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Los hongos como factorias celulares:
biodiversidad de metabolitos
secundarios
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Resumen La superproduccion de antibiéticos B-lactamicos ha sido abordada tradicional-
mente por técnicas de mutagénesis clasica, método que se ha mostrado muy
efectivo y que ha sido el responsable de los mayores incrementos en la produc-
cion. El desarrollo de las técnicas de ADN recombinante aplicables a hongos
filamentosos ha permitido la actuacion directa sobre los genes implicados en la
biosintesis. En primer lugar el incremento en el nimero de copias de algunos
genes particulares ha permitido alcanzar aumentos moderados en la produccion,
pero solo en algunos casos. Por otro lado el cambio de la regiéon promotora de
algunos genes con bajo nivel de transcripcion (Ej. El gen cefG de A. chrysoge-
num) ha llevado a mayores incrementos y finalmente la modificacion del flujo de
precursores de la biosintesis de antibidticos p-lactamicos (Ej. Incremento del
"pool" de acido a-aminoadipico) han permitido obtener notables incrementos en
la produccién de penicilina. La manipulacién genética de los hongos filamento-
sos ha llevado por tanto a obtener mejoras en la produccién, aunque estas de
momento no han superado a las mejoras obtenidas por mutagénesis clasica,
debido fundamentalmente a que la mejora de uno de los pasos limitantes en la
produccion lleva a la aparicion de una nueva limitacion impidiendo asi incremen-
tos importantes de la misma.

B-lactamas, Dosis génica, Sobreexpresién, Precursores

Filamentous fungi as cellular factories: Biodiversity
of secondary metabolites

Summary  The increase in the production of B-lactam antibiotics has been carried out tradi-
tionally by classical mutagenic techniques, this method has been shown to be
very effective and it has been the responsible for high increases in production.
The development of DNA recombinant techniques in filamentous fungi has allo-
wed the direct use of the genes involved in B-lactam biosynthesis. First the incre-
ase in the gene copy number of some particular genes has allowed slight
increases of -lactam antibiotics production, thought in only some cases. In addi-
tion, the exchange of the promoter region of some genes with low level of trans-
cription (e.g. the promoter region of the cefG gene of A. chrysogenum) has given
rise to higher increases. Finally the modification of the flux of the B-lactam anti-
biotics biosynthesis precursors (e.g. Increase of the a-aminoadipic acid pool)
has yielded the highest increase in the penicillin production. Thus the genetic
manipulation of the filamentous fungi has resulted in improvements in the pro-
duction, though until now they have not exceeded the increases achieved by
classical mutation. When one limiting step is improved, other new, limitations of
the production appear to prevent important increases in the - lactam production.
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Metabolitos secundarios en hongos filamentosos
Gutiérrez S, et al.

Los hongos producen gran variedad de metabolitos En el presente articulo se pretende dar una vision
secundarios de interés para el hombre como son: antibiéti-general de los distintos abordajes llevados a cabo hasta el
cos, ciclosporinas, acidos mevinicos, alcaloides, compuesimomento, mediante el uso de técnicas de manipulacién de
tos antifngicos, etc. ADN, para intentar incrementar la produccién de antibio-

De todos ellos, la biosintesis de antibiotifesic- ticos 3-lactamicos en hongos filamentosos.
tamicos ha sido la méas estudiada a nivel bioquimico y
genético, asi como en la que se han producido los increBIOSINTESIS DE PENICILINAS Y CEFALOSPO-

mentos de produccion mas significativéspergillus RINAS
Penicilliumy Acremonium son importantes productores
de antibioticos3-lactamicos. Estructuralmente, dichos La ruta para la biosintesis de penicilinas y cefalos-

