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INTRODUCCION
El organismo: generalidades

El género Fusarium fue creado por Link en 1809 para agrupar
los hongos imperfectos con conidios no septados y fusiformes. Se
han propuesto en este género mas de mil especies de dificil
clasificacion debido a la ausencia de ciclo sexual. Las especies de
Fusarium, muchas de ellas parasitas, estan ampliamente distribuidas
principalmente en cultivos de zonas templadas y tropicales y
constituyen uno de los géneros aislados con mas frecuencia por los
fitopatologos. Los criterios actuales de clasificacion se basan en la
morfologia de las esporas, la tasa de crecimiento en agar y la
pigmentaciéon y reducen el numero de especies a unas cincuenta
(Széisi y Hornok, 1986; Ellis, 1988; Marin, 1986; Kommedahl,
1979).

F. moniliforme se caracteriza por la presencia de
microconidios de unos 5-12 x 1.5-2.5 um dispuestos en cadenas y
por la formacién en agar de colonias de color blanquecino o violeta
de mas de 2.5 cm de diametro tras cuatro dias de crecimiento (Kim,
1981; Kumar et al., 1987).

Gibberella fujikuroi, estado perfecto de Fusarium moniliforme,
se puede reproducir sexualmente anadiendo conidios de una estirpe
de sexo (+) sobre el micelio de otra de sexo (-) en el medio
adecuado. Varios dias después se producen unas estructuras
denominadas peritecios que contienen en su interior los productos
meidticos, las ascosporas. Los peritecios son superficiales, de color
azul oscuro, de forma globosa o cénica y con un tamarno de 250-
350 um de alto x 220-300 um de diametro. Las ascas son elipsoides
y tienen de 4-8 ascosporas desordenadas uniseriadas o biseriadas en
disposicién oblicua. Las ascosporas, de 14-18 x 4.5-6 um, son
hialinas, elipsoides y a menudo presentan un septo (Booth, 1971;
Goth y Johnston, 1981).

Gibberella fujikuroi se subdivide en cuatro subespecies,
moniliformis, subglutinans, fujikuroi e intermedia atendiendo a
criterios reproductivos (las estirpes de distinta subespecie no cruzan
entre si) y morfologicos (formaciéon de micro y macroconidios y
tamarno de los peritecios) (Kuhlman, 1983).



La estirpe IMI58289 de G. fujikuroi, empleada en este trabajo,
pertenece a la variedad intermedia y produce giberelinas.

La genética de Gibberella

La genética de G. fuyjikuroi fue iniciada por Gordon, que habia
adquirido una gran coleccidon de estirpes procedentes de huéspedes
y localizaciones geograficas muy distintos (Gordon, 1960) y
demostré que el hongo era heterotalico; estudios posteriores han
puesto de manifiesto la variabilidad de la capacidad de cruzamiento
entre distintas estirpes de G. fujikuroi (Sidhu, 1983).

Los cruces entre estirpes productoras y no productoras de
giberelinas han dado siempre segregacion 1:1. Otros cruces
genéticos usando como marcadores el sexo, color, morfologia y
velocidad de crecimiento han dado también segregaciones 1:1
(Spector y Phinney, 1966, 1968; Phinney y Spector, 1967).

En Gibberella se pueden producir heterocariontes en medios
naturales (Sidhu, 1983; Ming, 1966) y artificialmente por anastomo-
sis espontanea de hifas (Adams et al., 1987). Todas las subespecies
tienen genes de incompatibilidad vegetativa (genes vic) aunque en
distinto numero; hasta el momento solo se han encontrado dos alelos
de cada gen vic. Dos estirpes de Gibberella son compatibles
unicamente si los alelos de todos los genes vic son iguales. La
posibilidad de cruzar estirpes vegetativamente incompatibles indica
que los genes vic no se expresan en la fase sexual del hongo (Puhalla
y Spieth, 1983, 1985; Correll et al., 1987, 1989).

También se han descrito en algunas estirpes de Gibberella la
presencia de alelos letales para las esporas (Sidhu, 1984; Kathariou y
Spieth, 1982).

Existen diversos tratamientos para el aislamiento de mutantes
de Gibberella, como los rayos y, metanosulfonato de etilo, N-
nitrosourea, etilamina, radiacién ultravioleta y N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina (Harris, 1985; Avalos, 1983, 1985; Sokodova,
1969; Erokhina, 1969; Erokhina y Efremov, 1970). La estirpe
IMI58289 de Gibberella es muy adecuada para la induccién y
aislamiento de mutantes, ya que la existencia de conidios
uninucleados permiten la expresion de mutaciones recesivas y el
aislamiento de las células que las contienen (Avalos et al., 1985).



La existencia de métodos para la obtencion y regeneracion de
protoplastos (Harris, 1982; Harris y Partipilo, 1984) y la transforma-
cion con ADN exégeno (Sanchez et al., 1991) permiten adelantar un
desarrollo inmediato de la genética del organismo.

Los terpenoides de Gibberella

Los terpenoides forman una familia de varios miles de
productos naturales en cuya estructura se observa la repeticion de
una unidad basica de cinco carbonos, el isopreno (2-metil-1,3-
butadieno). Los monoterpenos (Cjo) proceden de la condensacion de
la forma pirofosforilada del isopreno, el pirofosfato de isopentenilo
(IPP), con su isémero, el pirofosfato de dimetilalilo (DMAP). Nuevas
adiciones de IPP a la cadena o la duplicacién por condensacion de
dos moléculas iguales generan los sesquiterpenos (Cis), los
diterpenos (Ca0), los triterpenos (C3p), los tetraterpenos (C4g)... etc.
En cada uno de estos grupos se pueden dar muchas otras reacciones
de adicién, ciclacion, oxidacion, etc.

G. fuyjikuroi sintetiza gran namero de terpenoides, entre ellos
los carotenoides, giberelinas y esteroles.

Los carotenoides de Gibberella

Los carotenoides son pigmentos tetraterpenos y contienen
por tanto ocho unidades isoprenoides, un total de cuarenta atomos
de carbono. En la naturaleza existen mas de 400 carotenoides
ampliamente distribuidos entre las plantas superiores, algas,
bacterias, hongos y animales. Estos ultimos son incapaces de
sintetizarlos y los obtienen a partir de la dieta (Davies, 1976).

Los carotenoides hidrocarbonados se llaman carotenos y los
que contienen oxigeno, xantofilas. Los apocarotenoides son los
derivados de los carotenoides por pérdida secundaria de atomos de
carbono.

G. fujikuroi IMI58289 sintetiza principalmente neurospora-
xantina (acido 4'-apo-beta-caroten-4'-oico), un apocarotenoide de 35
atomos de carbono y un grupo acido terminal (Aasen y Jensen,
1965), y cantidades menores de otros carotenoides, como B-carote-
no, licopeno, toruleno y fitoeno.



La figura 1 muestra la ruta biosintética del pirofosfato de
geranilgeraniol (GGPP), precursor de los carotenos, a partir de acido
mevalonico. La condensaciéon de dos moléculas de GGPP da lugar al
primer caroteno propiamente dicho, el fitoeno.

La conversion del fitoeno en P-caroteno se produce tras
cuatro deshidrogenaciones, que dan lugar al licopeno, y dos
ciclaciones (Porter y Lincoln, 1950). La sintesis de
neurosporaxantina se realiza en Fusarium aquaeductum a partir del
y-caroteno, el intermediario entre el licopeno y el B-caroteno,
después de una deshidrogenacion y una reacciéon de rotura oxidativa
con formacion de un grupo carboxilo (Valadon y Mummery, 1969).

La existencia de mutantes alterados en la carotenogénesis en
G. fujikuroi permite atribuir las cinco deshidrogenaciones a una
misma enzima (Avalos y Cerda Olmedo, 1987). En G. fujikuroi, como
en muchos otros organismos, la carotenogénesis esta regulada por la
luz (Avalos y Schrott, 1990); los carotenoides son mas abundantes en
los cultivos iluminados que en los mantenidos en la oscuridad. La
regulacién de la carotenogénesis en este organismo (Avalos y Cerda-
Olmedo, 1986; Avalos y Cerda-Olmedo, 1987), sin embargo,
presenta grandes diferencias con la de otros organismos, como la
falta de regulacion por producto final (Murillo y Cerda-Olmedo,
1976). Los analisis de diversos mutantes de esta ruta sugieren la
existencia de un mecanismo regulatorio mediado por dos productos
génicos, un represor y un correpresor fotosensible. Observaciones de
la carotenogénesis in vitro sugieren que el represor reprime la
sintesis de las enzimas de la carotenogénesis (Avalos et al., 1988).

Las giberelinas

Las giberelinas, aunque descubiertas como metabolitos
secundarios de G. fujikuroi, son diterpenos naturales de las plantas,
en las que actuan como hormonas de crecimiento (Phinney y West,
1960).

Hori en 1898 detecté el agente causante del bakanae
(crecimiento anormal de las plantulas), una enfermedad conocida
por los agricultores japoneses desde largo tiempo atras, y lo
identific6 con un hongo imperfecto. En 1926 Kurosawa atribuyé la
enfermedad a una "toxina" producida por un hongo que fue
identificado posteriormente como G. fujikuroi (F. moniliforme).
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FIGURA 1. Ruta biosintética de las giberelinas y los carotenoides en G. fujiku
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Un paso clave para el estudio de las giberelinas fue el
aislamiento de dos sustancias cristalinas. La sustancia activa recibio
el nombre de giberelina A; la segunda sustancia aislada, la giberelina
B, carecia de actividad y posteriormente se identificO como acido
alogibérico (Yabuta y Sumiki, 1938).

Los estudios sobre las giberelinas continuaron en Japon
durante la Segunda Guerra Mundial. Los primeros trabajos japoneses
publicados después de la guerra atrajeron a grupos investigadores de
todo el mundo, como los del Northern Regional Research Laboratory
(NRRL) en Estados Unidos y el Imperial Chemical Industries, Ltd.
(ICI) en Inglaterra. Curtis y Cross (1954) y Stodola (1955) publicaron
de modo independiente dos nuevas giberelinas que recibieron el
nombre de acido giberélico y giberelina X respectivamente.

En 1951 se describié la presencia de sustancias estimuladoras
del crecimiento en extractos de semillas inmaduras de soja (Mitchell
et al., 1951) y posteriormente se descubrié la existencia de
sustancias semejantes a giberelinas en plantas superiores (Radley,
1956; West y Phinney, 1956).

En la actualidad se conocen mas de 70 giberelinas de diversos
origenes. La mas abundante en G. fujikuroi es la GAz (acido
giberélico), aunque también estan presentes en menor cantidad sus
precursores, entre ellos la GA4, GA7, GA13 y GA14 (Hedden et al.,
1978).

Biosintesis de las giberelinas

Las giberelinas se sintetizan a partir del pirofosfato de
geranilgeraniol, que se convierte en ent-kaureno mediante la
formacion de cuatro anillos. El ent-kaureno sufre varios pasos de
oxidacion para dar acido kaurenoico. La primera giberelina
propiamente dicha, es decir, con efectos sobre el crecimiento
vegetal, es el aldehido de GAjg, que tiene la estructura caracteristica
de las giberelinas, dos anillos pentagonales y dos hexagonales. Las
demas giberelinas derivan del aldehido de GAj;2 por distintas
reacciones (Lang, 1970; Geissman et al., 1966; Dennis y West, 1967;
Cross et al., 1964, 1965).

Gracias a la capacidad de las giberelinas de inducir la
actividad a-amilasa se han podido seleccionar varios mutantes de la
sintesis de giberelinas, como R9, un mutante espontaneo (Bearder y
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MacMillan, 1973) y Bl-41a, obtenido mediante tratamiento con
rayos ultravioleta (Bearder et al., 1974).

Los estudios genéticos realizados con estos mutantes
permitieron identificar dos genes, gl y g2, que controlan la sintesis
de giberelinas. El gen g1 controla la oxidacion de ent-kaurenal a ent-
kaurenoico (Bearder et al., 1974) y los mutantes g1~ no producen
giberelinas. El gen g2 controla una de las hidroxilaciones; las
estirpes g2° no sintetizan GA; o GA3 y acumulan sus precursores no
hidroxilados GA4 o GA7. La estirpe R9 es un mutante g2- y Bl-41a es
un mutante gl- (Spector y Phinney, 1968; Pitel et al., 1971; Cross et
al., 1963).

Produccién de giberelinas por Gibberella fujikuroi

La sintesis de giberelinas es un proceso clasico de metabolismo
secundario en el cual la produccion solo empieza cuando el
crecimiento ha cesado a causa del agotamiento de compuestos
nitrogenados asimilables. Durante la fase de crecimiento
exponencial, la captacién de glucosa, nitrogeno y otros nutrientes
permanece constante. En la fase siguiente o fase de almacenamiento,
cuando el nitrégeno se agota, el peso seco del micelio continua
aumentando debido a la acumulacién de lipidos y de hidratos de
carbono. Esta fase se caracteriza por el rapido inicio de la
producciéon de giberelinas y puede prolongarse industrialmente
usando las fuentes de carbono adecuadas (Borrow et al., 1961, 1964).

