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DESCRIPCIÓN 

Método para una expresión selectiva independiente de la fuente de carbono de secuencias que codifican una 
proteína en una célula de hongo filamentoso 

La invención se refiere a un método para una expresión selectiva independiente de la fuente de carbono de 
secuencias que codifican una proteína en la célula de hongo filamentoso, así como al uso de un promotor de ese 5 
tipo para una expresión selectiva independiente de la fuente de carbono de secuencias que codifican una proteína 
en una célula de hongo filamentoso. 

Los hongos filamentosos se usan ampliamente en procesos agrobioquímicos tales como la hidrólisis de material 
celulósico o lignocelulósico, el cual, por ejemplo, se emplea como sustrato de la biomasa en procesos que producen 
bioetanol. Además, esos hidrolizados también pueden funcionar como un sustrato para la producción de muchos 10 
compuestos orgánicos tales como el ácido láctico y, por lo tanto, una hidrólisis eficaz y controlable es una necesidad 
presente desde hace tiempo en el estado de la técnica. Como la hidrólisis depende en gran medida de la producción 
de las enzimas hidrolíticas del hongo filamentoso y los respectivos rendimientos o la concentración de las enzimas 
producidas, existe adicionalmente una necesidad experimentada desde hace tiempo de iniciar o detener la expresión 
de una enzima determinada en un momento deseado. 15 

Además, es necesario utilizar promotores fuertes, que permitan obtener un nivel suficiente de la proteína de interés 
en un momento determinado. Dentro de la técnica se usan promotores constitutivos que están descritos, por 
ejemplo, por Li et al. (Achieving efficient protein expression in Trichoderma reesei by using strong constitutive 
promoters; Microbial Cell Factories, 2012,11:84). Sin embargo, es preferible utilizar los llamados promotores 
inducibles que hacen posible iniciar o detener la transcripción del gen de interés en un momento determinado, el 20 
cual está ligado generalmente con una etapa determinada del proceso, por ejemplo, el complejo proceso de la 
hidrólisis de material lignocelulósico. Como los promotores que se originan a partir de los hongos filamentosos 
generalmente no son independientes del sustrato y, por lo tanto, es difícil realizar un control de la transcripción, 
actualmente existe solo una variedad relativamente restringida de promotores inducibles que se pueden usar, en la 
práctica, para una transcripción controlada de genes de interés en los hongos filamentosos. Si los promotores 25 
utilizados no son independientes del sustrato, los compuestos presentes en el sustrato o producidos por otras 
enzimas dentro del proceso de la hidrólisis, influirán en la transcripción de las enzimas, haciendo que sea imposible 
el control. 

Además, tales promotores no solo requieren que sean controlables, sino que también deben mostrar una eficacia 
suficiente de la expresión y también tasas de expresión adecuadas. Idealmente, la expresión debería alcanzar un 30 
nivel elevado en condiciones de inducción y se debería poder bloquear completamente en condiciones de no 
inducción. 

A continuación se describe que esas necesidades se pueden abordar mediante un método para una expresión 
selectiva independiente de la fuente de carbono de secuencias que codifican una proteína en una célula de hongo 
filamentoso que comprende las etapas de  35 

a) introducir un promotor de 1550 pares de bases (pb) de longitud que comprende el patrón de secuencia 
X1X2X3X4tX5X6tcX7X8, en donde X1 es g, t o c, X2 es a, g, t o c, X3 es c o t, X4 es c o t, X5 es g, a, c o t, X6 es c o 
t, X7 es c o a, X8 es c o t, en la célula de hongo filamentoso; 

b) poner en contacto la célula de hongo filamentoso que contiene el promotor con un medio de crecimiento; 

c) añadir al menos un ácido orgánico al medio de crecimiento. 40 

En particular, los inventores de la presente invención han descubierto ahora sorprendentemente que esas 
necesidades se pueden abordar mediante un método para el inicio selectivo de la expresión de una secuencia que 
codifica una proteína, que es independiente de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento de un hongo 
filamentoso, en una célula fúngica filamentosa, que comprende las etapas de  

a) introducir un promotor de SEQ ID NO: 3 en la célula de hongo filamentoso; 45 

b) poner en contacto la célula de hongo filamentoso que contiene el promotor con un medio de crecimiento; 

c) añadir al menos un ácido orgánico al medio de crecimiento para iniciar la transcripción de la secuencia que 
codifica la proteína. 

