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Historia del articulo: La celulosa es la fuente de carbono renovable mas abundante de la Tierra. Sin embargo, la estructura
Recibido el 29 de enero de 2013 de este polimero constituye una barrera fisica y quimica para acceder al carbono, lo que ha limitado

Aceptado el 23 de octubre de 2013 el aprovechamiento del mismo. En la naturaleza, un pequefio porcentaje de microorganismos pueden
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degradarla a través de la expresion de celulasas. Dentro de estos microorganismos, uno de los grupos
mas activos y eficientes son los hongos filamentosos. Esta revision describe las similitudes y diferencias
de los mecanismos de accién de las celulasas y los mecanismos de regulacién de su expresién para
3 de los modelos de hongos filamentosos celuloliticos mas estudiados: Trichoderma reesei, Aspergillus
niger y Aspergillus nidulans, y para un modelo recientemente descrito, Neurospora crassa. Se encontrd
que los mecanismos de accién enzimatica son muy similares en todos los modelos estudiados, no asi los
mecanismos de regulacién génica. Entender las particularidades de cada sistema es fundamental en el
desarrollo de estrategias para la mejora de la produccién de celulasas, ya sea proporcionando el ambiente
6ptimo (condiciones de fermentacién) o aumentando la expresién en estos microorganismos mediante

ingenieria genética.
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reservados.
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Mechanisms and regulation of enzymatic hydrolysis of cellulose in filamentous
fungi: Classical cases and new models

ABSTRACT

Cellulose is the most abundant renewable carbon source on earth. However, this polymer structure com-
prises a physical and chemical barrier for carbon access, which has limited its exploitation. In nature,
only a few percentage of microorganisms may degrade this polymer by cellulase expression. Filamentous
fungi are one of the most active and efficient groups among these microorganisms. This review describes
similarities and differences between cellulase activity mechanisms and regulatory mechanisms contro-
lling gene expression for 3 of the most studied cellulolytic filamentous fungi models: Trichoderma reesei,
Aspergillus niger and Aspergillus nidulans, and the recently described model Neurospora crassa. Unlike
gene expression mechanisms, it was found that enzymatic activity mechanisms are similar for all the
studied models. Understanding the distinctive elements of each system is essential for the development
of strategies for the improvement of cellulase production, either by providing the optimum environment
(fermentation conditions) or increasing gene expression in these microorganisms by genetic engineering.

© 2013 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

La celulosa es la fuente de carbono renovable mas abun-
dante de la Tierra. Es sintetizada en su mayoria por las plantas a
través de la fotosintesis, con una tasa de produccién anual de
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7,2 x 101 toneladas®'. Sin embargo, este carbono no esta dispo-
nible facilmente. Se ha estimado que a pH neutro y en ausencia
de enzimas la vida media de la celulosa es de millones de afios’?,
indicando que la hidrélisis enzimatica es clave en la degradacién
de este polimero. Aunque se ha reportado que algunos insectos,
moluscos, nematodos y protozoos pueden producir celulasas, los
microorganismos son los mayores productores de estas enzimas’2.
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Se ha encontrado actividad celulolitica en una gran variedad de
bacterias y hongos. Sin embargo, no todos son capaces de solubili-
zar la celulosa completamente®. Los hongos son reconocidos como
agentes de descomposicién de la materia organica en general y de
la celulosa en particular, para lo cual producen una gran variedad
de enzimas hidroliticas esenciales para soportar su crecimiento, ya
sea como saproéfitos o como patdgenos?. La actividad celulolitica
estd ampliamente distribuida en el reino Fungi; se ha reportado
en hongos anaerobios de los géneros Neocallimastix, Piromyces,
Caecomyces, Orpinomyces y Anaeromyces, y en hongos aerobios de
los géneros Bulgaria, Chaetomium, Helotium, Neurospora, Coriolus,
Phanerochaete, Pleurotus, Trameres, Poria, Schizophyllum, Serpula,
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Myrothecium, Pae-
cilomyces, Penicillium y Trichoderma®>5>. Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que los hongos pertenecientes al Phylum
Ascomycota dominan, tanto en abundancia como en actividad, la
comunidad microbiana responsable de la descomposicién de resi-
duos celulésicos’?.

La conversién de la biomasa celuldsica en azdcares fermen-
tables a través de la hidrélisis enzimatica ha sido un campo de
investigacion y desarrollo muy amplio. Las celulasas flingicas se
comercializan desde hace mas de 30 afios y han demostrado su
potencial biotecnolégico en varias industrias, entre las que se inclu-
yen la de alimentos, cervecera y vinicola, la agricola, papelera y
textil, y la de detergentes®>. Sin embargo, el alto coste de pro-
duccién de estas enzimas y su baja eficiencia han limitado las
aplicaciones industriales; es el caso de la produccién de etanol
a partir de celulosa, donde la hidrélisis enzimatica sigue siendo
una de las mayores dificultades, tanto en lo técnico como en lo
econémico?’. Es por ello que la industria demanda enzimas mas
estables, mas activas y mas econémicas. Para dar respuesta a estos
requerimientos es necesario entender, entre otras cosas, los meca-
nismos de accién de estas enzimas, asi como la regulacion de su
expresién en microorganismos celuloliticos. Dentro de este con-
texto, el presente trabajo de revision se centra en los mecanismos
de accién enzimatica, los genes involucrados y los mecanismos de
regulacidon génica para 3 de los modelos de hongos celuloliticos
mas estudiados: Trichoderma reesei, Aspergillus niger y Aspergillus
nidulans, y para un modelo recientemente descrito, Neurospora
crassa.

Estructura de la celulosa

La celulosa es un polisacarido sintetizado en gran cantidad por
las plantas, constituye entre el 35 y el 50% del peso seco de estas>>,
y también es sintetizado por bacterias y una variedad amplia de
algas®7. Esta constituida por moléculas de D-glucosa unidas por
enlaces glucosidicos -1,4, y se requieren 8 unidades monoméri-
cas de glucosa para formar un producto insoluble. Dependiendo
de la fuente, puede tener entre 8.000 y 15.000 unidades mono-
méricas por cadena®’. El polisacirido estd localizado en la pared
celular, donde se encuentra como unidades submicroscépicas de
forma alargada llamadas micelas. Estas micelas se organizan en
estructuras mas grandes, las microfibrillas, las cuales se empaque-
tan formando una estructura cristalina altamente ordenada, en la
cual todos los atomos estan fijos en posiciones discretas uno con
respecto a otro; este empaquetamiento previene la penetracién no
solo de enzimas, sino de pequefias moléculas como el agua. Esta
estructura se encuentra rodeada por polisacaridos hemicelulési-
cos que se unen a la celulosa por puentes de hidrégeno y enlaces
covalentes, haciéndola atin mas resistente a la hidrélisis quimica
y biolégica®>. No toda la estructura de la celulosa es cristalina,
existen regiones «desordenadas», denominadas regiones amorfas,
con una composiciéon heterogénea caracterizada por una variedad
de enlaces. Este arreglo asimétrico que caracteriza las regiones

amorfas es crucial para la biodegradacién de la celulosa®®. Ade-
mas de estas regiones, las fibras de celulosa contienen varios tipos
de irregularidades, como torceduras y espacios, en las cuales se
forman microporos y capilares lo suficientemente amplios como
para permitir la penetracién de moléculas relativamente grandes,
incluyendo en algunos casos las enzimas celuloliticas®>.