La fase de latencia entre la inoculacién y el inicio de la fase
exponencial puede evitarse en las fermentaciones a gran escala
empleando suficiente indéculo y evitando concentraciones de glucosa
iniciales muy altas (mas de 200 g 'Y y determinadas fuentes de
nitrégeno, como el acetato amoénico (Vass y Jefferys, 1979).

El suplemento de oxigeno es fundamental para la produccion
de giberelinas. El peso seco al final de la fase exponencial depende
esencialmente de la concentracion inicial de nitrégeno y de la
aireacion del fermentador (Borrow et al, 1961, 1964).

Como fuentes de carbono se han usado frecuentemente
glucosa y sacarosa. Se ha observado un descenso en la produccion de
giberelinas cuando la concentracién de glucosa supera los 300 g 11
(Borrow et al.,, 1964). Para evitar esto se han desarrollado procesos
de alimentacién anadiendo la glucosa a intervalos durante la fase de
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produccién, de modo que la concentracién se mantenga siempre por
debajo de 40 g 1"1. Otro medio para evitar el efecto inhibitorio de la
glucosa es usar aceites vegetales, polimeros de carbohidratos como
el almidon (Fusca et al., 1964) o mezclas de fuentes de carbono de
asimilacion rapida y lenta (Darken et al., 1959).

La fuente de nitrégeno también es un factor importante en la
sintesis de giberelinas, tanto el tipo de fuente usada como la cantidad
anadida. Fuentes de nitrégeno favorables para la sintesis de
giberelinas son el sulfato amoénico y el cloruro amoénico y aquéllas que
se asimilan lentamente, como la glicina o el tartrato amonico; la
productividad con acetato amoénico es considerablemente mas baja
(Jefferys, 1973). Sin embargo, otros estudios realizados usando gran
numero de fuentes de nitrégeno concluyen que el incremento en la
produccion de giberelinas esta relacionado con la fuente de
nitrégeno, pero no con la cantidad total de nitréogeno en el medio
(Fuska et al., 1961).

También son necesarias fuentes de magnesio, potasio, fosforo
y azufre. Los elementos traza son aportados por las impurezas que se
encuentran en los medios comerciales (Vass y Jefferys, 1979).

Para alcanzar una produccién maxima de giberelinas es
recomendable cultivar el organismo en dos etapas, con una primera
fase de crecimiento a una temperatura de 31-32°C y otra fase de
producciéon a 29°C. La agitacion o el flujo de aire deben ser tan
vigorosos como permita el crecimiento del organismo (Jefferys,
1970).

Tanto el crecimiento como la producciéon de giberelinas
permanecen constantes en un intervalo de pH de 3.5-6.5 (Borrow et
al., 1964). Sin embargo, la composicion de la mezcla de giberelinas
producida depende del valor de pH. En la estirpe silvestre de G.
Jujikuroi, el producto mayoritario de la sintesis de giberelinas es la
GA3. A valores de pH mayores (pH > 7) se detectan menores
cantidades de GAz pero aumenta la produccién de los intermediarios
GA4, GA7, GAg, GAj2, GA14 vy GA16. Este efecto del pH puede ser
atribuido a una mayor disociaciéon de los intermediarios a alto pH que
hace que éstos sean expulsados al medio de cultivo y no puedan
volver a entrar en el micelio para ser metabolizados (Bearder, 1983).

Cuando el hongo es cultivado en una fuente de nitréogeno
compleja (por ejemplo, péptidos o polimeros de alto peso
molecular), se producen cantidades relativamente altas de GA;, GAjg
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y GA47 en comparaciéon con las producidas en medios sintéticos
(McInnes et al., 1977). Se ha sugerido que la deshidrogenaciéon de la
GA4 a GA7 se inhibe por nitrégeno inorganico. Las fuentes de
nitrogeno complejas liberan nitrégeno lentamente y se inhibe
preferentemente la 1,2-deshidrogenasa de la GA4 y se acumulan GAj,
GA47, GA16 Y GA4 (Bearder, 1983).

Por ultimo, investigadores japoneses senialan que el actinio,
zinc y cobre estimulan preferentemente la sintesis de GA4 (Briickner
et al., 1989).

Se han establecido dos modelos alternativos de produccion de
giberelinas ligada a la supresion del crecimiento. El primero
depende de una sustancia inhibidora de la sintesis de giberelinas
cuya concentracion es paralela al crecimiento. La otra posibilidad es
que esa sustancia sea efectora de la sintesis de giberelinas y su
concentraciéon sea opuesta al crecimiento. Ambos modelos son
equivalentes y producirian los efectos observados en la produccion de
giberelinas. Los datos que existen actualmente sobre regulacion de la
sintesis de giberelinas no permiten corroborar ni descartar ninguno
de ellos (Bu'lock et al., 1974).

Mutantes de plantas alterados en la sintesis de las giberelinas

Los mutantes enanos de plantas (dwarf] son de menor tamano
que las estirpes silvestres por tener entrenudos mas cortos. Existen
dos tipos de mutantes enanos segun su respuesta a la adiciéon de
giberelinas. Los mutantes que responden a las giberelinas con un
aumento el crecimiento tienen alterada la sintesis de las giberelinas
y no las producen, lo hacen en menor cantidad o producen otro tipo
de giberelinas; las plantas enanas que no responden a las giberelinas
producen giberelinas normalmente pero tienen alterada la
sensibilidad a ellas (Phinney, 1956).

Existe un tercer tipo de mutantes, el tipo delgado (slender),
cuyo fenotipo es similar al de plantas silvestres tratadas con
giberelinas (tallos delgados, mayores distancias entre nudos...).
Algunos de estos mutantes son superproductores de giberelinas y
otros tienen alteraciones en el receptor de la hormona (Jones, 1973;
Marx, 1983; Reid, 1986).

En el guisante (Pisum sativum) se han encontrado ocho genes
que regulan la elongacién de los nudos. Cuatro de ellos estan
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directamente relacionados con la sintesis de giberelinas; el gen na
controla el paso de acido kaurenoico a aldehido de GAj2; los
mutantes de los genes lhy ls tienen bloqueados los pasos previos a la
GA44, al comienzo de la ruta; los mutantes en el gen le, la
hidroxidacion de GAgp a GA), al final de la ruta (Reid, 1983; Ingram
& Reid, 1987; Reid, 1986).

En el maiz (Zea mays ) hay al menos cinco genes implicados
en la sintesis de las giberelinas. El gen d1 controla la hidroxilacién
de GAg20 a GA;. El gen d2 controla una oxidacion y el gen d3, una
hidroxilacion; ambos pasos parecen estar al principio de la ruta. Los
mutantes del gen anl no sintetizan kaurenol y los mutantes en el gen
d5 no sintetizan kaureno.

En el arroz (Oryza sativa), el gen dx controla pasos anteriores
al kaureno y el gen dy, la hidroxilacion de GAgg a GA;. En la cebada
(Hordeum vulgare) el gen brg controla la hidroxilacion de GAgp a GA;
y €l gen gigas causa superproduccion de giberelinas (Reid, 1986).

Se ha sugerido una homologia entre los genes d1 (del maiz),
dy (del arroz), le (del guisante) y br2 (de cebada). También existe
homologia entre los genes d5 (del maiz) y dx (del arroz).

Efectos de las giberelinas sobre las plantas

El desarrollo de algunas plantas depende del fotoperiodo.
Durante los dias cortos de invierno, la espinaca (Spinacia oleracea) y
Agrosterma githago presentan un crecimiento vegetativo en roseta;
con la llegada del verano y la mayor duraciéon de los dias, los tallos se
alargan y aparecen los primordios florales. En ambas especies, estos
efectos parecen ser debidos a los efectos del fotoperiodo sobre el
metabolismo de las giberelinas, y pueden ser simulados con la
adicion de la hormona (Jones y Zeevaart, 1980; Davies et al., 1986).

Las giberelinas afectan de forma aparentemente
contradictoria a la floracién de diversas plantas; pueden inducir la
floracion en algunas plantas que requieren la llegada de dias largos
para florecer y en plantas que necesitan bajas temperaturas para
florecer (Koranski et al., 1979; Sircar et al., 1970). Se ha sugerido
que las giberelinas y el frio pueden actuar a través de un mecanismo
comun (Picard, 1965). Por otro lado, las giberelinas impiden la
floracion de algunas plantas, como en muchos arboles frutales; en
éstos, la aplicacion de GA3 reduce la formacion de inflorescencias y
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estimula el crecimiento vegetativo. En manzanos y perales los
primordios florales se diferencian en verano, a la vez que se
desarrollan los frutos jovenes. En las variedades bienales, la
presencia de los frutos inhibe la formacion de flores. Se ha sugerido
que la inhibicion de los frutos jovenes sobre la floracion puede ser
debida a la liberacion de giberelinas de las semillas (Terui y Okagami,
1988; Looney et al.,, 1985).

La concentraciéon de giberelinas en las semillas es mas alta
que en el resto de los tejidos. El papel de las giberelinas en la
germinacion de las semillas puede ser diferente en distintas
especies (Nadeau y Rappaport, 1972). Las semillas de guisante
germinan bien incluso después de anadir inhibidores de la sintesis
de giberelinas; esto parece indicar que la germinacion es
independiente de la sintesis de novo de giberelinas. Sin embargo,
cuatro dias después de la germinacion, las plantulas que nacen de
esas semillas son notablemente mas pequenias que los testigos, ya
que la elongacion depende de la biosintesis de giberelinas. Por el
contrario, algunos mutantes de Arabidopsis y de tomate carentes de
giberelinas no germinan a menos que se les afiada giberelinas.

El acido giberélico incrementa la actividad de gran numero
de enzimas en las células de aleurona de la semilla. Estas células son
las encargadas de liberar las enzimas necesarias para la degradacion
del almidéon en el embrion e inducir asi la germinacion. El acido
giberélico tiene distintos efectos; algunas enzimas, como las
envueltas en la sintesis de fosfolipidos, aumentan su actividad; otras,
como la a-amilasa y algunas proteasas, se empiezan a sintetizar y se
secretan de las células; un tercer grupo que incluye B-glucanasas,
fosfatasa acida y ribonucleasas, incrementan su sintesis en respuesta
al acido giberélico (Jacobsen, 1983; Deikman y Jones, 1985; Huttly y
Baulcombe, 1989; Jacobsen y Beach, 1985; Sakai-Wada y Nakata,
1987; Varty et al., 1982).

Usos y aplicaciones de las giberelinas
De las 72 giberelinas conocidas, sélo el acido giberélico y, en
menor proporcién, las mezclas de GA4 y GA7 tienen alguna utilidad.

Actualmente, las giberelinas se usan principalmente en la industria
cervecera y en agricultura.
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La malta se produce por la germinacién de los granos de
cebada. Durante este proceso, las giberelinas endégenas inducen la
sintesis de enzimas hidroliticas, especialmente a-amilasa y diastasa,
que degradan los hidratos de carbono de las paredes y las proteinas y
el almidon presentes en el endospermo. Pequenas adiciones de GAg
aceleran la produccion y liberacion de enzimas, acortando el proceso
de malteado de uno a tres dias (Hardie, 1975; Paleg, 1960).

La aplicacion de acido giberélico a las variedades de uva sin
semillas, con bajas cantidades de giberelinas enddgenas, aumenta su
tamano (Weaver, 1958). Los agricultores usan las giberelinas desde
hace mas de veinte anos para regular la época de recoleccion,
incrementar el rendimiento y mejorar la calidad de la cosecha
(aumento del tamano y la separacion de los granos, aumento de la
cantidad de azicar por grano, etc.) (Rappaport, 1980).

La GA3 se usa también rutinariamente para mejorar el
rendimiento en la cafia de azucar, cuya productividad aumenta en
dos toneladas por hectarea con tratamientos de 25 g de
giberelinas/Ha.

La aplicacion de GA3 en algunas especies de Citrus (naranjas,
limones, mandarinas y pomelos) también tiene efectos beneficiosos.
En las naranjas Navel mejora la calidad de la fruta, retardando la
senescencia y evitando algunas enfermedades de la piel; en las
mandarinas se incrementa el tamarno y el namero total de frutos y el
namero de frutos sin semillas; en los limones se retarda la
maduracién y se prolonga la vida media del fruto en mas de tres
meses (Coggins y Lewis, 1965).

Las cerezas tratadas con GA3 cuatro semanas antes de la
recolecciéon presentan frutos mayores y mas firmes y se reducen las
picaduras en la piel y las magulladuras de los frutos durante el
transporte y almacenamiento (Looney y Lidster, 1980).

La GA3 se usa también en los cultivos de peras para elevar el
rendimiento, inducir la formaciéon de frutos partenocarpicos y
aumentar la resistencia a las heladas. Las giberelinas aplicadas a
manzanos aceleran la fructificacién de arboles jovenes y alteran la
forma del fruto; este efecto es mas marcado con GA; y GA7 (Williams
y Stahly, 1969).

La GA3 se usa en cultivos de patatas para romper la
dormancia, lo que resulta particularmente util en climas donde se
recogen dos cosechas en una estacién, como en la India. Ademas,
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acelera la aparicién de raices e incrementa el niamero de tallos y
tubérculos producidos (Metzger, 1983).

En los paises mediterraneos y en Sudafrica la GA3 se usa en la
producciéon de alcachofas; la aplicacién de la hormona a plantas
jovenes aumenta el numero de cabezas por planta y adelanta la
cosecha varias semanas, especialmente a bajas temperaturas.