La expresión "expresión independiente de la fuente de carbono" se debe entender como cualquier expresión de una 
secuencia que codifica una proteína que se inicia mediante un compuesto o sustancia que no está contenido dentro 50 
de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento del hongo filamentoso (medio de crecimiento) o que está 
contenido dentro de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento del hongo filamentoso (medio de crecimiento) 
pero con una concentración que es al menos dos órdenes de magnitud inferior que la fuente de carbono. 

El término "expresión" se debe entender como el proceso mediante el cual la información de un gen (en de la 
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presente solicitud, "la secuencia que codifica la proteína") se utiliza en la síntesis de un producto génico funcional, es 
decir, las proteínas. El proceso de expresión génica es utilizado por todos los organismos eucariotas vivos conocidos 
(incluidos los organismos multicelulares), procariotas (bacterias y arqueas), y los virus lo utilizan para generar la 
maquinaria macromolecular para existir. 

Dentro del alcance de la presente invención, la expresión "expresión independiente de la fuente de carbono" se usa 5 
particularmente para cualquier expresión de una proteína que no se inicia mediante los compuestos del sustrato 
respectivo utilizado para el crecimiento de la célula de hongo filamentoso o que es independiente de los mismos, 
pero que tampoco se inicia mediante cualquier compuesto que aparece durante el proceso de crecimiento o es 
independiente del mismo, por ejemplo, productos intermedios del proceso de hidrólisis. Por lo tanto, tal y como se 
define en la etapa b) del método de la invención, se añade al menos un ácido orgánico al medio de crecimiento con 10 
el fin de iniciar la transcripción de la secuencia que codifica la proteína. 

En una realización particularmente preferida, el ácido orgánico se selecciona a partir del grupo que consiste en ácido 
ascórbico, ácido fólico, ácido fumárico, ácido málico, ácido malónico, ácido pantoténico, ácido ftálico, ácido quínico, 
ácido succínico, ácido tereftálico o derivados de los mismos y sus mezclas. En la presente invención, se prefiere 
particularmente el ácido pantoténico. 15 

La expresión "secuencia que codifica una proteína" se debe entender como que pertenece a cualquier secuencia 
que codifica una proteína conocida por un experto en la materia. En una realización particularmente preferida, la 
proteína es una proteína heteróloga. En una realización preferida adicional, la proteína es una proteína heteróloga 
procedente de un microorganismo bacteriano o una levadura. En una realización adicional particularmente preferida, 
la secuencia que codifica la proteína es una secuencia que codifica una enzima de un factor de transcripción. En el 20 
caso de que la secuencia que codifica la proteína sea una secuencia que codifica una enzima, la secuencia se 
selecciona preferiblemente a partir de esterasas, hidrolasas, liasas, oxidasas, recombinasas y transferasas. 

En la presente invención, la expresión "célula de hongo filamentoso" se debe entender como cualquier célula 
procedente de cualquier hongo filamentoso existente en la naturaleza y/o conocida por un experto en la materia. La 
expresión también comprende cualquier célula de hongo filamentoso de origen natural o de tipo silvestre o 25 
modificada genéticamente. En una realización preferida, la célula de hongo filamentoso se selecciona a partir del 
grupo que consiste en Acremonium, Aspergillus, Chaetomium, Fusarium, Humicola, Irpex, Magnaporte, 
Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, Rhizopus, Talaromyces, Trichoderma y Trametes, en donde Trichoderma 
se prefiere particularmente. 

El promotor descrito tiene, por ejemplo, 1550 pares de bases (pb) de longitud y comprende un patrón de secuencia 30 
de X1X2X3X4tX5X6tcX7X8 en donde X1 es g, t o c, X2 es a, g, t o c, X3 es c o t, X4 es c o t, X5 es g, a, c o t, X6 es c o t, 
X7 es c o a, X8 es c o t. En una realización preferida, las siguientes posiciones se seleccionan preferiblemente del 
modo siguiente: X1 es c, X2 es c, X3 es t, X4 es c, X5 es a o c, X6 es t o c, X7 es a o c, X8 es c. En una realización 
particularmente preferida X5 es c, X6 es x y X7 es c. 