antibidticos son esencialmente péptidos modificados queporinas ha sido estudiada en profundidad durante los ulti-
tienen rutas biosintéticas muy similares. El primero de susmos afios. En ambos casos la biosintesis comienza con la
intermediarios es formado por complejos multienzimati- condensacion no ribosomal de los tres aminoacidos pre-
cos que integran mdultiples funciones cataliticas. Aunque cursores, acido lo~aminoadipico, L-cisteina y L-valina
dichas multienzimas han sido caracterizadas bioquimica ypara dar lugar al tripéptido ACV, en el segundo paso el
genéticamente, las actividades obtenidagtro han sido tripéptido anterior es ciclado para formar la isopenicilina
muy bajas, y son reconocidos como "cuellos de botella"N, que es el primer intermediario de la ruta con actividad
en las fermentaciones para la produccion de antibiéticos. antibidtica. Desde la isopenicilina N la ruta diverge para
La mayoria de los genes estructurales y algunos deformar la penicilina G por diferentes especies de
los elementos de control de la ruta de biosintesfslde- Penicilliumy Aspergillus en este caso la cadena lateral
tamas han sido ya identificados en hongos filamentosos.del a-aminoadipico es intercambiada por una cadena late-
Sin embargo, el conocimiento limitado acerca de los ral hidrofoba (Ej. 4cido fenilacético para dar la penicilina
mecanismos de regulacidon no ha permitido abordar unaG) activada como derivado de Coenzima A. En la biosin-
manipulacion mas directa. tesis de cefalosporina la cadena laterad-daminoadipico
La superproduccion de este tipo de compuestos hade la isopenicilina N es isomerizada a la forma D dando
sido abordada habitualmente por mutagénesis clasica déugar a la penicilina N. Este intermediario es primero
las cepas de produccién, un método que aunque tedioscexpandido para formar la desacetoxicefalosporina C, que
ha sido generalmente muy efectivo, y que ha sido ademéagontiene el anillo dihidrotiazinico de nueva formacion, e
el responsable de los mayores incrementos obtenidos en laidroxilado dando lugar a la desacetilcefalosporina C, que
produccién de dichos antibidticos. Una via mas racional es finalmente acetilada resultando en la formacién de
para incrementar la eficiencia de los programas de mejoracefalosporina C poAcremonium chrysogenuf(syn.
de cepas implicaria el uso de la tecnologia de ADN Cephalosporium acremoniyr{Figura 1) [1-3].
recombinante. Sin embargo, la mayoria de los experimen-
tos de incremento de dosis génica no han conducido aESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA INCREMEN-
incremento esperado en la produccion, habiéndose consefAR LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS
guido por esta via incrementos modestos. Estrategias mag-LACTAMICOS EN HONGOS FILAMENTOSOS
innovadoras, estarian basadas por un lado en la eliminaUTILIZANDO LA TECNOLOGIA DEL ADN
cion de los "cuellos de botella” ya conocidos y por otro en RECOMBINANTE
el estudio de las redes regulatorias que controlan la efi-
ciencia de las enzimas vitro, lo cual conduciria a indicar Incremento del nimero de copias de los genes
dianas para la manipulacion eficiente de las cepas. a) Incremento del numero de copias de los genes
Experimentos cuyo objetivo seré el incremento en la pro-pchC y perDE de Penicillium chrysogenum. Mediante
duccién industrial de metabolitos secundarios. Estos transformacion con un fragmen&al de 5,1kb que con-
incluyen productos ya existentes, asi como nuevos pro-tiene los genepchC y perDE deP. chrysogenun] en
ductos, originados de fermentaciones de diferentes orgada cepa Wisconsin 54-1255 de este hongo y usando la
nismos y de diferentes cepas que expresen las enzimaresistencia a fleomicina como marcador de seleccion, se
modificadas genéticamente. consiguieron aislar varios transformantes con una capaci-
De la gran cantidad de metabolitos secundarios dad incrementada para producir penicilina V en compara-
producidos por hongos filamentosos, los antibioti@os  cidn con la cepa control. Sin embargo la produccion en los
lactamicos tienen una especial importancia tanto econémi-clones individuales fue muy variable, encontrandose tam-
ca como social en diversos paises europeos, entre ellobién transformantes con capacidad reducida para producir
Espafia, con una produccidn histérica que data de casi 5@ntibidticos. Sin embargo, la produccion media de penici-
afios. Como resultado, las industrias europeas ocuparina V de 26 transformantes fue mayor en un 18% que la
posiciones de liderazgo en el mercado mundial. Liderazgoproduccién en las cepas control. Los dos mejores transfor-
gue se ha traducido en un gran esfuerzo investigadormantes producian alrededor de un 40% mas de penicilina
especialmente notorio en los Ultimos diez afos. V que el valor medio de los transformantes control. Las
Las tendencias de investigacion mas recientes, endiferencias en la concentracion de penicilina V entre
el campo de los hongos filamentosos, tienden a consideratransformantes individuales pueden ser explicadas por la
a dichos organismos como unidades bioldgicas en las quentegracién del plasmido en diferentes localizaciones cro-
para mejorar la produccion de un determinado compuestomosomales y por diferencias en el nUmero de copias entre
hay que actuar, no s6lo sobre la ruta de biosintesis de esellos [5].
compuesto, sino adicionalmente sobre otras rutas que b) Incremento del nUmero de copias del geftF
indirectamente pudieran afectar a la primera. Como seriarde A. chrysogenumLa observacion de que los genes
por ejemplo: rutas de secrecidn, transporte, regulaciénimplicados en la biosintesis de cefalosporina C estaban en
genética, etc. Convirtiéndose los hongos filamentosos enuna sola copia y que la penicilina N se acumulaba en los
factorias celulares que con las modificaciones adecuadasaldos de fermentacién sugeria que el nivel de biosintesis
pueden producir en cantidades econdémicamente significa-de cefalosporina C estaba limitado por la cantidad de
tivas cualquier compuesto para el que exista o se pued@&xpandasa/hidroxilasa presentefAnchrysogenumSe
generar una ruta biosintética en dicho hongo filamentoso. realizaron experimentos de transformacién con un vector