Ademas de estas aplicaciones a gran escala, las giberelinas se
usan en mercados mas reducidos para mejorar las cosechas
tempranas de achicoria, col, menta, perejil, espinaca y fresa;
aumentan el rendimiento de judias, apios, endivias, pimientos,
berros y tomates cultivados en invernadero; mejoran la produccion
de semillas de zanahoria, cebolla y apio; incrementan el tamarno de
limones y melones e inducen el desarrollo partenocarpico de
muchos frutos como las pasas, higos, fresas, manzanas, peras y
tomates.

Las mezclas de GA4 y GA7 rompen la termodormancia de las
semillas de apio. Este tratamiento reduce la incidencia de
enfermedades en manzanas y produce cambios en la forma del fruto,
aumentando la relacién entre la longitud y el diametro.

En el campo de la cosmética, varias patentes japonesas
describen la adicion de giberelinas a cremas para decolorar las pecas
y a ténicos para fortalecer el pelo (Briickner, 1989).

En esta tesis hemos desarrollado un método rapido de
deteccion de giberelinas que nos ha permitido estudiar algunos
aspectos de la regulacion fisiolégica de la sintesis de giberelinas por
la estirpe IMI58289 de G. fujikuroi. Por otro lado, gracias a la puesta
a punto de un método de seleccion de mutantes alterados en la
sintesis de giberelinas hemos aislado trece de estos mutantes que
nos han servido para estudiar la relacion entre las sintesis de
carotenos y giberelinas en G. fujikuroi.
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MATERIAL Y METODOS

ESTIRPES

La Tabla 1 enumera las estirpes de Gibberella fujikuroi usadas
en este trabajo junto con su fenotipo y su origen. La estirpe silvestre
IMI58289 fue obtenida del Imperial Muycological Institute (Kew,
Surrey, Inglaterra). Todas las demas estirpes fueron obtenidas a
partir de la estirpe IMI58289 por tratamientos con N-metil-N'-nitro-
N-nitrosoguanidina.

TABLA I: Estirpes de Gibberella usadas en este trabajo

Estirpe Genotipo Fenotipo Origen
SG1 car-1 naranja intenso IMI58289
agiberélico
SG4 car-3 blanco IMI58289
SG22 carS6 naranja intenso IMI58289
SG68 carS6-carB31 blanco (Fitoeno) SG22
SG121 gib-1 agiberélico IMI58289
SG122 gib-2 hipogiberélico IMI58289
SG123 gib-3 alogiberélico IMI58289
SG124 gib-4 hipogiberélico IMI58289
SG127 gib-5 blanco IMI58289
agiberélico
SG128 gib-6 hipogiberélico IMI58289
SG129 gib-7 alogiberélico IMI58289
SG133 gib-8 alogiberélico IMI58289
SG134 gib-9 alogiberélico IMI58289
SG135 gib-10 hipogiberélico IM158289
SG136 gib-11 hipogiberélico IMI58289
SG137 gib-12 agiberélico IMI58289
escaso crecimiento
SG138 gib-13 agiberélico IMI58289
SG139 gib-14 agiberélico IMI58289
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METODOS DE CULTIVO
Medios de cultivo

El medio minimo contiene por litro: glucosa: 30 g, NaNO3: 3 g,
KH9oPOg4: 1 g, MgSO4-7H20: 0,5 g, KCI: 0,5 g, H3BO3: 10 mg, CuSOgy:
100 mg, FeCl3z: 200 mg, MnCly: 20 mg, NaMoOy4: 20 mg y ZnSOg4:
2 mg.

En algunos casos se us6é una variante de este medio llamado
"medio de germinacién” que contiene, ademas, 1g 11 de extracto de
levadura.

Para la obtencién de conidios se usé medio de esporulacion (EG
en Avalos et al., 1985).

Para la produccién de giberelinas se empleé caldo pobre en
nitrégeno (10%ICI en Geissman et al,, 1966), caldo rico en nitrégeno
(ICI en Geissman et al., 1966) o variantes de estos medios.

Para solidificar los medios se emplearon 16 g1l de agar
Analema (Vorquimica, Vigo).

En los casos de adicion de compuestos quimicos, éstos fueron
anadidos al medio inmediatamente antes de vertirlo en cajas de Petri.
La B-ionona se disolvié en etanol y se emulsion6é con monooleato de
polioxietilensorbitano ("Tween 80"), que se encontraban en el medio
a una concentracion final de 8 ml I'! de etanol y 4 ml1-! de Tween 80.
La difenilamina se disolvi6 en etanol, que alcanzaba en el medio una
concentracion final de 20 ml 1!, Los demas compuestos quimicos se
anadieron al medio disueltos en agua.

Inoculacién y condiciones de cultivo

Para refrescar las estirpes se inoculé6 una gota de una
suspension de esporas congeladas a -80°C en glicerol al 10% en cajas
de medio de esporulacioén y se incubaron a 30°C durante tres dias.

Para recoger conidios se inocularon siete transplantes del
organismo en distribucién hexagonal en medio de esporulacion
durante una semana a 30 *C a la luz.

Para contar colonias se inocularon las cajas con suspensiones de
conidios recién cosechados.
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Para medir carotenos se inocularon siete fragmentos de 1 mm?

de micelio en cajas de medio minimo, en distribuciéon hexagonal. Las
condiciones de temperatura e iluminacion se sefialaran en cada caso.

Para inducir la sintesis de giberelinas se inocularon matraces
Erlenmayer de 500 ml con 250 ml de caldo pobre en nitrégeno (o
variantes de éste) con 1 ml de una suspension de fragmentos de
micelio esporulado. Para ello se resuspendieron en 10 ml de agua
fragmentos de esporas y micelio mezclandolos bien con una espatula.
Estos cultivos se incubaron en un agitador orbital a 120 rpm en
oscuridad a 30°C durante, al menos, 15 dias.

Para comparar lassintesis de carotenos y giberelinas en caldo
pobre en nitrégeno se usé el mismo método de cultivo empleado para
inducir la sintesis de giberelinas.

Como fuente de iluminacion se us6 una bateria de cinco
fluorescentes que daban una intensidad luminosa de unos 0,5 W m™2,

Obtencién de microconidios

La superficie de cultivos en medio de esporulacion se lavé con
10-15 ml de agua estéril. Los microconidios se limpiaron de
fragmentos de micelio por filtracion y se lavaron dos veces por
centrifugacion en agua estéril. Las suspensiones obtenidas se usaron
inmediatamente o se resuspendieron en una solucién al 10% (v/v) de
glicerol en agua y se guardaron a -20°C.

TRATAMIENTOS MUTAGENICOS

Mutagénesis

Para todos los tratamientos se us6 una solucion de N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina (Sigma) de 1 mg ml"l. Se afnadieron 0.2 ml
de esta solucion a 0,8 ml de esporas recien recogidas suspendidas en
agua y se incubaron a 22°C en oscuridad durante una hora. A
continuacion se elimind la N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina
mediante dos lavados con agua destilada estéril. Las esporas
mutagenizadas se conservaron a -20°C en una solucién al 10% (v/v)
de glicerol en agua.
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Seleccién de mutantes

El método de seleccion de mutantes alterados en la sintesis de
giberelinas se basa en la propiedad de fluorescencia de estos
compuestos al reaccionar con HoSOy4.

Se sembraron esporas mutagenizadas de Gibberella en medio
de germinacion y se incubaron durante tres dias a 30°C en oscuridad.
Una vez desarrolladas las colonias, éstas se inocularon en viales con
1 ml de caldo pobre en nitrégeno y se incubaron a 30°C durante
nueve dias en oscuridad para inducir la sintesis de giberelinas. Pasado
este tiempo, se mezclaron 0.5 ml de caldo de cultivo de cada uno de
los viales con 0.25 ml de HaSO4 96% y se observaron bajo una
lampara de luz negra de unos 400 nm de longitud de onda (Sylvania
F18W/BLB/ES).

El acido giberélico (GA3) en estas condiciones presenta una
fluorescencia verdeazulada cuya intensidad se puede cuantificar a
simple vista. Los mutantes no productores de giberelinas carecen de
fluorescencia, mientras que en los superproductores la intensidad de
la fluorescencia se ve incrementada.

Tras este primer paso de selecciéon, todos los mutantes fueron
comprobados haciéndoles el espectro de fluorescencia y por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

Los mutantes alterados en la carotenogénesis fueron aislados
por J. Avalos (Avalos et al.,, 1985).

MEDIDAS DE GLUCOSA Y PESO SECO
Anélisis de glucosa

Las concentraciones de glucosa en el filtrado se determinaron
con un analizador de glucosa YSI modelo 27.

Medida del peso seco

El peso seco del micelio se midi6 después de liofilizarlo o bien
tras mantenerlo a una temperatura de 105°C durante tres horas.
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ANALISIS DE CAROTENOIDES

Extraccioén

El micelio cultivado como se ha descrito anteriormente se
separ6 del medio de cultivo mediante filtracion con papel de filtro
cuando se us6 medio liquido, o extrayendo el micelio de la caja
eliminando los restos de agar cuando se emple6 medio sélido. Los
micelios se congelaron a -20°C y se liofilizaron. Se trituraron
muestras de unos 0,1 g en frio en un mortero con arena lavada con
acido. El polvo resultante se extrajo con acetona varias veces hasta
que la acetona y los restos celulares perdieron totalmente el color. La
acetona recogida se centrifugé a 2.000 g y el sobrenadante se evaporo
en un evaporador (Buchi) conectado a una bomba de vacio (Millipore).
Las muestras evaporadas se guardaron en oscuridad a -20°C y
atmosfera de nitrogeno.

Separacién de carotenoides

Los analisis de carotenos se hicieron en columnas de
cromatografia de 2 cm de diametro interior con una capa de 1 cm
(3 g aprox.) de oxido de aluminio (Merck grado II-III) desactivado al
3%. Las muestras se diluyeron en un pequeno volumen de éter de
petrdleo (punto de ebullicion 40-60°C) y se aniadieron a las columnas.
La adicion de 12 ml de éter de petréleo eluyé el fitoeno. La adicién
posterior de 10 ml de acetona eluyd los carotenos intermedios y
esteroles. La adicién final de 16 ml de una solucion etandlica de sosa
(50 g de NaOH y 50 ml de agua en el volumen de etanol 96% (v/v)
necesario para completar un litro) eluyé la neurosporaxantina. A esta
altima fraccién se le anadieron 5 ml de éter de petréleo vy,
lentamente, 8 ml de HCl 2N y se lavé con éter de petréleo hasta que
desapareci6 el color.

Para identificar los carotenos se compararon sus espectros de
absorcion y sus comportamientos cromatograficos con los ya
publicados (Davies, 1976).

Los espectros de absorcion se registraron en un espectro-
fotometro Shimadzu modelo UV160. Las concentraciones se determi-
naron por su coeficiente de extincién en hexano, E = 91.5 (1 mg 11,
1 cm) para el fitoeno a 284 nm y E = 171.5 (1 mg 1!, 1 cm) para la
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neurosporaxantina a 475 nm. Para estimar la concentracion global de
carotenos intermediarios se les atribuy6 un coeficiente de extincion
maximo de E = 250 (1 mg 1!, 1 cm).

ANALISIS DE GIBERELINAS
Medida de giberelinas por fluorescencia

Los medios de cultivo se separaron del micelio mediante
filtracion con papel de filtro. A 0.2 ml del filtrado se le anadieron
0.2 ml de etanol 96% y 2 ml de una mezcla fria de etanol 96% y acido
sulfurico 96% 1:1. Las muestras se agitaron cuidadosamente y se
incubaron a 48°C durante 30 minutos. En las condiciones descritas
las giberelinas reaccionan con el acido sulfurico y producen un
derivado fluorescente.

Las concentraciones de giberelinas se calcularon por compa-
racién con la fluorescencia mostrada en las mismas condiciones por
medio fresco con concentraciones conocidas de acido giberélico
(Sigma) disuelto en los 0.2 ml de etanol 96% que se anaden a la
mezcla. Se midié la emision a 464 nm de muestras excitadas a
406 nm en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer modelo LS-5.

Extraccién de giberelinas

La extraccion de las giberelinas del medio de cultivo se realizd
cuando se analiz6 el contenido en giberelinas por cromatografia
HPLC. Antes de extraer las giberelinas, se anadi6 al medio de cultivo
de cada muestra acido sorbico (utilizado como estandar interno) a
una concentracion final de 200 mg 1-1.

A continuacion se ajusté el medio a pH 8 con una soluciéon de
KOH al 60% y se hicieron tres particiones con eter de petréleo
(punto de ebullicion 40-602C) para eliminar materiales liposolubles.
La fase acuosa se ajust6 a pH 2.5 con acido acético 8.6 M y se
hicieron cinco particiones con acetato de etilo. A la fase superior no
acuosa se le anadi6 sulfato sédico anhidro y se dejé durante al menos
una hora (preferentemente toda la noche) a 4°C. Hecho esto, se
separ6 el sulfato sédico mediante filtracion con papel de filtro y se
evaporo el acetato de etilo en un evaporador (Buchi) acoplado a una
bomba de vacio (Millipore).
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Las muestras se disolvieron en metanol y se filtraron con un
filtro Millipore de 0.2 um antes de inyectarlas en el HPLC.