En otra realización preferida, el promotor comprende una o varias de las siguientes pb  35 

pb aguas arriba de la A en el codón de inicio base 
1 C 

4 C 
204 A 
226 G 

285 C 
297 G 

433 T 
478 C 
650 C 

662 C 
738 T 

851 A 
897 G 
899 C 

1010 T 
1013 C 

1110 G 
1151 G 

1185 C 
1261 C 
1262 T 

1265 T 
1287 T 
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pb aguas arriba de la A en el codón de inicio base 

1292 A 
1488 G 
1489 A 

 

En una realización adicional más preferida, el promotor comprende una o varias de las siguientes pb:  

pb aguas arriba de la A en el codón de inicio base 
1 C 
3 A 

4 C 
6 T 

8 T 
12 A 
14 C 

15 C 
16 T 

33 A 
34 C 
35 T 

36 A 
37 C 

39 A 
40 C 
42 A 

45 C 
53 T 

54 C 
56 C 

58 A 
61 T 
62 T 

64 T 
68 C 

69 A 
71 C 
73 T 

75 C 
77 G 

81 A 
82 G 
85 A 

87 A 
88 T 

90 A 
91 G 

92 A 
94 A 
95 A 

96 C 
170 C 

172 C 
173 C 
175 C 

177 A 
178 C 

179 T 
180 A 
181 C 

184 C 
190 G 

195 C 
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pb aguas arriba de la A en el codón de inicio base 

197 T 
198 T 
204 A 

205 C 
207 G 

209 C 
210 A 

212 G 
213 T 
214 T 

216 G 
217 T 

218 C 
219 A 
220 C 

221 G 
223 C 

226 G 
285 C 
289 A 

290 G 
293 A 

296 G 
297 G 
298 T 

299 C 
300 G 

301 A 
303 G 

383 A 
384 T 
386 G 

389 C 
391 A 

392 G 
393 T 
394 C 

395 C 
399 G 

401 A 
402 A 
421 G 

422 A 
423 G 

424 G 
425 C 
428 A 

431 C 
433 T 

435 G 
436 G 

437 C 
454 C 
455 G 

456 A 
460 C 

461 T 
462 T 
463 C 

472 A 
473 A 

476 G 
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pb aguas arriba de la A en el codón de inicio base 

478 C 
479 T 
481 C 

482 G 
483 A 

484 A 
489 G 

490 A 
491 G 
493 G 

495 G 
497 C 

498 T 
499 C 
502 T 

504 C 
505 A 

506 G 
507 C 
589 G 

590 C 
591 A 

594 A 
595 A 
597 G 

598 A 
600 C 

601 A 
602 C 

603 T 
604 A 
605 C 

606 T 
607 G 

628 A 
629 G 
632 T 

633 A 
634 A 

635 A 
636 A 
637 G 

639 A 
649 C 

650 C 
651 T 
652 T 

655 A 
658 G 

662 C 
663 C 

668 G 
669 T 
670 A 

674 G 
675 G 

676 G 
677 A 
682 G 

684 G 
685 A 

686 G 
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pb aguas arriba de la A en el codón de inicio base 

687 G 
688 A 
693 T 

694 A 
696 A 

697 G 
736 G 

737 C 
738 T 
739 A 

742 A 
743 G 

744 A 
745 T 
746 G 

747 G 
748 T 

749 G 
750 T 
752 G 

753 A 
754 A 

755 T 
757 G 
759 A 

776 T 
780 G 

782 T 
784 A 

785 T 
786 C 
787 G 

804 T 
805 A 

806 G 
810 G 
811 G 

813 G 
816 T 

817 T 
819 G 
821 G 

822 G 
845 G 

847 G 
848 C 
850 G 

851 A 
853 T 

854 A 
856 G 

857 G 
860 A 
869 G 

870 T 
871 T 

872 A 
874 A 
875 A 

879 G 
880 T 

886 C 
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pb aguas arriba de la A en el codón de inicio base 

888 G 
889 C 
890 G 

892 G 
897 G 

898 T 
899 C 

900 T 
920 A 
922 G 

923 G 
925 G 

926 G 
928 G 
929 T 

931 C 
932 C 

941 G 
942 G 
943 C 

945 A 
946 G 

948 G 
969 G 
970 A 

971 A 
972 C 

1002 G 
1004 C 

1005 T 
1006 T 
1009 T 

1010 T 
1013 C 

1016 G 
1017 G 
1064 G 

1065 G 
1066 C 

1067 C 