Rev Iberoam Micol 2000; 17: S54-S60

HN HN \‘J\ Lalina
U N Lastsina
(L-a-AA) COCH 5 CooH
f l ACV elntetasa
H
HWSH LLD-ACY
toon ° o

HNE "

ww Lo & K s
Isopsnieliina N COOH
spimemsa

H
H,N\‘l‘/\/}/ HO ’ﬁ\ CoA
COOH La-AA B-APA ]
panicRina N COOH
Fenlaceti-CoA srlimnefarnes

b= =

d) Incremento del nimero de copias del gehC
en una cepa industrial de. chrysogenum. El analisis de
transformantes con copias adicionales del getC no
resulté en un incremento en la produccion de penicilina
incluso en aquellos transformantes con niveles de isopeni-
cilina N sintasa incrementados [10]. Asimismo, en este
estudio se descubrié que las cepas de alta produccién de
P. chrysogenumincluyendo la usada en este estudio,
mostraban amplificacién de los tres genes biosintéticos
[11,12]. Asi, es muy probable que el incremento en el
namero de copias de uno de los genes no resulte en un
incremento en la produccion de penicilina. Sin embargo,
el incremento de la concentracion de los precursores
requeridos para la biosintesis (comaedminoadipico)
podria tener un efecto estimulador tanto para las biosinte-
sis de penicilinas como de cefalosporinas.