Andlisis de giberelinas por HPLC

Se utilizé6 un cromatografo Waters con una columna Spherisorb
S50DS C18, dos bombas Waters, modelos 501 y 510 y una red de
diodos Waters. Los cromatogramas se midieron a 206 nm.

El control del sistema, la integracion de datos y su almacena-
miento se realizé siguiendo un programa "Baseline 810" en un
ordenador IBM.

Los solventes usados fueron los siguientes: solvente A (40% de
metanol en acido fosférico al 0.1%), solvente B (60% de metanol en
acido fosforico al 0.1%), solvente C (metanol). Los solventes fueron
desgasificados por burbujeo de Helio a un flujo de 1 ml min-!.

Después de un flujo del solvente A 100% durante 15 minutos,
se empezd a bombear el solvente B de modo constante durante 10
minutos hasta alcanzar el 100% y estas condiciones se mantuvieron
durante 15 minutos mas. A continuacién se dejé6 de bombear el
solvente B y se bombed el solvente C 100% manteniendo estas
condiciones durante 15 minutos. El flujo de solventes de mantuvo
constante a 0.75 ml min-1.

Para identificar las giberelinas separadas en estas condiciones,
los tiempos de retencién se refirieron a un estandar interno de acido
sorbico y se compararon con giberelinas purificadas cedidas por el
Prof. Hedden, del departamento de Quimica de la Universidad de
Bristol.

MARCADO RADIACTIVO IN VIVO DE LAS GIBERELINAS
Preparacién del precursor
La lactona del acido L[2-14C]mevalénico (1.88 MBq ml-1;
1.99 GBq mmol-!), obtenida de Amersham International plc.
(Amersham, Inglaterra), se desec6é bajo corriente de nitrogeno y se

resuspendié en una solucién de NaOH 100 mM, para dar lugar a la
correspondiente sal sddica.

-19-



Condiciones de incubacién

Matraces Enlermeyer de 100 ml con 50 ml de caldo pobre en
nitrégeno se inocularon con 0.1 ml de una suspension de esporas y se
cultivaron a 30°C, 120 rpm y oscuridad.

Tras seis dias de incubacion, se afiadieron a cada cultivo 0.1 ml
de la solucion sédica del acido [14C]mevaléonico (2.64 uCi; 97.71 KBq;
51.76 pmoles). Los cultivos se volvieron a incubar durante nueve dias
mas en las mismas condiciones.

Extracci6én de giberelinas radiactivas

La extraccion se realizé del modo habitual.
Separacién de las fracciones radiactivas

Las giberelinas se separaron mediante cromatografia HPLC. Al
cromatografo se acoplé un colector de fracciones que recogia una
muestra de 0.75 ml por minuto.
Medida de la radiactividad

0.5 ml de cada fraccién se disolvieron en 5 ml de tolueno con
5 g 1"l de 2-5-difeniloxazol (PSPARK Scientific limited, scintillation

grade) y se midié6 su radiactividad en un contador de centelleo
Beckman LS7500.
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RESULTADOS

3.1
METODO SIMPLIFICADO DE MEDIDA DE GIBERELINAS

Los métodos existentes de medida de giberelinas son muy
complicados para una cuantificacion rapida de un alto namero de
muestras. Nosotros hemos puesto a punto un método eficaz de
medida de giberelinas sin pasos previos de purificacién basado en la
fluorescencia que presentan las giberelinas cuando reaccionan con
acido sulftirico.

Mezclamos una alicuota del medio de cultivo de Gibberella con
una soluciéon de etanol y acido sulfarico y la incubamos a 48°C
durante treinta minutos. Medimos en un espectrofluorimetro la luz
emitida a 464 nm después de una excitacion a 406 nm y la
comparamos directamente con la emitida por concentraciones
conocidas de acido giberélico puro. Ambas determinaciones han de
hacerse en paralelo.

La fluorescencia es proporcional a la concentracién de acido
giberélico dentro de los limites usados (Fig. 2).

Los espectros de fluorescencia observados después de aplicar
este método al medio de cultivo de la estirpe silvestre IMI58289
coinciden con los espectros del acido giberélico puro. Medimos los
espectros de emision tras excitar las muestras a 406 nm y los de
excitacion midiendo la emision a 464 nm.

Las concentraciones de giberelinas estimadas por este método
son proporcionales a las obtenidas después de extraer y separar las
giberelinas por HPLC y sumar los valores de cada una de ellas (Fig. 3).

Este nuevo método, simplificacion de métodos analiticos
tradicionales (Sembdner, 1988), podria dar falsos positivos debido a
posibles reacciones de otras sustancias. Este no es el caso de la
estirpe IMI58289 pues inhibiendo la sintesis de giberelinas quimica
0 genéticamente no observamos fluorescencia alguna.
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FIGURA 2. Relacién entre la fluorescencia, en las condiciones descritas, y cantidades

conocidas de acido giberélico puro (Sigma).
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FIGURA 3. Relacion entre la concentracion de giberelinas estimadas por el método de

fluorescencia y por el método de cromatografia HPLC.
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3.2
AISLAMIENTO DE MUTANTES GIB

En este capitulo se describe la puesta a punto de un método
rapido para la seleccion de mutantes de la biosintesis de giberelinas
basado en su fluorescencia cuando reaccionan con acido sulfurico. A
partir de este método hemos aislado 14 mutantes alterados en
distintos pasos de la ruta.

3.2. 1
METODO DE SELECCION DE MUTANTES GIB

Sembramos una suspensioén de esporas tratadas con N-metil-
N -nitro-N-nitrosoguanidina en cajas de medio de germinacion y las
incubamos a 30°C durante 2 6 3 dias. Transplantamos las colonias
resultantes a cajas de medio minimo y las cultivamos a 30°C durante
dos dias. Inoculamos estas colonias enteras en viales con 1 ml de
caldo pobre en nitrégeno y las incubamos a 30°C durante nueve dias.
Para ensayar rapidamente la presencia de giberelinas anadimos
0.5 ml del caldo de cultivo a viales con 0.25 ml de acido sulfarico y
los observamos bajo una lampara de luz negra (aproximadamente
400 nm). Cuando la fluorescencia observada diferia de la encontrada
en cultivos silvestres volvimos a cultivar las colonias en las mismas
condiciones y repetimos el ensayo.

Bajo las condiciones descritas, el acido giberélico (GA3)
presenta una fluorescencia verdeazulada, las giberelinas GAj, GAs,
GAg y GAg fluorescencia azul, la giberelina GA7, amarilla y las
giberelinas GAg, GA4 y GAg, roja (Jones et al., 1963). En principio,
este método permite aislar mutantes alterados en alguno de los pasos
anteriores a la sintesis de las giberelinas, mutantes desregulados en
la sintesis de giberelinas y mutantes que sinteticen mezclas de
giberelinas distintas a las de la estirpe silvestre.

Aplicamos este método a 4.100 colonias, 34 de las cuales
presentaron fluorescencia alterada o reducida en tres ensayos
sucesivos.
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3.2.2

APLICACION DEL METODO DE MEDIDA DE GIBERELINAS POR FLUORESCENCIA A
LOS MUTANTES GIB

Analizamos las colonias aisladas segun el apartado anterior
siguiendo el método simplificado de medida de giberelinas. De 34
colonias, 14 presentaron alteraciones en la fluorescencia. Elegimos
las tres letras gib para las mutaciones responsables de las modifi-
caciones en la biosintesis de las giberelinas. Las nuevas estirpes
tienen los alelos gib-1 hasta gib-14.

Trece de los catorce mutantes crecen y consumen glucosa de
manera parecida al silvestre (Tabla II). La estirpe SG137 es
significativamente mas lenta y no podemos excluir que produzca
giberelinas en incubaciones mas prolongadas.

De los trece mutantes que crecen normalmente, cuatro
(SG121, SG127, SG138 y SG139) no presentan fluorescencia (menos
de un 5% de la de la estirpe silvestre), dos (SG133 y SG134) tienen
niveles de fluorescencia parecidos a los del silvestre, pero de color
mas azulado; las siete estirpes restantes (SG122, SG123, SG124,
SG128, SG129, SG135 y SG136) tienen niveles de fluorescencia
menores que la estirpe silvestre (10-40% de la de la estirpe
silvestre).
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TABLA II. Crecimiento y produccion de giberelinas en
los mutantes gib

Consumo
Estirpe Peso seco de glucosa Giberelinas
€rh grh (mg 1'1)
Tipo silvestre
IMI58289 7.1 35 89
Mutantes derivados de IMI58289
SG121 6.5 30 4
SG122 5.4 39 29
SG123 6.2 36 37
SG124 6.6 31 27
SG127 5.2 28 5
SG128 4.9 26 17
SG129 5.6 36 37
SG133 6.9 37 47
SG134 5.2 47 88
SG135 6.7 32 10
SG136 6.4 45 14
SG137 2.5 12 0
SG138 7.8 30 2
SG139 7.6 31 2

Incubaciones de 14 dias a 30°C en las condiciones normales de sintesis de giberelinas.
Los valores de los mutantes son promedio de dos experimentos independientes. El
coeficiente de variacion medio de los valores en la estirpe silvestre es 11.3% para el
peso seco (17 experimentos independientes), 11.5% para el consumo de glucosa (22
experimentos independientes) y 19.4% para las giberelinas (23 experimentos
independientes).
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3.3
RELACION ENTRE LAS BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES Y
GIBERELINAS

Abordamos ahora las relaciones entre las rutas biosintéticas de
giberelinas y carotenoides, isoprenoides sintetizados por G. fujikuroi
a partir de mevalonato. Se determina si la mutacién de una de las
rutas afecta al funcionamiento de la otra. También se estudia el efecto
sobre la sintesis de giberelinas de la luz, que estimula la caroteno-
génesis en Gibberella, y de algunos inhibidores quimicos de esta ruta.

33.1
PRODUCCION DE CAROTENOIDES POR LOS MUTANTES GIB

La estirpe silvestre IMI58289 excreta al medio unos 80 mg 1'!
de giberelinas; esta concentracion varia segun las condiciones de
cultivo. La giberelina mayoritaria excretada por esta estirpe es la Ag
(acido giberélico), aunque también se excretan otras giberelinas en
menor concentracion, como Ag, A7 y Ag.

Las giberelinas y los carotenoides se acumulan linealmente con
el tiempo en los cultivos de Gibberella, empezando desde el
principio los carotenoides y algo mas tarde las giberelinas (Fig. 4).
Para facilitar la comparacién, ambas concentraciones se han
expresado en términos de moles del precursor comun, geranil-
geraniol, y se ha usado una estirpe mutante cuya produccion de
carotenoides es mucho mayor que la de la silvestre e independiente
de la luz.

Todos los mutantes alterados en la sintesis de giberelinas
(mutantes gib), excepto uno, acumulan carotenoides después de
incubarlos en las condiciones usuales para el analisis de carotenoides
a 302C en oscuridad (Tabla III). La neurosporaxantina es el
carotenoide mayoritario en todos ellos. La unica excepcién es la
estirpe SG127, que no produce giberelinas ni carotenoides.
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FIGURA 4. Comparacion entre las sintesis de giberelinas y carotenoides a lo largo del
tiempo en la estirpe SG22 cultivada a 30°C en caldo pobre en nitrégeno. El contenido
esta expresado en moles de geranilgeraniol usados en la sintesis de giberelinas
(®, equimolar) y de carotenoides (O, dos moles de geranilgeraniol por mol de

carotenoide) por gramo de peso seco de micelio.

La luz activa la carotenogénesis en Gibberella como en muchos
otros organismos. La concentracion de carotenoides varia mucho
segin las condiciones de cultivo: entre 1 y 30 ug g'! peso seco en
nuestros cultivos en la oscuridad y entre 100 y 150 en la luz. Los
analisis de carotenoides después de incubar a 22°C en luz y
oscuridad muestran que la carotenogénesis en los mutantes gib es
fotoinducible (Fig. 5), igual que ocurre en la estirpe silvestre.

Cuando comparamos las sintesis de carotenoides y giberelinas
de los mutantes gib en caldo pobre en nitrégeno (Fig. 6) se observan
dos tendencias: algunos de estos mutantes acumulan mas carote-
noides que la estirpe silvestre y otros menos. Estos mutantes pueden
estar alterados en distintos genes gib y, por tanto, el efecto sobre la
carotenogénesis puede ser diferente.
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TABLA III. Carotenoides y giberelinas en los mutantes gib

Giberelinas (mg 1°1) Carotenoides (ug g'! peso seco)

Estirpe 6 dias 12 dias Fitoeno Carotenos Neurospora-
intermediarios xantina

Tipo silvestre
IMI58289 22 79 1 6 3

Mutantes derivados de IMI58289

SG121 3 10 0 11 7
SG122 7 27 2 19 12
SG123 1 15 0 9 3
SG124 2 25 0 5 3
SG127 5 15 0 0 0
SG128 6 32 0 8 4
SG129 7 23 0 3 2
SG133 15 49 0 2 1
SG134 10 57 0 6 1
SG135 4 5 1 18 6
SG136 4 8 2 22 15
SG137 0 0 0 6 1
SG138 0 0 2 19 16
SG139 0 1 2 14 9

Todos los cultivos se incubaron a 30°C en oscuridad bajo las condiciones nor{nales
usadas para la sintesis de giberelinas (caldo pobre en nitrégeno) y la produccién de
carotenoides (medio minimo, cuatro dias).
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El bloqueo de la sintesis de giberelinas en estos mutantes no
aumenta la concentraciéon de carotenoides, como seria de esperar en
el caso de una compensaciéon de sustratos entre ambos productos; si
los precursores de la sintesis de giberelinas se desviaran a la ruta de
los carotenoides, la concentraciéon de éstos seria de unos 10 mg g1
peso seco.