1068 G 
1069 T 

1071 A 
1073 T 

1077 C 
1082 A 
1084 A 

1085 T 
1087 A 

1089 C 
1091 G 

1092 C 
1096 G 
1102 A 

1104 C 
1106 A 

1108 C 
1110 G 
1112 C 

1148 T 
1149 A 

1150 C 
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pb aguas arriba de la A en el codón de inicio base 

1151 G 
1152 G 
1153 C 

1154 G 
1156 G 

1157 A 
1158 C 

1159 A 
1161 A 
1164 T 

1168 A 
1169 C 

1170 C 
1172 T 
1173 A 

1174 C 
1177 A 

1182 G 
1183 A 
1185 C 

1186 A 
1188 C 

1189 T 
1191 C 
1196 G 

1198 T 
1199 A 

1200 A 
1245 G 

1246 C 
1249 C 
1250 A 

1251 C 
1252 A 

1253 C 
1256 C 
1259 C 

1261 C 
1262 T 

1265 T 
1266 C 
1267 T 

1268 C 
1269 C 

1271 C 
1274 C 
1277 A 

1284 C 
1285 A 

1286 G 
1287 T 

1292 A 
1297 A 
1298 G 

1299 T 
1302 G 

1303 T 
1305 T 
1320 G 

1323 A 
1324 A 

1325 G 
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pb aguas arriba de la A en el codón de inicio base 

1326 A 
1329 G 
1330 T 

1334 T 
1336 C 

1337 C 
1340 G 

1341 A 
1346 T 
1348 G 

1355 C 
1356 T 

1357 A 
1358 C 
1359 A 

1360 T 
1361 C 

1362 G 
1363 T 
1365 G 

1368 C 
1375 A 

1378 T 
1381 T 
1384 A 

1385 G 
1386 G 

1387 T 
1421 T 

1422 G 
1423 A 
1425 T 

1428 G 
1429 A 

1470 A 
1471 C 
1472 T 

1473 A 
1476 G 

1477 A 
1480 G 
1482 T 

1483 G 
1486 G 

1488 G 
1489 A 
1544 G 

1545 G 
1546 A 

1547 A 
1549 T 

1550 T 
 

Un promotor de ese tipo se selecciona a partir del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 
4 y SEQ ID NO: 5. El promotor de la presente invención es un promotor de SEQ ID NO: 3. 

Después de la introducción del promotor respectivo en la célula de hongo filamentoso, la célula de hongo 
filamentoso se pone en contacto con un medio de crecimiento de acuerdo con la etapa b) del método inventivo. La 5 
"puesta en contacto" se puede llevar a cabo con cualquier método conocido por un experto en la materia que sea 
adecuado para los fines inventivos. En una realización preferida, la célula de hongo filamentoso se añade a un 
medio de crecimiento. El medio de crecimiento comprende preferiblemente celulosa, lignocelulosa y/o glucosa como 
fuente de carbono. Un ejemplo de un medio de crecimiento preferido es el medio Mandels-Andreotti. 
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De acuerdo con la etapa c) del método de la presente invención, al menos un ácido orgánico se añade al medio de 
crecimiento. La "adición" según la etapa c) se puede llevar a cabo mediante cualquier método conocido por un 
experto en la materia que sea adecuado para los fines inventivos. El al menos un ácido orgánico se añade 
preferiblemente en una cantidad de 0,1 a 500 mM, preferiblemente de 1 a 75 mM y particularmente preferida de 5 a 
50 mM. En el caso de que se elija Trichoderma reesei como célula fúngica filamentosa, el al menos un ácido 5 
orgánico se añade en una cantidad de 1 a 50 mM, preferiblemente de 5 a 15 mM en el caso de que se use ácido 
pantoténico y en el caso de que se use ácido quínico, se añade el ácido quínico en una cantidad de 10 a 500 mM, 
preferiblemente de 50 a 150 mM. 