Incremento de la expresion de uno o mas genes
de la ruta, mediante el cambio de sus regiones promoto-
ras.

a) Sobreexpresion del gefG deA. chrysoge-
num bajo el promotor de distintos genes de alto nivel de

HNS s OXH

COOH Expandasa NJ:Q(
dusscatoxicefuiosporing expresion en hongos filamentosba.conversion de desa-
cetilcefalosporina C en cefalosporina C es poco eficiente

Asparglitus en la mayoria de las cepasAlechrysogenurrDicha con-
HND H version la lleva a cabo la enzima DAC-acetiltransferasa,
' mmm codificada por el gegefG. Dicho gen se expresa muy
¢ CooH pobremente en dicho hongo filamentoso en comparacion
DAG) con otros genes de la ruta de biosintesis de cefalosporina.
AcetllCoA De manera que la introduccion de copias adicionales del
b DAC acefiltrarforasa gencefG con su promotor nativo no condujo a un incre-
CoA mento significativo del nivel de transcrito del gefs.
HN-D N Debido a los resultados comentados anteriormente,
mﬁp\moﬁm se abordo la expresion del geefG a partir de los siguien-
comomomec OH tes promotores: (i) del gegid que codifica para la gli-
o ceraldehido-3-fosfato deshidrogenasaAspergillus

nidulans (ii) (gla) que codifica para la glucoamilasa de
ggg;el\ 1. Ruta biosintética de antibiéticos B-lactamicos en hongos filamen- ﬁ)s?jzrsgﬁliléljrsoglegne;s(;”)d%;dch%r?/gggcgr?&fr;;a(iﬁ)/?r?p?ljgl)ua%rga-
codifica para la isopenicilina N sintasa también de
P. chrysogenumDos transformantes obtenidos en la cepa
A. chrysogenun€10 con cada uno de los plasmidos con-
que contenia el getefEF y también el gen de resistencia teniendo los promotores mencionados, fueron analizados
a higromicina B como marcador de seleccion (se prefirié ainicialmente por su nivel de transcripcion del geiG,
la resistencia a ampicilina, debido a que esta Gltima es un@bservandose que todos ellos habian incrementado muy
B-lactamasa que podria degradar la cefalosporina C sintesignificativamente el nivel de dicho transcrito con respec-
tizada). Aproximadamente el 25% de los transformantesto a la cepa control transformada con un plasmido sin
mostraron una capacidad mejorada para producir cefalosinserto. Posteriormente en esos mismos transformantes se
porina C. En el mejor transformante, se demostré una pro-determind, mediante inmunodeteccion, el nivel de protei-
duccion mejorada en un 47% con respecto a la cepana DAC-acetiltransferasa, observandose que dicho nivel
control. Dicho transformante tiene s6lo una copia adicio- se habia incrementado significativamente en los transfor-
nal del gercefEF, que es mitdticamente estable y ademas mantes obtenidos con los plasmidos que contenian los
no se produce acumulacion de penicilina N en el caldo depromotores gpd(p) y gdh(p), lo cual se correlacionaba con
fermentacion. En estos experimentos el ADN transfor- el nivel de actividad DAC-acetiltransferasa que también
mante incluido en el vector anteriormente mencionado se habia incrementado notablemente en dichos transfor-
consistia en un fragmenBanH| de 7,2 kb, el cual desde mantes. Y finalmente se determiné la produccion de cefa-
1992 es sabido que contiene el gefs ademas delefEF losporina en medio definido de fermentacion (Figura 2).
[6,7], por tanto el incremento en la produccion final de Aquellos transformantes en los que el gefs se expreso
cefalosporina C seria debido no sélo al incremento dela partir de los promotores gdh(p) y gpd(p) producen nive-
namero de copias del geefEF, sino también al incre- les muy superiores de cefalosporina C en comparacion
mento en la dosis del geriG [8]. con la cepa control. El analisis por HPLC demostr6 que
¢) Incremento en el niumero de copias del geC ese incremento en el nivel de produccion de cefalosporina
de Acremonium chrysogenuntl analisis de varios cien- C era el reflejo de una conversion mas eficiente de DAC
tos de transformantes con copias adicionales de dicho geen CPC [13].
no demostrdé ningln incremento en los niveles de produc- b) Sobreexpresion del ggrchAB deA.nidulans
cion de cefalosporina C en comparacion con la cepa sinbajo el promotor del gealcA. En este caso el promotor
transformar. De manera que se puede concluir que el pasdel genacvA de A. nidulansse reemplazé por el promotor
biosintético codificado por el ggmchC no es limitante  del gen que codifica para la etanol deshidrogenasa de
para la produccion de cefalosporina [9]. A. nidulans(alcA). El nivel de expresiéon, como se demos-
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Figura 2. Produccion de cefalosporinas por transformantes de la cepa A. chrysogenum C10 obtenidos con plasmidos conteniendo el gen cefG bajo el control
de diferentes promotores de alto nivel de expresion en hongos filamentosos. pULgla.- Promotor del gen gla de Aspergillus niger, pULpcbC.- Promotor del gen
pcbC de Penicillium chrysogenum; pALgdh.- Promotor del gen gdh de P. chrysogenum; pULgpdS y pULgpdL.- Promotor del gen gpd de A. nidulans.