Mecanismos de accion enzimatica

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa implica la accién secuen-
cial de un grupo de enzimas, conocidas como celulasas, que
pertenecen a la superfamilia de las glicosil hidrolasas, llamadas
asi porque catalizan la hidrélisis del enlace glucosidico entre 2 o
mas hidratos de carbono o entre estos y una fracciéon que no sea
un hidrato de carbono. Las glicosil hidrolasas han sido clasificadas
en mas de 100 familias, y cada una de estas (familia GH) contiene
proteinas que estan relacionadas por su secuencia, su estructura
y, €N consecuencia, por su mecanismo catalitico'?73. La arqui-
tectura general deducida para estas enzimas presenta 2 médulos
globulares independientes: un dominio catalitico, responsable de
la reaccién de hidrdlisis per se, y un médulo de unién a la celulosa,
que desempefia 3 funciones generales: la primera es mantener la
enzima préxima al sustrato, la segunda es una funcién de recono-
cimiento, y, por Gltimo, una funcién disruptiva’-2°.

Se han descrito 2 mecanismos de hidr6lisis para las glicosil
hidrolasas, de conservacién y de inversién de la configuracién del
carbono anomérico. En general, la hidrélisis del enlace glucosidico
es catalizada por 2 aminoacidos en el sitio catalitico, uno acido
general (donante de protones) y otro nucleéfilo/base, aspartato
y glutamato, generalmente’?. Dependiendo de la posicién espa-
cial de estos aminoacidos la hidrélisis se produce a través de un
mecanismo o de otro. Si estos estan dispuestos a una distancia
de ~5,5A se da el mecanismo de conservacion, si por el contra-
rio esta distancia es de ~10 A sucede el mecanismo de inversién'?.
En el mecanismo de conservacion, la hidrélisis se da en 2 etapas.
En la primera, glucosilacién, el nucleéfilo ataca el centro anomé-
rico, dando como resultado la formacién de una enzima glucosidica
intermedia con un cardcter acido provisto por el carboxilato acido.
En la segunda, deglucosilacion, el ahora desprotonado carboxilato
acido actia como base y se une a una molécula de agua nucleofilica
para hidrolizar la enzima intermedia, obteniéndose asi el producto
hidrolizado’? (fig. 1B). Por otro lado, en el mecanismo de inversién,
la hidrélisis es alcanzada en una sola etapa, ya que debido a la mayor
distancia entre los residuos cataliticos la molécula de agua puede
ser acomodada entre la base y el azticar'273 (fig. 1A).

En los microorganismos que producen celulasas, estas pueden
estar formando complejos unidos a la membrana celular llama-
dos celulosomas, como en las bacterias anaerobias (especialmente,
Clostridium spp.) y algunos hongos (de los géneros Neocallimas-
tix, Piromonas y Sphaeromonas), o en un sistema enzimatico no
en complejo, como es el caso de los hongos aerobios®®, objeto
de esta revisién. De cualquier forma, el sistema de celulasas
tipico incluye 3 tipos de enzimas: 1) endoglucanasas o 1,4--D-
glucano-4-glucanohidrolasas (EC.3.2.1.4); 2) exoglucanasas, que
incluyen 1,4-3-D-glucano-glucanohidrolasas (celodextrinasas) (EC
3.2.1.74) y 1,4-B-D-glucano-celobiohidrolasas (celobiohidrolasas)
(EC.3.2.1.91), y 3) PB-glucosidasas o P-glucosidasa hidrolasas
(EC.3.2.1.21)!33538_ Las endoglucanasas cortan al azar en el inte-
rior de la celulosa amorfa, generando oligosacaridos de varias
longitudes y, en consecuencia, nuevos extremos de cadena. Las
exoglucanasas actdan de una manera progresiva en los extremos
reductores y no reductores de las cadenas del polisacarido, libe-
rando glucosa (glucanohidrolasas) o celobiosa (celobiohidrolasas).
Las 3-glucosidasas hidrolizan las celodextrinas solubles y la celo-
biosa a glucosa®>38,
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Figura1. Mecanismos de hidrélisis enzimatica de la 3-glucosidasa. A. Mecanismo de inversion. B. Mecanismo de conservacién. Traducida de Withers y Williams”?, reproducida

con permiso.

La estructura de la celulosa representa un reto para este sistema
enzimatico. Las caracteristicas estructurales que afectan funda-
mentalmente la hidrélisis enzimatica son la cristalinidad y el area
de superficie, siendo esta tltima importante porque el contacto
fisico entre la enzimay la celulosa es un prerrequisito para la hidr6-
lisis. En cuanto a la cristalinidad, esta afecta en la medida en que
disminuye la accesibilidad de las enzimas al sustrato, de manera
que la celulosa amorfa es rapidamente degradada y, a medida
que aumenta el grado de cristalinidad, la celulosa comienza a ser
resistente a la hidrélisis'®. En la tabla 1 se presentan valores repor-
tados de actividad especifica de enzimas purificadas obtenidas a
partir de T. reesei y Aspergillus spp. Al comparar los datos presen-
tados, la primera conclusién obvia es la alta variabilidad entre la
actividad de las enzimas obtenidas de microorganismos del mismo
género y especie, purificadas aparentemente de la misma manera
y evaluadas con los mismos sustratos. Esta variabilidad puede
deberse a diferencias entre las condiciones de ensayo utilizadas
por los investigadores y, probablemente, al uso de preparados con
diversos grados de pureza obtenidos usando diferentes protoco-
los de purificacién. A pesar de esta variabilidad, se puede observar
una mayor actividad en sustratos con menor grado de cristalinidad
(CMC, celulosa amorfa y 3-glucano), y una menor actividad en sus-
tratos con mayor grado de cristalinidad (Avicel® y papel de filtro).
En estos Gltimos, la accesibilidad de la enzima al sustrato es el factor
limitante para la hidrélisis, mientras que las propiedades de super-
ficie pasan a un segundo plano, ya que su efecto se da inicamente
en las fases iniciales de la reaccién!622.