3.3.2
PRODUCCION DE GIBERELINAS POR LOS MUTANTES CAR

El micelio de la estirpe silvestre IMI58289 es blanco cuando se
incuba en oscuridad y levemente anaranjado cuando se incuba en la
luz a causa de la acumulacion de carotenoides. El carotenoide
mayoritario es la neurosporaxantina, que representa alrededor de un
75% del total. El resto lo forman el fitoeno y varios carotenos
coloreados intermediarios de la ruta, entre ellos el licopeno, el
y-caroteno y el toruleno, que en este trabajo se engloban con el
nombre de carotenos intermediarios.

Las variaciones en las concentraciones de carotenoides en los
mutantes gib sugerian la existencia de relaciones entre las sintesis
de carotenoides y de giberelinas. Como consecuencia, analizamos los
mutantes alterados en la sintesis de los carotenoides (mutantes car).
Casi todos estos mutantes difieren del tipo silvestre en la produccion
de giberelinas (Tabla IV). Los mutantes con mayor concentracién de
carotenoides sintetizan menos giberelinas que el tipo silvestre y
varios de los mutantes que carecen de carotenoides sintetizan mas.
Los mutantes que acumulan carotenoides distintos de la neurospo-
raxantina pero mantienen constante la concentracién total de
carotenoides tienen una produccién de giberelinas semejante a la de
la estirpe silvestre.

Algunos mutantes revertientes para la sintesis de carotenoides
obtenidos a partir de la estirpe SG22, superproductora de neurospo-
raxantina, sintetizaron la misma cantidad de giberelinas que la
estirpe silvestre.

El mutante SG1, superproductor de carotenoides, carece
practicamente de giberelinas. Este mutante excreta al medio de
cultivo grandes cantidades de un pigmento rojo de naturaleza
quimica desconocida.
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TABLA 1IV. Carotenoides y giberelinas en los mutantes car

Estirpe Color, oscuridad / luz Giberelinas Crecimiento
(carotenoide principal)@

Tipo silvestre
IMI58289 Albino / Naranja (NX) 100b 100¢

Mutantes derivados de IMI58289:
SG2 Albino (ninguno) 117 97
SG4 Albino (ninguno) 118 99
SG5H3 Albino (ninguno) 112 97
SG5H4 Albino (ninguno) 97 92
SG43 Albino (fitoeno) 108 98
SG1 Naranja intenso (NX) 1 99
SG19 Naranja intenso (NX) 55 94
SG22 Naranja intenso (NX) 66 97
SG36 Naranja intenso (NX) 54 95
SG37 Naranja (NX) 44 95
SG39 Naranja intenso (NX) 42 98
SG20 Naranja palido / Naranja (NX) 62 107
SG48 Naranja palido / Naranja (NX) 51 99

Mutantes derivados de SG22:
SG75 Albino (ninguno) 45 90
SG76 Albino (ninguno) 106 97
SG78 Albino (mucho fitoeno) 70 98
SG68 Rojo intenso (toruleno) 68 100
SG71 Naranja (NX) 55 98
SG72 Naranja palido (NX) 110 97
SG73 Naranja muy intenso (NX) 46 96

@ Segun Avalos et al., 1987, que contiene analisis cuantitativos. Muchas estirpes
presentan el mismo color cuando se cultivan en luz o en oscuridad. NX: neurospo-

raxantina.

b Concentracién de giberelinas a los 12 dias de incubacién en caldo pobre en
nitrégeno, en relacion con la de la estirpe silvestre, que fue 76 + 4 mg giberelinas por
litro (media y su error estandar en 18 experimentos).
€ Glucosa consumida durante 12 dias de incubacion en relacion con la de la estirpe
silvestre, que fue 31 + 1 (media y su error estandar en 17 experimentos). El medio
contenia inicialmente 80 g de glucosa por litro. El peso seco de la estirpe silvestre fue
7.0 £ 0.2 g peso seco por litro (10 experimentos) y el de los mutantes 6.6 + 0.2 (36

experimentos).
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FIGURA 7. Peso seco del micelio y concentracién de glucosa y de giberelinas en la
estirpe silvestre IMI58289 y en los mutantes SG4, SG78 y SG22.
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Los analisis de glucosa en el medio de cultivo indican que la
variacién en la producciéon de giberelinas no puede ser atribuida a
diferencias en el crecimiento.

En estos estudios se usaron distintos medios y condiciones de
cultivo segun se fuera a analizar la sintesis de carotenoides o la de
giberelinas. Para hacer un estudio comparativo tomamos un
representante de cada grupo de mutantes y analizamos su
produccion de carotenos y giberelinas en condiciones de cultivo que
permiten la sintesis de ambos (Fig. 7). Se confirma el antagonismo
entre las rutas de los carotenoides y las giberelinas.

Cuando se midieron las producciones de giberelinas y carote-
noides en términos de su precursor comun (Fig. 8) se observé una
compensaciéon cuantitativa entre ambas rutas. La produccion total es
casi la misma en el tipo silvestre y los tres mutantes, aunque su
distribucion entre ambas rutas es muy diferente.

30 4

20+

10 4

GERANILGERANIOL (umoles g ™"y

Y - T
IMI58289 SG4 SG22 SG78

ESTIRPE

FIGURA 8. Sintesis de giberelinas y carotenoides por la estirpe silvestre IMI58289 y
algunos mutantes de la carotenogénesis tras quince dias de incubaciéon a 30°C en caldo
pobre en nitrégeno. El contenido esta expresado en moles de geranilgeraniol por gramo
de peso seco de micelio, usado en la sintesis de giberelinas (superficies punteadas) y de
carotenoides (superficies rayadas). Un mol de precursor da lugar a 345 g de giberelinas
(el peso molecular de la GA3), 0 267 g de fitoeno, o 265 g de carotenos intermedios, o

250 g de neurosporaxantina (la mitad de sus respectivos pesos moleculares).
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EFECTO DE INHIBIDORES DE LA CAROTENOGENESIS SOBRE LA SINTESIS DE

GIBERELINAS

El bajo contenido en carotenoides de la estirpe silvestre
dificulta el analisis de los efectos de inhibidores de la
carotenogénesis sobre la sintesis de giberelinas. Hemos usado en su
lugar la estirpe SG22, superproductora de neurosporaxantina, en la
que se detecta facilmente la inhibicién de la carotenogénesis.

La o-picolina, un inhibidor de la ciclasa del licopeno de
Gibberella (Avalos, 1986), inhibe la sintesis de giberelinas a
concentraciones de 2 g 1’1, ya se ariada antes de inocular los cultivos
(Fig. 9) o a los nueve dias de crecimiento, cuando ya ha empezado la
sintesis de giberelinas (Fig. 10). Los efectos de la «-picolina sobre la
sintesis de giberelinas deben atribuirse a la inhibicion de las enzimas
responsables de algunos de los anillos que se encuentran en las
moléculas de giberelinas.

La difenilamina (20 mg 1'1) y la B-ionona (200 mg 1-1) inhiben la
deshidrogenasa del fitoeno de Gibberella cuando se cultivan en agar-
minimo (Avalos, 1986). Ambos compuestos inhiben casi totalmente
el crecimiento si se anaden a caldo pobre en nitrogeno antes de su
inoculacién. Si se anaden a los nueve dias, inhiben parcialmente el
crecimiento y la sintesis de giberelinas (Fig. 10).

Los espectros de fluorescencia indican que no se produjeron
cambios en la mezcla de giberelinas cuando se anadieron estos com-
puestos.

Aungque la ruta de las giberelinas incluye deshidrogenaciones, la
difenilamina y la B-ionona, inhibidores de la deshidrogenasa del
fitoeno, no parecen tener ningun efecto especifico sobre la biosin-
tesis de giberelinas.

Los tres compuestos estimulan el consumo de glucosa a la vez
que inhiben el crecimiento. El catabolismo de la glucosa parece estar
desacoplado de su incorporacién a giberelinas.
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FIGURA 9. Efecto de la a-picolina sobre el peso seco de la estirpe SG22 y sobre la
concentraciéon de glucosa y de giberelinas en el medio. Cultivos con a-picolina (2 g I 1

arfiadida al medio antes de la inoculacién (®). Cultivos sin a-picolina (O).
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FIGURA 10. Efecto de la a-picolina (@), difenilamina (M) y B-ionona ( A) sobre el
peso seco del micelio y la concentracién de glucosa y de giberelinas en el medio de
cultivo. Todos los inhibidores se afadieron a los nueve dias de cultivo (flechas).
Cultivos sin inhibidores (O ).
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EFECTOS DE LA LUZ SOBRE LA SINTESIS DE GIBERELINAS

Para ver los efectos de la luz sobre la sintesis de giberelinas,
iluminamos los cultivos en caldo pobre en nitrégeno, para detectar
una posible estimulacion, y en caldo rico en nitrégeno, para ver si
llegan a producirse giberelinas. La luz no tiene efectos sobre la
sintesis de giberelinas en la estirpe silvestre ni en la estirpe SG4, un
mutante blanco incapaz de sintetizar carotenoides (Fig. 11). Los
experimentos no permiten excluir la fotoinduccion de la giberelino-
génesis porque en nuestros medios liquidos tampoco observamos
fotoinduccién de la carotenogénesis. Todas las observaciones sobre
fotoinduccion de la carotenogénesis se habian hecho en cultivos en
agar-minimo, condiciones en que no se producian giberelinas.

GIBERELINAS (mg i)

TIEMPO (dias)

FIGURA 11. Efecto de la luz sobre la sintesis de giberelinas. Los simbolos vacios
corresponden a cultivos realizados en la luz, y los llenos a cultivos realizados en la
oscuridad. Los tridngulos corresponden al mutante blanco SG4 cultivado en caldo
pobre en nitrégeno. Los circulos corresponden a la estirpe silvestre IMI58289
cultivada en caldo pobre en nitrégeno. Los cuadrados corresponden a la estirpe

IMI58289 cultivada en caldo rico en nitrégeno.
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3.4
ANALISIS POR HPLC Y MARCADO RADIACTIVO IN VIVO DE LAS
GIBERELINAS

En este capitulo se describe una caracterizacion bioquimica
preliminar de los mutantes alterados en la sintesis de giberelinas.
Hemos analizado las distintas estirpes por cromatografia liquida de
alta presion (HPLC) y las hemos incubado con [14C}jmevalonato sédico
para identificar los compuestos excretados implicados en la ruta de
los terpenoides.

34.1
ESTIRPE SILVESTRE

Las giberelinas se separan eficazmente por cromatografia
liquida de alta presiéon en columna Spherisorb S50DS C;g de fase
reversa y se detectan por su absorcion a 206 nm (Jensen et al.,
1986) (Tabla V). El acido sérbico es una referencia interna; los
coeficientes de retencién R son los tiempos de retenciéon de cada
compuesto relativos al del acido sérbico, que se toma como unidad.

El extracto del cultivo silvestre (Fig. 12) contiene principal-
mente acido giberélico (GA3, R=0.63) y otros compuestos no identifi-
cados (por ejemplo R=0.29 y R=0.51). Entre los compuestos muy mi-
noritarios se identifican provisionalmente las giberelinas GAj
(R=0.71), GA7 (R=1.94), GA4 (R=2.08), GA14 (R=2.35) y GAg (R=2.83).

TABLA V. Cromatografia HPLC de patrones de giberelinas purificadas.

Tiempo de Coeficiente de

Patrones retencion retencion

(min) R
GA3 (acido giberélico) 10.1 0.63
GA] 11.5 0.71
Acido sorbico 16.0 1.00
GA13 23.6 1.52
GA7 30.6 1.94
GA4 33.8 2.08
GA14 37.4 2.35
GAg 45.5 2.83
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FIGURA 12. Cromatograma HPLC de un extracto del caldo de cultivo de la estirpe
silvestre en las condiciones descritas en el texto. La linea de puntos corresponde a un
cromatograma testigo (solo solventes). El namero que aparece sobre cada pico es su
coeficiente de retencién. En la hoja transparente se representa la radiactividad a lo

largo del cromatograma.
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No pudimos identificar todos los picos del cromatograma HPLC
porque no disponiamos de los patrones auténticos necesarios. Para
identificar los correspondientes a terpenoides cultivamos el organis-
mo con mevalonato radiactivo, recogimos 60 fracciones de la
cromatografia HPLC (una por minuto) y medimos su radiactividad en
un contador de centelleo.

Varios compuestos tienen la misma radiactividad especifica que
el acido giberélico (Tabla IX); suponemos que tienen un coeficiente
de extincion similar al suyo e incorporan el mismo numero de
moléculas de mevalonato radiactivo en su estructura. Los terpenoides
de distintos grupos podrian tener radiactividades especificas
distintas si se sintetizan en distintos compartimentos celulares a
partir de distintas mezclas de mevalonato exdgeno y endogeno.