En una realización preferida adicional, el promotor se introduce en la célula de hongo filamentoso dentro de un 
vector. En la presente invención, el término "vector" se usa para definir cualquier vehículo que funciona para 10 
administrar de manera estable la secuencia de promotor fusionada con un gen informador a la célula de hongo 
filamentoso. Los vectores preferidos tienen la capacidad de replicarse por sí mismos y transformarse en la célula 
fúngica filamentosa y preferiblemente también incluyen una porción detectable. Los vectores preferidos son, por 
ejemplo, un plásmido que también se puede linearizar o digerir antes de la transformación. 

La introducción del promotor en la célula de hongo filamentoso se lleva a cabo de acuerdo con cualquier método 15 
conocido por un experto en la materia que sea adecuado para los fines inventivos. Un método de ese tipo se 
describe, por ejemplo, en Penttilä et al. (1987) Gene 61: 155-164 o Gruber et al. (1990) Curr Genet 18: 71-76. 

En un aspecto adicional, la presente invención también se dirige al uso de un promotor tal y como se ha definido 
anteriormente para una expresión selectiva, independiente de la fuente de carbono, de secuencias que codifican una 
proteína en una célula de hongo filamentoso. 20 

Figuras y ejemplos 

La presente invención se describe ahora mediante las siguientes figuras y ejemplos. Por lo tanto, se enfatiza que las 
figuras y los ejemplos no limitan el alcance de la invención y las reivindicaciones, sino que simplemente constituyen 
una ilustración adicional de la invención, los fines inventivos y los beneficios logrados por el método inventivo. 

Leyendas de las Figuras: 25 

Figura 1: Muestra los resultados del ensayo con beta glucosidasa (BGL) del material sobrenadante en el medio 1. 
Las barras blancas indican la actividad sin adición de ácido pantoténico como inductor, las barras 
sombreadas indican la actividad con ácido pantoténico añadido a los cultivos respectivos. Eje y: 
Unidades de actividad (UA) calculadas como se describe en el ejemplo 1. 

Figura 2: Muestra los resultados del ensayo con beta glucosidasa (BGL) del material sobrenadante en el medio 2. 30 
Las barras blancas indican la actividad sin adición de ácido pantoténico como inductor, las barras 
sombreadas indican la actividad con ácido pantoténico añadido a los cultivos respectivos. Eje y: 
Unidades de actividad (UA) calculadas como se describe en el ejemplo 1. 

Ejemplo 1: 

General 35 

Los ejemplos muestran el rendimiento de 4 promotores diferentes, incluyendo el promotor reivindicado de SEQ ID 
NO: 3 en cepas de Trichoderma reesei cultivadas sobre dos medios diferentes con beta glucosidasa (SEQ ID NO: 6) 
como secuencia que codifica una proteína, en comparación con el rendimiento de la cepa respectiva de Trichoderma 
reesei sin el promotor. 

Construcción de los vectores de expresión. 40 

Se emplearon métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica y descritos, por ejemplo, por 
Sambrook y Russel (Molecular Cloning - A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York) o por 
Jansohn et al. (Gentechnische Methoden, Elsevier, München) para una electroforesis en gel de agarosa del ADN, 
purificación del ADN, transformación de Escherichia coli, propagación y purificación de los plásmidos, amplificación 
de fragmentos del ADN mediante una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y aislamiento del ADN genómico 45 
a partir de Trichoderma reesei. Una clonación independiente de la ligación (LIC) se realizó esencialmente según lo 
descrito por Aslanidis y de Jong (1990, Nucleic Acid Res. 18 (20), 6069). 

El promotor 1 (SEQ ID NO: 1) se amplificó mediante PCR usando ADN genómico procedente de Trichoderma reesei 
como molde, los cebadores 1fw (5'-ACTCCATCACTACTGCTTACTATTCTCAAAGGGCCGTTTAC-3’) y 1rv (5'-
CCAACTTCCTATACATGTTCGAGGCGTCTCCGCTAATG-3') y la polimerasa de fusión de Thermo Fisher Scientific, 50 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridación: 72ºC, tiempo de elongación: 45 s). El 
amplicón se purificó utilizando el kit de purificación Wizard para PCR de Promega. 