tr6 por fusiones con el gdacZ, fue mas de 100 veces quiméricos alcA(p)pnA o alcA(p)acyA en las cepas
superior que el demostrado por el promotor delamA recombinantes resulté en niveles de transcrito de los genes
en condiciones de fermentacion. El reemplazamiento delipnA y acyA 10 veces superiores a los resultantes de la
promotor fue hecho por integracion homadloga elo@ls transcripcién de los genes enddgenos correspondientes.
acVA y la produccion de penicilina en transformantes Este incremento causa un aumento de 40 veces en la acti-
monocopia se incrementd mas de 30 veces. Las fermentavidad IPNS y de 8 veces en la actividad AAT. Mas alla de
ciones que fueron llevadas a cabo con uno de los transforestos aumentos en los niveles enziméaticos, la expresion
mantes (JKEX6) y con la cepa no transformada (G191)forzada del genpnA resulté en un incremento soélo
con y sin adicion del inductor (ciclopentanona 100 mM), modesto en los niveles de penicilina producida (los cuales
demostraron que bajo condiciones de induccién, la cepafueron un 25% mayores que aquellos obtenidos con la
de sobreexpresién producia alrededor de 30 veces mésepa control). Asi, el gran incremento en la actividad
penicilina que la cepa parental. Incluso sin induccion la IPNS resulta en un leve incremento en la producciéon de
cepa con el promotor del geicA todavia produjo mas  antibiético. En contraste, niveles elevados de la actividad
penicilina que la cepa parental (ocho veces), reflejandoAAT reducen la produccion de penicilina. De este modo,
niveles de expresion elevados. Los niveles de crecimientase puede concluir que la cantidad de actividad AAT no es
de ambas cepas no mostraron grandes diferencias. Léimitante para la biosintesis de penicilina, posiblemente
expresion del promotaalcA bajo condiciones de repre- debido a la incorrecta localizacion subcelular en micro-
sion fue probada por crecimiento de los transformantescuerpos [15,16].

monocopia llevando la fusion alcAlacZ en medio con- d) Produccion de penicilinas efs. chrysogenum
teniendo o bien glucosa o bien lactosa. Cuando la glucosd.os genegpchC y perDE deP. chrysogenuniueron

esta presente en el medio a elevadas concentracionesxpresados en la cepa mutante N2Adehrysogenugpgue
(condiciones represivas), la expresion de la proteina depresenta una mutacion puntual en el geloC y carece de
fusion fue baja (<30 U/mg de proteina por ml). En las eta- actividad IPNS [17]. Como resultado los transformantes
pas tardias de la fermentacion, la proteina de fusién secrecidos en cultivos suplementados con acido fenilacético
acumula mas rapidamente pero sin alcanzar los nivelegproducen penicilina G ademas de cefalosporina. La peni-
obtenidos con cultivos crecidos en lactosa (condiciones nocilina formada fue identificada como benzilpenicilina por
represivas). La produccién de penicilina en glucosa en laestudios de HPLC y NMR. El ggrerDE deP. chrysoge-
cepa de sobreexpresion (JKEX6) y en la cepa receptoranumse expreso eA. chrysogenurformando un transcrito
(G191) fue baja en las primeras 48 h de fermentacién.de 1.15 kb. El transcrito es procesado y traducido en
Después de este tiempo, el titulo de penicilina en la cepaA. chrysogenuntesultando en la formacién de acil
JKEX6 se incremento (1,6 mg/ml a las 96 h de fermenta- CoA:isopenicilina N aciltransferasa. Cuando el gen
cién) mientras que en la cepa G191 permanecidé bajoperDE fue introducido en la cepa productora de cefalos-
(< 0,12 mg/ml). Este incremento en el titulo de penicilina porinaA. chrysogenun@W-19, el titulo total de antibi6ti-