3.4.2
MUTANTES GIB

Los resultados de los analisis por cromatografia HPLC y mar-
cado radiactivo de los mutantes gib confirman y precisan los de las
medidas de fluorescencia (Tablas VII, VIII y IX). La falta de gibereli-
nas en la estirpe SG137 podria deberse, como antes, a su lentitud de
crecimiento.

La relacion entre la fluorescencia (Tabla III) y el contenido en
acido giberélico de las distintas estirpes (Tabla VI) nos permitio
establecer tres grupos de mutantes (Fig. 13).

El grupo de mutantes "agiberélicos", que no sintetizan
giberelinas, se compone como antes, de las estirpes SG121, SG127,
SG138 y SG139 (en el origen de coordenadas de la Fig. 13). Los
mutantes "alogiberélicos" sintetizan giberelinas distintas de la GAs;
este grupo comprende las estirpes SG133 y SG134, detectadas por
el color alterado de su fluorescencia, y las estirpes SG123, SG129 y
tal vez SG122, cuyo contenido en GA3 no basta para explicar su
fluorescencia. El grupo de mutantes "hipogiberélicos”, que sintetizan
menor concentracion de giberelinas que la estirpe silvestre, se
compone de las estirpes SG124, SG128, SG135 y SG136 y tal vez
SG122 (a lo largo de la linea que une el origen de coordenadas con la
estirpe silvestre IMI58289 en la Fig. 13).

Ninguno de los mutantes acumula predominantemente una de
las giberelinas identificadas distinta de acido giberélico. Varios
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mutantes superan al tipo silvestre en la produccion de una giberelina
minoritaria: cuatro mutantes tienen mas GAj4 que el silvestre (Tabla
VIII); dos, GA7 y uno, GA4 (Tabla VI).

TABLA VI. Concentracién (mg 1'1)@ de giberelinas en los cultivos de
los mutantes gib

Giberelinas GA3 GA7 GA4 Suma
Coef. de ret. R0.63 R1.94 R2.08

Tipo silvestre

IMI58289 67.9 - 5.2 78.2
Mutantes derivados de IMI58289
SG121 4.1 - - 4.7
SG122 9.9 - - 11.9
SG123 3.9 - 2.8 7.7
SG124 22.4 8.6 - 32.2
SG127 - - - -
SG128 26.2 - - 30.0
SG129 8.2 7.8 - 16.8
SG133 28.3 - - 32.3
SG134 39.2 - 11.1 51.7
SG135 8.6 - - 9.4
SG136 20.0 - - 21.5
SG137 - - - -
SG138 - - - -
SG139 - - - -

@ Las concentraciones corresponden a mg 1" asumiendo que su coeficiente de
extincién a 206 nm es el mismo que el del acido giberélico. Solo se representan los

valores > 2.5 mg 11, La suma corresponde a la suma total de las giberelinas de las que
se dispuso de patrones {Tabla V).

-41-



100

IMIS8289

GA, (HPLC) (mg1™h)

GIBERELINAS (FLUORESCENCIA) (mg I')

FIGURA 13. Comparacién entre la concentracién de giberelinas calculada por
fluorescencia y la concentracion de acido giberélico (GA3) calculado por cromato-
grafia HPLC en la estirpe silvestre y los mutantes gib. La linea une el origen de

coordenadas con las medidas correspondientes a la estirpe silvestre.

A la vista de los resultados de los analisis por cromatografia
HPLC y marcado radiactivo expuestos en las Tablas VII y VIII distin-
guimos tres grupos de compuestos:

1. Compuestos no terpenoides. No se marcan radiactivamente
tras incubar el organismo con [l14C]mevalonato sédico y se
encuentran en todos los mutantes. Pertenecen a este grupo los
compuestos con R=0.20 y R=0.44.

2. Terpenoides constantes. Se marcan radiactivamente con
[14C]lmevalonato sddico pero son producidos en cantidades seme-
jantes por todas mutantes. Pueden ser terpenoides ajenos a la ruta
biosintética de las giberelinas o precursores de las giberelinas en el
primer bloqueo mutacional disponible. Pertenecen a este grupo los
compuestos con R=0.29 y R=0.51.

3. Terpenoides que varian significativamente en los mutantes.
Se marcan radiactivamente en presencia de [!4Clmevalonato sédico y
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varian mucho de unos mutantes a otros. Pertenecen a este grupo los
compuestos con R=1.67, R=2.51 y R=2.08 (GA4) que se encuentran
en la estirpe silvestre de Gibberella y R=2.15, R=2.59, R=1.94 (GA7)
y R=2.35 (GA14) que aparecen en algunos mutantes gib pero son
escasos 0 inexistentes en la estirpe silvestre. Todos ellos tienen
radiactividades especificas similares a las de las giberelinas por lo
que presumiblemente estan implicados en su biosintesis.

TABLA VII. Compuestos sin identificar presentes en el medio de cultivo
de la estirpe silvestre IMI58289 y de los mutantes gib.

R 0.20 0.29 0.44 0.51 1.67 2.15 2.51 2.59

Tipo silvestre
IMI58289 7.5 54.2 14.2 71.9 14.6 - 26.3 -

Mutantes derivados de IMI5S8289

SG121 4.8 50.5 5.0 43.8 - - 5.0 -
SG122 47 40.2 13.1 46.3 2.5 8.4 6.0 -
SG123 9.8 93.8 5.2 68.3 2.9 - 3.9 -
SG124 3.1 38.3 4.3 36.3 9.5 18.6 13.2 -
SG127 6.6 63.2 14.3 42.3 2.6 - - -
SG128 10.9 16.5 5.1 46.1 9.0 8.9 17.4 -
SG129 5.3 51.3 5.0 74.0 7.9 20.3 11.5 -
SG133 4.4 46.3 5.2 70.4 9.4 6.9 23.8 56.8
SG134 6.9 55.5 10.1 94.8 9.1 - 18.9 -
SG135 11.6 55.3 8.3 66.5 2.6 3.9 5.1 -
SG136 9.1 46.8 21.3 50.5 5.1 - 7.5 -
SG137 7.2 48.9 5.4 43.3 - - - -
SG138 5.6 12.4 5.5 28.5 2.6 - - -
SG139 11.9 35.4 5.2 38.3 - - 2.5 -
Media 7.3 47.2 8.4 54.7 5.1 5.4 10.0 3.8
CV. 36 38 57 32 82 112 82 374

a Las concentraciones de los compuestos corresponden a mg 1-1 asumiendo que su
coeficiente de extincién a 206 nm es el mismo que el del acido giberélico. Solo se

representan los valores >2.5 mg1-1.
Los coeficientes de variacion (C.V.) estian expresados en tantos por ciento.
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La radiactividad especifica de las distintas giberelinas (calculada
suponiendo que todas las giberelinas tienen el coeficiente de
extincion de la GAg) puede presentar pequenas variaciones debido a
diferencias en el coeficiente de extincion; la GA3 y GA7 tienen mayor

coeficiente de extincion que las deméas porque tienen mas dobles

enlaces; su radiactividad especifica debe ser mener. mayoy

El compuesto R=0.44 varié mucho en las distintas estirpes pero
no se marco radiactivamente; este compuesto podria ser un precur-
sor de la ruta de las giberelinas que dejase de sintetizase antes de los

seis dias de cultivo (momento en que se anadi6 el [14C]mevalonato).

TABLA VIII. Radiactividad total (kBq) en los compuestos
que aparecen en la Tabla VII.

R 0.29 051 063 167 194 208 215 235 251 2.59
Giberelina
asignada GA3 GA7 GA4 GA14
Tipo silvestre
IMI58289 6.7 4.3 13.0 2.3 - 0.9 - - 7.0 -
Mutantes derivados de IMI58289
SGi21 - 0.8 1.7 0.9 - - 0.5 - 1.4
SG122 5.9 1.2 3.1 1.1 0.8 - 0.8 - 2.4
SG123 1.1 0.9 1.9 - - - - - 1.3 -
SG124 1.0 5.3 6.3 2.5 2.8 - 1.8 2.0 4.9 -
SG127 0.7 0.8 1.1 0.5 - - - - 1.0 -
SG128 1.9 7.4 8.9 2.0 1.7 - 1.0 1.2 9.1
SG129 1.3 1.9 3.9 1.7 2.5 - 3.4 - 3.5 -
SG133 0.8 3.1 8.1 3.6 1.3 - 0.8 1.5 6.4 13.1
SG134 4.1 3.0 8.0 2.0 - 0.7 - 0.6 4.3
SG135 4.9 2.1 3.3 1.1 - - 0.5 - 2.1
SG136 18.4 0.7 4.0 0.8 - - - - 1.7
SG137 8.2 - - - - - - - -
SG138 - - - - - - - - - -
SG139 6.5 - - - - - - - - -
Media 4.1 2.1 4.3 1.3 0.7 0.1 0.6 0.4 3.0 0.9
C.V. 111 99 88 80 135 257 153 180 89 374

Solo se representan los valores > 0.5 kBq. La GA14 no aparece en las Tabla VII por su baja
concentracion. Los coeficientes de variacion (C.V.) estan expresados en tantos por ciento.
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Las absorbencias de los compuestos R=0.29 y R=0.51 varia %,9 -

poco de unas estirpes a otras mientras que su radiactividad total es =
muy variable. La explicacién parece ser el solapamiento en el
cromatograma HPLC de dos compuestos con el mismo tiempo de
retencion; la absorcion mayoritaria a 206 nm corresponderia a un
compuesto no radiactivo que enmascararia al radiactivo. La
radiactividad total de estos compuestos en las distintas estirpes es
proporcional a la del acido giberélico.

TABLA IX. Radiactividad especifica (Bq mg1) correspondiente a los
compuestos que aparecen en la Tabla VII

R 0.29 0.51 0.63 1.67 1.94 2.08 2.15 2.51 2.59
Giberelina
asignada GA3 GA7 GA4

Tipo silvestre
IMI58289 113 55 192 158 - 175 - 275 -

Mutantes derivados de IMI58289

SG121 - 15 414 - - - - - -
SG122 126 22 300 440 - - 91 400 -
SG123 14 15 487 - - - - 333 -
SG124 29 171 275 268 317 - 91 367 -
SG127 15 26 - 204 - - - - -
SG128 128 177 342 222 - - 116 526 -
SG129 24 24 450 215 300 - 167 303 -
SG133 15 40 258 367 - - 116 267 233
SG134 71 29 192 225 - 64 - 225 -
SG135 119 42 367 423 - - 128 417 -
SG136 393 10 192 141 - - - 217 -
SG137 177 - - - - - - - -
SG138 - - - - - - - - -
SG139 183 - - - - - - - -
Media 108 52 315 266 308 119 118 328 233
C.V. 93 107 31 38 2 46 21 26 -

Las concentraciones de los compuestos corresponden a mg 1 1 si su coeficiente de extincién a
206 nm fuese el del acido giberélico.
Los coeficientes de variacién (C.V.) estan expresados en tantos por ciento.
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3.5
REGULACION DE LA SINTESIS DE GIBERELINAS

En este capitulo hemos abordado algunos aspectos de la
regulacion de la sintesis de giberelinas en el tipo silvestre de G.
fujikuroi, especialmente aquéllos relacionados con la regulacién por
compuestos nitrogenados.

35.1
EFECTOS DEL NITROGENO

Efectos de la fuente de nitrégeno

La sintesis de giberelinas es diferente seguan la fuente de
nitrégeno empleada aunque la concentracién total de atomos de
nitrogeno en el medio permanezca constante (Tabla X).

Todas las fuentes de nitrégeno permiten un crecimiento
vegetativo similar; tampoco observamos grandes diferencias en la
produccién de giberelinas salvo en el caso del NOgNa y glutamato, en
los que la produccién es significativamente menor (Fig. 14).

TABLA X: Fuentes de nitrégeno empleadas para la produccion de

giberelinasQ.

Fuente de nitréogeno Peso Formula Concentracion

molecular R
Nitrato aménico 80.05 NO3NH4 1.00
Nitrato sédico 83.50 NOg3gNa 2.08
Cloruro aménico 53.50 CINH4 1.33
Asparragina 132.12 C4HgN203 1.65
Glicocola 75.07 CoHsNO2 1.87
Glutamato sédico 170.13 CsHgNO4Na 4.25
Glutamina 146.15 CsH10N203 1.82
Urea 60.06 CH4N20O 0.75

@ Las concentraciones indicadas corresponden a 0.37 g 1 de nitrégeno.
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FIGURA 14. Variaciéon temporal del peso seco del micelio y concentracion de glucosa y
de giberelinas en el caldo de cultivo con distintas fuentes de nitrégeno a las concentra-

ciones indicadas en 1a Tabla X,
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Efectos de la concentraciéon de nitrégeno

Para estudiar los efectos de la concentraciéon de nitrégeno
sobre la sintesis de giberelinas cultivamos el organismo en caldos con
distinta concentracién inicial de nitrégeno. Como fuente de
nitrogeno usamos CINH4, NO3NH4 o NO3Na a la misma concentracion
del elemento (en gramos de nitrégeno/litro de medio).

La produccion de giberelinas depende de la concentracion
inicial de nitrégeno en el medio de cultivo (Fig. 15).