El promotor 2 (SEQ ID NO: 2) se amplificó mediante una PCR usando ADN genómico procedente de Trichoderma 
reesei como molde, los cebadores 2fw (5’-ACTCCATCACTACTGATTGCAGACACTTGGACTTG-3’) y 2rv (5’-
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CCAACTTCCTATACATGCTTGAAGGAGTGAAGTAGATAGG-3') y la polimerasa de fusión de Thermo Fisher 
Scientific de acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridación: 60,9°C, tiempo de elongación: 
25 s). El amplicón se purificó utilizando el kit de purificación Wizard para PCR de Promega. 

El promotor 3 (SEQ ID NO: 3) de la presente invención se amplificó mediante una PCR usando ADN genómico 
procedente de Trichoderma reesei como molde, los cebadores 3fw (5'-5 
ACTCCATCACTACTGCAGAACCGTGCCATTTTC-3’) y 3rv (5'-
CCAACTTCCTATACATGGTGCATATCATGGGATGAG-3') y la polimerasa de fusión de Thermo Fisher Scientific de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridación: 65,9°C, tiempo de elongación: 50 s). El 
amplicón se purificó utilizando el kit de purificación Wizard para PCR de Promega. 

El promotor 4 (SEQ ID NO: 4) se amplificó mediante PCR usando ADN genómico procedente de Trichoderma reesei 10 
como molde, los cebadores 4fw (5'-ACTCCATCACTACTGCTTGAAGGAGTGAAGTAGATAGG-3’) y 4rv (5'-
CCAACTTCCTATACATGATTGCAGACACTTGGACTTG-3') y la polimerasa de fusión de Thermo Fisher Scientific de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridación: 60,9°C, tiempo de elongación: 25 s). El 
amplicón se purificó utilizando el kit de purificación Wizard para PCR de Promega. 

El promotor 5 (SEQ ID NO: 5) se amplificó mediante PCR usando ADN genómico procedente de Trichoderma reesei 15 
como molde, los cebadores 5fw (5’-ACTCCATCACTACTGCCAAATCGGGCAGAG-3’) y 5rv (5’-
CCAACTTCCTATACATGCTTGTGCTGCCAAGGTGAGAG-3') y la polimerasa de fusión de Thermo Fisher Scientific 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridación: 67,4°C, tiempo de elongación: 45 s). El 
amplicón se purificó utilizando el kit de purificación Wizard para PCR de Promega. 

El plásmido pPromotorTest (SEQ ID NO: 7) se digirió con Acul (de New England Biolabs) de acuerdo con las 20 
instrucciones del fabricante y se purificó utilizando el kit de purificación Wizard para PCR de Promega. 

Los promotores 1 a 5 (amplificados mediante PCR como se ha descrito anteriormente) se fusionaron con 
pPromotorTest linealizado usando una clonación independiente de la ligación (LIC). El vector linealizado se trató con 
ADN polimerasa de T4 en presencia de dGTP. Los promotores amplificados se trataron con ADN polimerasa de T4 
en presencia de dCTP. El vector y los promotores tratados con ADN polimerasa de T4 se mezclaron y se aparearon 25 
como se ha descrito en Ref. Los ensayos se transformaron a continuación en células XL1-Blue de Escherichia coli, 
químicamente competentes, extendidas sobre placas de agar LB que contenían 100 mg·l-1 de ampicilina (LB-Amp) y 
se incubaron a 37°C durante 24 h. Las colonias se recogieron de las placas de agar usando palillos de dientes, se 
transfirieron a un medio líquido de LB-Amp y se incubaron a 37°C durante 24 h con agitación (250 RPM). El ADN 
plasmídico se aisló y se verificó la integración del inserto mediante PCR, usando los cebadores Testfw (5’-30 
GAGCAATGTGGGACTTTGATG-3’) y Testrv (5’-GCCCAATCTTGGGATGCTAC-3') y la mezcla maestra GoTaq 
Green de Promega de acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridación: 60°C, tiempo de 
elongación: 2 min 45 s). Los plásmidos que proporcionaban la banda esperada (Promotor 1: 2,5 kb, Promotor 2: 1,8 
kb, Promotor 3: 2,7 kb, Promotor 4: 1,8 kb, Promotor 5: 2,6 kb, vector vacío: 1,1 kb), se verificaron mediante una 
secuenciación y se denominaron pPTest-1 a -5 respectivamente. 35 