Por otro lado, los sistemas de celulasas no son simplemente una
aglomeraciéon de enzimas, ya que todas ellas actian de manera
coordinada y sinérgica para una hidrdlisis eficiente. Se han des-
crito 4 tipos de sinergia: 1) endo-exo sinergia entre endoglucanasas
y exoglucanasas; 2) exo-exo sinergia entre exoglucanasas que
procesan los extremos reductores y no reductores de la cadena;

3) sinergia entre exoglucanasas y [3-glucosidasas que eliminan
celobiosa y celodextrinas, y 4) sinergia intramolecular entre los
dominios cataliticos y los dominios de unién a la celulosa®>. Ade-
mas, se ha reportado para T. reesei la participacion en este sistema
de proteinas no hidroliticas similares a las expansinas de las plan-
tas, las cuales debilitan las uniones no covalentes entre las fibras
de celulosa sin hidrélisis, aumentando de esta manera la accesibi-
lidad de las enzimas hidroliticas al sustrato®. Debido a esto, los
preparados comerciales de celulasas consisten en cécteles enzi-
madticos que contienen no solamente endocelulasas, exocelulasas
y B-glucosidasas, sino también xilanasas, pectinasas, etc., depen-
diendo de la composicién de la biomasa, a la cual seran aplicadas®’.
La mayoria de estos preparados son producidos a partir de T. reesei
y Trichoderma longibrachiatum (tabla 2)°’. Sin embargo, debido a
que Trichoderma tiene baja actividad de (3-glucosidasa, algunos de
estos preparados consisten en mezclas de enzimas producidas por
Trichoderma y otros microorganismos como A. niger y, mas recien-
temente, especies de Penicillium?3°7. La eficiencia hidrolitica de
estos complejos enzimaticos depende tanto de las propiedades
individuales de cada enzima (eficiencia catalitica, estabilidad a tem-
peratura alta y pH acido), como de su proporcién en la mezcla, lo
que influye en el tipo de sinergia que se establece?3:59,

Genes implicados y regulacién de la expresion

Trichoderma reesei como modelo de microorganismo productor
de celulasas

T. reesei (anamorfo de Hypocrea jecorina) ha sido el modelo
de microorganismo celulolitico por excelencia. Fue aislado en las
islas Salomén durante la Segunda Guerra Mundial como el agente
causal de la infeccién masiva del material a base de algodén del
ejército de los Estados Unidos. Inicialmente fue identificado como
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Tabla 1
Actividades especificas de endoglucanasas (EC.3.2.1.4) y exoglucanasas (celobiohidrolasas) (EC.3.2.1.91) reportadas para Trichoderma reesei y Aspergillus spp.
Microorganismo Preparacién de la Enzima Sustrato, condiciones de ensayo, Actividad Referencia
enzima producto especifica (nmol de
producto/min/mg)
Trichoderma reesei, Purificadas por CBH-I Avicel®, 50°C 3h, AR 0,0014 Tomme et al.%®
QM9414 cromatografia
CBH-II 0,0027
Trichoderma reesei, Purificadas por EG-I CMC, 40°C, AR 87,0 El-Gogary et al.'>
RUT-C30 cromatografia
Avicel®, 40°C, AR 0,2
EG-II CMC, 40°C, AR 137,0
Avicel®, 40°C, AR 0,4
CBH-I CMC, 40°C, AR 0,23
Avicel®, 40°C, AR 0,26
CBH-II CMC, 40°C, AR 2,0
Avicel®, 40°C, AR 0,48
Trichoderma reesei Purificadas por EG-1 Avicel®, 30°C 20 h, AR 19,4 Kim y Kim?°
cromatografia
CMC, 40°C 10 min, AR 17,0
Celulosa amorfa, 40°C 2 h, AR 24,0
EG-II Avicel®, 30°C20h, AR 0,6
CMC, 40°C 10 min, AR 2,5
Celulosa amorfa, 40°C 2 h, AR 1,2
EG-1II Avicel®, 30°C 20 h, AR 2,3
CMC, 40°C 10 min, AR 1,2
Celulosa amorfa, 40°C 2 h, AR 1,6
CBH-II Avicel®, 30°C 20 h, AR 1,7
CMC, 40°C 10 min, AR 1,0
Celulosa amorfa, 40°C 2 h, AR 2,6
Trichoderma reesei, Purificadas por EG-I Papel de filtro, 50°C, AR 1,20 Nidetzky et al.*®
MCG 77 cromatografia
CBH-1 0,22
CBH-II 0,36
Aspergillus terreus, Purificada por EG CMC, 30 min, AR 67,0 Gao et al.?®
M11 precipitaciéon con
sulfato de amonio
y cromatografia
Aspergillus niger Purificadas por EG-A? CMC, 40°C 10 min, AR 3,0 Hasper et al.>*
cromatografia
B-glucano, 40°C 10 min, AR 59,0
Xiloglucano, 40°C 10 min, AR 0,0
EG-B? CMC, 40°C 10 min, AR 8,0
B-glucano, 40°C 10 min, AR 22,0
Xiloglucano, 40°C 10 min, AR 0,0
EG-C CMC, 40°C 10 min, AR 1,0
B-glucano, 40°C 10 min, AR 1,0
Xiloglucano, 40°C 10 min, AR 19,0
Aspergillus niger Purificadas por EG CMC, AR 55,29 Ali y Saad El-Dein’
precipitaciéon con
sulfato de amonio
y cromatografia
CBH Avicel®, AR 42,22
Aspergillus nidulans Purificadas por EG CMC, AR 65,66 Ali y Saad El-Dein'!
precipitacién con
sulfato de amonio
y cromatografia
CBH Avicel®, AR 58,71

AR: azicares reductores; CBH: celobiohidrolasa o exoglucanasa; CMC: carboximetilcelulosa; EG: endoglucanasa.