En los tres casos estudiados observamos una concentracion
inicial de nitrogeno en el medio de cultivo (concentracién éptima) a
la cual la sintesis de giberelinas es maxima. Esta concentracion varia
segun la fuente de nitrogeno usada. La concentracion optima de
NO3Na es menor que la de NO3NH4, y ésta es menor que la de CINH4.

La produccion méaxima de giberelinas en caldo que contiene
NO3Na como fuente de nitré6geno es menor que en los que contienen
las otras dos fuentes empleadas. Una posible toxicidad del NO3Na a
través de la toxicidad del NO3~ producido como intermediario de su
utilizacién no es aceptable: el crecimiento vegetativo y el consumo de
glucosa es mayor con NO3Na que con las otras fuentes.

Efectos de la adicién de nitrégeno

Cultivamos el organismo en caldo pobre en nitrogeno y
anadimos a distintos tiempos 1 g1-! de NOgNH4 para transformarlo
en caldo rico en nitrégeno.

La sintesis de giberelinas se detiene inmediatamente tras
anadir NOgNH4 al medio de cultivo (Fig. 16). Este efecto inhibitorio
también tiene lugar cuando se anaden otros compuestos nitrogenados
(NO3Na, CINH4 o asparragina) al medio (J. Avalos, comunicacion
personal).

En caldo pobre en nitrégeno el organismo crece muy despacio
a partir de los seis dias de cultivo. La adicion de NO3NH4 da lugar a la
reiniciacion del crecimiento (aumento del peso seco y del consumo
de glucosa, Fig. 16). Esto parece indicar que la causa de la detencion
del crecimiento es el agotamiento del nitrégeno en el caldo de
cultivo.
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FIGURA 15. Peso seco del micelio y concentracion de glucosa y de giberelinas a los
quince dias de cultivo en caldos con distintas concentraciones de CINH4 (H),
NO3NH4 (®) o NO3Na {A).
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FIGURA 16. Variacién temporal del peso seco del micelio y la concentracion de
glucosa y de giberelinas en el medio tras afiadir NO3NHg4 (4 g 1-1) a cultivos en caldo

pobre en nitrégeno a los tres (O), seis (A), nueve (A) o doce (B) dias. Cultivo
testigo sin adicién de NOgNH4 (@ ).
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3.5.2

EFECTOS DEL CARBONO SOBRE LA SINTESIS DE GIBERELINAS

Efectos de la fuente de carbono

La sintesis de giberelinas depende de la fuente de carbono
empleada aunque la concentraciéon total de atomos de carbono en el
medio permanezca constante (Tabla XI).

El maximo crecimiento vegetativo se alcanza con lactato como
fuente de carbono, pero en estas condiciones Gibberella no sintetiza
giberelinas. La maxima produccion de giberelinas se obtuvo con
manitol o maltosa como fuentes de carbono (Fig. 17).

TABLA XI: Fuentes de carbono empleadas para la produccion
de giberelinas?.

Fuente de carbono Peso Formula Concentracion
molecular g1l
Glucosa 180 CgH1206 80.0
Galactosa 180 CeH1206 80.0
Xilosa 150 CsH1005 80.0
Manitol 182 CeH1406 80.8
Lactato calcico 218 CeH10CaO¢ 96.8
Lactosa 342 . C12H22011 76.0
Maltosa 342 Ci2H22011 76.0

@ Las concentraciones indicadas corresponden a 32 g 1'1 de carbono.
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FIGURA 17. Peso seco del micelio y concentracién de giberelinas en el medio a los
quince dias de cultivo en caldo pobre en nitrogeno con distintas fuentes de carbono a

las concentraciones indicadas en la Tabla XI.

Efectos de la concentraciéon de carbono

Para estudiar el efecto de la concentracién inicial de carbono
sobre la sintesis de giberelinas cultivamos el organismo en caldos con
distintas concentraciones de glucosa manteniendo constante la
concentracion de nitrégeno (0.8 g 1'1 NO3NH4, Fig. 18 izquierda) o
manteniendo constante la relacién entre carbono y nitrégeno (100 g
de glucosa por cada gramo de NO3NH4, Fig. 18 derecha).
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En ambos casos, el crecimiento vegetativo, el consumo de
glucosa y la produccién de giberelinas dependen de la concentracion
de glucosa inicial en el medio de cultivo. Con una concentracion
constante de nitréogeno las tres variables alcanzan sus valores
maximos con 60 g 1’1 de glucosa. Las concentraciones iniciales de
glucosa mayores de 60 g 1! inhiben la producciéon de giberelinas
(Fig. 18 izquierda).

Cuando se mantiene constante la relacion entre carbono y
nitrégeno el crecimiento vegetativo y el consumo de glucosa
aumentan con la concentracion de nutrientes. La escasez de
nitrégeno impide que la glucosa se consuma totalmente, pero el
porcentaje de glucosa consumida es menor a concentraciones altas
de nutrientes. La sintesis de giberelinas es escasa en medios muy
ricos, con mas de 100 g1-1 de glucosa y 1 gl'! de NO3sNH4 (Fig. 18
derecha).

353
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE FOSFATO

La produccion de giberelinas en caldo pobre en nitréogeno
depende de la concentracion inicial de fosfato en el medio de cultivo
(Fig. 19). Las concentraciones muy bajas y muy altas inhiben la
sintesis de giberelinas; la maxima produccién se alcanza con 0.5 g1}
de PO4H2K.
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FIGURA 18. Peso seco del micelio y concentracién de glucosa y de giberelinas en el
caldo de cultivo a los quince dias con distintas concentraciones iniciales de glucosa. A
la izquierda, concentracién fija de 0.8 g 1"1 de NO3NH4: a la derecha, concentracién
variable de NO3NH4 (1 g por cada 100 g de glucosa).
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FIGURA 19. Peso seco del micelio y concentracién de glucosa y de giberelinas a los
quince dias de cultivo en caldo pobre en nitrégeno con distintas concentraciones
iniciales de PO4H2K.
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3'5.4
SINTESIS DE GIBERELINAS CON CONCENTRACIONES LIMITANTES DE FOSFATO

La represion de la sintesis de giberelinas por el nitrégeno
podria deberse a un efecto directo de un compuesto nitrogenado o a
un efecto indirecto; en este ultimo caso, la senal inductora de la
sintesis de giberelinas podria ser la disminucion de la velocidad de
crecimiento al escasear el nitrégeno.

Para distinguir entre ambas hipétesis limitamos el crecimiento
de Gibberella con bajas concentraciones de nitrogeno (Fig. 20
izquierda) o de fosfato (Fig. 20 derecha).

La sintesis de giberelinas ocurre a concentraciones limitantes
de nitrogeno en presencia de abundante fosfato (Fig. 20 izquierda),
pero no en concentraciones limitantes de fosfato en presencia de
abundante nitrégeno (Fig. 20 derecha). Se concluye que la sintesis de
giberelinas no se induce por cualquier limitacion del crecimiento y
se sugiere que sea un efecto especifico de la escasez de fuente de

nitrogeno
- 80 16 120
1 i 100
L g0 ~ 12}
— 3 80
2 w0}
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2
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FIGURA 20. Peso seco del micelio (A ) y concentracién de glucosa (M) y de giberelinas
(®) a los quince dias de cultivo en caldo con 5 g 11 PO4H2K y distintas concentracio-

nes de NO3NH4 o en caldo rico en nitrogeno con distintas concentraciones de POgH2K.
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3.5.5
INDUCCION DE LA SINTESIS DE GIBERELINAS

Los resultados expuestos hasta ahora sugieren que la sintesis de
giberelinas ocurre cuando las células disponen de carbono pero no de
nitrogeno. Si esta hipoétesis es correcta, la adicion de glucosa podria
favorecer la sintesis de giberelinas. Los micelios cultivados en
ausencia de nitrégeno deberian interrumpir la sintesis de giberelinas
al ponerlos en presencia de nitrogeno. Los micelios cultivados con
exceso de nitrogeno deberian empezar a sintetizar giberelinas al
eliminar el nitrégeno.

Adicién de glucosa

La adicién de glucosa estimula la sintesis de giberelinas en
cultivos que las estan sintetizando (Fig 21). El incremento es mayor
en el medio con mayor concentraciéon inicial de nutrientes, posible-
mente porque contiene mas micelio. El peso seco y el consumo de
glucosa aumentan tras la adicién de glucosa.

Pérdida del nitrégeno

Se transfiri6 micelio cultivado en caldo rico en nitrégeno
durante nueve dias a soluciones con PO4H2K (5 g I'1) y glucosa (20 6
40gll)oa su medio original. Los micelios sintetizan giberelinas en
soluciones de glucosa sin nitrégeno. La produccién es particular-
mente alta en la solucién con 40 g 1'! de glucosa (Fig. 22). Una vez
consumida toda la glucosa de la solucion, la sintesis de giberelinas
continua, presumiblemente a partir de materiales de reserva.

El peso seco del micelio y el consumo de glucosa siguieron
aumentando después de la transferencia; la ausencia de nitrégeno en
el medio sugiere que el organismo consume la glucosa para sintetizar
polisacaridos de reserva; el principal polisacarido estructural, la
quitina, contiene nitrégeno.

Otra forma de poner de manifiesto el papel del nitrogeno es el
intercambio de micelios y medios (Fig. 23). Los resultados confirman
que la produccién de giberelinas depende esencialmente del medio
de cultivo y no de la procedencia del micelio.
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Los micelios cultivados en caldo rico en nitrégeno inducen la
sintesis de giberelinas cuando se transfieren a caldo sin nitrogeno
(Fig. 23 izquierda). Esta induccién no se produce inmediatamente
después de la transferencia; el micelio probablemente necesita algun
tiempo para sintetizar las enzimas responsables de la sintesis de
giberelinas.

Los micelios cultivados en caldo pobre en nitrégeno detienen la
sintesis de giberelinas cuando se transfieren a medio con nitrogeno
(Fig. 23 derecha). Observamos una sintesis residual de giberelinas de
aproximadamente el 12% de la que se produce en caldo pobre en
nitréogeno.

3.5.5
EFECTOS DE LA CICLOHEXIMIDA

La cicloheximida inhibe la sintesis de proteinas en muchos
organismos eucariotas. En Gibberella una concentraciéon de
cicloheximida de 50 mg 1'! inhibe completamente el crecimiento de
la estirpe silvestre IMI58289 (resultados no mostrados).

La produccion de giberelinas cesa inmediatamente después de
la adicion de cicloheximida a cultivos de la estirpe silvestre en caldo
pobre en nitrogeno (Fig. 24).
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FIGURA 21. Peso seco del micelio y concentracion de glucosa y de giberelinas en caldo
con 10 g Il de glucosay 0.5 ¢ 1"l de NO3NH4 (circulos, izquierda) o con 20 g Il de
glucosaylg 11 de NO3NH4 (triangulos, derecha). A los nueve dias (flechas) se anadie-

ron las cantidades indicadas de glucosa (simbolos negros).
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3'5.6
MEDIO OPTIMO PARA LA PRODUCCION DE GIBERELINAS

La produccion de giberelinas depende de las condiciones de
cultivo. Para conseguir altas concentraciones de giberelinas en un
cultivo unico diseriamos un caldo con las concentraciones optimas de
los nutrientes para la producciéon de giberelinas. Este caldo contenia
0.8 g I"'l de NO3NH, (aproximadamente 10 mM), 60 g 1! de manitol
(0.33 M) y 0.5 g1l de PO4H2K (3.67 mM). En estas condiciones se
sintetizan a los quince dias 180 g 1-! giberelinas, aproximadamente el
doble que en caldo pobre en nitrégeno.
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FIGURA 25. Concentracion de giberelinas con distintas concentraciones de glucosa y
de NO3NH4 (lineas rectas). Las lineas de nivel se han extrapolado de los resultados de

las Fig. 15 y 18 y de otros no mostrados. Los tridngulos corresponden a la maxima

concentracién de giberelinas alcanzada en estas condiciones.
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DISCUSION GENERAL

Dos nuevos métodos fundamentan esta tesis, un sencillo
analisis fluorimétrico de las giberelinas y un ensayo rapido de la
produccion de giberelinas en pequenos cultivos. Los resultados del
primero han sido verificados con muestras conocidas de acido
giberélico puro y por comparacién con los resultados de la
cromatografia HPLC. Una de sus ventajas es que no requiere pasos
previos de purificacion, con lo que se evitan las consecuentes
pérdidas de giberelinas.

El escrutinio rapido nos ha permitido aislar trece mutantes
gib, que difieren del tipo silvestre en la produccién de giberelinas.
Estos mutantes se reparten en tres grupos: mutantes agiberélicos
(carentes de giberelina A3), mutantes hipogiberélicos (con menos
giberelina A3 que la estirpe silvestre) y mutantes alogiberélicos
(productores de compuestos distintos de los de la estirpe silvestre).
En la poblacién escrutada no conseguimos detectar ningan mutante
que produzca mas giberelinas que la estirpe silvestre IMI58289. Esta
estirpe fue tomada como punto de partida precisamente por su alta
produccion de giberelinas (unos 20 mg de giberelinas por gramo de
peso seco). No se descarta que existan mutantes superproductores,
pero para encontrarlos probablemente habria que escrutar decenas
de miles de colonias procedentes de esporas mutagenizadas.