en la cepa JKEX6 después de 48 h de fermentacion es pocos -lactamicos, comprende distintas proporciones de

tanto consecuencia de la desrepresion del proradtar penicilina y cefalosporina en diferentes transformantes,
[14]. pero en general producen el mismo nivel total de antibiéti-
c) Sobreexpresion de los genigsA y acten cospB-lactdmicos que la cepa sin transformar, aunque parte
A. nidulansbajo el promotor del gealcA. Monocopias de del intermediario isopenicilina N es dirigido hacia la pro-
estas fusiones transcripcionales fueron dirigidaeals duccion de penicilina G [18]. Las proporciones relativas

argB y se optimizaron las condiciones para permitir de bencilpenicilina y cefalosporina producidas por los
simultaneamente la induccion de alcA(p) y la biosintesis transformantes son probablemente determinadas por la
de penicilina. La induccion transcripcional de los genes afinidad por el sustrato de las dos enzimas en competi-
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cion, asi la Kk de la isopenicilina N aciltransferasa de

P. chrysogenunpor la isopenicilina N es 23 mM [19], a-CETOGLUTARATO AGETIL-CaA
mientras que la Kde la epimerasa d& chrysogenurpor inisea J,
la isopenicilina N no ha sido determinada. HOMOCITRATO
= |

Incremento de la eficiencia de la ruta por modifi- HOMOAGONITATO
cacion del flujo de precursores de la biosintesis Homoaconiais

a) Incremento depool de a-aminoadipico en Pidrtasa l
P. chrysogenunmediante interrupcion del gegs2. En HOMOISOCITRATO
P. chrysogenuntes rutas de biosintesis de lisina y penici- Homelsoctrats l
lina tienen diversos pasos en comun (Figura 3). El acido CETOADIPATO
a-aminoadipico constituye el punto de ramificacion donde Aminossputs
ambas rutas divergen; en la ruta de lisina el agidmni- -"'mm-l
noadipico es convertido eraminoadipatad-semialdehi- _ «-AMINCAQPATO
do por la enzimai-aminoadipato reductasa [20], mientras reclcia \"”";37?‘
en la ruta de biosintesis de penicilina es condensado en ¢ a2, hyas
tripéptido ACV (Figura 1). El &cida-aminoadipico tiene a-AAA-SEMIALDEHIDO a-AAA-Cya Vel
una funcién clave en la biosintesis de penicilina, ya que la E":&.?";."‘/ “””‘;:""‘“
adicién dea-aminoadipato exdgeno [21] u otras condicio-

SACAROPINA

nes que incrementen @bol de acidox-aminoadipico [22] Sacarophna ISOPENICILINAN
incrementan la biosintesis de penicilina. “"'d-w-:-/ A Actirarterssa
Seria posible incrementar mbol de a-aminoadipi-

co disponible para la biosintesis de penicilina mediante la LERELS
disrUpCién del gerlysZ que codifica para la-aminoadi- ~ «|Figura 3. Esquema de las rutas de biosintesis de penicilina y lisina en
ngrr:ﬁj%uggﬁo[zeﬂ gi'g&;la L?rzf;agrr?\eerllt% isrie(:’?]gsggy;ogla chrysbgenum. Divergencia de dichas rutas a partir del acido a-aminoadi-
pico.