2 Clonadas y expresadas en Kluyveromyces lactis.

Trichoderma viride, codificado como QM6a y conservado en el Cen-
tro de Investigacién y Desarrollo del Ejército de los Estados Unidos
en Natick, Massachusetts®248, Su potencial como productor de
celulasas fue reconocido por Mandels y Reese en 195741, mas tarde
fue clasificado como una nueva especie y renombrado como T. ree-
sei en honor al investigador del laboratorio de Natick, Elwyn T.
Reese?®. Desde entonces, este microorganismo ha sido objeto de
numerosas investigaciones. En Japén, por ejemplo, la obtencién de
mutantes hiperproductores de celulasas es parte de un proyecto
nacional para la generacién de combustibles alternativos al petr6-
leo desde 1970%5. Como resultado de este proyecto se han obtenido
2 mutantes importantes producto de una mutagénesis clasica,
KDG-12 y PC3-7, que muestran una alta productividad de celulasas,

resistencia a la represién catabdlica por glucosay alta inducibilidad
por sorbosa?8. Otro mutante hiperproductor de celulasas muy uti-
lizado es RUT-C30, obtenido en la Universidad Rutgers, en Nueva
Jersey, en 1977. Esta cepa fue generada mediante la combinacién
de mutagénesis clasica y radiacién UV, y es capaz de producir de
15 a 20 veces mas celulasas que QM6a, ademas de evitar la repre-
sién catabdlica por glucosa®3. Estos mutantes no solo han servido
para la produccién de enzimas celuloliticas a escala industrial, sino
que también han sido utilizados como modelos para entender la
regulacién de la expresion de estas enzimas en T. reesei.

El genoma de T. reesei tiene un contenido de guanina-citosina
del 52%, un tamafio de 33,9 Mb y 9.129 genes que corresponden al
40,4% codificante. La longitud promedio de un gen es de 1.793 pb,
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Celulasas comerciales, compafiias que las producen, microorganismos fuente y actividad enzimatica reportada

Nombre comercial

Casa comercial

Microorganismo fuente

Actividad de celulasas

(FPAsas/mL)?
Celluclast® Novozymes (Dinamarca) Trichoderma longibrachiatum y Aspergillus niger 56
Novozymes® 188 Novozymes Aspergillus niger <5
Cellulase® 2000L Rhodia-Danisco (Francia) Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 10
Rohament® CL AB-Enzymes (Finlandia) Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 50
Viscostar® 150L Dyadic (EE. UU.) Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 33
Multifect® CL Genencor (EE. UU.) Trichoderma reesei 64
Bio-feed beta® L Novozymes Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei <5
Energex® L Novozymes Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei <5
Ultraflo® L Novozymes Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei <5
Viscozyme® L Novozymes Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei <5
Cellulyve® 50L Lyven (Francia) Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 24
GC® 440 Genencor-Danisco (EE. UU.) Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei <5
GC® 880 Genencor Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei <5
Specyme® CP Genencor Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 49
GC® 220 Genencor Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 116
Cellulase® AP30K Amano Enzyme Aspergillus niger 0,17
Cellulase® TRL Solvay Enzymes (EE. UU.) Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 95
Econase® CE Alko-EDC (EEUU) Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 40
Cellulase® TAP106 Amano Enzyme Trichoderma viride 0,42
Biocellulase® TRI Quest Intl. (EE. UU.) Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 68
Biocellulase® A Quest Intl Aspergillus niger 0,29
Ultra-low microbial® logen (Canada) Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei 88

Modificada de Singhania et al. (2010)°7.

4 Unidades de papel de filtro determinadas de acuerdo con el método IUPAC: pH 5,0 y 50°C.

con 3,1 exones por gen (longitud promedio del exén, 508 pb; lon-
gitud promedio del intrén, 120 pb). Dentro de este genoma se han
identificado 200 genes que codifican para glicosil hidrolasas*?, de
los cuales 2 codifican para celobiohidrolasas (EC.3.2.1.91), 7 para
endoglucanasas (EC.3.2.1.4) y 15 para 3-glucosidasas (EC.3.2.121)
(tabla 3), cuya expresién es dirigida simultdineamente por induc-
tores especificos, como la celulosa o subproductos de esta, y
reprimidos simultaneamente por altos niveles de glucosa!”#246,

Induccién de la sintesis de celulasas en Trichoderma reesei

Encontrar la respuesta a la pregunta: «;Cémo la celulosa, siendo
un sustrato insoluble, es capaz de inducir la expresiéon de enzimas
celuloliticas?» ha sido objeto de numerosas investigaciones. La pri-
mera hipétesis sobre la que se trabajé es que la baja expresién
basal de celulasas hace que se libere glucosa y celobiosa y que estos
subproductos solubles acttian como inductores de la actividad enzi-
matica. Al respecto, Mandels y Reese encontraron en 1960 que la
glucosa no es un inductor, muy al contrario, actia como un inhibi-
dor, y que la celobiosa, aunque induce, lo hace muy pobremente“°.
Estos mismos investigadores, en 1962 reportaron que la soforosa
(B-D-glucosa-[1,2]-D-glucosa), una impureza de la glucosa obte-
nida de la hidrélisis acida del almidén, induce 2.500 veces mas
la expresion de celulasas comparada con la celobiosa, que parecia
ser el inductor natural 16gico>°. Esta observacién fue confirmada
por Sternberg y Mandels, quienes estudiaron, ademas, los factores

que afectan la induccién, encontrando que la cinética, asi como
el efecto del pH y la temperatura sobre este, son muy similares
a lo encontrado cuando la induccién se realiza con celulosa, evi-
denciando que la soforosa podria ser el inductor natural®®. Esto
altimo se confirmo en estudios posteriores, en los que se demostré
la formacién de soforosa in vitro en suspensién de células lisadas de
T. reesei®® y la presencia de una B-glucosidasa constitutiva locali-
zada en la membrana plasmatica, que podria ser la responsable de
dicha formacién®’.

Aunque se habia identificado la soforosa como el inductor
natural de la sintesis de celulasas, seguia sin respuesta la pre-
gunta de cémo se induce esta sintesis. En 1987, Kubicek estudi6
la induccién de endoglucanasas en conidios, micelio y protoplas-
tos de T. reesei y encontré que la celulosa induce la sintesis de
endoglucanasas solamente en conidios, mientras que otros celooli-
gosacaridos son capaces de inducir esta sintesis en micelio, conidios
y protoplastos. Ademas, Kubicek encontré que cuando se inhibe
la 3-glucosidasa localizada en la membrana plasmadtica, se blo-
quea la sintesis de endoglucanasas cuando se utiliza celulosa o
celooligosacaridos como inductores, para conidios o protoplastos
y micelio, respectivamente, mientras que la induccién por sofo-
rosa no se ve afectada’?. Este mismo investigador, en 1988 reporté
la presencia de celobiohidralasas unidas a la superficie de los
conidios, concluyendo asi que estos expresan todas las enzimas
del complejo celulolitico®. Recientemente, estudios de expresion
génica mediante microarrays permitieron comparar la expresién de

Tabla 3

Nimero de genes que codifican para enzimas celuloliticas en Trichoderma reesei y en otros modelos
Familia Funcién Trichoderma Aspergillus Aspergillus Neurospora

reesei niger nidulans crassa®

GH6 Celulasa 1 2 2 3
GH7 Celulasa 2 2 3 5
GH12 Celulasa 2 4 1 1
GH45 Celulasa 1 0 1 1
GH61 Celulasa 3 7 9 14
GH1 B-glucosidasa 2 3 3 1
GH3 B-glucosidasa 13 17 20 9
Total 24 35 39 34

Fuente: Kubicek®'.
2 Funcién predicha in silico; no ha sido comprobada in vivo en todos los casos'’.
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900 genes durante la transicion de hifa a conidio, encontrandose
aumentada en este dltimo la transcripcion de los genes involu-
crados en transporte, sintesis de metabolitos secundarios, lipasas,
proteasas y, particularmente, celulasas y hemicelulasas, confir-
mando de esta manera el papel de los conidios en la hidrélisis de
celulosa y hemicelulosa®.