Las giberelinas no parecen tener ningun papel importante en
el crecimiento de Gibberella en nuestras condiciones de cultivo:
varios mutantes no producen giberelinas pero crecen y consumen
glucosa de manera similar a la estirpe silvestre. Seria interesante
estudiar la infeccién del arroz por estos mutantes.

Relacién entre las sintesis de carotenos y de giberelinas

Los mutantes gib aislados en esta Tesis y los mutantes car,
alterados en la sintesis de carotenos, nos permitieron estudiar las
posibles relaciones entre las sintesis de ambos grupos de
terpenoides.

Avalos (1987) ya habia notado diferencias en la produccion de
giberelinas de varios mutantes car. Sus analisis de carotenos y de
giberelinas se hicieron con distintas condiciones de cultivo, lo que
imposibilitaba su comparacion cuantitativa.
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Los analisis de carotenos y giberelinas en mutantes car
empleando las mismas condiciones de cultivo confirmaron los
resultados de Avalos. El incremento de la carotenogénesis en los
mutantes superproductores de neurosporaxantina queda
compensado cuantitativamente con una bajada en la sintesis de
giberelinas. En la direccién opuesta ocurre lo mismo, ya que los
mutantes albinos sin carotenos aumentan la sintesis de giberelinas.

Esta compensacion entre las rutas de carotenos y giberelinas
no ocurre en los mutantes carentes de giberelinas. La utilizacion de
la misma cantidad de precursores, les llevaria a producir unos 10 mg
de neurosporaxantina por gramo de micelio.

Los carotenos son sintetizados por un gran complejo
enzimatico en Phycomyces (Cerda-Olmedo, 1987) y probablemente
en Gibberella (Avalos, 1987). Nuestros resultados sugieren que al
bloquear el funcionamiento del complejo (mutantes car) el
pirofosfato de geranilgeraniol se desvia hacia la ruta de las
giberelinas. Para que esto ocurra los carotenoides y las giberelinas
deben sintetizarse en el mismo compartimento celular.

En Phycomyces los carotenos y los esteroles se sintetizan en
compartimentos distintos; en este caso, las mutaciones que causan
superproducciéon de carotenos no afectan a la concentracion de
esteroles (Bejarano, 1988).

Los carotenoides se producen al principio del crecimiento de
Gibberella mientras que las giberelinas se empiezan a sintetizar a
partir del tercer o cuarto dia de cultivo. Las alteraciones en los
mutantes car afectan a los primeros dias de la ruta de las giberelinas;
los mutantes blancos sintetizan mas giberelinas que la estirpe
silvestre solo al principio de su sintesis.

Al bloquear la ruta de las giberelinas los precursores no se
desvian hacia la de los carotenoides; estos precursores pueden
encontrarse en forma de compuestos intermedios o metabolizarse
por otras rutas competidoras.

El mutante SG127 no acumula carotenos ni giberelinas. Este
mutante puede tener bloqueado un paso comun a la sintesis de
ambos compuestos. Este paso seria presumiblemente la transferencia
de un residuo de prenilo al pirofosfato de farnesilo para dar
pirofosfato de geranilgeraniol. Si para cada enzima hay un solo gen,
las mutaciones en pasos anteriores de la ruta no serian viables, ya
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que impedirian la sintesis de los esteroles. También cabe la
posibilidad de que una mutacién regulatoria afecte a ambas rutas.

Existe un mutante superproductor de neurosporaxantina (SG1)
que no excreta giberelinas al medio de cultivo. Este mutante excreta
al medio varios compuestos de naturaleza desconocida, entre ellos
grandes cantidades de uno de color rojo. La interpretacion de este
mutante debe posponerse hasta la identificacion de estos
compuestos.

La a-picolina, un inhibidor de la ciclasa del licopeno en
Gibberella, inhibe la sintesis de giberelinas. Como la biosintesis de
giberelinas incluye varios pasos de ciclacién, probablemente la
o-picolina inhiba uno de estos pasos. En este caso, las dos
inhibiciones serian el resultado de la accién de la a-picolina sobre
dos ciclasas distintas.

Regulacién de la sintesis de giberelinas

Las giberelinas se empiezan a sintetizar a partir de los tres dias
de cultivo, cuando ya ha empezado a disminuir la velocidad de
crecimiento de Gibberella. En nuestras condiciones de cultivo la
limitaciéon del crecimiento se debe a la escasez de fuente de
nitrogeno en el medio.

La sintesis de giberelinas no es inducida por la limitacién del
crecimiento del organismo, ya que no es inducida por la escasez de
fosfato. La sintesis de giberelinas depende de la disponibilidad de
fuente de nitrégeno. La giberelinogénesis podria ser reprimida en
presencia de suficiente nitrégeno o activada en su ausencia. Los
resultados de esta tesis no permiten distinguir entre ambas
hipétesis.

La regulacion por nitrégeno es reversible. Si privamos de
nitrogeno un micelio, éste empieza a sintetizar giberelinas. La
adicién de nitrégeno detiene la sintesis de giberelinas.

Las giberelinas se siguen sintetizando hasta por lo menos nueve
dias después de agotarse la glucosa del caldo de cultivo. Los carbonos
necesarios pueden proceder de polisacaridos de reserva; un indicio
de la acumulacién de estas reservas es el consumo de glucosa en
ausencia de fuente de nitrégeno (Fig. 22). En condiciones en las que
la relacion carbono/nitrégeno es muy baja, es probable que no se
sinteticen polisacaridos de reserva; en este caso, la sintesis de
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giberelinas comienza al agotarse la fuente de nitrégeno y se detiene
al agotarse la glucosa del medio (Fig. 21).

La sintesis de giberelinas en soluciones de glucosa (Fig. 22)
sugiere una disponibilidad previa de las enzimas, que tendrian vida
media muy larga. Contra esta hipdtesis arguye el rapido cese de la
sintesis de giberelinas tras anadir cicloheximida, que sugiere que al
menos una proteina necesaria para la sintesis de giberelinas debe
tener una vida media corta. Una posible solucién a esta paradoja es la
sintesis de proteinas con los aminoacidos procedentes de degradar
otras proteinas. No se pueden descartar efectos indirectos de la
cicloheximida sobre la sintesis de giberelinas.

Caracterizacion preliminar de los mutantes gib

No tenemos indicios de que alguno de los mutantes gib
acumule cantidades importantes de compuestos intermediarios de la
ruta al bloquear ésta. No podemos descartar la acumulacién de
algunos precursores de la GA3 en los mutantes gib, ya que las
condiciones de analisis no permitieron detectar algunos ni
cuantificar correctamente otros. Por ejemplo, algunos precursores,
como el kaureno, no se excretan el medio de cultivo.

Cuando analizamos los mutantes gib por cromatografia HPLC y
marcado radiactivo clasificamos los compuestos que aparecian en el
cromatograma en tres grupos segun se marcaran o no a partir del
[14Clmevalonato y segiin su variabilidad en las distintas estirpes.

El primer grupo esta formado por compuestos no terpenoides.
El segundo por terpenoides que no varian de unos mutantes a otros;
a este grupo pertenecen los terpenoides ajenos a la ruta de las
giberelinas y compuestos de esta ruta previos a los bloqueos de todos
los mutantes. Este grupo no incluye carotenoides ni esteroles, que no
se excretan al medio de cultivo, ni ciclonerodiol, que es muy apolar y
no se encontraria en los extractos utilizados. El tercer grupo de
compuestos esta formado por los terpenoides que varian mucho de
unos mutantes a otros; estos compuestos presuntamente pertenecen
a la ruta de sintesis de las giberelinas (Tabla XII).

La Tabla XII resume los resultados de las Tablas VI, VIl y VIIl y
agrupa los mutantes gib en siete grupos funcionales segan su
capacidad de sintetizar los compuestos presentes en el caldo de
cultivo de la estirpe silvestre. La comparacién de los compuestos
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pertenecientes al tercer grupo nos permite ordenarlos dentro de
una hipotética ruta biosintética de las giberelinas (Fig. 26). Para ello
se supone que el paso afectado por la mutacion estd detras de los
compuestos que el mutante acumula en cantidad similar al tipo
silvestre y delante de los compuestos que el mutante acumula en
menor cantidad que el tipo silvestre. El defecto del mutante del
grupo A, que no sintetiza giberelinas ni carotenoides, estaria antes de
la bifurcacién de ambos terpenoides. Los mutantes del grupo B
sintetizan carotenoides pero ninguno de los compuestos intermedios
presentes en la estirpe silvestre; estarian bloqueados al principio de
la ruta de las giberelinas, pero después de la bifurcacién de
giberelinas y carotenoides. Los mutantes de los grupos C, D, Ey F
sintetizan algunos de los compuestos intermedios presentes en la
estirpe silvestre; los datos de estos mutantes son irreconciliables con
una ruta de tipo lineal. El mutante del grupo G sintetiza todos los
compuestos intermedios presentes en la estirpe silvestre; su defecto
se localizaria en la parte final de la ruta.

Atendiendo a los compuestos que no aparecen en la estirpe
silvestre pero si en algunos de los mutantes, el grupo D se divide en
dos subgrupos segun la capacidad de sintetizar el compuesto con
R=2.15; el grupo E se subdivide en tres subgrupos segun la capacidad
de sintetizar el compuesto con R=2.59 y la GA7.

El desconocimiento de la estructura quimica de los
compuestos excretados por las distintas estirpes no nos permite
asignar cuales son las funciones enzimaticas alteradas en los grupos
de mutantes.

El mutante del grupo A (SG127), sin carotenoides ni
giberelinas, no tiene homélogos en plantas, donde este ﬁpo de
mutantes seria inviable. Los mutantes del grupo B (SG121, SG123 y
SG138) alterados en los primeros pasos de la ruta de las giberelinas
podrian ser homoélogos del mutante B1-41 de Gibberella y de los
mutantes alterados en los genes na del guisante, d5 y anj del maiz y
dx del arroz. Los mutantes alterados en los pasos posteriores de la
ruta podrian ser homoélogos del mutante R9 de Gibberella y de los
mutantes alterados en los genes le del guisante, d1, d2 y d3 del maiz
y dy del arroz. No hemos encontrado ningan mutante homélogo del
gigas de cebada, que causaria superproduccién de giberelinas.

Los mutantes que excreten al medio giberelinas intermediarias
de la ruta en cantidades suficientes permitirian estudiar los efectos
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de estos intermediarios en las plantas y algunos de ellos podrian
tener interés industrial. Estos mutantes también podrian
transformar compuestos sintéticos o semisintéticos ariadidos al caldo
de cultivo en otros nuevos con posibles aplicaciones biotecnolégicas.

TABLA XII. Compuestos del tercer grupo presentes en la estirpe silvestre

Grupo Coeficiente de retencién R
funcional Mutantes 0.29 0.51 1.67 2.08 2.51

A SG127 - - - - -
SG121

B SG123 - - - - -
SG138

C SG129 - - + - -
SG122

D SG136 + - — - -
SG139
SG124

E 5G128 - + + - +
SG133

F SG135 + + - - -

G SG134 + + + + +

Significado de los simbolos
+: El mutante acumula cantidades similares a las del silvestre.
—. El mutante acumula cantidades inderiores a las del silvestre.
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FIGURA 26. Posible ordenacién biosintética de los compuestos excretados por las
distintas estirpes y localizacién de los grupos de mutantes. Las letras huecas designan
funciones o grupos de ellas defectuosas en los mutantes del grupo designado con la

misma letra en la Tabla XII.
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CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado un método simplificado para medir
giberelinas.

2. Se ha desarrollado un método rapido para escrutar cultivos y
detectar mutantes alterados en la sintesis de giberelinas.

3. Se han aislado trece mutantes gib, alterados en la sintesis de
giberelinas, tras escrutar cultivos procedentes de esporas expuestas
a N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina.

4. Existen dos mutantes alterados en la sintesis de carotenos y
giberelinas. El mutantes SG127, que fue aislado como mutante
agiberélico, no sintetiza carotenos; el mutante SG1, que fue aislado
como superproductor de neurosporaxantina, no sintetiza giberelinas.

5. Los mutantes car difieren del tipo silvestre en la produccion
de giberelinas. El flujo total de los precursores comunes a ambas
rutas se mantiene constante: el bloqueo de la carotenogénesis
provoca una estimulacion de la sintesis de giberelinas y la
estimulacion de la carotenogénesis la disminuye.

6. Los precursores que no se dedican a la produccion de acido
giberélico en los mutantes gib no se destinan a la produccion de
carotenoides. Estos mutantes pueden acumular precursores de las
giberelinas u otros terpenoides.

7. Ninguno de los mutantes gib acumula cantidades
importantes de las giberelinas intermediarias de las que se dispuso
de patrones al bloquear la ruta.

8. La sintesis de giberelinas no se induce por la limitacion del
crecimiento de Gibberella, sino por el agotamiento de la fuente de
nitrogeno. El nitrégeno regula la sintesis de giberelinas: la sintesis
de giberelinas ocurre en ausencia de nitrégeno y la adicion de
nitrégeno detiene la sintesis de giberelinas.

9. Las sintesis de giberelinas ocurre en soluciones de glucosa.
Una vez agotada la glucosa, la sintesis de giberelinas puede continuar
a partir de material de reserva.
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