observado en la producciéon de
esterigmatocistina y penicilina en A. nidulans (2).

Cuadro 1. Producciéon de LOV de transformantes

Incre Incre
Transfor | FS (mg lov/gr | mento | FL (mg | mento
mantes | ms) en FS|lov/mL) en FL

(%) (%)
Parental 7.24+0.53° 0.67+0.019°
T13A 12.82+1.58° 77 0.93+0.037° 40
T14A 7.92+0.71° 9.5 1.35+£0.071°% | 102
T2C 17.37+0.95° 140 |0.60+0.034° -9
T5C 12.04+0.79° 66.4 |1.31+0.057° 97

Nota: valores con letras iguales no difieren significativamente

Conclusiones. 1) Se demostré que la sobre expresion
del gen laeA incrementa la produccién de lovastatina de
A.terreus, en FS y FL. 2) Esta estrategia representa un
excelente método de mejoramiento genético para
construir cepas sobre productoras para ambos sistemas
de cultivo.3) Los resultados indicaron que sobre expresar
laeA desde un promotor constitutivo es mas efectivo para
construir sobre productoras para FS. 4) Expresarlo de su
propio promotor resultd efectivo para ambas, FS y FL.
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