Lo anteriormente expuesto se puede resumir en el modelo
propuesto por Suto y Tomita en 2001, que comprende 6 etapas:
primera, los conidios entran en contacto con la celulosa y las celu-
lasas en su superficie la degradan a celooligosacaridos, que son
luego hidrolizados a glucosa y transglucosilados a soforosa por una
-glucosidasa constitutiva; segunda, los conidios germinany la glu-
cosa como fuente de carbono y la soforosa como inductor entran
en la célula. La 3-glucosidasa, unida a la membrana plasmaética,
convierte los celooligosacaridos en soforosa y glucosa; tercera, la
soforosa induce la sintesis de celulasas que son secretadas fuera
de la célula; cuarta, las celulasas secretadas degradan la celulosa
causando un aumento en la cantidad de celooligosacaridos y de
glucosa; quinta, la glucosa es asimilada, los celooligosacaridos son
hidrolizados a glucosa y transglucosilados para formar soforosa; y
sexta, el ciclo contintia hasta que el sustrato se agota® o el sis-
tema es reprimido por represién catabélica, como se explicard mas
adelante (fig. 2).

Regulacion en Trichoderma reesei

Aunque ya se ha contestado parte de la pregunta inicial, ain no
se ha respondido c6mo es regulado este sistema. A este respecto,
la presencia obligatoria de un inductor (en este caso, soforosa)
para la expresién de estas enzimas implica una regulacién a nivel
de promotor. Hasta la fecha se han identificado 4 activadores
transcripcionales (Xyr1, Ace2, Bgll y el complejo HAP2/3/5) y
2 represores (Acel y el represor catabélico por carbono Cre1)3246
(tabla 4).

Xyr1 es una proteina de unién al ADN con un cluster binuclear de
cinc que se encuentra exclusivamente en hongos. Esta proteina se
une al motivo GGCTA ubicado como una repeticién invertida sepa-
rada por 10pb (5’-GGCTAAATGCGACATCTTAGCC-3’) en la regi6n
promotora’’. Inicialmente fue identificado como inductor de xila-
nasas; sin embargo, Stricker et al., en 2006, demostraron que la
delecion de xyr1 en T. reesei no solamente restringe fuertemente
la utilizacién del xilano, sino que también elimina la induccién de
celulasas por celulosa y soforosa, indicando que Xyr1 es un activa-
dor general y esencial de la transcripcién, que gobierna la expresién
del sistema enzimatico celulolitico (chh1, chh2, egll y bgl1) y par-
ticipa en la regulacién del sistema xilanolitico (xynl y xyn2) en
T. reesei’®6!, Aro et al.,, en 2001, aislaron un segundo activador
de la expresion de celulasas, Ace2. Al igual que Xyr1, es una pro-
teina de unién a ADN con un cluster binuclear de cinc, se une a la
secuencia 5’-GGCTAATAA-3’ del promotor del gen cbh1 y regula los
genes cbhl, cbh2, egll y egl2. La delecién de ace2 lleva a una dis-
minucién en la cantidad de ARNm de las celobiohidrolasas 1y 11y
de las endoglucanasas 1y 11, y a una disminucién en la actividad
de celulasas totales, entre el 30 y 70%. Al contrario de lo que podria
esperarse, la induccién de celulasas por soforosa no se ve afectada
por la delecién de ace2, lo que indica que para la induccién por
celulosa y soforosa se emplean al menos parcialmente diferentes
mecanismos moleculares?. Recientemente se describié otro acti-
vador transcripcional, denominado Bgl1, con la misma estructura
mencionada para los 2 anteriores. Bgl1 regula la transcripcién tem-
prana de genes especificos que codifican para 3-glucosidasas*®. Por
otro lado, Zeilinger et al. (1988 y 2001) encontraron que la expre-
sién del promotor chh2 depende de la unién del complejo proteico
HAP2/3/5 a la caja CCAAT, un elemento cis encontrado en las regio-
nes promotoras de un gran niimero de genes eucariotas. Al parecer,

el complejo proteico se encarga de la desestabilizacién de la cro-
matina necesaria para la activacién de la transcripcién’47>,

Los 2 reguladores negativos descritos hasta ahora son Crel y
Acel. Crel fue descrito por primera vez en 1995 por Strauss y
et al. como una proteina de unién a ADN con la estructura tipica
de «dedo de cing; Cys,His;, y algunas regiones ricas en prolina y
aminodacidos basicos que pueden estar involucradas en la interac-
cién con otras proteinas. Crel se une a la secuencia 5’-GCGGAG-3’,
probablemente como un complejo proteico®, y se ha determinado
que la fosforilacién de la serina de la posicién 241 es fundamen-
tal para la unién de Crel a la secuencia blanco!?. La dindmica de
represion catabdlica de Crel ha sido mejor comprendida gracias
al estudio del mutante RUT-C30, en el cual crel aparece trun-
cado y solo codifica para una de las 2 regiones de «dedos de cinc»
de la proteina Crel. De esta manera, T. reesei RUT-C30 produce
celulasas y hemicelulasas en un medio que contiene glucosa, y
cuando se complementa la mutacién con el gen crel de la cepa
silvestre se restaura el fenotipo de represién por glucosa®. Nakari-
Setdld et al. (2009) encontraron que el papel de Crel va mas alla
de la «simple» desrepresion por glucosa al demostrar que la dele-
cién de crel en una cepa silvestre lleva al incremento tanto en la
actividad como en la cantidad de ARNm de celulasas en un medio
con glucosa, resultado esperado por la liberacién de la represién
catabdlica. Sin embargo, también observaron que la produccién
de celulasas en el medio con glucosa fue mucho mas baja que en
un medio con celulosa para la cepa deficiente en crel, asi como
un gran aumento en la produccién de proteinas en el medio con
celulosa, evidenciando que crel juega un papel en la modula-
cién de la expresion de genes de celulasas bajo condiciones de
induccién®.