bp del genlys2 fue sustituido por el gepyrG
(Figura 4A). Un fragmento lineal de 8.8 kb procedente de
dicho plasmido fue usado para transformar la cepa
P. chrysogenunWis. 54-1255pyrG. Dicho fragmento
contiene dos regiones (de 4,3 y 3 kb) homdlogas a la
region gendmica donde se encuentra ellgsh flanque-
ando el gempyrG. El cambio del gelys2 endégeno por el
fragmento que contiene el g&rs2 mutado produjo un
cambio en el patron de restriccién (Figura 4B). Como se
esperaba, en el transformante disrupcionado TD10-195, Ia\/itreo
banda de hibridacion de 8.0 kb de la cepa parental se con
virtié en una banda de 2,1 kb (Figura 4b, carril 2).

El transformante TD10-195 demostré carecer de
actividada-aminoadipato reductasa en comparacion con
la cepa parental Wis. 54-1255.

Finalmente, el mutante disrupcionado mostré nive-
les de produccion de penicilina, en medio definido de pro-
duccion con lisina 4 mM, que fueron el doble de los
observados en la cepa parental a las 96, 120,y 144 hy
aproximadamente tres veces superiores a las 168 h.
(Figura 4C) [24].

b) Expresion intracelular de la hemoglobina de

\ scilla La biosintesis de cefalosporina C incluye tres
reacciones de oxidacion. Asi el incremento de la concen-
tracién de oxigeno intracelular, por expresién del gen de
la hemoglobina de&/itreoscilla (VHb), podria llevar a
mayores titulos de cefalosporina: i) por incorporacion
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Figura 4. A. Esquema del plasmido pDL10 y del proceso de doble recombinacién que debe ocurrir para obtener transformantes disrupcionados en el gen lys2.
B. Patron de hibridacion obtenido por diversas cepas utilizando como sonda un fragmento interno al gen lys2. Carril 1. Cepa P. chrysognum Wis. 54-1255 sin
transformar; carril 2. transformante disrupcionado TD10-195 y carril 3. transformante con mdltiples copias del fragmento utilizado para la transformacion.

