Transformacion y expresion heter 6loga de lacasa en Aspergillus niger utilizando la técnica REMI
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Introduccidn. Existen sistemas de expresion heterdloga de
lacasa en procariotas, en levaduras, en hongos
filamentosos y en células animales. Los sistemas de
expresion de lacasa basados en levaduras presentan
problemas de secrecion de la proteina heterdloga (1) ya
que posiblemerte las levaduras carecen de un sistema
enzimatico adecuado que lleve a cabo las correctas
modificaciones post-traduccionales para la secrecion y
actividad de la lacasa. Los hongos filamentosos tienen
varias ventgjas respecto a otros sistemas de expresion
como son la de redizar las modificaciones post
traduccional es apropiadas, la de ser considerados (algunos)
como microorganismos GRAS y finamente la de tener
recombinantes estables que facilitan el control de la
produccién de la enzima recombinante.

En base a lo anteriormente expuesto, €l presente trabajo
tiene como objetivo el desarrollar un sistema de expresion
heteréloga de lacasa en Aspergillus niger, para ello, se
cuenta con un plasmido que lleva el gen lacasa de
Trametes versicolor que permitira la pesta a punto del
sistema de expresion en medio liquido y sélido.

Metodologia El microorganismo utilizado en el presente
trabgjo fue la cepa C28B25 de Aspergillus niger. H
protocolo para realizar la electroporacion fue €l descrito
por Sanchez y Aguirre (2). Se utilizo @ pladsmido pPLF26
que fue digerido previamente con 4 enzimas de restriccion
(Clal, EcoRvV, Hindlll y Sacl) para linedizarlo. En cada
ensayo de electroporacion se utiliz6 1 pg de ADN
plasmidico y 5U de actividad enzimédtica para cada enzima
de restriccion. Los clones positivos se seleccionaron en
medio minimo-agar con 120 pg de fleomicina/ml (medio
de seleccion). Se determiné actividad lacasa, proteina y
peso seco a diferentes tiempos de incubacion tanto en
medio sdlido (FES) como en medioliquido (FL) (3).

Resultados y Discusion. Se ensayaron diferentes tiempos
de conidiacion para optimizar € proceso de
electroporacion, obteniendo que el mejor fue alas 2 horas
de incubacion. Los resultados indicaron que la mayor tasa
de transformacion se obtuvo cuando se utilizé la enzima
EcoRV con 15 clones positivos (Cuadro 1). Se realiz6 una
seleccion previa en fermentacién en FES utilizando como
soporte espuma de poliuretano (3) y como base medio
minimo para determinar € clon con mayor produccién
lacasa y este fue el clon C28e3 con un aumento de 500
veces de actividad lacasa/lml con respecto a la cepa
silvestre, por lo que los estudios de optimizacion se
realizaron con este clon. Por o tanto, se prepararon los
diferentes medios de producciéon utilizando como base
medio minimo y 3 diferentes concentraciones de glucosa
(10,50y 100 g/l).

Cuadro 1. Clones positivos obtenidos con las diferentes enzimas

de restriccion
Enzima Cantidad Clones/ug de ADN
plasmidico
EcoRV 5U 15
Clal 5U 5
Sacl 5U 5
HindlIl 5U 0

La mayor actividad se detect6 en FES con 50 g/l de
glucosa, la actividad fue de 210 mU/ml a las 52 h de
incubacion (1300 veces respecto al silvestre), en los demas
medios (con 10 y 100 g/l de glucosa) se detect6 actividad
pero en menor proporcion. Para € caso de la FL, en
ninguno de los casos se detectd actividad lacasa.
Resultados similares ya se han observado con otra enzima
propia del hongo (3). Todos los ensayos descritos se
realizaron también con la cepa silvestre detectandose solo
actividad lacasa basal en FESy no en laFL. Finalmente, se
realiz6 un zimograma para verificar la secrecion de la
enzima heter6loga observandose una proteina de
aproximadamente 60 kDa que corresponde a la enzima
descrita anteriormente para Trametes versicolor.

Conclusiones.

1.La mejor tasa de transformacidén se obtiene con un
tiempo de conidiacion de 2 horas.

2.Bgjo las condiciones ensayadas, se obtiene una mayor
frecuencia de transformacion con la enzima de restriccion
EcoRV.

3.La mayor actividad lacasa se detectd en FES a las 52
horas de incubacion (210 mU/ml de actividad lacasa)
utilizando como medio e medio minimo suplementado
con 50 g/l de glucosa obteniendo una aumento de 1300
veces respecto al microorganismo silvestre.
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