Saloheimo et al., en 2000, aislaron un gen que codifica para otro
factor de transcripciéon de genes de celulasas, al que denomina-
ron Acel. Esta proteina contiene 3 motivos «dedo de cinc» del tipo
Cys,His,, y establecieron que in vitro se une al promotor cbh1°3,
Posteriores estudios mostraron que la delecion de este gen aumenta
de 2 a 30 veces la transcripcién de los genes cbh1, cbh2, egll y egl2
y, en consecuencia, aumenta la habilidad del hongo para degradar
la celulosa, indicando que Ace1 es un regulador negativo y que este
mecanismo es independiente de Cre1>.

Con el advenimiento de las «6micas», se han realizado nue-
vos estudios sobre estos «viejos modelos» intentando dar una
visién mas holistica. En 2011, Portnoy et al. demostraron que el
papel regulatorio de Crel es mucho mas complejo de lo que se
habia reportado hasta la fecha. Estos investigadores identificaron
207 genes regulados por Crel, de los cuales 118 son regulados
negativamente por este. Dentro de este grupo, un alto porcentaje
corresponde a genes que codifican para permeasas de membrana,
lo que indica que la represion catabélica actia preferencialmente
en la entrada de sustratos a la célula y constituye un mecanismo
por el que los hongos pueden recuperar incluso trazas de fuentes
de carbono a una velocidad alta. También encontraron que las per-
measas que transportan compuestos de nitrégeno son reguladas
por Crel, hecho que evidencia que las proteinas y sus productos de
degradacion son sustratos preferidos para un metabolismo rapido
de los hidratos de carbono®®. Estudios del secretoma de T. reesei
cultivado en celulosa como fuente de carbono han permitido identi-
ficar, ademas de celulasas y hemicelulasas, lacasas, glioxal oxidasas
(una metaloenzima importante en la degradacién de lignina), pep-
tidasas y amidasas, lo que lleva a especular que el rompimiento de
la celulosa por T. reesei puede ser asistido por oxidasas>', hecho que
debe ser probado y que cambiaria el paradigma de los mecanismos
de hidrélisis de la celulosa. Otro dato interesante es la deteccién
de enzimas intracelulares (tales como deshidrogenasas) en los fil-
trados de los cultivos, indicando que la secrecién de estas enzimas
estd acompaifiada de autolisis o fragmentacion del micelio, si bien
estos hallazgos atin carecen de mayor evidencia experimental®!.
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Figura 2. Modelo de induccién de celulasas en Trichoderma reesei. Los nimeros se corresponden con los usados en la explicacién en el texto.
BGL: B-glucosidasa; CBH: 1,4--D-glucano celobiohidrolasa; EGL: endo-1,4-3-D-glucanasa.

Traducida de Suto y Tomita®4, reproducida con permiso.
Regulacién en otros modelos
Aspergillus niger, Aspergillus nidulans

A. niger es un microorganismo muy utilizado en biotecnologia
dada su habilidad de secretar grandes cantidades de una gran varie-
dad de acidos organicos y de enzimas necesarias para la hidrélisis
de biopolimeros, entre ellas, celulasas. El genoma de A. niger esta
organizado en 8 cromosomas, con un tamaifo total de 33,9 Mb,
un contenido de guanina-citosina del 50,4% y 14.165 genes que
codifican para proteinas, de los cuales 35 codifican para celulasas
(tabla 3). Cada gen tiene una longitud promedio de 1.572 pby 2,57
intrones (tamafio promedio de un intrén: 97 pb; tamafio promedio
de un exén: 370 pb)*’. A. nidulans es considerado un microorga-
nismo modeloy ha sido utilizado en el estudio de la fisiologia celular
en eucariotas en temas tales como regulacién del metabolismo,
desarrollo, control del ciclo celular, estructura de la cromatina y
funcién del citoesqueleto, entre otros. Al igual que en A. niger, el
genoma de A. nidulans esta organizado en 8 cromosomas, tiene un
tamafio total de 30,1 Mb, un contenido de guanina-citosina del 50%
y 9.541 genes que codifican para proteinas, de los cuales 39 codi-
fican para celulasas (tabla 3), cada gen con una longitud promedio
de 1.547 pb y 3,6 exones (longitud promedio de un intrén: 97 pb;
longitud promedio de un exén: 370 pb)'°.

Tabla 4

El primer reporte de un activador transcripcional de enzimas
extracelulares en hongos filamentosos fue hecho para A. niger. En
1998, Van Peij et al.. identificaron una proteina de 875 aminoa-
cidos con un cluster binuclear de cinc que se une a la secuencia
5’-GGCTAAA-3’ que aparece por triplicado en el promotor xInA,
a la que denominaron XInR. Esta proteina activa la transcripcién
de los genes del sistema xilanolitico xInA, xInB, xInC, xInD y axeA,
asi como también la transcripciéon de genes que codifican para
endoglucanasas, eglA y eglB, y celobiohidrolasas, egl1A 'y eg1B; indi-
cando una posible coordinacién en la regulacién de las xilanasas y
celulasas?!7%71, Aunque el gen xInR es ort6logo de xyr1 de T. ree-
sei, el mecanismo de regulacién es diferente, mientras que en T.
reesei Xyr1 induce la expresioén de celulasas y algunas xilanasas a
través de la induccién por soforosa394%58 en A. niger la transcrip-
cion de eglA, eglB, cbhA 'y cbhB es dirigida por XInR por induccién
de D-xilosa y no por soforosa u otro producto de degradacién de la
celulosa?!. Al igual que en T. reesei, en este modelo se asume que
una limitacién por carbono lleva a una condicién de desrepresién
por el catabolito, y en este estado los aztcares monoméricos, D-
xilosa para A. niger, o sus derivados, y soforosa paraT. reesei, pueden
actuar como inductores; la naturaleza de este azticar monomérico
determina el sistema enzimatico que es inducido®2. En A. niger el
activador es expresado en presencia de xilano y lleva a una couti-
lizaciéon de la celulosa; en ausencia de xilano este sistema podria

Genes reportados como reguladores (positivos o negativos) de enzimas celuloliticas en Trichoderma reesei y en otros modelos

Gen Funcién en Trichoderma reesei Genes ort6logos reportados en otros modelos
Aspergillus niger/nidulans Neurospora crassa
xyrl Activador de transcripcion de xyn1, xyn2, bxl1, cbh1, cbh2, egl1, and bgl136>°61 xInR7071
ace2 Activador de transcripcion de cbhl, cbh2, egll y egl2*
bgl1 Activador de transcripcién temprana de genes de 3-glucosidasas*®
acel Regulador negativo®>*
crel Regulador negativo!026:44.60 creA'452 crel®’
cre2 creB** clr2®
cre3 creC*
creD®

clr1®
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no ser activado o serlo pobremente, lo que conlleva un crecimiento
reducido cuando la celulosa es la tGnica fuente de carbono®.