Transformación de los vectores Test del promotor en Trichoderma reesei 

Los vectores pPTest-1 a -5 se digirieron con Sbfl (de New England Biolabs) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. Rut C-30 de Trichoderma reesei (CBS 820.91) se transformó con los vectores digeridos, esencialmente 
como se describe en Penttilä et al. (1987) Gene 61: 155-164 o Gruber et al. (1990) Curr Genet 18: 71-76. Los 
transformantes se seleccionaron sobre placas de agar con dextrosa de patata que contenían 250 mg·l-1 de 40 
higromicina y sorbitol 1 M y se purificaron mediante singularización. El material de reserva de conidios de las cepas 
purificadas se preparó cultivándolo sobre placas de agar con dextrosa de patata a 30°C hasta que las placas se 
cubrieron con esporas. Los conidios se recogieron con una solución de cloruro de sodio estéril (0,9 g·l-1)-Triton X-
100 (0,01 mg·l-1), se ajustaron a una DO600 = 10, se complementaron con 50 g·l-1 de glicerol y se almacenaron a -
80°C. 45 

El ADN genómico se aisló a partir del micelio de las cepas. Las regiones promotoras recombinantes se amplificaron 
mediante PCR utilizando los ADNs genómicos como moldes, cebador intfw (5'-GCACAACCGCATGATATAGGG-3’) 
e intrv (5’-CCCAATCTTGGGATGCTACC-3') y la polimerasa de fusión de Thermo Fisher Scientific de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridación: 65,7°C, tiempo de elongación: 1 min 35 s). Los 
amplicones se purificaron usando el kit de purificación Wizard para PCR de Promega y se secuenciaron. 50 

Las cepas que contenían el vector pPTest-1 se denominaron PT1-1 a -3. 

Las cepas que contenían el vector pPTest-2 se denominaron PT2-1 a -3. 

Las cepas que contenían el vector pPTest-3 se denominaron PT3-1 a -3. 

Las cepas que contenían el vector pPTest-4 se denominaron PT4-1 a -3. 

Las cepas que contenían el vector pPTest-5 se denominaron PT5-1 a -3. 55 
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Crecimiento de las cepas informadoras en matraces de agitación 

Las cepas se cultivaron en matraces de agitación en dos medios:  

El Medio 1 contiene (mg·l-1): 1,4 de (NH4)2SO4, 2,0 de KH2PO4, 0,3 de MgSO4 * 7 H2O, 0,3 de CaCl2 * 2 
H2O, 10,2 de ftalato de potasio, 0,005 de FeSO4 * 7 H2O, 0,0016 de MnSO4 * H2O, 0,0014 de ZnSO4 * 7 
H2O, 0,001 de CuSO4 * 5 H2O, 20 de Avicel (= celulosa microcristalina) y 5 de residuo molido procedente de 5 
soja extraída. El medio se ajustó a pH 5 con HCl o NaOH. 

El Medio 2 contiene (mg·l-1): 2,8 de (NH4)2SO4, 2,0 de KH2PO4, 0,3 de MgSO4 * 7 H2O, 0,3 de CaCl2 * 2 
H2O, 10,2 de ftalato de potasio, 0,02 de FeSO4 * 7 H2O, 0,0064 de MnSO4 * H2O, 0,0056 de ZnSO4 * 7 H2O, 
0,0004 de CuSO4 * 5 H2O, 10 de glucosa y 0,5 de extracto de levadura. El medio se ajustó a pH 5,5 con HCl o 
NaOH. 10 

Se distribuyeron 15 ml de los medios en matraces de agitación Erlenmeyer de 50 ml bajo una campana estéril y los 
matraces se cerraron con tapones de gomaespuma. Las reservas de conidios de los transformantes y de la cepa Rut 
C-30 se descongelaron y se pipetearon 75 µl de las suspensiones de conidios en los matraces Erlenmeyer con los 
medios bajo una campana estéril. Se inocularon seis matraces por cepa y por medio. Los matraces se incubaron a 
30°C con agitación (250 RPM) durante 6 días (Medio 1) o 3 días (Medio 2). Para someter a ensayo la inducción de 15 
los promotores, se añadió ácido pantoténico 10 mM a tres matraces por cepa y por medio después de 48 h (Medio 
1) o 24 h (Medio 2). 

Los cultivos se vertieron en tubos de 15 ml, se centrifugaron (3220 x g, 4°C, 15 min), el material sobrenadante se 
transfirió a tubos nuevos y se almacenó a 4°C. 