C. Produccion de penicilina G de la cepa sin transformar con (0) o sin (e) lisina 4 mM y del transformante TD10-195 (a).
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directa de este oxigeno a la ruta de biosintesis de cefalosateral natural de Rraminoadipil es ineficiente. Asi
porina o ii) por incremento del flujo de oxigeno hacia el Cantwellet al. [26] propusieron que una expandasa (de
aparato respiratorio, proporcionando concentracionesStreptomyce® Acremonium podria ser modificada para
internas de oxigeno mas altas, alterando el estado dexpandir la penicilina G a fenilacetil-7-ADCA, a partir del
redox interno, o funcionando como una oxidasa terminal cual la cadena lateral aromatica puede ser eliminada con
eficiente, con incremento final en el metabolismo general, una penicilina acilasa. Ultimamente se ha demostrado que
incluyendo el metabolismo secundario. la DAOC podria ser producida por transformantes de
La expresién del gen de la hemoglobina de Penicillium conteniendo los genes para la expandasa y
Vitreoscilla (VHb) en la cepa C10 da. chrysogenum epimerasa d&. clavuligerusBasado en estos experimen-
bajo el promotor del gefiR1de Trichoderma reesey tos podria ser posible producir intermediarios de cefalos-
usando el gen de resistencia a fleomicina como marcadoporinas con cadenas laterales de adipilo a partir de cepas
resultd en la obtencién de algunos transformantes condeP. chrysogenurexpresando la expandasaSleclavuli-
mayor capacidad para producir cefalosporina C que lageruso la expandasa-hidroxilasa de chrysogenum
cepa sin transformar. Diversos transformantes y cepascuando se afiade &cido adipico en el caldo de fermenta-
control fueron probadas por su crecimiento y produccion cion. Cuando el adipato fue afiadido a la cepa parental no
de cefalosporina C en medio definido de produccién. transformada, se produjo adipil-6-APA en niveles del
Usando matraces indentados, dos transformantes produje47% con respecto al nivel de penicilina V afiadiendo feno-
ron 4 g/l de cefalosporina C, lo cual representa alrededorxiacetato. Los transformantes conteniendo las construc-
de 2 veces la produccion de la cepa control. La reducciénciones con el gen de la expandasaSdelavuligerus
de la aireacidon mediante el uso de matraces lisos resultgpPenFT50) bajo el promotor de los gepelC o 3-tubu-
en menor produccion de cefalosporina en todas las cepadina (pTS-2) produjeron un 14% de 6-APA y 17% adipil-
indicando que los cultivos estaban en condiciones de oxi-7-ADCA (relativo al titulo de penicilina V producida por
geno limitante con respecto a la produccion de cefalospo-la cepa parental cuando se afiade acido fenoxiacético). Por
rina. Bajo estas condiciones, la cepa VHb produjo cinco otro lado, transformantes conteniendo las construcciones
veces mas cefalosporina C que las cepas control (3 g/l veon el gen de la expandasa hidroxilas@dehrysogenum
0,6 g/l). Estos ultimos resultados sugieren que eMitin (pPen/Ceph-1) bajo el promotor del gechC y con los
mejora la productividad del antibidtico bajo condiciones genes de la expandasa-hidroxilasa y acetil-transferasa de
de baja aireacion [25]. A. chrysogenunfpT8) ambos bajo el promotor del gen
De esta manera se puede concluir que el oxigenopchbC, también produjeron adipil-cefalosporinas.
juega un papel importante en la biosintesis de cefalospori-Transformantes con el pPen/Ceph-1 produjeron, relativo a
na C. Los pasos de ciclacion del tripéptido, expansion della penicilina V como antes, las siguientes adipil-cefalos-
anillo e hidroxilacion de la desatoxicefalosporina C porinas: 15% adipil-6-APA, 2,6% adipil-7-ADCA y 6,7%
requieren todos ellos oxigeno. Ademas la regulacion poradipil-7-ADCA y transformantes con pT8 produjeron
oxigeno podria ser mas significativa en los ultimos pasos15% adipil-6-APA, 2,1% adipil-7-ADCA, 1,4% adipil-7-
de la ruta debido a la acumulacién de penicilina N en cul- ADCA y 0,6% adipil-7-ACA.
tivos pobres en oxigeno. Es posible que el producto del Estos resultados demuestran que el adipato es
genVHDb beneficie directamente estas reacciones debido aincorporado realmente como precursor de la cadena lateral
su capacidad para proporcionar altos niveles de oxigenale la penicilina y que el resultante adipil-6-APA es efi-
intracelular. cientemente usado por la expandasa o por la expandasa-
Para determinar finalmente el efecto de la sobreex- hidroxilasa heterélogas. Sin embargo la produccion de
presion del geWHb sobre las rutas de biosintesis de anti- adipil-cefalosporinas a partir de los transformantes oscila
bioticos B-lactamicos podria ser interesante elucidar este desde niveles indetectables a muy altos niveles, probable-
efecto sobre la produccion de penicilina. mente debido a la influencia del locus de integracion, asi
¢) Produccion de intermediarios de la biosintesis puede ser interesante comercialmente aplicar tecnologias
de cefalosporina por cepas recombinante$®dehrysoge- clasicas de mejora de cepas para incrementar el titulo de
num. Las cefalosporinas tienen mayor calidad terapéuticaadipil-cefalosporinas producidas.
gue las penicilinas, sin embargo los procesos para la pro-
duccion de 7-ADCA y 7-ACA (intermediarios que son
modificados mediante la unidn de diferentes cadenas late-
rales para obtener cefalosporinas semisintéticas) son com-
plejos y costosos. Ademas la eliminacién de la cadena
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