En A. niger, la expresion de genes xilanoliticos y celuloliticos es
fuertemente reprimida por glucosa, fructosa y D-xilosa. Esta repre-
sién es mediada fundamentalmente por creA, que es el ortélogo
de crel en T. reesei'*>2, Ahora bien, si la D-xilosa es el inductor,
¢como puede ser al mismo tiempo el represor? De Vries et al.
(1999) evaluaron esta dindmica comparando la expresién de genes
xilanoliticos en una cepa silvestre y una mutante para creAy encon-
traron que el nivel de expresién de estos genes depende del balance
entre la induccién por XInR y la represién por CreA. La D-xilosa es
liberada gradualmente del xilano, lo que lleva a una baja concen-
tracién de D-xilosa en el medio. Bajo estas condiciones la represiéon
por D-xilosa mediada por CreA es baja y se detectan niveles altos
de expresiéon. Cuando los niveles de D-xilosa en el medio alcan-
zan concentraciones de 70 mM, la represion a través de CreA juega
un papel mas importante, resultando en una disminucién de los
niveles de expresién'4. El mecanismo de represién mediado por
CreA ha sido estudiado mas detalladamente en A. nidulans, en el
cual se han encontrado al menos 3 mecanismos involucrados: 1) la
activacion de la expresion del gen creA dependiente de monosaca-
ridos; 2) autorrepresion del gen creA, dependiente de la formacién
de glucosa-6-P, y 3) regulacién de la funcién de CreA por modifica-
ciones traduccionales o postraduccionales''?, las cuales pueden
ser dadas por un mecanismo de ubiquitinacién-desubiquitinacién.
Respecto a este mecanismo, los genes creB, creC?* y creD® se han
aislado en A. nidulans. El primero codifica para una enzima desubi-
quitinante que forma un complejo in vivo con la proteina codificada
por creC. Se ha propuesto que este complejo elimina la ubiquitina
de CreA, modificando o estabilizando la proteina#, de manera que
cumpla su funcién; de este hecho se deduce que mutaciones en los
genes creBy creC llevan a una parcial desregulacién de la represién
por carbono>2. Por otra parte, CreD contiene dominios arrestina y
motivos PY altamente similares a las proteinas de Saccharomyces
cerevisiae Rod1p y Ros3p, las cuales interactdian con la ubiquitina
ligasa Rsp5p, indicando el posible rol de CreD en la ubiquitinacién
de CreAS.

Neurospora crassa

N. crassa fue aislado por primera vez en 1843 como un con-
taminante en una cerveceria en Paris, y desde 1940 ha sido un
microorganismo modelo para estudios genéticos, bioquimicos y de
biologia de hongos®!. Aunque su capacidad de degradar celulosa
se conoce desde hace unos 30 afios®?, relativamente pocos estu-
dios se han publicado respecto a la regulacién de este sistema,
por lo que se puede considerar un «nuevo modelo» en este tema
especifico. N. crassa tiene 7 cromosomas y las caracteristicas mas
importantes de su genoma son: contenido de guanina-citosina del
50%, un tamafo de 38,7Mb y 10.082 genes que corresponden al
38,5% codificante. La longitud promedio de un gen es de 1.673 pb,
con un promedio de 1,7 intrones por gen (longitud promedio de
un intrén: 134 nucleétidos)'®. Se ha predicho que el genoma de N.
crassa contiene 171 genes que codifican para glucosilhidrolasas, un
15,5% menos que T. reesei; sin embargo, de estos genes, 34 codifican
para celulasas (tabla 3), un 42% mas que T. reesei.

A diferencia de los 2 modelos presentados hasta ahora (T. reesi
y A. niger/A. nidulans), poco se conoce acerca de la induccién y
regulacién de celulasas en N. crassa. El primer reporte fue hecho
por Tian et al. en 2009, quienes mediante el uso de microarrays
identificaron 114 genes, predominantemente involucrados en el
metabolismo del carbono, que mostraron diferencias en la expre-
sién cuando N. crassa fue cultivada sobre un sustrato lignocelulésico
(Miscanthus) y sobre celulosa cristalina (Avicel®), en comparacién
con el crecimiento sobre sacarosa. Adicionalmente, fueron identi-
ficadas 22 proteinas, entre estas 9 de las 24 celulasas predichas,

5 hemicelulasas, 5 proteinas con actividad predicha sobre hidratos
de carbono y 2 proteinas con funcién desconocida®. El hecho de
que se expresen hemicelulasas sobre celulosa induce a especular
que la celulosa podria ser el inductor primario, asi como en T. ree-
sei, en el que la induccién por celulosa induce también la expresion
de hemicelulasas y xilanasas>®6'. Sin embargo, esta hipétesis nece-
sita ser comprobada. Por otra parte, en dicho estudio se identific6 la
celobiohidrolasa 1 como la proteina extracelular producida mayor-
mente durante el crecimiento en Avicel® y en Miscanthus, y que la
delecion del gen cbh1 causa deficiencias severas en el crecimiento
sobre estos sustratos®, a diferencia de T. reesei, en el que el fenotipo
mas severo es causado por la delecién de chh2°S.

Suny Glass, en 2011, evaluaron el nivel de expresion de genes y
la actividad de celulasas en un mutante para el ortélogo de crel/creA
en N. crassa. Cuando este mutante se sembré en un medio con celu-
losa cristalina (Avicel®) como tnica fuente de carbono, mostré una
mayor velocidad en el consumo del sustrato en comparacién con
la cepa silvestre (3-4 frente a 5-6 dias), el 30% mas de proteinas
secretadas al medio y el aumento del 50% en la actividad de endo-
glucasas, lo que indica el rol de crel en la represion de la expresion
de celulasas®?, al igual que sus ort6logos en T. reesei! 0264460 y en A,
niger'4°2. En este mismo estudio se identificaron 9 genes, blancos
directos de Crel, entre los que se encuentran el ortélogo de amyA
de Aspergillus oryzae, involucrado en la degradacién del almidén, el
gen cbhl1, 2 genes que codifican para xilanasas, un gen que codifica
para una glucosidasa y un gen para un transportador de mono-
sacaridos, lo que evidencia que Crel puede regular directamente
algunos genes involucrados en el transporte de azicares, ademas
de genes que codifican para enzimas asociadas a la utilizacién de
diversas fuentes de carbono®3.