Análisis de la actividad beta-glucosidasa en el material sobrenadante del cultivo 20 

Ya que se emplea una beta-glucosidasa (BGL) como gen indicador para someter a ensayo la actividad del promotor, 
se midió la actividad BGL en el material sobrenadante de los cultivos para determinar la actividad de los promotores 
integrados en las cepas respectivas. Para medir la actividad, el material sobrenadante se diluyó primero en tampón 
de acetato (50 mM; pH 5,0), si era necesario. Se mezclaron 50 µl de las muestras con 50 µl de p-nitrofenol-beta-D-
glucopiranósido 2 mM (disuelto en tampón acetato) y se incubaron a 60°C durante 30 min. A continuación se 25 
añadieron 100 µl de Na2CO3 1 M (disueltos en agua) y se midió la absorción a 405 nm, usando un 
espectrofotómetro. Las unidades de actividad (UA) se calcularon multiplicando los valores de la absorbancia (A405) 
y la dilución. 

Los resultados se muestran en las Figuras 1 y 2. 

Se puede observar a partir de las figuras y los ejemplos que el promotor de SEQ ID NO: 3 que comprende el patrón 30 
de la secuencia de la invención satisface los beneficios reivindicados y conduce a una expresión significativamente 
mejorada de la proteína de interés en condiciones de inducción. 
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Lista de secuencias 
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Lista de secuencias 

<110> Clariant International Ltd 

<120> Método para una expresión selectiva independiente de la fuente de carbono de secuencias que codifican una 
proteína en una célula de hongo filamentoso 5 

<130> R6488 

<160> 7 

<170> BiSSAP 1.3.6 

<210> 1 
<211> 1379 10 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
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<400> 1  

 
 

 

<210> 2 5 
<211> 728 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 

<400> 2  
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<210> 3 
<211> 1568 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 5 

<400> 3  
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<210> 4 
<211> 728 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 5 

<400> 4  

 
 

 

<210> 5 10 
<211> 1466 
<212> ADN 
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<213> Trichoderma reesei 

<400> 5  

 
 

 5 

<210> 6 
<211> 2613 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 10 
<223> BGL procedente de Talaromyces emersonii con el péptido señal TrCBH1 y el marcador 6xHis 

<400> 6  
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<210> 7 
<211> 12030 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 

<220> 
<223> plásmido del promotor Test  

<400> 7  

 
 10 
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REIVINDICACIONES 

1. Método para una iniciación selectiva de la expresión de una secuencia que codifica una proteína, que es 
independiente de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento de un hongo filamentoso, en una célula de hongo 
filamentoso que comprende las etapas  

a) introducir un promotor de SEQ ID NO: 3 en la célula de hongo filamentoso; 5 

b) poner en contacto la célula de hongo filamentoso que contiene el promotor con un medio de crecimiento; 

c) añadir al menos un ácido orgánico al medio de crecimiento para iniciar la transcripción de la secuencia que 
codifica la proteína. 

2. Método según la reivindicación 1, en el que la proteína es una proteína heteróloga. 

3. Método según la reivindicación 1 o 2, en el que el hongo filamentoso se selecciona a partir del grupo de 10 
Acremonium, Aspergillus, Chaetomium, Fusarium, Humicola, Irpex, Magnaporte, Myceliophthora, Neurospora, 
Penicillium, Rhizopus, Talaromyces, Trichoderma y Trametes. 

4. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ácido orgánico se selecciona a partir 
de ácido ascórbico, ácido fólico, ácido fumárico, ácido málico, ácido malónico, ácido pantoténico, ácido ftálico, ácido 
quínico, ácido succínico, ácido tereftálico o derivados de los mismos. 15 

5. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la secuencia que codifica una proteína es 
una secuencia que codifica una enzima o un factor de transcripción. 

6. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la secuencia que codifica una enzima se 
selecciona a partir del grupo que consiste en esterasas, hidrolasas, liasas, oxidasas, recombinasas, transferasas. 

7. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el promotor se introduce dentro de un 20 
vector. 

8. Uso de un promotor como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones precedentes para una expresión 
selectiva, independiente de la fuente de carbono, de secuencias que codifican una proteína en una célula de hongo 
filamentoso. 

25 
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