OBTENCIQN DE TRANSFORMANTES DE Penicillium chrysogenum ATENUADOS EN LA
EXPRESION DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION DEL TIPO AP-1: PcYaply RsmA
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Introduccion. Los factores transcripcionales AP-1 son
proteinas de union a ADN del tipo bZIP (cremallera de
leucina) [1] que activan la transcripcién como parte de la
regulacion de la expresion génica en respuesta a
diferentes estimulos. Han sido descritos en diferentes
hongos filamentosos, tal es el caso de Afvyapl de
Aspergillus fumigatus [2] y RsmA de Aspergillus nidulans
[3], estos intervienen en la regulacién de la respuesta al
estrés oxidativo y en la regulaciéon del metabolismo
secundario respectivamente.

Nuestro objetivo es estudiar la funcién de los factores
transcripcionales PcYapl y RsmA de Penicillium
chrysogenum. Para ello se han obtenido transformantes
con plasmidos que permiten la atenuacién de la expresion
de dichos factores mediante la via RNA..

.Metodologia. Se utilizé el plasmido pGpdPki-RNAI, que
contiene los promotores de los genes gpd (gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa) y pki (piruvato quinasa)
enfrentados y separados por un sitio de restriccion Ncol.
Los insertos se amplificaron por PCR usando primers que
anillaban en el exén 2 del gen PcYapl y en el exén 3 del
gen RsmA. A continuacién se insertaron en el sitio Ncol
del vector.

Las construcciones se transformaron en la cepa Wisconsin
54-1255 de Penicillium chrysogenum por medio de
protoplastos y selecciéon con fleomicina.

Resultados.
Figura 1. A la izquierda el
mapa del plasmido
pGpdPki-RNAi, y en la
parte de abajo el
esquema de los genes
PcYap1 y RsmA,
indicandose con
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rectangulos la posiciéon de
los intrones de los genes,
y con flechas la posicion
de los primers utilizados
para amplificar los
fragmentos que se
insertaron en el sitio Ncol
del plasmido.

En la figura 1 se observa el disefio que se hizo para la
obtencién de las construcciones pGpdPki-RNAi/PcYapl y
pGpdPki-RNAI/RsmA. Se obtuvieron por lisis alcalina el
plasmido pGpdPki-RNAi y por PCR los fragmentos de
cada gen para posteriormente obtener los plasmidos de
atenuacion (figura 2) que se utilizaron para la
transformacion de Penicillium chrysogenum. Algunos de
los transformantes obtenidos se muestran en la figura 3.

Figura 2. Se muestran
las digestiones echas
para confirmar la
formacion de los
plasmidos de atenuacion
de PcYap!t y RsmA,
cuando se digiere con
Ncol se separa el
plasmido del inserto y en
las digestiones con Kpnl
A: pGpdpki-RNAI/PcYap1 digerido con Ncol se lineariiza la
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B: pGpdpki-RNAi/PcYap1 digerido con Kpnl  construcciéon por ello la
diferencia en los
tamanos las bandas

E: pGpdpki-RNAi/RsmA digerido con Ncol
F: pGpdpki-RNAi/RsmA digerido con Kpnl
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Transformantes con
el plasmido de
atenuacion pGpdPki-
RNAi/PcYap1.

B. B. Transformantes
con el plasmido de
atenuacion pGpdPki-
RNAI/RsmA.

Figura 1. Transformantes obtenidas.
Conclusiones. Se obtuvieron las construcciones de los
pldsmidos de atenuacién de los genes PcYapl y RsmA, y
transformantes de P. chrysogenum con estas
construcciones, Estos transformantes se caracterizaran
en su morfologia, fisiologia y produccion de metabolitos
secundarios.
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