Recientemente se reportaron 2 nuevos factores de transcripcién
en N. crassa, requeridos para el crecimiento y la actividad enzima-
tica sobre celulosa, pero no requeridos sobre hemicelulosa o xilano.
Estos son clr1y crl2, que codifican para factores de transcripcion de
la superfamilia del cluster binuclear de cinc especificos de hon-
gos. Estos fueron identificados mediante la seleccién de mutantes
con crecimiento deficiente en celulosa cristalina (Avicel®). Estos
investigadores evaluaron 269 mutantes de N. crassa, cada uno de
ellos con delecién de un gen para un posible factor de transcrip-
cién, incluyendo los ortélogos de xInR/xyr1, acel y hap2, los cuales,
en contra de lo que se esperaba, no mostraron ninguna diferen-
cia en el crecimiento sobre Avicel® en comparacién con la cepa
silvestre®. De estos resultados se puede inferir que el homélogo de
XInR/Xyr1 no es necesario para la expresion de genes de celulasas
en N. crassa, como si lo es para A. niger?!:7071 y T. reesei*56!  lo que
evidencia que las diferentes especies de hongos han desarrollado
mecanismos diferentes en respuesta a distintos inductores, prove-
nientes de fuentes complejas como la celulosa o la hemicelulosa.
Por otra parte, Clr1 promueve la expresién de genes de celulasas,
especificamente [3-glucosidadas, y otros necesarios para la utiliza-
cién de la celobiosa, asi como la expresién de clr2, mientras que
ClIr2 induce la expresién de genes de otras celulasas y hemicelu-
lasas, posiblemente formando un heterocomplejo con la molécula
activa de CIr18.

Similar a lo publicado por Portnoy et al.(2011) para T. reesei*?, la
deleciéndeclrlyclr2 enN. crassa tiene efecto sobre un gran nimero
de genes, indicando lo complejo de estos sistemas. Trescientos
treintay tres genes presentan expresion diferencial en estos mutan-
tes, de los cuales 212 presentaron expresién aumentada en Avicel®,
entre los que se encuentran 17 de 24 celulasas predichas, 11 de 19
hemicelulasas predichas, 22 de enzimas con actividad sobre poli-
sacaridos, 56 de proteinas de la via secretoria, 13 transportadores,
3 componentes del complejo de traslocacion del reticulo endoplas-
matico, 2 reticulo endoplasmatico disulfuro isomerasas, 2 proteinas
chaperonas (HSP70, calreticulina), 7 enzimas citosélicas con acti-
vidad sobre disacaridos y un homdlogo a xyri®. Se observa para
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N. crassa, al igual que para T. reesei, un gran nimero de genes que
codifican para proteinas con funciones de secrecién; ello evidencia
que la modificacién de estas vias es requerida para el incremento
de la secrecién de proteinas que acompaifian el metabolismo de la
celulosa.

Conclusiones y perspectivas

A pesar de la abundancia de la celulosa, solamente un pequeiio
porcentaje de microorganismos son capaces de degradarla com-
pletamente; uno de los mas importantes grupos corresponde a los
hongos filamentosos. Dentro de este grupo, T. reesei, A. niger, A.
nidulans y, recientemente, N. crassa han sido extensamente estu-
diados con el fin de comprender no solamente los mecanismos de
hidroélisis enzimatica, sino también la regulaciéon de la expresién
de los genes que codifican para estas enzimas. Los resultados de
estas investigaciones muestran que los mecanismos de hidrélisis
enzimatica son muy similiares en estos microorganismos, no asi
los mecanismos de regulaciéon, en los que se encuentran similitu-
des y diferencias. Una de las mayores similitudes entre T. reesei
y A. niger/A. nidulans es la presencia de un factor transcripcional
general (Xyr1/XInR) responsable de la activacion de la transcrip-
cién del sistema bajo condiciones de induccién. Sin embargo, esta
condicién de induccién es diferente: mientras que en Aspergillus la
mayoria de celulasas son correguladas con las xilanasas a partir de
una sola molécula inductora (D-xilosa), en T. reesei la induccién se
da por soforosa o celobiosa de una manera independiente de las
xilanasas. Ademas, en T. reesei se han identificado otros regulado-
res positivos, Ace2 y Bgl1, cuyos ortélogos no han sido reportados
en Aspergillus (fig. 3A 'y B). Por otra parte, el ort6logo de xyri/xIinR
en N. crassa no es necesario para la expresion de celulasas en este

microorganismo (fig. 3C), lo que demuestra que las especies de
hongos han desarrollado diferentes mecanismos en respuesta a los
mismos inductores.

Otra caracteristica en comin en estos sistemas es el fené-
meno de represién catabdlica, en donde el producto final de la
hidroélisis enzimatica es el directo responsable de la regulacién
negativa a nivel transcripcional. Este mecanismo evita que el hongo
sintetice una cantidad excesiva de celulasas cuando existe dispo-
nibilidad de otras fuentes mas facilmente asimilables. En los 3
modelos estudiados, T. reesei, A. niger/A. nidulans y N. crassa, los
genes ortélogos crel/creA son los responsables de dicha regula-
cién (fig. 3A, B y C). AGn no esta del todo claro el mecanismo
por el cual se activa este sistema. A este respecto, el modelo mas
estudiado es A. nidulans, en el que se encontré que dicha activa-
cién se da a través de una cascada de regulacién que involucra
ubiquitinacién-desubiquitinacién.

Por otro lado, los estudios mas recientes que utilizan las nuevas
tecnologias disponibles han demostrado que la funcién regulato-
ria de estos genes, ya sean reguladores positivos o negativos, es
mucho mas compleja de lo que se conocia, implicando la activa-
cién, la modulacién y la represién de muchos otros genes, ademas
de las celulasas, a través de redes complejas de regulacién génica.
Dilucidar los mecanismos de regulaciéon de estos sistemas es fun-
damental, no solamente para el avance del conocimiento basico,
sino desde un punto de vista biotecnolégico para controlar de
una manera mas eficiente las condiciones tanto externas (medio
ambiente) como internas (regulacién de la expresion en el micro-
organismo), necesarias para la hidrélisis eficiente de la celulosa, de
manera que esta reserva renovable de carbono pueda ser utilizada
como una alternativa real, factible técnica y econémicamente, a las
fuentes de carbono no renovables.
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